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Summary

Molecular Dynamics (MD) simulations of biomolecules have come a long way since Karplus
et al. performed the first protein simulation in 1977. The simulation system comprised 885
atoms and was run for 10 ps in vacuum to investigate the flexibility of the structure on very
short timescales. Steady progress in describing the interactions between the participating
atoms along with an ever-increasing number of available high-resolution structures of
proteins and other biomolecules have helped to establish MD-simulation as a powerful tool
for studying biological systems. This rapid progress only became possible through an
exponential increase in computation power (Moore’s law) together with the development of
efficient simulation algorithms.

The major advantage of a MD-simulation is obvious, since it allows capturing protein
dynamics with atomic spatial resolution, therefore delivering a microscopic picture of the
biological process under investigation. This is done by numerically integrating Newton’s
equation of motion, resulting in a trajectory r,(¢) for every atom 7 in the system.

Nowadays, system sizes of up to 10° atoms are routinely investigated on the nanosecond
timescale - some simulations have even gone far beyond these limits with respect to system
size (10°) as well as timescale (500 ps).

The main field of application of MD-simulations is the microscopic description of the
dynamics and function of biomolecules and thus, the construction of a detailed picture of the
relevant processes taking place inside the cell.

Many biological processes take place on timescales, which are still not accessible by
conventional MD-simulations. A number of special simulation techniques, like Umbrella
Sampling, Essential Dynamics or Steered Molecular Dynamics (SMD) have emerged that can
accelerate the process under investigation onto accessible timescales. One common feature of
these methods is an enforced movement of the system along a specified reaction coordinate in
order to overcome potential barriers. This is done by applying an additional force or adding a
harmonic potential to manipulate one or more atoms of the simulated system. Using statistical
analysis methods like fluctuation theorems allows the quantitative study of the accelerated
processes.

In 1997, Jarzynski formulated an integral version of the fluctuation theorem, connecting the
free energy difference to an exponential average of the external work for systems driven

arbitrarily out of equilibrium. For infinite sampling of work values, the free-energy estimate is
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exact; for finite sampling, it allows an estimate of this value. This remarkable equation has
since been tested in many experimental investigations as well as simulation studies.

In the framework of this thesis, three different biological systems are investigated using MD-
simulations. The main focus lies on the identification between structural features that are

related to functional consequences.

Structural stability of Tumor Necrosis Factor receptor type 1 mutants and fragments
Apoptosis, the programmed cell death, is an essential mechanism for every organism to
maintain cell homeostasis and effectively kill cells, which are harmful or no longer functional.
Apoptosis specifically initializes a signaling cascade within these cells, which ultimately leads
to their death. It can be induced by several different mechanisms. The Tumor Necrosis Factor
(TNF) is a mediator of the innate immune system and can also induce apoptosis. The
homotrimeric TNF can bind to two different membrane receptors; TNF receptor type 1
(TNFR1) and TNF receptor type 2 (TNFR2). Both receptors contain four cysteine rich
domains (CRDs) in their extracellular parts, which is a hallmark of a whole family of
receptors (TNFR superfamily). Each CRD can be structurally further divided into two
subdomains Al and B2. The initial step of TNF induced apoptosis is the binding of TNF to
three TNFR1. However, single TNF-[TNFR1]; complexes are not capable of initiating strong
intracellular signals; for efficient signal transduction oligomerization of TNF-[TNFR1]; is
necessary. CRD2 and CRD3 are involved in numerous ligand contacts and thus responsible
for ligand binding, as observed in the crystal structure of lymphotoxin-a (LTo) in complex
with the extracellular domain of TNFR1. CRDI is believed to be involved in receptor-
receptor interaction and therefore also necessary for the formation of signal competent
receptor clusters.

MD-simulations are performed to gain insight into conformational consequences induced by
mutational changes of the extracellular part of TNFRI1. Together with data from an
experimental study done by Marcus Branschiddel from the Institute of Cell Biology and
Immunology at the University of Stuttgart, these conformational consequences are linked to
functional changes.

In the extracellular domain of TNFR1, the subdomains Al and B2 of the CRDs are the
smallest structurally stable subunits. These subunits are arranged in alternating sequence and
make up the flexible backbone. The flexibility can be attributed to relative movements of the

subunits Al and B2. The intra-CRD flexibility is larger than the inter-CRD flexibility.



From the data of the crystal structure, the different CRDs can be connected with different
functional aspects. But this simple relation cannot be used to create functionalized mutants.
Deletion of CRD1 should abolish receptor-receptor interaction, but results in a deletion
mutant that retains its ligand binding affinity. However, experimental data clearly shows, that
deletion of CRD1 also eliminates ligand binding. MD-simulations of ACRDI-TNFRI1, a
deletion mutant, where CRD1 is removed, show a clear conformational change in the Al
subunit of CRD2. This can be attributed to a missing stabilizing effect of the deleted CRDI.
In contrast, deletion of only the first half of CRD1 AAlcrpi-TNFR1 did not show any
visible conformational changes in CRD2. In this case, part of the CRD1 (B2) is enough to
stabilize the adjacent subdomain. Results from the experimental study confirm this
observation. The AA1crpi-TNFRI deletion mutants did show ligand binding affinity but were
not able to build signaling competent receptor clusters and therefore did not show sufficient
receptor-receptor interaction.

Receptor-receptor interaction between TNFR1 is an interesting target for therapeutic research.
A molecule that can bind to CRD1 of TNFRI can inhibit the formation of signaling
competent receptor clusters. Crosslinking studies reveal that a TNFR1 fragment consisting
only of CRD1 is not able to form homo-oligomers and therefore does not exhibit any CRD1-
CRD1 interaction. MD-simulations of CRD1 show an increased flexibility in B2¢crp;. Again
the missing stabilizing effect, this time from Alcrpz is responsible for the increased
flexibility. Subsequent simulations of a fragment, which contained CRD1 and Al¢grp;, did not
show any increased structural stability within the subdomains of CRD1 and should therefore
be able to show CRDI1-CRDI-interaction. This prediction has yet to be verified. However, a
CRD1 with a Glutathione-S-Tranferase- (GST)-tag was able to inhibit signal transduction via
TNFRI. In this case, the GST-tag could serve as a scaffold to stabilize CRD1.

This study shows that although different primary functions of TNFR1 like receptor-receptor
interaction or ligand binding can be attributed to structurally distinct domains of the receptor.
A structural stabilizing effect by adjacent subdomains is necessary to retain these individual

functions.

Possible Pathway for ubiquinone diffusion through the LH1 ring of the purple bacteria
Rhodospirillum rubrum

In the last decade, the structures of many components of the photosynthetic apparatus of
purple bacteria, as well as the mutual organization of these components within the purple

membrane, were resolved. The core complex of the photosynthetic unit of purple bacteria,
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consisting of the reaction center (RC) and the light-harvesting 1 complex (LH1), plays a
crucial role in the conversion of light into chemical energy. In the reaction center, a
ubiquinone molecule functions as an electron carrier to transport electrons, created in the first
step of photosynthesis, from inside of the core complex to the cytochrome bcl-complex.

One key question that emerged concerned the assembly of the core complex. In some species,
like Rhodobacter sphaeroides (Rb. sphaeroides), the ring-shaped LH1 complex was found to
be open, whereas other species, like R. rubrum, have a closed ring surrounding the reaction
center. This poses the question of how the ubiquinone molecule that transports electrons and
protons from the RC to the cytochrome bcl complex overcomes the apparent barrier of the
LHI1 ring. The pathway of the ubiquinone molecule is still unknown. In this study, we
investigated how, in the case of a closed ring structure, the ubiquinone molecule diffuses
through the LH1 ring.

Starting from model structures for both the LHI ring and the RC, the core complex was
assembled and simulated in a lipid water environment. The core complex was structurally
stable and a detailed analysis of the protein complex revealed openings in the LH1 ring due to
the flexibility of the embedded chlorophyll tales where a possible diffusion might take place.
The enourmous size of the pigment protein complex made it necessary to construct a
minimum model system and to accelerate the diffusion process onto accessible timescales.
The minimum model consisted of one ubiquinone molecule and a quarter LH1 ring embedded
in a lipid bilayer and solvated in a water box. Analysis of SMD simulations pulling the
ubiquinone molecule, which was already halfway inserted in the LH1 ring, into the membrane
area, revealed a possible pathway for ubiquinone diffusion. There are three strong indications
for the plausibility of this pathway. First, simulations along two different pulling directions
(forward and backward) result in almost identical pathways. Second, there is very little
structural deviation for substructures of the LH1 ring and pigments that could be disturbed by
the ubiquinone headgroup. Third, the forces along the pathway are comparable to other SMD
simulation studies exploring ligand diffusion in protein channels. To reconstruct the potential
of mean force (PMF) along the proposed pathway through the LH1 ring, additional SMD
simulations were performed. To keep the system close to equilibrium, the pathway was
divided into nine independent sections for both directions. 10 SMD simulations per section
were performed, where the head of the ubiquinone molecule was pulled along the specified
pathway. To reconstruct the PMF, statistical analysis on the work profiles, which can be
calculated from the forces of the SMD simulation, was performed. Using the second-order

cumulant expansion and assuming a Gaussian shaped work distribution, the PMF of every
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individual section for both directions were reconstructed and subsequently combined.
Accounting for the entropic contribution of stretching the ubiquinone during the SMD
simulations, results in very similar PMFs for both pulling directions. The statistical error for
both PMFs was estimated from the dissipated work and hence from the width of the work
distribution. Parts from both forward and backward potentials were combined to obtain a
PMF with minimum overall statistical inaccuracy. The PMF exhibits potential characteristics
that can be closely connected to structural features along the pathway. There are potential
barriers at positions along the pathway between two a-helices of the inner and outer protein
structure and a central barrier, which can be attributed to the influence of chlorophyll and
carotenoid tails. The potential modulation is ~8 kg T® 99K) and the error is on average 25% of
the total modulation depth. Using a model of one-dimensional diffusion along the PMF and a
scaled potential to include the error bars, a Mean First Passage Time (MFPT) of ~8 x 107s
can be estimated. Under the assumption, that this process is the rate limiting step of the core
complex, an overall turnover rate of ~50 Hz can be predicted. In comparison with
experimentally determined turnover rates, this supports the proposed model of ubiquinone
diffusion through the LH1 ring and can explain why cryoelectron microscopy and AFM

studies of this species always find closed LH1 structures around the reaction center.

Investigation of the protein-conducting channel SecY from Methanococcus jannaschii
Protein translocation, the transport of a protein through a pore is of great importance for all
living organisms. It is essential for cells to have membrane channels, which are able to
transport proteins to different locations inside and outside the cell. An example for such a
channel is the protein-conducting channel SecY. Here, proteins are both translocated across
and inserted into the membrane. Two of the main structural features of this protein channel
are a pore region, consisting of a ring of six hydrophobic residues located in the center of the
channel, as well as a "plug" consisting of a short alpha-helix located just below the pore
region. For protein translocation, the plug has to be removed from the pore region and the
pore has to be dilated. Both features guarantee the correct functionality, meaning specific
transport of polypeptides through the channel area while blocking the channel in the closed
state.

Molecular dynamics simulations are performed to understand the overall mechanism of
protein transport across the membrane and to address questions concerning translocation,
sealing of the channel and relaxation. Protein translocation processes usually take place on

timescales (~ms) not accessible to conventional molecular dynamics simulation. By using
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steered molecular dynamics simulations to accelerate the opening process together with
statistical analysis using fluctuation theorems, the potential of mean force for removal of the
plug is obtained.

Starting from the crystal structure of the SecY-complex of Methanococcus jannaschii, which
resembles the protein-conducting channel in its inactive form, the protein was equilibrated in
a lipid-water environment. The simulation resulted in a stable protein structure (inactive
closed conformation). Based on data from cryoelectron microscopy of the SecY-complex in
an active form bound to a ribosome, the equilibrated structure of the inactive closed
conformation was modified using harmonic constraints. The resulting structure (active closed
conformation) was in good agreement with the experimental data.

Using SMD simulations, the plug was pulled away from the pore region in both the inactive
closed and the active closed conformation. Ten simulations were performed for each
conformation. From the calculated work profiles, the PMF was reconstructed using the
second-order cumulant expansion. The resulting PMFs showed distinct differences inside the
first 6 A of pulling distance. The plug in the inactive closed conformation sits very tightly
bound below the pore region and a potential barrier of 72 + 13 kgT®*®® has to be overcome to
remove the plug. In case of the active closed conformation the potential barrier is
13 + 11 kgT®%® which is significantly lower. In comparison to known potential barriers of
biological processes and by estimating the MFPT of thermally crossing these barriers, a
conformational change from the inactive form into the active form is necessary to enable plug
removal and thus protein translocation on biologically relevant timescales in the range of
milliseconds. This conformational change is initiated by binding of the ribosome, which leads
to a destabilization of the pore-plug interaction, by widening the pore region.

Another necessary feature of the protein-conducting channel is its ability to prevent water and
ions from spontaneously crossing the membrane. This is especially important in order to
maintain the membrane potential. SMD simulations were performed on different confor-
mations of SecY to pull a water molecule and a sodium ion accross the pore region. The
inactive as well as the active conformation, both with the plug in a closed and open state were
investigated and reveal distinct differences in the ability to block water and sodium ions,
respectively. To effectively prevent water and ion flow across the pore region, the plug must
be located directly below the pore, which means the protein must be in the inactive closed
conformation. In this case, the work to translocate a water and a sodium ion was 25 kBT(3OOK)
and 55 kgT®"®), respectively. Removing the plug or undergoing a conformational change into

the active form markedly reduces the necessary work. In both active conformations,
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spontaneous water translocation even occurs on the nanosecond timescale. This result is in
agreement with experimental data, where water permeability and ion conduction through
SecY was measured. Only the native, non-translocating form of the protein (which
corresponds to the inactive closed conformation) is able to effectively prevent the flow of
water and ions across the membrane.

This means, that once a protein is translocated across the membrane, the channel must return
quickly to its inactive closed conformation. MD-simulations of the relaxation process reveal
that plug and pore relaxation are connected. The inactive pore region accelerates the return of
the plug from the open to the closed state, whereas a plug located directly below the pore
region accelerates relaxation of the pore from the active to the inactive form. The plug does
not only play a role in simply blocking the protein channel and therefore helping to seal the

pore region but also in stabilizing the protein structure in the inactive conformation.
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1.  Einleitung

Die Molekulardynamik (MD)-Simulation hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einer wich-
tigen und erfolgreichen Methode zur theoretischen Untersuchung biologischer Systeme ent-
wickelt. Den Grundstein legten Alder and Wainwright bereits Ende der fiinfziger Jahre mit
der Simulation harter Kugeln, die wichtige Einblicke in das Verhalten einfacher Fliissigkeiten
lieferte [1, 2].

Danach vergingen rund 20 Jahre bis die erste MD-Simulation eines Proteins verdffentlicht
wurde [3]. Die Proteinstruktur BPTI (Bovine Pancreatic trypsin inhibitor) besteht lediglich
aus 885 Atomen, deren Verhalten fiir 10 ps im Vakuum simuliert wurde.

In den nachfolgenden drei Jahrzehnten vollzog sich eine rasante Entwicklung, die durch den
Fortschritt in drei unterschiedlichen wissenschaftlichen Bereichen mafigeblich beeinflusst
wurde.

(i) Verbesserungen bei der Beschreibung der Wechselwirkung der simulierten Atome mit
Hilfe von Kraftfeldern sorgten dafiir, dass sich die MD-Simulation als rechnergestiitzte Unter-
suchungsmethode sowohl im Bereich der Chemie, der Biologie sowie der Physik weiter etab-
lierte. Es dauerte jedoch bis in die frithen 80iger Jahre bis durch die Entwicklung von
Kraftfeldern fiir Wassermolekiile (SPC bzw. TIP3P/TIP4P) [4, 5] Simulationen von Proteinen
in Losung moglich wurden, was bei vielen Wissenschaftlern in dieser Zeit reges Interesse
weckte.

Heutzutage gibt es eine ganze Reihe unterschiedlicher Kraftfelder fiir die Simulation
biologischer Molekiile, die ein sehr breites Anwendungsgebiet abdecken und fiir jeweils eine

bestimmte Fragestellung optimiert sind. Neben Standard-Kraftfeldern wie AMBER [6, 7] oder



16 Kapitel 1 Einleitung

CHARMM [8] gibt es weitere Kraftfelder, die beispielsweise die Polarisierbarkeit der Atome
berticksichtigen [9] oder es erlauben, einen Teil des Simulationssystems quantenmechanisch
zu behandeln [10].

(i) Einen weiteren wichtigen Beitrag zum Erfolg der MD-Simulation hat die Struktur-
aufklarung geleistet, die eine kontinuierlich wachsende Zahl an verfiigbaren Strukturen von
Proteinen und anderen Biomolekiilen mit atomarer Auflosung zur Verfiigung stellt. Diese
bilden die Grundlage fiir MD-Simulationen an biologischen Systemen. Im Jahr 1971 ist man
erstmals dazu iibergegangen, diese Strukturdaten systematisch, in einem einheitlichen Format
in einer Proteindatenbank abzulegen. Zu Beginn waren dort gerade einmal sieben Strukturen
verzeichnet [11]. Bis 1986 erhohte sich diese Zahl bereits auf iiber 50 und heute sind mittler-
weile mehr als 48000 Strukturdatensétze von Proteinen, DNA und anderen biologisch rele-
vanten Molekiilen in der Datenbank enthalten. Dabei steigt die jdhrliche Anzahl an neu hinzu-
gekommenen Strukturen exponentiell an.

(i11) Letztlich wire der Einzug der MD-Simulation in die Wissenschaft aber nicht ohne die
standig steigende Rechenleistung moglich gewesen. Durch die fortwidhrende Miniaturisierung
der Prozessoren verdoppelt sich die Leistung von Computern grob geschitzt alle zwei Jahre
(Moore’s law) [12]. Durch die Entwicklung effizienter Simulationsalgorithmen und der
Moglichkeit mehrere Prozessoren parallel fiir eine einzige Simulation zu verwenden, konnte
die Rechenleistung nochmals deutlich erhoht werden. Mit den heute verfligbaren
Hochleistungsrechnern werden biologische Systeme typischerweise mit einigen 10° wechsel-
wirkenden Teilchen auf Zeitskalen, die sich im Bereich von mehreren 10 ns bewegen
simuliert. In Einzelfdllen werden diese ,,Grenzen‘ deutlich tiberschritten. Zwei Vorreiter, die
sich weit ab der heute iiblichen Teilchen- bzw. Zeitskalen bewegen, seien in diesem
Zusammenhang kurz erwdhnt. In Bezug auf die Systemgrofle ist das die Simulation des
kompletten Tabakmosaiksatelliten-Virus. Der solvatisierte Satelliten-Virus, mit einer Gesamt-
systemgrofle von einer Million Atomen wurde fiir 50 ns simuliert, um damit Aussagen
beziiglich Aufbau und Stabilitdt des Virus zu treffen [13]. Das andere Extrem ist die
Simulation der Faltung eines kleinen Polypeptids (Kopfgruppe des Proteins Villin), bestehend
aus 20000 Atomen fiir eine Zeitdauer von 500 ps. Aus dieser Simulation konnten Infor-

mationen zum Faltungsverhalten gewonnen werden [14].

Die Hauptanwendung heutiger MD-Simulationen ist die Beschreibung der Dynamik und der
Funktion von Proteinen und Proteinkomplexen auf mikroskopischer Ebene, um damit einen

detaillierten Einblick in die in der Zelle ablaufenden Prozesse zu erhalten. Hierbei kann die
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Methode der MD-Simulation einen wichtigen Beitrag leisten, da sie ein atomistisches Bild der
Dynamik von Proteinen liefert; eine Eigenschaft, die bislang von keiner experimentellen
Untersuchungsmethode erbracht wird.

Viele biologische Prozesse laufen auf Zeitskalen ab, die mit heute verfiigbaren Rechen-
ressourcen und der konventionellen MD-Simulation noch nicht erreicht werden konnen. Es
existiert eine Reihe von MD-Simulationstechniken, die es erlauben, diese Prozesse auf
berechenbare Zeitskalen zu beschleunigen. Allen Methoden gemein ist, dass zusitzliche
Potentiale in das System integriert werden, so dass Potentialbarrieren {iberwunden werden
konnen. In den Methoden Umbrella Sampling [15], Essential Dynamics [16] oder Steered
Molecular Dynamics [17] werden dabei mit einer zusitzlichen Kraft oder einem har-
monischen Potential, ein oder mehrere Atome manipuliert, um das System aus seinem Aus-
gangs- in den Endzustand zu tiberfiihren. In Kombination mit statistischen Analyseverfahren
wie beispielsweise der Weighted Histogram Analysis Method [18] oder Fluktuationstheo-
remen konnen biologische Prozesse quantitativ untersucht werden. Hierzu hat insbesondere
das von Jarzynski im Jahr 1991 entdeckte integrale Fluktuationstheorem beigetragen [19]. Es
verkniipft die Anderung der Freien Energie mit einer exponentiellen Mittelung von Arbeits-
werten eines beliebig ins Nichtgleichgewicht getriebenen Prozesses. Erstaunlich ist, dass flir
den Fall einer unendlichen Anzahl an Trajektorien dieser Zusammenhang exakt ist und damit
eine Gleichgewichtsgrole aus Nichtgleichgewichtsdaten extrahiert werden kann. Die Anwen-
dung dieses Fluktuationstheorems und weiterer Abwandlungen hat in den letzten Jahren
sowohl in der Auswertung von Experimenten als auch von MD-Simulationen Einzug ge-

halten.

In dieser Arbeit werden drei unterschiedliche biologische Systeme vorgestellt, die mit Hilfe
von MD-Simulationen untersucht wurden. Dabei stand die Verkniipfung von strukturellen
Eigenschaften der Proteine bzw. Proteinkomplexe mit ihrer Funktionalitdt im Mittelpunkt.

Nach einer Einfiihrung in die theoretischen Grundlagen werden in Kapitel 3 Simulationen am
Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1) prédsentiert. TNFRI1 ist ein Membranrezeptor, der
eine wichtige Rolle in der Tumornekrosefaktor-vermittelten Apoptose spielt. Anhand der
Simulationsdaten der extrazelluliren Doméne des TNFR1 und der daraus abgeleiteten Dele-
tionsmutanten wird eine Bewertung der strukturellen Stabilitdt vorgenommen. Zusammen mit
den Daten einer experimentellen Studie von Marcus Branschéddel vom Institut fiir Zellbiologie

und Immunologie der Universitit Stuttgart wird die Frage beantwortet, wie sich die struk-
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turellen Verdnderungen der Deletionsmutanten von TNFR1 auf die Funktionalitdt, insbe-
sondere auf mogliche Rezeptor-Rezeptor- und Rezeptor-Ligandenbindung auswirkt.

Kapitel 4 beschiftigt sich mit dem Lichtsammelkomplex LH1 und dem Reaktionszentrum
(RC) der photosynthetischen Einheit aus dem Purpurbakterium Rhodospirillum rubrum. Ein-
gebaut in die Membran, sind sie fiir die Absorption von Licht sowie flir die Erzeugung von
Ladungstragern in der bakteriellen Photosynthese verantwortlich. Die Ladungstriger werden
mit Hilfe des Elektronencarriers Ubichinon zu weiteren Pigment-Proteinkomplexen befordert.
Der Weg zum benachbarten Cytochrom-bc;-Komplex fithrt vom RC, das sich im Inneren des
LH1-Rings befindet, in den Membranbereich auflerhalb des LHI1-Rings. Experimentelle
Daten zeigen, dass der LH1-Ring aus dieser Spezies eine geschlossene Struktur um das RC
bildet. Es stellt sich somit die Frage, wie das Ubichinon diese Proteinbarriere liberwinden
kann. Mit Hilfe von MD-Simulationen wird ein moglicher Pfad des Ubichinons durch den
LH1-Ring aufgezeigt und eine Zeit abgeschitzt, auf der eine Diffusion durch den geschlos-
senen LH1-Ring mdglich ist.

In Kapitel 5 wird der Proteintranslokationskanal SecY aus dem Archaebakterium Methano-
coccus jannaschii vorgestellt. Der Proteinkanal ist fiir die Translokation von Proteinen durch
bzw. fir deren Einbau in die Membran verantwortlich. Wird kein Protein transloziert, muss
der Kanal die Membran gegeniiber kleinen Molekiilen abdichten. Zwei wichtige Struktur-
elemente, die Pore und der Pfropfen, sind fiir diese Funktionen von besonderer Bedeutung.
Anhand von MD-Simulationen an einer nicht-translozierenden, sowie einer translozierenden
Konformation des Proteinkanals werden Unterschiede im Abdichtungsverhalten, der Relax-
ation, sowie der Bindung des Pfropfens an die Pore untersucht. Es wird gezeigt, dass eine
Konformationsédnderung in die translozierende Form notwendig ist, um Proteintranslokation

zu ermdglichen.
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2. Theorie und Methoden

2.1. Molekulardynamik-Simulation

In diesem Kapitel werden grundlegende Prinzipien der Molekulardynamik (MD)-Simulation
vorgestellt. Dabei beschriankt sich die Betrachtung auf MD-Simulationen von biologischen
Systemen. Fiir eine ausfiihrliche Beschreibung sei auf Lehrbiicher [20-22] sowie Review
Artikel [23, 24] verwiesen. Ziel einer MD-Simulation ist es, die zeitliche Entwicklung eines

molekularen Systems auf atomarer Ebene zu erfassen.

21.1. Allgemeine Beschreibung

Grundsatzlich ldsst sich die Dynamik eines beliebigen Systems mit der zeitabhingigen

Schrédingergleichung

H\y:ﬂa_q’
27w Ot

2.1)
exakt beschreiben. Hierbei ist H der Hamiltonoperator, 4 das Plancksche Wirkungsquantum
und ¥ die Wellenfunktion des Systems. Die Gleichung beschreibt jedes Teilchen des Systems
und ist somit eine Funktion der Koordinaten und Impulse aller Kerne und Elektronen. Selbst

fiir kleine SystemgroBen von wenigen Atomen ist die Zahl der zu beriicksichtigenden
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Freiheitsgrade grof3 und eine Berechnung daher zeitintensiv bzw. in vielen Fillen unmdoglich.
Die Methode der MD-Simulation ist eine Vereinfachung und beruht auf mehreren Annahmen,
die es erlauben, die Zahl der zu beriicksichtigenden Freiheitsgrade zu reduzieren und damit

eine erhebliche Reduktion der notwendigen Rechenzeit zu erreichen.

2.1.1.1. Die Born Oppenheimer Naherung
Die erste Vereinfachung stellt die Born-Oppenheimer-Approximation dar [25]. Die Bewe-

gung der Elektronen ist aufgrund ihrer viel geringeren Masse wesentlich schneller als die
Bewegung der Atomkerne. Dadurch stellt sich zu jeder Kernkonfiguration quasi instantan
eine Elektronenkonfiguration ein. In der Wellenfunktion ¥ lassen sich die Kernfreiheits-
grade von den Elektronenfreiheitsgraden separieren

¥, (Rr)=Y,, (R)- Y, (r:R). 2.2)

e (
R bzw. r sind die Koordinaten und Impulse der Kerne bzw. Elektronen. Die Separierung der
Kern- und Elektronenfreiheitsgrade fiihrt dazu, dass sich Gleichung (2.1) in einen zeitab-
hingigen Teil, der die Dynamik der Kerne beriicksichtigt und einen zeitunabhéngigen Teil,
der die Elektronen bei fester Kernkonfiguration beschreibt, zerlegen ldsst. Die Berechnung
der Elektronenenergien erfolgt durch Ldsen des zeitunabhdngigen Teils der Schrodinger-
gleichung. Das Ergebnis ist ein effektives Potential, das nur noch von den Kernkoordinaten

abhingt.

2.1.1.2. Empirische Kraftfeldfunktion
In der zweiten Vereinfachung wird das effektive Potential durch eine empirische Kraft-

feldfunktion beschrieben. In einem Kugel-Feder-Modell werden inter- bzw. intramolekulare
Wechselwirkungen zwischen den Atomkernen definiert. In Abb. 2.1 sind die einzelnen Wech-
selwirkungen des CHARMM-Kraftfeldes [8], einem typischen Kraftfeld, das zur Simulation

von Biomolekiilen wie Proteinen verwendet wird, aufgelistet.
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Abb. 2.1

Energieterme des CHARMM-Krafifeldes, das in MD-Simulationen von Bio-
molekiilen Verwendung findet. In dieses Krafifeld gehen sowohl gebun-
dene Wechselwirkungen (Bindungen, Winkel, Urey-Bradley, Torsionen
und verbotene Torsionen) sowie nicht gebundene Wechselwirkungen
(Elektrostatik und Van der Waals-Wechselwirkung) ein. Links in der
Abbildung ist die funktionale Form der Wechselwirkung, rechts deren
Verlauf gezeigt. Eine anschauliche Darstellung der einzelnen Wechsel-
wirkungsterme ist in der Mitte zu sehen. Diese funktionale Form wird im
CHARMM-Kraftfeld verwendet.
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In das CHARMM-Kraftfeld gehen sowohl so genannte gebundene (interne) Wechselwir-
kungen als auch nicht-gebundene Wechselwirkungen ein. Zu den internen Wechselwirkungen
zdhlen neben dem Energieterm Vgindgung, der Anderungen des Abstandes zweier gebundener
Atome Dberiicksichtigt, der Energieterm Vyjinke, der Anderungen des Winkels dreier
gebundener Atome beschreibt und Vrogsion, der Anderungen des Torsionswinkels von vier

aufeinander folgenden Atomen angibt, auch der Urey-Bradley-Term Vyg und der Term zur

Beriicksichtigung verbotener Torsionen V. Die letzten beiden Terme sind

Torsionen
Korrekturterme, die verwendet werden, um die Winkel- bzw. Torsionspotentiale zu

optimieren. Vyp beriicksichtigt die Wechselwirkung aufgrund des Abstands zwischen dem

V verbotene
Torsionen

ersten und dritten Atom eines kovalent gebundenen Atom-Tripletts und verhindert so

genannte verbotene Torsionen, also Bewegungen von Atomen aus einer Ebene heraus, die
aufgrund der Molekiilgeometrie verboten sind. Zu den nicht-gebundenen (externen)
Wechselwirkungen zdhlen der Coulomb-Term Vioyom», der die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen geladenen Atomen beschreibt, und der Energieterm fiir Van der
Waals-Wechselwirkungen (Vyvqgw), die zwischen nicht gebundenen Atomen auftreten. Die

funktionale Form des Kraftfelds ist gegeben durch

V(R)= ¥ K(d-d))+ Y Kg(0-6,)+ 3 Kug(s—s,)

Bindungen Winkel Urey-Bradley
verbotene )
+ > A4, [l+cos(nco—7)}+ > K, (o-») 2.3)
Torsionen Torsionen
rmin 12 rmin 6 1 q q
+ Z 4 ‘9ij ij |y + i1j
iz T T 4re, Tij
Van der Waals
u.Coulomb

Die in Gleichung (2.3) eingefiihrten Parameter beinhalten Referenzgroflen fiir Bindungsldngen
do, dus, Bindungswinkel & und verbotene Torsionen ¢y, sowie die dazugehdrigen Kraft-
konstanten ky, kus, ko und k,. Weitere Parameter sind der Phasenwinkel y, die Multiplizitit n
und die Barrierenhohen A4, fiir die Torsion; die Partialladungen der Atome g¢; fiir die

Elektrostatik, die Tiefe &;, die Breite oj; und der Abstand des Minimums im Potential »;™" fiir

V verbotene
Torsionen

die Van der Waals-Wechselwirkung. Die Korrekturterme Vyg und werden nicht fur

alle Atome des Systems verwendet, sondern auf ein Minimum beschrinkt. Genau genommen
miissen flir jede denkbare Kombination aus Atomen Parameter bestimmt werden. Dies fiihrt

zu einem erheblichen Aufwand bei der Berechnung. Aus diesem Grund wurden so genannte
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Atomtypen eingefiihrt. Dabei handelt sich um eine Zusammenfassung chemisch dhnlicher
Atome zu einem einzelnen Atomtyp, wodurch sich die Anzahl der notwendigen Parameter um

ein Vielfaches verkleinert.

Optimierung bzw. Anpassung der Kraftfeldparameter

Die fiir das Kraftfeld notwendigen Parameter werden so an das System angepasst, dass sie
experimentelle Daten aus der Rontgenstrukturanalyse, der IR-Spektroskopie oder der NMR,
sowie Ergebnisse aus ab initio quantenmechanischen Berechnungen mdoglichst genau wieder-
geben. Die Parametrisierung erfolgt in der Regel fiir kleine Bausteine, fiir die strukturelle,
dynamische und thermodynamische Daten zur Verfiigung stehen oder berechnet werden
konnen. Die Parameter werden so gewdhlt, dass sie sich auf andere Molekiile bzw.
Molekiilfragmente iibertragen lassen. So ist es moglich, mit einer einzigen funktionalen Form
des Kraftfeldes und einem begrenzten Parametersatz eine Vielzahl von Molekiilen zu
behandeln. Die Parametersidtze werden kontinuierlich weiterentwickelt bzw. optimiert und
erlauben die Simulation von Proteinen, DNA und organischen Molekiilen in einer Reihe von
Losungsmitteln oder in einer Lipidumgebung. Fiir die Simulation solcher biologischer
Systeme gibt es eine ganze Reihe unterschiedlicher Kraftfelder, die nur geringfiigig in ihrer
funktionalen Form voneinander abweichen (z.B. CHARMM [8], AMBER [6], GROMOS [26]).
Die verwendeten Strategien zur Bestimmung der Parametersitze sind jedoch in der Regel von
Kraftfeld zu Kraftfeld unterschiedlich. Parameter der jeweiligen Kraftfelder sind aus diesem
Grund nicht beliebig untereinander austauschbar. Eine Kombination unterschiedlicher
Kraftfelder innerhalb einer Simulation, beispielsweise zur Behandlung unterschiedlicher
Bestandteile des Systems, ist aber bedingt moglich.

Eine weitere Eigenschaft, die eine schnelle Berechnung der einzelnen Energieterme erlaubt,
ist die mathematisch einfache Form der Kraftfeldfunktion. Das CHARMM-Kraftfeld ist ein so
genanntes Klasse [-Kraftfeld. Dies bedeutet, dass die Kopplung interner Freiheitsgrade, wie
z. B. der Einfluss einer Winkelidnderung auf die Bindungsldnge der beteiligten Atompaare
nicht beriicksichtigt wird und fiir die gebundenen Wechselwirkungen, mit Ausnahme der
Torsionen, nur harmonische Terme zum Einsatz kommen. Aus diesem Grund sind Simu-
lationen von mesoskopischen Systemen im Bereich von einigen 10° Atomen auf Zeitskalen
im Nanosekundenbereich moglich.

In einigen Kraftfeldern werden alle Atome explizit beriicksichtigt. Man spricht von so
genannten all-atom-Kraftfeldern. Um die Anzahl an Atomen im System zu reduzieren und

somit einen weiteren Gewinn an Rechengeschwindigkeit zu erhalten, werden in manchen
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Kraftfeldern bestimmte Atomgruppen wie z. B. Wasserstoffatome, die an einem Kohlen-
stoffatom gebunden sind zu einem so genannten Verbundatom zusammengezogen. In diesem
Fall spricht man dann von united-atom-Kraftfeldern. Den Geschwindigkeitsvorteil erkauft
man sich jedoch durch einen Verlust an Information und somit an Genauigkeit.

Mit heute vorhandenen Klasse I-Kraftfeldern sind bestimmte Limitierungen verbunden. So ist
es nicht moglich, chemische Reaktionen zu simulieren oder die Verschiebung von Partial-
ladungen zu berticksichtigen. Dariiber hinaus ist keine genaue Beschreibung der Dynamik bei
tiefen Temperaturen durchfiihrbar. Das Hauptanwendungsgebiet liegt darin, Struktur-
eigenschaften zu untersuchen, sowie die Beschreibung der Dynamik des untersuchten
Systems bei Raumtemperatur korrekt wiederzugeben Mit der stindig steigenden Rechen-
leistung ist auch die Komplexitit der vorhandenen Kraftfelder in den letzten Jahren stetig
angestiegen. In komplizierteren Kraftfeldern (Klasse I bzw. Klasse III Kraftfeldern) konnen
Anharmonizitdten der gebundenen Wechselwirkungen, sowie Kopplungen interner Freiheits-
grade oder Polarisierbarkeit der Ladungsverteilung beriicksichtigt werden [9, 27, 28]. Zur
Simulation von chemischen Reaktionen steht eine Mischung aus MM-Kraftfeldern mit QM-
Methoden (MM/QM) zur Verfiigung; der interessante Bereich des Systems wird quanten-
mechanisch gerechnet und die Umgebung mittels klassischer Mechanik beriicksichtigt [10].
Je nach Anwendungsgebiet bzw. Fragestellung, kann so aus einem sehr breiten Spektrum ein
Kraftfeld zur effizienten Berechnung herangezogen werden, das optimal auf die Art des
Systems, sowie die Messgrofle des untersuchten Systems angepasst ist. In dieser Arbeit wurde
ausschlieBlich mit dem CHARMM?27 Kraftfeld gearbeitet [29]. Es handelt sich hierbei um ein
all-atom-Klasse 1-Kraftfeld, das primér fiir die Untersuchung biologischer Makromolekiile

entwickelt wurde und das Standardkraftfeld des Simulationsprogamms NAMD [30] ist.

2.1.1.3. Die Newtonsche Bewegungsgleichung
Die dritte Vereinfachung besteht schlieBlich darin, dass die Dynamik der Atomkerne durch

die klassische Newtonsche Bewegungsgleichung

2
d—V—m,d—?,bZW.F(

A de i\7 t):mi-a.

iz : (2.4)
beschrieben wird. In Gleichung (2.4) ist V' die potentielle Energie des Systems, die aus der
Kraftfeldfunktion (Gleichung (2.3)) berechnet werden kann, F; ist die resultierende Kraft, m;

die Masse, a; die Beschleunigung und r; die Koordinate des i-ten Atoms. Durch zweimalige
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numerische Integration pro Zeitschritt df erhdlt man die Geschwindigkeiten und Koordinaten

der Atomkerne.

Integrationsalgorithmus

Es existiert ein ganze Reihe an Algorithmen, mit denen die Newtonschen Bewegungs-
gleichungen numerisch integriert werden konnen. Wichtige Anforderungen sind, dass der
verwendete Algorithmus energie- sowie impulserhaltend ist, sich zeitlich umkehren ldsst und
einen moglichst groen Integrationszeitschritt verwenden kann, ohne an Genauigkeit zu ver-
lieren. Die Rechengeschwindigkeit bzw. die Speicheranforderungen sind in diesem Zusam-
menhang nicht von groer Bedeutung, da der eigentliche Integrationsschritt im Vergleich zur
Kraftberechnung nicht ins Gewicht féllt. Viele der vorhandenen Algorithmen basieren auf der
Finite Differenz-Methode. Dabei werden alle relevanten physikalischen GroBen, wie Ort,
Geschwindigkeit und Beschleunigung bzw. die Kraft in eine Taylorreihe entwickelt, was am

Beispiel der Ortskoordinate in Gleichung (2.5) gezeigt ist.

2 3
r(t+dt) zr(t)+%dt+%%dt2 +%%dﬁ +0(at")
bzw. 2.5)
3
r(t+dt)= r(t)+v(t)dt+%%dt2 +%%dﬁ +0(ar")

r(t) ist die Ortskoordinate zum Zeitpunkt ¢, v(¢) die dazugehorige Geschwindigkeit, F(¢) die
Kraft zum Zeitpunkt #, m die Masse und dt der Integrationszeitschritt. Die Taylorentwicklung
wurde im obigen Beispiel nach dem dritten Term abgebrochen. Der Verlet-Algorithmus [31]
ist eine sehr verbreitete Methode, Bewegungsgleichungen in Molekulardynamik-Simulationen
zu integrieren. Dazu muss in Gleichung (2.5) sowohl r(¢+dt) als auch r(¢-dt) entwickelt und

beide Ausdriicke addiert werden. Die Rechenvorschrift des Verlet-Algorithmus lautet dann:

r(t+dt):2r(t)—r(t—dt)+mdt2. (2.6)

m

Die Geschwindigkeiten sind in Gleichung (2.6) nicht mehr explizit enthalten, konnen aber mit

v(t)= [r (t+dt)+r(t— dt):| / 2dt berechnet werden. Der Verlet-Algorithmus ist eine einfache

Rechenvorschrift, die jedoch einige Nachteile mit sich bringt. So kann die Geschwindigkeit

nicht zum selben Zeitpunkt berechnet werden, wie der Ort. Fiir eine Berechnung der
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Geschwindigkeit v(#) muss die Ortskoordinate des vorherigen Zeitschrittes z-dt bekannt sein,

sowie die des folgenden Zeitschrittes /+df. Dazu kommt, dass die neuen Koordinaten durch

die Addition eines sehr kleinen Terms |:F (t)/m]dtzmit der Differenz zweier deutlich

groBeren Terme 2r(t)—r(¢—dt)berechnet werden, was zu einem Verlust an Genauigkeit

fiihren kann. Ein weiterer Punkt ist, dass der Algorithmus nicht ,,selbst startend* ist. Zum
Zeitpunkt ¢ = 0 werden die Koordinaten des Zeitpunkts ¢ = -dt bendtigt, die aber nicht
vorhanden sind. Um diese Nachteile zu umgehen, werden heutzutage in den meisten
Programmen Abwandlungen des Verlet-Algorithmus verwendet, wie beispielsweise der Leap-
Frog-Algorithmus [32] oder der Velocity-Verlet-Algorithmus [33]. Der Velocity-Verlet-
Algorithmus kommt im Programm NAMD zum FEinsatz. Die Rechenvorschrift lautet

r(t+dt)= r(t)+v(t)dt+ﬁ;i’:l)dt2

und .7)
1

v(t+dt)=v(t)+E[F(t)+F(t+dt)]dt
Der Ort 7(¢), die Geschwindigkeit v(7) und die Kraft F(¢) konnen mit Hilfe von Gleichung (2.7)
fiir denselben Zeitpunkt berechnet werden. Der verwendete Zeitschritt dt ist so zu wihlen,
dass die hochstfrequenten Bewegungen im System ausreichend hiufig abgetastet werden. Bei
biologischen Systemen sind dies Streckschwingungen mit Beteiligung eines Wasserstoft-
atoms, die im Bereich von einigen Femtosekunden liegen. Dies fiihrt zu einer oberen Grenze
des Integrationszeitschritts von 0.5 fs bis 1 fs. Durch Verwendung spezieller Rechenvor-
schriften, wie beispielsweise dem Shake-Algorithmus [5], der einem Einfrieren dieser
Schwingungen gleich kommt, ldsst sich diese obere Grenze auf einige Femtosekunden ver-
groBern, ohne die Genauigkeit der Simulation mafgeblich zu vermindern [34]. Als Ergebnis
der numerischen Integration erhélt man fiir jedes Atom Trajektorien von Ort und Geschwin-
digkeit, sowie Informationen iiber die einzelnen Energieterme aus der Kraftfeldfunktion zu

jedem Zeitschritt.
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2.1.2. Wichtige Parameter einer MD-Simulation

2.1.2.1. Lésungsmittel

Zur genauen Beschreibung der Dynamik von Biomolekiilen oder biologischen Systemen
sollte deren natiirliche Umgebung beriicksichtigt werden, um mdglichst nahe an der
,»Wirklichkeit* zu bleiben. Im Fall von Proteinen sollten daher Wasser, Lipide (bei membran-
gebundenen Proteinen), Ionen und Cofaktoren, mit denen das Protein eine Wechselwirkung
eingehen kann, in das Simulationssystem eingebaut werden. Die untersuchten Proteine
werden gegebenenfalls in eine Doppellipidschicht eingebettet und in einer Wasserbox
solvatisiert. Zusétzlich konnen Ionen oder andere Molekiile in das System eingebaut werden.

Dies ist in Abb. 2.2 an zwei Beispielen illustriert.

Abb. 2.2
Biologische Modellsysteme fiir die Durchfiihrung von MD-Simulationen. (A) Protein-Wassersystem und ein (B)
Protein-Lipid-Wassersystem. Das Protein ist in blau (Surface-Darstellung)(A) bzw. griin (Cartoon-Darstellung)

(B) gezeigt.

Im linken Teil der Abbildung ist ein System gezeigt, das aus dem Protein Bovine Pancreatic
Trypsin Inhibitor (BPTI) und einer Wasserbox besteht. Im rechten Teil der Abbildung ist eine
Transmembranhelix in eine Doppellipidschicht eingebaut. Die Membran wird von Wasser
umgeben. Dieses System stellt ein Beispiel fiir ein Protein-Lipid-Wassersystem dar. Der
Grofiteil der simulierten Atome wird durch die Umgebung dargestellt, was bis zu 90% der
gesamten Systemgrofle ausmachen kann. Das Hauptinteresse besteht in der Regel jedoch an
der Beschreibung der Dynamik des Proteins oder Biomolekiils und nicht an der Beschreibung
der Dynamik des Losungsmittels. Man ist daher bestrebt, moglichst wenig Rechenzeit fiir die

Simulation einer unnétig grolen Anzahl an Losungsmittel aufzubringen.
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2.1.2.2. Periodische Randbedingungen

Eine elegante Methode, die Anzahl der verwendeten Losungsmittelatome und damit den
Rechenaufwand gering zu halten und dennoch eine Simulation im bulk zu ermdglichen, ist die
Verwendung von periodischen Randbedingungen. Dabei verwendet man ein minimales

System, das in allen drei Raumrichtungen unendlich oft ., - .

- -~

kopiert wird. Dies ist schematisch in Abb. 2.3 zu sehen.

Unerwiinschte Artefakte durch Periodizitit werden Il | [

vermieden, indem Atome mit ihren Kopien aus benach-

barten Zellen des Systems (in Abb. 2.3 anhand der roten o ||

Punkte dargestellt) nicht direkt miteinander wechsel-

wirken kénnen oder diese Wechselwirkung zumindest

. - .

vernachldssigbar klein ist. Dies wird durch eine - : .

Abb. 2.3

Schematische Darstellung eines Systems

einen geniigend groBen Abstand der Atome zu ihren mit periodischen Randbedingungen. [0,0]
ist die zentrale Einheitszelle. Diese wird

jeweiligen Kopien in unterschiedlichen Zellen gewahr- in alle drei Raumrichtungen (hier in 2D)

unendlich oft kopiert.

.

ausreichend dimensionierte Einheitszelle erreicht, was

leistet. Die Begrenzung der Einheitszelle kann jede

raumfillende Geometrie aufweisen.

2.1.2.3. Elektrostatische Wechselwirkung
Zur Bestimmung der Trajektorie muss fiir jeden Zeitschritt einer MD-Simulation die Kraft

berechnet werden, die auf jedes Atom im System wirkt. Anhand der Kraftfeldfunktion aus
Gleichung (2.3) ist ersichtlich, dass die Berechnung der gebundenen Wechselwirkungen mit
der Anzahl der Atome im System linear skaliert. Bindungen, Winkel und Torsionen sind
gerichtete Wechselwirkungen, die nur zwischen kovalent gebundenen Atomen wirken. Der
rechenintensivste Teil einer MD-Simulation ist die Evaluierung der nicht gebundenen
Wechselwirkungen zu jedem Zeitschritt. Die Summation erfolgt tiber alle moglichen Wech-
selwirkungspaare und hat eine N°-Abhéngigkeit von der Anzahl der Atome im System. Durch
die Verwendung eines Abschneideradius (Cutoffs) werden alle Wechselwirkungen ab einem
definierten Radius, typischerweise von 10 A bis 12 A, nicht mehr beriicksichtigt und man
erhilt eine lineare Abhingigkeit mit der Anzahl der Atome im System. Fiir die Berechnung
der Van der Waals-Wechselwirkung, die eine Abstandsabhingigkeit von »° hat, ist diese Vor-
gehensweise gerechtfertigt. Die auftretenden Wechselwirkungsenergien sind im Bereich des
Abschneideradius bereits vernachlédssigbar klein. Fiir das langreichweitige Coulombpotential

mit einer Abstandsabhingigkeit von 7' stellt sich die Situation anders dar: wiirde man hier
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einen einfachen Abschneideradius verwenden, wire dies mit Fehlern bzw. Artefakten ver-
bunden.
Liegt ein System mit periodischen Randbedingungen vor, so hat die zu berechnende

Coulombsumme folgende Form:

(2.8)

Fiir jedes Atom i in der zentralen Einheitszelle wird die Wechselwirkung mit jedem anderen
Atom j in derselben Zelle (n = 0), sowie mit allen anderen Atomen j aus allen anderen Zellen

(n # 0) berechnet.

Ewald-Summation

In der Ewald-Summation [35] wird die Berechnung der elektrostatischen Wechselwirkung in
zwei Schritten durchgefiihrt. Jede Partialladung des Systems (Punktladung) wird mit einer
Gaul3formigen Ladungsverteilung abgeschirmt. Die Wechselwirkung der nun abgeschirmten
Punktladungen (= Summe aus Punktladungen + abschirmender GauB3férmiger Ladungsver-
teilung) wird durch eine direkte Summation mit einem Abschneideradius berechnet.
Zusétzlich wird zur Kompensation der kiinstlichen, neutralisierenden Ladungsverteilung eine
komplementédre Ladungsverteilung mit umgekehrtem Vorzeichen eingefiihrt. Der Anteil der
Wechselwirkung, der durch die kompensierende GauBformige Ladungsverteilung entsteht,
wird im Fourierraum berechnet.

In heute gingigen MD-Programmen wird zur Berechnung der Elektrostatik das so genannte
Particle Mesh Ewald (PME)-Verfahren angewandt, welches die Ladungen auf einem Raster
ausrichtet und so die reziproke Summe mit Hilfe einer Fast Fourier Transformation (FFT)
berechnet werden kann. Dadurch skaliert der Algorithmus mit N log/N [36]. Diese Vorgehens-
weise filhrt zu einem enormen Geschwindigkeitsvorteil, bei gleichzeitiger Beriicksichtigung

der langreichweitigen Wechselwirkungen.

2.1.2.4. Temperatur- und Druckkopplung
Mit dem bisherigen Wissen lésst sich eine MD-Simulation mit konstanter Teilchenzahl N,

konstantem Volumen V und konstanter Energie E, also im mikrokanonischen (NVE)
Ensemble durchfiihren. Ein Austausch von Energie mit der Umgebung wird nicht beriick-

sichtigt. Dies ist bei Simulationen biologischer Systeme jedoch in den meisten Féllen
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erwilinscht. Um mdglichst nahe am Experiment zu bleiben, soll ein biologisches System
entweder bei einer konstanten Temperatur und einem konstanten Volumen (NVT, kano-
nisches Ensemble) oder einer konstanten Temperatur und einem konstanten Druck (NPT,

isotherm-isobares Ensemble) untersucht werden.

Temperaturkopplung

Zur Temperaturkontrolle muss das System in der Lage sein, Wiarme mit der Umgebung
austauschen zu konnen. Es gibt eine Reihe von Methoden, die eine solche Kopplung in einer
MD-Simulation realisieren. Im einfachsten Fall werden die Geschwindigkeiten der einzelnen
Atome nach jedem Zeitschritt mit einem Faktor A so skaliert, dass sich die gewiinschte
Geschwindigkeitsverteilung und damit die gewiinschte Temperatur einstellt [37]. Eine weitere
Methode zur Temperaturkontrolle stellt die Kopplung des Systems an ein Warmereservoir dar
[38]. Bei dieser Methode werden die Geschwindigkeiten ebenfalls nach jedem Zeitschritt
skaliert, jedoch proportional zur Differenz zwischen der momentanen Temperatur und einer
Referenztemperatur. Damit nédhert sich die Temperatur exponentiell dem gewiinschten Wert
an.

In dieser Arbeit wurde die Langevin-Methode verwendet, bei der die Kopplung des Warme-

bads an das Simulationssystem durch einen geschwindigkeitsabhingigen Reibungsterm

—y -m-v und eine stochastische Kraftkomponente R (t) beriicksichtigt wird [22]. Die Langevin-

Gleichung lautet

ma, =F,(r)—ymy,+R(1). (2.9)
Hierbei ist m; die Masse, a; die Beschleunigung, Fi(r) die wirkende Kraft, j die Dampfungs-
konstante, kg die Boltzmannkonstante und R,(¢) eine stochastische Kraft, die auf das i-te Atom

wirkt. Der Reibungsterm entfernt kinetische Energie aus dem System: der stochastische Term

bringt Energie in das System ein. Beide Terme sind iiber die Beziehung

(R(t)-R (1)) =2k,T my,5(t -1t (2.10)

miteinander verkniipft, wobei T die Referenztemperatur des Systems ist.
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Druckkopplung

Zur Druckkontrolle werden analog zur Regulierung der Temperatur dhnliche Annahmen
gemacht bzw. Verfahren verwendet [38, 39]. Eine Kopplung an ein Druckbad wird vor-
genommen, indem das Volumen der Simulationszelle verédndert wird, was durch Skalierung
der Atomkoordinaten erfolgt. In dieser Arbeit wurde, entsprechend der Temperaturkontrolle,
die Langevin-Piston-Methode verwendet [40]. Dabei wird das System um einen Freiheitsgrad,
das Systemvolumen, erweitert. Dieser zusdtzliche Freiheitsgrad wird ebenfalls mit einer

Langevin-Gleichung beschrieben.

2.1.2.5. Strukturelle Abweichung
Zu Beginn einer MD-Simulation sind GroBBen wie Temperatur, Gesamtenergie und Volumen

nicht im thermodynamischen Gleichgewicht. Dies gilt ebenso fiir die Struktur des unter-
suchten Biomolekiils. Im Allgemeinen sind Strukturdaten, die aus Rontgenstrukturanalysen,
NMR-Untersuchungen oder einer Modellierung stammen, der Ausgangspunkt einer MD-
Simulation. Zu Beginn der Simulation muss dem System Zeit gegeben werden, um sich zum
einen auf die vorgegebenen Systemparameter einzustellen und zum anderen strukturell in
einen Gleichgewichtszustand iiberzugehen. Eine der wichtigsten strukturellen GréBen, um
diesen Prozess zu verfolgen, stellt die Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung
(RMSD - root mean square deviation) der untersuchten Struktur beziiglich einer Referenz-
struktur dar. Diese strukturelle Abweichung ldsst sich mit Hilfe von Gleichung (2.11) be-

stimmen.

| & 5 ; ;
RMSD ;n \/WZ(XZ - i,o) +(yl. —yigo) +(Zl. _Zi,o) (2.11)
i=1

In Gleichung (2.11) sind x;, y;, z; und x;9, yio, zio die Koordinaten der aktuellen Struktur und
der Referenzstruktur, N ist die Anzahl der Atome im System. Das ,min’ unter dem
Gleichheitszeichen deutet an, dass die Strukturen gegeneinander translatiert bzw. rotiert
werden, bis der RMSD-Wert minimiert wird oder mit anderen Worten, bis sich beide Struk-
turen am #hnlichsten sind. Diese Gro3e wird wihrend der Simulation dazu verwendet, die
zeitliche Entwicklung der Struktur in Bezug auf die Referenzstruktur zu verfolgen. Von einer
equilibrierten Struktur wird ausgegangen, wenn Observablen, wie beispielsweise der RMSD-

Wert, einen stabilen Verlauf ohne erkennbare Drift zeigen.
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2.2. Beschleunigte Simulationen

Mit der heute zur Verfiigung stehenden Rechenleistung ist man in der Lage ein biologisches
System, bestehend aus hunderttausenden Atomen, mit Hilfe von MD-Simulationen bis zu
einige 10 Nanosekunden zu simulieren. Fiir die meisten biologischen Prozesse ist eine Simu-
lationszeit im Nanosekundenbereich jedoch nicht ausreichend. Biologische Prozesse bewegen
sich auf Zeitskalen von Mikrosekunden bis in den Sekundenbereich. Verglichen mit den
simulierbaren Zeiten, ist die MD-Simulation um GréBenordnungen zu langsam, um biolo-
gische Prozesse direkt zu simulieren. Einen Uberblick einiger relevanter Zeiten ist sche-

matisch in Abb. 2.4 dargestellt.

— [\D-Simulation ———

Streckschwingungen . Konformations- Diffusi Protein-
Kollektivbewegung anderungen ifiusion Translokation
ven Atomgruppen

Winkel /
Torsionen
lonentransport
Molekulare
( Motoren

Integrations-

< ; Wasserkanal
zeitschritt
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[
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Abb. 2.4
Zeitskala unterschiedlicher chemischer und biologischer Prozesse. Intramolekulare Prozesse sind in griin,
biologische Prozesse, die auch intermolekularer Natur sein konnen, sind in orange eingezeichnet. Heute
realisierbare Simulationszeiten mit MD-Simulationen sind in rosa unterlegt. Der typische Integrationszeitschritt
einer MD-Simulation ist in rot gekennzeichnet.

In Abb. 2.4 sind intramolekulare (griin) sowie intermolekulare Wechselwirkungen und bio-
logische Prozesse (orange) gemdl ihrer typischen Zeiten unterteilt. In rot ist der Integrations-
zeitschritt eingezeichnet, in rosa ist der mit heutiger Rechenleistung typischerweise
simulierbare Bereich hinterlegt. Die Zeitachse verlduft logarithmisch und deckt einen Zeit-
raum von 1 fs bis 100 s ab. Alle intramolekularen Wechselwirkungen wie z. B. die Kollektiv-
bewegungen von Atomgruppen oder Winkel bzw. Torsionsédnderungen spielen sich im Be-
reich von 10 fs bis hin zu 100 ps ab. GroBere Konformationsidnderungen eines Proteins liegen
bereits auf Zeitskalen, die bis in den ps-Bereich reichen und nicht immer von MD-Simu-
lationen erfasst werden konnen. Biologisch interessante Prozesse, wie beispielsweise die
Proteintranslokation, die zwischen 100 ms und 1 s ablduft, sind mit der Methode der MD-
Simulation nicht zu untersuchen, da hier zeitlich gesehen ca. fiinf GréBenordnungen fehlen.

Ausnahmen bilden die Kanalproteine fiir den Transport von kleinen Molekiilen. Hier verlduft
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der Prozess zur Translokation von Wasser oder Kalium auf einer Zeitskala, die noch von MD-
Simulationen erreicht werden kann.

Um diese Systeme dennoch mit den zur Verfiigung stehenden Rechenressourcen untersuchen
zu konnen, wurden verschiedene Methoden entwickelt, die zu einer Beschleunigung des
untersuchten Prozesses fiihren [15-17]. Im Allgemeinen unterscheiden sich diese Methoden in
ihrer Vorgehensweise. Sie besitzen aber auch eine Gemeinsamkeit: alle Methoden greifen von
auflen in die Simulation ein und bewegen das System aus einem Anfangszustand in einen
Endzustand. Dadurch wird es moglich, Potentialbarrieren zu iiberschreiten, die in dem kurzen
Simulationsfenster aufgrund von thermischer Aktivierung, in einer konventionellen MD-
Simulation, nicht {iberwunden werden konnen. Um dies zu erreichen, wird in allen Methoden
die verwendete Kraftfeldfunktion verdndert bzw. um einen oder mehrere Terme erweitert, die
eine Einfluss auf unterschiedliche Teile des Systems haben. Eine dieser Methoden, die
Steered Molecular Dynamics-Methode [17], wurde in dieser Arbeit eingesetzt und wird im

Folgenden néher beschrieben.

2.2.1. Steered Molecular Dynamics

Bei der Steered Molecular Dynamics (SMD)-Methode wird das System von einem Anfangs-
in einen Endzustand bewegt, in dem eine Kraft von auflen an einem Teil des untersuchten
Systems angelegt wird. Diese Kraft wird mit Hilfe eines sich bewegenden harmonischen

Potentials

vau):%k&vu)[x_xo_w]2 (2.12)

auf das System iibertragen. In Gleichung (2.12) ist ksmp die Kraftkonstante, x die Reaktions-
koordinate, xo, die Referenzposition und v die Geschwindigkeit, mit der sich das Potential

bewegt. Die zugehorige Kraft berechnet sich somit zu

F

extern

= koyp [ %o +vE—x]. (2.13)

Das Potential und damit auch die externe Kraft konnen je nach Bedarf nur auf bestimmte
Atome bzw. Atomgruppen wirken. Dies entspricht einer Situation, bei der die Atome von
einer Feder mit einer Federkonstanten kgyp entlang einer Koordinate x gezogen werden. Die

Feder bewegt sich dabei mit der Geschwindigkeit v.
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Das Prinzip der SMD-Simulation ist am Beispiel von Deka-Alanin, einem Peptid aus zehn
Alanin-Resten, in Abb. 2.5 schematisch dargestellt. Zur Visualisierung ist eine Feder einge-
zeichnet, die am C,-Atom der letzten Aminosdure (blau) angreift und sich mit der

Geschwindigkeit v in x-Richtung bewegt.

A

SMD

t=t,

SMD

t=t, > t,

Abb. 2.5

Schematische Darstellung des Prinzips der SMD-Simulation am Beispiel des Peptids Deka-Alanin. Die
einzelnen Alanin-Reste sind in unterschiedlichen Farben eingezeichnet. Das C,Atom der ersten Aminosdure
(rot) ist fest im Raum fixiert, das C,-Atom der letzten Aminosdure (blau) ist mit einer Feder, also mit dem SMD-
Potential verbunden. Bewegt sich das Potential in die x-Richtung, wird eine Kraft auf das C,Atom des letzten
Alanin-Rests ausgeiibt. Dies ist durch die Feder angedeutet. Zu Beginn der Simulation t = t, befindet sich das
Deka-Alanin in einem gefalteten Zustand (A), am Ende der Simulation t = t; in einer gestreckten Konformation

(B).

Mit Hilfe der SMD-Simulation wird Deka-Alanin von einer helikalen Struktur (Abb. 2.5A) in
eine gestreckte Konformation iiberfiihrt (Abb. 2.5B). Eine SMD-Simulation kann bei kon-
stanter Geschwindigkeit v oder konstanter Kraft F* ablaufen. Dies ist dhnlich einem AFM-
Experiment, jedoch sind die Moglichkeiten der SMD-Methode weitaus umfangreicher [41].
So konnen gleichzeitig unterschiedliche Atome mit unterschiedlichen Kriaften manipuliert
werden. Dariiber hinaus sind auch komplizierte Reaktionspfade mit verschiedenen Richtungs-
anderungen und variierenden Kraftkonstanten moglich. Durch Anlegen eines Drehmomentes
an Teilen eines Proteins war es moglich, eine Rotationsbewegung bestimmter Doménen zu
induzieren [42]. Die Informationen, die man durch SMD-Simulationen erhélt, sind zum einen

qualitativ, da man einen Einblick in die beschleunigten Prozesse erhdlt und zum anderen
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quantitativ, da die externe Kraft als Funktion der Zeit bzw. der Reaktionskoordinate direkt zu-

génglich ist.

2.3. Freie Energie des Simulationssystems

Bei der Beschreibung von biologischen Prozessen ist die Kenntnis iiber die Freie Energie des
Systems eine iiberaus niitzliche Information. Aus ihr lassen sich sdmtliche thermodyna-
mischen GroBen direkt oder aus einer Ableitung der Freien Energie bestimmen. Damit
konnen beispielsweise Bindungskonstanten oder Reaktionskinetiken ermittelt werden, die zur
Beschreibung vieler biologischer Prozesse erforderlich sind. Die Freie Energie ldsst sich
jedoch nicht direkt aus einer konventionellen MD-Simulation extrahieren. Fiir ein kano-

nisches Ensemble (NVT) kann die Freie Energie eines Zustandes geméaf

A=k, TInZ (2.14)

berechnet werden, wobei A die Freie Energie, kg die Boltzmannkonstante, 7' die Temperatur
und Z die kanonische Zustandssumme ist. Die kanonische Zustandssumme kann folgender-

mafen beschrieben werden

1

-—E(R)
Z:Ie SR (2.15)

E(R)ist die Energie des Systems, R eine Konfiguration im Phasenraum und [d4R ist ein

Integral {iber den Phasenraum. Bei Kenntnis der Zustandssumme, ldsst sich die Freie Energie
berechnen. Die Schwierigkeit bei der Bestimmung der Freien Energie ist es, den gesamten
Phasenraum zu durchmustern, um einen genauen Wert der Zustandssumme zu erhalten. MD-
Simulationen bewegen sich nur in einem sehr eingeschriankten Teil des Phasenraums. Dabei
handelt es sich um Bereiche, die zu Zustinden mit niedriger Energie gehoren. Grofen, wie
beispielsweise die Innere Energie, in deren Berechnung diese niederenergetischen Zustinde
mit grolem Gewicht eingehen, lassen sich deshalb relativ genau abschétzen. Die Innere

Energie U lasst sich gemil
U =de E(R)-p(R) (2.16)

berechnen. Die Phasenraumdichte p(R ) ist definiert als
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p(R)= (2.17)

und gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Zustand mit zugehoriger Energie E(R)
eingenommen wird. Beitrdge mit groer Energie E(R) haben eine geringe Wahrscheinlichkeit
und somit ein geringes Gewicht bei der Berechnung des Integrals in Gleichung (2.16) bzw. bei
der Bestimmung der Inneren Energie U.

Durch Umformung und unter Verwendung der Gleichungen (2.15) und (2.17) ldsst sich die

Freie Energie als

LER)
A:kBTln[de e ~p(R)J (2.18)

in einer dhnlichen Form wie Gleichung (2.16) beschreiben. In Gleichung (2.18) sind Nor-
mierungsfaktoren der Einfachheit wegen vernachléssigt worden. Fiir eine genaue Bestimmung
der Freien Energie und damit auch der Entropie miissen Zustinde mit grofler Energie E(R),

die durch den Exponentialterm exp(+E(R)/k,T) eine grofle Gewichtung bei der Berechnung

des Integrals haben, ausreichend oft eingenommen werden. Dies wird in der Praxis, selbst mit
den ldngsten MD-Simulationen nicht erreicht.

In der Regel ist jedoch nicht die genaue Kenntnis iiber die Freie Energie wichtig, sondern die
Anderung der Freien Energie zwischen zwei Zustinden bzw. die Anderung der Freien Energie
entlang eines definierten Weges, das so genannte Potential of Mean Force (PMF). Diese
GroBle ldsst sich bestimmen, indem das System wéhrend der Simulation entlang einer
Reaktionskoordinate aus einem Zustand A in einen Zustand B iiberfiihrt wird. Die Anderung
der Freien Energie selbst, kann wie die Freie Energie nicht direkt aus einer der klassischen
MD-Simulation extrahiert werden. Alle Phasenraumbereiche, die beide betrachteten Zustdnde
miteinander verbinden, miissen ausreichend hiufig durchmustert werden. Um eine aus-
reichende Durchmusterung zu gewéhrleisten, wird die Methode des Umbrella Sampling
eingesetzt [15]. Durch ein Zusatzpotential wird das System in definierten Bereichen entlang
der gewdhlten Reaktionskoordinate gehalten. Diese Bereiche werden einzeln simuliert. Das
Zusatzpotential garantiert, dass die zur Bestimmung des PMF notwendigen Punkte im
Phasenraum ausreichend durchmustert werden. Aus den Aufenthaltswahrscheinlichkeiten
kann das PMF mit Hilfe der Gewichteten Histogramm Analyse-Methode (Weighted Histo-
gram Analysis Method) ermittelt werden [18]. Fiir einige praktische Anwendungen, bei denen

entweder Systeme mit einer groen Anzahl an Atomen behandelt, oder eine grole Anzahl an
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Punkten entlang der Reaktionskoordinate berilicksichtigt werden miissen, kann es aufgrund
limitierter Rechenressourcen Schwierigkeiten geben, geniigend Daten zu produzieren, um die
ganze Reaktionskoordinate ausreichend genau abzutasten.

Eine Alternative, um in solchen Fillen das PMF zu bestimmen, ist die Verwendung von
SMD-Simulationen, gekoppelt mit einer statistischen Analyse (Fluktuationstheoreme). Dies

wird im Folgenden genauer erldutert.

2.4. Fluktuationstheoreme

Durch Beschleunigung der MD-Simulation ldsst sich das untersuchte System auf simu-
lierbarer Zeitskala vom Zustand A in den Zustand B {iberfithren. In der makroskopischen
Welt muss man bei jedem Prozess, der nicht quasistatisch ist, d.h. nicht im Gleichgewicht
ablduft, mehr Arbeit in das System einbringen, als es durch die Anderung der Freien Energie
erforderlich wire. Warme wird an das Wéarmebad abgegeben, Energie wird dissipiert. Dieser
Sachverhalt ist im zweiten Hauptsatz der Thermodynamik verankert, der besagt, dass
Wap > AG ist. Wap ist die am System verrichtete Arbeit, die aus einem reversiblen Anteil Wi,
und einem irreversiblen Anteil Wgiss besteht (Wap = Wiev + Waiss). Thermische Fluktuationen
spielen in der makroskopischen Welt keine Rolle. Wird ein Prozess, bei identischer Prozess-
fiihrung mehrfach durchgefiihrt, muss dabei jedes Mal dieselbe Arbeit Wap > Wiy geleistet
werden. Anders verhélt es sich in der mikroskopischen Welt und damit auch in der Welt der
MD-Simulation. Die energetischen bzw. Grofenverhiltnisse liegen so vor, dass thermische
Fluktuationen eine entscheidende Rolle spielen. Aufgrund von thermisch verursachten Atom-
bewegungen bzw. Kollisionen kénnen Ubergange zwischen Zustinden eines Systems behin-
dert oder beglinstigt werden, was sich in unterschiedlichen Arbeitswerten Wag duBert. Dies ist
schematisch in Abb. 2.6 dargestellt. Das System wird vom Zustand A entlang einer Reaktions-
koordinate in den Zustand B tberfihrt. Zur Uberwindung von AG muss die Arbeit Wag
aufgebracht werden (Abb. 2.6A). Fiihrt man diesen Prozess mehrfach aus, so erhélt man eine

Verteilung p(Wag) der Arbeitswerte (Abb. 2.6B).
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Abb. 2.6

(A) Das System wird aus Zustand A entlang einer Reaktionskoordinate in einen Zustand B iiberfiihrt. Die
Anderung der Freien Energie ist AG, die hierfiir notwendige Arbeit ist W . (B) Histogramm der Arbeitswerte
W5 bei mehrfacher Durchfiihrung des Prozesses. Eingezeichnet sind der Mittelwert der Arbeit <W 3> (rot),
sowie die tatsiichliche Anderung der Freien Energie AG (griin).

In Abb. 2.6B ist die Anderung der Freien Energie in griin eingezeichnet. Hauptsichlich treten
Ereignisse auf, bei denen Wag > AG ist, was aufgrund der Prozessfiihrung im Nichtgleich-
gewicht zu erwarten ist. Thermische Fluktuationen kénnen den Ubergang aber so weit begiin-
stigen, dass Was < AG und die aufzubringende Arbeit kleiner als die Anderung der Freien
Energie ist. Arbeitswerte einzelner Ereignisse, die kleiner als die Anderung der Freien Ener-

gie sind, stellen keine Verletzung des 2. Hauptsatzes dar, da dieser genau genommen fiir den

Mittelwert der Arbeit Wap definiert ist: <WAB> > AG, wobei die spitzen Klammern das

Ensemblemittel darstellen. Somit wird auch in mikroskopischen Systemen bei nicht-quasi-
statischer Prozessfithrung im Mittel Energie dissipiert. Aus einer einzelnen Trajektorie ldsst
sich die Anderung der Freien Energie nur fiir einen quasistatisch gefiihrten Prozess direkt
entnehmen. Dieser Sachverhalt kann aufgrund der Beschleunigung der SMD-Simulationen
jedoch in den wenigsten Féllen als realistisch angenommen werden. Vielmehr arbeitet man in
der Regel im Nichtgleichgewicht. Die thermischen Fluktuationen des Systems konnen heran-
gezogen werden, um selbst bei einer Prozessfithrung im Nichtgleichgewicht Aussagen {iber
die zugrunde liegende Anderung der Freien Energie machen zu kénnen. Aus der statistischen
Physik sind Fluktuationstheoreme bekannt, die fiir beliebig weit ins Nichtgleichgewicht ge-
triebene Systeme giiltig sind, und die es erlauben, Gleichgewichtsgro3en wie zum Beispiel die

Anderung der Freien Energie aus einem Satz an Nichtgleichgewichtsdaten zu extrahieren. Im
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Folgenden wird ndher auf ein Fluktuationstheorem, der Jarzynski-Gleichung, und dessen

Anwendung in der MD-Simulation eingegangen.

2.4.1. Die Jarzynski-Gleichung

Im Jahr 1997 wurde von Jarzynski eine integrale Version eines Fluktuationstheorems
formuliert [19]. Diese Formulierung verkniipft die Anderung der Freien Energie mit einer
exponentiellen Mittelung der am System verrichteten externen Arbeit. Hierbei wird ein
System, das an ein Wéarmebad gekoppelt ist, aus einem Gleichgewichtszustand A in einen
beliebigen Zustand B {iberfiihrt. Das Protokoll von A nach B ist beliebig; es muss jedoch fiir
jede Simulation identisch sein. Typischerweise wird dieses Protokoll durch einen Kontroll-
parameter A beschrieben, der von A(#4)=0 bis A(zg)=1 geschaltet wird. Die Wahl des Para-
meters A ist beliebig. Die Arbeit, die entlang einer einzelnen Trajektorie am System verrichtet

wird, ist dann

s . 8H(r(r)) .

W:jdm 8/1

7

(2.19)

W ist die verrichtete Arbeit, A(¢) ist das Protokoll und H(7(7)) ist die Hamiltonfunktion, die die
Energie des Systems beschreibt. Fiir den Fall, dass das Protokoll A(¢) gerade der Koordinate
des SMD-Potentials entspricht, vereinfacht sich die Gleichung zu

W=[dF(z), (2220)
0

dem Integral der Kraft F' entlang der Reaktionskoordinate z. Fiir ein System, das sich durch

die Langevin-Gleichung beschreiben ldsst, gilt die Jarzynski-Gleichung

) e

W ist die externe Arbeit entlang einer einzelnen Trajektorie, kg die Boltzmannkonstante, 7 die
Temperatur des Wirmebads und AG ist die Anderung der Freien Energie. Die spitzen
Klammern beschreiben eine Mittelung iiber N Trajektorien. Im Grenzfall einer unendlichen
Anzahl von Trajektorien ist Gleichung (2.21) exakt erfiillt; fiir eine endliche Anzahl an

Trajektorien ldsst sie eine Abschitzung von AG zu. Die Abschitzung ist stark davon
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abhéngig, wie genau sich die Arbeitsverteilung mit der vorhandenen Anzahl an Trajektorien
beschreiben ldsst. Die exponentielle Mittelung der Arbeitswerte in der Jarzynski-Gleichung
wird vor allem durch Trajektorien mit kleinen Arbeitswerten bzw. Arbeitswerten, die sogar
kleiner sind als die Anderung der Freien Energie AG, bestimmt.

Abb. 2.7 zeigt eine Arbeitsverteilung p(#) in

A 2" <Ww,.> rot und die dazugehérige Verteilung p(e™”) in
griin. Die Verteilung p(W) wird in diesem

Pw) Beispiel als GauBformig angenommen, kann

aber prinzipiell jede beliebige Form ein-

1 J > nehmen. Die Verteilung p(e”) ist zu

AG  <W> w kleineren Werten W verschoben. Gerade der

Abb. 2.7

Schematische Darstellung der Arbeitsverteilungen Bereich W =~ AG ist fiir eine korrekte Evalu-
p(W) (rot) und p(e”) (griin). Zur Berechnung von AG ) ] ) ]
aus den Arbeitswerten p(W) ist der Bereich am linken — 1erung der Jarzynski-Gleichung notwendig,

Rand der Arbeitsverteilung wichtig, da dieser ein ) ) . .
grofies Gewicht in p(e”) hat. Das Ausmafi der da dieser mit groBem Gewicht in das expo-

Uberlappung zwischen p(W) und p(e™”) wird durch die

dissipierte Arbeit Wy, bestimmt. nentielle Mittel eingeht. Trajektorien sind in

diesem Bereich sehr selten, da sie am Rand
der Arbeitsverteilung p(W) liegen. Das AusmaB der Uberlappung zwischen p(%) und p(e™)
hiangt vom Betrag der dissipierten Arbeit Wy, ab. Fiir Systeme, die weit ins Nichtgleich-
gewicht getrieben werden, ist dieser Uberlapp sehr klein und daher ist eine sehr groe Anzahl
an Trajektorien notwendig, um die Arbeitsverteilung an den Réndern ausreichend gut zu be-

schreiben und damit eine Abschitzung von AG zu ermdoglichen.

2.4.2. Rekonstruktion des Freien Energieprofils aus SMD-Simulationen

Um die Anwendbarkeit der Jarzynski-Gleichung in SMD-Simulationen zu untersuchen,
wurden an einem Testsystem SMD-Simulationen durchgefiihrt und die Anderung der Freien
Energie aus den Nichtgleichgewichtsdaten rekonstruiert. Als Testsystem kam das in Unter-
kapitel Steered Molecular Dynamics eingefiihrte System, das Deka-Alanin, zum Einsatz.
Deka-Alanin wurde mit Hilfe von SMD-Simulationen aus einem gefalteten in einen
gestreckten Zustand tiberfiihrt. Die Simulationen erfolgten im Vakuum, wodurch die
GesamtgroBe des Systems nur aus 104 Atomen bestand. Drei unterschiedliche SMD-
Geschwindigkeiten (v = 10 A/ns, 50 A/ns und 100 A/ns) kamen zum Einsatz. Als Reaktions-
koordinate wurde der Abstand zwischen dem ersten und dem letzten C,-Atom von Deka-

Alanin gewihlt. Im gefalteten Zustand betriigt dieser Abstand 13 A, im gestreckten Zustand
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33 A. Fiir jede Geschwindigkeit wurden 500 Trajektorien erzeugt. Aus den Kraft-Daten
wurde die Arbeit berechnet und mit Hilfe der Jarzynski-Gleichung das Potential bzw. die
Anderung der Freien Energie rekonstruiert. Zum Vergleich erfolgte die Bestimmung des
Potentials mit Hilfe einer SMD-Simulation, bei der sich das System stiandig im Gleichgewicht
befand. Die Geschwindigkeit dieser Simulation betrug 0.1 A/ns; sie war also 100-mal lang-
samer als die langsamste Geschwindigkeit, die in den Simulationen des Systems im Nicht-
gleichgewicht zum Einsatz kam. Die Simulation wurde aus der gefalteten in die gestreckte
Konformation und umgekehrt durchgefiihrt. Aus der Ubereinstimmung der Potentialverliufe
beider Richtungen kann gefolgert werden, dass sich das System wihrend der gesamten Simu-
lation im Gleichgewicht befand. Dieses Potential kann deshalb als Referenzpotential ver-
wendet werden. In Abb. 2.8 sind die Ergebnisse der Rekonstruktion der Potentialverldufe fiir

die drei Geschwindigkeiten gezeigt.

50{ A PUST 2001C | v=10A/ns
Potentialverlauf § n =500
N 150] im.
g 40 100
- 307 U
2 N
~ c 90 §§§
> 20 o WS,
O
<110 X 200[ p
N2t o v=50A/ns
01 S 150 n = 500
< 100
15{B s 0
é Abweichung g
10 200|1E v=100A/ns
— 150 n =500
% 57 100
0_ p
15 20 25 30 30 40 50 60 70 80 90
Reaktionskoordinate / A Arbeit W / k,T°*
Abb. 2.8

SMD-Simulationen an Deka-Alanin zur Uberpriifung der mit der Jarzynski-Gleichung rekonstruierten Poten-
tiale. Deka-Alanin wurde mit Hilfe einer SMD-Simulation aus dem gefalteten (helikalen) Zustand in einen ge-
streckten Zustand tiberfiihrt. (A) Potentialverlauf AG rekonstruiert mit der Jarzynski-Gleichung fiir unter-
schiedliche Geschwindigkeiten aus je 500 Trajektorien. Dabei ist v = 10 A / ns in rot, v = 50 A / ns in orange
und v =100 A / ns in lila gezeigt. In schwarz ist das Referenzpotential eingezeichnet. (B) Abweichung AAG der
drei Potentialverliufe vom tatsichlichen Potential. (C) bis (E) Arbeitsverteilungen am Endpunkt (33 A) der
Reaktionskoordinate. Die graue gestrichelte Linie zeigt die Anderung der Freien Energie des Referenz-
potentials am Ende der Reaktionskoordinate.
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Die rekonstruierten Potentialverldufe sind in Abb. 2.8A zu sehen. Der Verlauf des Referenz-
potentials ist in schwarz, und die rekonstruierten Potentialverldufe der Simulationen mit
unterschiedlichen Geschwindigkeiten in rot (v = 10 A/ns), orange (v = 50 A/ns) und lila
(v =100 A/ns) dargestellt. In Abb. 2.8B ist die Abweichung des jeweiligen Potentialverlaufes
vom Referenzpotential eingezeichnet. Aus den Diagrammen folgt, dass mit Hilfe der
Jarzynski-Gleichung nur der Potentialverlauf aus den Daten der SMD-Simulationen mit der
Geschwindigkeit von v = 10 A/ns richtig rekonstruiert werden kann. Bei einer Geschwin-
digkeit von v = 50 A/ns betréigt die Abweichung am Ende der Reaktionskoordinate 8 ksT®"), bei
v =100 A/ns sind es 15 kBT(3 0K) Der Grund fiir die Uberschéitzung des Potentials bei hoheren
Geschwindigkeiten wird bei Betrachtung der Arbeitsverteilungen, die in Abb. 2.8C-E darge-
stellt sind, deutlich. Die Arbeitsverteilungen sind jeweils fiir den Endpunkt der Reaktionskoor-

300K) \ind ist

dinate abgebildet. Die Anderung der Freien Energie AG betrigt an diesem Punkt 34.5 kpT'
in den Histogrammen als graue, gestrichelte Linie eingezeichnet. Nur fiir die Geschwindigkeit
v =10 A/ns finden sich Arbeitswerte, die im Bereich von AG bzw. darunter liegen. Die Arbeits-
verteilungen der anderen Geschwindigkeiten sind aufgrund groBerer Dissipation verbreitert
und zu hoheren Arbeitswerten verschoben. Bei diesen Geschwindigkeiten liegen alle 500
Arbeitswerte deutlich oberhalb von AG. Eine exakte Bestimmung der Anderung der Freien
Energie ist somit nicht mdglich und das Potential wird {iberschétzt. In diesen beiden Féllen ist
es notwendig, die Zahl an simulierten Trajektorien zu erhéhen, um die Arbeitsverteilungen im
Bereich um AG ausreichend genau beschreiben zu konnen.

Eine Ndherung der exponentiellen Mittelung findet sich, wenn die rechte Seite von Gleichung

(2.21) in eine Kumulantenreihe entwickelt wird. Fiir die Anderung der Freien Energie AG

ergibt sich folgender Ausdruck

AG =—k,T ln<exp{—M}>N = —kBTimC (z). (222)

kT = n!

B

In Gleichung (2.22) sind C,(z) die Kumulanten, die die Form der Arbeitsverteilung be-

schreiben. So hat beispielsweise die erste Kumulante C, =<W> die Bedeutung des Mittel-
werts; die zweite Kumulante steht fiir die Varianz der Arbeitsverteilung C, = <W2 > - <W>2 .Im

speziellen Fall einer Gaul3formigen Arbeitsverteilung ist die Kumulante dritter Ordnung und
alle dartiber liegenden Kumulanten gleich Null. Lediglich die ersten beiden Terme miissen
somit in der Entwicklung beriicksichtigt werden. Das bedeutet, dass die Anderung der Freien

Energie nicht mehr aus der Beschreibung der Rénder der Verteilung hervorgeht, sondern aus
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der Bestimmung des Mittelwertes und der Varianz. Betrachtet man unter diesem Aspekt
erneut das Testsystem Deka-Alanin, dann kdnnen die simulierten Arbeitsverteilungen mit
einer GauBBkurve gefittet (C-E) bzw. der Mittelwert und die Varianz bestimmet werden. Damit
lasst sich der Potentialverlauf unter Verwendung der Kumulantenentwicklung bis zur zweiten
Ordnung erneut rekonstruieren. Das Ergebnis ist in Abb. 2.9A,B dargestellt. Die Potential-
verldufe der Simulationen mit drei verschiedenen Geschwindigkeiten sind in Abb. 2.9A, die
Abweichungen vom Referenzpotential sind in Abb. 2.9B zu sehen. Die Farbgebung entspricht

der in Abb. 2.8.
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SMD-Simulationen an Deka-Alanin zur Uberpriifung der mit der Kumulantenentwicklung bis zur zweiten
Ordnung rekonstruierten Potentiale. Deka-Alanin wurde mit Hilfe einer SMD-Simulation aus dem gefalteten
(helikalen) Zustand in einen gestreckten Zustand iiberfiihrt. (4) Potentialverlauf AG rekonstruiert mit der
Kumulantenentwicklung bis zur zweiten Ordnung fiir unterschiedliche Geschwindigkeiten aus je 500
Trajektorien. Dabei ist v =10 A / ns in rot, v = 50 A / ns in orange v = 100 A / ns in lila gezeigt (Der mit der
Jarzynski-Gleichung rekonstruierte Verlauf ist gestrichelt dargestellt). In schwarz ist das Referenzpotential
eingezeichnet. (B) Abweichung AAG der drei Potentialverldufe vom tatsdchlichen Potential. (C) bis (E)
Arbeitsverteilungen am Endpunkt (33 A) der Reaktionskoordinate. Die graue gestrichelte Linie zeigt die
Anderung der Freien Energie des Referenzpotentials am Ende der Reaktionskoordinate.

Der Potentialverlauf kann aus den Daten der Simulationen mit der Geschwindigkeit v = 10 A/ns
korrekt rekonstruiert werden. Die Potentialverldufe der hoheren Geschwindigkeiten iiber-

schitzen das Potential. Die entsprechenden Kurven der Jarzynski-Gleichung sind gestrichelt
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eingezeichnet (Abb. 2.9A,B). Es ist deutlich zu erkennen, dass mit der Kumulantenentwick-
lung bis zur zweiten Ordnung bessere Ergebnisse erzielt werden, als mit der Jarzynski-
Gleichung. Bei v = 50 A/ns betriigt die Abweichung am Ende der Reaktionskoordinate 3.5 kgT*™),
bei v =100 A/ns sind es 7.5 ks T®"®. Die Abweichung stammt nicht von einer ungeniigenden
Beschreibung der Arbeitsverteilung an den Ridndern, sondern von der Ungenauigkeit mit der
Mittelwert und Breite bestimmt werden kdnnen und der Abweichung von einer Gaul3f6rmigen
Arbeitsverteilung. Eine GauBformige Arbeitsverteilung kann genau genommen nur dann
angenommen werden, wenn sich das System in der Ndhe des Gleichgewichts befindet - die
Dissipation also im Bereich von einigen kgTC"® liegt. Interessanterweise lisst sich eine
Gauliformige Arbeitsverteilung durch die Wahl der Kraftkonstanten des SMD-Potentials be-
einflussen. Wahlt man die Federkonstante hart genug (Stiff spring approximation), so erhélt
man auch bei stirkerer Dissipation bzw. hoheren Geschwindigkeiten eine GauBformige
Arbeitsverteilung [43, 44]. Im Fall der langsamsten Geschwindigkeit von v = 10A/ns liegt die

T¢ OOK), was in einem Bereich

dissipierte Arbeit am Ende der Reaktionskoordinate bei 5.5 kg
liegt, der sich in der Ndhe des Gleichgewichts befindet. Beide Methoden kénnen mit den 500
Trajektorien den Verlauf des Potentials bei einer Geschwindigkeit von 10 A/ns gleich gut
rekonstruieren. Im Fall von v = 50 A/ns liegt die dissipierte Arbeit bei 19.5 kgT®* und
beide Methoden iiberschitzen das Potential. Die Kumulantenmethode liegt mit einer
Abweichung von 4 kgT®"® deutlich unterhalb der Jarzynski-Gleichung, die eine doppelt so
groBe Abweichung vom tatsdchlichen Potential hat. Die Arbeitsverteilung kann als GauB3-
formig angenommen werden; kein Arbeitswert liegt dabei aber im Bereich um AG. Fiir den
Fall von v = 100 A/ns liegt die dissipierte Arbeit bei 31 kgT®*®), was bereits im Bereich der
Potentialmodulation liegt. Das System ist weiter ins Nichtgleichgewicht getrieben worden und
beide Methoden tiberschitzen den tatsdachlichen Potentialverlauf deutlich. Mit 7.5 kBT(BOOK)
liegt der Fehler der Kumulantenentwicklung aber immer noch deutlich unter dem Fehler der
Jarzynski-Gleichung. Der Fehler Jarzynski-Gleichung liegt bei dieser Geschwindigkeit {liber
15 kgTC"®). Bei dieser Geschwindigkeit kann nicht mehr von einer GauBformigen Arbeits-
verteilung ausgegangen werden.

Fiir Systeme, die nicht zu weit aus dem Gleichgewicht getrieben werden bzw. bei denen man
von einer GaufBformigen Arbeitsverteilung ausgehen kann (im hier angesprochenen Fall
Waiss < 19.5 kgTC"), ist die Methode der Kumulantenentwicklung zur Rekonstruktion der
Anderung der Freien Energie besser geeignet als die Jarzynski-Gleichung. Genau genommen
gilt dies im Fall der Simulation von Deka-Alanin auch fiir die schnellste verwendete SMD-

Geschwindigkeit von 100 Ams (Waiss > 19.5 kBT(3OOK)). Da hier aber die ermittelte Arbeits-
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verteilung nicht mehr als GauBformig angenommen werden kann, ist die Verwendung der
Kumulantenentwicklung bis zur zweiten Ordnung, wie sie in diesem Kapitel vorgestellt
wurde, nicht mehr korrekt und wird daher nicht berticksichtigt.

Fiir die Untersuchung von groBen Biomolekiilen ist aufgrund der verfiigbaren Rechenzeit
iiblicherweise nur die Simulation einer kleinen Anzahl an Trajektorien durchfiihrbar. Im
Folgenden werden die Fehler, mit denen die Methode der Kumulantenentwicklung bis zur
zweiten Ordnung behaftet ist, in Abhidngigkeit von der Anzahl an Trajektorien nidher betrach-
tet.

Fiir eine beliebige Arbeitsverteilung treten ein systematischer und ein statistischer Fehler auf.
Der systematische Fehler entsteht daher, dass die Kumulantenentwicklung nach dem zweiten
Term abgebrochen wird und die weiteren Terme der Entwicklung vernachldssigt werden. Der
Grund fiir den statistischen Fehler liegt in der Berechnung des Mittelwerts und der Varianz,
fiir die nur eine geringe Anzahl an Datenpunkten zur Verfligung steht. Im Fall einer Gaul3-
formigen Arbeitsverteilung sind alle Entwicklungsterme auBler den ersten beiden gleich Null
und der systematische Fehler verschwindet. Eine Gaulliformige Arbeitsverteilung kann ange-
nommen werden, wenn das System nicht zu weit aus dem Gleichgewicht getrieben wird. Dies
kann durch die SMD-Geschwindigkeit gesteuert werden, die einen direkten Einfluss auf die
Dissipation hat und moglichst klein gewdhlt werden sollte. Eine weitere Moglichkeit den
Fehler zu minimieren, ist eine Unterteilung des untersuchten Reaktionsweges in mehrere
Sektionen. An jeder Sektionssgrenze kann so das System neu equilibriert und wieder ins
Gleichgewicht gebracht werden. Der Potentialverlauf der einzelnen Sektionen wird unab-
hingig voneinander rekonstruiert und im Anschluss zusammengesetzt. Zusitzlich kann durch
den Einsatz einer harten Feder im SMD-Constraint (Stiff spring approximation) eine Gaul3-
formige Arbeitsverteilung auch bei groBBeren SMD-Geschwindigkeiten erreicht werden. Der
statistische Fehler wirkt sich bei der Bestimmung der Anderung der Freien Energie in zweier-
lei Hinsicht aus. Neben einer Streuung der berechneten Potentialwerte, verschieben sich diese
auch zu groBeren Potentialwerten. Dies liegt daran, dass bei der Berechnung der Varianz aus
einer endlichen Anzahl an Werten, diese tendenziell unterschitzt und damit die Anderung der
Freien Energie liberschétzt wird [45]. Abb. 2.10 zeigt die Entwicklung der statistischen Fehler

in Abhéngigkeit von der Anzahl an Trajektorien und der Menge an dissipierter Arbeit.
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Abb. 2.10
Statistischer Fehler bei der Bestimmung der Anderung der Freien Energie, der bei Verwendung der Kumulan-

tenentwicklung bis zur zweiten Ordnung auftritt. Links ist die Abweichung des Mittelwertes von AG gezeigt,
rechts die statistische Unsicherheit von AG. Der jeweilige Fehler ist in den 2D-Plots farbkodiert.

Zur Bestimmung der Fehler wird eine GauBformige Arbeitsverteilung mit dem Mittelwert
Null und einer Varianz ¢* =2k,T (W, ), entsprechend dem Wert an dissipierter Arbeit, ange-

nommen. Hieraus werden n Arbeitswerte (n = Anzahl an Trajektorien) extrahiert. Diese
Arbeitswerte werden zur Berechnung der Anderung der Freien Energie AG mit Hilfe der
Kumulantenentwicklung bis zur zweiten Ordnung verwendet. Dieser Vorgang wird
10000-mal wiederholt und im Anschluss kann die Verteilung der ermittelten AG-Werte
untersucht werden. Dissipierte Arbeit in einem Bereich von 1 kBT(3°°K) bis 10 kBT(3°°K) wurde
betrachtet. Im linken Teil der Abb. 2.10 ist in einem 2D-Plot die Abweichung des berechneten

Mittelwertes (AG} der Verteilung gezeigt. Der 2D-Plot im rechten Teil von Abb. 2.10 zeigt die
Standardabweichung std(AG), d. h. die Breite der Verteilung der ermittelten AG-Werte. Wie
man aus den 2D-Plots sehen kann, spielt bei einer dissipierten Arbeit bis zu 10 kgT®* die
Verschiebung des Mittelwerts (AG} zu hoheren Potentialwerten und damit die tendenzielle

Uberschitzung der Anderung der Freien Energie keine groBe Rolle. Bei 10 Trajektorien
belduft sich der Fehler auf ca. 1 kgT®"™. Die statistische Unsicherheit der Anderung der
Freien Energie ist die maBBgebliche Fehlerquelle. Im ungiinstigsten Fall von 10 Trajektorien

und einer Dissipation von 10 kBT(30°K) liegt dieser Fehler bei + 5 kBT(30°K).
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3. Strukturelle Stabilitat verschiedener Mutanten
und Fragmente des Tumornekrosefaktor-
Rezeptors 1

3.1. Einleitung

Eine Gemeinsamkeit allen Lebens ist die Tatsache, dass Organismen, egal ob Einzeller oder
Vielzeller, sich gegentiber ihrer Umwelt abgrenzen und dabei mit dieser im Stoffaustausch
stehen. Diese Abgrenzung erfolgt durch eine Zellmembran oder durch die Haut, die fiir die
meisten hydrophilen Molekiile eine undurchdringliche Barriere darstellen. Hoher entwickelte
Organismen sind das Ergebnis der Zusammenlagerung und des Miteinanders vieler Zellen,
die im Verbund das Leben des Organismus sicherstellen. Eine unumgéingliche Voraussetzung
hierfiir, stellt die Kommunikation zwischen den einzelnen Zellen bzw. zwischen Zellen und
threr Umgebung dar. Hierfiir sind Zellen mit so genannten Rezeptoren ausgestattet, die
Signale in der Zellmembran und innerhalb der Zelle erkennen und weiterleiten konnen
(Signaltransduktion). Rezeptoren dieser Art sind Proteine, die nach dem Schliissel-Schloss-
Prinzip Molekiile oder Proteine (so genannte Liganden) iiber bestimmte Erkennungssequen-
zen binden. Membranrezeptoren sind Transmembranproteine, die die Zellmembran durch-
spannen und das Signal in die Zelle hinein weiterleiten. Durch die Bindung eines Liganden

auf der extrazelluldren Seite der Zelle, wird eine Konformationsinderung des Rezeptors
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induziert, wodurch sich entweder der Oligomerisierungsgrad des Rezeptors verdndert oder
intrazelluldr eine Enzymaktivitdt induziert wird. Es gibt eine Vielzahl verschiedener Zellre-
zeptoren, die einen oder mehrere Liganden binden konnen, was unterschiedliche Signalwege
fiir die Zelle zur Folge hat. Hinzu kommt, dass sich verschiedene Signalwege gegenseitig be-
einflussen konnen und der Zelle somit ein weiterer regulatorischer Mechanismus zur Verfii-
gung steht. Das Resultat ist ein komplexes Signal-Netzwerk, mit der eine Zelle auf Reize aus
der Umgebung reagieren kann.
Eine fiir hohere Organismen lebensnotwendige Zellreaktion ist der programmierte Zelltod, die
Apoptose. Bei der Apoptose durchlaufen kranke, fiir den Organismus schidliche Zellen oder
solche, die vom Organismus nicht mehr benotigt werden, ein Programm, an dessen Ende der
Tod der Zelle steht.
Apoptose tritt wihrend der embryonalen Entwicklung auf und stellt somit eine Voraussetzung
fiir die normale Entwicklung des Organismus dar, und ist fiir die Kontrolle der Zellzahl
unerldsslich. Die Apoptose kann aber auch durch
duBere FEinfliisse, wie beispielsweise UV-Strahlung L 2 /\/ 3 TNFR
oder Chemikalien induziert werden, indem eine Scha- @

digung der DNA auftritt und somit Mutationen hervor-

gerufen werden. Lassen sich diese Schidden nicht mehr g raseiuisr
reparieren, ist es fiir den Organismus von Vorteil, diese
Zellen durch Abtdten aus dem Gewebe zu entfernen.
Eine Fehlfunktion dieses regulatorischen Mechanismus | tazeliular
kann zu schwerwiegenden Krankheiten, wie beispiels-

weise Krebs fithren, bei dem kranke Zellen nicht

sterben, sondern sich unkontrolliert vermehren. Die g s

Apoptose wird mittels Botenstoffe, so genannter Cytokine, ) : ,
weitere Signalproteine

eingeleitet des TNF-vermittelten
) Signalweges
Der Tumornekrosefaktor (TNF) ist ein Cytokin des .

Immunsystems und unter anderem fiir die Vermittlung Abb. 3.1
) Vereinfachte schematische Darstellung der
der Apoptose verantwortlich [46]. ersten Schritte des TNF-vermittelten Signal-
wegs. (I) TNF (griin) bindet mehrere TNFR
(rot). Zusammenlagerung von drei Rezep-
toren (1) fiihrt zu einer Aktivierung
weiterer Bindungsstellen auf der intra-
und Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2 (TNFR2) wechsel- ~ zelluldren  Seite (I1l). Weitere Signal-
proteine, wie beispielsweise TRADD oder
wirken [47, 48], die zur TNF-Rezeptor-Superfamilie = TRAF (gelb, blau) werden rekrutiert, was

L zur Initiierung der Signalkaskade fiihrt.
(TNFR-Superfamilie) gehoren. In der TNFR-Super-

TNF liegt als Homotrimer vor und kann mit den Zell-

rezeptoren Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFRI)
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familie werden Rezeptoren mit einem strukturellen Merkmal, dem so genannten Cys-Repeat
motif (Cystein-Wiederholungs-Motif) zusammengefasst. Dabei handelt es sich um sechs
Cysteine, die in einer bestimmten Abfolge Disulfidbriicken bilden und so Loop-Struktur-
elemente bedingen. Neben TNF-Rezeptoren gehdren zu dieser Superfamilie Fas, der NGF-
Rezeptor, CD27 und weitere Proteine. TNF ist in der Lage drei TNF-Rezeptoren zu binden.
Abb. 3.1 zeigt schematisch den initialen Schritt der TNF-vermittelten Signalkaskade. Er
beinhaltet die Bindung eines TNFs an die extrazellulire Domédne von TNFR1/2 (I). Durch
Bindung von drei TNF-Rezeptoren (TNF-[TNFR]s) (II) kommt es zur Zusammenlagerung der
intrazellulairen Doménen der TNFRs (III), was zur Aktivierung weiterer Bindungsstellen fiir
folgende Signalproteine fithrt und damit zur Initiierung der Signalkaskade (IV).

Im Fall von TNFR1 handelt es sich bei der intrazelluldren Bindungsstelle um die so genannte
Todesdomine (DD - Death Domain). Diese Doméne kann andere Proteine rekrutieren, die
ebenfalls eine Todesdomine besitzen, was zur Aktivierung weiterer Signalproteine und somit
zur Apoptose fiihrt [49].

Dariiber hinaus kann TNFR1 iiber indirekte Rekrutierung von TRAF-Proteinen (TRAF — TNF
Receptor Associated Factor) auch zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fithren und das
Uberleben der Zelle sichern.

Einzelne TNF-[TNFR1];-Komplexe sind jedoch nicht in der Lage eine ausgepriagte Zellant-
wort zu initiieren. Um ein Signal effizient in die Zelle weiterleiten zu konnen, miissen sich
mehrere TNF-[TNFR1];-Komplexe zusammenlagern [50]. Im verwandten Fas-System wur-
den &hnliche Beobachtungen gemacht; auch hier miissen sich mehrere Ligand-Rezeptor-
Komplexe zusammenlagern, um ein Signal in der Zelle auszulosen [51]. Hierfiir ist ein
Mechanismus notwendig, der eine Vernetzung mehrerer TNF-[TNFR1];-Komplexe zu einem
stabilen Aggregat zuldsst.

Eine Wechselwirkung zwischen Rezeptoren untereinander konnte eine solche Vernetzung
ermdglichen. Basierend auf den vorhandenen Strukturdaten bzw. der Kenntnis {iber die Cys-
Repeat motifs lasst sich der extrazelluldre Teil des TNF-Rezeptors 1 in vier Doménen unter-
teilen. Nicht alle Dominen sind dabei an der Bindung des Liganden beteiligt.

Durch die Entdeckung der so genannten Pre Ligand binding Assembly Domain (PLAD) im
TNF-Rezeptor 1 und in anderen verwandten Rezeptoren wurde eine Region im Protein identi-
fiziert, die fiir die Ausbildung stabiler Aggregate verantwortlich ist. Bei PLAD handelt es sich
um die N-terminale Doméne des TNFR1, die sich im extrazelluldren Bereich befindet und die
eine Wechselwirkung zwischen Rezeptoren erméglicht. Man nimmt an, dass iiber eine

PLAD-PLAD Interaktion die Moglichkeit gegeben ist, Homo-Rezeptoraggregate bereits ohne
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Zugabe des Liganden auszubilden, was in verschiedenen Experimenten mit unterschied-
lichen Rezeptoren experimentell bestitigt werden konnte [52-55].
Damit stabile Aggregate aus mehreren TNF-[TNFR1]; entstehen konnen, sind zwei Arten von
Wechselwirkungen notwendig: zum einen die Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung, mit der die
Ausbildung initialer Signalkomplexe TNF-[TNFR1]; ermoglicht wird und zum anderen die
homophile Rezeptor-Rezeptor-Wechselwirkung, vermittelt iiber PLAD, mit der die Vernet-
zung zu signalkompetenten, stabilen Aggregaten erfolgt.
Der genaue Wechselwirkungsmechanismus der PLAD-PLAD-Interaktion sowie die exakte
Stochiometrie signalkompetenter Aggregate sind bislang im Detail noch nicht geklart. In den
letzten Jahren haben zahlreiche Experimente aber bereits zu einem besseren Verstindnis zur
Rezeptor-Rezeptor-Wechselwirkung und zur Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung im Fall von
TNF-TNFRI1 beigetragen.

So konnte festgestellt werden, dass durch Zugabe der isolierten, 16slichen PLAD, die die
N-terminale Doméne des Rezeptors darstellt, Zellen vor einer TNF-induzierten Apoptose
geschiitzt werden kénnen und somit die Ausbildung signalkompetenter Aggregate gestort
wird [52-55].
Wird PLAD durch Mutation des Rezeptors genetisch veréndert oder ganz entfernt, so ist keine
TNF-Bindung am Rezeptor mehr moglich [53, 54]. Dieses Ergebnis ist im ersten Moment
erstaunlich, da es anhand der kristallographischen Daten sehr unwahrscheinlich ist, dass
PLAD direkt an der Ligandenbindung beteiligt ist. Es wurde spekuliert, dass die monomere
Rezeptorform keine ausreichend hohe Bindungsaffinitit zu TNF besitzt; eine effiziente
Bindung des Liganden also nur via PLAD-multimerisierter Rezeptoren zustande kommen
kann. Erste Crosslinking-Experimente hierzu haben ergeben, dass es sich bei diesen
Rezeptoren wahrscheinlich um Rezeptor-Komplexe handelt, die iiber PLAD-PLAD-Inter-
aktion bereits ohne Ligand als Homotrimere vorliegen. Vor-Multimerisierung und das
Sortieren der Rezeptoren in Homooligomere konnte die Spezifitidt und Geschwindigkeit, mit
der die Zelle auf den Liganden reagiert, erhdhen; Komplexe mit gemischten Rezeptoren, die
eine Signaltransduktion inhibieren, wiren somit ausgeschlossen.
Eine experimentelle Studie, die unter anderem die Rolle der PLAD in den ersten Schritten der
Signaltransduktion im TNF-TNFR1-System untersucht hat, wurde am Institut fiir Zellbiologie
und Immunologie der Universitdt Stuttgart von Marcus Branschiddel durchgefiihrt [56]. Ziel
dieser Studie war es unter anderem, die extrazelluliren Doménen des TNFR1 zu charak-
terisieren, die fiir eine effiziente Ligandenbindung und die Ausbildung signalkompetenter

TNF-TNFR1-Komplexe notwendig sind. Als Basis dienten TNFR1-Fas-Chimire [50]. Diese
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bestehen aus der extrazelluliren Domédne des TNFR1 und dem intrazelluldren Teil des Fas-
Rezeptors. Ein solches Proteinkonstrukt hat den Vorteil, dass sich eine mdgliche Signal-
transduktion leichter nachweisen ldsst, als beim nativen TNF-Rezeptor 1. Zusétzlich wurden
verschiedene Deletionsmutanten und Fragmente des extrazelluliren Teils des TNFRI1
untersucht, bei denen entweder eine oder mehrere Subdoméinen entfernt, sowie die PLAD
isoliert wurde.

Mit diesen Proteinen bzw. Proteinfragmenten wurden in vivo Bindungsstudien durchgefiihrt;
Uber Cytotoxizititstests konnte die Uberlebensfihigkeit der Zellen mit diesen genetisch
verdanderten Proteinen bzw. Proteinfragmenten untersucht werden. Mit diesen Experimenten
konnte festgestellt werden, inwieweit sich die Bindungsaffinitidt zwischen den untersuchten
Deletionsmutanten des TNFR1 zum Liganden TNF unterscheidet und ob diese Proteine noch
in der Lage sind einen signalkompetenten Komplex auszubilden, um damit Apoptose einzu-
leiten. Zusétzlich wurde ein moglicher protektiver Effekt auf Zellen bei Zugabe von 16slicher
PLAD untersucht, da diese Domine die Rezeptor-Rezeptor-Interaktion storen konnte.

In den folgenden Abschnitten dieses Kapitels werden MD-Simulationen am TNF-Rezeptor 1
und den davon ,,abgeleiteten Deletionsmutanten bzw. Fragmenten vorgestellt, die ergdnzend
zu der oben erwihnten experimentellen Arbeit durchgefiihrt wurden [56]. Ziel der Simu-
lationen war es, ein grundlegendes Verstindnis von Anderungen in der Konformation dieser
Mutanten im Vergleich zum nativen Protein zu erlangen. Die Ergebnisse dienen dariiber
hinaus als Hilfestellung zur Interpretation der experimentellen Daten.

Das Hauptaugenmerk der Simulationen lag zum einen auf der strukturellen Stabilitdt von zwei
Rezeptor-Deletionsmutanten und den damit verbundenen Verdnderungen im Bindungsbereich
des Liganden, zum anderen auf der strukturellen Stabilitit von zwei isolierten Fragmenten des
TNF-Rezeptors 1. Mit der aus den Simulationen erhaltenen molekularen Information kann
eine Aussage bzw. Voraussage liber mogliche funktionelle Storungen des Rezeptors in Bezug
auf dessen Féhigkeit zur Ligandenbindung gemacht werden. Dariiber hinaus geben die
Ergebnisse der Simulationen, zusammen mit den experimentellen Daten und weiteren
Arbeiten aus der Literatur einen ersten Einblick in die Verwendung bestimmter Fragmente
des TNFR1 (in diesem Fall der PLAD) als potentiellen Wirkstoff bei der Entwicklung neuer

Medikamente.
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3.2. Untersuchte Systeme und Simulationsdetails

Ausgangspunkt aller in diesem Kapitel gemachten Simulationen ist die Kristallstruktur (pdb
code 1TNR) der extrazelluliren Domédne von TNFR1 im Komplex mit Lymphotoxin a (LTa,
auch TNFB genannt). Lymphotoxin o ist ein zu TNF homologer Ligand, der d@hnliche
Aufgaben im Bereich der Immunantwort besitzt und an dieselben Rezeptoren wie TNF
(TNFR1 und TNFR2) bindet. Trotz der geringen Homologie der Primérstruktur von 33%
haben beide Liganden eine dhnliche Sekundérstruktur.

Die Kristallstruktur beinhaltet einen LTo-Homotrimer im Komplex mit drei TNFR1-Mono-
meren. Sie ist die einzige verfligbare Kristallstruktur eines TNF-Rezeptors gebunden an einen
Liganden und besitzt eine Aufldsung von 2.85 A.

In allen gemachten Simulationen wurde nur die Rezeptorstruktur verwendet und dabei beson-
deres Augenmerk auf die Bindungsstelle zwischen TNFR1 und TNF bzw. LToa gelegt.
Aufgrund der funktionalen und strukturellen Ahnlichkeit beider Liganden [57], wurde die
Kristallstruktur von LTa-TNFR1 als Modellsystem verwendet. Im Folgenden werden die
Struktur des Liganden, des Rezeptors, sowie des Liganden-Rezeptor-Komplexes kurz vorge-

stellt.

3.21. TNF/LTa

Der Ligand LTa ist ein Homotrimer mit jeweils 171 Aminoséuren pro Monomer. In der
Kristallstruktur sind die ersten 26 Aminosduren aufgrund ihrer Unordnung nicht aufgelost.
LTa ist ein Protein, das fast ausschlieBlich B-Faltblétter als Sekundérstrukturelemente auf-

weist (siche Abb. 3.2).
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Abb. 3.2

LTa-Homotrimer. Die monomeren Untereinheiten sind in Cartoon-Darstellung
gezeigt und verschieden angefirbt. Fiir die Rezeptorbindung relevante Bereiche sind
zusdtzlich in Surface-Darstellung gezeigt. (A) Aufsicht. (B) Seitenansicht.

LTa hat eine Hohe von 60 A und einen Durchmesser von 30 A an der schmalen und 50 A an
der breiten Seite. Die Gesamtstruktur ist kompakt, mit jeweils einer Mulde an der Grenzflache
zwischen zwei Monomeren (siche Abb. 3.2A). Diese Mulden fungieren als Bindungsstellen fiir
TNFR1 bzw. TNFR2. Ein Vergleich der Strukturen von TNFa und LTa (TNFp) ergibt, dass
sich beide Proteine sehr dhnlich sind, identische Sekundarstrukturelemente, ndmlich (-Falt-
blatter aufweisen und sich lediglich an der Oberfldche im Detail unterscheiden.

Nach struktureller Uberlagerung von TNFo und LT konnte eine mittlere Abweichung (Root
Mean Square Deviation - RMSD) der C,-Atome des Proteinriickgrats von 0.65 A fiir 99
strukturell Aquivalente Aminosiuren der Protein-Monomere und 0.85 A fiir alle 297 struktu-
rell dquivalenten Aminosduren der Homotrimere ermittelt werden. Beide Liganden lagern

sich aufgrund ihrer Strukturen als Trimer in derselben Art und Weise zusammen [57].

3.2.2. TNFR1

Der TNF-Rezeptor 1 ist ein Transmembranprotein, das aus insgesamt 415 Aminoséuren be-
steht. In Abb. 3.3A ist der schematische Aufbau gezeigt. Der extrazellulire Bereich des
Rezeptors TNFR1 hat eine langliche Form und besteht aus 4 Cys-Repeat motifs, auch cystein-
reiche Domédnen (CRD1 bis CRD4 - Cystein Rich Domains) genannt. Die erste Doméne
(CRD1) ist die PLAD. Jede der Dominen besteht wiederum aus zwei unterschiedlichen
Subdominen, die mit A1 bzw. B2 bezeichnet werden und in rot bzw. blau dargestellt sind.

TNFR1 besitzt eine Transmembrandoméne (in orange dargestellt), die die Membran einmal
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durchspannt. Im intrazelluldren Bereich befindet sich eine Protein-Interaktionsdoméne, die

so genannte Todesdoméne (Death Domain - DD), welche in gelb dargestellt ist.

TNFR1 TNFR1ex

Al
CRD1
B2 Al-Modul

CRD1

CRD2

1

CRD2
B2
CRD3

1
CRD4 CRD3

Extrazellular B2

Al
CRD4

Abb. 3.3

TNF-Rezeptor 1. (4) Schematische Darstellung der vollstindigen Proteinstruktur. (B) Kristallographisch
aufgeloster extrazellulirer Teil (TNFR1ex) in Cartoon-Darstellung. (C) Schematische Darstellung einer
cysteinreichen Domdne (CRD) mit den Modulen Al und B2 (adaptiert aus [49]).

Kristallographisch aufgelost ist ein Grofteil des extrazelluldren Bereiches. Abb. 3.3B zeigt
diesen Teil des TNFR1 in Cartoon-Darstellung. In rot bzw. blau sind die Subdominen Al
bzw. B2 eingefarbt. Man erkennt deutlich eine lédngliche Form, die aufgrund der linearen
Anordnung der CRDs entsteht. In gelb sind die Disulfidbriicken zwischen den Cystein-Resten
zu sehen, die sich leiterartig durch die gesamte extrazellulire Doméne ziehen. Eine cystein-
reiche Domine (CRD) besitzt insgesamt 3 Disulfidbriicken und besteht jeweils aus einer Al-
und einer B2-Subdoméne. Man erkennt, dass die einzelnen Subdoménen einer CRD
ineinander greifen. Eine schematische Darstellung einer einzelnen CRD (Abb. 3.3C) verdeut-
licht dies. Die A1-Subdoméne (rot) besitzt eine S-Form und enthilt eine Dislufidbriicke. Sie
wird teilweise von einem Loop der groBeren B2-Subdoméne (blau) iiberlagert, die zwei Di-
sulfidbriicken besitzt.

In der fiir die Simulation verwendeten Kristallstruktur sind die Aminosduren 15 bis 153 auf-
gelost. Die ersten 14 Aminoséduren sowie der zweite Teil (B2) von CRD4 sind nicht aufgelost.
Der Transmembranbereich und die intrazelluliren Doménen sind ebenfalls nicht in der
Kristalltruktur enthalten. Zur Kristallisation wurde eine 16sliche Form des TNFR1 verwendet,
die nur den extrazelluldren Teil beinhaltet [58]. Die fehlenden Aminosduren wurden fiir die

Simulationen nicht rekonstruiert, da in der vorhandenen Struktur alle wichtigen Bereiche fiir
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die in diesem Kapitel gemachten Untersuchungen (im wesentlichen CRD1 bis CRD?3)
aufgeldst waren. Der fiir die Simulation verwendete Teil der extrazelluldren Doméne hat eine

Hohe von ca. 85 A.

3.2.3. TNFR1-LTa-Komplex

Abb. 3.4A zeigt eine schematische Darstellung von TNFR1 im Komplex mit dem Liganden
LTa. Der kristallographisch aufgeloste Bereich der Struktur ist in Seitenansicht sowie in

Aufsicht in Abb. 3.4B bzw. Abb. 3.4C dargestellt.

CRD1
CRD2

CRD3

CRD4

Extrazellular

Intrazellular

Abb. 3.4

TNFRI-LTa-Komplex. (A) Schematische Darstellung des Rezeptor-Ligand-Komplexes. (B) und (C)
Kristallstruktur der extrazelluldren Domdne von TNFRI (=TNFR1,,). TNFRI ist in Surface-Darstellung,
LT« in Cartoon-Darstellung gezeigt. Fiir die Rezeptorbindung relevante Bereiche von LTa sind
zusdtzlich in Surface-Darstellung gezeigt und griin eingefirbt. Fiir die Rezeptorbindung nicht relevante
Bereiche von TNFRI sind transparent dargestellt. (B) Seitenansicht, (C) AufSicht.

Der Ligand ist in grau gezeigt, die Subdominen der extrazelluliren Domine des Rezeptors
A1l und B2 in rot bzw. blau. Es ist zu erkennen, dass sich die Rezeptor-Ligand-Wechselwir-

kung nicht tliber alle CRDs erstreckt. In Abb. 3.4B,C ist der Rezeptor in Surface-Darstellung,
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der Ligand in Cartoon-Darstellung gezeigt. Wichtige Bereiche fiir die Rezeptor-Liganden-
bindung sind ebenfalls in Surface-Darstellung (griin) hervorgehoben. Die Bindung des Rezep-
tors erfolgt in der Mulde, die durch die Zusammenlagerung von zwei LTo-Monomeren
entsteht (siche Abb. 3.4C und Abb. 3.2A). In der Seitenansicht (Abb. 3.4B) ist deutlich zu sehen,
dass sich die Rezeptor-Ligand-Interaktionsfliche nur iiber die Dominen CRD2 und CRD3
erstreckt [57] und die iibrigen CRDs hierbei unbeteiligt sind.

3.2.4. Simulationssysteme und Simulationsdetails

Als Referenzsystem fiir alle Simulationen wurde der kristallographisch aufgeloste Teil der
extrazelluliren Domine des Rezeptors (pdb-code 1TNR) verwendet. Diese Struktur wird im
Folgenden mit TNFR1 bezeichnet. Mit dem PSFGEN-Plugin des Programms VMD [59]
wurden Wassertoffatome zur Struktur hinzugefiigt und diese energieminimiert. Anschlie3end
wurde das System mit dem SOLVATE-PLUGIN hydratisiert und danach equilibriert. Zusétzlich
wurden Deletionsmutanten bzw. Rezeptorfragmente untersucht, bei denen Teile der
Rezeptorstruktur, analog der Vorgehensweise von [56] fiir die TNFR1-Fas-Chimaire, entfernt
wurden. Zur Herstellung der Deletionsmutanten und der Rezeptorfragmente wurde die
equilibrierte Struktur des TNFR 1. als Ausgangspunkt verwendet.

Es wurden insgesamt zwei Deletionsmutanten und 2 Proteinfragmente von TNFR1 simuliert.
Als System (I) wird die erste cysteinreiche Domédne CRD1 bezeichnet (A1B2crp1); System
(IT) besteht aus der ersten cysteinreichen Doméne A1B2crp; und dem ersten Teil, der Sub-
domine Al, von CRD2; d. h. System (II) kennzeichnet das Fragment A1B2crpiAlcrpa.
System (III) und (IV) sind Deletionsmutanten von TNFR1., bei denen jeweils Teile der
ersten Domine deletiert wurden; Im Fall von System (III) die erste Subdomine von CRDI
(AAlcrpi-TNFR1¢) und im Falle von System (IV) die komplette erste Domidne CRDI
(ACRD1-TNFRI1y,).

Die unterschiedlichen Systeme und eine schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der

Simulationen sind in Abb. 3.5 zusammengestellt.
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Simulationszeitplan. Nach Equilibrierung des extrazelluliren Teils des TNFRI (TNFRI.,)
wurden vier Systeme (zwei Deletionsmutanten + zwei Proteinfragmente) aufgesetzt,
gekennzeichnet mit romischen Zahlen (Néiheres siehe Text).

Zunichst wurde TNFR1¢ fiir 6 ns equilibriert, um eine Ausgangsstruktur fiir die weiteren
Simulationen zu haben (System 0). Mit Hilfe dieser Struktur wurden dann die entsprechenden
Systeme (siche Abb. 3.5) konstruiert, in dem verschiedene Teile der Rezeptorstruktur entfernt
wurden. FEine erneute Solvatisierung und anschlieBende Minimierung fiihrte zu den
Startstrukturen der Simulationssysteme (I) bis (IV).

Alle Simulationen wurden mit dem Programm NAMD [30] und dem CHARMM27 Kraftfeld [29]
durchgefiihrt. Die Strukturen wurden mit dem TIP3P Wassermodell [4] hydratisiert, was zu
Systemgroflen von ca. 17000 Atomen fiir System (I), 20000 Atomen fiir System (II), 27000
Atomen fiir System (III) und 30000 Atomen das System (IV) fiihrte.

Folgendes Simulationsprotokoll wurde verwendet: Die C-terminale Aminosdure wurde in den
Systemen (0), (III) und (IV) mit einem harmonischen Constraint in z-Richtung (entspricht der
Lingsachse des Rezeptors) mit einer Kraftkonstanten von 35 pN/A fixiert, um den Einfluss
der Verankerung in die Membran zu beriicksichtigen. Die Systeme wurden fiir eine Dauer von
6 ns (TNFR1), 4 ns (Systeme (I) und (II)) und 4.75 ns (Systeme (IIT) und (IV)) equilibriert.
Ein Integrationszeitschritt von 1 fs wurde verwendet. Wihrend der ersten Nanosekunde der

Equilibrierung wurde ein harmonischer Constraint auf das Proteinriickgrat von 70 pN/A auf
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0 pN/A gleichmiBig reduziert, um das Protein langsam an die Umgebung zu koppeln. Die
Van der Waals-Wechselwirkungen wurden fiir jeden Zeitschritt mittels einer Switching
function (weiche Schaltfunktion) und einem Cutoff von 10 A berechnet. Zur Berechnung der
Elektrostatik wurde die Particle Mesh Ewald-Methode (PME) [36] in Kombination mit einem
Multiple Time Step-Algorithmus verwendet. Der Cutoff fiir die Summe im Realraum betrug
10 A, der Abstand der Gitterpunkte fiir die reziproke Summe betrug 1 A. Es wurden perio-
dische Randbedingungen verwendet. Die Temperatur wurde bei 300 K, der Druck bei 1 bar
mit Hilfe der Langevin-Piston-Methode [40] stabilisiert, unter Verwendung einer Oszilla-
tionsperiode von 200 fs und einer charakteristischen Ddmpfungszeit von 100 fs. Zur Visuali-

sierung und Datenanalyse kam das Programm VMD zum Einsatz.

3.3. Ergebnisse und Diskussion

3.3.1. System 0 - Referenzsystem TNFR1,,

Ausgehend von der Kristallstruktur der extrazelluliren Domine von TNFR1 mit anschlie-
Bender Energieminimierung wurde das System mittels MD-Simulation innerhalb von 6 ns in
einen equilibrierten Zustand tiberfiihrt. Fiir ein equilibriertes System sind Systemgrof3en, wie
beispielsweise Druck, Temperatur, Volumen und Gesamtenergie zeitlich konstant d. h. dass
diese Parameter zeigen keine Drift. Abb. 3.6A-D zeigt Diagramme dieser SystemgrdéBen iiber

den Verlauf der Simulation.
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Zeitlicher Verlauf wichtiger Systemgrofsen wihrend der Simulation. Die Rohdaten sind in
grau, der zeitlich gemittelte Verlauf ist in rot dargestellt. (1) Gesamtenergie. (B) Volu-
men der Simulationszelle. (C) Druck. (D) Temperatur.

Der tatsdchliche Verlauf ist in grau dargestellt, in rot ist eine zeitliche Mittelung iiber
25 Datenpunkte (50 ps) zu sehen. In Abb. 3.6C ist nur der gemittelte Verlauf des Drucks
wihrend der Simulation dargestellt. Man kann erkennen, dass in allen Diagrammen von
Zeitschritt zu Zeitschritt Schwankungen der Systemparameter im Prozentbereich auftreten, im
zeitlichen Mittel aber keine Drift im Verlauf der Simulationen zu erkennen ist, mit Ausnahme
des Beginns der Simulation. Eine Sonderstellung nimmt der Systemdruck ein. Der Druck wird
iiber die Krifte, die auf die Begrenzungsflichen der Simulationszelle wirken, berechnet. Eine
Druckregulierung erfolgt dann iiber eine Verdnderung des Simulationsvolumens. Durch die
geringe Kompressibilitdt von Wasser, kommt es hierbei zu sehr groen Druckschwankungen.
Lediglich eine Mittelung des Druckverlaufs iiber lange Zeiten erlaubt eine realistische
Aussage [60]. Uber den gesamten Verlauf der Simulation gemittelt, erhiilt man einen Druck,
der sehr nahe am Solldruck von 1 bar liegt.

Aufgrund des lidnglichen Aufbaus von TNFR1., aus mehreren Doménen (siche Abb. 3.3) ist
die zeitliche Entwicklung der Struktur nicht von vornherein ersichtlich. Der RMSD-Wert gibt
Aufschluss iiber strukturelle Verdnderungen entlang der Trajektorie (siche Kapitel 2.71.2.5.
Strukturelle Abweichung). Abb. 3.7 zeigt den Verlauf des RMSD-Wertes fiir verschiedene
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Substrukturen. Als Referenzstruktur soll im weiteren Verlauf immer die Kristallstruktur
ITNR dienen. Fiir jede Momentaufnahme der Trajektorie wurde die jeweilige Substruktur an
der Referenzstruktur bestmdglich ausgerichtet und der RMSD-Wert mit Hilfe der Gleichung
(2.11) bestimmt. Zur Berechnung wurden nur Atome des Proteinriickgrats der jeweiligen Sub-

struktur verwendet.

A B
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Abb. 3.7

RMSD-Verlauf verschiedener Substrukturen von TNFRI,,. (A) Das Proteinriickgrat ist in orange, die
cysteinreichen Domdnen CRDI1, CRD2 und CRD3 sind in rot, griin und blau dargestellt. (B) Gezeigt
sind die Subdomdnen der einzelnen CRDs. Alcpp, ist in rot, B2cpp, in magenta, Alcgrp, in griin,
B2crp; in oliv, Alcgps in blau und B2 cpp; in cyan dargestellt.

In Abb. 3.7A ist das Proteinriickgrat in orange, die einzelnen cysteinreichen Doméinen CRD1
bis CRD3 in rot, griin bzw. blau dargestellt. Abb. 3.7B zeigt die jeweiligen Subdoménen Al
und B2 der einzelnen CRDs. Alcrp ist in rot, B2cgrp; in magenta, Alcgrps in griin, B2crpy in
oliv, Alcrps in blau und B2¢rp; in cyan dargestellt. Die Betrachtung der strukturellen
Abweichung (RMSD) der Equilibrierung zeigt, dass das Proteinriickgrat eine flexible Struktur
darstellt, die im Verlauf der Simulation nicht nur signifikante Abweichungen von der
Startstruktur (~5 A), sondern auch Schwankungen im Verlauf der gesamten Simulation auf-
weist. Dieses Verhalten ldsst sich durch den Aufbau aus einzelnen Doménen erkldren. Der
RMSD der CRDs zeigt, mit Ausnahme von CRDI, ebenfalls eine Flexibilitit bzw.
Schwankungen entlang der Trajektorie. Diese Schwankungen sind geringer als die des
Proteinriickgrats. Im gesamten Verlauf kommt es bei CRD2 und CRD3 zu keiner deutlichen
Stabilisierung der Doménen. Ein anderes Bild zeigen die Subdoménen, aus denen die
einzelnen CRDs aufgebaut sind. Betrachtet man die strukturelle Veréinderung von Al bzw. B2
fiir die einzelnen Doménen (Abb. 3.7B), so sieht man, dass diese Komponenten entlang der
Trajektorie keine Drift des RMSD-Wertes zeigen und sich eine Stabilisierung bereits nach ca.

2 ns einstellt.
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Die Disulfidbriicken sind in TNFR1 entlang der gesamten Struktur leiterartig angeordnet (siche
Abb. 3.3C). Diese Tatsache wurde dazu verwendet, die strukturelle Entwicklung der
Gesamtstruktur von TNFR 1., entlang der Trajektorie
qualitativ.  zu  untersuchen. = Die  gesamte
Proteinstruktur wurde lediglich durch die Position der
Disulfidbriicken approximiert. Hierzu wurde, wie in
Abb. 3.8 gezeigt, fir jede Momentaufnahme der
Trajektorie der Schwerpunkt der Disulfidbriicken
einzeln berechnet und eingezeichnet. Anschliefend
wurden die Punkte-Serien aller Schwerpunkte in
zeitlicher Reihenfolge miteinander verbunden und in
unterschiedlicher Farbe dargestellt. Man erhilt
dadurch die zeitliche Evolution der Bewegung der
Schwerpunkte der Disulfidbriicken. Zusitzlich
wurden alle Disulfidbriicken zu Beginn der Simu-
lation (siehe Abb. 3.8A) sowie zum Ende der Simu-
lation (siche Abb. 3.8B) verbunden (blau), um die

Gesamtstruktur besser zu visualisieren. Die zeitliche

Entwicklung der so approximierten Proteinstruktur

ergibt qualitativ, dass sich die Gesamtstruktur Abb.3.8

Zeitliche Verdnderung der Positionen der
wihrend der Simulationsdauer verdndert. Die Struk-  Disulfidbriicken. Die Schwerpunkte der
einzelnen Disulfidbriicken sind farbig einge-
zeichnet und die Punkte-Serien sind in zeit-
licher Abfolge miteinander verbunden.
Zusditzlich sind zu Beginn der Simulation (4)
bestdtigt den Verlauf der RMSD-Daten des ”f’d zum E”de def Simulation (B) dfe

einzelnen Disulfidbriicken (blaue Kugeln) in

Proteinriickgrats und verdeutlicht die Flexibilitdt der strukwureller Reihenfolge miteinander ver-
bunden (blaue Linien).

tur richtet sich auf, wirkt im Vergleich zur

Startstruktur im oberen Teil mehr gestreckt. Dies

extrazelluliren Doméine von TNFRI.

Um die strukturellen Eigenschaften des modularen Aufbaus des TNFR1 besser zu verstehen,
wurde die Flexibilitit der einzelnen Domédnen genauer untersucht. Laut Literatur [57] stellen
die CRDs die elementaren Einheiten im extrazelluldren Teil des TNFR1 dar. Jedoch sieht man
im RMSD-Plot der CRDs strukturelle Verdnderungen, die nicht auf die Flexibilitit der
Subdoménen Al und B2 selbst zuriickzufiihren sind (Abb. 3.7). Die Subdoménen sind im
gesamten Verlauf der Simulation strukturell sehr stabil. Es kann sich also nur um eine
Relativbewegung zwischen den einzelnen Subdominen einer CRD handeln. Um diesen

Sachverhalt genauer zu untersuchen, wurde die Relativbewegung zwischen zwei aufeinander
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folgenden Subdominen A1 und B2, unabhingig davon, ob es sich um dieselbe CRD handelt,
qualitativ analysiert. Zur Vereinfachung wurde dabei die zu untersuchende Struktur jeweils
auf die Startstruktur einer der beiden Subdominen ausgerichtet, so dass diese keine
Translation und Rotationsbewegungen durchfithren kann. Es wird somit die Bewegung einer
beweglichen Subdoméne in Bezug auf eine raumfeste Subdoméne betrachtet.
Das Hauptaugenmerk lag darauf, das Ausmall der Flexibilitdt zwischen den Subdoménen
abzuschétzen und nicht die Bewegung im Detail zu untersuchen. Dazu wurde der Schwer-
punktsabstand Rjj, die Rotation 3 der beweglichen Subdoméne als Ganzes um die raumfeste
Subdoméne, sowie die Rotation der beweglichen Subdoméne um ihren Schwerpunkt (o; und

o) betrachtet. Abb. 3.9 zeigt eine schematische Darstellung der verwendeten Parameter.

A

Ol

Schwerpunktsabstand Rotation von B2 um A1 Rotation von B2
von A1 und B2

Abb. 3.9

Schematische Darstellung der untersuchten Flexibilitdt, hervorgerufen durch eine Relativbewegung der
Subdomdnen gegeneinander. In dieser Darstellung ist die Subdomdne Al in rot, die Subdomdine B2 in blau
dargestellt. Die Subdomdne Al wird in allen drei Fillen als raumfest angesehen, Subdomdne B2 ist beweglich.
(4) Anderung des Abstands R;; der Schwerpunkte. (B) Rotation von B2 um Al. (C) Rotation der Subdomdine B2
um ihren eigenen Schwerpunkt.

Fiir jede Subdoméne und fiir jede Momentaufnahme der Simulation wurde eine Bestimmung
der Hauptachsen der einzelnen Subdoménen, der Schwerpunktskoordinaten sowie der Verbin-
dungslinie der Schwerpunkte durchgefiihrt. Fiir die raumfeste Subdoméne erhdlt man in
Ubereinstimmung mit den RMSD-Werten stabile Hauptachsen, die ihre Richtung wihrend
der Simulation nur wenig verdndern und einen stabilen Schwerpunkt. Die Hauptachsen sind
in Abb. 3.10 beispielhaft fiir die Subdomine B2crpy gezeigt. Das Proteinriickgrat ist in blau,
die Disulfidbriicken in gelb dargestellt. Teile der angrenzenden A1-Subdoménen sind in rot
gezeigt. Zwei Hauptachsen sind als griine Pfeile zu sehen. Eine liegt entlang der langen Achse
der Subdomine, die andere senkrecht dazu. Durch Kenntnis des zeitlichen Verlaufs der in

Abb. 3.9 gezeigten Grofen ist eine Abschétzung der Flexibilitdt der Subdoménen moglich.
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Abb. 3.10

Subdomdne B2cpp, in Cartoon-Darstellung.
Das Proteinriickgrat ist in blau gezeichnet,
Disulfidbriicken sind in gelb dargestelit. Die
angrenzenden Al-Subdomdnen sind in rot
(transparent) dargestellt. Zwei Hauptachsen
der Subdomdne B2cpp, sind als griine Pfeile
zu sehen.

In Abb. 3.11 ist ein Uberblick iiber die Relativbewe-
gung der einzelnen Subdominen zueinander gezeigt.
Es wurden jeweils zwei benachbarte Subdoméinen
betrachtet, sowohl intra-CRD (Alcrpn-B2crpn), als
auch inter-CRD (B2crpn-Alcrpn+1). Aufgetragen sind
die Anderung des Schwerpunktabstandes (Abb. 3.11A),
die Rotation der beweglichen Subdoméne in Bezug
auf die raumfeste, angegeben als eingeschlossener
Winkel zwischen der Verbindungslinie beider Schwer-
punkte der Startstruktur und der aktuellen Struktur
(Abb. 3.11B) und die Anderung der Lage der
Hauptachsen  der  beweglichen = Subdoméne,

angegeben als eingeschlossene Winkel zwischen den

Hauptachsen der Startstruktur und der aktuellen Struktur (Abb. 3.11C, D). In orange sind Intra-

Doménen-Paare, in griin Inter-Doménen-Paare dargestellt. Die Kurvenverldufe sind iiber 5

Datenpunkte (25 ps) gemittelt. Die Mittelung dient dazu, den generellen Verlauf

hervorzuheben und eventuell auftretende schnelle Schwankungen der Orientierung der

einzelnen Hauptachsen zu unterdriicken.

In Abb. 3.11A sicht man, dass es keine groBeren Anderungen des Schwerpunktabstandes der

einzelnen Subdominen-Paare gibt. Die maximale Anderung liegt bei ca. 2 A. Bei Betrachtung

der Rotation der flexiblen Subdoméne um die raumfeste Subdoméine (Abb. 3.11B) sowie der

Rotation der flexiblen Subdomine um ihren Schwerpunkt (Abb. 3.11C, D) treten Schwankun-

gen bis ca. 45° auf.
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Abb. 3.11

(A) Anderung des Schwerpunktsabstandes. (B) Rotation der beweglichen Subdomdine beziiglich
der raumfesten Subdomdne. (C) und (D) Anderung der Lage der Hauptachsen der beweglichen
Subdomdine in Bezug auf die Startstruktur. Gezeigt sind jeweils paarweise zwei Subdomdnen der
ersten drei CRDs (ndiheres siehe Text).

Das Ausmal} der Schwankungen fiir die untersuchten GréBen ist dabei fiir die einzelnen
Subdoménen-Paare verschieden. Es ist jedoch zu bemerken, dass sich ein Trend in den ver-
schiedenen Rotationsbewegungen erkennen ldsst. Die Inter-Doménen-Paare (in orange einge-
zeichnet) zeigen in allen Féllen eine geringere Relativbewegung als die Intra-Doménen-Paare

(Abb. 3.11B-D).

3.3.1.1. Diskussion

Die MD-Simulation der solvatisierten extrazelluldren Doméne (kristallographisch aufgeldster
Teil) TNFR1. liefert ein stabiles System, bei dem sich nach ca. 2 ns ein Gleichgewichts-
zustand einstellt. Eine Analyse der strukturellen Stabilitét der Proteinstruktur, bezogen auf die
Referenzstruktur (Kristallstruktur) hat gezeigt, dass das Proteinriickgrat eine gewisse
Flexibilitdt hat, was sich durch eine Anderung des RMSD-Wertes wihrend der gesamten
Simulationszeit bemerkbar macht (Abb. 3.7). Qualitativ lisst sich dies an der zeitlichen Ent-
wicklung der Positionen der Disulfidbriicken, die zur Approximation der Gesamtstruktur

herangezogen wurden, erkennen; im Verlauf der Simulation verdndert sich die Position der
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Disulfidbriicken wodurch das Protein eine Streckung entlang des Proteinriickgrats erféhrt.
Wihrend der Simulationszeit von 6 ns war jedoch keine ausgeprdgte Scharnierbewegung
innerhalb der Struktur zu erkennen. Diese Flexibilitdt ist nicht verwunderlich, da der
extrazellulire Teil des TNFRI eine lingliche Form hat, mit einer Hohe von ca. 85 A und
einem Durchmesser von < 20 A. Dazu kommt, dass sich dieser Teil des Rezeptors modular
aus mehreren hintereinander geschalteten Struktureinheiten, den CRDs zusammensetzt. Jede
dieser Doménen besteht wiederum aus zwei Subdoméinen Al und B2, die eine bzw. zwei
Disulfidbriicken besitzen [57, 61]. Die RMSD-Plots der einzelnen CRDs, sowie deren
Subdoménen zeigen, dass die CRDs ebenfalls flexibel sind und sich der RMSD-Wert und
damit die strukturelle Abweichung im Verlauf der Simulation &ndern. Der RMSD-Wert
stabilisiert sich nur im Fall von CRDI1. Die kleinsten strukturell stabilen Einheiten stellen die
Subdoménen A1l und B2 dar. Hier stabilisiert sich der RMSD-Wert fiir alle Subdoménen
bereits nach 2 ns bei <2 A. Eine Uberlagerung der gemittelten Endstruktur mit der Referenz-

struktur verdeutlicht das, was in Abb. 3.12 am Beispiel zweier Subdoménen gezeigt ist.

Abb. 3.12

Uberlagerung der Strukturen zweier Subdomdinen Al (4) und B2
(B). Gezeigt sind die Kristallstruktur in rot bzw. blau und gemittelte
Endstruktur der Simulation in rosa bzw. hellblau. Die Strukturen
wurden iiberlagert, um eine bestmogliche strukturelle Uberein-
stimmung zu erhalten.

In Abb. 3.12 ist die Referenzstruktur sowie die gemittelte Endstruktur der Simulation fiir eine
A1-Subdoméne (Abb. 3.12A) und eine B2-Subdomine (Abb. 3.12B) bestmdglich iiberlagert. Die
Referenzstruktur ist in rot bzw. blau, die Endstruktur in rosa bzw. hellblau dargestellt. Man
kann deutlich erkennen, dass die Loopstruktur des Proteinriickgrats auch nach 6 ns Simu-
lationszeit in beiden Fillen gut erhalten ist. Die strukturelle Verdnderung der CRDs kommt
somit durch eine Relativbewegung der einzelnen Subdominen zustande. Wenn es sich um

einen hierarchischen Aufbau der extrazelluliren Doméne handelt (TNFR1.x - CRDs — Al
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bzw. B2), dann wiirde man erwarten, dass die Relativbewegung der Subdoménen innerhalb
einer CRD schwicher ausfillt als die Relativbewegung zwischen den Subdoménen
benachbarter CRDs. Dies ist aber nicht der Fall. Die Intra-Doménenbewegung ist
ausgeprigter als die Inter-Domdnenbewegung. Die CRDs konnen daher von einem
strukturellen Standpunkt aus betrachtet nicht als elementare Struktureinheit angesehen
werden. TNFRI1¢ ist eine lidngliche, flexible Proteinstruktur, bestehend aus einer alter-
nierenden Abfolge zweier unterschiedlicher, strukturell stabiler Subddoménen A1 und B2.
Eine funktionale Bedeutung der erhéhten Flexibilitit innerhalb einer CRD und damit auch der
gesamten Proteinstruktur ist dennoch nicht auszuschlieBen. Es konnte sein, dass dies
beispielsweise bei der Ligandenbindung eine Rolle spielt, da sich die Rezeptorstruktur dann
besser an den Liganden TNF anpassen und kleinere ,Fehler in der gegenseitigen
Orientierung ausgleichen konnte.

Ein Vergleich der Proteinstruktur des Membranrezeptors TNFR1 mit einer Kristallstruktur
des loslichen TNFR1 ohne Ligand [62] hat gezeigt, dass sich beide Strukturen dhneln [56].
Dies konnte zumindest darauf hindeuten, dass zur Ligandenbindung keine ausgeprigte
Konformationsédnderung notwendig ist.

Aber auch eine groBere strukturelle Verdnderung (beispielsweise eine Konformations-
dnderung in eine mogliche inaktive Form) ist anhand der MD-Simulationen und der
verfiigbaren Strukturdaten nicht génzlich auszuschlieBen. Aufgrund der Zeitskalen ist eine
Aussage diesbeziiglich, anhand der durchgefithrten MD-Simulationen nicht moglich, da

groBBere Konformationsdnderungen von Proteinen wesentlich langsamer ablaufen.

3.3.2. System | und Il - A1B2¢rps- und A1B2crp1A1crp2-Fragmente

Um eine mdgliche protektive Wirkung von PLAD gegeniiber Apoptose zu untersuchen,
wurden MD-Simulationen an Protein-Fragmenten des TNFRI1, die die PLAD enthalten,
durchgefiihrt. Die Simulationssysteme wurden entsprechend der experimentellen Untersu-
chung von Marcus Branschddel gewihlt [56]. Isolierte PLAD wurde mit Hilfe von Cross-
linking-Experimenten auf die Féhigkeit zur Selbstassoziation liberpriift, d. h. inwieweit eine
PLAD-PLAD-Interaktion moglich ist.

In den MD-Simulationen wurde neben PLAD, d. h. A1B2¢rpi, auch ein Protein-Fragment der
extrazelluliren Domédne von TNFR1 simuliert, dass zusitzlich die Subdoméine Alcrp
beinhaltet (A1B2crp1Alcrp2). Als Ausgangspunkt fiir die Simulationen der Systeme I und II
(A1B2¢crp1 und A1B2crpiAlcrpz) wurde die equilibrierte Struktur von System 0 (TNFR1¢y)
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verwendet. Die damit erhaltenen Protein-Fragmente wurden fiir jeweils weitere 4 ns simuliert,
um einen ersten Eindruck moglich auftretender struktureller Unterschiede in der zeitlichen
Entwicklung der Proteinstruktur zu erhalten. In der Simulation von System 0 konnten solche
Unterschiede bereits in den ersten Nanosekunden beobachtet werden. Hauptaugenmerk in
beiden Systemen war die strukturelle Stabilitdit von CRD1 (PLAD) beziehungsweise ihrer
Subdoménen. Da beide Systeme neu solvatisiert werden mussten, wurde zu Beginn der
Simulation das Proteinriickgrat mit einem harmonischen Constraint stabilisiert. Der

Constraint wurde dann innerhalb der ersten 300 ps auf Null reduziert.

System I

Abb. 3.13 zeigt die strukturellen Verdnderungen der Subdoménen Alcrp; und B2crp; im
Verlauf der Simulation fiir das System I. In Abb. 3.13A ist der RMSD-Verlauf gezeigt,
Abb. 3.13B,C zeigen jeweils die Uberlagerung des Proteinriickgrats der Referenzstruktur (rot

bzw. blau) mit der gemittelten Endstruktur der Simulation (rosa bzw. hellblau) in Cartoon-

Darstellung.
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Abb. 3.13

System I: (4) RMSD-Verlauf verschiedener Substrukturen von AIB2cpp;. Die Subdomdnen
Alcrp; und B2cgp; sind in rot und magenta dargestelit. (B),(C) Uberlagerung der Strukturen
beider Subdomdnen Alcgp; (B) und B2cgp; (C) mit der entsprechenden Subdomdine der
Referenzstruktur. Gezeigt sind die Referenzstruktur in rot bzw. blau und die gemittelten
Endstrukturen der Simulation in rosa bzw. hellblau. Die Strukturen wurden bestmoglich
tiberlagert.

Eine strukturelle Stabilitdt der Subdoménen A1l und B2 von CRD1 ist in diesem System nicht
mehr gegeben, was an einer Erh6hung des RMSD-Wertes zu sehen ist. Die Struktur beider
Dominen verindert sich im Verlauf der Simulation. In der Uberlagerung ist dies durch eine

Verdnderung der Loop-Struktur beider Subdoménen zu erkennen (Abb. 3.13B,C).
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System 11
Die Ergebnisse der Simulation von System II sind in Abb. 3.14 dargestellt. Hier sind analog zu
Abb. 3.13 der RMSD-Verlauf (A) sowie die Uberlagerung von Referenz- und gemittelter
Endstruktur fiir die beiden Subdominen von CRD1 gezeigt. Fiir die Uberlagerung wurde der
Klarheit wegen ein anderer Betrachtungswinkel als in Abb. 3.13B gewéhlt. Die Subdoméne
Alcrpy ist nicht gezeigt, da man die Auswirkung der benachbarten Subdomine Alcrp, auf
strukturelle Verdnderungen der Subdominen Al und B2 von CRD1 untersuchen mdochte; die

strukturelle Verdnderung von Alcrps selber in diesem Zusammenhang aber nicht interessiert.

A
System |l
3.54 — Al
—BZCRD1
*< 3.0
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2
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2.0 :
0 1 2 3 :
Zeit/ ns A1croH B2crb1
Abb. 3.14

System II: (A) RMSD-Verlauf verschiedener Substrukturen von AIB2cgrpiAlcrps. (A) Die
Subdomdnen Al cpp; und B2 cpp; sind in rot und magenta dargestellt, die Subdomdne Al crp;
ist nicht gezeigt. (B),(C) Uberlagerung der Strukturen beider Subdomdnen Alcpp; (B) und
B2crp; (C) mit der entsprechenden Subdomdne der Referenzstruktur. Gezeigt sind die
Referenzstruktur in rot bzw. blau und die gemittelten Endstrukturen der Simulation in rosa
bzw. hellblau. Die Strukturen wurden bestmoglich iiberlagert. Es wurde ein anderer
Betrachtungswinkel verwendet wie in Abb. 3.13B,C.

Es ist deutlich zu sehen, dass der RMSD-Wert fiir beide Subdoménen im gesamten Verlauf
der Simulation nahezu konstant bleibt und es keine Verdnderung der Ausgangsstruktur der
Subdominen von der Referenzstruktur gibt. Diese Stabilitét ist qualitativ in der Uberlagerung
von Referenzstruktur und gemittelter Endstruktur fiir die Subdoménen zu sehen. In beiden

Féllen ist die gesamte Loopstruktur des Proteinriickgrats noch gut erhalten (Abb. 3.14A,B).

3.3.2.1. Diskussion
Im Folgenden werden die vorgestellten Ergebnisse der MD-Simulationen an den TNFRI-

Fragmenten (System 1, (A1B2¢rp1) und System II, (A1B2¢crpiAlcrp2)) in Kombination mit
den experimentellen Ergebnissen aus [56] und weiteren Arbeiten aus der Literatur diskutiert.

Es konnte gezeigt werden, dass CRD1 (PLAD) allein strukturell nicht stabil ist und im
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Verlauf der Simulation die Struktur der Subdoménen Al und B2 von der Referenzstruktur
abweichen (Abb. 3.13). Dies kann dadurch erkliart werden, dass die Subdomine B2crp; in
System I keine stabilisierende Wechselwirkung mehr durch die angrenzende Subdoméne
Alcrpp erfahrt. Dies flihrt zu einer Erhohung der Flexibilitdt bzw. zu einer Destabilisierung
und damit zur einer strukturellen Verdnderung, die sich auch auf die Subdoméne Alcrp
auswirkt. Es ist vorstellbar, dass sich dieser Vorgang negativ auf eine mogliche protektive
Funktion von PLAD auswirken kann. Die Ergebnisse der MD-Simulationen geben jedoch
keine Auskunft iiber die Féhigkeit der untersuchten Fragmente zur PLAD-PLAD-Interaktion
und erlauben in diesem Zusammenhang lediglich eine Hypothese.

Unterstiitzt wird diese Hypothese durch Experimente, die am Institut fiir Zellbiologie und
Immunologie der Universitdt Stuttgart von Marcus Branschddel am verwandten Rezeptor
TNFR2 durchgefiihrt wurden. Um den mdglichen protektiven Einfluss von CRD1 (PLAD)
auf die TNFR2-Aktivierung durch TNF {iberpriifen zu konnen, wurden in vitro Crosslinking-
Experimente mit der isolierten PLAD durchgefiihrt. Dabei wurde untersucht, inwieweit sich
PLAD-Oligomere ausbilden konnen und es dadurch zur Selbstassoziation via einer PLAD-
PLAD-Interaktion kommt. Die experimentellen Daten zeigen, dass es zu keiner starken
Selbstassoziation kommt.

Die MD-Simulation an System II (A1B2crpiAlcrpz) zeigte fiir CRD1 (PLAD), dass die
Subdoménen Al und B2 von CRD1 im Verlauf der Simulation strukturell stabil sind und
somit der Referenzstruktur &hneln (Abb. 3.14). Bei diesem Fragment bewirkt die zusétzliche
Doméne Alcgrp; eine Stabilisierung der Subdoméinen Al und B2 von CRDI. Bislang liegen
fir System II (AB2crpiAlcrpz2) keine experimentellen Erebnisse iiber einen moglichen
protektiven Einfluss bzw. der Fahigkeit zur PLAD-PLAD-Interaktion vor.

Funktionelle Protein-Fragmente von CRD1 (PLAD) koénnen in der Arzneimittelforschung von
Bedeutung sein. So spielt der Ligand TNF, bei Vermittlung seiner Wirkung iiber TNFR1, bei
der Pathogenese, der Entstehung eines Krankheitsbildes, wie beispielsweise bei ver-
schiedenen Formen der Gelenkentziindung eine wichtige Rolle [63]. Existierende Arznei-
mittel, wie beispielsweise ETANERCEPT (l6sliches TNFR2), oder INFLIXIMAB werden in diesem
Bereich weit verbreitet eingesetzt. Als problematisch hat sich hierbei herausgestellt, dass die
verwendeten Wirkstoffe direkt an den Tumornekrosefaktor binden und somit beide
Signalwege, sowohl iiber TNFR1, als auch {iber TNFR2 blockiert werden. Eine Moglichkeit
diesen Nachteil zu umgehen, besteht darin, direkt den Rezeptor TNFR1 zu blockieren, ohne
dass das Arzneimittel an den Liganden bindet. Eine derartige Blockierung des TNFR1 konnte
iber die Bindung von ldslichem CRD1 (PLAD) aus TNFR1 mdoglich sein; Solche Bindungs-
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studien waren bereits im Jahr 2005 Gegenstand einer experimentellen Untersuchung [64]. Im
Rahmen dieser Studie wurde die CRD1 (PLAD) von TNFRI mit dem Enzym Glutathion-S-
Transferase (GST) verkniipft. Sowohl in vitro Experimente, als auch in vivo Studien an
Maiusen haben gezeigt, dass PLAD-GST Fusionsproteine die Signalkaskade inhibieren, die
normalerweise bei Zugabe von TNF ausgeldst wird. Das Fusionsprotein konnte dabei einen
stabilisierenden Einfluss auf die CRD1 (PLAD) haben, stellvertretend fiir die Subdoméne Al
der nachfolgenden CRD2. Fiir den Einsatz am Menschen ist dieses Fusionsprotein jedoch
aufgrund des GST-Proteins nicht geeignet. Durch die MD-Simulationen der beiden Protein-
Fragmente A1B2¢rp; und A1B2crpiAlcrpz konnte ein erster Eindruck gewonnen werden,
wie sich kleine Teile der extrazelluliren Domine von TNFR1 strukturell verhalten. Eine
genaue Aussage liber die protektive Wirkung ist jedoch auf der Basis der gemachten MD-
Simulationen nicht mdglich. Aufgrund der vorhandenen experimentellen Daten und den
durchgefiihrten MD-Simulationen lésst sich aber sagen, dass ein mdgliches ,,PLAD-Protein®
nicht nur aus der CRD1 (PLAD) selbst bestehen kann, sondern einen weiteren Teil zur

Stabilisierung beinhalten sollte.

3.3.3. System lll und IV - AA1crp1-TNFR1- und ACRD1-TNFR1,-
Mutanten

Experimentelle Studien haben ergeben, dass eine Deletion der ersten cysteinreichen Domine
(PLAD) von mehreren Mitgliedern der TNFR-Superfamilie (unter anderem TNFR1 und
TNFR2) dazu fiihrt, dass die verbliebene Rezeptorstruktur nicht mehr in der Lage ist, ihre
natiirlichen Liganden zu binden [53]. Eine erste Erkldrung fiihrt dies darauf zuriick, dass zur
Ligandenbindung eine Priassoziation der Rezeptoren zu Trimeren notwendig ist, was durch
die Deletion von PLAD verhindert wird.

MD-Simulationen der Deletionsmutanten AA1crpi-TNFR1. und ACRDI-TNFR1., wurden
durchgefiihrt, um strukturelle und moglicherweise funktionale Konsequenzen der Deletion
von PLAD auf molekularer Ebene zu untersuchen. Hierbei wurde nicht nur die CRDI1
vollstindig entfernt (System IV, ACRDI-TNFR1), sondern eine weitere Rezeptorstruktur
simuliert, bei der nur die Subdoméine Al von CRDI1 (PLAD) entfernt wurde (System
I, AAlcrpi-TNFR1¢). Im Rahmen von Bindungsstudien erfolgte die Bestimmung der Bin-
dungsaffinitdt von TNF an den entsprechenden Rezeptorstrukturen [56]. In Kombination mit
den im Folgenden vorgestellten Ergebnissen der MD-Simulationen, sollen die experimentell

beobachteten Verdnderungen der Bindungsaffinitét interpretiert werden.
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Als Ausgangspunkt fiir die Simulationen der Systeme III und IV (AAlcrpi-TNFRI1¢ und
ACRDI1-TNFR1.) wurde die equilibrierte Struktur von System 0 (TNFR 1) verwendet. Von
dieser Startstruktur wurde fiir das System III die Subdomine Alcgp; entfernt, fiir das System
IV die vollstaindige Doméne CRDI1. Die damit erhaltenen Deletionsmutanten wurden jeweils
fiir weitere 4.75 ns simuliert. Beide Systeme wurden Beginn der Simulationen neu solvatisiert
und das Proteinriickgrat in den Simulationen mit einem harmonischen Constraint fiir 1 ns sta-
bilisiert. Untersucht wurde in beiden Systemen die strukturelle Stabilitdt, der fiir die Ligan-
denbindung wichtigen Domdnen CRD2 und CRD3, beziehungsweise die Stabilitit der
einzelnen Subdoménen von CRD2 und CRD3.
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Abb. 3.15

(4) System Il — AA1cpp;-TNFRI,,, (B) System IV - ACRD1-TNFRI,.. RMSD-Verlauf der Subdomdnen Al und
B2 von CRD2 und CRD3. Al cgp; ist in griin, B2crp; in oliv, Al crp; in blau und B2 cgp; in cyan dargestellt.

Abb. 3.15 zeigt den Verlauf der strukturellen Abweichung bezogen auf die Referenzstruktur fiir
die Systeme III und I'V. Gezeigt sind die Subdoménen A1l und B2 aus CRD2 und CRD3. Dies
sind die Doménen, die fiir die Bindung des Rezeptors mit TNF/LTa wichtig sind. Die
Subdoménen aus System III, der Deletionsmutanten AA1crpi-TNFR 1 zeigen iiber den ge-
samten Zeitraum der Simulation einen stabilen Verlauf (Abb. 3.15A). Erst nach 1.5 ns ist eine
kleine Erhohung des RMSD-Wertes der Subdomine B2¢crp» (0liv) zu sehen. Die strukturelle
Abweichung fiir alle Subdominen bewegt sich bei ca. 2 A, was mit der Simulation des
kompletten TNFR 1 vergleichbar ist. Dies ist auch in einer qualitativen Analyse der Struktur,
durch visuelle Inspektion zu sehen (Daten nicht gezeigt). Die Loop-Struktur der einzelnen
Subdominen bleibt widhrend der Simulation erhalten. Die in dieser Mutante N-terminale
Subdoméne B2¢rp; ist in Abb. 3.15A nicht dargestellt, da sie nicht direkt an der Bindung des

Liganden beteiligt ist. Sie zeigt einen, verglichen mit der Simulation von TNFRI,
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flexibleren Verlauf, was sich in leicht erhohten und stirker fluktuierenden RMSD-Werten
bemerkbar macht; ein Einfluss auf Subdoménen aus CRD2 und CRD3 ist nicht erkennbar.
Die Ergebnisse der Simulation von System IV (ACRD1-TNFR1.) zeigen ein anderes Bild.
Hier sieht man deutlich, dass die Subdoméne Alcrp, (griin) nach 2 ns eine groB3e strukturelle
Verdnderung durchfiihrt (Abb. 3.15B). Der RMSD-Wert steigt innerhalb der nédchsten
Nanosekunde auf = 4 A an und stabilisiert sich im weiteren Verlauf der Simulation auf einen
Wert bei ca. 4 A. Die Verzdgerung im Anstieg der strukturellen Abweichung, wie auch schon
im System III gesehen, ist auf die Verwendung eines harmonischen Constraint zur Stabi-
lisierung zu Beginn der Simulation zuriickzufiihren. Innerhalb der ersten Nanosekunde wird

der Constraint auf Null reduziert und alle Atome im System kdnnen sich frei bewegen.

System IV
Ausgangsstruktur Endstruktur

ACRD1-TNFR 1

Abb. 3.16

System 1V: Proteinriickgrat von CRD2 und Alcgrp; der Deletionsmutanten
ACRDI-TNFRI,, in Cartoon-Darstellung. Zu sehen sind zwei Strukturen;
Links die Startstruktur, rechts eine gemittelte Struktur vom Ende der Simu-
lation. Die Subdomdnen Al crpy; und Al cpps sind in rot, B2cgp; ist in blau dar-
gestellt.

Qualitativ lésst sich die strukturelle Verdnderung von Alcgrp, in Abb. 3.16 erkennen. Hier sieht
man die CRD2 in Cartoon-Darstellung zu Beginn (links) und zum Ende der Simulation
(rechts). Gezeigt ist das Proteinriickgrat, mit Alcrpz bzw. Alcrps in rot und B2¢rps in blau.
Deutlich zu erkennen ist eine Konformationsédnderung in der Subdomine Alcgrpz. Ein

Auffalten der Loop-Struktur und eine Bewegung des N-Terminus weg vom Protein sind zu
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erkennen. Die Konformationsdnderung ist fiir den Anstieg des dazugehdrigen RMSD-Wertes

in Abb. 3.15B verantwortlich.

3.3.3.1. Diskussion
Die vorgestellten Ergebnisse der MD-Simulationen an den TNFRI-Deletionsmutanten

AAlcrpi-TNFR1¢ (System IIT) und ACRDI-TNFR 1 (System IV) werden im Folgenden in
Kombination mit den experimentellen Ergebnissen aus [56] diskutiert. Die Deletion der ersten
cysteinreichen Domine CRD1 (PLAD) fiihrte in den Experimenten, in Ubereinstimmung mit
fritheren Studien [53, 65, 66], zum Verlust der Bindungsaffinitdt von TNF an den Rezeptor.
Die MD-Simulation der Deletionsmutante ACRD1-TNFR1., hat eine strukturelle Verin-
derung der ersten Subdomine von CRD2 (Alcrp2) ergeben (Abb. 3.15B).

Qualitativ hat sich der Loop dieser Subdoméne entfaltet (Abb. 3.16). In der Kristallstruktur ist
zu erkennen, dass diese Subdomine zahlreiche Kontaktstellen zum Liganden besitzt
(Abb. 3.4B,C). Durch lokale Konformationsdnderungen, wie sie in der Simulation fiir Alcrp
gezeigt werden konnten, kann eine Ligandenbindung durch sterische Hinderung erschwert
oder wie in diesem Fall experimentell bestimmt, ganzlich unterbunden werden. Der Grund fiir
die Konformationsidnderung ist eine nicht mehr vorhandene Stabilisierung durch die abge-
schnittene CRD1. Diese Doméne ist zwar nicht direkt an der Ligandenbindung beteiligt, hat
jedoch Bereiche, vor allem in der Subdomine B2¢grpi, die mit Alcrpy interagieren und zu
einer Stabilisierung dieser Subdomine fithren. Dies wurde in einer weiteren MD-Simulation
bestitigt, bei der nur ein Teil von CRDI1, ndmlich die Subdoméne Alcgrp; deletiert wurde
(System III, AAlcrpi-TNFR1¢). Diese Deletionsmutante besitzt noch die Subdoméne B2¢rp;
und ist in der Lage, die angrenzende Subdoméne Alcgrp; strukturell zu stabilisieren, was die
Ergebnisse der Simulation deutlich zeigen (Abb. 3.15A). Es kommt zu keiner ausgeprigten
Erhohung der strukturellen Abweichung und somit auch nicht zu einem destabilsierenden
Effekt. Die in dieser Deletionsmutante N-terminale Subdomine B2crp; zeigte nur eine
geringe Erhohung der strukturellen Abweichung (Daten nicht gezeigt), was aber zu keiner
Beeintrachtigung der stabilisierenden Wirkung fiihrte und auf das Fehlen von Alcrpi
zuriickgefiihrt werden kann. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass diese
Deletionsmutante in der Lage ist TNF zu binden, jedoch die PLAD-vermittelte Rezeptor-
Rezeptor-Interaktion stark reduziert ist, bzw. vollig fehlt, da ein Teil der dafiir verant-
wortlichen Domine deletiert ist. Bindungsstudien bestétigen, dass diese Deletionsmutanten
eine Ligandenbindung eingehen konnen, was auf strukturell intakte TNF-Bindungsdoménen

CRD2 und CRD3 zuriickzufiihren ist. Eine Ausbildung von signalkompetenten Clustern und
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damit eine Induzierung der Apoptose konnte hingegen nicht gezeigt werden. B2¢rp; alleine
scheint somit fiir eine effiziente Rezeptor-Rezeptor-Interaktion und damit fiir eine Vernetzung
der Rezeptor-Ligand-Komplexe nicht ausreichend zu sein. Verwendet man hingegen anstelle
von TNF, so genanntes cysTNF, wird die Apoptose eingeleitet. CysTNF ist eine genetisch
verdnderte Form von TNF, bei der der C-Terminus jeder Untereinheit durch die Aminosiure
Cystein erweitert ist. Uber Disulfidbriicken ist eine Vernetzung mehrerer cysTNFs moglich.
Diese kiinstliche Vernetzung via cysTNF und die vorhandene Rezeptor-Lingand-Bindung
fiihren wieder zur Ausbildung signalkompetenter Cluster.
Ein Fehlen von struktureller Stabilitdt kann auch fiir die Interpretation der experimentellen
Ergebnisse aus [65, 66] dienen. Eine Deletion von CRD4 hat keine Reduktion der
Ligandenbindungsaffinitit zur Folge. Auf den ersten Blick sollte diese Deletion zu einer
Destabilisierung der angrenzenden CRD3 und somit zu einer Stérung der Bindungsstelle des
Liganden flihren. Betrachtet man jedoch die Struktur des TNFRI-TNF-Komplexes
(Abb. 3.4A,B), so erkennt man, dass die Subdomidne B2cgrps nicht maBgeblich mit dem
Liganden interagiert. Die Deletion von CRD4 kénnte dann zwar zu einer Destabilisierung von
B2crps3 fithren, was sich aber nicht direkt auf die Bindungsaffinitdt auswirken muss. Sollte
B2crps trotz struktureller Abweichung noch in der Lage sein, Alcrps in der richtigen Konfor-
mation zu stabilisieren, konnte damit die noch vorhandene Ligandenbindung erklart werden.
Die MD-Simulation der Deletionsmutanten (System III, IV) kombiniert mit experimentellen
Ergebnissen kann eine Erkldrung fiir den Einfluss der CRD1 (PLAD) auf die
Bindungsaffinitit zu TNF geben. Die CRDI1 besitzt eine Doppelfunktion. Thre primére
Funktion besteht darin, Rezeptor-Rezeptor-Interaktion zur Ausbildung signalkompetenter
Rezeptor-Ligand-Komplexe zu vermitteln. Dariiber hinaus stabilisiert sie die benachbarte
Doméne CRD2 in einer Konformation, die notwendig ist, um eine Ligandenbindung zu
ermoglichen. Durch Deletion einer Subdomine von CRDI1 ldsst sich diese primdre Funktion

unterbinden, der stabilisierende Effekt auf CRD2 bleibt aber erhalten.

3.4. Zusammenfassung des Kapitels

In diesem Kapitel wurden MD-Simulationen von Fragmenten und Deletionsmutanten des
extrazelluldren Teils von TNFR1 vorgestellt. Es handelt sich dabei zum einen um zwei kleine
Protein-Fragmente (System I bzw. II), die nur CRD1 (A1B2c¢grp1) bzw. CRDI1 und eine
nachfolgende Subdoméne Alcrpz (A1B2crpiAlcrpz) enthalten, zum anderen um zwei Mu-
tanten (System III bzw. IV), bei denen eine Subdomine von CRD1 (AAlcrpi-TNFR1) bzw.
die komplette erste Doméne (ACRD1-TNFR1.) von TNFR1¢ deletiert wurden. In einer Vor-



75

untersuchung wurde eine MD-Simulation am gesamten extrazelluliren Teil des Rezeptors
(System 0, TNFR1¢) durchgefiihrt. Diese Struktur diente gleichzeitig als Ausgangsstruktur
fiir alle weiteren Simulationen.

Zu Beginn wurde eine MD-Simulation an TNFR 1, durchgefiihrt. Die Proteinstruktur, die aus
der Kristallstruktur des Komplexes TNFR1-LTa stammt, sollte auf diese Weise in einen
equilibrierten Zustand tiberfiihrt werden, um als Ausgangsstruktur fiir weitere Simulationen
zu dienen. Die Daten aus den Simulation wurden auch dafiir verwendet, die Flexibilitidt sowie
eine mogliche hierarchische Anordnung der Substrukturen von TNFR 1., zu untersuchen.

In TNFR 1., bilden die Subdominen Al bzw. B2 der einzelnen CRDs die kleinste, strukturell
stabile Einheit. Die Subdomidnen sind als flexible Glieder in alternierender Reihenfolge
zusammengesetzt und ergeben eine ldngliche, flexible Proteinstruktur, deren Proteinriickgrat,
sowie das der einzelnen CRDs sich im Verlauf der Simulation strukturell verdndern. Diese
strukturelle Verdnderung kann auf Relativbewegungen der stabilen Subdoménen zueinander
zuriickgefiihrt werden. Dabei ist die Flexibilitit zwischen Subdoméinen innerhalb einer CRD
ausgepragter als die Flexibilitdt zwischen Subdominen benachbarter CRDs.

Die extrazelluliren Doménen kénnen anhand ihrer Funktion unterschieden bzw. charakter-
isiert werden. CRD1 (PLAD) ist fiir Rezeptor-Rezeptor-Interaktion verantwortlich, die Domi-
nen CRD2 und CDR3 sind fiir Ligandenbindung notwendig. Diese Modularitit allein kann
nicht verwendet werden, um ,,funktionalisierte Mutanten zu erzeugen. Die Deletion einer
vollstindigen Doméne kann nicht nur zum Fehlen der dazugehorigen Eigenschaft fiihren, sie
kann auch die Funktion der angrenzenden Domine beeintrdchtigen bzw. komplett unter-
binden. Dies wurde in weiteren MD-Simulationen an Deletionsmutanten untersucht. Bei
Deletion von CRD1 (PLAD) kann keine Rezeptor-Rezeptor-Interaktion mehr erfolgen und die
Mutante ist nicht ldnger in der Lage TNF zu binden.

Ein Fragment, welches nur aus CRD1 besteht ist nicht in der Lage, mit CRD1s (PLAD) von
intakten Rezeptoren zu interagieren, wodurch die Ausbildung signalkompetenter TNF-
TNFR1-Cluster inhibiert wird. Der Grund liegt in der strukturellen Stabilitit der Doménen
und Subdoménen. Anhand von MD-Simulationen verschiedener Deletionsmutanten von
TNFR1 konnte gezeigt werden, dass die Subdominen im Verbund die kleinste strukturelle
Einheit der Proteindoméne darstellen, aber diese Stabilitit durch die angrenzenden Sub-
doménen bedingt wird. Die Deletion einer Doméne fiihrt somit zu einer Destabilisierung der
angrenzenden Subdominen oder im Fall des Fragmentes A1B2¢rp; zu einer Destabilisierung
des Fragmentes selber. Somit kann man den Dominen des extrazelluldren Bereichs des

TNFR1 nicht nur eine primédre Funktion, sondern auch eine sekundére, stabilisierende
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Funktion zuordnen. Im hier untersuchten Fall hat CRD1 (PLAD) neben der Funktion als
Rezeptor-Rezeptor-Interaktions-Domine eine weitere Funktion, ndmlich die Stabilisierung
von CRD2. Umgekehrt hat CRD2 eine stabilisierende Wirkung auf CRD1 (PLAD). Zur Stabi-
lisierung von benachbarten Doménen ist nicht immer die komplette angrenzende Doméne
notwendig; im Fall von CRDI ist lediglich die Subdomidne Alcrp, notwendig, um den

stabilisierenden Effekt aufrecht zu erhalten.
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4. Untersuchung eines moglichen
Diffusionspfades des Ubichinon-Molekuls
durch den LH1-Ring im Purpurbakterium
Rhodospirillum rubrum

In diesem Kapitel werden MD-Simulationen am so genannten Kernkomplex, bestehend aus
dem Lichtsammelkomplex 1 (LH1) und dem Reaktionszentrum (RC), des Purpurbakteriums
Rhodospirillum rubrum (R. rubrum) vorgestellt. In dieser Spezies liegt LH1 als geschlossener
Ring vor, der das RC umschlie3t. Im Verlauf der Photosynthese libertragt der Elektronen-
carrier Ubichinon Ladungstriger vom RC in den Membranbereich und von dort zu einem
weiteren Proteinkomplex der photosynthetischen Maschinerie. Dies wirft die Frage auf, wie
das Ubichinon die strukturelle Barriere, die durch den LH1-Ring gegeben ist, iiberwindet. Mit
Hilfe der MD-Simulation ldsst sich ein moglicher Transportweg des Ubichinons durch den
LHI1-Ring auf molekularer Ebene untersuchen und somit kldren, ob die Barriere durch den
LH1-Ring ein uniiberwindbares Hindernis fiir das Ubichinon darstellt. Dabei wird, ausgehend
von einer Modellstruktur des Kernkomplexes aus R. rubrum, die Anderung der Freien Energie
entlang einer Reaktionskoordinate durch den LH1-Ring bestimmt. Mit Hilfe von SMD-Simu-
lationen wird das Ubichinon, beschleunigt auf die Nanosekunden-Zeitskala, durch den LH1-
Ring gezogen. Eine statistische Analyse der Arbeitswerte erlaubt die Rekonstruktion der
Anderung der Freien Energie entlang des Reaktionsweges. Um dieses Potential mit experi-

mentell zugidnglichen Daten, wie Turnover-Raten verschiedener Reaktionszentren in Bezug
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zu setzten, wird eine mittlere Transferzeit abgeschétzt; das ist die Zeit, mit der das Ubichinon-

Molekiil im Mittel einmal durch den LH1-Ring diffundiert.

4.1. Einfuahrung in die Photosynthese

Die Photosynthese spielt fiir das Leben auf der Erde eine essentielle Rolle. Sdmtliche
Nahrung und fossilen Brennstoffe sind letztlich das Produkt der Photosynthese, dem Prozess,
der Sonnenenergie in chemische Energie umwandelt. Man kann zwischen der oxygenen und
der anoxygenen Photosynthese unterscheiden. Bei der oxygenen Photosynthese wird Sauer-
stoff als Nebenprodukt zu dem eigentlichen Hauptprodukt, einem Zuckermolekiil, gebildet.
Dieser Sauerstoff hat sich {iber Millionen von Jahren in der Atmosphire der Erde ange-
reichert. Wahrend die oxygene Photosynthese in Pflanzen, Algen und Cyanobakterien vor-
kommt, ist die Photosynthese von Bakterien anoxygen. Im Gegensatz zur oxygenen Photo-
synthese wird kein Sauerstoff produziert. Sowohl die oxygene, als auch die anoxygene Photo-

synthese kann mit folgender Grundgleichung beschrieben werden.

CO,+2H,X —" 5[CH,0]+2X+H,0. (4.1)

Kohlendioxid (CO,;) wird mit Hilfe von Lichtenergie in Kohlenhydrate ([CH,O]) um-
gewandelt. Ein wesentlicher Unterschied oxygenener und anoxygener Photosynthese besteht
darin, dass bei der oxygenen Photosynthese Wasser als Elektronen-Donor verwendet wird und
Sauerstoff als Nebenprodukt entsteht. In der anoxygenen Photosynthese hingegen, wird an-
stelle von H,O sowohl Schwefelwasserstoff, Wasserstoff sowie verschiedene organische
Molekiile als Elektronen-Lieferanten verwendet. Bakterien, die anoxygene Photosynthese
betreiben konnen, sind in der Evolution der Photosynthese weit vor den Pflanzen einzuordnen
und lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: die griinen Bakterien und die Purpurbakterien.
Ein Hauptunterschied ist der unterschiedliche Aufbau des ,,Photosyntheseapparates®. Im Fol-
genden soll genauer auf die Photosynthese der Purpurbakterien bzw. auf die so genannte
Lichtreaktion der Photosynthese eingegangen werden. In der Lichtreaktion wird Lichtenergie
absorbiert und dazu verwendet, einen Protonengradienten iiber der Membran aufzubauen, um
ATP zu bilden, das unter anderem in der folgenden Dunkelreaktion dazu benétigt wird, CO,

zu binden und in Zucker umzuwandeln.
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4.2. Photosynthese der Purpurbakterien

Die Organisation der photosynthetischen Einheit (PSU) von Purpurbakterien ist einfacher
aufgebaut, als die in Cyanobakterien oder hoheren Pflanzen. Bestandteile sind unter anderem
die Lichtsammelkomplexe (LH1 und LH2), das Reaktionszentrum (RC), der Cytochrom bc;-
Komplex (Cyt be;) und die ATP-Synthase (ATPase). Alle diese Bestandteile sind membran-
staindige Proteinkomplexe. In manchen Spezies ist allerdings LH2 nicht vorhanden.

Der erste Schritt der Photosynthese ist die Absorption von Lichtenergie. Die absorbierte
Energie wird zur Ladungstrennung verwendet. Dies ist in Abb. 4.1 schematisch dargestellt.
Abb. 4.1A zeigt den Elektronen-Protonen-Zyklus wihrend des ersten Schrittes der Photo-
synthese, in Abb. 4.1B ist eine detaillierte Skizze der Reaktionen, die am RC und LHI

ablaufen, gezeigt.

Cyt c;

Periplasma

yal
v

Cytoplasma *

2H+

ATP

Abb. 4.1
Schematischer Ablauf der ersten Schritte der Photosynthese in Purpurbakterien. (A) Elektronen- bzw. Protonen-
Zyklus in der Membran. (B) Innerhalb des RC (Elektronenzyklus).

Nach Absorption von Licht durch den LH1 Komplex wird die Anregungsenergie zum Special
Pair (SP) im Reaktionszentrum geleitet, wo eine Ladungstrennung stattfindet. Entlang einer
Elektronentransferkette, bestehend aus verschiedenen Donor-Akzeptor-Molekiilen (Chloro-
phyllen, Pheophytin, etc.) wird das Elektron schlieBlich auf ein mobiles Transport-Molekiil,
einem Ubichinon, iibertragen. Dabei wird ein Proton aus dem Cytoplasma aufgenommen. Das
Ubichinon nimmt insgesamt zwei Elektronen und zwei Protonen auf, verlésst als Ubichinol
(2-fach reduziertes Ubichinon) das RC und transportiert die Reduktionsdquivalente zum Cyt-
bci-Komplex. Hier werden die Protonen an die periplasmatische Seite der Membran abge-

geben, was letztendlich einen Protonengradienten erzeugt, da zwei Protonen aus dem Cyto-
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plasma in das Periplasma transportiert wurden. Durch den Protonengradient wird die Synthese
von Adenosintriphosphat (ATP) angetrieben. Die Elektronen werden vom Cytochrom-bc,-
Komplex iiber den mobilen Elektronencarrier Cytochrom ¢, wieder zum RC zuriick transpor-
tiert, um den ,,Elektronenmangel” am Special Pair wieder auszugleichen (cyclischer Elek-
tronentransport).

Neben diesem allgemeinen Verstindnis zum Ablauf dieser Photosynthesereaktionen hat man
in den vergangenen Jahrzehnten ein detailliertes Verstindnis struktureller und funktioneller
Eigenschaften der einzelnen Bestandteile der PSU in Purpurbakterien erhalten.

Die Struktur mehrerer Komplexe der photosynthetischen Einheit konnte entweder mit
atomarer Auflosung (RC [67], LH2 [68, 69], Cyt bc; [70], und ATPase [71]) oder mit einer
Auflosung bestimmt werden, die zumindest die Zuweisung von Sekundirstrukturen, wie o-
Helizes oder von Pigmenten zuldsst (LH1-RC-Komplex [72]). Dariiber hinaus wurden eine

Reihe von AFM-Untersuchungen an verschiedenen LH1-RC-

bzw. LH1-Komplexen durchgefiihrt, die zum weiteren Ver-

Bakterio-

stindnis der funktionalen Zusammenhinge dieser Pigment- chlorophyl

[3-Untereinheit
Protein-Komplexe beigetragen haben [73-76]. Die Energie- i
transferkinetik wurde fiir die meisten intra- bzw. inter-
molekularen Prozesse mittels transienter Absorption im Fem-
tosekundenbereich experimentell bestimmt [77]. Mittels Ein-
zelmolekiilspektroskopie wurden die Wechselwirkungen
zwischen LH1 und LH2 und dieser beiden Komplexe mit
threr Umgebung untersucht [78-80].

Allen Lichtsammelkomplexen aus Purpurbakterien gemein ist
der relativ dhnliche Aufbau bzw. die allgemeine strukturelle
Organisation. LH1 und LH2 bestehen aus einer bestimmten
Anzahl identischer Pigment-Protein-Untereinheiten. Stellver-
tretend ist in Abb. 4.2 eine Untereinheit des LH1-Rings aus :
P 0-Untereinheit

R. rubrum gezeigt. Jede dieser Untereinheiten besteht aus zwei n ki
Carotinoid

separaten membrandurchspannenden a-Helizes, der a- und

Abb. 4.2
B-Untereinheit mit einer Linge von jeweils ca. 50 Amino- Pigment-Protein-Untereinheit aus
. . . . L LHI von R. rubrum. Die Protein-
sduren, in denen Bakteriochlorophylle (grin) und Carotinoide  yysereinheiten sind in blau, die
Chlorophylle in griin und das
Carotinoid in gelb dargestellt.

Unterschiede im Aufbau der einzelnen photosynthetischen Komplexe zwischen den einzelnen

(gelb) eingelagert sind. Im Detail bestehen aber grof3e

Spezies. In Rhodobacter sphaeroides (Rb. sphaeroides) beispielsweise besteht die B-Unter-
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einheit aus LH1 aus zwei helikalen Bereichen, die liber eine Loop-Struktur miteinander
verbunden sind. Dieselbe Untereinheit in R. rubrum hingegen, zeigt lediglich eine einzige
helikale Domine, die wiederum eine dhnliche Struktur aufweist, wie die kristallographisch
aufgelosten B-Untereinheiten von LH2 aus Rhodopseudomonas acidophila und Rhodo-
spirillum molischianum. Diese Beobachtungen wurden jedoch mit Hilfe von NMR in Losung
gemacht [81] und es bleibt zu kldren, ob diese Unterschiede im Pigment-Protein-Komplex
ebenfalls auftreten. Viel interessanter sind solche Differenzen, wenn es um die super-
molekulare Organisation der Komplexe geht. Hier zeigt sich, dass der LH2 Ring in verschie-
denen Spezies aus unterschiedlich vielen af3-Untereinheiten aufgebaut ist. In R. rubrum fehlt
der LH2-Komplex sogar ganz.

Es stellt sich die Frage, ob sich diese strukturellen Unterschiede in der Funktionsweise
widerspiegeln. Am offensichtlichsten ist eine Struktur-Funktions-Beziehung im Falle des
Kernkomplexes (LHI-RC) des Photosyntheseapparates zu beobachten. Anhand der Kristall-
struktur mit einer Aufldsung von 4.8A [72] sowie mit den Daten hochaufgeloster EM-Unter-
suchungen [82-85] konnte ein unterschiedlicher Aufbau des Kernkomplexes in verschiedenen
Spezies nachgewiesen werden. Eine hochaufgeloste Kristallstruktur eines LHI1-RC-
Komplexes gibt es bislang nicht. Ausgehend von den existierenden Daten, ldsst sich jedoch
fiir RD. sphaeroides eine dimere Struktur des Kernkomplexes erkennen, in den ein zusitz-
liches Protein (PufX) eingebaut ist [83]. PufX verbindet zwei offene LH1-Ringe miteinander,
welche zusammen einen groflen s-formigen Komplex bilden. In diesem Komplex sind zwei
Reaktionszentren eingebettet.

In der Kristallstruktur des Kernkomplexes des Purpurbakteriums aus Rhodopseudomonas
palustris konnte nachgewiesen werden, dass der LH1-Ring, der das Reaktionszentrum um-
gibt, aus lediglich 15 identischen af-Untereinheiten besteht [72]. Anstelle der sechzehnten
Untereinheit befindet sich eine weitere a-Helix (W-Protein), die eine Offnung im LH1-Ring
bildet. Diese Offnung soll, ebenso wie die offene S-Form in Rb. sphaeroides, fiir den
effizienten Transport des Ubichinons/Ubichinols in und aus dem Reaktionszentrum
verantwortlich sein. Diese Mdglichkeit, die oxidierte bzw. reduzierte Form des Ubichinons
durch eine Offnung im LHI1-Ring zu schleusen, wurde in der Vergangenheit auch fiir die
Spezies R. rubrum diskutiert [86]; bislang ist es aber noch nicht gelungen, ein PufX- bzw. W-
Protein-Analogon zu identifizieren. Im Gegenteil, die verfiigbaren EM-Daten deuten auf
einen sehr symmetrischen Aufbau des Kernkomplexes mit 16 identischen off-Untereinheiten
hin [82]. Diese Untereinheiten des LHI1-Rings bilden einen flexiblen, aber geschlossenen

Ring um das Reaktionszentrum. Auch die Ergebnisse aus AFM-Untersuchungen deuten
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darauf hin, dass das Reaktionszentrum im Falle des Purpurbakteriums R. rubrum komplett
vom LHI1-Ring umschlossen wird [74]. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, wie das
Ubichinon-Molekiil den LHI1-Ring {iberwindet und aus dem Reaktionszentrum zum Cyt bc;-
Komplex und wieder zuriick zum RC diffundieren kann. In Abb. 4.3 sind denkbare Trans-
portszenarien schematisch dargestellt. Abb. 4.3A zeigt den Fall eines gedffneten LH1-Rings,
der die Diffusion zum RC erlauben wiirde. Fiir R. rubrum kommt dieser Fall aus den ge-
nannten strukturellen Griinden nicht in Frage. Eine weitere Moglichkeit zeigt Abb. 4.3B; hier
verldsst das Ubichinon die Membran und umgeht das Hindernis LHI1, in dem es aus dem
Cytoplasma/Periplasma in das Reaktionszentrum diffundiert. Das Ubichinon-Molekiil ist ein
lipophiles (wasserunldsliches) Molekiil, das aus einer Benzochinon-Kopfgruppe und einem
lipohilen Isoprenoid-Schwanz besteht. Aufgrund der Hydrophobizitit erwartet man daher,
diese Molekiile eher in der Membran anzutreffen und nicht aulerhalb der Membran. Dieser
Sachverhalt wurde bestétigt; Ubichinon-Molekiile konnten im hydrophoben Bereich der
Membran nachgewiesen werden [87, 88]. Die Diffusionskonstante von Ubichinon in einer
Membranumgebung wurde dabei mit 10™ cm?/s bis 10”7 cm?/s bestimmt [87, 89]. Aus diesem
Grund wird die Mdglichkeit, dass das Ubichinon-Molekiil in die hydrophile Phase {ibergeht

und nicht in der Membran verbleibt, ausgeschlossen.

ﬂﬁrﬁ ﬂ
S O W™

A

%@ RC

Abb. 4.3

Mégliche Transport-Szenarien. (A) Ubichinon kann durch eine Offnung im LHI-Ring das RC erreichen. (B)
Ubichinon muss die Membran verlassen, um vom Cytoplasma oder Periplasma aus das RC zu erreichen. (C)
Ubichinon kann den LHI-Ring direkt durchqueren.

Folglich ist ein direkter Transportweg des Ubichinons durch den LHI-Ring, wie er in
Abb. 4.3C dargestellt ist, nicht auszuschlieen, und wurde bereits in der Literatur mehrfach
diskutiert [74, 82, 85]. Experimente zur Bestimmung von Turnover-Raten des Reaktions-
zentrums aus Rb. sphaeroides an offenen, dimeren LHI1-RC-Komplexen sowie an
Rb. sphaeroides, bei denen das PufX-Gen fehlt und die somit einen geschlossenen LH1-Ring
besitzen, haben gezeigt, dass sich die Raten im geschlossenen Fall um einen Faktor zwei

reduzieren. Diese Verlangsamung lésst sich nicht auf Blockierung des Ubichinon-Transports
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durch den nun geschlossenen LH1-Ring zuriickfiihren, sondern auf eine moglicherweise nicht
mehr optimale LH1-RC-Interaktion [90]. Ein Transport des Ubichinons durch einen geschlos-
senen LH1-Ring kann somit nicht ausgeschlossen werden.

Um die Moglichkeit eines direkten Transportweges des Ubichinons im Kernkompex von
R. rubrum zu untersuchen, wurden MD-Simulationen durchgefiihrt. Eine hochaufgeloste
Kristallstruktur ist aber weder fiir das Reaktionszentrum noch fiir den LH1-Ring aus R. rubrum
verfligbar, weswegen auf bereits vorhandene modellierte Strukturen zuriickgegriffen wurde.
Sowohl die Struktur des Reaktionszentrums als auch die Struktur des LHI-Rings wurden im
Biologischen Institut der Universitét Stuttgart in der Abteilung Bioenergetik (Prof. R. Ghosh)
von Felix Authenrieth in Zusammenarbeit mit der Theoretical and Computational Biophysics
Group an der University of Illinois at Urbana-Champaign (Prof. K. Schulten) entwickelt und
stellten die Ausgangsstrukturen fiir diese Arbeit dar.

Die Modellstruktur des Reaktionszentrums aus R. rubrum basiert auf der Kristallstruktur des
Reaktionszentrums aus Rb. sphaeroides und wurde mittels Homology Modelling adaptiert.
Die Modellierung des LH1-Rings von R. rubrum erfolgte analog der Modellierung des LH1-
Rings aus Rb. spaheroides [91]. Aus den einzelnen Komponenten wurde ein Modell eines
Kernkomplexes erstellt, das anschlieBend in einer MD-Simulation equilibriert wurde. Eine
Equilibrierung ist notwendig, um eine stabile Ausgangsbasis (stabile Struktur des LH1-RC-

Komplexes in physiologischer Umgebung) fiir weitere Simulationen zu haben.

4.3. Simulation des Kernkomplexes von R. rubrum

Zur Untersuchung des Ubichinon-Transports durch den LH1-Ring wurde aus den Modell-
strukturen von LH1 und RC eine Struktur des LH1-RC-Komplexes konstruiert. Der entstan-
dene Kernkomplex wurde in eine physiologisch sinnvolle Umgebung eingebettet. Ziel war es,
ein equilibriertes System zu erzeugen, das als Ausgangsbasis fiir weitere Simulationen ver-

wendet werden kann.
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4.3.1. Simulationssystem und Simulationsparameter

Der LH1-RC-Komplex besteht aus 35 nicht-kovalent gebundenen Protein-Untereinheiten, in
die 56 Pigmente eingelagert sind (siche Abb. 4.4). Um eine stabile Struktur, die aus so vielen
Untereinheiten und Pigmenten besteht, zu erhalten, wurde das System als erstes equilibriert.
Eventuell auftretende Verdanderungen des RC und vor allem des LH1, der im Hinblick auf
mogliche Transitpfade fiir das Ubichinon durch die Ringstruktur besonders wichtig ist,

konnen wihrend der Equilibrierung registriert werden.

Abb. 4.4

Aufsicht auf die Modellstruktur des LHI1-RC-Komplexes des
Purpurbakteriums R. rubrum. Die Proteinstruktur des LHI-
Rings ist in blau, das RC ist in grau dargestellt. Chlorophylle
sind in griin, Carotinoide in gelb und Ubichinon in rot
gezeichnet.

Der Zusammenbau von LH1 und RC aus R. rubrum und die anschlieBende Einbettung des
Komplexes in eine Doppellipidschicht (Modellmembran aus POPC, -Palmitoyl-y-oleoyl-a-
Phosphatidylcholin) wurden mit dem Programm VMD [59] durchgefiihrt. Die einzelnen
Schritte sind in Abb. 4.5 schematisch dargestellt. Beim Zusammenbau musste auf eine
korrekte, gegenseitige Orientierung der beiden Komplexe geachtet werden. Der neu entstan-

dene Kernkomplex wurde anschlieend in die Modellmembran eingebaut.
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Abb. 4.5

Schematische Darstellung des Zusammenbaus des LHI-RC-Kom-
plexes, ausgehend von den Modellstrukturen LHI und RC. 1) und
2) Ausrichten von LHI und RC beziiglich ihrer Symmetrieachsen.
3) Einbau von RC in den LHI-Ring. 4) Optimierung der relativen
Position von LHI und RC. 5) Einbau des LHI-RC-Komplexes in
eine Doppellipidschicht.

Als Referenz fiir das Koordinatensystem wurde die Doppellipdischicht gewahlt. Die x- und y-
Achse des Koordinatensystems liegen in der Membranebene, die z-Achse steht senkrecht
dazu. Zunichst wurden die Strukturen von LH1 und RC anhand von Symmetrien in der Struk-
tur im Raum ausgerichtet. Fiir den LH1-Ring ergibt sich die Ausrichtung des Systems aus der
Ringstruktur, die durch 16 identische Untereinheiten gebildet wird. Der LH1-Ring wurde so
orientiert, dass die Achse senkrecht zur Ringebene parallel zur z-Achse des Koordinaten-
systems liegt (siche Abb. 4.5-1). Fiir das RC wurde zunichst, mittels Berechnung der Haupt-
achsen, die pseudo-C2-Symmetrieachse bestimmt und diese im Anschluss ebenfalls parallel

zur z-Achse ausgerichtet (Abb. 4.5-2). Die pseudo-C2-Symmetrieachse spiegelt sich sowohl in
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der Proteinstruktur (Abb. 4.6A,B), wie auch in den im RC eingelagerten Pigmenten wieder

(Abb. 4.6C,D). Die Symmetrieachse ist in beiden Féllen grau eingezeichnet.

Abb. 4.6

Pseudo-C2-Symmetrieachse des RC. (A) und (B) Darstellung der Symmetrie der
Proteinstruktur in Seitenansicht bzw. AufSicht. Die relevanten Proteinstrukturen sind
in rot bzw. rosa (Cartoon-Darstellung) eingefirbt. (C) und (D) Darstellung der
Symmetrie der Anordnung der Pigmente in Seitenansicht bzw Aufsicht. Die Chloro-
phylle (BChl) sind in griin, die Pheophytin-Molekiile (Phe) sind orange und die
Ubichinon-Molekiile sind in rot eingefdrbt.

Der innere Durchmesser des LHI1-Rings ist mit 70 A groB genug, um ein komplettes
Reaktionszentrum zu umschlieBen (siehe Abb. 4.5-3). Durch die Festlegung der Symmetrie-
achsen und deren relative Orientierung zur Membranebene sind fiir eine optimale Platzierung
von RC und LHI nur noch die vertikale Positionierung sowie die relative Orientierung des
RC beziiglich des LH1-Rings festzulegen (sieche Abb. 4.5-4). Folgende Annahmen wurden der
Ausrichtung zu Grunde gelegt. i) Es ist bekannt, dass sich in Transmembranproteinen an der
Grenzflache zwischen Wasser und Membran bestimmte Aminosduren bevorzugt aufhalten
[92]. Dazu zdhlt unter anderem die aromatische Aminosdure Tryptophan. Diese polare
Aminosdure befindet sich im LH1-Ring und im RC sowohl auf der Ober- als auch auf der

Unterseite der Proteinstrukturen und kann somit als Orientierungshilfe dienen. In Abb. 4.7 ist
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der LH1-RC-Komplex in einer Cartoon-Darstellung gezeigt. Die Aminosdure Tryptophan ist
in blau (LH1) und in rot (RC) hervorgehoben und zur besseren Visualisierung ist eine

Hilfsebene eingezeichnet, die den Schwerpunkt der Tryptophan-Reste in z-Richtung darstellt.

Abb. 4.7

Anordnung der Tryptophan-Reste im Kernkomplex von R. rubrum. Die
Proteine des LHI-Rings sind in hellblau, die Proteine des RC in rosa
gezeigt (Cartoon-Darstellung). Tryptophane auf der Oberseite beider
Strukturen sind in der jeweiligen Farbe in Van der Waals-Darstellung
zu sehen (blau bzw. rot). Auf Hohe der Tryptophan-Schwerpunkte ist
eine halbtransparente Ebene zur besseren Visualisierung eingezeich-
net.

Die relative Lage der beiden Strukturen wurde so gewéhlt, dass die Schwerpunkte der

Tryptophane von LH1 und RC in derselben z-Ebene liegen. Zusédtzlich kann der LH1-Ring

um die z-Achse des RC rotiert werden. Aufgrund der Symmetrie des LH1-Rings ist - der

vollen Rotation ausreichend. ii) Um eine minimale strukturelle Uberlappung zwischen LH1
und RC zu erhalten, wurden fiir 16 verschiedene Orientierungen von LH1 beziiglich RC die
Anzahl der iiberlappenden Atome berechnet und die Orientierung mit der minimalen Anzahl
gewihlt. Die Berechnung erfolgte nicht fiir eine Uberlappung von Seitenkettenatomen der
Aminoséduren, da diese mit Hilfe einer Minimierung beseitigt werden kann. Es ging vornehm-
lich darum, eine Orientierung ohne grofe sterische Behinderungen der beiden Proteinriick-
grate zu erhalten.

Der nichste Schritt beinhaltete den Einbau des LHI1-RC-Komplexes in eine Doppel-
lipidschicht (siche Abb. 4.5-5). Durch die Ringstruktur und durch den hydrophoben Bereich der
a-Helizes der af}-Untereinheiten des LHI-Rings, war eine optimale Positionierung vor-

gegeben. Der Einbau des LHI1-Rings in die Membran erfolgte so, dass der hydrophobe
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Bereich der of-Untereinheiten maximal durch den hydrophoben Bereich der Membran
abgedeckt war. Da das RC nicht den ganzen verfiigbaren Platz im Inneren des LH1-Rings
ausfillt, wurden in diese verbleibenden Liicken weitere Lipide eingebaut. Durch den zusitz-
lichen Einbau von Lipiden lassen sich Hohlrdume vermeiden, die in einer Simulation zu uner-
wiinschten Deformationen aufgrund der Druckkopplung fithren konnen. AnschlieBend wurde
diese Struktur mit dem TIP3P Wassermodell hydratisiert, in dem eine ca. 30 A dicke Wasser-
schicht auf der Oberseite und eine ca. 40 A dicke Wasserschicht auf der Unterseite der
Membran hinzugefiigt worden ist. Zum Schlu wurde das System an den Rindern
beschnitten, um eine hexagonale Simulations-Einheitszelle zu erhalten. Dies erlaubt es, das
System mit einer moglichst geringen Anzahl an Atomen bei gleichzeitiger Verwendung
periodischer Randbedingungen zu simulieren.

In Abb. 4.8 ist das Gesamtsystem sowohl in einer Aufsicht (A) als auch in einer Seitenansicht

parallel zur Membranebene (B) dargestellt.

A B

Abb. 4.8

LHI-RC-Komplex, eingebaut in eine Doppellipidschicht mit Wasserbox. Wasser- bzw. Lipidatome sind in
beiden Abbildungen der Ubersicht wegen nur zum Teil eingezeichnet. Die Proteinatome des LHI-Rings sind
in hellblau, die Atome des RC in rosa (Cartoon-Darstellung), die BChl-Atome sind in griin und die Car-
Atome in gelb gezeigt (Liccorice-Darstellung). (A): AufSicht, (B): Seitenansicht.

Ein Teil der Wasseratome und Lipide wurde nicht abgebildet, um einen besseren Blick auf die
Pigment-Protein-Struktur zu ermdglichen. Die Proteinatome des LH1-Rings sind in hellblau,
des RC in rosa (Cartoon-Darstellung), die BChl- bzw. Car-Atome sind in griin bzw. gelb
(Liccorice-Darstellung) eingezeichnet. Das Gesamtsystem umfasst insgesamt 243874 Atome,
dabei entfallen 40838 Atome auf das Protein, 7210 Atome auf die Pigmente, 58156 Atome
auf die Lipide und 137670 Atome auf die Wassermolekiile. Diese Startstruktur wurde einer

Reihe von Minimierungs- und Equilibrierungsschritten unterzogen, um sie an die ge-
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wiinschten Umgebungsbedingungen, wie Temperatur und Druck anzupassen und um eine
Gleichgewichtsstruktur zur erhalten.

Alle Simulationen sind mit dem Programm NAMD [30] unter Verwendung des CHARMM27
Kraftfelds [29] durchgefiihrt worden. Die Equilibrierungszeit betrug 4.25 ns, der Integrations-
zeitschritt 1 fs. Parameter fiir alle Molekiile, die nicht im Standard CHARMM-Krafftfeld ent-
halten sind, wurden aus Authenrieth et. al. [93, 94] bzw. Damjanovic et al. [95] libernommen.
Van der Waals-Wechselwirkungen wurden fiir jeden Zeitschritt mit einem Cutoff von 10 A
und einer weichen Schaltfunktion berechnet. Zur Berechnung der elektrostatischen Wechsel-
wirkung kam die Particle Mesh Ewald (PME)-Methode [36] mit einem Multi-Zeitschritt-
Algorithmus zum Einsatz. Der Abschneideradius der Summe im Realraum betrug 10 A, der
Rasterabstand fiir die reziproke Summe im Fourierraum lag bei 1 A. Das System wurde mit
periodischen Randbedingungen bei einer Temperatur von 300 K und einem Druck von
1 bar unter Verwendung der Langevin Piston-Methode [40], mit einer Oszillationsperiode von

200 fs und einer Dadmpfungszeit von 100 fs, simuliert.

Minimierung: Das Proteinriickgrat des LH1-RC-Komplexes wird mit einem harmonischen
Constraint festgehalten, die iibrigen Atome werden energieminimiert. Durch diese Vorge-
hensweise lassen sich potentielle ,,Energiespitzen eliminieren, die aufgrund der Van der
Waals-Wechselwirkung {iberlappender, oder dicht beieinander liegender Atome entstehen.
Dazu werden die Positionen der Atome gemiB dem Gradienten der potentiellen Energie
verdndert, bis ein lokales Minimum erreicht ist, oder ein festgelegter Grenzwert unterschritten
wird. Zur Minimierung kamen sowohl die Steepest Descent-Methode, wie auch die Conjugate

Gradient-Methode zum Einsatz.

Equilibrierung des Losungsmittels: Der LH1-RC-Komplex wird mit einem harmonischen
Constraint von 70 pN/A festgehalten und nur die Lipide und Wassermolekiile werden
equilibriert. Das System wird kontinuierlich von 0 K (entsprechend einer Temperaturrampe)
auf 300 K aufgeheizt. Dabei kommt es zum Auftauen von Freiheitsgraden der Lipide, so dass
die Lipidschwinze ihre anfingliche geordnete Struktur verlieren und Wasser in den
hydrophilen Bereich um die Kopfgruppe der Lipide eindringen kann. Die Simulation erfolgte
im NVT-Ensemble; die Simulationsdauer betrug 250 ps.

Equilibrierung der Aminosiure-Seitenketten: In einer weiteren Simulation wird der

harmonische Constraint der Aminosdure-Seitenketten im Verlauf der Simulation von seinem
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Anfangswert von 70 pN/A auf 0 pN/A reduziert, wodurch sich die Seitenkettenatome frei
bewegen konnen. Die Simulation erfolgte im NPT-Ensemble bei einer konstanten Temperatur

von 300 K. Die Simulationsdauer betrug 250 ps.

Equilibrierung des Gesamtsystems: Im letzten Schritt wird der Constraint auf die Atome
des Proteinriickgrats des LH1-RC-Komplexes auf 0 pN/A reduziert und das System kann frei
equilibrieren. Die Simulation erfolgte im NPT-Ensemble bei einer konstanten Temperatur von

300 K und einem konstanten Druck von 1 bar. Die Simulationsdauer betrug 4 ns.

4.3.2. Ergebnisse

In Abb. 4.9 ist das Gesamtsystem vor bzw. nach der Equilibrierung dargestellt. Abb. 4.9A und C
zeigen die Startstruktur, Abb. 4.9B und D die equilibrierte Struktur in Auf- bzw. Seitenansicht.

Die Wasseratome sind der Ubersicht wegen nicht eingezeichnet.

A B

Abb. 4.9

Equilibrierung der Startstruktur des LHI-RC-Komplexes. (A), (C) Aufsicht bzw. Seitenansicht zu Beginn der
Simulation; (B), (D) Aufsicht bzw. Seitenansicht nach Equilibrierung. Die Proteinstrukturen sind in Cartoon-
Darstellung gezeigt (LHI — cyan, RC — rot, blau und grau), die BChl-Atome sind in griin und Car-Atome in
gelb eingefdrbt.
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Der LH1-Ring ist von Lipiden umgeben, die teilweise auch im Inneren des LH1-Rings zu
finden sind. Man kann erkennen, dass sich die zu Anfang geordneten Lipide (Abb. 4.9A,C) im
Laufe der Simulation an den LHI-Ring anpassen und eine kompaktere und chaotischere
Struktur einnehmen (Abb. 4.9B,D). Eine quantitative Analyse der Lipidparameter ergab eine
Membranhohe von 38 A im equilibrierten Zustand. Der hydrophobe Bereich ist damit
ausreichend dick, um den Transmembranbereich des LH1-Rings einzuschlieen; Dies stimmt
mit Daten aus der Literatur iiberein [96]. Eine weitere interessante Grofe zur Charak-
terisierung einer Membran, oder in diesem Falle, einer Doppellipidschicht ist die Area per
lipid, d.h. die Flache, die einem Lipid im Mittel zur Verfiigung steht. Die Bestimmung erfolgt
im Allgemeinen durch eine Voronoi-Analyse [97], gemittelt iber mehrere Zeitschritte. Das
Ergebnis dieser Analyse ergab, in Ubereinstimmung mit Daten aus der Literatur, einen
Mittelwert von 67 A? pro Lipid [98]. Bei den Strukturen von LH1 und RC sind auf den ersten
Blick keine merklichen Verdnderungen festzustellen. Um den Equilibrierungsprozess des
Kernkomplexes genau kontrollieren und bewerten zu kénnen, wurde eine Reihe von Kenn-
groflen, wie Temperatur, Druck, Gesamtenergie und strukturelle Daten erfasst und analysiert.
In Abb. 4.10 ist eine Zusammenstellung dieser GroBen zu sehen. Fiir die SystemgroBen
Gesamtenergie, Volumen, Temperatur und Druck sind die Ausgangsdaten in grau und die
dazugehorige zeitliche Mittelung in rot eingezeichnet, um den generellen Verlauf des System-
parameters hervorzuheben. Die Gesamtenergie (Abb. 4.10A) sowie das Systemvolumen (Abb. 4.10B)
nehmen im Verlauf der Equilibrierung ab und ndhern sich zum Ende der Simulation einem
konstanten Wert an. Die Temperatur des Systems zeigt wihrend der Simulation keine
merklichen Abweichungen und schwankt um den vorgegebenen Wert von 300 K (Abb. 4.10C);
der Druck hat im Zeitmittel (rote Kurve) einen Wert von 1 bar (Abb. 4.10D). Zur Beurteilung
der Equilibrierung sind eventuelle strukturelle Verdnderungen des Systems entlang der
Trajektorie ausschlaggebend. Hierzu wurden RMSD-Werte fiir verschiedene Substrukturen
des Systems berechnet. In Abb. 4.10E ist die strukturelle Abweichung der Transmembran-
doméne des Proteinriickgrats des RC beziiglich der Startstruktur gezeigt. Die strukturelle
Abweichung steigt wihrend der Simulation auf ca. 2.5 A an und geht zum Ende der
Equilibrierung in Sattigung. Im Fall des LH1 sieht der Verlauf des RMSD-Wertes dhnlich aus
(Abb. 4.10F). Die RMSD-Werte des LHI1-Rings sind im Vergleich zum den RMSD-Werten des
RC leicht erhoht und liegen am Ende der Simulation bei 3.25 A.
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Abb. 4.10

Equilibrierung des Kernkomplexes. (A) Gesamtenergie, (B) Volumen, (C) Temperatur, (D) Druck, (E) Struk-
turelle Abweichung des RCs (Proteinriickgrat) beziiglich der Startstruktur, (F) Strukturelle Abweichung der
Transmembrandomdnen des LHI-Rings (Proteinriickgrat) von der Startstruktur, (G) Strukturelle Abweichung
der af3-Untereinheiten des LHI-Rings (Proteinriickgrat) von der Startstruktur. (H) Uberlagerung der Struk-
turen der o- bzw. [-Untereinheit (Proteinriickgrat) mit den NMR-Strukturen. Die Farbgebung entspricht der

Farbgebung in (G).

Um die strukturellen Verdnderungen innerhalb des LH1-Rings noch genauer betrachten zu
konnen, wurde der Verlauf des RMSD-Wertes fiir die letzte Nanosekunde der Simulation, fiir
jede af-Untereinheit getrennt berechnet (Abb. 4.10G). Die Nummerierung erfolgt fiir die 16
Untereinheiten von a1 bis aff16; jede Untereinheit ist in einer anderen Farbe dargestellt.
Abb. 4.10G zeigt eine Verteilung an RMSD-Werten fiir die einzelnen aff-Untereinheiten, die
im Verlauf der letzten Nanosekunde schwanken, jedoch keine allgemeine Drift aufweisen.
Die Verteilung und die Fluktuationen der RMSD-Werte sind darauf zuriickzufiihren, dass
nicht nur die Transmembrandomine beriicksichtigt wird, wie in Abb. 4.10F, sondern das

gesamte Proteinriickgrat der of-Untereinheit. Die im Cyto- bzw. Periplasma befindlichen
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terminalen Bereiche zeigen eine erhohte Flexibilitit. Eine Uberlagerung der membran-
stindigen o-Helizes, sowohl fiir die a- als auch fiir die B-Untereinheit mit den vorhandenen
NMR-Strukturdaten ist in Abb. 4.10H dargestellt. Gezeigt ist jeweils das Proteinriickgrat in
Ribbon-Darstellung. Die NMR-Struktur ist in gelb, die jeweilige Untereinheit aus dem LHI1-
Ring ist analog zu Abb. 4.10G eingefarbt. Im Bild links ist die B-Untereinheit, rechts die o-
Untereinheit dargestellt. Alle Untereinheiten der equilibrierten Struktur zeigen eine gute
Ubereinstimmung im Transmembranbereich. Die teilweise ungeordneten Loopstrukturen der
terminalen Regionen der Untereinheiten sind hier nicht gezeigt. Die verwendete NMR-
Struktur beinhaltet 10 unterschiedliche Datensdtze. Der Vergleich erfolgte mit einer
gemittelten Struktur und beriicksichtigte nur das Proteinriickgrat des Transmembranbereichs.
Die durchschnittliche Abweichung der Untereinheiten von der NMR-Struktur betriigt ca. 1.5 A

fiir die a-Untereinheit und 1.7 A fiir die B-Untereinheit.

4.3.3. Diskussion

Die Simulation des Kernkomplexes aus R. rubrum ergab nach einer Equilibrierungszeit von
4 ns ein stabiles System. Die charakteristischen Systemgrofen haben sich in dieser Zeit
groBtenteils stabilisiert und zeigen einen typischen Verlauf fiir eine MD-Equilibrierungssimu-
lation. Die strukturellen Abweichungen des kompletten LH1-Rings und des RC zeigen einen
Verlauf, der zum Ende der Simulation in Sittigung geht, aber dennoch eine leichte Drift zu
hoheren RMSD-Werten erkennen ldsst. Da in beiden Féllen nur der Transmembranbereich
untersucht wurde, kann diese Drift nicht auf die flexiblen terminalen Regionen zuriickgefiihrt
werden. Es ist anzunehmen, dass sich die einzelnen af3-Untereinheiten des LH1-Rings gegen-
einander verschieben, was zu einer Veranderung der Ringstruktur und damit auch zu einer
Verdanderung der Struktur des RC flihren kann. In Abb. 4.11 sind die Verdnderungen der
Schwerpunkte der einzelnen Untereinheiten im Verlauf der Trajektorie dargestellt. Fiir jeden
erfassten Punkt der Trajektorie ist eine Kugel am Schwerpunkt fiir jede Untereinheit
gezeichnet. Die verschiedenen Zeitpunkte sind farblich kodiert. Der Farbverlauf geht von rot
iber griin nach blau. Im Zentrum des LH1 ist das RC in grau und weil} (Cartoon-Darstellung),

die Ubichinon-Molekiile in rot (Liccorice-Darstellung) eingezeichnet.
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Abb. 4.11

Abweichung des LHI-Rings von einer Kreisstruktur. Die Schwer-
punkte der afi-Untereinheiten sind als Kugeln gezeichnet. Die
zeitliche Abfolge ist farbkodiert (rot — griin — blau). Das RC ist
in grau bzw. weifs, die Ubichinon-Molekiile sind in rot dargestellt.

In Abb. 4.11 ist zu erkennen, dass sich innerhalb der Simulationsdauer von 4 ns einige Unter-
einheiten verschoben haben und somit die Kreisform des LHI-Rings gestort ist. Die
Schwerpunkte der sich bewegenden Untereinheiten verschieben sich nach innen (blaue
Féarbung auf der Innenseite des Rings). Dies konnte zum einen an der ldanglichen Form des RC
liegen, oder an einer nicht ausreichenden Fiillung des LH1-Rings mit Lipiden und dadurch
vorhandenen Hohlrdumen. Da das RC aber einen Grofteil des Innenraums des LH1 ausfiillt,
kann sich der LH1-Ring in einem weiteren Verlauf einer Equilibrierung nicht mehr stark
verzerren. Eine komplette Erfassung der strukturellen Verdnderungen des LHI1-Rings ist
aufgrund der erwarteten langsamen Zeitskalen in einer MD-Simulation nicht moglich. Bei
Betrachtung der Struktur des LHI1-Rings nach erfolgter Equilibrierung zeigte sich, dass sich
im LH1-Ring Liicken in der Pigment-Protein-Struktur ausgebildet haben. Diese verlaufen
parallel zur Membranebene und sind zwischen den of}-Untereinheiten des LHI-Rings
lokalisiert. Abb. 4.12 zeigt einen Ausschnitt des LH1-Rings nach der Equilibrierung in einer

Seitenansicht parallel zur Membranebene (van der Waals-Darstellung).
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Abb. 4.12

Seitenansicht parallel zur Membranebene auf einen

Teil des LHI-Rings nach der Equilibrierung. Die

Struktur ist in Van der Waals-Darstellung gezeigt.

Proteinatome sind in blau, BChl-Atome in griin und

Car-Atome in orange dargestellt. In der Mitte der

Abbildung ist ein Kanal durch den LHI-Ring zu

erkennen.
Proteinatome sind in blau, BChl-Atome in griin und Car-Atome in orange dargestellt. Die
restliche Struktur des LHI-Rings wurde nicht dargestellt. Im Pigment-Protein-Geriist ist
deutlich ein Kanal zu sehen. Diese Kanile haben einen Durchmesser von ~ 6A und die Innen-
seiten werden grofitenteils von Car-Molekiilen, BChl-Schwénzen und bestimmten Amino-
sduren wie Phenylalanin, Leucin, und Alanin ausgegleitet. Der Kanal besteht somit vor allem
aus hydrophoben Molekiilen — vorteilhaft fiir lipophile Molekiile, die sich einen Weg durch

den LH1-Ring suchen.

Abb. 4.13

Querschnitt durch einen Kanal im LHI-Ring nach der Equili-
brierung. Seitenansicht parallel zur Membranebene. Die Kanal-
region ist durch einen gelben Kasten hervorgehoben. Hydrophobe
Bereiche sind in weifs, polare in griin und geladene Aminosduren
sind in blau bzw. rot eingefirbt. Die Lipide sind in Liccorice-
Darstellung gezeichnet. Der hydrophobe Charakter des Kanals ist
eindeutig sichtbar. Lipidschwdnze ragen von beiden Seiten in den
Kanaleingang.
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Abb. 4.13 zeigt einen Querschnitt durch einen der Kanéle. Die Seitenansicht des Kanalbereichs
ist durch einen gelben Kasten hervorgehoben. Hydrophobe Bereiche sind in weil3, polare
Bereiche in griin und geladene Aminosduren in blau bzw. rot eingefirbt (Surface-
Darstellung). Lipid-Atome sind in Liccorice-Darstellung gezeichnet. Der hydrophobe Charak-
ter des Kanals ist eindeutig sichtbar. MD-Simulationen, ausgehend von einer geordneten
Lipidstruktur, bei der die Lipidschwidnze senkrecht zur Membranebene liegen zeigen, dass
sich die hydrophoben Lipidschwédnze innerhalb von Nanosekunden in die Kanal6ffnungen
bewegen und die Eingangsbereiche auf beiden Seiten ausfiillen. Im Verlauf einer Simulation
verdndern sich die Kanalgeometrie, sowie der Durchmesser des Kanals zwischen den
einzelnen of-Untereinheiten. Dies kann auf die Flexibilitit und den Aufbau des LH1-Rings
aus nicht-kovalent gebundenen Protein- und Pigmentkomponenten zuriickgefiihrt werden. Im
Folgenden soll ein solcher Kanal als moglicher Pfad fiir die Diffusion des Ubichinons durch
den LHI1-Ring ndher untersucht werden. Um ein optimales, d. h. kleines Modellsystem zu

konstruieren wurde die Systemgrdfe reduziert.

4.4. Modellsystem

Um einen moglichen Diffusionsweg des Ubichinons durch den LH1-Ring untersuchen zu
konnen, wurde ein Modellsystem erstellt, das einerseits alle notwendigen Komponenten
beinhaltet um den Diffusionsprozess beschreiben zu kénnen, und andererseits ein Minimum

an Atomen besitzt, um eine effiziente Simulation durchfiihren zu kénnen.

4.4.1. Simulationssystem und Simulationsparameter

Fir die Bestimmung eines mdglichen Transportwegs, der eine Diffusion des Ubichinons
durch den LH1-Ring vorsieht, sind sowohl die Beriicksichtigung des Reaktionszentrums,
sowie eine Simulation der kompletten Ringsstruktur nicht notwendig. Die gefundenen Kanéle
befinden sich zwischen aufeinander folgenden of-Untereinheiten. Daher kann das Simula-
tionssystem auf den eigentlichen Kanal und die Pigment-Protein-Struktur um den Kanal be-
grenzt werden.

Das Modellsystem besteht aus vier af3-Untereinheiten und einem Ubichinon-Molekiil. Die
Struktur des LH1-Segmentes stammt aus der equilibrierten Struktur des Gesamtsystems. Die

vier af-Untereinheiten zusammen mit den Pigmenten wurden in eine POPC-Doppel-
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lipidschicht eingebaut und mit dem TIP3P-Wassermodell solvatisiert. Die Struktur des
Ubichinon-Molekiils wurde aus der Modellstruktur des Reaktionszentrums entnommen und
dem System hinzugefiigt. Die Platzierung des Ubichinons erfolgte vor dem LH1-Segment im

hydrophoben Bereich der Lipide. Uberlappende Lipid-Atome wurden anschlieBend entfernt.

b R
Abb. 4.14
Modellsystem bestehend aus vier af-Untereinheiten mit den zugehorigen Pigmenten. Ein Ubichinon-
Molekiil befindet sich vor dem LHI-Ring im hydrophoben Bereich der Membran. (4) Aufsicht, (B)
Seitenansicht.

Resultierend erhélt man ein Simulationssystem, das in Abb. 4.14 gezeigt wird. Falls nicht
entsprechend anders vermerkt, wird nachstehende Farbkodierung fiir alle folgenden Ab-
bildungen verwendet. Protein-Atome sind in grau (Cartoon-Darstellung), BChl- bzw. Car-
Atome sind in griin bzw. in gelb (Liccorice-Darstellung) eingefarbt. Das Ubichinon ist
ebenfalls in Liccorice-Darstellung, aber in orange gezeichnet. Lipid- sowie Wasser-Atome
werden bei Bedarf zur besseren Ubersicht teilweise nicht dargestellt.

In der Aufsicht sind die vier Protein-Untereinheiten (o) mit den entsprechenden Pigmenten
zu sehen (Abb. 4.14A). Das Ubichinon befindet sich auf der Auflenseite des LH1-Rings (links
von der Proteinstruktur) und ist im hydrophoben Bereich der Membran eingebaut worden
(Abb. 4.14B). Es wurde darauf geachtet, dass sich sowohl auf der Aulen- wie auch auf der
Innenseite des LH1-Rings eine ausreichende Anzahl Lipide befindet, um den Diffusions-
transport ohne storende Randeffekte simulieren zu kdnnen.

Die Systemgroe konnte mit diesen MaBnahmen deutlich reduziert werden. Das
Gesamtsystem umfasst 82949 Atome. Hiervon entfallen 6940 Atome auf die Protein-
untereinheiten, 1641 Atome auf die Pigmente, 31758 Atome auf die Lipide, 42606 Atome auf
die Wassermolekiile und 4 Atome auf lonen. Das System besitzt eine rechtwinklige
Einheitszelle mit den AusmaBen 115A x 105A x 87A. Zur Gewihrleistung der Stabilitit der

Gesamtstruktur, die hier nicht mehr durch den kompletten Ring gegeben ist, wurde auf das



98 Kapitel 4 Ubichinon-Diffusion durch den LH1-Ring aus R.rubrum

Proteinriickgrat der Transmembranhelizes der zwei dulleren aff-Untereinheiten (in Abb. 4.14
dunkelgrau hervorgehoben) ein harmonischer Constraint mit einer Stirke von 35 pN/A ange-
legt. Dieser Constraint war wahrend der Simulation konstant. Der untersuchte Kanal befindet
sich zwischen den inneren af-Untereinheiten, an denen der Constraint nicht direkt angelegt
war. Alle weiteren Simulationen zur Untersuchung des Transportweges des Ubichinon-
Molekiils basieren auf diesem Modellsystem. Aufgrund der beschriebenen Modifikationen
des Systems, wurde eine erneute Equilibrierung durchgefiihrt. Voraussetzung fiir die Verwen-
dung des ,,verkleinerten* Modellsystems ist, dass sich das System im Vergleich zum ganzen
LHI1-Ring identisch verhilt. Es wurden dieselben Simulationsparameter wie in Unterkapitel

Simulation des Kernkomplexes von R. rubrum verwendet.

Minimierung: Um Uberlappungen von Atomen im System zu verhindern, wurde das neue

System energieminimiert.

Equilibrierung des Losungsmittels: Das Proteinriickgrat der LH1-Untereinheiten sowie das
Ubichinon werden mit einem Constraint der Stirke 70 pN/A festgehalten und nur die Lipide
und Wassermolekiile werden equilibriert. Das System wird von 0 K in einer Temperatur-
rampe auf 300 K aufgeheizt. Die Simulation erfolgte im NVT-Ensemble. Die Simulations-
dauer betrug 250 ps.

Equilibrierung des Gesamtsystems: Der Constraint, der anfanglich auf die Atome der LH1-
Untereinheiten und des Ubichinons gewirkt hat, wird auf 0 pN/A reduziert und das System
kann frei equilibrieren. Es wird im NPT-Ensemble bei einer konstanten Temperatur von 300 K

und einem konstanten Druck von 1 bar simuliert. Die Simulationsdauer betrug 5 ns.

4.4.2. Ergebnisse und Diskussion

Abb. 4.15 gibt eine Ubersicht der Ergebnisse der Equilibrierung. Innerhalb der letzten 2 ns der
Simulation sind die Systemgroffen Gesamtenergie, Temperatur sowie das Volumen des

Systems (Abb. 4.15A-C) stabil.
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Abb. 4.15D zeigt die strukturelle Abweichung verschiedener Substrukturen bezogen auf die
Startstruktur der Simulation. Der Transmembranbereich der Protein-Untereinheiten
(schwarz), sowie die a- (rot) und B-Untereinheit (griin) zeigen zu Beginn der Simulation nur
kleine Abweichungen von der Startstruktur; die RMSD-Werten liegen unterhalb 1.5 A. Fiir
die Chlorophyll- (cyan) sowie Carotinoid-Molekiile (magenta) ergibt sich ein dhnlicher
Verlauf der RMSD-Werte. Alle betrachteten Substrukturen sind nach ca. 2 ns wieder stabil.
Die Anderungen sind auf das erneute Einbauen in die Doppellipidschicht und die

anschlieBende Solvatisierung zuriickzufiihren.
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In Abb. 4.15E ist als Referenzstruktur die Struktur des equilibrierten LHI-Rings aus der
Simulation des LHI1-RC-Komplexes verwendet worden (Unterkapitel Simulation des
Kernkomplexes von R. rubrum). Durch Verwendung dieser Referenzstruktur erhélt man die
strukturelle Abweichung bezogen auf den kompletten LH1-Ring. Keine der betrachteten
Substrukturen zeigt eine sichtbare Veranderung der strukturellen Abweichung.

Diese Simulation hat gezeigt, dass das ,,Extrahieren” eines Minimalsystems aus der kom-
pletten Kernkomplexstruktur zu keiner gro3en Veranderung in der strukturellen Dynamik des
Systems fiihrt. Das gewdhlte Modellsystem weicht nur geringfiigig von der equilibrierten
Struktur des LH1-RC-Systems ab und kann somit als Minimalsystem fiir die weiteren Simu-
lationen verwendet werden; unter anderem zur Untersuchung eines moglichen Pfades, iiber

den das Ubichinon durch den LH1-Ring diffundieren kann.

4.5. Voruntersuchung zur Ubichinon-Diffusion durch den
LH1-Ring

In einem ersten Versuch wurde das Ubichinon-Molekiil mit dem Kopf voran zwischen zwei
ap-Untereinheiten durch den LH1-Ring gezogen. Die Bewegung des Ubichinons wurde
mittels SMD durch eine externe Kraft beschleunigt. Ziel dieser Simulation war es, die
Machbarkeit einer moglichen Diffusion des Ubichinons durch den LH1-Ring zu untersuchen.
Die zentrale Frage war, inwieweit ein Durchziehen des Ubichinon-Molekiils die Struktur der
Pigment-Protein-Barriere (LH1) verdndert. Als Startstruktur kam die equilibrierte Struktur des

Modellsystems zum Einsatz.

4.5.1. Simulationssystem und Simulationsparameter

Das Ubichinon befand sich, wie im Unterkapitel Modellsystem beschrieben, auf der
AuBenseite des LH1-Rings mit der Kopfgruppe in Richtung des LH1-Rings (Abb. 4.16A). Die
Kopfgruppe ist in rot eingefdrbt. Die externe Kraft wurde am Schwerpunkt des Ubichinon-
Kopfes angelegt und das Ubichinon wurde komplett durch das Ringsegment gezogen. Am
Ende der Simulation befand es sich auf der Innenseite der Proteinstruktur (Abb. 4.16B). Eine

zeitliche Abfolge der SMD-Simulation zeigt Abb. 4.16C-F.
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Abb. 4.16

Das Ubichinon wird Kopf voran durch die Pigment-Protein-Barriere gezogen. Die Kopfgruppe des Ubichinon,

an die die externe Kraft des SMD-Potentials angelegt wurde, ist rot hervorgehoben. (A) und (B) AufSicht auf
das System vor bzw. nach der Simulation. (C)-(F) Seitenansicht auf das System. Die Bilder zeigen eine zeitliche
Abfolge der Simulation. Am Anfang befindet sich das Ubichinon auf der Auf3enseite des LHI-Rings (links) (C),

am Ende ist es komplett durch den LHI-Ring auf die Innenseite gezogen worden (F). Lipide, Wasser und Teile
der Pigment-Protein-Struktur sind zur besseren Ubersicht nicht eingezeichnet. Gezeigt ist ein Querschnitt durch

die Mitte der vier afp-Untereinheiten.

Besonderes Augenmerk wurde auf die externe Kraft sowie auf die strukturellen Abwei-
chungen der beteiligten Substrukturen, wie den Chlorophyll-Molekiilen, den a- bzw. 3-Unter-
einheiten des LH1-Rings oder den Carotinoid-Molekiilen, gelegt. Als Referenzstruktur diente
die Startstruktur des Kernkomplexes. Die Simulationsdauer betrug insgesamt 9 ns und die ver-
wendete SMD-Geschwindigkeit lag bei 10 A/ns. Die Kraftkonstante der Feder betrug 500 pN/A.
Alle weiteren Simulationsparameter entsprechen den Simulationsparametern aus Unterkapitel

Modellsystem.
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4.5.2. Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse dieser SMD-Simulation sind in der Abb. 4.17 zusammengestellt. Gezeigt
werden nur die externe Kraft sowie die strukturelle Abweichung der Substrukturen des
Systems; alle weiteren SystemgroBen zeigten keine Auffilligkeiten. In Abb. 4.17A ist der
Verlauf der Kraft zu sehen, die aufgebracht werden musste, um das Ubichinon-Molekiil durch
den LH1-Ring zu ziehen (grau). In rot sieht ist eine geglittete Kraftkurve eingezeichnet, um

den generellen Verlauf zu verdeutlichen.
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Abb. 4.17

Ergebnis der SMD-Simulation. Das Ubichinon wurde mit dem Kopf voran, von auflen nach innen, komplett
durch den Ring gezogen. (A) Kraft, (B) Strukturelle Abweichung. RMSD-Wert ausgewdhlter Substrukturen
bezogen auf die equilibrierte Struktur des LHI-RC-Komplexes, TRANS — Transmembranbereich der Protein-
struktur, ALP — o-Untereinheit (transmembran), BET — [-Untereinheit (transmembran), BChl — Chlorophyll-
Molekiile, BChlc — Chlorophyll-Molekiile (Kopfgruppe) und Car — Carotinoid-Molekiile.

Zu Beginn der Simulation steigt die Kraft im Mittel auf ca. 500 pN an. Der Kopf des
Ubichinons wird in diesem Bereich in den Zwischenraum zweier of-Untereinheiten gezogen.
Danach fluktuiert die Kraft um einen Mittelwert von 350 pN bis zum Ende der Simulation.
Die GroBenordnung der Kraft ist vergleichbar mit der aus anderen SMD-Simulationen kleiner
Molekiile unter Verwendung dhnlicher Zuggeschwindigkeiten [99, 100].

Die strukturelle Abweichung des Systems (Abb. 4.17B) ist vergleichbar mit der Equilibrierung
des Modellsystems. Im Vergleich zur Referenzstruktur des Kernkomplexes, besitzen alle
betrachteten Substrukturen stabile RMSD-Werte. Lediglich der RMSD-Wert der Car-Mole-
kiile steigt zum Ende der Simulation leicht an. Die RMSD-Daten sowie eine visuelle
Inspektion der Struktur zeigen, dass keine merklichen strukturellen Verdnderungen des
Systems auftreten. Das Ubichinon kann ohne Zerstorung der Protein- bzw. Pigmentstruktur
mit moderaten Kréften durch den LH1-Ring gezogen werden. Im Folgenden soll der Pfad

durch die af-Untereinheiten des LH1-Rings ndher untersucht und charakterisiert werden.
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4.6. Identifizierung eines moglichen Pfades durch den
LH1-Ring

Zur Identifizierung eines mdglichen Pfads des Ubichinons durch den LH1-Ring und dessen
genauere Untersuchung wurden zwei Modellsysteme aufgesetzt, in denen das Ubichinon
bereits zur Hélfte durch den Ring gezogen war. Wihrend in dem einen Modellsystem der
Kopf des Ubichinons auf der Innenseite des LH1-Rings positioniert war (System 1), befand
sich im zweiten Modellsystem die Kopfgruppe des Ubichinons auf der Aullenseite des LH1-
Rings (System 2). Anstelle des gesamten LH1-Rings wurden wiederum nur vier af3-Unter-
einheiten eingesetzt. Diese Modellsysteme waren der Ausgangspunkt fiir zwei Simulationen,
in denen das Ubichinon aus dem LH1-Ring gezogen wurde — einmal von innen nach auflen
und von auflen nach innen. Aus den erhaltenen Daten wurde der Pfad des Ubichinons durch

den LH1-Ring ermittelt.

4.6.1. Simulationssystem und Simulationsparameter

Das Ubichinon-Molekiil liegt in einer gestreckten Konformation im LH1-Ring, so dass sich
der Kopf und der Schwanz des Molekiils auf unterschiedlichen Seiten des LHI1-Rings
befinden. Die zwei Modellsysteme sind in Abb. 4.18 dargestellt und werden im Folgenden mit
System 1 (blau) und System 2 (rot) bezeichnet. Die fehlenden Segmente des LH1-Rings sind

als gestrichelte Linie angedeutet.

A B

System 1 System 2

_O O_

Abb. 4.18

Das Ubichinon ist im LHI-Ring mit unterschiedlicher Orientierung eingebaut. Die fehlenden Segmente des LHI-
Rings sind als gestrichelte Linie angedeutet. Die Kopfgruppe des Ubichinons ist rot angefirbt. (4) System 1 (blau) —
Kopfgruppe des Ubichinons sitzt auf der Innenseite des LHI-Rings. (B) System 2 (rot) - Kopfgruppe des Ubichi-
nons sitzt auf der Aufenseite des LHI-Rings.
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In System 1 (Abb. 4.18A) befindet sich die Kopfgruppe des Ubichinons auf der Innenseite und
der Schwanz des Ubichinons auf der AuBlenseite der Proteinstruktur. In System 2 (Abb. 4.18B)
sitzt das Ubichinon-Molekiil umgekehrt im LH1-Ring. Hier befinden sich die Kopfgruppe auf
der AuBlenseite und der Schwanz auf der Innenseite der LHI1-Struktur. An diesen beiden
Systemen wurden SMD-Simulationen durchgefiihrt, um Informationen {iber einen méglichen
Pfad durch die Pigment-Protein-Barriere zu erhalten. Die Kopfgruppe des Ubichinons ist der
Teil des Molekiils, der das grofite Volumen einnimmt, und so bei der Diffusion durch den
LH1-Ring den grofiten Einfluss haben wird. In der SMD-Simulation, die in Unterkapitel
Voruntersuchung zur Ubichinon-Diffusion durch den LHI-Ring vorgestellt wurde, lag die
externe Kraft am Schwerpunkt der Kopfgruppe an. Im jetzigen Fall wird am Schwanz des
Ubichinons gezogen und verfolgt, welchen Pfad die Kopfgruppe durch die Pigment-Protein-
Barriere nimmt. Diese Simulation erfolgt in beiden Richtungen — von auBlen nach innen und
von innen nach auflen. Im Anschluss sollen anhand der Daten aus beiden unabhdngig
voneinander durchgefiihrten Simulationen Aussagen liber den genauen Pfad des Molekiils
gemacht werden.

Die Kraft wurde am Schwerpunkt der terminalen C-Atome der endstindigen Isoprenoid-
Gruppe angelegt (Pfeil in Abb. 4.18). Die Kraftkonstante betrug 500 pN/A und die SMD-
Geschwindigkeit 10 A/ns. Alle weiteren Simulationsparameter entsprechen den Simulations-
parametern aus Unterkapitel Modellsystem. Im Gegensatz zu vorheriger Simulation (Unter-
kapitel Voruntersuchung zur Ubichinon-Diffusion durch den LHI-Ring), ist in diesem Fall der
Kopf frei beweglich und wird durch Ziehen am Schwanz durch den LH1-Ring gefiihrt. Damit
kann sich der Kopf, der das gréfte Hindernis darstellt, einen Weg durch den LH1-Ring
suchen. Das Ubichinon-Molekiil selbst besitzt zusitzlich eine gewisse Flexibilitit, die
zusammen mit dem harmonischen Zugpotential, angelegt am Schwanz des Ubichinons, eine

maximale Bewegungsfreiheit der Ubichinon-Kopfgruppe gewihrleistet.

4.6.2. Ergebnisse und Diskussion

Eine Ubersicht der wichtigen Ergebnisse fiir System 1 zeigt Abb. 4.19. Die Kraftkurve ist in
grau, eine geglattete Kurve der Daten in rot gezeichnet (Abb. 4.19A). Der Verlauf der Kraft
dhnelt dem, der SMD-Simulation in Unterkapitel Voruntersuchung zur Ubichinon-Diffusion
durch den LHI-Ring. Im Mittel (rot) fluktuiert auch hier die Kraft um ca. 300 pN. Innerhalb
der ersten Nanosekunde steigt die Kraft sukzessive an. Dies kann darauf zuriickgefiihrt

werden, dass das Ubichinon-Molekiil zu Beginn der Simulation nicht komplett gestreckt
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vorlag und sich dadurch die Ubichinon-Kopfgruppe erst nach einer bestimmten Simulations-

dauer bewegt.
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Abb. 4.19

SMD-Simulation zur Ermittlung eines Pfades durch den LHI-Ring im System 1. (4) Kraft (B) RMSD-Wert aus-
gewdhlter Substrukturen bezogen auf die equilibrierte Struktur des LHI-RC-Komplexes. TRANS — Transmem-
branbereich der Proteinstruktur, ALP — o-Untereinheit (transmembran), BET — [(-Untereinheit (transmem-
bran), BChl — Chlorophyll-Molekiile, BChlc — Chlorophyll-Molekiile (Kopfgruppe) und Car — Carotinoid-Mole-
kiile.

Im Vergleich zur equilibrierten Struktur des Kernkomplexes behalten alle betrachteten
Substrukturen wihrend der Simulation stabile RMSD-Werte (Abb. 4.19B). Das Protein
(schwarze Kurve) zeigt nur sehr geringe strukturelle Abweichungen. Dies ist sowohl in der -
Untereinheit (rote kurve), wie auch der B-Untereinheit (griine Kurve) zu sehen. Der RMSD-
Wert der Carotinoid-Molekiile (Kurve in magenta) zeigt im Vergleich zu den anderen
Strukturen leicht erhohte Fluktuationen entlang der Trajektorie. Dieses Verhalten der
Carotinoide konnte bereits in der Equilibrierungsphase des Kernkomplexes gesehen werden
und deutet deshalb auf ein generelles Verhalten der Carotinoid-Molekiile hin. Die BChl-
Molekiile (blaue Kurve) zeigen im Vergleich zu den anderen Substrukturen die grofite
Abweichung von der Referenzstruktur. Hierfiir sind die BChl-Schwénze verantwortlich, die
im Zwischenraum der Protein-Untereinheiten liegen und zusammen mit den Car-Molekiilen
diesen Bereich ausfiillen. Die Flexibilitdt bzw. die dynamischen Umlagerungen dieser Teile
der Struktur ermdglichen es dem Ubichinon-Molekiil durch den LH1-Ring zu diffundieren.
Die Kopfgruppen der Chlorophyll-Molekiile (Kurve in cyan) sind stabil in die Protein-
Untereinheiten eingebaut und zeigen nur eine sehr geringe strukturelle Abweichung.

Eine visuelle Inspektion der Struktur bestdtigt diese Ergebnisse; es kam wihrend der

Simulation zu keiner merklichen strukturellen Verdnderung des Systems. Die Daten der
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Simulation aus System 2 ergeben einen sehr dhnlichen Verlauf der untersuchten Gréflen und
werden daher nicht explizit gezeigt.

Um den gewidhlten Weg der Ubichinon-Kopfgruppe genauer zu untersuchen, wurde er zu
verschiedenen Zeitpunkten entlang der Trajektorie visuell rekonstruiert. Dies erfolgte fiir
beide Simulationssysteme (System 1 und 2) und ist in Abb. 4.20 zu sehen. In blau sind
Momentaufnahmen der Kopfgruppe fiir das System 1, in rot fiir das System 2 gezeigt. Auf
Wasser- Lipid-, sowie einige Protein- und Pigmentatome wurden der Ubersicht wegen in
Abb. 4.20 verzichtet. Der Pfad des Ubichinons fiihrt zwischen den Chlorophyll-Schwinzen und

den Carotinoiden durch die Protein-Untereinheiten des LH1-Rings hindurch.

Abb. 4.20

Moglicher Pfad der Ubichinon-Kopfgruppe durch den LHI-Ring. (A) Seitenansicht, (B) Aufsicht.
Momentaufnahmen der Kopfgruppe der Simulation von System 1 sind in blau, fiir System 2 in rot
dargestellt. Zu sehen ist jeweils der Schwerpunkt der Kopfgruppe (Kugel), sowie der Kohlenstoff-
Sechsring. Lipide, Wassermolekiile sowie Teile des Proteins und der Pigmente sind der Ubersicht
wegen nicht eingezeichnet.

Sowohl die Seitenansicht (Abb. 4.20A) als auch die Aufsicht (Abb. 4.20B) zeigen fiir beide
Richtungen einen sehr dhnlichen Pfad, den die Kopfgruppe des Ubichinons durch den LH1-
Ring nimmt. Dies ist auf die dichte Struktur des LHI1-Rings, bestehend aus Chlorophyll-
Molekiilen, Carotinoide und dem Proteingeriist zuriickzufiihren, wodurch der Raum fiir eine
mogliche Diffusion eingeschrénkt ist. In der Aufsicht ist eine Abweichung an der Innenseite
des LHI1-Segments zu sehen (rechts); dort stimmen die Momentaufnhahmen von Vorwérts-
und Riickwirtsrichtung (bzw. System 1 und 2) nicht genau iiberein. Diese Abweichung kann
auf die Systempréparation zuriickgefiihrt werden; durch ldngere Equilibrierungsphasen oder
eine langsamere Zuggeschwindigkeit ldsst sich wahrscheinlich auch in diesem Bereich des

Systems eine bessere Ubereinstimmung erreichen.
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Im Folgenden soll der gefundene Pfad ndher untersucht und ein Profil der Freien Energie

entlang des Weges erstellt werden.

4.7. Rekonstruktion des Potentials entlang der
Reaktionskoordinate

Um quantitative Aussagen iiber einen Diffusionsprozess entlang des Pfades machen zu
konnen, muss das Freie Energieprofil entlang des Pfades (PMF) bekannt sein. Dabei
beschrinkt sich die Betrachtung auf die Kopfgruppe des Ubichinons. Sie stellt das grofite
Hindernis bei einer Diffusion durch den LHI1-Ring dar und wird dementsprechend den
grofften Beitrag zum PMF liefern. Zur Bestimmung des PMF werden SMD-Simulationen
herangezogen, die die Ubichinon-Kopfgruppe entlang des zuvor ermittelten Pfades durch den
LH1-Ring ziehen. Aufgrund der erwarteten langsamen Diffusionszeit (das Ubichinon benétigt
fiir dieselbe Strecke ohne Potential bereits mehr als 100 ns) ist eine Simulation im Gleich-
gewicht nicht moglich; das Ubichinon-Molekiil wird beschleunigt entlang des Pfades bewegt.
Aufgrund der Beschleunigung des Prozesses befindet sich das System im Nicht-Gleich-
gewicht, d.h. nicht die gesamte Arbeit, die iiber das SMD-Potential ins System flie3t, wird fiir
die Uberwindung des Potentials der Pigment-Protein-Barriere verwendet. Es entsteht Dissi-
pation; also Arbeit, die an das Wiarmebad abgegeben wird und somit verloren geht. Zu einer
Rekonstruktion des PMFs benétigt man daher eine Reihe von Trajektorien, gekoppelt mit
einer statistischen Auswertung, um die Gleichgewichtsgrofe (Potentialdinderung AG) aus den

Nichtgleichgewichtsdaten (investierte Arbeit ¥) zu extrahieren.

4.7.1. Simulationssystem und Simulationsparameter

Das PMF wurde fiir beide Simulationsrichtungen (System 1 und 2) unabhingig voneinander
berechnet. Zu diesem Zweck mussten beide Simulationssysteme modifiziert werden, was in
Abb. 4.21 schematisch dargestellt ist. In System 1 (Abb. 4.21A) ist das Ubichinon von auflen
durch den LH1-Ring auf die Innenseite gezogen worden, in System 2 (Abb. 4.21B) von innen
nach auflen; in beiden Féllen lag die externe Kraft nun am Schwerpunkt der Kopfgruppe an.
Die Ubichinon-Molekiile sind schematisch in blau bzw. rot eingezeichnet, das Sechseck

reprasentiert die Kopfgruppe.
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Abb. 4.21

Schematische Darstellung der beiden Systeme zur Rekonstruktion des Profils der Freien Energie. Die
Ubichinon-Molekiile sind schematisch in blau bzw. rot eingezeichnet, das Sechseck reprisentiert die Kopf-
gruppe. Der LHI-Ring ist durch einen gestrichelten Kreis angedeutet und das simulierte Pigment-Protein-Seg-
ment des Modellsystems ist transparent im Hintergrund eingezeichnet. Die Zugrichtung ist als Pfeil dargestellt.
(A) System 1 = Vorwdrtsrichtung, (B) System 2 = Riickwdrtsrichtung.

Um das System wihrend der Simulation moglichst nahe am Gleichgewicht zu halten, sind
beide moglichen Pfade (System 1 und 2) in mehrere Sektionen zerlegt. Ein seitlicher Schnitt
durch das Modellsystem verdeutlicht die Einteilung und ist in Abb. 4.22 gezeigt. Zum einen
wird, analog zu Abb. 4.20, der Pfad der Kopfgruppe des Ubichinons durch den LH1-Ring fiir
beide Systeme dargestellt, zum anderen wird im unteren Teil der Abbildung die Einteilung in
Sektionen, dargestellt durch Pfeile der entsprechenden Farbe, verdeutlicht. Jede Sektion hatte

eine Linge von ca. 3 A.

Abb. 4.22

Einteilung des Pfades in Sektionen. Im Pigment-Protein-Geriist eingezeichnet ist der
Pfad der Kopfgruppe des Ubichinons fiir beide Systeme. Die Darstellung ist analog
zu Abb. 4.20. Im unteren Teil der Abbildung sind zusdtzlich die einzelnen Sektionen
eingezeichnet. Sie werden durch die Pfeile in der entsprechenden Farbe reprdsen-
tiert.
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In MD-Simulationen wurde das Ubichinon-Molekiil an den Ausgangspunkten der Sektionen
pripariert (Anfang der Pfeile) und die daraus entstehenden 10 neuen Systeme fiir jede
Richtung jeweils 1 ns equilibriert. Der Schwerpunkt der Kopfgruppe des Ubichinon-Molekiils
wurde an den vordefinierten Positionen mit einem harmonischen Constraint von 500 pN/A
festgehalten. Die Equilibrierung wurde durchgefiihrt, um in jeder Sektion aus einem Gleich-
gewichtszustand des Systems zu starten und damit das System entlang des gesamten Pfades
moglichst nahe am Gleichgewicht zu halten.

Aus jeder Simulationen wurde ein Ensemble aus insgesamt 10 zufdlligen Startstrukturen
extrahiert. An jedem Ensemble wurden SMD-Simulationen durchgefiihrt, bei denen der Kopf
des Ubichinon-Molekiils von seiner Startposition zur néchsten Sektion entlang des Pfades ge-
zogen wurde. Um eine liickenlose Untersuchung des Pfades sicherzustellen, wurden die Sek-
tionen so gewdhlt, dass sich benachbarte Sektionen teilweise iiberlappen, d. h. dass das Ende
der einen Sektion bereits den Anfang der nachfolgenden Sektion beinhaltet. Die Federkon-
stante des SMD-Potentials betrug 500 pN/A und die SMD-Geschwindigkeit 10 A/ns. Alle
weiteren Simulationsparameter entsprachen den Simulationsparametern aus dem Unterkapitel

Modellsystem.

4.7.2. Ergebnisse und Diskussion

Aus den Daten der SMD-Simulation lassen sich die Position der Kopfgruppe und die Krifte,
die an der Kopfgruppe des Ubichinon-Molekiils angreifen, ermitteln. Aus dieser Kraft kann
die Arbeit berechnet werden, die am System verrichtet wurde. Da die Krifte von Trajektorie
zu Trajektorie innerhalb einer Sektion fluktuieren, ergeben sich unterschiedliche Arbeits-
profile. In Abb. 4.23A sieht man Arbeitswerte von 10 SMD-Simulationen einer Sektion als

Funktion der Reaktionskoordinate.
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Abb. 4.23

(A) Arbeitswerte aus 10 Trajektorien fiir eine einzelne Sektion (Sektion 3 aus System 2, Riickwdrtsrichtung). (B)
Rekonstruiertes Potential aus den 10 Trajektorien). Zur Bestimmung der Freien Energie wurden verschiedene
Methoden verwendet. Der Mittelwert der Arbeitswerte ist durch Dreiecke und die Kumulantenentwicklung bis
zur zweiten Ordnung durch Kreise dargestellt.

Die Arbeitsprofile sind der Klarheit wegen geglittet dargestellt. Die Streuung der
Arbeitswerte entlang der Reaktionskoordinate nimmt zu. Dies bedeutet auch, dass die
dissipierte Arbeit zunimmt, wihrend das Ubichinon-Molekiil entlang der Reaktionskoordinate
gezogen wird. Aus den Arbeitswerten lisst sich die Anderung der Freie Energie entlang der
Reaktionskoordinate rekonstruieren. In Abb. 4.23B ist das Ergebnis dieser Berechnung fiir
Sektion 3 aus System 2 zu sehen; hier sind die mittlere Arbeit (Dreiecke) sowie die Kumulan-
tenentwicklung bis zur zweiten Ordnung (Kreise) eingezeichnet. Die mittlere Arbeit ent-

spricht nur dann der Anderung der Freien Energie, wenn sich das System zu allen Zeiten im

Gleichgewicht befindet - was nicht der Fall ist. Die mittlere Arbeit ist dann <W> > AG, also

immer groBer als die Anderung der Freien Energie. Unter der Annahme einer GauBformigen
Arbeitsverteilung lédsst sich das Mafl an Dissipation anhand der Breite der Arbeitsverteilung
abschitzen. Bis ca. 2 A ist die dissipierte Arbeit Wyis < 3 kgT und das System nahe am
Gleichgewicht. Am Ende der Sektion ist die dissipierte Arbeit Wyiss < 8 kgT und das System
hat sich somit weiter vom Gleichgewicht entfernt. Fiir alle Sektionen, sowohl fiir die
Vorwirts- als auch fiir die Riickwirtsrichtung, wurde die Dissipation im Bereich von 0 kgT
bis 5 kgT fiir groBe Teile der Sektionen abgeschitzt. Zum Ende der Sektionen steigt die
Dissipation in einigen Sektionen bis auf 10 kgT an. Wie in Kapitel 2.4.2. Rekonstruktion des
Freien Energieprofils aus SMD-Simulationen gezeigt, lisst sich fiir eine geringe Anzahl an
Trajektorien (n = 10) und der Dissipation (Wgss < 10 kgT®"®) die Anderung der Freien
Energie mit der Kumulantenentwicklung bis zur zweiten Ordnung rekonstruieren. Dies
erfolgte fiir beide Richtungen (System 1 und 2) und alle Sektionen entlang des Pfades

(Abb. 4.24A,B). Die rekonstruierten Potentiale der einzelnen Sektionen wurden unter Beriick-
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sichtigung, dass alle Potential-Segmente nahtlos aneinander anschlieen, zusammengefiihrt.
Dazu wurden die Potentiale benachbarter Sektionen auf der AG-Achse entsprechend verscho-

ben. Eine Uberlagerung der zusammengesetzten Potentialverldufe aus System 1 und 2 zeigt

Abb. 4.24C.
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Abb. 4.24

4 Mit der Kumulantenentwicklung bis zur zweiten
%T— Ordnung berechnete Potentialverldufe.

S (4) System 1, einzelne Sektionen. (B) System 2,
(\D einzelne Sektionen (C) Uberlagerung der zusam-
A mengesetzten Potentiale aus System 1 (blau) und

System 2 (rot).

5 10 15 20 25
Reaktionskoordinate / A

In den Abbildungen Abb. 4.24A,B ist zu erkennen, dass sich Sektionen mit ansteigendem AG
und solche mit abnehmendem AG die Waage halten. In der Uberlagerung der beiden zusam-
mengesetzten Potentialverldufe (Abb. 4.24C) sieht man, dass beide Richtungen unter-
schiedliche Potentialverldufe ergeben. Die maximale Potentialmodulation liegt bei ca. 16 kgT.
Die Potentialdifferenzen zwischen Anfang und Ende liegen im Bereich von 10 kgT fiir
System 1 bzw. 7 kgT fiir System 2.

Die Kumulantenentwicklung bis zur zweiten Ordnung fiihrt zu keinem zufriedenstellenden
Ergebnis, da der Potentialverlauf zwei grundsitzliche Eigenschaften des Potentials nicht wie-
dergeben kann.

i) Die Potentialverliufe ergeben keine Ubereinstimmung zwischen Vor- und Riickwirts-

richtung (System 1 und 2). Wenn aber Wechselwirkungen der Kopfgruppe des Ubichinon-
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Molekiils das Potential maBgeblich beeinflussen und in beiden Systemen derselbe Pfad
untersucht wurde, sollten die Potentiale in beiden Systemen iibereinstimmen ii) Dariliber
hinaus wire zu erwarten, dass das Potential auf beiden Seiten des LHI1-Rings nahezu
denselben Wert annimmt, da es fiir den Kopf des Ubichinon-Molekiils in Bezug auf die
Anderung der Freien Energie gleichbedeutend ist, ob er sich vor oder hinter der Protein-

barriere in der Doppellipidschicht befindet. Dies ist in beiden Systemen nicht erfiillt.

4.8. Bestimmung des entropischen Beitrags durch
Streckung des Ubichinons

Bei genauerer Betrachtung einzelner Trajektorien aus verschiedenen Sektionen, insbesondere
bei der Betrachtung der Struktur des Ubichinon-Molekiils fallen zwei Punkte auf. Erstens
besitzt das Ubichinon-Molekiil in den einzelnen Sektionen nicht immer dieselbe Struktur,
sondern ist unterschiedlich stark gestreckt bzw. geknéult. Zweitens wird es wihrend den
SMD-Simulationen gestreckt. Die zusdtzliche Arbeit, die mit diesem Strecken einhergeht,
muss bei der Rekonstruktion des Potentials bertiicksichtigt werden. Mit Hilfe von zwei
weiteren Simulationen wird das Potential der Streckung des Ubichinon-Molekiils bestimmt.
In einer ersten Simulation wurde das Ubichinon-Molekiil aus einem equilibrierten, gekniulten
Zustand (Abb. 4.25A) in einen vollig gestreckten Zustand tliberfiihrt (Abb. 4.25B). Die zweite
Simulation fiihrte aus diesem gestreckten Zustand zuriick in eine gekndulte Konformation des

Ubichinon-Molekiils.

Abb. 4.25

Ubichinon-Molekiil in Ball and Stick-Darstellung. Gezeigt sind zwei Konformationen. (A) Gekndulte Konfor-
mation. (B) Gestreckte Konformation. Die Atome sind entsprechend dem Namen (chemischem Element) einge-
fiirbt.

Die SMD-Simulationen wurden im Vakuum durchgefiihrt. In beiden Simulationen diente ein
harmonischer Constraint mit der Stiirke 500 pN/A dazu, den Schwerpunkt der Kopfgruppe zu
bewegen, wobei das terminale C-Atom der letzten Isoprenoid-Einheit im Raum fixiert war.
Um aus den Simulationsdaten direkt auf das zugrunde liegende Potential schlieBen zu konnen,

muss sich das System iiber den gesamten Verlauf der Simulation im Gleichgewicht befinden.
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Die Zuggeschwindigkeit betrug aus diesem Grund in beiden Fillen 0.1 A/ns, was zu einer
Simulationsdauer von ca. 450 ns pro Simulation fiihrte. Wéhrend der Simulation werden die
Kraft, die notwendig ist, um das Molekiil zu strecken, sowie der Abstand zwischen dem
Schwerpunkt der Kopfgruppe und dem Schwanzatom des Ubichinon-Molekiils kontinuierlich

aufgenommen.

4.8.1. Ergebnisse und Diskussion

Lasst man das Ubichinon-Molekiil frei equilibrieren, so liegt es in einer geknéulten
Konformation vor. Dabei kann das Ubichinon im equilibrierten Zustand bei Raumtemperatur
eine Vielzahl an unterschiedlichen Konformationen einnehmen.

Wird das Ubichinon-Molekiil gestreckt, so wird nach und nach die Anzahl der Freiheitsgrade,
die dem System zur Verfiigung steht, reduziert. Dies geschieht so lange, bis das System in
einem komplett gestreckten Zustand vorliegt und ein Minimum an Entropie erreicht hat. Um
eine Streckung des Molekiils zu erzielen, muss Arbeit am System verrichtet werden. Die
dazugehorige Kraft-Ausdehnungs-Kurve ldsst sich mit Hilfe eines Polymer-Modells aus dem
Gebiet der statistischen Mechanik approximieren. Das Ubichinon-Molekiil kann annihernd
als polymerartige Molekiilkette aus identischen Isoprenoid-Einheiten angenommen werden.
Ein solches System lésst sich mit verschiedenen Polymer-Modellen beschreiben.

Im Folgenden soll kurz auf das Worm-Like-Chain (WLC)-Modell eingegangen werden. Dabei
handelt es sich um ein Modell, bei dem das Ubichinon-Molekiil als homogener Strang mit
konstanter Biege-Elastizitdt angesehen wird [101]. Die eingenommene Konformation wird
mathematisch durch eine kontinuierlich gebogene Kurve beschrieben, die bei Unterschreiten
einer charakteristischen Langenskala — der Persistenzlénge /, — als linear angenommen wird.
Das bedeutet, dass sich die Richtung des Polymers im Bereich der Persistenzlange nicht
andert und so eine Aussage tiber die Steifigkeit des Molekiils mdglich ist. Die Persistenzlénge
[, lasst sich nicht direkt mit strukturellen GroBlen, wie einer kleinsten Einheit im Molekiil

vergleichen. Die zur Streckung notwendige Kraft ldsst sich approximieren [102] zu

kTl x ) x o1
F(x)zB—{—(l——j +———}. (4.2)
L4l L L 4

p

F ist die zur Streckung notwendige Kraft, kg die Boltzmannkonstante, 7" die Temperatur, x der
Abstand zwischen Kopfgruppe und Schwanz, L. die Konturldnge, (Ldnge des Molekiils im
komplett gestreckten Zustand) und /, die Persistenzléinge. Abb. 4.26 zeigt den Verlauf der
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Kraft-Ausdehnungs-Kurve fiir die Strecksimulation. Das WLC-Modell ergibt eine Fitkurve
(rot), die die Simulationsdaten (schwarz) gut beschreibt. Die ermittelte Persistenzlénge /p von
ca. 3 A ist kiirzer als die Linge der kleinsten strukturellen Einheit des Ubichinon-Molekiils,
nimlich einer Isoprenoid-Einheit, die eine Linge von ca. 5 A besitzt. Die Persistenzlinge
macht weniger als 1/15 der Gesamtlinge des Molekiils (L. = 53 A) aus. Daraus folgt, dass das
Ubichinon-Molekiil eine Tendenz zu verknédulen besitzt, was in einer MD-Simulation gezeigt

werden konnte.

Anhand der Kraft-Ausdehnungskurven

140

120. lasst sich die Arbeit bestimmen, die fiir
_ 100 den Streckvorgang am System verrichtet
S 80 werden muss, bzw. die beim Stauchen frei
% 60 wird. Die Arbeit wurde fiir beide Simula-
& ]

40'_ tionen (Strecken/Stauchen) berechnet und

20

g ist in Abb. 4.27A gezeigt. Fiir den Fall einer

50  quasi-stationdren Simulation, ist die Arbeit

Abb. 4.26 LéingedUbichinon / A entlang der Trajektorie identisch mit der
Worm-like-chain-Modell. Gezeigt ist die Kraft-Ausdeh-
nungskurve aus der Simulation, in der das Ubichinon-
Molekiil aus dem gekndulten in den gestreckten Zustand ten die Arbeitskurven fur den Streck- bzw.
gezogen wurde. In rot ist der Fit eingezeichnet, der mit

dem WLC-Modell berechnet wurde. Stauchvorgang identisch sein, was fiir den

Anderung der Freien Energie. Somit soll-

vorliegenden Fall erfiillt ist. Der Arbeitsverlauf fiir den Streckvorgang (blau) deckt sich mit

dem Arbeitsverlauf des Stauchvorgangs (rot).
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Im oberen Teil der Abbildung ist die Ldngendnderung ~ 144
des Ubichinons entlang einer SMD-Simulation aus (i?
Unterkapitel ,, Rekonstruktion des Potentials entlang der 12- -« A
Reaktionskoordinate zu sehen. Gezeigt sind die Daten -

aus Sjektion 6 fur Syste.m 1 Pas Ubichinon-Molekiil 1036 37 38 39 40 41 42
wird im Verlauf dieser Simulation um ca. 3 A gestreckt. .. .

Im unteren Teil der Abbildung ist eine Vergrofierung Lange Ubichinon / A
des relevanten Potentialbereichs (gelber Kasten) aus

(A) gezeigt. Hier ist zusdtzlich die Mittelung der beiden

Potentiale aus Hin- bzw. Riickrichtung in griin einge-

zeichnet. Die Streckung des Ubichinons aus dem oberen

Teil ldsst sich mit Hilfe des Potentialverlaufs in einen

Korrekturterm umrechnen, der bei der Rekonstruktion

des Potentials aus Unterkapitel ,, Rekonstruktion des

Potentials entlang der Reaktionskoordinate* beriick-

sichtigt werden muss.

Bereits bei Lingeninderungen ab 10 A sieht man, dass die Steigung der Kurve deutlich
grofler als Null ist. Das bedeutet, dass bereits ab dieser Lange des Ubichinon-Molekiils eine
Streckung bzw. Stauchung zu einem Arbeitsbeitrag fiihrt, der nicht zu vernachléssigen ist.
Liegt das Ubichinon-Molekiil gestreckter vor (ab ca. 35 A), erhoht sich die Steigung der
Potentialkurve (Abb. 4.27B) und damit auch der Arbeitsbeitrag. Eine Streckung um wenige
Angstrom, fiihrt zu einer Anderung des Potentials, die im Bereich der urspriinglich gemes-
senen Anderung der Freien Energie des Ubichinons entlang der Reaktionskoordinate liegt
(siehe Unterkapitel Rekonstruktion des Potentials entlang der Reaktionskoordinate). In Abb. 4.27B
ist im oberen Teil die Langendnderung des Ubichinon-Molekiils fiir die SMD-Simulation aus
Sektion 6 fiir System 1 gezeigt. Die Lange des Ubichinons nimmt wéhrend der Simulation zu,
da das Molekiil zusédtzlich gestreckt wird. Am Ende der SMD-Simulation (300 ps) hat sich
das Ubichinon um ca. 3 A verlingert. Der untere Teil in Abb. 4.27B zeigt einen Ausschnitt des

Potentials aus Abb. 4.27A (gelber Kasten). In griin ist die Mittelung aus Hin- bzw.
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Riickrichtung eingezeichnet. Die Langenidnderung fiihrt in diesem Fall zu einem Beitrag an
Freier Energie von ca. 6 kgT, der durch zusitzliches Strecken des Ubichinon-Molekiils ent-
lang der SMD-Simulation entsteht. Dieser Verlust an Entropie muss mit einem entsprech-
enden Zusatzbeitrag an Arbeit erkauft werden.

Die Arbeit, die zur Kompensation des Entropieverlusts aufgewendet wurde, muss bei der
Rekonstruktion des Potentialverlaufs beriicksichtigt werden. Dadurch ist die Kraft, die wih-
rend der SMD-Simulation am Kopf des Ubichinons angelegt wurde, in den meisten Féllen
grofler, als die Kraft, die notwendig ist, um das Ubichinon entlang der Reaktionskoordinate zu

bewegen. Dies gilt es zu beriicksichtigen, um das tatsdchliche Potential zu rekonstruieren.

4.9. Rekonstruktion des korrigierten Potentials entlang
der Reaktionskoordinate

Mit Hilfe des in Unterkapitel Bestimmung des entropischen Beitrags durch Streckung des
Ubichinons bestimmten Potentials zur Streckung des Ubichinon-Molekiils wird das Freie
Energieprofil aus Unterkapitel Rekonstruktion des Potentials entlang der Reaktionskoordinate
korrigiert. Fiir jede Sektion (siche Abb. 4.24A,B) wurde aus den einzelnen Trajektorien eine
mittlere Streckung berechnet und damit {iber das Potential zur Streckung des Ubichinons
(siche Abb. 4.27A) der Wert der Arbeit abgelesen. Um diesen Wert muss das Potential entlang
der Reaktionskoordinate korrigiert werden. Der Langenzuwachs innerhalb einer Sektion
wurde als linear angenommen, was fiir die meisten Sektionen mit der tatséchlichen Lingen-
anderung iibereinstimmte. Der zusétzliche Langenzuwachs und somit der entropische Arbeits-
beitrag sind von Sektion zu Sektion und fiir beide Richtungen (System 1 und 2) unterschied-
lich. Fiir die meisten Sektionen wurde das Potential aufgrund einer zusitzlichen Streckung
wéhrend der SMD-Simulation {iberschitzt. Es gab aber auch Sektionen, in denen sich das
Ubichinon-Molekiil wiahrend der Simulation zusammengeknéult hat, was zu einem negativen
entropischen Beitrag fiihrte. Abb. 4.28 zeigt die korrigierten Potentiale fiir die Kumulanten-

entwicklung bis zur zweiten Ordnung.



117

System 1 System 2

1 O- Kumulantenentwickiung (2. Ordnung)
+ entropische Korrektur

Kumulantenentwicklung (2.Ordnung)
+ entropische Korrektur

0]

10 15 20 25 5 10 15 20 25
Reaktionskoordinate / A Reaktionskoordinate / A
C
10- Kumulantenentwicklung (2. Ordnung)
+ entropische Korrektur
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Potentialverliufe mit entropischer Korrektur. Die
< Berechnung erfolgte mit der Kumulantenentwick-
8 \ lung bis zur zweiten Ordnung. (4), (B) Potential der
Em einzelnen Sektionen aus System I und System 2. (C)
- Uberlagerung der kombinierten Potentiale. System
%) 1 ist in blau und System 2 in rot dargestellt.
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Die Potentialverldufe der einzelnen Sektionen zeigen fiir beide Richtungen keine grofen
Anderungen (Abb. 4.284,B). Die Amplituden der Potentiale liegen im Bereich einiger kgT.
Eine Uberlagerung der zusammengesetzten Potentialverliufe ist in Abb. 4.28C dargestellt.

Die Potentialverlaufe fiir die beiden Systeme unterscheiden sich deutlich von den
Potentialverldufen in denen die Entropie nicht beriicksichtigt wurde. Fiir die Systeme 1 und 2
ergibt sich ein Potentialverlauf, der an beiden Enden einen nahezu identischen Wert annimmt.
Die Modulation der Potentialverldufe liegt im Bereich von ca. 14 kgT, wobei System 1 eine
etwas stiarkere Modulation aufweist. Des Weiteren zeigen die beiden Potentiale aus System 1
und System 2 einen dhnlichen Verlauf. Der Potentialverlauf der zwei Systeme fdllt vom
Beginn und vom Ende an zur Mitte hin zundchst ab und besitzt 3 ausgepridgte Potential-

barrieren, die sich bei ca. 10 A, 16 A und 21 A befinden. Die Barrierenhdhen liegen im
Bereich von < 10 kgT.
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4.9.1. Diskussion

Durch Beriicksichtigung der entropischen Korrektur resultiert ein Potentialverlauf, der beide
im Vorfeld geforderten Kriterien erfiillt: die Potentialverldufe fiir beide Zugrichtungen haben
am Anfang und am Ende vergleichbare Werte, mit einer Differenz von lediglich ca. 2 kgT.
AulBlerdem stimmen die Potentialverlaufe aus beiden Richtungen iiberein, obwohl die Daten
zur Rekonstruktion aus unabhingigen Simulationen stammen. Einzige Vorgabe bei Berech-
nung der beiden Potentialverldufe war eine nahezu identische Reaktionskoordinate, die sich
aus Voruntersuchungen ergeben hatte.

Die berechneten Potentiale kdnnen mit strukturellen Gegebenheiten der Pigment-Protein-
Barriere in Verbindung gebracht werden. Abb. 4.29 zeigt die Potentiale fiir System 1 (blau) und

System 2 (rot) mit den strukturellen Daten der Pigment-Protein-Barriere im Hintergrund.
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Abb. 4.29

Potentialverlauf mit Beriicksichtigung der entropischen Korrektur
fiir System 1 (blau) und System 2 (rot). Die Pigment-Protein-Struk-
tur ist im Hintergrund zu sehen. Drei charakteristische Potential-
barrieren sind mit a, b und ¢ gekennzeichnet.

Der Ubichinon-Pfad ist durch die Ubichinon-Kopfe gekennzeichnet (siehe auch Abb. 4.20). Ein
Teil der Pigment-Protein-Barriere ist der Ubersicht wegen nicht gezeigt. Zwischen den o-
Helizes der B-Untereinheiten (10 A) tritt eine Potentialbarriere mit einer GrdBe von ca. 7 kgT
auf (Abb. 4.29-a). Eine geringfiigig hohere Barriere ist an der Position zwischen den a-Helizes
der a-Untereinheiten (16 A) zu sehen (Abb. 4.29-b). Zusitzlich gibt es eine dritte Barriere, die
sich im Inneren der Pigment-Protein-Struktur befindet (Abb. 4.29-¢c). Diese Potentialbarriere
wird durch die Chlorophyllschwidnze und Carotinoide hervorgerufen. Bei Betrachtung des

Gesamtverlaufs des Potentials in beiden Richtungen fillt auf, dass das Potential im Inneren
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des LH1-Rings tiefer liegt als auBBen. Das Potential nimmt, von beiden Seiten kommend, zur
Mitte hin ab. Dieses Verhalten bedeutet, dass das Ubichinon-Molekiil eine erhohte Aufent-
haltswahrscheinlichkeit in diesem Bereich des LH1-Rings aufweist. Dieser Potentialverlauf
kann zumindest teilweise auf die Prdparation der Simulationssysteme zuriickfiihrt werden.
Der Startpunkt auf der Innen- bzw. Aufenseite des Potentials entspricht einer Position, in der
sich die Ubichinon-Kopfgruppe nicht vollstdndig in einer Lipidumgebung befindet, sondern
an der Lipid-Protein Grenzfliche. Durch Ziehen des Ubichinon-Molekiils durch den LHI1-
Ring in den vorangegangenen Simulationen (Unterkapitel Identifizierung eines moglichen
Pfades durch den LHI-Ring), wurden Lipidmolekiile, die sich im Eingangsbereich des Kanals
befunden haben, verschoben. Der Kanaleingang ist auf beiden Seiten zu Beginn der
Simulation nicht mit Lipidschwinzen gefiillt und hat einen attraktiven Effekt auf die
Ubichinon-Kopfgruppe, die sich leichter in den Kanalbereich ziehen ldsst. Ohne diese
kiinstlich erzeugte Ausgangssituation wiirde man einen Potentialverlauf mit weniger steilen

Flanken an beiden Seiten erwarten.

4.9.1.1. Fehlerbetrachtung
Es gibt zwei Kriterien, die beachtet werden miissen, um eine allgemeine Aussage iiber die

Richtigkeit des berechneten Potentials zu machen. Zum einen ist dies die Gesamtdifferenz des
Potentials zwischen auflen und innen (links und rechts der Pigment-Protein-Barriere), die im
Idealfall Null sein sollte. Zum anderen miissen die Potentiale fiir beide Richtungen identisch
sein. Fiir die Methode der Kumulantenentwicklung unter Beriicksichtigung der entropischen
Korrektur werden beide Kriterien zufriedenstellend erfiillt. Obwohl es offensichtliche Abwie-
chungen zwischen System 1 und 2 gibt, stimmen die Hauptmerkmale, wie der erleichterte Zu-
gang, die Potentialbarrieren zwischen den inneren (a-Untereinheit) und dufleren (3-Unter-
einheit) Paaren von a-Helizes und der Potentialbarriere in der Mitte des Reaktionsweges, fiir
beide Richtungen gut liberein.

Im Folgenden wird eine Abschitzung des Fehlers bei der Rekonstruktion des Potentials
vorgenommen. Die Berechnung des Potentials entlang der Reaktionskoordinate erfolgte fiir
jede rekonstruierte Sektion mit einem Datensatz bestehend aus jeweils 10 Trajektorien. Als
Auswertemethode kam die Kumulantenentwicklung zum Einsatz. Analog zu Kapitel 2.4.2.
Rekonstruktion des Freien Energieprofils aus SMD-Simulationen wird der statistische Fehler
von Mittelwert und Varianz und damit der Fehler von AG berechnet. Aus jeweils 10 zufil-
ligen Arbeitswerten einer simulierten, Gaul3formigen Arbeitsverteilung mit vorgegebenem

Mittelwert und Breite ldsst sich die Anderung der Freien Energie AG bestimmen. Wieder-
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holtes Berechnen von AG und eine Analyse der entstechenden Verteilung an Potentialwerten,

erlauben eine Bestimmung des Fehlers. Breite und Mittelwert werden dabei aus dem rekon-

struierten Potential AG = <W> - <Wdis5> entnommen. Die Abschidtzung des Fehlers wurde fiir
jeden Punkt des Potentials in allen Sektionen und fiir beide Richtungen gemacht. Fiir kleine
Werte der Dissipation (im Bereich von einigen kgT), wie sie in den hier durchgefiihrten
Simulationen auftreten, ist die Verschiebung des Mittelwertes von AG gegeniiber der statis-
tischen Schwankung zu vernachléssigen.

Abb. 4.30 zeigt den statistischen Fehler des Potentialverlaufs entlang der Reaktionskoordinate
fiir beide Richtungen. In blau ist das System 1 (Vorwirtsrichtung) und in rot das System 2
(Riickwiértsrichtung) dargestellt. Zusétzlich ist die statistische Ungenauigkeit als Fehlerbalken

fiir jede Sektion eingezeichnet.
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Abb. 4.30

Fehlerbetrachtung des Potentials. (A) Statistischer Fehler des Potentials fiir die einzelnen Sektionen. Einge-
zeichnet sind die Potentialverldufe von System 1 (Vorwdrtsrichtung) in blau und von System 2 (Riickwdrts-
richtung) in rot. Die Fehlerbalken entsprechen der statistischen Ungenauigkeit innerhalb der jeweiligen Sek-
tion. (B) Ausschnittvergrofserung einer Sektion aus (A).

Bewegt man sich innerhalb einer Sektion entlang der Reaktionskoordinate, entsteht immer
mehr Dissipation, was zu einer Verbreiterung der Arbeitsverteilungen und daher zu einer
VergroBerung des statistischen Fehlers bei der Bestimmung der Anderung der Freien Energie
fiihrt. In vielen Sektionen bewegte sich der statistische Fehler in der Regel unterhalb 4 kgT.
Zum Ende der Sektionen stieg der statistische Fehler jedoch auf teilweise liber 8 kgT an
(Abb. 4.30A). Da zu Beginn der SMD-Simulationen die einzelnen Sektionen equilibriert und
damit wieder im Gleichgewicht waren, ist der Startpunkt der Simulation in jeder Sektion, fiir
sich betrachtet, ohne statistischen Fehler behaftet.

Von Interesse ist jedoch der Fehler, der gemacht wird, wenn man sich einmal entlang der

gesamten Reaktionskoordinate bewegt. Hierzu miissen die Fehler der einzelnen Sektionen
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mittels Fehlerfortpflanzung kombiniert werden. Dies fiihrt zu sehr groen Fehlern am Ende
des Reaktionspfades, unabhingig von der gewihlten Richtung. Die Fehler liegen in der
GroBenordnung der maximalen Modulation des Potentials. Diese Fehler lassen sich mit Hilfe
der folgenden Uberlegungen minimieren. 1) Bei Betrachtung einer AusschnittsvergroBerung
des Potentialverlaufs wird offensichtlich, dass der Endbereich einer Sektion (hier aus System
2 in rot), der mit einem groflen statistischen Fehler behaftet ist, gleichzeitig der Anfangs-
bereich einer Sektion aus dem jeweiligen anderen System (hier System 1 in blau) ist, der mit
einem kleinen statistische Fehler behaftet ist (Abb. 4.30B). 2) Zwei Punkte entlang der
Reaktionskoordinate sind bekannt. Sowohl Anfangs- als auch Endpunkt des Potentialverlaufs
miissen denselben Potentialwert haben.

Fiir alle Sektionen werden nun die Fehler berechnet, die auftreten, wenn man genau einen
Schritt entlang des Potentials macht, sich also immer zum néchsten Punkt entlang der Reak-
tionskoordinate bewegt. Damit lassen sich die Daten aus beiden Richtungen miteinander
kombinieren und die Teilstiicke mit den jeweils kleinsten statistischen Fehlern zu einem

neuen kombinierten Potential zusammenfiligen (Abb. 4.31).

o

-1 O - —— Kombiniertes Potential -1 0'— Kombiniertes Potential b
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
Reaktionskoordinate / A Reaktionskoordinate / A
Abb. 4.31

Rekonstruiertes Potential aus den kombinierten Daten fiir System 1 und 2 (Vorwdrts- und Riickwdrtsrichtung).
Die LHI-Struktur ist im Hintergrund zu sehen. (A) System 1 ist in blau, System 2 in rot und das kombinierte
Potential ist in griin eingezeichnet. (B) Kombiniertes Potential mit Fehlerbalken.

Abb. 4.31A zeigt den Potentialverlauf fiir System 1 (blau) und 2 (rot). Das kombinierte
Potential ist griin gezeichnet und besteht aus Daten der Sektionen beider Richtungen mit
minimalen statistischen Fehlern. Im Hintergrund sind Teile der LH1 Struktur zu sehen.
Abb. 4.31B zeigt das kombinierte Potential in griin mit eingezeichneten Fehlerbalken. Da
sowohl Anfangs- als auch Endpunkt des Potentials fest sind, ergibt sich ein Verlauf des statis-
tischen Fehlers, der von der Mitte des Potentials zu den Enden hin abnimmt und dort

verschwindet. Alle strukturellen Merkmale sind noch im Potentialverlauf enthalten; die
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Gesamtmodulation hat sich im kombinierten Potential auf ca. 8 kgT verringert. Der Fehler
liegt im Mittel bei ca. 2 kgT, der maximale Fehler betrdgt ca. 4 kgT. Verglichen mit der
Gesamtmodulation des Potentials liegt der Fehler im Mittel bei ca. 25 %, der maximale Fehler

bei 50 %. Dies stellt eine Obergrenze der statistischen Ungenauigkeit dar.

4.9.1.2. Mean First Passage Time
Um die Frage zu beantworten, ob Diffusion entlang des vorgeschlagenen Pfades als

Transportmechanismus durch den LHI1-Ring in Frage kommen kann, wurde, basierend auf
dem rekonstruierten Potential, eine mittlere Zeit abgeschitzt, in der sich das Ubichinon-
Molekiil durch den LH1-Ring bewegt. Die Mean First Passage Time (MFPT) lésst sich dann
mit experimentell bestimmten Umsatzraten fiir das Reaktionszentrum in Purpurbakterien
vergleichen. Diese liegen im Bereich von maximal 1000 Hz [103, 104]. Die Umsatzrate eines
RC ist die Rate, mit der zwei Elektronen und zwei Protonen nach der Ladungstrennung im RC
auf ein Ubichinon-Molekiil iibertragen werden, der reduzierte Elektronencarrier in die
Membran abgegeben und durch ein oxidiertes Ubichinon wieder ersetzt wird. Um die
optimale Funktion des Reaktionszentrums zu gewéhrleisten, sollte der Transport des
Ubichinons durch den LH1-Ring auf einer dhnlichen Zeitskala, verglichen mit der Umsatzrate
des RC, ablaufen. Zur Berechnung der MFPT wurde als einfachstes Modell eine Diffusion in
einem Potential angenommen, das sich mit der Smoluchowski-Gleichung beschreiben lésst.
Im Fall eines Diffusionsprozesses entlang eines eindimensionalen Potentials G(z) nimmt die

Smoluchowski-Gleichung folgende Form

0 0 G 0 G
ap(z,t | 2y, ) =g{D(z)exp[—ﬁja—zexp[+£j}p(z,t | 2y, 1,) (4.3)

an. p(z,t | zo,to) ist die Wahrscheinlichkeitsverteilung, mit der sich das System zur Zeit ¢ an

der Stelle z befindet, wenn das System zum Zeitpunkt #, an der Stelle zy war. D(z) ist die
ortsabhingige Diffusionskonstante und G(z) das Potential. Damit l&sst sich die mittlere Diffu-

sionszeit gemil
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bestimmen [105]. In Gleichung (4.4) ist 7,,., die mittlere Diffusionszeit entlang des Potentials

G(z) und Duyyiq die Diffusionskonstante des Ubichinons. Bei Gleichung (4.4) handelt es sich
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um einen Spezialfall, der bei Verwendung bestimmter Randbedingungen und einer Niherung
eintritt.

Auf der einen Seite des Potentials wird eine so genannte reflektierende Randbedingung
vorausgesetzt; auf der anderen Seite eine absorbierende Randbedingung. Zudem wird als ein-
fachster Fall eine ortsunabhéingige Diffusionskonstante angenommen.

Mit diesem Spezialfall soll eine erste Abschitzung der MFPT fiir die Diffusion des Ubi-
chinon-Molekiils von der AuBBenseite des LH1-Rings (Membranbereich, linke Seite im Poten-
tial in Abb. 4.31B) auf die Innenseite (Reaktionszentrum, rechte Seite des Potentials in Abb.
4.31B) entlang der Reaktionskoordinate vorgenommen werden. Die Verwendung der oben
genannten Randbedingungen wird im Folgenden néher erldutert.

1) Die freie Diffusion des Ubichinon-Molekiils ist in der Membran schneller als die Diffusion
des Ubichinon-Molekiils entlang des Reaktionspfades durch den LHI1-Ring. Zusétzlich wird
angenommen, dass der rotatorische Anteil der Diffusion auf einer schnelleren Zeitskala
ablduft, als der translatorische Anteil. Das Ubichinon-Molekiil hat somit immer genug Zeit,
um sich in der richtigen Konformation (Kopfgruppe des Ubichinons in Richtung des LH1-
Rings) beziiglich der Pigment-Protein-Barriere zu orientieren. Zusétzlich existiert auf der
AuBenseite des LHI-Rings im Membranbereich ein Ubichinon-Pool [106], so dass immer ein
Ubichinon-Molekiil in der richtigen Konformation den Eingangsbereich des Kanals durch den
LHI1-Ring findet. Unter diesen Voraussetzungen kann eine reflektierende Barriere auf der
AuBenseite des LHI-Rings (linke Seite des Potentials in Abb. 4.31B) als erste Néherung
angenommen werden.

1) Im kompletten LH1-RC-Komplex befindet sich im Inneren des LH1-Rings direkt das
Reaktionszentrum mit der Bindungstasche fiir das Ubichinon. Es wird angenommen, dass der
Ubichinon-Transport vom Ausgang des Reaktionspfades auf der Innenseite des LH1-Rings
zur Bindungstasche des Reaktionszentrums sehr effizient ist [90]. Dies bedeutet, dass jedes
Ubichinon-Molekiil, das die Pigment-Protein-Barriere iiberquert, die Ubichinon-Bindungs-
tasche im Reaktionszentrum erreicht. Dieser Sachverhalt kann durch eine absorbierende
Randbedingung als Ndherung beschrieben werden.

Fiir die Diffusionskonstante des Ubichinons wird ein konstanter Wert von 5 x 10 cm?/s an-
genommen. Dieser wurde experimentell bestimmt und entspricht der Diffusion des Ubichi-
non-Molekiis in der Membran [87, 89].

Gemal Gleichung (4.4), geht das Potential exponentiell in die Bestimmung der MFPT ein und
wird so durch den statistischen Fehler stark beeinflusst. Um eine realistische Abschétzung der

GroBenordnung der Diffusionszeit entlang der Reaktionskoordinate zu erhalten, wurde die
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Modulation des Potentials so weit erhoht, dass alle Fehlerbalken durch das modifizierte Po-
tential erfasst wurden. Basierend auf diesen Annahmen wurde eine Obergrenze der MFPT fiir
die Diffusion des Ubichinons durch die Pigment-Protein-Barriere von ~ 8 x 107 s berechnet.
Dieser Wert entspricht der Zeit, mit der das Ubichinon-Molekiil im Mittel einmal von der

AuBenseite des LH1-Rings auf die Innenseite des LH1-Rings diffundiert.

4.9.1.3. Vergleich der Simulationsergebnisse mit experimentellen Daten
Um beurteilen zu kdnnen, ob die hier bestimmte Zeit fiir die Diffusion des Ubichinons durch

den LHI-Ring aus biologischer Sicht realistisch ist, wird das Ergebnis im Folgenden mit
bekannten, experimentell bestimmten Daten verglichen und bewertet. Dazu wird die Transfer-
zeit in eine effektive ,, Turnover-Rate” des LH1-RC-Komplexes umgerechnet und folgende
Annahme gemacht. Die Diffusion des Ubichinons durch den LH1-Komplex stellt den lang-
samsten und damit limitierenden Schritt des gesamten Ubichinon-Transports innerhalb des
LH1-RC-Komplexes dar. Unter der Annahme, dass die Transferzeit fiir das Ubichinol dhnlich
dem des Ubichinons ist, erhdlt man eine maximale Turnover-Rate des LH1-RC-Komplexes
von ca. 50 Hz (2 x Transferzeit + Zeit der iibrigen Prozesse)". Diese Annahme beruht auf der
Tatsache, dass bei der zweifachen Reduktion des Ubichinons zu Ubichinol, neben zwei
Elektronen lediglich zwei Protonen hinzugefiigt werden, wodurch das Volumen der
Kopfgruppe praktisch unveréndert bleibt. Da der Kanalbereich groBtenteils hydrophob ist,
sollten keine Wechselwirkungen auftreten, die das Potential merklich verdndern. Eine Rate
von 50 Hz bedeutet, dass ca. 50 Ubichinole pro Sekunde in die Membran abgegeben werden
konnen. In der Literatur findet sich eine ganze Reihe von experimentell ermittelten Turnover-
Raten des RC aus Rb. sphaeroides, die teilweise deutlich von der hier berechneten Turnover-
Rate abweichen. Gerencser et al. [103] ermittelte eine maximale Turnover-Rate des RC von
ca. 1000 Hz. Eine etwas geringere Turnover-Rate fiir den Ubichinon-Transfer von ca. 600 Hz
wurde von Osvath et al. [104] und eine Rate von ca. 260 Hz wurde von Paddock et al. [107]
bestimmt. Zu beachten ist allerdings, dass die Experimente an isolierten RCs mit
unterschiedlichen Bedingungen durchgefiihrt wurden.

Comayras et al. [90] untersuchte den Einfluss des Proteins PufX auf die Turnover-Raten von
LH1-RC-Komplexen aus Rb. sphaeroides. Der LH1-RC-Komplex liegt in dieser Spezies
nativ als Dimer vor, bei dem die LH1-Ringe eine gedffnete S-Form bilden. Von diesem LH1-
RC-Komplex wird angenommen, dass die Struktur der LH1-Ringe Voraussetzung fiir einen

effektiven Ubichinon/Ubichinol-Transport im Kernkomplex von Rb. sphaeroides ist.
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Fehlt PufX, dann umschliet ein einzelner LHI-Ring in geschlossener Form das RC,
vergleichbar mit der Struktur des Kernkomplexes aus R. rubrum. Die Turnover-Raten des
LH1-RC-Komplexes aus Rb. sphaeroides wurden sowohl fiir die native Form, als auch fiir
den Komplex ohne PufX bestimmt. Beide Kernkomplexe, mit und ohne PufX, wurden vor der
Messung der Turnover-Raten in eine Membran eingebettet. Die Ergebnisse dieser Unter-
suchungen sollen mit den Turnover-Raten fiir den Kernkomplex aus R. rubrum verglichen
werden.

Eine geschlossene LH1-Struktur um das RC aus Rb. sphaeroides fiihrt zu einer Erniedrigung
der Turnover-Rate um den Faktor zwei, d. h. dass durch die geschlossene Pigment-Protein-
Barriere, der Ubichinon/Ubichinol-Austausch durch den LH1-Ring nicht entscheidend gestort
wird. Die Messungen wurden bei hohen Lichtintensititen durchgefiihrt, um einen
limitierenden Faktor aufgrund schwacher Lichtintensitdt auszuschlieBen. Das Ubichinon
benotigt demnach ca. 1 ms, um den LH1-Ring einmal zu durchqueren; die gesamte Turnover-
Rate betrug 285 Hz. Dies ist ca. 6 Mal schneller, als die in dieser Arbeit angegebene
Turnover-Rate von ca. 50 Hz. Die Rate stellt jedoch nur eine Untergrenze dar, die aufgrund
eines Potentials berechnet wurde, das sidmtliche Fehlerbalken beinhaltet und damit maximale
Potentialbarrieren aufweist. Eine kleine Verdnderung des Potentials wirkt sich aufgrund der
exponentiellen Abhingigkeit des Potentials stark auf die MFPT und auf die Turnover-Rate
aus. Um eine Turnover-Rate im Bereich von ca. 300 Hz bzw. eine MFPT von ca. 1 ms zu
erreichen, miissten die Potentialbarrieren um ca. 30 % herabgesetzt werden.

Zusitzlich kann, ausgehend vom Absorptions-Wirkungsquerschnitt des LH1-Rings und der
spektralen Energiedichte des Sonnenlichts, die Rate abgeschétzt werden, mit der ein LH1-
Ring Anregungsenergie von absorbierten Photonen an das RC abgeben kann. Danach ergibt
sich ein Wert von ca. 20 Hz. Dieser Wert liegt deutlich unterhalb der experimentell bestim-
mten maximalen Turnover-Raten fiir das RC und ebenso unterhalb der berechneten Diffusion-
srate des Ubichinons durch den geschlossenen LH1-Ring (50 Hz). Der Energietransfer der ab-
sorbierenden Energie vom LH1-Ring zum RC kénnte demnach unter physiologischen Bedin-
gungen den limitierenden Faktor darstellen.

Die Diffusion des Ubichinons durch den geschlossenen LH1-Ring in R. rubrum ist aufgrund
der Ergebnisse, der in diesem Kapitel vorgestellten Simulationen auf einer Zeitskala im
Millisekundenbereich méglich. Eine Offnung des LH1-Rings, wie sie in anderen Spezies
durch Einbau eines zusétzlichen Proteins (wie z.B. PufX oder das W-Protein) beobachtet
werden konnte, ist bei R. rubrum fiir die Diffusion des Ubichinons durch den LH1-Ring nicht

notwendig. Diese Aussage wird durch die Tatsache bekriftigt, dass alle bislang bekannten
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experimentellen Strukturdaten von LH1 bzw. LH1-RC-Komplexen aus R. rubrum eine ge-
schlossene Ringstruktur besitzen und kein Protein entdeckt werden konnte, dass den LH1-

Ring 6ffnet.

4.10. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde der Frage nachgegangen, ob der Elektronencarrier Ubichinon durch
den geschlossenen LH1-Ring des Purpurbakteriums R. rubrum diffundieren kann. Ausgehend
von Modellstrukturen fiir den LH1 und das RC wurde mit Hilfe von MD-Simulationen ein
stabiler Kernkomplex gebaut. Bei genauer Analyse der equilibrierten Struktur des Kernkom-
plexes konnten Kandle im LH1-Ring entdeckt werden, die aufgrund der Flexibilitdt der
Chlorophyll-Schwinze und der Carotinoid-Molekiile eine mdgliche Diffusion des Ubichinons
durch den LH1-Ring erlauben.

Das zu simulierende System besteht aus dem Kernkomplex, der in eine Wasser-Lipid-
Umgebung eingebettet ist. Dieses Modellsystem besitzt ca. 250000 Atome. Aufgrund der
grolen Anzahl an Atomen wurde der Diffusionsprozess des Ubichinons nur an einem Aus-
schnitt dieses Systems untersucht.

Dieses Minimalsystem besteht aus vier af-Untereinheiten (1/4-Ring) des LH1 mit einge-

lagerten Pigmenten. Dieser LH1-Ausschnitt wurde ebenfalls in eine Doppellipidschicht einge-
baut, solvatisiert und mittels MD-Simulation equilibriert. Um eine Diffusion des Ubichinon-
Molekiils durch den LHI1-Ring auf MD-Zeitskalen untersuchen zu konnen, wurde die
Simulation mit Hilfe von SMD beschleunigt und das Ubichinon unter Einwirkung einer
externen Kraft durch die Proteinbarriere gezogen. Dies erfolgte mit moderaten Kréften und
ohne strukturelle Verdnderung des Systems. Eine weitere Simulation des Diffusionsprozesses
des Ubichinons in die entgegengesetzte Richtung ergab analoge Ergebnisse und eine
Ubereinstimmung des Pfades, auf dem sich die Kopfgruppe des Ubichinons durch den LH1-
Ring bewegt. Dieser Pfad wurde im Anschluss genauer untersucht und die Anderung der
Freien Energie wiahrend der Diffusion des Ubichinons entlang des Pfades bestimmt. Aufgrund
der Tatsache, dass die beschleunigten Simulationen im Nichtgleichgewicht ablaufen, musste
zur Bestimmung der Freien Energieéinderung eine statistische Analyse mehrerer Simulationen
vorgenommen werden. Um das System mdglichst nahe am Gleichgewicht zu halten, wurde
der Reaktionspfad in mehrere Sektionen unterteilt und das System an den Startpositionen der
Sektionen equilibriert. Fiir jede Sektion wurden jeweils 10 SMD-Simulationen durchgefiihrt,

in denen das Ubichinon entlang des Pfades zum Grenzpunkt des nichsten Teilstiickes gezo-
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gen wurde. Die Bestimmung des Potentials entlang der Reaktionskooridnate erfolgte mit Hilfe
der Kumulantenentwicklung bis zur zweiten Ordnung. Dies wurde fiir beide Richtungen —
von auflen nach innen und von innen nach auflen, bezogen auf den LHI1-Ring - unabhéngig
voneinander gemacht. Diese Analyse zeigt, dass ein nicht zu vernachlissigender Arbeitsanteil
durch Verdnderung der Lénge des Ubichinons wéhrend der SMD-Simulationen in das
gesuchte Potential mit eingeht. Diese entropische Korrektur wurde durch Bestimmung des
Potentials, das zur Streckung des Ubichinons iiberwunden werden muss, berticksichtigt.

Die Rekonstruktion des korrigierten Potentialverlaufs erfiillte die im Vorfeld geforderten Be-
dingungen: i) das Potential besitzt fiir beide Simulationsrichtungen das gleiche Profil und ii)
Start und Endpunkt des Potentials liegen auf demselben Wert. Die Merkmale des Potentials
konnten strukturellen Ursachen zugeordnet werden. So siecht man eine Potentialbarriere zu
Beginn (ca. 8 kgT) und am Ende der Reaktionskoordinate (ca. 6 kgT). Diese Potential-
barrieren werden von Bereichen verursacht, die zwischen den inneren und duleren o-Helizes
liegen. Die zentrale Barriere von ca. 7 kgT ldsst sich durch Wechselwirkung des Ubichinons
mit Chlorophyllen und Carotinoiden im Zentrum der Pigment-Protein-Barriere erklaren.
Durch Kombination der Ergebnisse fiir beide Richtungen konnte der Potentialverlauf mit
minimalen statistischen Fehlern bestimmt werden. Der Fehler liegt im Mittel bei ca. 2 kgT,
der maximale Fehler betrdgt ca. 4 kgT. Das sind ca. 25 % bzw. 50 %, verglichen mit der
Gesamtmodulation des Potentials.

Anhand eines Potentials, das alle Fehlerbalken beinhaltet, wurde eine Obergrenze der MFPT
fiir die Diffusion des Ubichinons durch den LH1-Ring von 8 x 107 s abgeschitzt. Unter der
Annahme, dass die Diffusion den limitierenden Schritt innerhalb des Kernkomplexes darstellt,
betrdgt die Turnover-Rate ca. 50 Hz. Durch einen Vergleich dieser Werte mit experimentellen
Daten und unter Beriicksichtigung moglicher weiterer limitierender Faktoren unter physio-
logischen Bedingungen, wie beispielsweise der Lichtintensitit, kann geschlussfolgert werden,
dass ein Diffusionsprozess des Ubichinons durch einen geschlossenen LH1-Ring mdglich ist.
Damit lésst sich erkldren, warum alle bislang bekannten experimentellen Strukturdaten von

LHI bzw. LH1-RC-Komplexen aus R. rubrum eine geschlossene Ringstruktur aufweisen.
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5. Untersuchung des Proteintranslokationskanals
SecY aus Methanococcus jannaschii

In diesem Kapitel werden MD-Simulationen an einem Proteinkanal, dem SecY-Komplex
vorgestellt, dessen Funktion die Translokation von Polypeptiden ist. Die Simulationen
basieren auf einer Kristallstruktur des SecY-Komplexes aus dem Archaebakterium
Methanococcus jannaschii, die den Proteinkanal in einer inaktiven (nicht-translozierenden)
Form beschreibt und einer anhand von Kryo-EM-Daten modellierten Struktur, die eine
mogliche aktive (translozierende) Form darstellt. Diese Strukturen kénnen stellvertretend fiir
alle Proteintranslokationskanile genommen werden, d. h. nicht nur fiir Proteintranslokations-
kanéle aus Bakterien.

Um den Einfluss struktureller Unterschiede auf funktionale Konsequenzen zu untersuchen,
wurden MD-Simulationen des Proteinkanals SecY in seiner aktiven und inaktiven Form
durchgefiihrt. Dabei wurde {iiberpriift, inwieweit eine Konformationsinderung aus der in-
aktiven in die aktive Form fiir den Translokationsprozess notwendig ist und wie sich dies auf
die Potentialbarriere zur Aktivierung der Proteintranslokation auswirkt. Dariiber hinaus wurde
mit Hilfe von SMD-Simulationen die Fahigkeit des Proteinkanals zur Abdichtung gegentiber
kleinen Molekiilen, wie Wasser und Ionen untersucht. MD-Simulationen zur Relaxation des
Kanals in seine inaktive Form erlauben Aussagen {iber mogliche Funktionen des so genannten

Pfropfens, welcher ein wichtiges Strukturelement des Proteinkanals darstellt.
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5.1. Einleitung

Die Synthese von Proteinen (Translation) erfolgt am Ribosom, einem komplexen Nucleo-
protein-Partikel. Die so genannte mRNA dient als Vorlage fiir das Protein. Entsprechend der
Basenabfolge der mRNA werden die einzelnen Aminosduren sukzessive aneinandergefiigt.
Um nach der Translation die Proteine an ihren jeweiligen Bestimmungsort zu befoérdern, ist es
fiir die Zelle notwendig, Proteine durch Membranen zu transportieren oder sie in Membranen
einzubauen. Im Falle von Eukaryoten erfolgt die so genannte Translokation durch die
Membran des Endoplasmatischen Reticulums (ER), aus dem Cytosol ins Lumen des ER. Im
Falle von Prokaryoten erfolgt sie durch die Plasmamembran, aus dem intrazelluldren in den
extrazelluldiren Raum. Eine Signalerkennungssequenz (eine bestimmte Abfolge von Amino-
sduren) im Protein legt dabei den Bestimmungsort des Proteins fest. Die Signalerkennungs-
sequenz wird von einem Proteintranslokationskanal erkannt, der den Transport bzw. den

Einbau vermittelt.

5.1.1. Allgemeine Beschreibung des Proteinkanals SecY bzw. Sec61

In Prokaryoten wird der Proteinkanal mit SecY bezeichnet, in Eukayoten mit Sec61 und ist
ein Multiproteinkomplex, der in die Membran eingebaut ist [108]. Er besitzt ein hydrophobes
Inneres und kann sich sowohl senkrecht zur Membranebene 6ffnen, um Polypeptide durch
eine Membran zu transportieren, als auch in der Membranebene 6ffnen, um Proteine in die
Membran einzubauen. Der Proteinkanal besteht aus drei konservierten Membranprotein-
Untereinheiten a, 3 und y. Die Homologie der Untereinheiten a und y aus verschiedenen
Spezies ist grofer als fiir die Untereinheit . Fiir die Untereinheiten o und y findet sich eine
erhebliche Sequenz-Konservierung zwischen den einzelnen Spezies, fiir die B-Untereinheit ist
dies nicht der Fall. Die B-Untereinheit ist fiir die Funktionalitit des Kanals jedoch nicht
essentiell.

Es wird angenommen, dass die Hauptbestandteile, die fiir die Funktion des Proteinkanals
verantwortlich sind, in allen Spezies durch die a- und y-Untereinheiten gestellt werden. Den
Proteinkanal SecY kann man in allen Prokaryoten finden, Sec61 kommt in allen Eukaryoten
VOr.

Der grofite Teil des Proteinkanals wird von der a-Untereinheit gebildet. Die a-Untereinheit
besteht aus insgesamt 10 Transmembranregionen. Sowohl der C- als auch der N-Terminus

liegen im Cytosol. Die -Untereinheit besteht in Eukatryoten und Archaebakterien aus einem



131

einzigen membran-durchspannenden Polypeptid, bei dem der N-Terminus ebenfalls im
Cytosol liegt. Hier gibt es einen Unterschied zu den Eubakterien, bei der diese Untereinheit
die Membran zweimal durchspannt. Die y-Untereinheit &dhnelt sich wiederum in den meisten
Spezies; sie besteht aus einem membran-durchspannenden Polypeptid.

Die Bezeichnungen der einzelnen Untereinheiten des Proteinkanals unterscheiden sich von

Organismus zu Organismus, was in Tab. 5.1 an einigen Beispielen zusammengefasst ist:

Tab. 5.1
Nomenklatur der Protein-Untereinheiten des Proteintranslokationskanals fiir verschiedene Organismen.
Eukaryoten Prokaryoten
(Sec61-Komplex) (SecY-Komplex)

Sdugetiere Eubakterien Archaebakterien
o-Untereinheit Sec6la SecY SecY
B-Untereinheit Sec61 SecG Secf
y-Untereinheit Sec6ly SecE SecE

5.1.2. Funktionsweise des Proteinkanals SecY bzw. Sec61

Eine der ersten experimentellen Studien, die einen Hinweis darauf gegeben haben, dass der
SecY/Sec61-Komplex die Funktion eines protein-translozierenden Kanals hat, wurde 1994
von Mothes et al. durchgefiihrt [109]. Mit Hilfe von Crosslinking-Experimenten fand man
heraus, dass sich fast ausschlieBlich Bindungen zwischen dem translozierten Polypeptid und
Sec61a, der groflten Untereinheit des Kanals ausgebildet haben. Hieraus konnte geschlossen
werden, dass das Polypeptid vom Ribosom direkt in den Proteintranslokationskanal transpor-

tiert wird.

Der Proteinkanal SecY bzw. Sec61 ist eine passive Pore, die Polypeptide prinzipiell in beide
Richtungen passieren lassen kann. Um einen gerichteten Transport zu ermdglichen bendtigt
man eine treibende Kraft. Diese wird durch Assoziation von anderen Proteinkomplexen und
der Hydrolyse von ATP oder GTP ermdglicht. In einigen Organismen konnte man den
Proteinkanal in Assoziation mit weiteren SecY- bzw. Sec61-Komplexen nachweisen.

Es sind zwei verschiedene Arten der Translokation von Polypeptiden bekannt. Diese sollen
im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Bei der cotranslationalen Translokation wird die entstehende Peptidkette wihrend der
Translation aus dem Ribosom durch den Proteinkanal geschoben. Dieser Mechanismus findet
sich in allen Organismen wieder und wird nicht nur dazu verwendet, Proteine durch die

Membran zu transportieren, sondern auch Proteine in die Membran einzubauen. Dabei dient
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die Signalerkennungssequenz, eine kurze Aminosdurensequenz am N-terminalen Ende des
Polypeptids, als Erkennungsmerkmal fiir eine Translokation des Proteins. Diese wird von
einem SRP (Signal recognition particle, einem Komplex bestehend aus mehreren Poly-
peptidketten und einem RNA-Molekiil) erkannt. Der Ribosom-SRP-Komplex bindet am SRP-
Rezeptor, der sich in der Membran befindet. Dadurch kommt es letztendlich zur Bindung des
Ribosoms an den Proteinkanal [110, 111]. Nun kann die am Ribosom gebildete Polypeptid-
kette direkt in und durch den Proteinkanal geschleust werden. Die hierfiir notwendige Energie
stammt aus der Hydrolyse von GTP.

Eine weitere Moglichkeit der Proteintranslokation stellt die posttranslationale Translokation
dar. Hierbei wird eine bereits fertig synthetisierte Polypeptidkette im ungefalteten Zustand aus
dem Cytosol in den Proteinkanal geschleust. In Eukaryoten werden hierfiir weitere Proteine
zum Sec61-Komplex rekrutiert. Dabei spielen sowohl Proteine im Cytosol, in der Membran
des ER, sowie im Lumen des ER eine Rolle. Chaperone im Cytosol verhindern das vorzeitige
Falten der Polypeptidkette nach ihrer Synthetisierung. Die Signalsequenz der Polypeptidkette
wird von einem weiteren Sec-Komplex, der mit dem Proteinkanal assoziiert ist, erkannt. Die
Polypeptidkette wird durch Diffusion durch den Proteinkanal geschleust. Um einen ge-
richteten Transport zu erhalten bindet auf der anderen Seite des Kanals, im Lumen des ER,
ein weiteres losliches Protein and die Polypeptidkette, sobald diese ausreichend aus dem
Kanal ragt. Diese Bindung verhindert eine Bewegung der Polypeptidkette zuriick durch den
Proteinkanal und wird durch die Hydrolyse von ATP ermdglicht. Wenn die Polypeptidkette
weiter ins Lumen des ER ragt, konnen weitere Proteine binden und es kommt zu einer
ratschenartigen Bewegung. Dies geschieht so lange, bis sich das Polypeptid komplett durch
den Proteinkanal bewegt hat. Erstaunlicherweise funktioniert dieser Mechanismus auch ohne
ATP als Energietrdger [112]. Ein Ratschenmechanismus basierend auf der Brownschen
Bewegung reicht demnach aus, um bereits einen Transport auf ausreichender Zeitskala zu
ermoglichen, was anhand einer mathematischen Modellierung gezeigt werden konnte [113].
Eine weitere Form der posttranslationalen Translokation, die nur in Eubakterien vorkommt
verwendet eine cytosolische ATPase als treibende Kraft [114]. Das synthetisierte Polypeptid
wird von einer ATPase (SecA) gebunden, die wiederum einen Komplex mit dem Proteinkanal
SecY eingehen kann. Durch die Hydrolyse von ATP kommt es zu Konformationsdnderungen,
die das Polypeptid schrittweise in den Proteinkanal schiebt. Dies geschieht solange, bis das

komplette Polypeptid durch den Kanal transportiert wurde.



133

In allen drei Féllen handelt es sich um einen gerichteten Transport, bei dem das noch nicht
gefaltete Polypeptid durch den Proteinkanal mit Unterstiitzung unterschiedlicher Helfer-
poteine befordert wird.

Bei der Translokation von Proteinen muss gewéhrleistet sein, dass der Kanal fiir Wasser,
Ionen, sowie weitere kleine Molekiile undurchlissig ist, und somit der Konzentrationshaushalt
der Zelle nicht beeintrachtigt wird. Der Proteinkanal kann als dynamisches System betrachtet
werden, das zwischen einem aktiven (translozierenden) Zustand und einem inaktiven (nicht-
translozierenden) Zustand wechselt. Der Translokationsprozess wird durch zusétzliche
Proteine eingeleitet bzw. gesteuert. Die genaue Wirkungsweise des Proteinkanals, im Sinne
einer molekularen Beschreibung der ablaufenden Prozesse, ist bislang noch nicht vollstindig
gelungen. Dies liegt vor allem daran, dass bis zum Jahr 2004 keine Strukturdaten mit
atomarer Auflosung vorhanden waren. Der GroBteil der bis dahin verfligbaren Strukturdaten
stammte aus EM-Aufnahmen, entweder von dem Proteinkanal Sec61 alleine [115] oder im
Komplex mit dem Ribosom [116, 117]. Man fand heraus, dass das Ribosom an einen
oligomeren Sec61-Komplex bindet. Die anfingliche Vermutung, dass sich der Translo-
kationskanal in der Mitte von vier Sec61-Komplexen befindet und erst durch Zusammen-
lagerung entsteht, konnte mit besser werdender Auflosung der EM-Daten widerlegt werden
[118, 119].

Mit der Veroffentlichung der Kristallstruktur des SecY-Komplexes aus dem Archaebakterium
Methanococcus jannaschii mit einer Auflosung von 3.4 A war es 2004 erstmals moglich,
einen detaillierten Blick auf die Struktur des Proteinkanals eines Archaebakteriums zu werfen
und Vermutungen iiber Struktur-Funktions-Beziehungen zu duBern [120]. Aufgrund der
hohen Sequenzsimilaritit des Kanals verschiedener Spezies, kann die Struktur stellvertretend
fiir alle Spezies genommen werden.

Die Kristallstruktur mit dem Eintrag 1RHZ.pdb in der Proteindatenbank ist Ausgangspunkt
der in diesem Kapitel gemachten Simulationen und soll im Folgenden kurz vorgestellt
werden. Strukturelle Konsequenzen, die den Einbau eines Polypeptides durch den

Proteinkanal in die Membran betreffen, werden in diesem Zusammenhang nicht betrachtet.

5.1.3. Die Kristallstruktur des Proteinkanals SecY aus M. jannaschii

Die Kristallstruktur 1RHZ zeigt einen monomeren SecY-Komplex mit den Untereinheiten
SecY, SecE und SecP. In Abb. 5.1 ist eine Aufsicht aus dem intrazelluldren Raum auf den

Kanal gezeigt.
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Intrazellular

Extrazellular

Abb. 5.1

(4) Aufsicht auf die Kristallstruktur IRHZ des SecY-Komplexes aus M. jannaschii. Die Proteinstruktur ist in
Cartoon-Darstellung gezeigt. In rosa bzw. rot und gelb bzw. orange sind die beiden Teile der Untereinheit
SecY, in grau die Untereinheit SecE und in weifs die Untereinheit Sec[3 eingefdrbt. Der schwarze Stern markiert
die Stelle an der die beiden Hiilften miteinander verbunden sind (ndheres siehe Text). Die C,Atome der
Aminosduren der Pore, der engsten Stelle des Kanals, sind in Van der Waals-Darstellung in griin einge-
zeichnet. (B) Schematische Darstellung des SecY-Komplexes als Seitenansicht (Farbgebung wie in A). Die
Darstellung zeigt einen Schnitt durch den Proteinkanal, der in eine Membran eingebaut ist.

Die Proteinstruktur ist in Abb. 5.1A in Cartoon-Darstellung gezeigt. In rosa bzw. rot und gelb
bzw. orange ist die Untereinheit SecY, in grau die Untereinheit SecE und in weill die
Untereinheit Sec eingefdrbt. Die SecY- bzw. a-Untereinheit stellt den grofiten Teil der
Struktur dar und besteht aus 10 transmembranen Bereichen (TM-Bereich). Diese sind in zwei
Gruppen (TM1 bis TMS5, rosa bzw. rot und TM6 bis TM10, gelb bzw. orange) angeordnet, die
sich gegeniiberstehen. Die transmembranen Bereiche liegen vorwiegend als a-Helizes vor, die
iiber Loop-Strukturen miteinander verbunden sind. Nicht alle Transmembanhelizes
durchspannen dabei die Membran vollstindig. Die kurzen Untereinheiten SecE bzw. Secf
befinden sich auf den AuBBenseiten des Proteinkanals. SecE (grau) besteht aus zwei a-Helizes,
die iiber eine kurze Loop-Struktur miteinander verbunden sind. Nur eine der o-Helizes
durchspannt die Membran, die andere liegt in der Membranebene auf der intrazelluldren Seite.
Beide helikalen Bereiche umfassen die SecY-Untereinheit und fungieren wie eine Klammer,
die beide SecY-Bereiche zusammenhilt. Bei Secf handelt es sich um eine einzelne a-Helix,
die die Membran vollstdndig durchspannt.

Die vorhandene Kristallstruktur zeigt, dass sich der Kanal im Zentrum eines einzelnen SecY-
Komplexes befindet und nicht wie frither angenommen, durch die Zusammenlagerung
mehrerer SecY-Komplexe entsteht [115, 116, 119, 121]. Alle konservierten Aminosiduren
befinden sich im Zentrum des SecY-Komplexes und nicht auf der AuBBenseite [120] , was auf

die essentielle Funktion dieser Aminosduren schlieen lasst. Der Innenbereich, mit Ausnahme
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der engsten Stelle des Kanals, besteht aus hydrophilen Aminosduren. Dadurch wird ein
Durchgang durch den Kanal und somit durch die Membran fiir kleine Molekiile und Proteine
aus dem extrazelluldren bzw. intrazelluldren Bereich moglich.

Die Kristallstruktur zeigt von der Seite betrachtet (entlang der Membranebene) trichter-
formige Strukturen auf beiden Seiten, die auf Offnungen des Kanals hindeuten. Zur Mitte hin
verjiingt sich dieser Kanal zu einer sehr engen Stelle, die in der Kristallstruktur geschlossen
erscheint (siche Abb. 5.1B). Dieser Bereich wird im Folgenden als Pore oder Porenbereich
bezeichnet. Die engste Stelle besteht aus einem Ring von sechs hydrophoben Aminoséuren,
bei denen es sich um Isoleucin und Valin handelt.

In Abb. 5.1A sind die C,-Atome dieser Aminosduren in Van der Waals-Darstellung griin ein-
gezeichnet. Direkt unterhalb der Pore, auf der extrazelluliren Seite der Membran ist ein
kurzes helikales Segment zu sehen, dass sich genau im Kanalbereich befindet und diesen
blockiert (Abb. 5.1, blau). Diese Struktureinheit wird im Folgenden Pfropfen genannt, weil sie
den Kanal von einer Seite blockiert. Zusammen mit der Pore konnte dies eine Abdichtung
darstellen, was eine der geforderten Eigenschaften dieses Proteinkanals ist. MD-Simulationen
an der a-Untereinheit (SecY) dieser Struktur haben gezeigt, dass sich auf einer Zeitskala von
~ 10 ns Wassermolekiile im Innenbereich des Kanals der Pore von beiden Seiten aus ndhern,
diese aber nicht durchqueren kénnen [122]. Die Kristallstruktur stellt den Kanal also in einer
inaktiven (nicht-translozierenden) Konformation dar. Eine Betrachtung des Porenbereichs und
des Pfropfens in Surface-Darstellung zeigen, dass die Pore den Kanal bereits komplett
verschlieft und sich der Pfropfen direkt unterhalb der Pore befindet und eng an diese anliegt

(Abb.5.2).
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Abb. 5.2

Proteinkanal (SecY-Komplex) in Cartoon-Darstellung. Die einzelnen Untereinheiten sind in grau (SecY),
dunkelgrau (Secfp) und hellgrau (SecE) dargestellt. In Liccorice- und transparenter Surface-Darstellung sind
die Pore in griin und der Pfropfen in blau eingezeichnet. (4) Aufsicht, mit hervorgehobener Pore. (B) Aufsicht,
mit hervorgehobenem Pfropfen. (C) Seitenansicht. Die Orientierung ist so gewdhlt, dass Proteine von oben
durch den Kanal nach unten transloziert werden.

Hier ist die Proteinstruktur in Cartoon-Darstellung in grau eingezeichnet. In Abb. 5.2A bzw. B
sind die Pore in griin und der Pfropfen in blau als transparente Surface-Darstellung
eingezeichnet. Abb. 5.2C zeigt eine Seitenansicht auf den Proteinkanal. Hier sind sowohl Pore
als auch Pfropfen in Surface-Darstellung hervorgehoben.

Um den Kanal zu 6ffnen und somit die Translokation eines Polypeptids zu ermdglichen muss
sich die Struktur des Proteinkanals d&ndern. Zum einen muss der Pfropfen seine Position unter-
halb der Pore verlassen, zum anderen muss sich die Pore aufweiten konnen, um geniigend
Platz fiir die translozierte Polypeptidkette zur Verfligung zu stellen.

Der Pfropfen wird durch eine Transmembrandoméne der Untereinheit SecY gebildet, die mit
zwei Loop-dhnlichen Strukturen mit SecY verbunden ist. Dadurch kann sich der Pfropfen,
dhnlich einer Scharnierbewegung, von der Pore 16sen. Eine Aufweitung der Pore konnte
durch Bewegungen der a-Helizes im Porenbereich hervorgerufen werden. Diese Aufweitung
ist notwendig, um beispielsweise die experimentell beobachtete Translokation einer a-Helix
[123] oder den Transport von Aminosduren mit volumindsen Restgruppen erkldren zu konnen
[124].

Simulationen, in denen der Einfluss von Kugeln mit anwachsendem Radius auf die Struktur
des inaktiven Kanals untersucht wurde, sowie Simulationen, bei denen Kugeln mit unter-
schiedlichem Radius durch den Proteinkanal gezogen wurden, haben ergeben, dass die
Porenregion eine filir die Translokation notwendige Flexibilitdt besitzt. Die durch die Trans-
lokation von Kugeln bedingte Vergroferung der Pore hatte sich in den Simulationen bereits

nach wenigen Nanosekunden teilweise wieder zuriickgebildet. Dariiber hinaus wurde gezeigt,
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dass sich der Pfropfen von der Pore wegbewegen muss, um eine Translokation der Kugeln
durch den Proteinkanal zu ermdglichen [125].

In einer weiteren Studie wurde eine a-Helix in einer SMD-Simulation durch den Proteinkanal
gezogen, der in der inaktiven Konformation vorlag. Durch die Zugkraft des SMD-Potentials
wurde die a-Helix durch die geschlossene Pore gezogen, die sich dadurch geweitet hat.
Zusitzlich hat sich der Pfopfen aus der Kanalregion gelost, wodurch die Pore nicht mehr
blockiert war. Auch hier war die Flexibilitidt des Kanals ausreichend, um eine Translokation
der a-Helix zu ermoglichen, ohne die Struktur des Proteinkanals zu beschidigen.

Es stellt sich die Frage, wie ein Ubergang aus der inaktiven in die aktive Konformation
aussehen kann. Eine Moglichkeit zur Aktivierung kann eine Bindung der Polypeptidkette {iber
thre Signalsequenz an den Proteinkanal sein. Die Signalsequenz besteht im Falle sekre-
torischer Proteine aus 15 bis 40 Aminosiduren am N-Terminus des Proteins. Das Signalpeptid
besitzt einen hydrophoben Kern und ist von geladenen bzw. polaren Aminoséduren flankiert.
Crosslinking-Experimente haben gezeigt, dass der hydrophobe Kern eine a-Helix bildet, die
sich zwischen zwei Transmembranhelizes der SecY-Untereinheit einbauen kann [126]. Dies
konnte zu einer Konformationsdnderung der Untereinheit SecY fiihren, bei der sich die be-
troffenen TM-Helizes (TM2b und TM7, in Abb. 5.1A in rot bzw. orange dargestellt) aus-
einander bewegen und moglicherweise zu einer Destabilisierung der Bindung des Pfropfens
fithren [120].

Eine weitere Moglichkeit, die zum Offnen des Kanals bzw. Offnen des Pfropfens fiihren
konnte, ist die Bindung eines an der Translokation beteiligten Proteins (z. B. das Ribosom).
Diese Vermutung wird von experimentellen Untersuchungen gestiitzt, die gezeigt haben, dass
sich die Ionenleitfdhigkeit erhoht, wenn ein Ribosom im nicht-translozierenden Zustand an
dem Proteinkanal gebunden ist [127]. Dies hat zur Folge, dass die Abdichtung des Kanals
nicht mehr vollstindig gegeben ist. Des Weiteren bindet das Ribosom ausschliefSlich an den
Loop-Bereichen der intrazelluldren Seite und wiirde somit eine Bewegung der TM-Bereiche
des Proteinkanals nicht behindern. Neuere Kryo-EM-Daten eines SecY-Komplexes aus E. coli,
der an ein Ribosom gebunden ist, zeigen einen translozierenden und einen nicht-trans-
lozierenden Proteinkanal. Mit Hilfe der bekannten Kristallstruktur des SecY-Komplexes aus
M. jannaschii konnten somit erstmals Strukturdaten einer moglichen aktiven Konformation
eines Proteinkanals modelliert werden [128].

Mit diesen Daten (Kristallstruktur des SecY-Komplexes und modellierte aktive Struktur des
Proteinkanals) wurden in dieser Arbeit MD-Simulationen durchgefiihrt, die den Proteinkanal

in einer moglichen translozierenden, sowie einer nicht-translozierenden Konformation unter-
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suchen. Es wird angenommen, dass die Aktivierung des Kanals im Falle der cotranslationalen
Translokation durch Bindung des Ribosoms an den Proteinkanal ausgelost wird. Die Trans-
lokation eines Polypeptids beruht auf einem Modell, das im Folgenden erklért wird und in der

Abb. 5.3 schematisch dargestellt ist.
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Abb. 5.3

Schematisches Modell zum Ablauf der cotranslationalen Translokation. Der Proteinkanal
(hier ist nur die Untereinheit SecY dargestellt) ist in der Membran eingebettet. (4) Im
nicht aktivierten Zustand ist die Pore geschlossen und der Pfropfen sitzt fest auf der Pore
des Kanals. (B) Nach einer Aktivierung durch das Ribosom (Andocken an den
Proteinkanal und Anlagerung der Signalsequenz des Polypeptids — Polypeptidkette als
rote Perlenkette, Signalsequenz als roter Kreis mit gelber Fiillung gezeigt) wird eine
Konformationsédnderung in SecY vermutet. Dadurch lockert sich die Bindung des
Pfropfens und die Pore vergréfert sich. (C) Das Polypeptid wird direkt vom Ribosom
durch den Kanal beférdert. (D) Nach vollendeter Translokation schliefit sich der
Pfropfen wieder und das Polypeptid kann in seinen gefalteten Zustand iibergehen. Nach
Abdocken des Ribosoms kommt es erneut zu einer Konformationsinderung und der
Proteinkanal geht wieder in seinen Ursprungszustand (A) iiber und dichtet die Membran
somit wieder ab.
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Der Einfachheit halber ist nur die SecY-Untereinheit, eingebaut in die Membran, dargestellt.
Der Kanal ist in grau, die Pore in griin und der Pfropfen in blau gezeigt. Im nicht aktivierten
Zustand ist die Pore geschlossen und der Proteinkanal undurchlissig (Abb. 5.3A). Durch Bin-
dung des Ribosoms und Anlagerung der Signalsequenz der Polypeptidkette an die SecY-
Untereinheit (Abb. 5.3B), dndert sich die Konformation, wodurch die Bindung des Pfropfens
gelockert wird und sich die Pore aufweitet. Im ndchsten Schritt wird das ungefaltete
Polypeptid durch die Pore auf die andere Seite der Membran geschoben (Abb. 5.3C). In dieser
Zeit kann sich der Pfropfen nicht zur Poren6ffnung zuriickbewegen. Nach vollendeter Trans-
lokation kann das Polypeptid in seine native Konformation falten. Die Signalsequenz wird zu
einem nicht bekannten Zeitpunkt wihrend der Translokation vom Polypeptid abgeschnitten
und kann sich dann vom Proteinkanal 16sen (Abb. 5.3D). Anschlieend kann sich der Pfropfen
wieder zur Poren6ffnung bewegen und nach Abdocken des Ribosoms kommt es erneut zu
einer Konformationsédnderung, die den Proteinkanal in die inaktive, nicht-translozierende
Konformation und damit in den Ausgangszustand tiberfiihrt. Der Proteinkanal bildet wieder
eine zuverldssige Abdichtung der Membran. In diesem Modell wird nicht beriicksichtigt, ob
es sich um einen einzelnen Proteinkanal oder ein Komplex, bestehend aus mehreren Protein-
kanidlen handelt, wie dies in der Literatur beschrieben wird. Es wird lediglich angenommen,
dass der Prozess der Translokation durch den Kanal eines einzelnen SecY- bzw. Sec61-
Komplexes erfolgt [129, 130].

MD-Simulationen in Kombination mit Strukturdaten in atomarer Auflésung kénnen einen
detaillierten Einblick in die Prozesse der Proteintranslokation geben, was zum allgemeinen
Verstindnis und zur Aufkldrung bislang unbeantworteter Fragestellungen beitrdgt. So ist
bislang unbekannt, was eine mogliche aktive Konformation, wie sie in den Kryo-EM-Daten
gefunden wurde, fiir Auswirkungen auf die Abdichtung des Kanals oder die Bindung des
Pfropfens im Kanal hat. Aufgrund der typischen Zeitskalen der Proteintranslokation, die
typischerweise im Millisekunden- bis Sekundenbereich liegen, reichen die heutzutage {ib-
lichen Simulationszeiten (~ ns) nicht aus, um den gesamten Prozessablauf in ,,Echtzeit* zu
simulieren. In diesem Fall kdnnen SMD-Simulationen (siehe Kapitel 2.2.1. Steered Molecular
Dynamics) Abhilfe schaffen. Durch eine duflere Kraft wird das System getrieben und der

untersuchte Prozess auf die verfiigbare Simulationszeit beschleunigt.
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5.2. Untersuchte Systeme und Simulationsdetails

Die wenigen bislang verdffentlichten Arbeiten zu MD-Simulationen an Proteintrans-
lokationskanilen wurden am SecY-Komplex oder an Untereinheiten dieses Komplexes in der
inaktiven Konformation, basierend auf der Kristallstruktur gemacht [125, 131]. Die SMD-
Simulationen zur Translokation einer a-Helix lieBen qualitative Aussagen liber Bindung und
Offnungsmechanismus des Pfropfens bzw. Flexibilitit der SecY-Untereinheit zu. Dariiber
hinaus wurde der Mechanismus zum Einbau von Proteinen in die Membran und eine
mogliche Dimerisierung des Proteinkanals untersucht. Ausgangspunkt fiir diese Simulationen
war die inaktive Konformation, d. h. dass sich der Pfropfen in der geschlossenen Position im
Kanalbereich befand. Um eine Offnung zu induzieren wurde eine o-Helix oder eine Kugel
durch den Kanal geschoben. Dazu wurden Kréfte bis zu ~ 1000 pN angelegt, wodurch sich
die Pore weitete und der Pfropfen aus dem Kanalbereich gedriickt wurde. Eine Konforma-
tionsédnderung infolge der Bindung eines Ribosoms oder eines weiteren Bindungspartners
wurde nicht beriicksichtigt. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten MD-Simulationen
am Proteinkanal SecY untersuchten die Bindung des Pfropfens, die Abdichtung des Kanals,
die Translokation kleiner Molekiile, sowie die Relaxation des Proteinkanals sowohl an der
inaktiven Konformation als auch an einer moglichen aktiven Form. Dazu wurden MD- sowie
SMD-Simulationen an unterschiedlichen Systemen durchgefiihrt, bei denen sich einerseits der
Pfropfen des Proteinkanals in einer offenen bzw. geschlossenen Stellung befand und
andererseits der Proteinkanal in einer inaktiven bzw. aktiven Konformation vorlag. Anhand
von multiplen SMD-Simulationen, gekoppelt mit einer statistischen Analyse wurde versucht,
nicht nur qualitative Aussagen machen zu konnen, sondern die Bindung des Pfropfens im
Kanal in der inaktiven sowie aktiven Konformation quantitativ zu bewerten. Abb. 5.4 zeigt

einen Uberblick iiber die in diesem Kapitel gemachten Simulationen.
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Schematische Darstellung der durchgefiihrten Simulationen. Ausgangspunkt war die Kristallstruktur
IRHZ.pdb aus der Protein-Datenbank fiir den SecY-Komplex. Von dieser Struktur wird angenommen,
dass sie in einer inaktiven Konformation vorliegt, in dieser Form also keine Proteine transloziert. Eine
aktive, translozierende Form wurde anhand von Kryo-EM-Daten eines dquivalenten Proteinkanals
modelliert. An diesen Systemen wurden folgende Simulationen durchgefiihrt: Bestimmung des PMFs
beim Abziehen des Pfropfens (rot), Relaxation aus verschiedenen Konformationen in den Ausgangs-
zustand (blau) und Untersuchung der Translokation kleiner Molekiile (griin). Die eingetragenen Zeiten
beziehen sich auf die Dauer der Simulationen der jeweiligen Systeme.

Ausgangspunkt war die Kristallstruktur IRHZ aus der Protein-Datenbank. Diese Startstruktur
wurde in einer Lipid-Wasser-Umgebung equilibriert und wird im Folgenden als inaktiv
geschlossene Konformation bezeichnet. Die Pore dichtet hierbei den Kanal ab (inaktiv) und
der Pfropfen sitzt im Kanalbereich unterhalb der Pore (geschlossen). Aus dieser Struktur
wurde mittels SMD-Simulationen der Pfropfen entfernt. Nach erneuter Equilibrierung erhalt
man eine Struktur, die mit inaktiv offen bezeichnet wird. Die Porenregion bleibt hierbei un-

verdndert. Die inaktiv geschlossene Konformation wurde mittels MD-Simulationen so verén-
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dert, dass die Porenregion der modellierten Struktur, basierend auf Kryo-EM-Daten der
translozierenden Konformation, entspricht. Die nach Equilibrierung erhaltene Struktur wird
mit aktiv geschlossen gekennzeichnet. Auch bei dieser Struktur wurde der Pfropfen mittels
SMD-Simulationen aus der Kanalregion herausgezogen; die neue Struktur wurde ebenfalls
equilibriert. Sie stellt die aktiv offene Konformation dar. An diesen Systemen wurden
Simulationen durchgefiihrt, die im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Die Anderung der Freien Energie beim Abziehen des Pfropfens aus der Pore des Protein-
translokationskanals sowohl in inaktiver als auch aktiver Konformation wurde mittels
multiplen SMD-Simulationen bestimmt (Abb. 5.4, rot). Bei den Strukturen inaktiv offen, aktiv
geschlossen und aktiv offen wurde mittels MD-Simulationen die Relaxation in den Ausgangs-
zustand, also in die inaktiv geschlossene Konformation untersucht (Abb. 5.4, blau). Dariiber
hinaus wurde in allen Konformationen die Translokation eines Wassermolekiils und eines
Ions durch die Porenregion des Proteinkanals simuliert, um Aussagen iliber die mdglichen
Einfliisse der Konformationen auf die Abdichtung des Proteinkanals machen zu kénnen (Abb.
5.4, griin).

Alle Simulationen sind mit dem Programm NAMD durchgefiihrt worden [30]. Als Kraftfeld
kam CHARMM 27 zum Einsatz [29]. Der Integrationszeitschritt lag bei 1 fs. Van der Waals-
Wechselwirkungen wurden fiir jeden Zeitschritt mit einem Cutoff von 10 A und einer
Switching function berechnet. Zur Berechnung der elektrostatischen Wechselwirkung kam die
Particle Mesh Ewald (PME)-Methode [36] mit einem Multi-Zeitschritt-Algorithmus zum
Einsatz. Dabei wurde ein 10 A Abschneideradius zur Berechnung der Summe im Realraum
und ein Rasterabstand von 1 A fiir die reziproke Summe im Fourierraum verwendet. Das
System wurde mit periodischen Randbedingungen bei einer Temperatur von 300 K und einem
Druck von 1 bar unter Verwendung der Langevin-Piston-Methode [40], mit einer Oszilla-

tionsperiode von 200 fs und einer Dampfungszeit von 100 fs, simuliert.

5.3. Equilibrierung der Startstruktur von SecY

Die Startstruktur des SecY-Komplexes wurde nach Hinzufiigen von Wasserstoffatomen in
eine Doppellipidschicht eingebaut, so dass der hydrophobe Bereich des Proteins maximal
durch den hydrophoben Bereich der Membran abgedeckt wurde. Anschliefend wurde das
gesamte System mit einer Wasserbox versehen. Mit Hilfe des VMD-Plugins Solvate konnten
dem Gesamtsystem lonen hinzugefiigt werden, so dass ein Ladungsausgleich vorhanden war

und eine gewiinschte Salzkonzentration eingestellt werden konnte. Das Programm verwendet
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hierfiir Natrium- und Chloridionen als Standardionen. Der Aufbau des Simulationssystems ist
in Abb. 5.5 gezeigt. In der Abbildung sieht man eine Seitenansicht auf die Einheitszelle.

Abb. 5.5A zeigt die Proteinstruktur des Proteintranslokationskanals, in Abb. 5.5B sieht man das
System nach Einbau der Doppellipidschicht und in Abb. 5.5C wurde die Wasserbox hinzu-
gefiigt. Die Proteinstruktur ist in grau (Cartoon-Darstellung), die Pore und der Pfropfen sind
in griin bzw. blau (Surface-Darstellung) eingezeichnet. Wasser- und Lipidmolekiile wurden
der besseren Ubersicht wegen zum Teil nicht eingezeichnet. Zu erkennen ist, dass die Lipid-
molekiile eine geordnete Struktur aufweisen und die Wassermolekiile nur oberhalb und unter-
halb der Doppellipidschicht zu finden sind. Die Kanalregion ist frei von Wassermolekiilen.

Ionen sind in der Abbildung nicht eingezeichnet.

Abb. 5.5

Zusammenbau der Startstruktur. Das Protein ist in grau (Cartoon-Darstellung), die Pore und der Pfropfen sind
in griin bzw. blau (Surface-Darstellung) eingezeichnet. Lipide und Wasseratome sind in (B) und (C) zur bes-
seren Ubersicht nur teilweise dargestellt. (A) Seitenansicht auf die Proteinstruktur. (B) Einbau des Protein-
kanals in die Doppellipidschicht. (C) Hinzufiigen der Wasserbox (lonen sind nicht eingezeichnet).

Das Gesamtsystem besteht aus insgesamt 122320 Atomen. Hiervon entfallen 8464 Atome auf
das Protein, 35510 auf die Lipide, 78321 auf die Wassermolekiile und 25 entsprechen den
Ionen (7 Natrium- und 18 Chloridionen). Die Einheitszelle hatte nach Zusammenbau die
MaBe 125 A x 128 A x 115 A). Diese Startstruktur wurde einer Reihe von Energieminimier-
ungs- und Equilibrierungsschritten unterzogen, um iiberlappende Atome zu beseitigen und die
Struktur an die gewiinschten Umgebungsbedingungen, wie Temperatur und Druck anzu-
passen und eine Gleichgewichtsstruktur zur erhalten. Diese Schritte sind im Folgenden kurz

zusammengestellt.
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Minimierung: Das Proteinriickgrat des Proteinkanals wird mit einem harmonischen
Constraint festgehalten, die tlibrigen Atome wurden energieminimiert. Damit lassen sich
potentielle ,,Energiespitzen, die aufgrund der Van der Waals-Wechselwirkung {iberlap-
pender, oder dicht beieinander liegender Atome entstehen, bereinigen, indem die Positionen
der Atome gemill dem Gradienten der potentiellen Energie verdndert werden, bis ein lokales
Minimum erreicht ist, oder ein festgelegter Grenzwert unterschritten wird. Fiir die Energie-
minimierung des Systems wurde sowohl die Steepest Descent-, als auch die Conjugate

Gradient-Methode verwendet.

Equilibrierung des Losungsmittels: Der Proteinkanal wird mit einem harmonischen
Constraint von 70 pN/A festgehalten und die Lipide und Wassermolekiile werden equilibriert.
Das System wird von 0 K entsprechend einer Temperaturrampe auf 300 K aufgeheizt. Dabei
kommt es zum Auftauen von Freiheitsgraden der Lipide, was dazu fiihrt, dass die
Lipidschwinze ihre anfiangliche geordnete Struktur verlieren und sich Wassermolekiile
zwischen die hydrophilen Kopfgruppen der Lipide einlagern. Die Simulation wurde im NVT-

Ensemble durchgefiihrt. Die Simulationszeit betrug insgesamt 400 ps.

Equilibrierung der Seitenketten der Aminosiuren des Proteinkanals: In einer weiteren
Simulation wird der harmonische Constraint der Seitenketten von einem Anfangswert von
70 pN/A auf 0 pN/A reduziert. Die Seitenkettenatome konnen sich am Ende der Simulation
frei bewegen. Es wurde im NPT-Ensemble bei einer konstanten Temperatur von 300 K und

bei einem konstanten Druck von 1 bar simuliert. Die Simulationszeit betrug 300 ps.

Equilibrierung des Gesamtsystems: In einem letzten Schritt wurde der Constraint auf die
Atome des Proteinriickgrats des Proteinkanals innerhalb der ersten Nanosekunde auf 0 pN/A
reduziert, mit dem Ergebnis, dass das System frei equilibrieren kann. Es wurde im NPT-
Ensemble bei einer konstanten Temperatur von 300 K und einem konstanten Druck von 1 bar

simuliert. Die Simulationszeit betrug 22 ns.

5.3.1. Ergebnisse und Diskussion

Abb. 5.6 zeigt das Gesamtsystem nach der Equilibrierung sowie relevante Simulationsdaten.
Die Gesamtenergie des Systems sowie das Systemvolumen sind in Abb. 5.6A,B fiir den

Simulationszeitraum von 18 ns bis 22 ns gezeigt. Beide Systemparameter zeigen einen
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stabilen Verlauf; es sind keine Trends zu erkennen. Abb. 5.6C zeigt die strukturelle Ab-
weichung des Proteinkanals von der Startstruktur iiber den gesamten Verlauf der Simulation.
Der RMSD-Wert wurde fiir jede Momentaufnahme der Simulation berechnet. Zur Berech-

nung wurden alle Atome des Proteinriickgrats verwendet und nach bestmdglicher Uber-

lagerung mit der Startstruktur verglichen.

é '15°;A.Nl/\w\j1..ﬂ mWhmw “’}i mv.Mu f 1150qu\“/ o W‘ 'MHW W ‘I‘HNMH“'
3 s 11N MMMWHWWW“\Y\llN = www M\ A M Ui

RMSD /A

0 5 10 15 20
Zeit/ ns

Abb. 5.6

Systemdaten bzw. strukturelle Daten der Equilibrierung der Startstruktur. (A) Gesamtenergie des Systems. (B)
Volumen des Gesamtsystems. (C) Strukturelle Abweichung des Proteinriickgrats von der Startstruktur. (D)
Seitenansicht auf die equilibrierte Struktur des Proteinkanals. Das Proteinriickgrat ist in grau (Cartoon-

Darstellung), der Pfropfen und die Pore in blau bzw. griin (Surface-Darstellung) gezeigt. Lipid- bzw. Wasser-
atome sind der Ubersicht wegen teilweise weggelassen.

Der RMSD-Wert steigt anfinglich auf einen Wert von ca. 2.3 A in den ersten 5 ns an. Die
strukturelle Abweichung stabilisiert sich im weiteren Verlauf der Simulation bei einem
RMSD-Wert von ca. 2.7 A; wihrend der letzten 10 ns bleibt der RMSD-Wert nahezu
konstant. Die strukturelle Abweichung des Proteinkanals im Verlauf der Simulation ist

vergleichbar mit anderen MD-Simulationen, die an SecY bereits durchgefiihrt wurden und



146 Kapitel 5 Untersuchung des Proteintranslokationskanals SecY

liegt im Bereich, den man fiir einen Proteinkomplex erwartet [132, 133]. Die Sekundaér-
struktur bleibt wahrend der Simulation grofBtenteils erhalten. Der Proteinkanal besteht aus
insgesamt drei Untereinheiten. Die visuelle Inspektion der Simulation zeigt, dass sich diese
gegeneinander verschieben und so zu einem Teil der strukturellen Abweichung beitragen,
insbesondere zu strukturellen Verdnderungen auf langeren Zeitskalen. Dazu kommt, dass sich
im intrazelluliren Bereich die hydrophilen Bereiche, insbesondere die Loop-Regionen
wihrend der Simulation verdndern. Im Transmembranbereich, der fiir die Untersuchung der
Pore und des Pfropfens von besonderer Wichtigkeit ist, kommt es zu keinen merklichen
strukturellen Verdanderungen oder gar zu einem Verlust der Sekundirstruktur. Der Kanal
scheint sich im Verlauf der Simulation im Vergleich zur Kristallstruktur geringfiligig zu
verdichten. Die Lipide passen sich der hydrophoben Aulenseite des Proteins an und bedecken
diesen Bereich vollstindig. Die Doppellipidschicht stabilisiert sich bei einer Hohe von ca.
37 A (Mittlerer Abstand der Phosphoratome der Kopfgruppen), was ein typischer Wert fiir die
Membrandicke in Simulationen entspricht [96]. Zu Beginn der Simulation kann man
erkennen, dass der Kanalbereich nicht mit Wassermolekiilen gefiillt war (siche Abb. 5.6C).
Dies dndert sich im Laufe der Equilibrierung, indem Wassermolekiile von beiden Seiten der
Membran in den Kanalbereich hinein diffundieren. Zum Ende der Simulation hat sich der
Kanalbereich des Proteinkanals komplett mit Wasser gefiillt (siche Abb. 5.6D). Es ist zu
erwihnen, dass sowohl die Doppellipidschicht, als auch der Proteinkanal fiir Wassermolekiile
wihrend der Simulation undurchlissig waren und kein Ubertritt der Wassermolekiile von der
einen Seite der Membran auf die andere Seite der Membran moglich war. Die Wasser-
molekiile sind weder in der Lage, in die hydrophoben Bereiche der Lipide oder der Lipid-
Protein-Grenzfliche einzudringen, noch die Pore bzw. den Pfropfen des Proteinkanals zu
passieren. Wihrend der Simulation wurden Wassermolekiile beobachtet, die sich der Pore von
beiden Seiten aus gendhert haben, diese jedoch nicht iiberschreiten konnten. Der Pfropfen
sitzt wihrend des gesamten Verlaufs der Simulation eng an der Pore. Eine analoge Aussage
iiber das Permeabilititsverhalten von Ionen kann aufgrund der zu geringen Ionenkonzen-
tration nicht gemacht werden.

Die Equilibrierung der Startstruktur in einer Lipid-Wasser-Umgebung fiihrt zu einem stabilen
System, das gerade im wichtigen Transmembranbereich grofle strukturelle Stabilitdt zeigt.
Der Einbau des Proteinkanals in die Membran fiihrt nicht zu einem Verlust der Abdichtung
gegeniiber Wassermolekiilen. Die equilibrierte Struktur ist in der inaktiv geschlossenen

Konformation und dient als Ausgangspunkt fiir weitere Simulation.
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5.4. Simulation der aktiv geschlossenen Konformation
des Proteinkanals SecY

Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass der Proteintranslokations-
kanal SecY aus E. coli bei Bindung an das Ribosom in zwei verschiedenen Konformationen
auftreten kann: in einer nicht-translozierenden und in einer translozierenden Konformation.
Nach Zugabe von SecY zu einer Ribosom-Losung konnten zwei unterschiedliche Bindungs-
stellen identifiziert werden, an denen sich SecY an das Ribosom anlagern konnte. Die Kon-
formation von SecY war an beiden Bindungsstellen unterschiedlich.

Zum einen kann SecY an die Austrittsstelle der Polypeptidkette des Ribosoms binden; diese
Bindungsstelle besitzt somit eine physiologische Relevanz. Zum anderen bindet SecY an die
Austrittsstelle der mRNA des Ribosoms, einem Bereich des Ribosoms, der nicht direkt an der
Proteintranslokation beteiligt und somit als physiologisch nicht relevant in Bezug auf die
Proteintranslokation ist.

Aufgrund der physiologischen Relevanz der Bindungsstellen, wird vermutet, dass es sich bei
der Konformation des Proteinkanals an der Austrittsstelle der Polypeptidkette des Ribosoms
um die translozierende Konformation handelt, wohingegen die Konformation des Protein-
kanals, die an der Austrittsstelle der mRNA gefunden wurde, die nicht-translozierende Kon-
formation darstellt.

Ein Vergleich der EM-Daten mit der Kristallstruktur der inaktiven Form des Proteinkanals
von M. jannaschii bekriftigt diese Aussage. Eine gute Ubereinstimmung konnte nur mit der
Konformation des Proteinkanals erzielt werden, die an der physiologisch nicht-relevanten
Bindungsstelle gefunden wurde. Die EM-Daten des Proteinkanals, gebunden an der
physiologisch relevanten Bindungsstelle des Ribosoms, ergaben nur mit einer verédnderten
Kristallstruktur eine gute Ubereinstimmung.

Die bendtigten strukturellen Verdnderungen wurden mit Hilfe der Normal Mode Based
Flexibe Fitting-Methode (NMFF) [134], einem flexiblen Fit-Verfahren basierend auf einer
Normalmodenanalyse bestimmt. Mit Hilfe von Normalmoden lassen sich kollektive Bewe-
gungen der Struktur berechnen. Auf Basis dieser Bewegungen wurden Konformations-
dnderungen der Kristallstruktur des Proteinkanals durchgefiihrt, um eine bestmdgliche Uber-
einstimmung mit den EM-Daten zu erreichen. Aus den EM-Daten konnten somit zwei
Strukturen abgeleitet werden.

In der Proteindatenbank sind die translozierende (aktive) Struktur des Proteinkanals mit dem

Namen 2AKH und die nicht-translozierende (inaktive) Konformation des Proteinkanals mit
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dem Namen 2AKI abgelegt. Zu beachten ist dabei, dass nur die C,-Atome des Protein-
riickgrats des Kanals bekannt sind.

Um die Strukturen in dieser Arbeit einsetzen zu konnen, wurden sie mit der equilibrierten
Startstruktur 1RHZ, der inaktiv geschlossenen Konformation, bestmdglich tiberlagert. Fiir die
Uberlagerung wurden nur die helikalen Bereiche der SecY-Untereinheit verwendet. Das
Ergebnis ist in Abb. 5.7 in der Aufsicht dargestellt. Die helikalen Bereiche der drei Strukturen
sind in Cartoon-Darstellung, die C,-Atome der Aminosduren, die die Pore bilden, sind in Van
der Waals-Darstellung gezeigt. Die Referenzstruktur der SecY-Untereinheit aus 1RHZ ist
griin angefdrbt, gelb eingefdrbt ist die gefittete Struktur der nicht-translozierenden Konfor-
mation (2AKI) basierend auf den Kryo-EM-Daten und blau die gefittete Struktur der translo-
zierenden Konformation (2AKH), ebenfalls basierend auf Kryo-EM-Daten.

Eine Ubereinstimmung ist zwischen der Referenzstruktur (griin) und der nicht-translozieren-
den Konformation des Proteinkanals (gelb) zu erkennen. Die translozierende Konformation

des Proteinkanals (blau) weicht deutlich von der Referenzstruktur ab.

Abb. 5.7

Struktureller Vergleich der Proteinkandle aus den Strukturen der
Proteindatenbank 1RHZ (griin — Kristallstruktur des Proteinkanals),
2AKH (gelb — gefittete nicht-translozierende Struktur basierend auf
Kryo-EM-Daten) und 2AKI (blau — gefittete translozierende Struktur
basierend auf Kryo-EM-Daten); Die C,-Atome sind in Cartoon-Dar-
stellung gezeigt, die Atome der Pore in Van der Waals-Darstellung.
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Die strukturelle Abweichung (RMSD-Werte der C,-Atome der helikalen Bereiche in der Po-
renregion) zwischen der equilibrierten Startstruktur 1RHZ (inaktiv geschlossene Konfor-
mation) und der nicht-translozierenden EM-Struktur 2AKI betrigt ca. 1.62 A, zwischen der
equilibrierten Startstruktur 1RHZ und der translozierenden EM-Struktur 2AKH betrigt der
RMSD-Wert 4.37 A. Die Pore, hervorgehoben durch die in Van der Waals-Darstellung ge-
zeigten Atome, ist in der translozierenden Struktur geweitet. Die helikalen Bereiche liegen
weiter vom Zentrum der Pore (Mittelpunkt der Abbildung) entfernt als im nicht-translo-
zierenden Fall.

Um die Referenzstruktur (inaktiv) in die Konformation der aktiven Struktur (2AKH) zu
tiberfiihren, wurde eine kiinstliche Konformationsidnderung an der equilibrierten Startstruktur
durchgefiihrt. Hierzu wurden harmonische Constraints auf vier helikale Bereiche in direkter
Umgebung der Porenregion angelegt, um diese Helizes wihrend einer MD-Simulation auf die
Position der entsprechenden helikalen Bereiche in 2AKH (blaue Struktur in Abb. 5.7) zu
bewegen. Eine Uberlagerung jedes einzelnen helikalen Bereichs auf die entsprechende
helikale Struktur der Zielstruktur diente zur Bestimmung der Referenzpositionen der
verwendeten Constraints. Dies fiihrte dazu, dass sich die helikalen Strukturen als Ganzes
bewegten, und dass die Sekundérstruktur erhalten wurde. Dieser Vorgang ist schematisch in

Abb. 5.8 dargestellt.

Harmonische Constraints

Abb. 5.8

Schematische Darstellung des Ubergangs der Referenzstruktur aus der inaktiven in die aktive
Konformation. Mit Hilfe von harmonischen Constraints wurden Teile der equilibrierten Startstruktur (rosa
eingefdrbte a-Helizes) in die neue Konformation tiberfiihrt (Andeutung der Bewegung durch die gelben
Pfeile, linker Teil der Abbildung). Die verdnderte Struktur (aktive Konformation) ist im rechten Teil der
Abbildung dargestellt. Das Protein ist in grau (Cartoon-Darstellung) gezeigt, die Pore und der Pfropfen
sind in griin bzw. blau (Surface-Darstellung) eingezeichnet.
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Das Protein ist in grau, die helikalen Bereiche der Porenregion sind in rosa eingeférbt.
Zusitzlich zur Proteinstruktur und der Porenregion sind die Pore in griin und der Pfropfen in
blau hervorgehoben. Im linken Teil der Abbildung ist die Aufsicht auf die equilibrierte
Startstruktur 1RHZ (inaktiv geschlossene Konformation) gezeigt. Die Pfeile sollen die Bewe-
gungsrichtungen andeuten, in die die helikalen Bereiche auf Grund der harmonischen Con-
straints bewegt werden. Im rechten Teil der Abbildung ist die Endstruktur ebenfalls als
Aufsicht gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die Porenregion (griin) geweitet hat
und jetzt keine geschlossene Oberflache mehr erkennbar ist. Unterhalb der Pore ist bereits der
Pfropfen (blau) zu sehen.

Die MD-Simulation erfolgte unter Verwendung derselben Simulationsparameter, wie bei der
Equilibrierung der Startstruktur. Zusétzlich kamen harmonische Constraints zum Einsatz, die
auf insgesamt 70 C,-Atome der helikalen Bereiche der Porenregion gewirkt haben.

Die Stdarke der Constraints erhohte sich kontinuierlich im Verlauf einer Simulationsdauer von
1 ns von anfinglich 0 pN/A auf einen Endwert von 70 pN/A. Die kontinuierliche Zunahme
des Constraints gewihrleistet, dass die Struktur ausreichend Zeit hat, sich auf die erzwungene
Bewegung einzustellen und keine abrupten, hohen Krifte auf das System wirken, die zu einer
strukturellen Schédigung des Proteins fithren. Zusitzlich wirkten die Constraints nur auf einen
moglichst minimalen Bereich des Proteins. Die restliche Proteinstruktur diente als Puffer und
verdnderte sich entsprechend der Bewegung des Porenbereichs. Im Anschluss an die Ein-
fiihrung der Constraints, erfolgte eine Equilibrierung der Struktur bei aktiven Constraints fiir

weitere 5 ns.

5.4.1. Ergebnisse und Diskussion

In der Abb. 5.9 ist das Ergebnis der MD-Simulation der aktiven Struktur anhand der wichtig-
sten System- und Strukturgrofen zusammengefasst. Die Gesamtenergie des Systems ist in
Abb. 5.9A dargestellt. Der Kurvenverlauf zeigt zwischen 4 ns und 6 ns einen stabilen Verlauf,
zu Beginn ist eine minimale Abweichung der Energie von ihrem anfianglichen Wert zu sehen.
Ein deutlicher Trend iiber den gesamten Verlauf der Simulation ist jedoch nicht zu erkennen.
In Abb. 5.9B,C sieht man eine Uberlagerung der Proteinstruktur des simulierten Proteinkanals
(griin) mit der, anhand der Kryo-EM-Daten bestimmten Zielstruktur, translozierenden
Konformation (blau). Diese Struktur entstand durch bestmdgliche Uberlagerung aller
helikalen Bereiche der equilibrierten Startstruktur mit der Struktur 2AKH. Zu sehen ist eine

Aufsicht von der intrazelluldren Seite vor (Abb. 5.9B) und nach der Simulation (Abb. 5.9C). Die
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Strukturen sind in Cartoon-Darstellung gezeichnet. Nur die helikalen Bereiche der SecY-

Untereinheit sind zu sehen. Man kann erkennen, dass sich der zentrale Porenbereich (dazu-

gehorige a-Helizes dick gezeichnet) sehr gut an die Zielstruktur angepasst hat.
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Abb. 5.9

System- und Strukturdaten Daten der Equilibrierung der aktiv geschlossenen Konformation. (A) Gesamtenergie
des Systems. Strukturelle Uberlagerung von Ist- und Sollstruktur vor (B) bzw. nach (C) der Simulation. Gezeigt
ist das Proteinriickgrat der simulierten Struktur in griin, sowie die Zielstruktur in blau (Cartoon-Darstellung).
(D) Strukturelle Abweichung des Proteinriickgrats des helikalen Porenbereichs beziiglich der Zielstruktur. (E)
Strukturelle Abweichung des Proteinriickgrats beziiglich der Zielstruktur. (F) Seitenansicht auf den
Proteinkanal nach der Equilibrierung in der aktiv geschlossenen Konformation. Das Proteinriickgrat ist
transparent in Cartoon-Darstellung gezeigt. Die Pore und der Pfropfen sind in griin bzw. blau (Surface-
Darstellung), relevante Wassermolekiile in Van der Waals-Darstellung eingezeichnet.

Dies ist nicht erstaunlich, da gerade in diesen Bereich der harmonische Constraint angelegt
wurde. Die umliegende Struktur wird durch diese Constraints indirekt beeinflusst und reagiert

ebenfalls mit einer strukturellen Veranderung. Die helikalen Segmente dieses Auflenbereichs
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ndhern sich ebenfalls der Zielstruktur an, jedoch {iiberlagern sich am Ende die gemittelte
Endstruktur und die Zielstruktur nicht vollstindig (Abb. 5.9C). Dies spiegelt sich auch in den
RMSD-Daten der strukturellen Abweichung wieder. In Abb. 5.9D ist dies fiir den Verlauf der
Simulation fiir die helikalen Bereiche der Porenregion gezeigt, in Abb. 5.9E fiir das gesamte
Proteinriickgrat. In beiden Féllen erhdlt man einen qualitativ dhnlichen Gesamtverlauf.
Innerhalb der ersten Nanosekunde bewegt sich das System, bedingt durch die harmonischen
Constraints, auf die Zielstruktur zu und der RMSD-Wert sinkt im Falle des Porenbereichs von
ca. 3 A auf ca. 0.3 A (Abb. 5.9D). Dies bedeutet eine nahezu perfekte Ubereinstimmung des
Proteinriickgrats der helikalen Segmente im Porenbereich. Der RMSD-Wert bleibt im
weiteren Verlauf der Simulation konstant. Im Fall des Proteinriickgrats des gesamten Protein-
kanals kommt es in der ersten Nanosekunde zu einer Anndherung an die Zielstruktur. Hier
bewegt sich der RMSD-Wert von ca. 4.5 A auf ca. 3.3 A und stabilisiert sich im weiteren
Verlauf der Simulation auf diesen Wert (Abb. 59E). Die strukturelle Verdnderung der
Ausgangsstruktur in die aktive Konformation und die anschlieBende Equilibrierungs-
simulation ergibt letztendlich ein strukturell stabiles System, das in der relevanten
Porenregion sehr gut mit der modellierten Struktur iibereinstimmt. Die Sekundérstruktur
bleibt wihrend der gesamten Simulation erhalten.

Die aktiv geschlossene Konformation weist eine geweitete Pore auf, was Auswirkungen auf
die Abdichtung des Kanals hat. Wie man in der Abb. 5.9F deutlich erkennen kann, 6ffnet sich
dadurch die Pore fiir Wassermolekiile, die bereits nach kurzer Zeit die Porenregion durch-
queren konnen.

Die Methode der Normal Mode Based Flexible Fitting erlaubt die Lokalisierung und Positio-
nierung von Sekundérstrukturelementen, wie z.B. a-Helizes, jedoch nicht mit atomarer Auflo-
sung. Die hier vorgestellte Proteinstruktur basiert auf Kryo-EM-Daten, die mit Hilfe dieser
Methode bestimmt wurden. Fiir die Simulation wurde jedoch nur ein kleiner Teil der vorhan-
denen Strukturinformation verwendet. Um die equilibrierte Kristallstruktur zu modifizieren,
war nur die Lage der a-Helizes des zentralen Porenbereichs von Interesse.

Man erhélt so eine mogliche aktive Konformation des Proteinkanals, die durch das
Einbringen einer minimalen Anzahl neuer Strukturinformationen entstanden ist. Allgemein
wird angenommen, dass sich die Pore aufweiten muss, um eine Translokation eines
Polypeptids zu ermoglichen. Eine solche Aufweitung des Kanals ist gegeben, wenn sich der
Proteinkanal in der aktiven Konformation befindet. Das Modell der aktiven Struktur des
Proteinkanals erlaubt es erstmals, die Auswirkung einer geweiteten Pore auf molekularer

Ebene in MD-Simulation zu untersuchen.
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5.5. Abziehen des Pfropfens

Die Translokation eines Polypeptids durch den Proteinkanal setzt unter anderem voraus, dass
sich der Pfropfen, der direkt unterhalb der Pore sitzt, und somit den Kanal versperrt, aus
dieser Position bewegt und den Kanalbereich somit passierbar macht. Mit Hilfe von MD-
Simulationen konnte bereits gezeigt werden, dass es moglich ist, eine a-Helix durch den
Proteinkanal zu ziehen. Bei ausreichend grofer Kraft, mit der die a-Helix durch die Pore
gezogen wird, 10st sich der Pfropfen von der Pore und kann zur Seite geschoben werden
[131]. In diesem Kapitel wird der Frage nachgegangen, wie stark der Pfropfen im Kanal
gebunden ist und ob die Bindung des Pfropfens im Kanal in der inaktiv geschlossenen
Konformation des Proteinkanals anders aussieht als in der aktiv geschlossenen Konformation.
Dazu wurde der Pfropfen in beiden Systemen mit Hilfe von SMD-Simulationen von der Pore
abgezogen. In den durchgefiihrten Simulationen wurde die Kraft direkt an dem Pfropfen
angelegt und bewegt diesen in die negative z-Richtung, d. h. der Pfropfen bewegt sich in

Richtung des extrazelluldren Raumes. Dies ist schematisch in Abb. 5.10 dargestellt.

Intrazellular
Z
y
X
|_:> Extrazellular
Abb. 5.10

Schematische Darstellung der SMD-Simulation zur
Untersuchung des Bindungsverhaltens des Pfropfens im
Kanal. Die Kraft wirkt direkt auf den Pfropfen (blau
eingezeichnet) und zieht diesen in die negative z-Richtung
und somit von der Pore weg in den extrazelluldren Raum.

Die notwendige Kraft, die aufgebracht werden muss, um den Pfropfen von der Pore
abzuziehen wird fiir beide Konformationen ermittelt. Dadurch wird ein qualitativer Vergleich
der eingesetzten Kréifte moglich. Eine quantitative Aussage der Bindungsstérke des Pfropfens
kann iiber die Anderung der Freien Energie beim Abziehen des Pfropfens gemacht werden.
Aufgrund der notwendigen Zuggeschwindigkeit befinden sich die Systeme wihrend der

Simulation nicht mehr im Gleichgewicht. Aus diesem Grund muss die anfallende dissipative
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Arbeit beriicksichtigt werden. Dies erfolgt mit Hilfe einer statistischen Analyse der Nicht-
gleichgewichtsdaten aus mehreren SMD-Simulationen. Damit ldsst sich das Potential of
Mean Force (PMF) des Pfropfens beim Abziehen von der Pore entlang der durch das SMD-
Potential vorgegebenen Reaktionskoordinate berechnen (siehe Kapitel 2.4.2. Rekonstruktion

des Freien Energieprofils aus SMD-Simulationen).

5.5.1. Voruntersuchung — Schnelles Abziehen

In einem ersten Versuch wurde der Pfropfen in beiden Systemen (inaktiv geschlossen und
aktiv geschlossen) mit einer Geschwindigkeit von 20 A/ns in die negative z-Richtung
gezogen. Die Kraft wirkte auf den Schwerpunkt des Pfropfens. Die Kraftkonstante des SMD-
Constraints betrug 500 pN/A wodurch sichergestellt wurde, dass der Schwerpunkt des
Pfropfens dem Zugpotential eng folgte. Ein harmonisches Zusatzpotential mit einer Stirke
von 50 pN/A, das auf die Kopfgruppen der Lipide wirkte, sorgte dafiir, dass sich wihrend der
Simulation, aufgrund der einwirkenden Kraft auf den Pfropfen, nicht die gesamte Protein-
struktur in die negative z-Richtung bewegt. Dieser Constraint beeinflusste die Lipide aus-
schlieBlich in z-Richtung, so dass sie in ihrer Bewegung entlang der Membranebene nicht
eingeschrinkt, die z-Positionen sowie die Ausdehnung der Doppellipidschicht aber fixiert
waren. Die Simulationsdauer fiir beide Systeme betrug jeweils 350 ps, was einer Bewegung
des Pfropfenschwerpunktes um ca. 7 A entspricht. Die Ergebnisse dieser Simulationen

werden im Folgenden vorgestellt.

5.5.1.1. Ergebnisse und Diskussion
Der Verlauf, der am Pfropfen anliegenden Kraft, ist in Abb. 5.11 fiir beide Konformationen des

Proteinkanals gezeigt. In blau ist der Verlauf flir die Simulation der inaktiv geschlossenen

Konformation, in rot fiir die Simulation der aktiv geschlossenen Konformation dargestellt.
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Abb. 5.11
Kraftverlauf wihrend der SMD-Simulation beim Abziehen
des Pfropfens. Der Kraftverlauf, der bei der Simulation des
inaktiven Systems beobachtet wurde ist in blau, der des
aktiven Systems ist in rot dargestellt.

Beide Simulationen zeigen einen unterschiedlichen Kraftverlauf. Im Fall der inaktiv
geschlossenen Konformation steigt die Kraft in den ersten 250 ps der Simulation stetig an, bis
eine Maximalkraft von ca. 1100 pN erreicht ist (Abb. 5.11, blaue Kurve). Danach fillt die
Kurve innerhalb der ndchsten 25 ps auf 600 pN ab. Im Fall der aktiv geschlossenen Konfor-
mation liegt bereits zu Beginn der Simulation eine Kraft von ca. 150 pN am Pfropfen an. Die
Feder ist aufgrund einer identischen Systempréparation beider Systeme vorgespannt. Nach
100 ps fallt die Kraft von ca. 600 pN auf 450 pN ab. Die Kraft steigt dann im weiteren
Verlauf der Simulation mehrfach leicht an und fallt wieder ab. Dabei bewegt sich die Kraft
zwischen 400 pN und 600 pN. Gegen Ende der Simulationen liegt die Kraft beider Simula-
tionen auf einem vergleichbaren Kraftniveau und steigt wieder leicht an.

Ein Vergleich der beiden Kraftkurven zeigt, dass die Kraftkurve wihrend der Simulation des
aktiv geschlossenen Kanals keine extremen Schwankungen zeigt, wie es fiir den Proteinkanal
in der inaktiv geschlossenen Konformation der Fall ist. Die aufzuwendende Maximalkraft, um
den Pfopfen von der Pore abzuziehen, ist fiir den Proteinkanal in der aktiv geschlossenen
Konformation um den Faktor zwei geringer.

Um sich ein besseres Bild des Abziehprozesses des Pfropfens machen zu kénnen, sind in

Abb. 5.12 Momentaufnahmen des Proteinkanals aus beiden Simulationen in zeitlicher Abfolge

zu sehen. Gezeigt sind die ersten 300 ps, was einer Zugdistanz von 6 A entspricht.
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Abb. 5.12

Momentaufnahmen der SMD-Simulationen zum Abziehen des Pfropfens. Das Proteingeriist ist in grau
im Hintergrund dargestellt, die Pore ist in griin (Surface-Darstellung) gezeigt. Die Kraft wirkt in die
negative z-Richtung. Es sind Momentaufnahmen zu unterschiedlichen Zeiten abgebildet. Im oberen
Teil sind Momentaufnahmen des inaktiven Systems zu sehen. Hier ist der Pfropfen in blau gezeigt. Im
unteren Teil der Abbildung ist das aktive System dargestellt. Hier ist der Pfropfen in rot gezeigt.

Das Proteingeriist des Kanals ist in grau im Hintergrund zu sehen, die Pore ist in beiden
Féllen in griin eingefdrbt. Der Pfropfen der inaktiv geschlossenen Konformation ist im oberen
Teil des Bildes in blau gezeigt. Im unteren Teil der Abbildung ist der Pfropfen der aktiv
geschlossenen Konformation in rot zu sehen. Aus beiden Simulationen wurden Moment-
aufnahmen gewdhlt, bei denen der Pfropfen in einer vergleichbaren Stellung beziiglich der
Pore liegt. Die Simulationszeit ist in beiden Féllen in einem roten bzw. blauen Kasten
vermerkt. Die erste Momentaufnahme wurde zu Beginn jeder Simulation gemacht, bei der
Propfen und Pore noch in engem Kontakt miteinander sind (blau: 0 ps, rot: 0 ps). Nach
Einwirken einer Kraft auf den Schwerpunkt des Propfens bewegt sich dieser kontinuierlich
nach unten und verliert somit nach und nach den Kontakt zu der Pore. Fiir die zweite
Momentaufnahme wurde eine Situation gewihlt, bei der die Bindung bereits gelockert ist, der
Pfropfen sich aber immer noch in der Ndhe der Pore befindet (blau: 150 ps, rot: 45 ps). Hier
fallt auf, dass sich dieser Zustand, im Fall der aktiven Struktur (rot) deutlich schneller einstellt
als in der inaktiven Konformation des Proteinkanals (blau). Dies entspricht dem Kraftverlauf,
bei der die Kraft zum Abziehen des Pfropfens im Fall der aktiv geschlossenen Konformation
deutlich geringer ist und die Kraft viel schneller abfillt. Die dritte Momentaufnahme zeigt die
Systeme, zu dem Zeitpunkt, an dem sich der Pfropfen von der Pore 16st (blau: 180 ps, rot:

75 ps). In der letzten Momentaufnahme ist zu sehen, dass sich nach 300 ps der Pfropfen
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komplett von der Pore geldst hat und sich von dieser wegbewegt. Die Momentaufnahmen
wurden gegen Ende der Simulationen gemacht. Beide Systeme zeichnen sich zu diesem
Zeitpunkt durch einen dhnlichen Kraftverlauf aus.

Die Kraftverldufe und die visuelle Inspektion haben gezeigt, dass es qualitativ einen deut-
lichen Unterschied in der Bindung des Pfropfens an die Pore zwischen dem inaktiven und
dem aktiven System gibt. Die Kraft, die notwendig ist, um den Pfropfen von der Pore
abzuziehen ist fiir die inaktiv geschlossene Konformation um einen Faktor zwei grofer als fiir
den Proteinkanal in der aktiv geschlossenen Konformation. Daraus resultiert ein Kraftprofil
fiir beide Konformationen, aus dem ersichtlich ist, dass der Pfropfen im Proteinkanal in der
inaktiv geschlossenen Konformation spiter ,,abreist* als der Pfropfen im Proteinkanal in der
aktiv geschlossenen Konformation. In Abb. 5.13 ist die Van der Waals-Wechselwirkung

zwischen Pfropfen und Porenregion dargestellt.
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Abb. 5.13

Verlauf der Van der Waals-Wechselwirkung (WW) zwischen Pfropfen und Pore bei Abziehen des Pfropfens fiir den
Proteinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation (A) und in der aktiv geschlossenen Konformation (B).

Im Fall der inaktiv geschlossenen Konformation (Abb. 5.13A) sicht man bis ca. 250 ps eine
langsame stetige Abnahme der Wechselwirkungsenergie von ca. -30 kcal/mol auf ca.
-25 kcal/mol. Danach knickt die Kurve ab, und die Wechselwirkungsenergie nimmt um ca.
15 kcal/mol innerhalb der ndchsten 50 ps ab. Genau zu diesem Zeitpunkt ist ebenso ein
deutlicher Abriss der Kraft in Abb. 5.11 zu sehen und der Pfropfen 16st sich komplett von der
Pore (Abb. 5.12 obere Reihe, vierte Momentaufnahme).

Im Fall der aktiv geschlossenen Konformation (Abb. 5.13B) ist die Wechselwirkungsenergie
von Beginn an geringer und liegt bei ca. -13 kcal/mol. Im Verlauf der Simulation sind zwei
markante Anstiege im Profil der Wechselwirkungsenergie zu beobachten: Zwischen 70 ps

und 125 ps nimmt die Wechselwirkungsenergie von -13 kcal/mol auf -9 kcal/mol ab;
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zwischen 175 ps und ca. 250 ps kommt es zu einer erneuten Abnahme von -9 kcal/mol auf
-3 kcal/mol.

Die unterschiedliche Van der Waals-Wechsewirkungsenergie zwischen Pfropfen und Poren-
region in den beiden Systemen lésst sich dadurch erkldren, dass der Pfropfen der inaktiv ge-
schlossenen Konformation eng am gesamten Porenbereich anliegt und ihm somit eine grofere
Wechselwirkungsfliche zur Verfligung steht. Dies ist bei der aktiv geschlossenen Konfor-
mation nicht der Fall. Die Pore ist geweitet, der Pfropfen kann nicht mehr mit dem gesamten
Porenbereich iiber Van der Waals-Wechselwirkungen interagieren, was zu einer geringeren
Wechselwirkungsenergie fiihrt. Diese Betrachtungsweise liefert erste Hinweise zur Bindung
des Pfropfens im Kanal. Ein strukturell veranderter Porenbereich setzt die Wechselwirkung
zwischen Pfropfen und Pore herab, wodurch sich der Pfropfen leichter von der Pore abziehen
lasst.

In dieser Betrachtung wurden ausschlieflich Van der Waals-Wechselwirkungen zwischen
dem Porenbereich und dem Pfropfen betrachtet, da sowohl an der Oberfliche des Pfropfens,
als auch an der Pore groftenteils hydrophobe Aminosduren liegen. Um jedoch quantitative

Aussagen machen zu kénnen, muss die Anderung der Freien Energie bestimmt werden.

5.5.2. Bestimmung des Potential of Mean Force

Zur Bestimmung der Anderung der Freien Energie des Pfropfen beim Abziehen von der Pore
entlang der Reaktionskoordinate, wurden SMD-Simulationen an dem Proteinkanal in der
inaktiv geschlossenen sowie in der aktiv geschlossenen Konformation durchgefiihrt. Aus MD-
Simulationen an beiden Systemen mit fixiertem Schwerpunkt des Pfropfens in z-Richtung
wurde jeweils ein Ensemble, aus 10 Startstrukturen extrahiert. Fiir jedes dieser Ensemble-
Mitglieder wurde eine SMD-Simulation mit den Simulationsdetails entsprechend Unterkapitel
Voruntersuchung — Schnelles Abziehen durchgefiihrt, um den Pfropfen, entsprechend der
gemachten Voruntersuchungen, von der Pore in die negative z-Richtung abzuziehen. Ledig-
lich die SMD-Geschwindigkeit war mit 5 A/ns um den Faktor vier verlangsamt, um das
System wihrend der Simulation moglichst nahe am Gleichgewicht zu halten. Die Simula-
tionszeit pro SMD-Simulation betrug insgesamt 1400 ps (inaktiv geschlossene Konformation)
und 1200 ps (aktiv geschlossene Konformation), was eine Bewegung des Pfropfens von ca.
7 A bzw. 6 A ergab. Im Unterkapitel Voruntersuchung — Schnelles Abziehen hat sich gezeigt,
dass innerhalb dieser Distanz die Wechselwirkungsenergie deutlich zuriickging und sich der

Pfropfen sichtbar von der Pore entfernt hatte.
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5.5.2.1. Ergebnisse
Aus den Profilen der Kraft der einzelnen Simulationen ldsst sich die Arbeit bestimmen, die

von aullen am System verrichtet wird (Abb. 5.14).
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Abb. 5.14

Arbeitsprofile aus den SMD-Simulationen, bei denen der Pfropfen aus der Pore gezogen wurde; fiir den
Proteinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation (4) und in der aktiv geschlossenen Konformation (B).

Fiir das Ensemble des Proteinkanals in der inaktiv geschlossenen Konformation (Abb. 5.14A)
ergeben sich Arbeitsprofile, die alle im Verlauf der Simulation ansteigen und nach einer
Distanz von ca. 6 A im Bereich zwischen 80 - 100 kBT(30°K) liegen. Innerhalb der letzten
Nanosekunde steigen die Arbeitswerte bereits auf iiber 100 kBT(3 90K) an. Die Arbeitswerte des
Ensembles des Proteinkanals in der aktiv geschlossenen Konformation (Abb. 5.14B) liegen alle
deutlich unter diesen Werten. Sie steigen ebenfalls im Lauf der Simulation an und haben zum
Ende, mit Ausnahme einer Simulation, einen Wert im Bereich zwischen 30 - 50 kg T® 0K) Die
Verteilung der Arbeitswerte wird in beiden Fillen entlang der Trajektorie breiter, was ein
Anzeichen dafiir ist, dass die Dissipation entlang der Reaktionskoordinate zunimmt. Aus den
Arbeitsprofilen, den Nichtgleichgewichtsdaten, ldsst sich mit Hilfe von Fluktuationstheo-
remen die Anderung der Freien Energie entlang einer gewihlten Reaktionskoordinate (in
diesem Fall der zuriickgelegten Strecke des Pfropfens in Zugrichtung) extrahieren (siche
Kapitel 2.4.2 Rekonstruktion des Freien Energieprofils aus SMD-Simulationen).

Pro Simulationssystem konnten 10 Arbeitsprofile mit Hilfe der Kumulantenentwicklung bis
zur zweiten Ordnung analysiert werden. Die Verwendung dieser Néherung ist gerechtfertigt,
da fiir das Potential eine harte Feder (stiff spring approximation) zum Einsatz kam und
zusitzlich eine SMD-Geschwindigkeit von 5 A/ns gewihlt wurde, was halb so schnell ist, wie
die langsamste Geschwindigkeit in den SMD-Simulationen von Deka-Alanin. Anhand der

Breite, der als GauBformig angenommenen Arbeitsverteilungen, konnte die dissipierte Arbeit
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abgeschitzt werden, die flir den Grof3teil der Reaktionskoordinate kleiner 7 kBT(3 00K) und das
System somit in der Ndhe des Gleichgewichts war.

Die Anderung der Freien Energie AG entlang der Reaktionskoordinate ist in Abb. 5.15 dar-
gestellt. Abb. 5.15A zeigt den Verlauf der Freien Energie wihrend des Abziehens des Pfropfens
aus dem Proteinkanal fiir die inaktiv geschlossenen Konformation, Abb. 5.15B fiir die aktiv
geschlossene Konformation. Die Rekationskoordinate ist im inaktiven System bis 7 A, im

aktiven System bis 6 A rekonstruiert worden.
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Abb. 5.15
PMF bei Abziehen des Pfropfens, berechnet aus den Arbeitprofilen aus Abb. 5.14. fiir den Proteinkanal in der
inaktiv geschlossenen Konformation (A) und fiir den Proteinkanal in der aktiv geschlossenen Konformation (B).

Der Mittelwert der Arbeit ist als schwarze Kurve zu sehen, blau bzw. rot zeigen die Potential-

verldufe der entsprechenden Systeme, berechnet mit der Kumulantenentwicklung.

PMPF-inaktiv geschlossen

Fiir den Proteinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation steigen die Potentialwerte im
wihrend der Simulation an. Am Ende der Reaktionskoordinate ist ein Abflachen des Poten-
tialverlaufs zu erkennen. Nach 7 A liegt die Anderung der Freien Energie bei ca. 70 kg%

Dieser Betrag an Freier Energie muss investiert werden, um den Pfropfen um 7 A von der

Pore zu ziehen.

PMF-aktiv geschlossen

Ein anderes Bild ergibt sich bei Betrachtung des Potentialverlaufs, wenn sich der Proteinkanal
in der aktiv geschlossenen Konformation befindet. Hier liegen sowohl der Mittelwert der
Arbeit sowie die Kumulantenentwicklung bis zur zweiten Ordnung bei deutlich geringeren
Werten als dies fiir den Proteinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation der Fall ist.

Die Potentialwerte steigen im ersten Teil der Reaktionskoordinate bis ca. 3.75 A auf ca.
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10 kgT®®an. Bei 4.75 A ist ein kleiner ,,Dip* zu erkennen, danach steigen die Potential-
werte wieder leicht an. Am Ende des rekonstruierten Teils der Reaktionskoordinate (bei 6 A),

liegt der Potentialwert bei ca. 13 kgT®%®),

Fehlerbetrachtung

Fiir beide Potentialverldufe sind in Abb. 5.15 Fehlerbalken eingezeichnet. Bei den Fehlerbalken
handelt sich um einen statistischen Fehler, der im Wesentlichen aus der Bestimmung der
Varianz der Arbeitsverteilung anhand von zehn Werten folgt. Dieser wird analog zu Kapitel
4.9.1.1. Fehlerbetrachtung berechnet. In beiden Fillen wird der Fehler im Laufe der
Simulation gréBer, da die Varianz der Arbeitsverteilung bzw. die Dissipation zunimmt. Dies
bedeutet, dass die Potentialbarriere, die iiberwunden werden muss, um den Pfropfen die ersten
7 A bzw. 6 A von der Pore zu bewegen, fiir die inaktiv geschlossene Konformation des
Proteinkanals bei 72 + 13 kBTGOOK) und fiir die aktiv geschlossene Konformation des

Proteinkanals bei 13 + 11 kBT(30°K) liegt.

Vergleich der Potentialbarrieren

Vergleicht man die Potentialbarrieren, kann man sagen, dass durch die Konformations-
anderung vom inaktiven in das aktive System die Potentialbarriere deutlich herabgesetzt und
damit die Bindung des Pfropfens im Porenbereich gelockert wird. Selbst bei maximal ungiin-
stiger Kombination der gemachten Fehler, d. h. einem minimalen Potential im inaktiven und
einem maximalen Potential im aktiven Fall, besteht immer noch ein deutlicher Unterschied
der Potentialbarrieren von 35 kBT(3°0K).

Um die hier auftretenden GroBenordnungen der Potentialbarrieren besser einschitzen zu
konnen, soll ein kurzer Vergleich mit Potentialbarrieren von typischen biologischen und

chemischen Systemen gemacht werden. Eine Zusammenfassung ist in Tab. 5.2 gezeigt. Hier

sind die Potentialbarrieren nach ihrer Barrierenhohe geordnet aufgelistet.

T;:i:gsl.eich von Potentialbarrieren chemischer und biologischer Prozesse.
Art der Potentialbarriere AE / kpTC%
C-C Bindungsdissoziation (Kovalente Bindung) [135] ~ 140
Inaktiv geschlossene Konformation des Proteinkanals 72+13
Dissoziation von Biotin gebunden an Streptavidin [136] ~33
Aktiv geschlossene Konformation des Proteinkanals 13£11
Selektivititsfilter des Aqua-Glyceroporins [100] ~10
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Die Dissoziationsenergien der Ionenbindung und der kovalenten Bindung sind mit
> 100 kgT®" sehr groB. Diese Art von Bindungen ist somit am stabilsten. Die
Potentialbarriere einer der stirksten, nicht-kovalent gebundenen Protein-Ligand-Paare, die
Bindung von Biotin an das Protein Streptavidin liegt bei ca. 33 kgT®**). Dazwischen liegt
mit ca. 72 kgT®" die rekonstruierte Potentialbarriere des Pfropfens in der inaktiv geschlos-
senen Konformation. Dies wiirde bedeuten, dass die Bindung des Pfropfens im Porenbereich
sehr stabil ist, da dieser Wert nur den minimalen Energiebetrag darstellt. Der weitere Verlauf
des Potentials ist nicht bekannt und kdnnte somit zu einer noch héheren Potentialbarriere
filhren. Eine sehr stabile Bindung des Pforpfens an die Pore des Proteinkanals in der inaktiv
geschlossenen Konformation erscheint aus biologischer Sicht nicht unlogisch, da der Protein-
kanal in dieser Konformation fiir Polypeptide, und andere kleine Molekiile, wie Wasser,
Ionen, etc. undurchlissig sein sollte.

Die Potentialbarriere des aktiven Systems des Proteinkanals findet sich mit 13 kg TG im
Bereich ,,schwicherer Bindungen (siehe Tab. 5.2). Damit liegt die Potentialbarriere bei einem
Wert, den beispielsweise ein Glycerolmolekiil aufbringen muss, um den so genannten Selekti-
vitétsfilter des Aqua-Glycero-Kanals zu passieren. Als Selektivititsfilter wird eine bestimmte
Stelle im Zentrum dieses Kanals bezeichnet. Dabei handelt es sich um einen Prozess, der auf
biologisch relevanten Zeitskalen im ps-Bereich ablduft. Eine Barriere, wie sie fiir den Protein-
kanal in der aktiv geschlossenen Konformation bestimmt wurde, stellt aus biologischer Sicht,
in Bezug auf biologisch relevante Zeitskalen ein leicht zu iiberwindendes Hindernis dar.

Um den hier bestimmten Potentialbarrieren noch mehr Aussagekraft zu verleihen, ist es hilf-

reich diesen Groflen eine Zeitskala zuzuweisen.

Mean First Passage Time

Mit Hilfe des berechneten Potentialverlaufs, kann die MFPT abgeschitzt werden, d. h. die
Zeit, die der Pfropfen im Mittel bendtigt, um durch thermische Energie angetrieben, die
berechnete Potentialbarriere zu liberwinden. In einer ersten Annahme soll dies mit einem
kompletten Abgehen des Pfropfens von der Pore gleichgesetzt werden. Als Modell wird eine
1D-Diffusion des Pfropfens im berechneten Potential angenommen. Unter Verwendung fol-
gender Randbedingungen ldsst sich eine Abschédtzung der Gréenordnung der MFPT analog
zu Kapitel 4.9.1.2. Mean First Passage Time durchfiihren.

1) Auf der linken Seite des Potentials wird eine reflektierende Barriere angenommen. Das
entspricht der Ausgangssituation, in der der Pfropfen fest auf der Pore sitzt. Dies ist moglich,

da sich der Pfropfen nur unter hohem Energieaufwand weiter in Richtung Pore bewegen ldsst,
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was aufgrund der Van der Waals-AbstoBung einen stark ansteigenden Potentialverlauf zur
Folge hitte.

2) Als zweite Randbedingung wird eine absorbierende Barriere am rechten Rand des Poten-
tials angenommen. Hierzu stellt man sich folgende Situation vor: Bei Translokation eines
Polypeptides durch den Proteinkanal muss der Pfropfen den Porenbereich verlassen. Zusitz-
lich wird angenommen, dass das Polypeptid nicht am Offnungsprozess beteiligt ist. Erst nach
Abgehen des Pfropfens kann das Polypeptid durch die Pore gleiten und dem Pfropfen ist
somit der Weg zuriick zur Pore verbaut. Eine absorbierende Barriere beschreibt diesen Fall.
Der Pfropfen wird dem System quasi fiir die Zeit entzogen, in der sich ein Polypeptid im
Proteinkanal befindet. Unter Annahme dieser Bedingungen sagt die MFPT aus, wie lange es
im Mittel dauert, bis sich der Schwerpunkt des Pfropfens bei thermischer Aktivierung um ca.

6 A von der Pore entfernt.

MFPT-inaktiv

Mit Hilfe von Gleichung (4.4) und unter Beriicksichtigung des Fehlers, d. h. unter Verwen-
dung des minimal moglichen Potentials, ergibt sich fiir die MFPT des Proteinkanals in der
inaktiv geschlossenen Konformation ein Wert von ca. 10® s. Man kann also davon ausgehen,
dass sich der Pfropfen in dieser Konformation auf biologisch relevanten Zeitskalen nicht von

alleine von der Pore 16sen kann.

MFPT-aktiv

Im Fall der aktiv geschlossenen Konformation ergibt sich fiir die MFPT unter Verwendung
des maximal moglichen Potentials ein Wert von ca. 450 ms. Dies liegt innerhalb der fiir die
Proteintranslokation relevanten Zeitskalen, die sich bis in den Sekundenbereich bewegen [137].
Zieht man den tatséchlich berechneten Potentialverlauf in Betracht reduziert sich die MFPT

nochmals deutlich. Man kommt hier sogar in den Bereich von 1 ms.

5.5.2.2. Diskussion
Aus Sicht der berechneten Potentialbarrieren und den daraus abgeschitzten Zeitskalen fiir ein

thermisch aktiviertes Abgehen des Pfropfens aus dem Porenbereich, wird durch die MD-
Simulationen bestdtigt, dass der Proteinkanal zur Translokation eines Polypeptids eine Kon-
formationsdnderung von einer inaktiven in eine aktive Struktur durchfiihren muss. Das

Entfernen des Pfropfens aus der inaktiven Struktur des Proteinkanals wiirde einen sehr hohen
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Energieaufwand fiir das System bedeuten. Die Hydrolyse eines GTP-Molekiils in GDP, die
unter anderem am Ribosom ablaufen kann, setzt lediglich ca. 10 ksT®** an Energie frei.

Die hohe Potentialbarriere steht im Einklang mit Ergebnissen aus molekulardynamischen
Untersuchungen. Wenn sich der Proteinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation
befindet, sind Kréfte bis zu 1500 pN notwendig, um eine kurze a-Helix durch die Pore zu
driicken [131]. Des Weiteren konnten experimentelle Untersuchungen eine notwendige Redu-
zierung der Potentialbarriere untermauern. Im Rahmen dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass eine Translokation von Polypeptiden innerhalb relevanter Zeitskalen moglich ist, selbst
wenn dem System der Energietrdger ATP entzogen wird [112]. Eine mathematische Model-
lierung hat zudem gezeigt, dass sich der Translokationsprozess in diesem Fall mit einem
thermisch getriebenen Ratschenmechanismus beschreiben ldsst [113].

Um eine Translokation von Proteinen zu ermdglichen, ist eine Konformationsinderung aus
der inaktiven in die aktive Struktur notwendig. Ausloser fiir diese Konformationsdanderung ist
die Bindung des Ribosoms an den Proteinkanal. Die Modellierung des Proteinkanals in der
aktiven Konformation wurde auf der Grundlage von Kryo-EM-Daten durchgefiihrt; dabei
wurde das Ribosom in einer physiologisch relevanten Position an den Proteinkanal gebunden.
Die Potentialbarriere dieser aktiven Konformation ist im Vergleich zur inaktiven Konforma-
tion deutlich geringer. Dies wird zum einen durch eine aufgeweitete Porengeometrie ver-
ursacht, die eine verkleinerte Interaktionsfliche mit dem Pfropfen nach sich zieht und zum
anderen durch einen vergroferten Kanalbereich unterhalb der Pore. Die berechnete Potential-
barriere liegt in diesem Fall in einem Bereich, der fiir biologische Systeme bzw. fiir den
Ablauf biologisch relevanter Prozesse realistisch ist. 13£11 kBT(3OOK) miussen lUberwunden
werden, um den Pfropfen 6 A von der Pore wegzubewegen. Die Zeit von ca. 450 ms im
ungiinstigsten Fall, liegt damit noch auf einer, fiir die Proteintranslokation relevanten Zeit-
skala. Durch Zufiihren einer geringen Menge an Energie, ldsst sich diese Zeitdauer deutlich
verringern. Dies konnte beispielsweise durch die Polypeptidkette geschehen, die bei der

cotranslationalen Translokation aus dem Ribosom direkt in den Proteinkanal gedriickt wird.

5.6. Translokation von kleinen Molekiilen

Eine wichtige Eigenschaft des Proteinkanals besteht darin, in seiner inaktiven Konformation
fiir kleine Molekiile, wie z.B. Wasser oder Ionen, undurchlissig zu sein. Dies ist fiir das Uber-
leben der Zelle eine Voraussetzung, damit das Konzentrationsverhiltnis zwischen Auf3en- und

Innenbereich der Zelle bzw. zwischen unterschiedlichen Zellkompartimenten nicht ungewollt
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gestort wird. Aus der Kristallstruktur ist ersichtlich, dass im SecY-Komplex zur Abdichtung
der Pore der Pfropfen verantwortlich ist, da dieser die Pore und damit den Kanalbereich
verschlie3t. MD-Simulationen an der SecY-Untereinheit haben gezeigt, dass eine Abdichtung
auf einer Zeitskala von 10 ns bestétigt werden kann [122]. In diesem Zeitraum durchqueren
keine Wassermolekiile den Porenbereich.

Im Folgenden wird anhand von MD-Simulationen untersucht, wie sich dieses Verhalten
andert, wenn der Pfropfen von der Pore abgezogen wird, oder sich das System in der aktiven
Konformation befindet. Zusétzlich soll mit Hilfe von SMD-Simulationen qualitativ abge-
schitzt werden, mit welchem Aufwand sich ein Wassermolekiil oder ein Natriumion durch
die Pore bewegen ldsst. Die durchgefiihrten Simulationen erfolgten fiir ein Wassermolekiil
und ein Natriumion an dem Proteinkanal in den Konformationen inaktiv geschlossen, inaktiv

offen, aktiv geschlossen und aktiv offen (siche Abb. 5.4).

5.6.1. Abdichtung des Proteinkanals

Um eine mogliche spontane Translokation von Wassermolekiilen oder Ionen zu beobachten,
wurden MD-Simulationen an vier unterschiedlichen Konformationen des Proteinkanals
durchgefiihrt. Simulationsdetails entsprechen denen zur Equilibrierung der Startstruktur (sieche
Unterkapitel Equilibrierung der Startstruktur von SecY). Im Fall der aktiven Konformation
kam ein harmonischer Constraint zur Stabilisierung der Struktur hinzu (siehe Unterkapitel
Simulation der aktiv geschlossenen Konformation des Proteinkanals SecY). In den Simula-
tionen mit abgezogenem Pfropfen wurde der Schwerpunkt des Pfropfens mit einem harmo-
nischen Constraint der Stirke 500 pN/A in z-Richtung stabilisiert, um zu verhindern, dass
sich der Pfropfen wieder in Richtung Pore bewegt. Die Simulationsdauer der inaktiv
geschlossenen Konformation betrug 20 ns, der inaktiv offenen Konformation 9 ns, der aktiv
geschlossenen Konformation sowie der aktiv offenen Konformation 5 ns. Mittels der Simula-
tionen soll untersucht werden, ob Wassermolekiile oder Ionen den Porenbereich im Kanal
iiber Diffusion von der einen auf die andere Seite durchqueren kénnen. Momentaufnahmen

der einzelnen Simulationen sind in Abb. 5.16 gezeigt.
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Abb. 5.16

Abdichtung des Proteinkanals. Die Proteinstruktur ist in grau (Cartoon-Darstellung), die Lipide sind in
Liccorice-Darstellung gezeichnet. Die Pore und der Pfropfen sind in griin bzw. blau (Surface-Darstellung) zu
sehen. Die Wasseratome sind in Van der Waals-Darstellung gezeichnet. Protein und Lipide sind transparent
dargestellt und einige Lipide bzw. Wassermolekiile wurden der Ubersicht wegen nicht eingezeichnet. (4) Inaktiv
geschlossene, (B) inaktiv offene, (C) aktiv geschlossene und (D) aktiv offene Konformation des Proteinkanals.

In Abb. 5.16 sind Seitenansichten auf den Proteinkanal in den unterschiedlichen Konforma-
tionen zu sehen. Die Proteinstruktur ist in grau (Cartoon-Darstellung), die Lipide in Liccorice-
Darstellung gezeichnet. Die Pore und der Pfropfen sind in griin bzw. blau (Surface-Dar-
stellung) gezeigt. Wassermolekiile und Ionen in der Nihe der Pore bzw. des Pfropfens sind in
Van der Waals-Darstellung eingezeichnet. Abb. 5.16A zeigt die inaktiv geschlossene Konfor-
mation des Proteinkanals, Abb. 5.16B die inaktiv offene, Abb. 5.16C die aktiv geschlossene und
Abb. 5.16D die aktiv offene Konformation. Fiir die inaktiven bzw. aktiven Systeme wurden der

Klarheit wegen unterschiedliche Blickwinkel verwendet.
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5.6.1.1. Ergebnisse und Diskussion
Wihrend der gesamten Simulation der inaktiv geschlossenen, sowie der inaktiv offenen

Konformation konnte keine spontane Translokation eines Wassermolekiils oder eines lons
beobachtet werden, trotz dass sich in beiden Féllen Wassermolekiile der Pore ungehindert
ndhern konnten. In der inaktiv geschlossenen Konformation ist dies nur von der intra-
zelluldren Seite aus moglich, die andere Seite wird von dem Pfropfen blockiert. Eine Annéhe-
rung von lonen konnte nicht nachgewiesen werden, was auf die geringe lonenkonzentration
zuriickzufiihren ist.

Auf der Zeitskala von Nanosekunden scheint der Kanal im inaktiven Zustand (ohne Bindung
des Ribosoms) fiir kleine Molekiile undurchldssig zu sein. Dabei ist dies unabhidngig davon,
ob sich der Pfropfen auf der Pore befindet oder nicht (Abb. 5.16A,B). Die Pore allein reicht im
inaktiven System bereits aus, um die Translokation von Wasser wéhrend der Simulation zu
verhindern.

Die Simulationen des Proteinkanals in der aktiv geschlossenen (Abb. 5.16C) sowie der aktiv
offenen Konformation (Abb. 5.16D) zeigen, dass sich wéhrend der Simulation von 5 ns ein
Durchgang fiir Wassermolekiile ausbildet, eine Translokation von lonen wurde auch hier
nicht beobachtet. Wassermolekiile kénnen den Porenbereich nahezu ungehindert passieren.
Der Porenbereich ist in dieser Konformation aufgeweitet, so dass er keine sterische Barriere
zur Abdichtung des Proteinkanals ausbilden kann. Im Fall des Proteinkanals in der aktiv
offenen Konformation ist dies noch ausgeprigter zu beobachten als fiir den Proteinkanal, der
sich in der aktiv geschlossenen Konformation befindet. In diesem Fall ist die Pore mit abge-
zogenem Pfropfen noch weniger in der Lage, den Proteinkanal gegeniiber Wassermolekiilen
abzudichten.

SMD-Simulationen zum Transport eines Wassermolekiils und eines Natriumions aus dem In-
trazellularraum durch die Pore geben einen genaueren Einblick in das Translokationsverhalten

der vier Systeme.

5.6.2. Translokation von Wasser und lonen

In den durchgefiihrten SMD-Simulationen wurde ein Wassermolekiil und ein Natriumion mit
einem harmonischen Constraint der Stirke 500 pN/A und einer Geschwindigkeit von 20 A/ns
in die negative z-Richtung durch den Porenbereich bewegt. Die iibrigen Simulationsbe-
dingungen entsprachen denen aus Unterkapitel Equilibrierung der Startstruktur von SecY

bzw. Abdichtung des Proteinkanals.
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Abb. 5.17 zeigt einzelne Momentaufnahmen der Simulationen zur Untersuchung der Translo-
kation eines Wassermolekiils fiir die vier unterschiedlichen Konformationen, in denen sich

der Proteinkanal befinden kann — zu Beginn und am Ende der jeweiligen Simulation.

vy 4.4

inaktiv geschlossen

" inaktiv geschlossen aktiv geschlossen aktiv offen

Abb. 5.17

Translokation eines Wassermolekiils iiber den Porenbereich des Proteinkanals. Zu sehen sind Momentauf-
nahmen zu Beginn (A-D) und zum Ende (E-H) der jeweiligen Simulation. Das Proteinriickgrat ist in grau
(Cartoon-Darstellung), die Pore in griin (Surface-Darstellung) und das Wassermolekiil in Van der Waals-
Darstellung gezeigt Der Pfropfen ist als transparente Ellipse in blau angedeutet. Wasser, Lipide und ein Teil
der Proteinstruktur sind der Ubersicht wegen nicht eingezeichnet. (A), (E) Inaktiv geschlossene Konformation.

(B), (F) Inaktiv offene Konformation (C), (G) Aktiv geschlossene Konformation. (D), (H) Aktiv offene
Konformation des Proteinkanals.

Das Proteinriickgrat ist in grau (Cartoon-Darstellung), die Pore in griin (Surface-Darstellung)
und das Wassermolekiil in Van der Waals-Darstellung gezeigt. Der Pfropfen ist als transpa-
rente Ellipse in blau in den geschlossenen Konformationen des Proteinkanals angedeutet.
Wasser, Lipide und ein Teil der Proteinstruktur sind der Klarheit wegen nicht vollstindig
eingezeichnet. Das Wassermolekiil befindet sich zu Beginn der Simulationen in allen
Systemen oberhalb der Pore auf der intrazelluliren Seite (Abb. 5.17A-D), am Ende der

Simulation unterhalb der Pore auf der extrazelluldren Seite (Abb. 5.17E-F).
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5.6.2.1. Ergebnisse
Die am System verrichtete Arbeit, um das Wassermolekiil bzw. das Natriumion wéhrend der

Simulation iiber den Porenbereich zu bewegen, lisst sich aus dem Kraftverlauf entlang der
Trajektorie berechnen und ist in Abb. 5.18 fiir das Wassermolekiil und in Abb. 5.19 fiir das
Natriumion dargestellt. Im linken Teil der Abbildung ist der Kraftverlauf wihrend der
Simulation fiir die vier Konformationen des Proteinkanals zu sehen, im rechten Teil der Ab-
bildung ist die daraus resultierende Arbeit aufgetragen. Eine eventuell unterschiedliche z-
Position des Wassermolekiils zu Beginn der Simulation ist fiir die vier untersuchten Systeme

durch einen offset beriicksichtigt.
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Abb. 5.18

SMD-Simulationen zur Translokation eines Wassermolekiils durch den Porenbereich fiir die vier Konforma-
tionen des Proteinkanals. Das linke Diagramm zeigt die Kraft, die am Schwerpunkt des Wassermolekiils
wdhrend der Simulation anlag, im Diagramm rechts ist die resultierende Arbeit zu sehen.

Wassermolekiil

Anhand des Kraftverlaufs in den Simulationen (Abb. 5.18, linke Abbildung) ist zu entnehmen,
dass fiir den Proteinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation (schwarze Kurve) die
groBte Kraft notwendig ist, um das Wassermolekiil durch die Pore zu ziehen. Kurz nach Mitte
der Porenregion nimmt die Kraft den maximalen Wert von ca. 300 pN an. Danach bricht die
Kraft kurz ein und steigt im weiteren Verlauf wieder an.

Fiir die inaktiv offene Konformation (rote Kurve) konnte ein Kraftverlauf aufgezeichnet
werden, der von Beginn des Porenbereichs zur Mitte hin ansteigt und dann nach Uberqueren

der Mitte wieder abnimmt. Die Maximalkraft erreicht mit ca. 150 pN nicht den Maximalwert,
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der wéhrend der Simulation fiir die inaktiv geschlossene Konformation aufgewendet werden
musste. Die Kraftverldufe fiir die beiden aktiven Konformationen des Proteinkanals (griine
und blaue Kurve) dhneln sich. Im Bereich von -100 pN bis +100 pN treten Fluktuationen der
Kraft auf, ein systematischer Anstieg der Kraft ist wiahrend der gesamten Simulation nicht zu
erkennen.

Im rechten Teil von Abb. 5.18 ist die aus den Kréften berechnete Arbeit gezeigt. Der grofite
Arbeitsaufwand ist im Fall des Proteinkanals in der inaktiv geschlossenen Konformation zu
leisten (schwarze Kurve). Um das Wassermolekiil durch die Pore zu ziehen, miissen ca.
25 kgTC"®) an Arbeit am System verrichtet werden. Ohne Pfropfen ist fiir das inaktiv offene
System mit ca. 10 kgT®"® deutlich weniger Arbeit zu leisten (rote Kurve). Fast kein Arbeits-
aufwand ist fiir die beiden aktiven Systemen zu leisten (griine und baue Kurve); hier liegt der

zu leistende Arbeitsaufwand im Bereich weniger kgTC0),

Natriumion
Die Simulationen zur Translokation des Natriumions zeigen dhnliche Kraft- bzw. Arbeits-

verldufe, wie im Fall der Translokation des Wassermolekiils.
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SMD-Simulationen zur Translokation eines Natriumions durch den Porenbereich fiir die vier Konformationen
des Proteinkanals. Das linke Diagramm zeigt die Kraft, die am Natriumion wdhrend der Simulation anlag, im
Diagramm rechts ist die resultierende Arbeit zu sehen.
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In der Simulation zur Translokation eines Natriumions durch den Proteinkanal in der inaktiv
geschlossenen Konformation werden die grof3ten Kréfte gemessen, die Maximalkraft liegt bei
ca. 650 pN (schwarze Kurve). Die Kraft steigt beim ,,Durchlaufen* der Pore von Beginn bis
zum Ende der Pore an, bricht ein und erfihrt danach einen erneuten Anstieg.

Fiir die inaktiv offene Konformation sicht man einen bis zur Mitte ansteigenden Kraftverlauf
(bis ca. 350 pN), der dann bis zum Ende des Porenbereichs wieder abnimmt (rote Kurve).

Die beiden aktiven Konformationen zeigen fiir die Translokation eines Natriumions einen
dhnlichen Verlauf wie fiir die Translokation eines Wassermolekiils, mit Kriaften im Bereich
von ca. 150 pN in weiten Teilen der Simulation (griine und blaue Kurve). Lediglich am Ende
des Porenbereichs steigt die Kraft fiir die aktiv geschlossene Konformation auf einen Wert
von ca. 350 pN an (griine Kurve).

Auf der rechten Seite der Abb. 5.19 ist die aus den Kriften berechnete Arbeit gezeigt. Zur
Translokation eines Natriumions durch den Proteinkanal in der inaktiv geschlossenen Konfor-

T verrichtet werden (schwarze Kurve). Diese aufzu-

mation muss Arbeit von bis zu 55 kg
bringende Arbeit liegt damit weit liber dem Arbeitsaufwand, der fiir alle anderen Simula-
tionen (die drei anderen Konformationen sowie die Simulationen zur Translokation eines
Wassermolekiils) berechnet wurde. Im inaktiv offenen System sind nur ca. 25 kg T fiir die
Transokation eines Natriumions aufzubringen (rote Kurve); der Arbeitsaufwand fiir den

Proteinkanal in der aktiv geschlossenen Konformation liegt bei ca. 15 ks T (griine Kurve),

fiir den Proteinkanal in der aktiv offenen Konformation bei nur ca. 8 ks TC" (blaue Kurve).

5.6.2.2. Diskussion
Die ermittelten Krafte und berechneten Arbeitswerte der verschiedenen Konformationen

zeigen fiir die Translokation eines Wassermolekiils und eines Natriumions einen dhnlichen
Verlauf. Einziger Unterschied ist, dass die Werte bei Translokation eines Natriumions groBer
sind als bei Translokation eines Wassermolekiils. Dies kann auf den grof8eren Van der Waals-
Radius des Natriumions zuriickgefiihrt werden; zusétzlich ist das Ion von einer Hydrathiille
umgeben. Bei der Translokation durch den engen, hydrophoben Porenbereich muss diese
Hydrathiille abgestreift werden, was einen zusitzlichen Energiebeitrag erfordert. Die Form
der Kraftverldufe der einzelnen Konformationen lisst sich durch die strukturellen Eigen-

schaften von Pfropfen und Pore erkldren.
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Inaktiv geschlossene Konformation des Proteinkanals

Der Pfropfen sitzt fest unterhalb der geschlossenen Pore. Dies fiihrt dazu, dass die Pore
zusitzlich stabilisiert wird und eine Translokation sowohl von einem Wassermolekiil
(300 pN) wie auch von einem Natriumion (650 pN) die grofte Kraft im Vergleich zu allen
anderen Konformationen erfordert. Nachdem das Wassermolekiil bzw. das Natriumion die
Pore durchquert hat, sinkt die aufzubringende Kraft kurzzeitig ab. Die Kraft steigt aber erneut
an, da der Pfropfen ein weiteres Hindernis darstellt, das liberwunden werden muss. Als di-
rekte Folge ist in dieser Konformation auch der grofite Arbeitsbeitrag zur Translokation eines

Wassermolekiils (25 kg T®"®) bzw. Natriumions (55 ks T®*) zu leisten.

Inaktiv offene Konformation des Proteinkanals

Die Kraft steigt bis zur Mitte der Pore an, da die Pore in dieser Konformation auch ohne den
Pfropfen geschlossen ist und ein Hindernis fiir Wassermolekiile und Ionen darstellt. Hier fehlt
jedoch der stabilisierende Effekt des Pfropfens und die Kraft zur Translokation eines Wasser-
molekiils (150 pN) wie auch eines Natriumions (350 pN) ist deutlich geringer als fiir den Pro-
teinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation. Da sich der Pfropfen nicht mehr unter-
halb der Pore befindet, steigt die Kraft nach Uberwinden der Pore nicht mehr an. Die am
System verrichtete Arbeit ist mit 10 kBT(3 90K) fiir das Wassermolekiil und 25 kBT(3 0K) fiir das

Natriumion ebenfalls stark reduziert.

Aktiv geschlossene Konformation des Proteinkanals

Die Pore ist durch die Konformationsdnderung in die aktiv geschlossene Konformation im
Porenbereich destabilisiert, wodurch sich der Kanal nicht mehr vollstindig schlieBen kann.
Die zur Translokation notwendige Kraft ist nochmals deutlich geringer als fiir die inaktiven
Konformationen des Proteinkanals, da die gedffnete Pore kein groBeres Hindernis mehr fiir
Wassermolekiile bzw. Ionen darstellt. Lediglich am Ende der Simulation steigt die Kraft
wieder leicht an, was durch das Vorhandensein des Pfropfens unterhalb der Pore erklart
werden kann. Wie in der Simulation zur Abdichtung des Proteinkanals bereits gesehen, durch-
queren Wassermolekiile bereits innerhalb der Simulationszeit ohne einwirkende Kraft den
Porenbereich. Die am System verrichtete Arbeit belduft sich lediglich auf ca. 3 kgT®"®), fiir

das Natriumion liegt der Wert bei 15 kBTGOOK).



173

Aktiv offene Konformation des Proteinkanals

Der Proteinkanal in der aktiv offenen Konformation zeigt einen dhnlichen Verlauf der Kraft
und der berechneten Arbeit wie der Proteinkanal in der aktiv geschlossenen Konformation.
Weil aber der Pfropfen aus dem Porenbereich entfernt ist, steigt die Kraft nach Uberwinden
der Pore nicht mehr an. Die am System verrichtete Arbeit belduft sich auf ca. 2 kBT(3OOK), fur

das Natriumion liegt der Wert bei 8 kBT(SOOK).

Die in diesem Abschnitt gemachten Aussagen sind qualitative Aussagen, da fiir die einzelnen
Konformationen nur jeweils eine Trajektorie simuliert wurde und somit keine statistische
Analyse durchfiihrbar ist, um die auftretenden Fluktuationen bzw. die Dissipation zu bertick-
sichtigen und die Anderung der Freien Energie zu bestimmen. Es lisst sich aber anhand der
Ergebnisse der MD- bzw. SMD-Simulationen sagen, dass der Proteinkanal in der inaktiv
geschlossenen Konformation durch Zusammenspiel von Pfropfen und Pore sehr gut abge-
dichtet wird und der Proteinkanal eine grof3e Barriere fiir Wasser bzw. lonen darstellt.

Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen einer experimentellen Studie iiberein, in der
Ionenleitfahigkeitsmessungen an SecY-Komplexen, eingebaut in einer Doppellipidschicht,
durchgefiihrt wurden [138]. Beim Proteinkanal-Wildtyp (dies entspricht der inaktiv geschlos-
senen Konformation) wurde keine erhohte Ionenleitfihigkeit und auch keine erhohte
Permeabilitdt von Wasser im Vergleich zu einer Doppellipidschicht ohne SecY-Komplexe
gemessen.

Durch den Einbau von zwei Cystein-Resten in die Porenregion des Proteinkanals, sowie
durch anschlieBende Oxidation entstand ein Proteinkanal, in dem sich der Pfropfen permanent
in einem offenen Zustand befand. Fiir diesen verdnderten Proteinkanal konnte ein massiver
Anstieg der Ionenleitfihigkeit und der Permeabilitit von Wasser beobachtet werden. Ein
solches Verhalten ldsst sich nur durch die Reduktion der Potentialbarriere fiir die Trans-
lokation eines Wassermolekiils bzw. eines lons erkldren. Anhand der Simulationen kann
keine Aussage iiber den Verlauf der Potentialbarriere gemacht werden, die notwendige Arbeit
reduzierte sich aber deutlich, sowohl fiir das Wassermolekiil als auch fiir das Natriumion,
nachdem der Pfropfen von der Pore entfernt war.

Die inaktiv offene Konformation des Proteinkanals zeigte zwar wiahrend der Simulation keine
Translokation von Wasser bzw. Natriumionen im Nanosekundenbereich, dies stellt aber
keinen Widerspruch zu den experimentellen Untersuchungen dar, die auf Zeitskalen im

Sekundenbereich durchgefiihrt wurden. AuBlerdem kann nicht mit Sicherheit davon ausge-
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gangen werden, ob sich das Entfernen des Pfropfens im Experiment nicht auch auf die
Struktur der Pore auswirkt.

Anhand der experimentellen Daten konnte der Porendurchmesser abgeschitzt werden. Auf-
grund der unterschiedlichen Werte, kann man davon ausgehen, dass sich der SecY-Komplex
teilweise in einer aktiven Konformation befindet. Dann ist auch ein Vergleich der Daten mit
den Ergebnissen aus der Simulation fiir den Proteinkanal in der aktiv offenen Konformation
sinnvoll. Die notwendigen Arbeitswerte sind nochmals deutlich geringer und eine spontane
Translokation von Wasser konnte bereits wiahrend der Simulationszeit beobachtet werden.
Von der aktiven Konformation wird angenommen, dass sie in vivo nur wihrend des Translo-
kationsprozesses eingenommen und durch die Bindung des Ribosoms initiiert wird. Nach
Translokation eines Polypeptides und Abdocken des Ribosoms, muss der Kanal wieder in
seine inaktive Form {libergehen, um die Membran fiir Wasser und Ionen abzudichten. Dazu ist
sowohl ein geschlossener Porenbereich als auch der Pfropfen unterhalb der Pore notwendig.

Dieser Relaxationsprozess wird im Folgenden anhand von MD-Simulationen untersucht.

5.7. Relaxation des Proteinkanals

Es stellt sich abschlieBend die Frage, wie sich die Struktur des Proteinkanals nach der
Translokation eines Polypeptids verhdlt. Damit der Proteinkanal wieder in seinem Ursprungs-
zustand vorliegt, sind mindestens drei Schritte notwendig.

Zunichst muss es zu einem Abdocken des Ribosoms kommen. Um den Proteinkanal danach
aus seiner aktiven in die inaktive Konformation zu iberfilhren, muss sich einerseits der
Porenbereich verengen, andererseits muss der Pfropfen, der sich wihrend der Translokation
aus dem Kanalbereich bewegt hat, seine Position direkt unterhalb des Porenbereichs wieder
einnehmen. Dabei ist nicht bekannt, in welcher Reihenfolge die einzelnen Schritte ablaufen
und ob die strukturellen Verdnderungen miteinander verkniipft sind. Nach vollendeter Trans-
lokation muss der Proteinkanal aber moglichst schnell in einen Zustand iibergehen, in dem
Wassermolekiile und Ionen den Kanal nicht passieren konnen. Um eine ausreichende Ab-
dichtung zu gewéhrleisten sollte dieser Prozess auf der Sub-Mikrosekundenskala ablaufen [125].
Um einen Einblick in die Dynamik dieser Relaxationsprozesse zu erhalten, wurden daher
weitere MD-Simulationen am Proteinkanal in der inaktiv offenen, der aktiv geschlossenen und
der aktiv offenen Konformation durchgefiihrt. Ziel dieser Simulationen war es, zu ermitteln,
wie schnell der Proteinkanal in den jeweiligen Konformationen wieder einen abgedichteten

Zustand einnimmt und wie sich das System strukturell in den Anfangszustand zurilick
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entwickelt. Zu diesem Zweck wurden bei allen Simulationen alle Constraints innerhalb der
ersten 500 ps auf Null reduziert, was einem Abdocken des Ribosoms entsprechen sollte.
Anschlieend wurden weitere 9.5 ns unter Beibehaltung der Simulationsparameter
(Equilibrierung der Startstruktur von SecY) simuliert. Fiir den Fall der inaktiv offenen
Konformation wurde nur die Relaxation des Pfropfens bei unverdnderter Porteinstruktur
untersucht. Bei der aktiv geschlossenen Konformation lag das Augenmerk auf den struk-
turellen Verdnderungen des Proteins, da der Pfropfen nicht aus dem Porenbereich entfernt
wurde. Fiir den Fall der aktiv offenen Konformation des Proteinkanals wurde die Dynamik der
Relaxation beider Verdnderungen untersucht; der Proteinkanal liegt in der aktiven Konfor-

mation vor, gleichzeitig befindet sich der Pfropfen auflerhalb der Porenregion.

5.7.1. Ergebnisse

Zur Analyse des Relaxationsprozesses wurde die strukturelle Abweichung entlang der
Trajektorie fiir verschiedene Teile der Struktur beziiglich einer Referenzstruktur berechnet.
Als Referenz diente die equilibrierte Struktur der inaktiv geschlossenen Konformation des
Proteinkanals. Sie steht stellvertretend fiir den Proteinkanal im nicht-translozierenden Zustand.
Die Berechnung des RMSD-Wertes erfolgte fiir die SecY-Untereinheit, den Propfen, sowie
fiir die Pore. Bei der SecY-Untereinheit wurden Atome des Pfropfens nicht beriicksichtigt, da
diese sehr beweglich sind und damit die Relaxation der relevanten Proteinstruktur in den
Systemen mit abgezogenem Pfropfen iiberlagern wiirden. Zur visuellen Bewertung des Re-
laxationsprozesses wurden zusitzlich Momentaufnahmen der Proteinstruktur vom Start und
vom Ende der Simulation mit der Referenzstruktur {iberlagert und das System auf Abdichtung
des Kanals gepriift. Die Ergebnisse der Analyse werden getrennt fiir die einzelnen simulierten

Systeme vorgestellt (Abb. 5.20, Abb. 5.21 und Abb. 5.22) und im Anschluss diskutiert.

5.7.1.1. Relaxation des Proteinkanals in der inaktiv offenen Konformation
Die Simulation des Proteinkanals in der inaktiv offenen Konformation startet aus einem

Zustand, bei dem der Pfropfen aus der inaktiven Struktur des Proteinkanals entfernt wurde. In
Abb. 5.20A sind die strukturellen Abweichungen der Substrukturen gezeigt. Die strukturelle
Abweichung der SecY-Untereinheit ohne Pfropfen ist gering (ca. 1.7 A) und wihrend der
gesamten Simulationszeit stabil (oberer Graph). Durch Abziehen des Pfropfens kommt es zu
einer Veranderung der Loop-Regionen in diesem Bereich, was zu dem leicht erhohten

RMSD-Wert fiihrt (mittlerer Graph). Deutliche Verdanderungen der Gesamtstruktur, bzw. der
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Verlust von Sekundirstruktur-Elementen konnten nicht beobachtet werden. In Abb. 5.20B ist
eine gute Ubereinstimmung zwischen der simulierten Struktur und der Referenzstruktur

sowohl zu Beginn (t = 0 ns) als auch am Ende (t = 10 ns) der Trajektorie erkennbar.
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Simulation des Proteinkanals in der inaktiv offenen Konformation
zur Untersuchung des Relaxationsverhaltens. (4) Strukturelle Ab-
weichung verschiedener Substrukturen (SecY-Untereinheit, Pfrop-
fen, Pore). (B) Uberlagerung der Startstruktur (t = 0 ns) und der
Struktur am Ende der Simulation (t = 10 ns) mit der Referenz-
struktur. Gezeigt ist die AufSicht aus dem Cytoplasma auf den
Proteinkanal. Die Proteinstruktur ist in orange (Cartoon-Dar-
stellung), die Pore in griin (Surface-Darstellung) gezeigt. Die
Referenzstruktur ist in grau bzw. dunkelgriin transparent im Hinter-
grund zu sehen. Wassermolekiile und Lipide sind nicht einge-
zeichnet. (C) Seitenansicht des Proteinkanals zu Beginn (t = 0 ns)
und zum Ende (t = 10 ns) der Simulation. Das Proteinriickgrat ist
transparent in grau (Cartoon-Darstellung), die Lipide transparent
in Liccorice-Darstellung gezeigt. Die Pore und der Pfropfen sind in
griin bzw. blau (Surface-Darstellung) eingezeichnet. Relevante
Wassermolekiile sind in Van der Waals-Darstellung hervorgeho-
ben.
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Der Pfropfen nédhert sich im Verlauf der Simulation an die Referenzstruktur an (Abb. 5.20A,
mittlerer Graph). Die Ausrichtung der Struktur bezieht sich auf die SecY-Untereinheit ohne
die Pfropfenregion. Aus diesem Grund sieht man im mittleren Bild nicht nur die strukturelle
Abweichung des Pfropfens, sondern auch, die Translations- und Rotationsbewegung des
Pfropfens bezogen auf die Referenzstruktur. Es sind Bereiche mit groflerer struktureller
Verdnderung zu erkennen, sowie Bereiche mit konstantem RMSD-Wert (zwischen ca. 2 ns
und ca. 6 ns). Der Pfropfen muss, um wieder komplett im Proteinkanal integriert zu sein, die
sich dort befindlichen Wassermolekiile verdrdngen. Diese haben sich beim Herausziehen des
Pfropfens in den Proteinkanal hinein bewegt und liegen nun zwischen Pfropfen und Pore
(siehe Abb. 5.20C, t = 0 ns). Aufgrund thermischer Fluktuationen konnen die Wassermolekiile
von dieser Position wegdiffundieren und der Pfropfen kann sich wieder in Richtung Pore
bewegen (siche Abb. 5.20C, t = 10 ns). Am Ende der Simulation hat sich der Pfropfen sichtbar
an die Pore angenihert, der RMSD-Wert sinkt von ca. 24 A auf unter 8 A. Der Pfropfen hat
am Ende der Simulation noch nicht vollstindig die Ausgangsposition, in der er in der inaktiv
geschlossenen Konformation vorliegt, erreicht.

Die Pore zeigt im Verlauf der Simulation keine strukturellen Verdnderungen und ist mit
einem RMSD-Wert von nur ca. 1 A sehr nahe an der Referenzstruktur (Abb. 5.20A, unterer
Graph). Dies ist in Abb. 5.20B sowohl zu Beginn, wie auch zum Ende der Simulation deutlich
zu erkennen. Uber den gesamten Verlauf der Simulation bildet die Pore eine geschlossene
Oberfliache und dichtet, wie auch in Abb. 5.20C zu schen ist, den Kanal ab. Dadurch wird die
Translokation von Wassermolekiilen durch die Pore verhindert, obwohl der Pfropfen zu

Beginn der Simulation komplett aus dem Porenbereich entfernt wurde.

5.7.1.2. Relaxation des Proteinkanals in der aktiv geschlossenen Konformation
Die SecY-Untereinheit des Proteinkanals in der aktiv geschlossenen Konformation zeigt zu

Beginn der Simulation eine strukturelle Abweichung von ca. 4 A (Abb. 5.21A, oberer Graph),
was auf eine verdnderte Struktur der helikalen Bereiche der Pore zuriickzufiihren ist. Nach
einer deutlichen Abnahme des RMSD-Wertes zu Beginn der Simulation bleibt er von 2 ns bis
8 ns konstant; das simulierte System néhert sich in dieser Zeit der Referenzstruktur nicht an.
In den letzten beiden Nanosekunden setzt erneut eine strukturelle Anndherung des Systems an
die Referenzstruktur ein. In Abb. 5.21B (t = 0 ns) ist der strukturelle Unterschied von simu-
lierter Struktur und Referenzstruktur durch Uberlagerung beider Strukturen verdeutlicht. Die
verdanderte Struktur der Untereinheit SecY hat auch Auswirkungen auf die Untereinheiten

SecE und SecP. Die Constraints, die in den bisherigen Simulationen zur Stabilisierung der
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Struktur in der aktiven Konformation notwendig waren, sind nicht mehr vorhanden, da das

System in den inaktiven Zustand relaxieren soll. Im Verlauf der Simulation (10 ns Simu-

lationsdauer) hat sich die strukturelle Abweichung des simulierten Systems von der Referenz-

struktur auf ca. 2.2 A reduziert. Die Uberlagerung beider Strukturen am Ende der Simulation

(Abb. 5.21B, t = 10 ns) zeigt bereits eine sichtbare Anndherung der simulierten Struktur an die

Referenzstruktur.
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Abb. 5.21

Simulation des Proteinkanals in der aktiv geschlossenen Konfor-
mation zur Untersuchung des Relaxationsverhaltens. (4) Struktu-
relle Abweichung verschiedener Substrukturen (SecY-Untereinheit,
Pfiopfen, Pore). (B) Uberlagerung der Startstruktur (t = 0 ns) und
der Struktur am Ende der Simulation (t = 10 ns) mit der Referenz-
struktur. Gezeigt ist die Aufsicht aus dem Cytoplasma auf den
Proteinkanal. Die Proteinstruktur ist in orange (Cartoon-Darstel-
lung), die Pore in griin (Surface-Darstellung) gezeigt. Die Refe-
renzstruktur ist in grau bzw. dunkelgriin transparent im Hinter-
grund zu sehen. Wassermolekiile und Lipide sind nicht einge-
zeichnet. (C) Seitenansicht des Proteinkanals zu Beginn (t = 0 ns)
und zum Ende (t = 10 ns) der Simulation. Das Proteinriickgrat ist
transparent in grau (Cartoon-Darstellung), die Lipide transparent
in Liccorice-Darstellung gezeigt. Die Pore und der Pfropfen sind
in griin bzw. blau (Surface-Darstellung) eingezeichnet. Relevante
Wassermolekiile sind in Van der Waals-Darstellung hervorge-
hoben.
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Die strukturelle Abweichung des Pfropfens bleibt wihrend der gesamten Simulationszeit
annihernd auf einem konstanten Wert von ca. 2.5 A (Abb. 5.21A, mittlerer Graph). Dies liegt
an der Tatsache, dass sich die Position und die Struktur des Pfropfens beim Ubergang von der
inaktiven in die aktive Konformation nicht merklich veréndert haben. Der leicht erhdhte
RMSD-Wert der aktiven Konformation im Vergleich zur inaktiv geschlossenen Konformation
kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass sich durch das Aufweiten der Porenregion, die
Wechselwirkung zum Pfropfen verdndert hat und dieser unterhalb der Pore eine leicht
veranderte Position im Vergleich zur Referenzstruktur einnimmt.

Die Pore hat zu Beginn der Simulation einen RMSD-Wert von ca. 3.6 A bezogen auf die
Referenzstruktur. Der Unterschied ist in der Uberlagerung beider Strukturen deutlich zu
erkennen (Abb. 5.21B, t = 0 ns). Die Pore ist aufgeweitet und bildet in der Aufsicht keine
geschlossene Oberfldche. Als Konsequenz konnen Wassermolekiile beobachtet werden, die
sich wihrend der Simulation durch die Pore bewegen (Abb. 5.21C, t = 0 ns). Im Verlauf der
Simulation néhert sich die Struktur der Pore der Referenzstruktur an, was an dem ab-
nehmenden RMSD-Wert zu erkennen ist. Am Ende der Simulation ist dieser Wert auf ca.
1 A gesunken (Abb. 5.21A, mittlerer Graph). Die Pore des simulierten Systems #hnelt jetzt der
Pore der Referenzstruktur, was deutlich in der Uberlagerung beider Strukturen zu erkennen ist
(Abb. 5.21B, t = 10 ns). Dariiber hinaus siecht man, dass die Pore nun eine geschlossene
Oberflache bildet und den Kanal wieder verschlieBt. Es werden keine Wassermolekiile mehr

beobachtet, die die Pore durchqueren (Abb. 5.21C, t = 10 ns).

5.7.1.3. Relaxation des Proteinkanals in der aktiv offenen Konformation
Der Verlauf der strukturellen Abweichung fiir die SecY-Untereinheit (Abb. 5.22A, oberer

Graph) dhnelt dem Verlauf, der fiir den Proteinkanal in der aktiv geschlossenen Konformation
aufgezeichnet werden konnte. Zu Beginn der Simulation liegt der RMSD-Wert bei ca. 4.1 A.
Der RMSD-Wert fillt bis ca. 2 ns ab und bleibt bis um Ende der Simulation anndhernd
konstant. Die Struktur der Untereinheit SecY relaxiert nicht so schnell, wie die Untereinheit
SecY des Proteinkanals in der aktiv geschlossenen Konformation. In der Plateau-Phase
(zwischen 2 ns und 8 ns) liegt die strukturelle Abweichung bei ca. 3.2 A im Vergleich zu
2.5 A fiir den RMSD-Wert in der aktiv geschlossenen Konformation. In der Uberlagerung der
Anfangs- und Endstrukturen mit der Referenzstruktur (Abb. 5.22B) ist eine Anndherung nach
10 ns Simulation zu erkennen, die aber geringer ausfillt als fiir die simulierte Struktur des

Proteinkanals in der aktiv geschlossenen Konformation (Abb. 5.21B).
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Abb. 5.22

Simulation des Proteinkanals in der aktiv offenen Konformation
zur Untersuchung des Relaxationsverhaltens. (A) Strukturelle Ab-
weichung verschiedener Substrukturen (SecY-Untereinheit, Pfrop-
fen, Pore). (B) Uberlagerung der Startstruktur (t = 0 ns) und der
Struktur am Ende der Simulation (t = 10 ns) mit der Referenz-
struktur. Gezeigt ist die Aufsicht aus dem Cytoplasma auf den
Proteinkanal. Die Proteinstruktur ist in orange (Cartoon-Dar-
stellung), die Pore in griin (Surface-Darstellung) gezeigt. Die
Referenzstruktur ist in grau bzw. dunkelgriin transparent im Hin-
tergrund zu sehen. Wassermolekiile und Lipide sind nicht einge-
zeichnet. (C) Seitenansicht des Proteinkanals zu Beginn (t = 0 ns)
und zum Ende (t = 10 ns) der Simulation. Das Proteinriickgrat ist
transparent in grau (Cartoon-Darstellung), die Lipide transparent
in Liccorice-Darstellung gezeigt. Die Pore und der Pfropfen sind
in griin bzw. blau (Surface-Darstellung) eingezeichnet. Relevante
Wassermolekiile sind in Van der Waals-Darstellung hervor-
gehoben.
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Der RMSD-Wert des Pfropfens sinkt in den ersten 2.5 ns von einem Anfangswert von ca.

24 A auf ca. 19 A. Dieser Wert bleibt bis zum Ende der Simulation konstant (Abb. 5.22A,

mittlerer Graph). Der Pfropfen néhert sich, im Vergleich zum Pfropfen des Proteinkanals in

der inaktiv offenen Konformation deutlich weniger bzw. langsamer an die Referenzstruktur
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an. Die visuelle Inspektion zeigt, dass sich der Pfropfen zum Ende der Simulation zwar
sichtbar in Richtung Pore bewegt hat, von dieser aber noch weit entfernt ist (Abb. 5.22C).

Die Pore ist am Anfang der Simulation aufgeweitet und kann den Kanal nicht abdichten. Dies
ist sowohl in der Aufsicht (Abb. 5.22B, t = 0 ns) als auch in der Seitenansicht des Proteinkanals
zu erkennen (Abb. 5.22C, t = 0 ns). Die Struktur der Pore ist vergleichbar mit der Porenstruktur
in der aktiv geschlossenen Konformation, jedoch sind deutlich mehr Wassermolekiile zu
erkennen, die sich im Porenbereich befinden. In der aktiv offenen Konformation des Protein-
kanals fehlt der Pfropfen als zusétzlich abdichtendes Element. Der RMSD-Wert sinkt in den
ersten 2 ns von anfinglich 3.3 A aufca. 1.6 A, wo er sich im weiteren Verlauf der Simulation
stabilisiert (Abb. 5.22A, unterer Graph). In der visuellen Inspektion der Struktur (Abb. 5.22B,C)
kann man erkennen, dass sich der durchldssige Porenbereich verkleinert und es fiir
Wassermolekiile immer schwieriger wird, den Porenbereich zu durchqueren. Am Ende der
Simulation ist die Pore nicht vollstidndig geschlossen (Abb. 5.22B, t = 10 ns); es konnen somit

immer noch Wassermolekiile im Porenbereich nachgewiesen werden (Abb. 5.22C, t = 10 ns).

5.7.2. Diskussion

Die drei vorgestellten Simulationen konnten einen ersten Einblick in den Relaxationsprozess
des Proteinkanals SecY aus einer modellierten translozierenden in die nicht-translozierende
Struktur geben.

Fiir die drei simulierten Systeme konnten unterschiedliche Relaxationsverhalten nachge-
wiesen werden. Keines der drei simulierten Systeme lag am Ende der Simulation (nach 10 ns)
vollstindig relaxiert vor. Von vollstdndig relaxiert kann ausgegangen werden, wenn der Pro-
teinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation vorliegt. Die Simulationen lassen jedoch
erste Aussagen liber wichtige Voraussetzungen fiir eine effiziente Relaxation zu. Durch den
Vergleich der verschiedenen Systeme konnte festgestellt werden, dass der Ubergang aus der
aktiv geschlossen in die inaktiv geschlossene Konformation schneller verliuft, als der Uber-
gang von der aktiv offenen in die inaktiv geschlossene Konformation; gemeint ist die
strukturelle Verdnderung der Pore bzw. der SecY-Untereinheit ohne Pfropfen. Die Pore des
Proteinkanals in der aktiv geschlossenen Konformation schliefit vollstindig nach ca. 2 ns und
lasst im weiteren Verlauf der Simulation keine Wassermolekiile durch den Porenbereich
hindurch. In der aktiv offenen Konformation ist dies nicht der Fall; hier finden sich auch noch
nach einer Simulationsdauer von 10 ns Wassermolekiile in der Pore, da diese nicht vollstindig

geschlossen ist.
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Ahnlich verhilt sich die Untereinheit SecY des Proteinkanals in der aktiv geschlossenen
Konformation, deren Struktur sich wahrend der Simulation von 10 ns schneller der Referenz-
struktur annihert und somit auch schneller in die relaxierte Struktur iibergeht, als dies fiir die
aktiv offene Konformation der Fall ist. Eine Erkldrung fiir dieses Verhalten liefert die Tat-
sache, dass der Pfropfen nicht nur einen abdichtenden Effekt in der Pore hat, sondern die
SecY-Untereinheit mit ihrer Porenregion in der inaktiv geschlossenen Konformation stabi-
lisiert. Eine effiziente Relaxation in den nicht-translozierenden Zustand wird durch den
Pfropfen unterhalb des Porenbereichs beschleunigt. Durch das Entfernen des Pfropfens
hingegen kann der Proteinkanal einfacher in den aktiven, translozierenden Zustand
iibergehen, was die Pore fiir Polypeptide durchldssig macht.

MD-Simulationen der SecY-Untereinheit, mit dem Pfropfen in der geschlossenen Position,
haben gezeigt, dass man Kugeln mit einem Durchmesser von bis zu 16 A aus Richtung des
Cytoplasmas (intrazelluldre Seite) in den Kanal einbringen kann und dieser nach Entfernen
der Kugel innerhalb von Nanosekunden wieder in seine Ausgangsstruktur zuriickkehrt [125].
Diese Entdeckung stimmt mit den Ergebnissen, die in dieser Arbeit beziiglich des
Relaxationsverhaltens gemacht wurden iiberein. Dariiber hinaus zeigen Crosslinking-
Experimente [139], dass bei der Fixierung des Pfropfens im abgezogenen (offenen) Zustand
des Proteinkanals, die Zellen nicht lebensfdhig sind und sterben. Ursache hierfiir konnte sein,
dass der Kanal nicht in den inaktiven Zustand libergehen kann, da er nicht durch den Pfropfen
stabilisiert wird und somit der Kanal nicht vollstéindig schlie8t. Der Pfropfen ist nicht nur fiir
die Abdichtung des Kanals verantwortlich, sondern es konnte auch sein, dass der Relaxa-
tionsprozess der librigen Proteinstruktur ohne Stabilisierung des Pfropfens zu langsam ist, um
die Pore ausreichend schnell zu schlieBen. Eine gegenseitige Beeinflussung von Pfropfen und
Porenstruktur ist auch beim Vergleich der Pfropfen-Relaxation in der Simulation der offenen
Konformtionen zu sehen. Der Pfropfen des Proteinkanals in der inaktiv offenen Konformation
relaxiert schneller als die Pfropfenstruktur des Proteinkanals in der aktiv offenen Konfor-

mation.
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5.8. Zusammenfassung des Kapitels

In diesem Kapitel wurden MD-Simulationen am Proteinkanal SecY aus dem Archaebak-
terium M. jannaschii in einer inaktiven Form, basierend auf einer Kristallstruktur und einer
modellierten, aktiven Form, basierend auf Kryo-EM-Daten, vorgestellt. Das Hauptaugenmerk
dieser Untersuchung lag auf funktionellen Unterschieden, die durch die verschiedenen Kon-
formationen hervorgerufen werden. Insgesamt wurden vier verschiedene Konformationen
(inaktiv geschlossen, inaktiv offen, aktiv geschlossen und aktiv offen) untersucht. Die
Strukturen wurden nicht nur in inaktiv und aktiv unterteilt; die Position des Pfropfens lieferte
ein weiteres Unterscheidungskriterium. Es wurde zusétzlich unterschieden, ob sich der
Pfropfen direkt unterhalb der Pore befindet (geschlossen) oder aus dem Kanalbereich gezogen
war (offen).

In einem ersten Schritt wurde der Proteinkanal in der inaktiv geschlossenen Konformation in
einer Lipid-Wasser-Umgebung fiir eine Gesamtdauer von 22 ns equilibriert. Die Simulation
resultierte in einer stabilen Struktur, die mit den Vorgaben der Kristallstruktur gut {iberein-
stimmte und als Startstruktur fiir weitere Simulationen diente.

Durch Verdnderung der Lage der helikalen Segmente im Porenbereich des Kanals, mit Hilfe
von harmonischen Constraints und anschlieBender Equilibrierung, konnte eine stabile
Modellstruktur des Proteinkanals in der aktiv geschlossenen Konformation erzeugt werden.
Die beiden Konformationen (inaktiv geschlossen und aktiv geschlossen) unterscheiden sich
somit im Porenbereich des Proteinkanals. In der inaktiv geschlossenen Konformation bildet
die Pore eine geschlossene Struktur und dichtet so den Kanal ab. Die Pore in der aktiv
geschlossenen Konformation ist geweitet und der Kanal somit nicht vollstdndig geschlossen.
Der Proteinkanal in der aktiv geschlossenen Konformation stellt eine mogliche Struktur des
Proteinkanals wihrend des Translokationsprozesses dar.

Eine Voraussetzung fiir die Translokation eines Polypeptides ist, dass sich der Pfropfen aus
dem Porenbereich bewegen muss, um geniigend Platz fiir das translozierte Polypeptid zu
schaffen. Mit Hilfe von SMD-Simulationen, die den Pfropfen aus der Pore entfernt haben,
konnte gezeigt werden, dass die dazu notwendige Kraft in der inaktiv geschlossenen
Konformation des Proteinkanals mit 1100 pN deutlich groBer ist, als fiir den Proteinkanal in
der aktiv geschlossenen Konformation (600 pN). Eine Berechnung der Anderung der Freien
Energie, um den Pfropfen aus der Pore zu entfernen, konnte anhand einer statistischen
Analyse von je 10 SMD-Simulationen pro System durchgefiihrt werden. Im Fall der inaktiv

geschlossenen Konformation muss bereits eine Potentialbarriere von 72 + 13 kBT(3OOK) uber-
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wunden werden, um den Pfropfen um 6 A von der Pore zu ziehen; im aktiv geschlossenen
Fall sind es lediglich 13 + 11 kgT®%). Ein Vergleich mit biologisch relevanten Potential-
barrieren zeigt, dass der Pfropfen in der inaktiv geschlossenen Konformation sehr fest im
Porenbereich sitzt und eine Abschédtzung der MFPT ergibt, dass sich der Pfropfen in einer
biologisch relevanten Zeit thermisch nicht von der Pore l6sen kann. Im Fall der aktiv
geschlossenen Konformation zeigt sich, dass hier ein thermisch aktiviertes Abgehen des
Pfropfens im Millisekundenbereich moglich ist. Die Konformationsdnderung von der inak-
tiven in die modellierte aktive Form weitet den Porenbereich und destabilisiert damit die
Wechselwirkung des Porenbereichs zum Pfropfen. Zu einer effizienten Offnung des Protein-
kanals ist eine Konformationsdnderung notwendig, die durch Bindung des Ribosoms aus-
gelost wird. Damit ldsst sich der Pfropfen mit moderatem Energieaufwand aus dem Poren-
bereich entfernen.

Eine weitere wichtige Eigenschaft ist die Abdichtung des Proteinkanals gegen Wasser-
molekiile und Ionen. MD-Simulationen zur Untersuchung der Abdichtung des Kanals sowie
SMD-Simulationen, bei denen ein Wassermolekiil bzw. ein Natriumion gezielt durch den
Porenbereich bewegt wurden, haben gezeigt, dass die inaktiv geschlossene Konformation den
Proteinkanal durch Zusammenspiel von Pfropfen und Pore sehr gut abdichtet; sie erfordert
einen hohen Arbeitsaufwand, um Wasser bzw. Natriumionen durch den Porenbereich zu
ziehen (ca. 25 kBTGOO) bzw. 55 kBTGOOK)). Wird nur der Pfropfen entfernt, so ist die Pore
immer noch in der Lage den Kanal im Verlauf der Simulation abzudichten, die aufzu-
bringende Arbeit ist jedoch deutlich geringer (ca. 10 ksT®* bzw. 25 kgT®*®). Der Protein-
kanal in seiner aktiven Konformation ist sowohl offen als auch geschlossen nicht in der Lage,
eine Barriere fiir Wassermolekiile zu bilden.

Nach vollendeter Translokation des Polypeptids muss ein rascher Ubergang aus der aktiven in
die inaktive Konformation stattfinden, um den unkontrollierten Austausch von Wasser-
molekiilen und Ionen zu verhindern. MD-Simulationen des Proteinkanals in der inaktiv
offenen, aktiv geschlossenen und aktiv offenen Konformation, zeigten nach Entfernung aller
Constraints innerhalb von 10 ns ein unterschiedliches Relaxationsverhalten in die inaktiv
geschlossene Konformation.

Die Abdichtung des Porenbereichs erfolgte in der aktiv geschlossenen Konformation deutlich
schneller als im Fall der aktiv offenen Konformation. Bereits nach 2 ns war der Kanal fiir den
weiteren Verlauf der Simulation fiir Wassermolekiile undurchléssig. Fiir die aktiv offene
Konformation des Proteinkanals, war dieser Zustand bis zum Ende der Simulation noch nicht

erreicht. Ahnliches war fiir die gesamte SecY-Untereinheit zu beobachten. Auch hier verlief
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der Relaxationsprozess in der aktiv geschlossenen Konformation merklich schneller ab als im
Fall der aktiv offenen Konformation.

Der Pfropfen war sowohl in der inaktiv offenen, wie auch in der aktiv offenen Konformation
aus dem Porenbreich entfernt worden. Die Relaxation des Pfropfens zuriick in den Zustand
direkt unterhalb der Pore verlief in der inaktiv offenen Konformation wesentlich schneller als
in der aktiv offenen Konformation. Dieses unterschiedliche Relaxationsverhalten ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass sich die Struktur des Pfropfens und die des Porenbereichs gegen-
seitig beeinflussen. Der Pfropfen dichtet nicht nur den Kanals ab, sondern stabilisiert auch
den gesamten Porenbereich in der inaktiven Konformation. Umgekehrt sorgt die Poren-
struktur in der inaktiven Konformation fiir eine beschleunigte Relaxation des Pfropfens in

seine urspriingliche Position (unterhalb des Porenbereichs).
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6. Zusammenfassung der Dissertation

Die Molekulardynamik (MD)-Simulation stellt eine wichtige Methode zur theoretischen Un-
tersuchung biologischer Systeme dar. Die Hauptanwendung heutiger MD-Simulationen ist die
Beschreibung der Dynamik und der Funktion von Proteinen und Proteinkomplexen auf
mikroskopischer Ebene, um einen detaillierten Einblick in die ablaufenden Prozesse einer
Zelle zu erhalten. Hierbei kann die Methode der MD-Simulation einen wichtigen Beitrag
leisten, denn sie erlaubt es, ein atomistisches Bild der Dynamik von Proteinen zu liefern; eine
Eigenschaft, die bislang von keiner experimentellen Untersuchungsmethode erbracht wird.
Durch numerische Integration der Newtonschen Bewegungsgleichungen erhilt man, fiir jedes
Atom i im System, die Trajektorie r,(¢). Heutzutage lassen sich routinemifBig Systeme bis zu
10> Atome auf Zeitskalen im Nanosekundenbereich simulieren. Viele biologisch relevante
Prozesse laufen auf Zeitskalen ab, die mit der konventionellen MD-Simulation nicht erreicht
werden konnen. Mit Hilfe von beschleunigten Simulationsverfahren wie Steered Molecular
Dynamics (SMD) in Kombination mit statistischen Analyseverfahren wie beispielsweise
Fluktuationstheoremen, lassen sich diese Prozesse quantitativ erfassen.

In dieser Arbeit werden MD- sowie SMD-Simulationen an drei biolgischen Systemen vor-
gestellt. Das Hauptaugenmerk liegt dabei in der Verkniipfung von strukturellen Eigenschaften
der Proteine oder Proteinkomplexe mit ihrer Funktionalitit. Im Folgenden werden die wich-

tigsten Ergebnisse aus diesen Untersuchungen vorgestellt.
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Strukturelle Stabilitit verschiedener Mutanten und Fragmente des Tumornekrose-
faktor-Rezeptors 1

Der Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1) ist ein Membranprotein, das eine wichtige
Rolle in der Tumornekrosefaktor (TNF)-vermittelten Apoptose spielt und fiir die Weiterlei-
tung des initialen Signals in die Zelle verantwortlich ist. Seine extrazellulire Doméne lésst
eine strukturelle Unterteilung in vier so genannte cysteinreiche Doménen (CRD1-4) zu, denen
bestimmte Funktionen zugeordnet werden konnen. CRD2 und CRD3 sind fiir Liganden-
bindung zu TNF verantwortlich; von CRD1 wird angenommen, dass sie fiir die Rezeptor-
Rezeptor-Wechselwirkung notwendig ist. Fiir eine erfolgreiche Signaltransduktion sind
sowohl eine Rezeptor-Ligand- als auch eine Rezeptor-Rezeptor-Wechselwirkung notwendig.
Die CRDs wiederum lassen sich in zwei Untereinheiten A1 und B2 unterteilen.
Experimentelle Studien zeigen, dass eine Entfernung der CRD1 nicht nur zur Unterbindung
der Rezeptor-Rezeptor-Wechselwirkung fiihrt, sondern auch zu einem Verlust der Bindungs-
affinitdt des Rezeptors zum Liganden. Diese Eigenschaft ist anhand der bisher angenom-
menen Struktur-Funktions-Beziehung nicht zu erklaren.

MD-Simulationen zeigen, dass die extrazellulire Domidne des TNFR (TNFR¢) aus einer
alternierenden Reihenfolge von A1- und B2-Subdoménen besteht, die die kleinste, strukturell
stabile Einheit darstellen. Die Flexibilitdt von TNFR1. ist auf die Relativbewegung dieser
Subdominen zuriickzufiihren. Die Intra-CRD-Bewegung tritt dabei ausgeprégter auf als die
Inter-CRD-Bewegung. Nach Deletion von CRD1 (ACRDI1-TNFRI1¢) tritt in der nachfol-
genden Subdoméne Alcrp, eine deutliche Konformationsédnderung auf. Dies ist auf die nicht
mehr vorhandene Stabilisierung der Subdoméne B2 aus CRD1 zuriickzufiihren und kann den
experimentell gemessen Verlust der Ligandenbindung erklidren. Eine Mutante AAlcgrpi-
TNFR1¢, bei der lediglich die erste Subdomine der CRD1 Alcgrp; entfernt wurde, zeigte
diese Destabilisierung von Alcrpy nicht In diesem Fall war der stabilisierende Effekt durch
die verbliebene Subdoméne B2crp; gegeben. Experimentell kann bei dieser Mutante eine
Ligandenbindung nachgewiesen werden, eine Rezeptor-Rezeptor-Interaktion ist jedoch nicht
vorhanden. Ein dhnliches Bild zeigt sich bei der Untersuchung des isolierten Protein-
fragmentes CRD1 (A1B2crpi). Hier erwartet man eine CRD1-CRD1-Interaktion, die im
Experiment nicht nachgewiesen werden konnte. MD-Simulationen zeigen, dass es hier zu
einer erhOhten Flexibilitdt von B2crp1 kommt. Diese strukturelle Flexibilitdt kann reduziert
werden, indem das Fragment zusétzlich um die Subdomine Alcrp, erweitert wird
(A1B2crpiAlcrp2). Die Stabilisierung von CRD1 sollte sich in einer CRD1-CRDI1-Inter-

aktion widerspiegeln, was experimentell noch gezeigt werden muss. Bei isolierter CRD1 mit
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einem Glutathion-S-Transferase (GST)-tag konnte eine solche CRD1-CRD1-Interaktion be-
reits nachgewiesen werden.

Die MD-Simulationen am TNFRI1-System zeigen, dass die CRDs der extrazelluldren
Domine von TNFR1 bestimmte Funktionen erfiillen. Diese Funktionen treten aber nur im
Verbund mit benachbarten Subdoméinen auf, da die benachbarten Subdoméinen fiir die
Stabilisierung der CRDs notwendig sind. Diese Erkenntnis ist fiir die Entwicklung eines
Arzneimittels zur spezifischen Unterdriickung der Apoptose wichtig. Als mogliche Arznei-
mittel kommen TNFR1-Mutanten oder TNFR1-Fragmente in Frage, die speziell angepasste

Funktionen besitzen.

Untersuchung eines moglichen Pfades fiir Ubichinon-Diffusion durch den LH1-Ring im
Purpurbakterium Rhodospirillum rubrum

Der Lichtsammelkomplex 1 (LH1) und das Reaktionszentrum (RC) der photosynthetischen
Einheit aus dem Purpurbakterium Rhodospirillum rubrum sind fiir die Absorption von Licht
und die Erzeugung von Elektronen verantwortlich. Elektronen werden von dem mobilen Elek-
tronencarrier Ubichinon vom RC zu weiteren Pigment-Protein-Komplexen in der Membran
befordert. Anhand struktureller Daten ist bekannt, dass der LH1-Ring in dieser Spezies eine
geschlossene Struktur um das RC bildet. Hierbei stellt sich die Frage, wie das Ubichinon
diese Proteinbarriere liberwinden kann.

MD-Simulationen an einer Modellstruktur des LH1-RC-Komplexes zeigen, dass es durch die
Flexibilitdt, der im LH1-Ring eingebauten Chlorophylle, zur Ausbildung von Kanélen bzw.
Liicken im LHI1-Ring kommen kann. Mit Hilfe von SMD-Simulationen an einem Minimal-
modell des LHI1-Rings, ldsst sich das Ubichinon durch einen dieser Kanile ziehen. Die SMD-
Simulation fiihrt zu keiner strukturellen Verdnderung des LH1-Rings. SMD-Simulationen in
umgekehrter Richtung ergeben ein vergleichbares Ergebnis; die Simulationspfade des Ubi-
chinon-Molekiils sind sehr dhnlich.

Die Anderung der Freien Energie entlang des gefundenen Pfades wird in beiden Richtungen
mit Hilfe von mehrfach durchgefiihrten SMD-Simulationen und einer statistischen Analyse
der resultierenden Arbeitsverteilungen mit der Kumulantenentwicklung bis zur zweiten
Ordnung rekonstruiert. Beide Potentialverldufe weisen dhnliche Merkmale auf, die mit struk-
turellen Gegebenheiten in Verbindung gebracht werden konnen. Durch Bestimmung des
statistischen Fehlers und Kombination von Daten beider Potentialverldaufe mit minimalem
Fehler, ergibt sich ein kombinierter Potentialverlauf mit der kleinsten statistischen Unge-

nauigkeit. Dieser Potentialverlauf kann noch alle strukturellen Merkmale wiedergeben. Aus-
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gehend von einer eindimensionalen Diffusionsbewegung des Ubichinons entlang des
ermittelten Pfades, ldsst sich im ungiinstigsten Fall (bei Beriicksichtigung aller Fehler) eine
mittlere Diffusionszeit von 8 ms bestimmen, mit der das Ubichinon durch den LHI-Ring
diffundiert. Daraus ergibt sich eine Abschitzung der Turnover-Rate des LHI1-RC-Systems
von ca. 50 Hz. Ein Vergleich der Turnover-Rate mit experimentellen Daten unterstiitzt das
Ergebnis der Simulationen, dass das Ubichinon in einer biologisch relevanten Zeit durch den
geschlossenen LH1-Ring diffundieren kann. Dies erkldrt, warum alle bislang bekannten
experimentellen Strukturdaten von LH1 bzw. LH1-RC-Komplexen aus R. rubrum eine
geschlossene Ringstruktur aufweisen und dies kein Widerspruch zum Ubichinon-Transport

darstellt.

Untersuchung des Proteintranslokationskanals SecY aus Methanococcus jannaschii

Der Proteintranslokationskanal (SecY-Komplex) aus dem Archaebakterium Methanococcus
jannaschii (M. jannaschii) ist fiir die Translokation von Proteinen durch die Membran bzw.
fiir deren Einbau in die Membran verantwortlich. Zwei Hauptmerkmale der Struktur sind zum
einen die Pore, bestehend aus sechs hydrophoben Aminosduren, und zum andern der
Pfropfen, der von einer kurzen a-Helix gebildet wird. Im nicht-translozierenden Fall (inaktive
Konformation), ist die Pore geschlossen und der Pfropfen sitzt direkt unterhalb der Pore. Um
ein Protein durch den Kanal zu transportieren muss sich der Pfropfen aus dem Porenbereich
bewegen und die Pore muss sich aufweiten (aktive Konformation). Von SecY sind sowohl
eine Kristallstruktur in der inaktiven Konformation, als auch Kryo-EM-Daten der aktiven
Konformation, gebunden an ein Ribosom vorhanden. Mit Hilfe von MD-Simulationen ldsst
sich die Kristallstruktur aus der inaktiven in die aktive Struktur tiiberfithren. Diese
Modellstruktur stimmt mit den Kryo-EM-Daten gut iiberein. Zwischen den beiden Strukturen
gibt es klare Unterschiede in Bezug auf die Bindung des Pfropfens und die Abdichtung des
Kanals.

In der inaktiven Konformation sitzt der Pfropfen fest gebunden direkt unterhalb der Pore und
es muss eine Potentialbarriere von 72 £+ 13 kBT(3 00K) {iberwunden werden, um den Pfropfen
6 A von der Pore wegzubewegen. Diese Potentialbarriere ist in der aktiven Konformation mit
13 + 11 kgT®% deutlich reduziert. Um ein Abgehen des Pfropfens auf einer Millisekunden-
Zeitskala (relevant fiir die Proteintranslokation) zu ermdglichen, ist eine Konformations-
anderung aus der inaktiven in die aktive Konformation notwendig. Die Bindung des Ribosoms

kann eine solche Konformationsédnderung induzieren.



191

In Ubereinstimmung mit experimentellen Ergebnissen einer Studie zur Ionenleitfihigkeit und
Wasserpermeabilitit des SecY-Proteinkanals, zeigen die MD-Simulationen, dass SecY in der
inaktiven Konformation das gréffte Hindernis fiir die Translokation eines Wassermolekiils
bzw. eines Natriumions durch den Porenbereich darstellt. Wird der Pfropfen entfernt, oder
geht der Proteintranslokationskanal in die aktive Form iiber, nimmt die notwendige Arbeit zur
Transloaktion von Wasser bzw. Natriumionen deutlich ab. In der aktiven Konformation
konnen Wassermolekiile den Porenbereich sogar spontan im Nanosekundenbereich durch-
queren.

Bei Relaxation des Proteinkanals in der aktiven sowie der inaktiven Form ist der Pfropfen
nicht nur an der Abdichtung des Kanals beteiligt, sondern trdgt auch zur Stabilisierung der
kompletten Proteinstruktur im Porenbereich bei. Befindet sich der Pfropfen unterhalb der
Pore, so wird die Relaxation in die inaktive Konformation beschleunigt. Liegt SecY umge-
kehrt in der inaktiven Konformation vor, dann bewegt sich der Pfropfen schneller aus der
abgezogenen Position in Richtung Pore zuriick, als wenn sich SecY in der aktiven Konfor-

mation befindet.
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