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5.2 Drehmomenterzeugung und -übertragung . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

5.2.1 Hydrolyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

5.2.2 Synthese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89

5.2.3 Diskussion: Bindungswechselmechanismus . . . . . . . . . . . . . 91

6 Elastizität einer α -Helix 93

6.1 MD-Simulationen einer erzwungenen Entfaltung . . . . . . . . . . . . . 94

6.2 Theorie der Entfaltung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96

6.2.1 Einfaches Langevin-Modell einer α -Helix . . . . . . . . . . . . . 97

6.2.2 Kooperativität bei der Entfaltung . . . . . . . . . . . . . . . . . 100

6.2.3 Entropiedifferenz zwischen gefaltetem und entfaltetem Zustand . 101



INHALTSVERZEICHNIS 3

6.3 Ergebnisse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105

6.3.1 Kraft-Ausdehnungskurve . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106

6.3.2 Elastizität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 110

6.3.3 Wasserstoffbrücken . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111

6.3.4 Entropie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113
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Kapitel 1

Einleitung

Die ATP Synthase oder auch F-Typ-ATPase spielt die zentrale Rolle bei der Ener-

gieumwandlung von Pro- und Eukaryoten. Das Enzym befindet sich in den respira-

torischen (Mitochondrien) und photosynthetischen (Chloroplasten) Membranen der

Eukrayotenzelle, sowie (mit vereinfachter molekularer Struktur) in den Zellmembra-

nen der Prokaryoten. Die bei der oxidativen Phophorylierung erzeugte protonenmo-

torische Kraft wird von der F-ATPase genutzt, um Adenosintriphosphat (ATP, ent-

deckt 1929 von Karl Lohmann) aus Adenosindiphosphat (ADP) und anorganischem

Phosphat (Pi) zu synthetisieren. Damit steht sie im Kontrast zu den anderen beiden

Klassen von ATPasen (P- und V-Typ), die den Ionentransport durch ATP-Hydrolyse

katalysieren. ATP wirkt im Organismus als universeller Träger der chemischen Ener-

gie (Fritz Lipmann [1], 1946). Die Hydrolyse von ATP zu ADP und Pi setzt Energie

frei, die z.B. zum Aufbau von Zellbestandteilen, bei der Muskelkontraktion oder

auch bei der Übertragung von Nervensignalen benötigt wird. Unter physiologischen

Bedingungen werden bei der Dissoziation von ATP ca. 50 kJ/mol freigesetzt — ein

Erwachsener setzt in Ruhe täglich ATP entsprechend seinem halben Körpergewicht

um, bei harter Arbeit sogar bis zu einer Tonne.

Die F1Fo-ATP Synthase weist eine zweiteilige Struktur auf (s. Skizze Abb. 1 A): Den

membranständigen Fo-Teil sowie den Kopfteil F1, der drei katalytisch aktive sowie

drei inaktive Zentren oder Bindungstaschen enthält und dessen Struktur 1994 von

John Walker (aus Rinderherz-Mitochondrien [4]) mit Hilfe der Röntgenkristallogra-

fie aufgeschlüsselt werden konnte. Dem Membranteil, u.a. bestehend aus einem Ring

von 10 – 14 c-Untereinheiten, fällt die Funktion Ionentransport über die Membran zu.

Im Kopfteil findet die Synthese bzw. — da es sich um ein reversibles Enzym handelt

— die Hydrolyse von ATP statt, bei der Protonen entgegen einem Gradienten ge-

pumpt werden (chemiosmotische Hypothese von Peter Mitchell [5]). Der F1-Komplex

besteht aus jeweils drei abwechselnd um die zentrale γ -Untereinheit (Abb. 1 A, oran-

ge) angeordneten α - und β -Untereinheiten. Die Substrat-Bindungstaschen befinden

sich jeweils zwischen den α - und β -Untereinheiten, die katalytisch aktiven näher den

β -Untereinheiten und die inaktiven Bindungstaschen näher den α -Untereinheiten

5
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Abbildung 1.1: (A) Schematisches Bild der F1Fo-ATP Synthase (Seitenansicht). Durch Fo

strömen Protonen, die den c-Ring zur Rotation antreiben. Die γ -Untereinheit ist so an Fo

gekoppelt, daß sie relativ zur umgebenden (αβ)3 -Struktur mitgedreht wird, dabei indu-
ziert sie Änderungen in den Substrataffinitäten der katalytisch aktiven Bindungstaschen.
(B) Bindungswechselmechanismus nach Boyer [2] und Cross [3] (s. Text). (C) Struktur der
F1-ATPase, Unterteilung in Untereinheiten und Substratverteilung, Blick von der Mem-
branseite. Im Zentrum ist die asymmetrische γ -Untereinheit als zwei umeinander gewun-
dene α -Helices zu erkennen.

(vgl. Abb. 1 C). Fo- mit dem F1-Komplex werden durch die aus zwei umeinander

verdrehte Helices bestehende γ -Untereinheit miteinander verbunden.

Wichtige Strukturmerkmale des aus mindestens acht unterschiedlichen Untereinhei-

ten aufgebauten Enzyms sind trotz der weit zurückreichenden evolutionären Di-

vergenz der unterschiedlichen Linien [6] bei evolutionär weit entfernten Bakterien,

Mitochondrien oder Chloroplasten im wesentlichen erhalten geblieben, so daß sich

sogar funktionelle Chimären aus den Untereinheiten unterschiedlicher Organismen

konstruieren ließen [7,8].

Paul Boyer [9,10] postulierte u.a. aus der Beobachtung heraus, daß die Dissoziations-

rate bei Ladung nur einer Bindungstasche mit ATP um mehrere Größenordnungen

kleiner ist als bei höherer ATP-Konzentration und damit möglicher Kooperation

aller drei Wirkorte, einen alternierenden oder rotierenden Mechanismus. Der von
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Boyer vorgeschlagene Bindungswechselmechanismus (s. Abb. 1 B) zwischen den drei

katalytisch aktiven Bindungstaschen erfordert ein hohes Maß an Kooperativität zwi-

schen den fast 5 nm voneinander entfernten Bindungstaschen. Da der γ -freie (αβ)3 -

Komplex eine sehr viel schwächere ATPase-Aktivität zeigt [11], wird diese Koope-

rativität offenbar durch die γ -Untereinheit vermittelt. Nach dem Bindungswech-

selmechanismus nehmen die aktiven Zentren bzw. die β -Untereinheiten zu jedem

Zeitpunkt unterschiedliche Konformationen an — open (O, offen und substratfrei),

loose (L, geschlossen mit lose gebundenem Substrat) und tight (T , geschlossen mit

fest gebundenem Substrat) —, was durch die Walker-Struktur bestätigt wurde: Die

β -Untereinheiten zeigen hier gemäß ihrer jeweiligen Position im katalytischen Zyklus

unterschiedliche Konformationen. Die L - und T -Konformationen erweisen sich als

nahezu identisch, während die substratfreie βE -Untereinheit in der O -Konformation

Verschiebungen von bis zu 20 Å gegenüber der T - oder L -Struktur (βTP bzw. βDP )

zeigt. Eine gegenseitige Umwandlung der Zustände gemäß dem Bindungswechselme-

chanismus wird durch Rotation der γ -Untereinheit erwartet.

Nach Auflösung der Kristallstruktur konnte die rotatorische Kopplung durch unter-

schiedlichste Experimente [12–21] wie Crosslinking-Studien [12, 13, 15], Polarisati-

onsspektroskopie [14] oder der Fluoreszenzspektroskopie an Aktinfilamenten [16–19]

verifiziert werden. Inzwischen gelang auch der Nachweis der relativen Rotation des

membranständigen c-Ringes zu (αβ)3 [18, 19]. Die beiden Teile der ATP Synthase

wirken, je nach Ionen- oder ATP-Konzentration, jeweils unabhängig voneinander als

der kleinste bekannte Motor oder Dynamo.

Folgendes Bild der Funktionsweise der F1Fo-ATP Synthase ergibt sich aus den bishe-

rigen Erkenntnissen: Ein Protonenfluß durch Fo, entsprechend dem pH-Gradienten,

bewirkt die Drehung des c-Rings und damit der gekoppelten γ -Untereinheit. Da

die (αβ)3 -Untereinheiten über die b-Untereinheit fest mit der Membran verbun-

den sind (Abb. 1 A), rotiert die asymmetrische γ -Untereinheit innerhalb des (αβ)3 -

Komplexes und erzwingt dadurch ein wechselseitiges Öffnen (Übergang T → O,

vgl. Abb. 1 B) und Schließen der katalytisch aktiven Bindungstaschen. Bei der Öff-

nung wird zuvor fest gebundenes ATP freigesetzt, das Schließen ermöglicht die Neu-

Bindung von ADP und Pi.

Die Fo- und die F1-ATPase sind molekulare Schrittmotoren. Experimentell nach-

gewiesen werden konnte dies bislang für den Kopfteil, in dem die γ -Untereinheit

(in Hydrolyserichtung) entsprechend der Zahl der katalytisch aktiven Bindungsta-

schen drei 120o Schritte vollführt [20, 22–24]. Für den Membranteil, Fo, werden N

Schritte angenommen [25], wobei N die Zahl der c-Untereinheiten ist. Pro tranpor-
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tiertem Proton dreht sich in diesem Modell der c-Ring um eine Untereinheit weiter1.

Während also die F1-ATPase in allen Organismen ein 3-Schrittmotor ist, variiert

die Zahl der Unterschritte pro 360o-Rotation in der Fo-ATPase je nach betrachte-

tem Organismus von 10 – 14. Aufgrund dieses Symmetrieungleichgewichts (C3 gegen

C10−14) wurde eine elastische Kopplung zwischen der Fo- und der F1-ATP Synthase

als notwendig erachtet [25].

Insgesamt ist die F1Fo-ATP Synthase also ein mehrstufiger Energiewandler: Zu-

nächst wird osmotische Energie durch den Fo-Teil in mechanische Energie umge-

wandelt, sodann über die γ -Untereinheit im F1-Kopfteil mechanisch zu den Bin-

dungstaschen übertragen, und dort schließlich in chemische Energie umgesetzt. Die-

ser durch eine rotierende Achse vermittelte ’Mechanismus’ synthetisiert in den drei

Bindungstaschen hochkooperativ ATP. Zusammen mit seinem Wirkungsgrad von

nahezu 100 % [17] legt dies den Begriff einer molekularen Maschine [10] nahe. In-

zwischen gelang sogar die Integration des F1-Motors in einen hybriden Aufbau, bei

dem die ATPase einen anorganischen Nano-Propeller antreibt [31].

Die zentrale metabolische Rolle und die hohe Effizienz dieser Nano-Maschine hat

viele experimentelle Arbeiten zu Substrat-Bindungsaffinitäten [32], Thermodyna-

mik, Stöchiometrie [33], Kinetik [32, 34, 35] wie auch Mutations [32, 36–39]- oder

Crosslink-Studien [12, 40, 41] nach sich gezogen. Außerdem wurden zahlreiche ver-

einfachte Modelle [10,42–49] diskutiert, allerdings ohne atomare Details zu berück-

sichtigen. Diese Modelle für den Bindungswechselmechanismus und damit zusam-

menhängend für die Drehmomentübertragung unterscheiden sich zum einen in der

Zahl der im zeitlichen Mittel vom Substrat besetzten Bindungstaschen2, zum ande-

ren in der Kopplung zwischen der γ -Untereinheit und den β -Untereinheiten. Alle

bisherigen Modelle gründen darauf, daß der Grundzustand der substratfreien β -

Untereinheit die offene O -Konformation ist. Sie geben keine Erklärung dafür, daß

Substrat erneut an diese Bindungstasche niedriger Affinität bindet. Weiterhin sind

sie nicht in der Lage, die drastisch herabgesetzte Hydrolyserate der γ -freien ATPa-

se [11] zu erklären.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe der Methode der Molekulardynamik-(MD)-

Simulation auf der atomaren Skala zu verstehen, wie die Konformationsunterschiede

in den einzelnen β -Untereinheiten durch die Rotation der zentralen γ -Untereinheit

1Diese Annahme gründet sich auf die c-Ring-Stöchiometrie; In Chloroplasten und Cyanobakterien
ist das Verhältnis von transportierten Protonen zu synthetisiertem ATP 4:1 [26, 27], und Fo von
E. coli enthält 12 Kopien der c-Untereinheit [28]. Außerdem ist das vorgeschlagene Verhältnis von
transportierten Protonen in Mitochondrien zu Chloroplasten von 3:4 [29] nahe am Verhältnis der
Zahl der c-Untereinheiten von 10:14 [30].
2zwei für den ’Boyer’-Mechanismus [9,50–52], drei im ’Senior’ [32,53]-bzw. ’Allison’-Modell [48,54]
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induziert werden. Dabei soll geklärt werden, wie und entlang welchen Weges die

strukturellen Änderungen über einen Weg von mehr als 2,5 nm von der γ -Unterein-

heit zu den Nukleotid-Bindungstaschen gelangen und wie und in welcher Sequenz sie

in der βTP -Bindungstasche die ATP-Affinität herabsetzen, so daß ATP freigesetzt

wird. Außerdem soll die Frage beantwortet werden, ob die γ -Untereinheit als verbin-

dendes Element zwischen Fo- und der F1-ATP Synthase Energie zwischenspeichern

kann und damit als eine elastische Kopplung zwischen diesen beiden Motoren wirken

kann.

Weiterhin soll hier durch die Angabe intermediärer Zustände versucht werden, vor-

handene experimentelle Daten zu komplementieren und einen widerspruchsfreien

Bindungswechselmechanismus zu formulieren.

Dazu werden in dieser Arbeit in Molekulardynamik-Simulationen der F1-ATP Syn-

thase in wäßriger Umgebung Teile der γ -Untereinheit einem rotierenden harmo-

nischen Potential unterworfen (s. Kapitel 2). Dieses Zusatzpotential simuliert das

durch den Fo-Komplex auf die γ -Untereinheit ausgeübte Drehmoment und erlaubt

die Identifikation wichtiger Wechselwirkungen zwischen der γ -Unterheit und dem

(αβ)3 -Komplex.

Solche Simulationen sind aufgrund des hohen erforderlichen Rechenaufwandes auf

die Nanosekunden-Zeitskala beschränkt. Dies gilt in diesem Falle umso mehr, da es

sich bei der F1-ATP Synthase um ein außerordentlich komplexes Protein handelt.

Daher beschränken wir uns auf die Simulation einer erzwungenen 120o Teilrotati-

on der γ -Untereinheit innerhalb des (αβ)3 -Kopfes, die allerdings die wesentlichen

Schritte der Energieübertragung offenbaren sollte. Zwischen physiologischer (ca. 100

Umdrehungen/s) und computerexperimenteller Zeitskala (≈ 100/µs) liegt eine große

Diskrepanz. Unter Berücksichtigung jüngster experimenteller Ergebnisse von K. Ki-

nosita et al., nach denen nicht die γ -Rotation, sondern die Substratbindung und

-freisetzung die zeitbestimmenden Schritte sind, schrumpft der zeitliche Abstand

auf weniger als fünf Größenordnungen3 [20]. Trotz dieser abweichenden Zeitskalen

soll versucht werden, neben Aussagen über schnelle Konformationsänderungen im

Enzym auch Aussagen über langsame und damit nicht in den Simulationen beob-

achtbare strukturelle Änderungen zu machen. Zur Unterscheidung, welche Konfor-

mationsänderungen der β-Untereinheiten durch die γ -Untereinheit induziert sind

und welche spontan ablaufen, sollen zusätzlich Langzeit-Simulationen der freien Dy-

namik der isolierten β-Untereinheiten durchgeführt werden. Um außerdem quanti-

tative Aussagen über die bisher kontrovers diskutierte unbekannte Elastizität der

3Die 90o-Rotationszeit für ein über Biotin/Streptavidin an γ geheftetes Goldkügelchen mit vierfach
größerem Radius als die F1-ATPase (also ca. 60fachem Volumen!) wurde zu 0,25 ms bestimmt.
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γ -Untereinheit und damit ihrer möglichen wichtigen Rolle bei der elastischen Kopp-

lung zwischen der Fo- und der F1-ATP Synthase machen zu können [46,55], werden

zusätzlich Verdrillungs-Simulationen des isolierten, umeinander gewundenen Helix-

paars vorgenommen. Bei diesen Verdrillungs-Simulationen stellt sich die Frage, wie

verläßlich sich Elastizitäten auf der Nanosekunden-Zeitskala der MD-Simulationen

bestimmen lassen. Dieser Frage soll im zweiten Teil dieser Arbeit nachgegangen

werden.

Die Elastizität von Sekundärstrukturelementen wie von α -Helices, β -Faltblättern

oder komplexeren Strukturen wie der coiled-coil, die aus zwei umeinander gewun-

denen α -Helices besteht, spielt nicht nur innerhalb der ATP Synthase eine heraus-

ragende Rolle, sondern gleichfalls in Muskeln, Nervenzellen, Haaren, der Haut usw.

Beim Myosin z.B. bildet eine coiled-coil Struktur den Krafthebel, der die vom Myo-

sinkopf ausgeübte Kraft auf das Aktinfilament überträgt und so die Wanderung des

Myosins entlang des Aktins innerhalb der Zelle erlaubt. Daher wurden in den ver-

gangenen Jahren beträchtliche Anstrengungen unternommen, die zugrundeliegenden

inter- und intramolekularen Kräfte in mechanisch wirksamen Proteinen zu messen

und zu verstehen. Erst die Entwicklung des Einzelmolekül-Kraftmikroskops [56, 57]

ermöglichte Kraftmessungen an einzelnen Molekülen. Diese Methode wurde inzwi-

schen auf die Dehnung von Polymeren [58–63], Proteinen [64–66] oder auch der

DNA-Entfaltung [67, 68] angewandt. Auf der theoretischen Seite wurde 1996 die

Methode der force probe MD-Simulation [69,70] entwickelt und inzwischen auf eine

Vielzahl von Systemen angewandt, wie der Entfaltung von Polymermolekülen [58],

der Trennung eines Ligand-Rezeptor Komplexes [69] oder des Muskelproteins Ti-

tin [62,71]. Letztere Simulationen zeigten eine starke Geschwindigkeitsabhängigkeit

der Resultate, aktivierte Prozesse aufgrund thermischer Fluktuationen spielten eine

große Rolle. Dies hängt damit zusammen, daß es sich bei Kräften nicht um Zustands-

größen handelt: Sie lassen Rückschlüsse auf den gewählten Reaktionsweg zu und sind

im Nichtgleichgewicht abhängig von der Zeitskala, auf der sie gemessen werden. Um

daher Aussagen über die zugrundeliegende freie (Gleichgewichts-)Energielandschaft

machen zu können, ist eine Kenntnis der Kräfte über einen größeren Bereich der

Zeitskala erforderlich [72].

Um einen Vergleich zum Experiment zu ermöglichen, wurde als Testsystem ein

α -helikales Poly-Peptid, ein Cystein3–Lysin30–Cystein, gewählt. Für dieses Peptid

wurden jüngst in der Gruppe von Suzanne Jarvis AFM4-Entfaltungsexperimente

durchgeführt. Neben der Entfaltungskraft konnten separat die Peptid-Elastizitäten

während des Entfaltungsvorgangs gemessen werden5 [73–75].

4Atomic Force Microscopy
5Dazu wurde ein magnetisches Teilchen am Kraftarm oder Cantilever befestigt. Über die Oszilla-
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Neben einer eventuellen Zeitskalenabhängigkeit der Kräfte und der Elastizitäten

bei der Entfaltung, richtet sich unser Interesse hier auf die signifikanten, die α -

Helix charakterisierenden Wechselwirkungen. Hier soll neben der Frage nach der

Rolle von Wasserstoffbrücken für die Elastizität der α -Helix auch die zugrundelie-

gende freie Energielandschaft charakterisiert werden. Dabei ist die Differenz in der

Seitenketten-Entropie zwischen helikalem und langgestrecktem Zustand des Peptids

von besonderem Interesse.

Die vorliegende Arbeit ist wie folgt gegliedert: Nach einer kurzen Einführung in

die verwendeten Methoden in Kapitel 2 folgt die Darstellung der Ergebnisse zur

Simulation der F1-ATP Synthase und der isolierten γ -Untereinheit (Kapitel 3). Die-

se Arbeiten werden komplementiert durch Langzeit-Simulationen der isolierten β -

Untereinheit (Kapitel 4). Die Ergebnisse aus den Kapiteln 3 und 4 werden sodann für

eine widerspruchsfreie Formulierung eines Bindungswechselmechanismus verwandt

(Kapitel 5). Kapitel 6 befaßt sich mit der erzwungenen Entfaltung der Poly-Lysin

α -Helix und der Bestimmung der Elastizität dieses Peptids. Kapitel 7 schließlich

enthält eine kurze Zusammenfassung.

tionen des Kraftarms in einem äußeren Feld läßt sich dann die Elastizität der Probe bestimmen.
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Kapitel 2

Die Methode der

Molekulardynamik-Simulation

Die Methode der Molekulardynamik(MD)-Simulation dient der Beschreibung der

Dynamik von Systemen mit typischerweise 103 bis 106 wechselwirkenden Atomen.

In dieser Arbeit werden Simulationen an Proteinen (F1-ATP Synthase, isolierte β -

Untereinheit) sowie an einem Peptid (Poly-Lysin) jeweils in wäßriger Lösung be-

schrieben; die Systemgröße variiert von etwa 25.000 bis zu 180.000 Atomen. In die-

sem Kapitel wird das Prinzip, nach dem Systeme dieser Größenordnung beschrie-

ben werden, kurz dargestellt, worauf ein kurzer Abriß der MD-Methode mit einer

Vorstellung unterschiedlicher Lösungsmittelmodelle sowie den Besonderheiten der

verwendeten Programme folgt. Außerdem werden einige der in dieser Arbeit ver-

wendeten Analyse-Methoden sowie das Konzept von Zwangs- bzw. Zusatzkräften in

der MD-Simulation erläutert.

2.1 Prinzip

Eine exakte Berechnung der Dynamik eines Vielteilchensystems wie etwa eines Pro-

teins erfordert die Lösung der zeitabhängigen Schrödingergleichung. Dies ist selbst

numerisch bereits für Systeme mit mehr als 10 Atomen zu aufwendig. Um Proteine

in Lösung dennoch beschreiben zu können, sind drei wesentliche Näherungsschritte

notwendig.

Der erste Näherungsschritt beruht auf der Annahme, daß sich aufgrund des großen

Massenunterschieds zwischen Elektronen und Nukleonen1 (Protonen und Neutro-

nen) in der zeitabhängigen Schrödingergleichung zum Hamilton-Operator Ĥ

ih̄∂tψ(R, r) = Ĥψ(R, r) (2.1)

1Die Ruhemasse des Elektrons beträgt 1/1836 von der des Protons.

13
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die zeitliche Änderung der Kernorte R(t) von denen der Elektronen r(t) separieren

läßt (Born-Oppenheimer Näherung [76]). Die Kernbewegung wird dann als durch

ein von der elektronischen Dynamik bestimmtes effektives Potential verursacht auf-

gefasst, der die Elektronendichte näherungsweise instantan folgt. Daraus gewinnen

wir zum einen eine zeitunabhängige Schrödingergleichung für die Elektronen zu ge-

gebenen Kernorten,

Ĥe(r; R)ψ = Ee(R)ψe(r; R) , (2.2)

mit dem elektronischen Hamilton-Operator

Ĥe = T̂e + V̂KK + V̂Ke + V̂ee (2.3)

als Summe aus den jeweiligen Kern(K)- und Elektronen(e)-Wechselwirkungen V̂ und

den kinetischen Beiträgen T̂ , sowie eine zeitabhängige Schrödingergleichung für die

Kernorte

ih̄∂tψK(R) =
[
T̂K(R) + Ee(R)

]
ψK(R) (2.4)

mit dem elektronischen Potential Ee(R) aus der zeitunabhängigen Schrödingerglei-

chung (Gl. 2.2).

Der nächste Näherungsschritt besteht darin, die zeitabhängige Schrödinger-Glei-

chung für die Kernorte durch die Lösung der Newtonschen Bewegungsgleichungen

zu ersetzen, die Atombewegung für N Kerne also klassisch zu nähern:

mi
d2

dt2
Ri = −∇Ee(R1, . . . ,RN) , i = 1, . . . , N , (2.5)

wobei mi die Masse und Ri der Ort des i-ten Kerns ist. Die klassische Beschrei-

bung ist dann gut, wenn die thermische Energie kBT sehr viel größer ist als die

Linienabstände im Energiespektrum, bei einer Temperatur von T = 300 K also

für Frequenzen ω = 2πν � 40 ps−1. Daraus folgt, daß insbesondere Streckschwin-

gungen von kovalenten Bindungen zu Wasserstoffatomen unzureichend beschrieben

werden. Die Anregungsenergie h̄ω beträgt hier mehr als das zehnfache der ther-

mischen Energie kBT , die Schwingung verbleibt also im allgemeinen im Grundzu-

stand. Dagegen erfolgt bei der klassischen Näherung ein fortwährender Energieaus-

tausch mit der Umgebung. Weiterhin muß in dieser Näherung auf eine Beschrei-

bung von Niedertemperatur-Effekten verzichtet werden. Da Konformationsänderun-

gen von Proteinen in der Regel auf der ps -Zeitskala oder langsamer ablaufen, ist die

klassische Beschreibung der Proteindynamik gerechtfertigt.

Auch die Berechnung des elektronischen Potentials Ee ist für die hier betrachteten

großen Systeme mit mehreren zehntausend Atomen noch mit einem sehr hohen Re-
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Abbildung 2.1: In Molekulardynamik-Simulationen von Proteinen berücksichtigte Kraft-
feldbeiträge. Links sind die jeweiligen Wechselwirkungsbeiträge veranschaulicht, in der
Mitte ist der Energieterm angegeben und rechts dessen funktionaler Verlauf skizziert.

chenaufwand verbunden. Daher benötigen wir eine dritte Näherung, in der die elek-

tronische Grundzustandsenergie Ee(R1, . . . ,RN) durch ein geeignet gewähltes effek-

tives empirisches Potential, das sogenannte Kraftfeld V (R1, . . . ,RN), genähert wird.

Die Parameter dieses aus unterschiedlichen Wechselwirkungen zusammengesetzten

Kraftfeldes werden durch quantenmechanische Rechnungen und durch Anpassung

der Kraftfeld-Parameter an experimentelle Daten wie Kristallstrukturen, Infrarot-

Schwingungsspektren oder NMR-Daten gewonnen [77]. Letztendlich gewinnt die

Einführung einer solchen empirischen Wechselwirkungsfunktion ihre Berechtigung

aber durch ihre Fähigkeit, experimentelle Daten sowohl korrekt wiederzugeben als

auch vorherzusagen [78].

Das empirische Kraftfeld berücksichtigt, wie in Abbildung 2.1 sowie in Gleichung 2.6

dargestellt, bindende und nicht-bindende Wechselwirkungen: Unter bindenden Wech-

selwirkungen versteht man Potentiale, die näherungsweise die Eigenschaften kova-

lenter Bindungen beschreiben, wie Bindungs-, Winkel-, Dihedral- (oder Torsions-)
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sowie Extraplanarpotentiale. Nicht-bindende Wechselwirkungen sind dagegen die

Coulomb-Wechselwirkung sowie das Lennard-Jones Potential (beinhaltet die Pauli-

Abstoßung und die van der Waals-Wechselwirkung). Das Gesamtpotential hat fol-

gende Gestalt:

V =
∑

Bindungen
i

V i
B +

∑
Bindungs−

winkel j

V j
α +

∑
Extraplanar−

winkel k

V k
imp +

∑
Dihedral−

winkel l

V l
D +

∑
Atompaare

α,β

(V α,β
q + V α,β

vdW) .

(2.6)

Inzwischen wurde eine Vielzahl von Kraftfeldern entwickelt (CHARMM [79, 80],

GROMOS96 [81], AMBER [82], MM3 [83], etc.), die sich u.a. in der Zahl der explizit

behandelten Freiheitsgrade unterscheiden (z.B. explizite Simulation von Wasserstof-

fatomen oder als Compound-Atome) oder den zu berechnenden Observablen (z.B.

Schwingungsspektren oder Proteinfaltung). In dieser Arbeit wurden die Kraftfelder

CHARMM und GROMOS96 verwendet, die für die Simulation von Proteinen in

explizit simulierter wäßriger Lösung optimiert sind.

Dank der raschen Entwicklung effizienter Methoden zur Lösung der Newtonschen

Bewegungsgleichungen und dank steigender verfügbarer Rechenleistung konnten in

den letzten Jahren zunehmend größere Systeme über zunehmend längere Zeiten

hinweg simuliert werden.

Tabelle 2.1 zeigt die rasche Entwicklung der Molekulardynamik und speziell der

Molekulardynamik-Simulationen von Proteinen. So wurde vor ca. 25 Jahren über die

erste 10 ps-Simulation eines Polymers im Vakuum berichtet [84], während die Ent-

wicklung effizienter Algorithmen und die schnelle Entwicklung der Computertech-

nologie heute dagegen bereits Simulationen im µs-Bereich für ein System von etwa

104 Teilchen [85] bei Verwendung einer Abschneidefunktion (vgl. Abschnitt 2.2.5)

für die Coulomb-Kräfte oder, wie in dieser Arbeit vorgestellt, über 10 ns bei einer

Systemgröße von etwa 2 · 105 Atomen, bei voller Berücksichtigung der Elektrostatik

erlauben.

2.2 Praktische Realisierung

Für die in dieser Arbeit vorgenommenen Simulationsrechnungen wurden zwei Pro-

grammpakete eingesetzt: EGO [94] und GROMACS [95,96]. Diese Programme ver-

wenden zum Teil unterschiedliche Methoden bzw. Algorithmen sowie unterschiedli-

che Lösungsmittelumgebungen, die im folgenden Abschnitt kurz vorgestellt werden.
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Jahr System Simulationszeit Referenz

1955 eindim. Kette harm. Oszillatoren [86]

1957 harte zweidimensionale Scheiben 10 ps [87]

1964 flüssiges Argon 10 ps [88]

1975 kleines Polymer 10 ps [84]

1977 kleines Protein (Vakuum) 20 ps [89]

1982 einfache Membran 200 ps [90]

1983 hydratisierte Protein-Kristalle 20 ps [91]

1996 Simulation von AFM-Experimenten 1 ns [69]

1998 kleines Protein in Lösung 1 µs [85]

2001 F1-ATPase in Lösung 10 ns [92,93]

Tabelle 2.1: Entwicklung der Molekulardynamik-Computersimulationen

2.2.1 Integrationsverfahren

Notwendig für die Beschreibung der Dynamik eines Proteins mittels der Newton-

schen Bewegungsgleichungen ist die Wahl einer geeigneten Anfangsstruktur sowie

geeigneter Anfangsgeschwindigkeiten. Strukturen in atomarer Ortsaufösung lassen

sich experimentell durch Röntgenstrukturanalyse oder Kernspinresonanzspektrosko-

pie bestimmen2 oder bei einfach aufgebauten Molekülen mit Hilfe von Moleküledi-

toren [99–102] modellieren.

Mit diesen Anfangsbedingungen lassen sich nun die Newtonschen Bewegungsglei-

chungen numerisch integrieren. Als Integrationsverfahren sind hier z.B. zu nennen

das Runge-Kutta Verfahren [103], der Leap-Frog Algorithmus [104] oder der Verlet-

Algorithmus [105,106]. Die beiden zuletzt genannten Methoden besitzen gegenüber

dem Runge-Kutta Verfahren den Vorteil, daß pro Integrationsschritt i nur eine Be-

rechnung der Kräfte erforderlich ist und wurden daher in dieser Arbeit verwendet.

Aus dem Leap-Frog-Algorithmus,

vi(t+
∆t

2
) = vi(t−

∆t

2
) +

Fi(t)

mi

∆t (2.7)

Ri(t+ ∆t) = Ri(t) + vi(t+
∆t

2
)∆t , (2.8)

erhält man durch Ersetzung der Geschwindigkeiten vi(t + ∆t
2

) und vi(t − ∆t
2

) sowie

2Inzwischen sind in der Brookhaven Protein Data Bank [97,98] mehr als 17.000 Strukturen aufge-
führt.
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von t durch t−∆t den dazu äquivalenten Verlet-Algorithmus

Ri(t+ ∆t) = 2Ri(t)−Ri(t−∆t) +
Fi(t)

mi

(∆t)2 , (2.9)

wobei die Kräfte durch Fi(t) = −∂xiV gegeben sind und ∆t die Integrationsschritt-

weite bedeutet. Letztere sollte klein gegenüber den schnellsten Freiheitsgraden des

Systems, typischerweise den Bindungsstreckschwingungen von Wasserstoffbindun-

gen (νmax ≈ 1014s−1), gewählt werden:

∆t � νmax−1 . (2.10)

Die Nutzung von Abstands-Zwangsbedingungen besonders für diese Bindungen (z.B.

SHAKE [107] oder LINCS [108]), also einem Einfrieren der schnellen Freiheitsgrade,

erlaubt die Verwendung von größeren Integrationsschrittweiten3 von bis zu 4 fs.

2.2.2 Temperaturkopplung

Aufgrund der verwendeten Näherungen für die Berechnung der Elektrostatik (s.u.),

des Aufheizens des Systems z.B. durch externe oder Reibungskräfte oder auch einer

Temperaturdrift aufgrund von Equilibrierungseffekten, ist eine Kontrolle und Rege-

lung der Systemtemperatur erforderlich. Diese wird über eine Kopplung des Systems

an ein Wärmebad erreicht, so daß jede Abweichung der aktuellen Systemtemperatur

T von einer Zieltemperatur To gemäß

dT

dt
=

To − T
τ

(2.11)

mit einer Zeitkonstanten τ korrigiert wird. In der Simulation werden dazu die Ge-

schwindigkeiten aller Atome in jedem Zeitschritt reskaliert (Berendsen Algorith-

mus [109]):

vneu = valt

√
1.0 +

∆t

τT

{
To

T
− 1

}
. (2.12)

Die Temperaturkonstante τ hängt dabei von dem Parameter τT ab,

τ =
2CV τT
NfkB

, (2.13)

wobei Nf die Gesamtzahl der Freiheitsgrade ist, CV die Wärmekapazität und kB

die Boltzmannkonstante. Es gilt τT 6= τ , da die Reskalierungsenergie teilweise in

die potentielle Energie fließt [110]. Im folgenden wird τT als Zeitkonstante bezeich-

net. Dieses Verfahren der Temperaturkopplung hat den Vorteil, daß die Stärke der

Kopplung variiert werden kann.

3Die in dieser Arbeit vorgestellten Simulationen der F1-ATPase oder der erzwungenen Peptid-
Entfaltung verwenden das Programm EGO (SHAKE-Algorithmus) mit ∆t = 1 fs, die Langzeit-
Simulationen der isolierten β-Untereinheit dagegen GROMACS (LINCS) mit ∆t = 2 fs.
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2.2.3 Lösungsmittelumgebung

Die Moleküle eines Lösungsmittels üben einen starken Einfluß auf die Eigenschaf-

ten von Proteinen oder auch Polymeren aus [111–114]. Trotz des enormen Rechen-

aufwands bei der Simulation — explizite Lösungsmittelmodellen nehmen zwischen

80 und 98 % der Simulationszeit in Anspruch — wurden in allen in dieser Arbeit

vorgestellten MD-Simulationen die Lösungsmittelmoleküle explizit simuliert. Zur

Begründung dieser Entscheidung fassen wir im folgenden kurz zusammen, welche

spezifischen Wechselwirkungen des Lösungsmittels mit dem Protein oder Peptid in

der Vielzahl bislang entwickelter impliziter Modelle [115–121] berücksichtigt werden

können und welche nicht.

Dazu betrachten wir den Einfluß der Lösungsmittelmoleküle auf die Proteinstabi-

lität und -funktion: Zunächst ist hier der hydrophobe Effekt zu nennen, wonach

Proteine versuchen, ihre apolare Oberfläche zu minimieren. Dieser Effekt kann in

nicht-atomaren (impliziten) Lösungsmittelmodellen über die zusätzliche Einführung

von Oberflächenenergietermen in das Kraftfeld angenähert werden [122]. Ein ande-

rer wichtiger Effekt, die dielektrische Abschirmung (εH2O ≈ 80) von Proteinladungen

durch polare Wassermoleküle, kann über eine Dielektrizitätskonstante εr > 1 berück-

sichtigt werden. Ein weiteres, allerdings wesentlich aufwendigeres Verfahren zur Be-

rechnung der dielektrischen Abschirmung, ist die Lösung der linearisierten Poisson-

Boltzmann-Gleichung an jedem Punkt des Simulationssystems [113, 116, 123]. Ne-

ben dem hydrophoben Effekt und der dielektrischen Abschirmung beeinflußt das

Lösungsmittel über seine Viskosität die Dynamik der Proteinatome und dadurch

möglicherweise die Kinetik. In Langevin-Dynamiken [124, 125] (s. auch Kapitel 6)

besteht hier grundsätzlich die Möglichkeit, diesen Einfluß durch Rausch- und Rei-

bungskräfte zu berücksichtigen [126–128].

Jedoch konnte kürzlich gezeigt werden, daß die van der Waals-Wechselwirkung von

inneren Atomen globulärer Proteine mit Lösungsmittelmolekülen einen signifikanten

Anteil zur Gesamtenergie und damit zur Stabilität des Proteins beiträgt und nicht

über einen gewöhnlich in Kontinuumsmodellen implementierten linearen Term in

der dem Lösungsmittel zugänglichen Oberfläche modelliert werden kann [129].

Außerdem reflektiert die Rolle interner, einzelner Wassermoleküle im Protein die

Notwendigkeit der expliziten Behandlung des Lösungsmittels: Wassermoleküle kön-

nen spezifische Wasserstoffbrücken oder Wasserbrücken zum Protein ausbilden, wie

z.B. für die Rezeptor-Ligand Bindung [69, 130], oder sind für die Ligandierung von

Ionen essentiell wie in der Bindungstasche der F1-ATP Synthase (vgl. Kapitel 3.2.3

und Ref. [93,131]).
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Die verminderte Stabilität globulärer Proteine bei Verwendung impliziter Modelle,

die unzureichende Beschreibung lokaler Wechselwirkungen z.B. zwischen Lösungs-

mittel und Substrat sowie die Verfälschung der Dynamik aufgrund fehlender Was-

serstoffbrücken zur Proteinoberfläche in impliziten Modellen, sind der Grund für die

Verwendung expliziter Lösungsmittelmodelle in dieser Arbeit.

2.2.4 Behandlung der Systemgrenzen

Bei expliziten Lösungsmittelmodellen ist zu berücksichtigen, daß das simulierte Sy-

stem aus Rechenzeitgründen sehr viel kleiner gewählt werden muß als die native

Umgebung eines Proteins. Um Artefakte durch die Systemgrenzen zu vermeiden,

die besonders bei den betrachteten kleinen Volumina wichtig werden, sind zwei Ver-

fahren üblich:

1. Die Einführung periodischer Randbedingungen vermeidet eine gesonderte Be-

handlung der Systemgrenzen, birgt aber die Gefahr von durch die Periodizität

hervorgerufenen Artefakten. Mögliche Formen der Einheitszelle sind der Qua-

der, der rhombische Dodekaeder oder auch ein abgeschnittener Oktaeder [132,

133]. Aufgrund dieser Einschränkung auf bestimmte Formen sind die Systeme

oft sehr groß.

2. Dieses Problem wird vermieden durch die Verwendung eines geeigneten Rand-

potentials für das Simulationsvolumen, das die Konstruktion von kleinen Lö-

sungsmittelumgebungen erlaubt. Die Einschränkung des Simulationssystems

kann z.B. durch Fixierung von Lennard-Jones Teilchen an der Grenzfläche [134]

erfolgen, durch Einführung dreier getrennter, ineinander geschachtelter sphä-

rischer Regionen (mit expliziter Dynamik, einem Wärmebad mit Langevin-

Dynamik und einer ’eingefrorenen’ Konfiguration in der äußersten Region [135,

136]), oder auch durch die Einführung eines Potentials, welches die Reaktion

der Lösung (z.B. Polarisierbarkeit) in einem äußeren Dielektrikum berücksich-

tigt (s. z.B. Ref. [137]).

Für die Simulation der isolierten β -Untereinheit der F1-ATPase verwendeten wir

periodische Randbedingungen nach Konstruktion einer quaderförmigen Einheitszel-

le (Abbildung 2.2, links). Dagegen wurde für die MD-Entfaltungssimulationen der

α -Helix sowie für die Simulationen der F1-ATP Synthase ein stochastisches Rand-
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Abbildung 2.2: Unterschiedliche Lösungsmittelumgebungen. Das Protein (grün) ist von
Wassermolekülen (blau) sowie Ionen (rot bzw. gelb) umgeben. Abbildung links: Simulati-
onsmodell der βTP -Untereinheit mit periodischen Randbedingungen (ca. 51.000 Atome).
Abbildung rechts: Simulationsmodell der F1-ATPase mit Sbound-Potential (ca. 183.000
Atome).

potential (Sbound-Potential4 [135,136]) Esb verwendet:

Esb =

 0 : d > d0

1
600

(d− d0)2 [(d− d0)2 − 49] : d ≤ d0 .
(2.14)

d ist hier der Abstand des betrachteten Atoms zur Oberfläche und d0 die Dicke der

Randschicht, innerhalb derer das Randpotential auf die Teilchen wirkt. d0 wurde

in Referenz [138] zu 7 Å bestimmt. Dieses Randpotential [138] erlaubt die Kon-

struktion beliebiger konvexer Geometrien und damit relativ kleiner Simulationssy-

steme (s. z.B. das Simulationssytem der ATPase in Abbildung 2.2 rechts). Es ist

hier so beschaffen, daß es Oberflächenspannungen ausgleicht sowie Verdampfen von

Lösungsmittelmolekülen von der Oberfläche verhindert. Innerhalb des Randpoten-

tials wirken außerdem stochastische Rauschkräfte und Reibung (verknüpft über das

Fluktuations-Dissipations-Theorem [139]) auf die Atome, die den Einfluß von Stößen

nicht explizit simulierter Atome beschreiben.

Als Lösungsmittelumgebung wählten wir Wasser, für die Parameter der Wassermo-

leküle das sogenannte TIP3-Modell [140] bzw. das zum TIP3-Modell sehr ähnliche

4stochastic boundary
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SPC-Wasser [141]. Die Wassermoleküle im Fall der Sbound-Umgebungen wurden mit

Hilfe des Programms SOLVATE [142] innerhalb des Sbound-Volumes plaziert, wo-

bei die Sbound-Grenzfläche so gewählt wurde, daß sie einen minimalen Abstand von

12 Å zur Protein- bzw. Peptidoberfläche hat. Die Anordnung der Moleküle erfolgt

in diesem Programm anhand einer lokalen Energieminimierung. Außerdem wurden

dem Simulationsvolumen Ionen (Na+ sowie Cl−) in physiologischer Konzentration

gemäß einer durch die Anordnung der geladenen Gruppen des Proteins bestimmten

Debye-Hückel-Verteilung [143] hinzugefügt.

2.2.5 Effizienzsteigerung

Zur Simulation einer Nanosekunde der F1-ATP Synthase in einer Lösungsmitte-

lumgebung (ca. 180.000 Atome) wären unter exakter Berücksichtigung aller Paar-

wechselwirkungen (s. Gleichung 2.6) ca. 1018 Fließkommaoperationen notwendig,

entsprechend etwa 30 Jahren Rechenzeit5. Zur Effizienzsteigerung wurden daher (a)

Parallelrechner und (b) Näherungen zur effizienten Berechnung insbesondere der

Coulomb-Kräfte eingesetzt.

Parallelisierung

Ein wesentliches Hilfsmittel bei der Effizienzsteigerung von MD-Simulationspro-

grammen ist die Nutzung von Parallelrechnern. Bei der Parallelisierung (oder Vek-

torisierung) des Quellcodes [79,94,96,144–150] werden die Atome des Simulationssy-

stems so auf die einzelnen Prozessoren verteilt, daß der besonders aufgrund der lang-

reichweitigen Wechselwirkungen notwendige Datentransfer minimiert und gleichzei-

tig die Auslastung der einzelnen Prozessoren maximiert wird [151]. Aufgrund des

unumgänglichen Datenaustauschs6 zwischen den Prozessoren, bei dem jeder Prozes-

sor ’seine’ Daten allen anderen sendet, ist die Auslastung des Rechners abhängig

von der Systemgröße und der Zahl der verwendeten Prozessoren.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Simulationsrechnungen wurden auf unterschied-

lichen Parallelrechnern durchgeführt. Eingesetzt wurden u.a. ein PARSYTEC-Pa-

rallelrechner mit 72 PowerPC Prozessoren (300 MHz), eine CRAY T3E mit 784

Prozessoren (600 MHz) am Rechenzentrum Garching, ein Siemens Parallelrechner

(hpc-line mit 500 MHz, ScaMPI) mit 192 Prozessoren am Rechenzentrum Pader-

5bei Zugrundelegung einer Rechengeschwindigkeit von 1,0 Gflop/s (floating point operations per
second)
6z.B. unter Verwendung von MPI (Message Passing Interface [152])
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born PC2 sowie ein IBM RS/6000 SP Rechner mit mehr als 200 Prozessoren bei der

Gesellschaft für wissenschaftliche Datenverarbeitung Göttingen (GWDG)7.

Effiziente Algorithmen

Als besonders rechenintensiv erweisen sich in MD-Simulationen die Paarwechselwir-

kungen, also das van der Waals-Potential (einschließlich der Pauli-Abstoßung)

VvdW =
∑
αβ

[
C12

r12
αβ

− C6

r6
αβ

]
(2.15)

sowie das Coulomb-Potential

Vq =
∑
αβ

qαqβ
4πε0εrrαβ

, (2.16)

da deren Rechenaufwand mit O(N2) skaliert.

Eine einfache Möglichkeit zur Effizienzsteigerung bietet hier die Einführung einer

Abschneide- oder cut-off-Funktion [79]. Dabei werden lediglich die Kraftbeiträge

von Atomen innerhalb eines vorbestimmten Wechselwirkungsradius (meist 10–12 Å)

berücksichtigt. Für das sehr schnell abfallende van der Waals-Potential ist diese Nä-

herung sehr gut, für das langreichweitigere (1/r) -Coulomb-Potential dagegen kann

die Vernachlässigung von Beiträgen entfernter Atome bzw. Residuen zu Artefak-

ten in Struktur und Dynamik des untersuchten Proteins führen [153–159]. Abhilfe

für kleinere Systeme schafft hier die sogenannte Twin-Range Methode [81], bei der

die schwächer und langsamer fluktuierenden langreichweitigen Anteile der Coulomb-

Kräfte nicht in jedem Integrationsschritt berechnet werden, sondern nur in jedem

k-ten Schritt. In Vielschrittverfahren [160–165] ist dieser Ansatz verallgemeinert:

Atome werden in Distanzklassen n eingeteilt und die jeweiligen Beiträge alle 2n−1

Schritte berechnet. Da im Vielschrittverfahren weiterhin die Beiträge aller Atome

zur Gesamtkraft berechnet werden, skaliert diese Methode mit O(N2).

Multipolmethoden erlauben eine weitere Reduktion des Rechenaufwands: Benach-

barte Ladungen werden zu Gruppen zusammengefaßt und je nach geforderter Ge-

nauigkeit bis zu einer bestimmten Ordnung in eine Multipolreihe entwickelt. Bei

entfernten Atompaaren wird nun statt der expliziten Atom-Atom-Wechselwirkung

die Wechselwirkung zwischen der betreffenden Ladung und diesem Multipol berech-

net.

7Die Simulation einer Nanosekunde der F1-ATP Synthase in Lösung benötigt ca. 70 Tage Rechen-
zeit auf 16 Prozessoren des PARSYTEC-Parallelrechners bzw. 20 Tage auf 28 Prozessoren der IBM
RS/6000 SP.
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Diese Multipole werden wiederum abhängig vom Abstand zum betrachteten Atom

weiter zusammengefaßt und in eine neue Multipolreihe entwickelt. So lassen sich

hierarchisch gegliederte Cluster berechnen. Werden zur Berechnung der Multipol-

entwicklung der nächst höheren Stufe die Multipole der vorhergehenden Stufe her-

angezogen, so reduziert sich der Rechenaufwand aufO(N lnN). Je nach Abstand der

betrachteten Wechselwirkung muß nun lediglich die Coulomb-Wechselwirkung des

Multipols der entsprechenden Hierarchiestufe mit dem betrachteten Atom berechnet

werden. Zusammen mit einer hierarchischen Taylorentwicklung bei der Berechnung

der Kräfte aus den Multipolentwicklungen reduziert sich für diese ’schnelle’ Multi-

polmethode (oder FMM, Fast Multipole Method, FMM [166–171]) bei hinreichend

großen Systemen der Rechenaufwand auf O(N).

Eine weitere Beschleunigung konnte durch die Kombination der schnellen Multi-

polmethode mit einem Vielschrittverfahren sowie der Einführung einer struktura-

daptierten Multipolmethode (SAMM) erzielt werden, die die obige starre Cluster-

einteilung zugunsten einer dem jeweiligen Protein angepaßten dynamischen Multi-

polhierarchie aufgibt, und so zu einer schnelleren Konvergenz der Multipolentwick-

lung führt [172–175]. Dieser Algorithmus (FAMUSAMM, Fast Multipole Structure

Adapted Multipole Method) ist in EGO implementiert und wurde für die Simulati-

onsrechnungen an der F1-ATP Synthase sowie den Entfaltungssimulationen einge-

setzt.

Ein anderer effizienter Algorithmus zur Behandlung der langreichweitigen Coulomb-

Beiträge ist das Ewald-Verfahren [176], das zuerst für die Berechnung von langreich-

weitigen Gitterpotentialen eingeführt wurde und daher besonders für die Verwen-

dung periodischer Randbedingungen in MD-Simulationen Einsatz geeignet ist. Dabei

wird die langsam konvergierende Summe des elektrostatischen Potentials (Boxvektor

n)

Vq =
∑
{n}

∑
αβ

qαqβ
4πε0εrrαβ,n

(2.17)

= Vdir + Vrez + Vo (2.18)

ersetzt durch zwei schnell konvergierende Summen Vdir im Ortsraum und Vrez im

Impulsraum sowie einem konstanten Term Vo. So kann ein relativ kleiner cutoff-

Radius von ca. 1 nm für den Ortsanteil sowie für den reziproken Raum (10 Wel-

lenzahlen in jede Richtung) gewählt werden. Die Particle Mesh Ewald Methode,

kurz PME [177,178], die in GROMACS implementiert ist, nutzt zur Berechnung der

reziproken Summe eine schnelle Fouriertransformation und skaliert mit O(N lnN)

sehr viel besser als die Ewald-Methode (O(N2)). Sie wurde in den Simulationen der

isolierten β-Untereinheit der F1-ATPase verwendet (Kapitel 4).
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2.3 Minimierung und Equilibrierung

Molekulardynamik-Simulationen starten meist von Röntgenstrukturen. Für die in

dieser Arbeit vorgestellten Simulationen der F1-ATP Synthase bzw. der erzwunge-

nen Polypeptid-Entfaltung ist es jedoch notwendig, von einem Zustand des Simula-

tionssystems zu starten, der dem Gleichgewichtszustand unter nativen bzw. experi-

mentellen Bedingungen nahekommt. Die Minimierung dient hier der Relaxation des

jeweiligen Systems, die Equilibrierung der Thermalisierung.

Eine Minimierung des Simulationssystems ist wichtig, da Anfangsstrukturen für MD-

Simulationen aufgrund der begrenzten experimentellen Auflösung für Röntgenstruk-

turen von 1,5 – 4 Å Verspannungen z.B. in Form von deformierten Bindungs- oder

Torsionswinkeln oder sogar Überlapps der van der Waals-Sphären aufweisen. Dies

und die möglicherweise ungünstige Plazierung einzelner Wassermoleküle und Ionen

führen in der Simulation zu anfänglich sehr hohen Kräften (Pauli-Abstoßung) und

hätten eine Destabilisierung des Systems zur Folge. Um dies zu vermeiden, wurden

zu Beginn aller in dieser Arbeit vorgestellten Simulationen Energieminimierungen

durchgeführt. In EGO wird zur Minimierung der Anfangsstruktur die Integrations-

schrittweite sehr klein gewählt (bis zu 0,1 fs), die Bewegung aller Atome zusätzlich

stark gedämpft sowie die maximale Bewegung pro Integrationsschritt begrenzt. Eine

Dämpfung wird erreicht über die Reskalierung der Atomverschiebung (aufgrund der

wirkenden Kräfte) in jedem Integrationsschritt mittels eines (inversen) Dämpfungs-

koeffizienten η. Demzufolge bedeutet η = 0 eine unendlich starke Dämpfung (keine

Bewegung), und η = 1 entsprechend keine Dämpfung und damit eine freie Dynamik.

Für die Simulationen der isolierten β-Untereinheit mit GROMACS wurde dagegen

ein Gradientenabstiegsverfahren zur Minimierung verwendet.

Anschließend an die Minimierung erfolgt die Equilibrierung: Das System wird über

eine Wärmebadkopplung (s. Abschnitt 2.2.2) auf die Zieltemperatur gebracht und

bei dieser Temperatur in der Folge equilibriert. Die Zeitkonstante τT wurde dabei

zu 0,1 – 1,0 ps gewählt.

2.3.1 Relevante Observable

Zur Bewertung einer Equilibrierung, also zur Klärung der Frage, ob die am En-

de einer Equilibrierung gefundene Konfiguration repräsentativ für das System im

Gleichgewicht ist, wird gewöhnlich neben den einzelnen Energiebeiträgen des Sy-

stems (z.B. elektrostatische Energie) der rmsd 8, die mittlere quadratische Abwei-

8root mean square deviation
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chung einer Struktur von einer Referenzstruktur, herangezogen:

rmsd = min
{T,R}

√√√√ 1

N

N∑
i=1

[(xi − x0
i )

2 + (yi − y0
i )

2 + (zi − z0
i )

2] (2.19)

mit den kartesischen Koordinaten xi, yi, zi bzw. x0
i , y

0
i , z

0
i des Atoms i der untersuch-

ten bzw. der Referenzstruktur und der Menge aller Translationen und Rotationen

{T,R}. Häufig wird auch der rmsd für einzelne Gruppen von Atomen betrachtet,

z.B. für das Protein-Rückgrat. Eine Struktur wird gewöhnlich als equilibriert be-

trachtet, wenn der rmsd sich bei einem nicht zu großen Wert stabilisiert bzw. nur

eine kleine Drift zeigt.

Die mittlere quadratische Fluktuation (rmsf 9) eines Atoms j betrachtet über die

Simulationszeit T = M ·∆t

rmsfj = min
{T,R}

√√√√ 1

M

M∑
i=1

[(xj(ti)− x̄j)2 + (yj(ti)− ȳj)2 + (zj(ti)− z̄j)2] , (2.20)

erlaubt einen direkten Vergleich mit dem aus der Röntgenstrukturanalyse bestimm-

ten B-Faktor10 des simulierten Proteins (vgl. Abschnitt 3.2) (x̄i, ȳi, z̄i sind die mitt-

leren Positionen des Atoms i während der Zeit T ).

Zur Identifikation derjenigen kollektiven Freiheitsgrade, die einen Großteil der Bewe-

gungen eines Proteins beschreiben und daher als essentielle Freiheitsgrade [179] be-

zeichnet werden, verwenden wir die sogenannte Hauptkomponentenanalyse (PCA11).

Dazu fassen wir die momentane Struktur des betrachteten Proteins zum Zeitpunkt

t als einen Punkt x(t) im 3N -dimensionalen Konfigurationsraum auf. Ein Ensemble

von Konfigurationen {x(t0),x(t1), . . . ,x(tn)}, wie es durch eine MD-Trajektorie12

approximiert wird, kann folglich als ’Punktwolke’ im IR3N dargestellt werden, be-

schrieben durch die Kovarianzmatrix K

K = 〈(x− x̄)(x− x̄)T 〉t (2.21)

und dem zeitlichen Mittelwert x̄ = 〈x〉t. Durch Diagonalisierung der Kovarianzma-

trix

KD = QTKQ (2.22)

erhalten wir sowohl die Eigenvektoren Q = {v1, . . . ,v3N} als auch die Eigenwerte

ν1, . . . , ν3N von K. Sortiert nach abnehmender Größe der Eigenwerte beschreibt nun

9root mean square fluctuation
10Als B-Faktor bezeichnet man den Temperatur- oder Debye-Waller-Faktor eines Atoms im Kristall;
Je kleiner der B-Faktor, desto besser ist das Atom im Kristall lokalisiert.

11principal component analysis
12Die Trajektorie beinhaltet die Orte ri der N Atome i über die Simulationszeitspanne T = L∆t:
{r1(k∆t), . . . , rN (k∆t); k = 0, . . . , L}.
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der 1. Eigenvektor, v1, diejenige (lineare) kollektive Bewegung des Proteins, die den

größten Teil zur Bewegung aller betrachteten Atome beiträgt. Der zweite Eigen-

vektor, v2, beschreibt entsprechend die kollektive Bewegung mit der zweitgrößten

Amplitude usw.

Nähern wir die Konfigurationsdichte ρ(x) der Punktwolke durch eine multivariate

Gaußverteilung ρ̃(x)

ρ(x) ≈ ρ̃(x) ∼ exp[−1

2
(x− x̄)K−1(x− x̄)] , (2.23)

so läßt sich aus der Hauptkomponentenanalyse, wie in Kapitel 6.2.3 im Detail gezeigt

wird, außerdem die Entropie des Systems abschätzen [180,181].

2.4 Wasserstoffbrücken und Wasserbrücken

Zur Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen Substrat und Bindungstasche

bei den Simulationen der F1-ATP Synthase oder der für die Elastizität einer α -Helix

wichtigen Wechselwirkungen, werden Wasserstoffbrücken mit Hilfe eines Abstands-

und Energiekriteriums definiert (s. Ref. [182]): Eine Wasserstoffbrücke wird ange-

nommen, wenn

• der Abstand zwischen Donor- und Akzeptoratom weniger als 4 Å beträgt, und

• wenn die Summe aus van der Waals- und elektrostatischen Wechselwirkungen

zwischen den beteiligten polaren Gruppen kleiner als −1 kcal/mol≈ −4, 19

kJ/mol ist.

Unter einer Wasserbrücke wird ein Wassermolekül verstanden, daß sowohl zum Sub-

strat als auch zum Protein eine Wasserstoffbrücke ausbildet.

2.5 Freie Energie und Zwangskräfte

Zur Simulation kraftmikroskopischer Experimente wie im Fall der Entfaltung einer

α -Helix werden Zwangskräfte auf N Atome oder auf Schwerpunkte angewendet,

um das Molekül von einem Zustand A in einen Zustand B zu überführen. In dieser

Arbeit werden dazu (zeitabhängige) quadratische Zusatzpotentiale der Form

V =
1

2

N∑
i

Ki [yi(t)− xi]
2 (2.24)
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verwendet, wobei Ki die Kraftkonstanten und yi(t) die Minima des Potentials sind.

Von Interesse ist häufig die Differenz ∆FBA = FB − FA der freien Energie zwi-

schen Anfangs- und Endzustand. Bei der α -Helix gibt etwa der Boltzmannfaktor

exp(−β∆F ) mit β−1 = kBT (Temperatur T ) und ∆F = FCoil − FHelix das Verhält-

nis der Besetzungswahrscheinlichkeiten zwischen Coil- und Helix-Zustand wider.

Methoden zur Bestimmung der freien Energiedifferenz aus MD-Simulationen (einen

Methoden-Überblick geben Beveridge und DiCapua in [183]) umfassen die Pertur-

bationsmethode, bei der der Zustand B als Störung des Zustandes A aufgefaßt

wird [184], die Potential of Mean Force-Methode [185, 186] sowie die Methode der

thermodynamischen Integration [187–189]. Bei ihr berechnet sich die freie Energie

entlang eines geeignet durch λ parametrisierten Pfades (Zustand A für λ = 0 und

Zustand B für λ = 1) gemäß

∆F =
∫ 1

0
dλ
∂F (λ)

∂λ
. (2.25)

Drückt man nun die freie Energie F (λ) entlang des Pfades durch die kanonische

Zustandssumme Zk(λ) mit F (λ) = −β−1 ln[Zk(λ)] aus, so erhält man nach einigen

Umformungen

∆F =
∫ 1

0
dλ

〈
∂H(λ)

∂λ

〉
λ

, (2.26)

mit der Gesamtenergie H(λ) sowie dem Ensemblemittel 〈∂H(λ)/∂λ〉λ zu gegebe-

nem λ. Die Bestimmung der Ensemblemittel bzw. der freien Energiedifferenz durch

MD-Simulationen kann nun auf zwei Arten geschehen: Zum einen durch N Gleichge-

wichtssimulationen zu jeweils festem λi bei Diskretisierung des Intervalls [0, 1] in N

Teilintervalle, oder durch die in dieser Arbeit verwendete langsame, kontinuierliche

Variation von λ (slow growth-Methode [188,190]). Dabei wird angenommen, daß sich

das System zu jedem Zeitpunkt im thermodynamischen Gleichgewicht befindet und

so reversibel von einem Zustand in den anderen überführt wird.

In dieser Arbeit wird die freie Energiedifferenz zwischen zwei Zuständen ähnlich ab-

geschätzt wie bei der thermodynamischen Integration, nämlich durch Integration der

Zusatzkraft über eine geeignet gewählte Reaktionskoordinate. Bei der so gewonne-

nen Energie ist zu berücksichtigen, daß sie auf der ns-Zeitskala der MD-Simulationen

häufig Reibungsbeiträge enthält (vgl. Kapitel 3.4) sowie, weniger einfach zu berück-

sichtigen, Beiträge aufgrund dissipativer und irreversibler Nichtgleichgewichts-Pro-

zesse, die meist mit aktivierten Prozessen aufgrund thermischer Fluktuationen zu-

sammenhängen (s. Diskussion in Kapitel 6.4). Die genaue Form der angewendeten

Zusatzkräfte — erzwungene Entfaltung bei einer Poly-Lysin α -Helix und erzwun-

gene Rotation der γ -Untereinheit der F1-ATP Synthase — wird in den jeweiligen

Unterkapiteln (Kapitel 3.3 und 6.1) erläutert.
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2.5.1 Immobilisierung

Bei der Anwendung von Zusatzkräften auf Teile eines Proteins ist es häufig erfor-

derlich, andere Teile des Systems zu immobilisieren, sei es, um bei den erzwungenen

Entfaltungssimulationen ein Ende des Peptids zu fixieren oder bei der Simulation der

Rotation der γ-Untereinheit der F1-ATP Synthase innerhalb des (αβ)3 -Komplexes

dessen Mitrotation zu verhindern. Um dabei die Dynamik der internen Freiheitsgra-

de nicht zu stören, fixieren wir den Schwerpunkt X(t) einer Auswahl von Atomen

oder Residuen.

Für die Immobilisierung verwenden wir ein harmonisches Potential der Form

VImob. =
k

2
[X(t)−X(to)]2 mit (2.27)

X(t) =
1

M

N∑
i=1

mixi(t) (2.28)

mit der Federkonstanten k, den Atomkoordinaten xi(t), der Zahl der immobilisierten

Atome N und deren Gesamtmasse M .



30 KAPITEL 2. DIE METHODE DER MD-SIMULATION



Kapitel 3

Energieübertragung in der F1-ATP

Synthase

In diesem Kapitel werden Simulationen des F1-Komplexes der ATP Synthase vorge-

stellt. Diese erste Studie in atomarer Auflösung diskutiert neben den Gleichgewichts-

eigenschaften des Komplexes aus der Equilibrierung besonders, wie und entlang wel-

chen Weges die durch Rotation der zentralen γ -Untereinheit hervorgerufenen Kon-

formationsänderungen zu den ATP synthetisierenden Substrat-Bindungstaschen ge-

langen und die ATP-Affinität der βTP -Bindungstasche drastisch herabsetzen. Um

diese rotationsinduzierten Konformationsänderungen im (αβ)3 -Komplex auf der

MD-Simulationen zugänglichen ns-Zeitskala zu ermöglichen, wurde ein größerer Ab-

schnitt der γ -Untereinheit rotiert. Torsionssimulationen der isolierten umeinander

gewundenen Helices der γ -Untereinheit komplementieren die Ergebnisse, indem sie

eine Bestimmung der intrinsischen Elastizität dieser die zwei Motoren des Fo- und

F1-Komplexes verbindenden Untereinheit erlauben.

Das Kapitel ist folgendermaßen gegliedert: Nach einer kurzen Diskussion der Kristall-

strukturen und der experimentellen Evidenzen für eine Rotation der γ -Untereinheit

folgt im zweiten Unterkapitel eine Beschreibung der Equilibrierungs-Simulation.

Daran schließt sich eine kurze Vorstellung der neu entwickelten Methode der erzwun-

genen Rotation (Kapitel 3.3) an sowie deren Anwendung für Torsionssimulationen

an der isolierten γ -Untereinheit (Kapitel 3.4). Das Hauptaugenmerk in diesem Ka-

pitel gilt der Simulation der ersten Schritte der Synthese, ausgelöst durch Rotation

der γ -Untereinheit innerhalb des (αβ)3 -Komplexes (Kapitel 3.5–3.9).

3.1 Die ATP Synthase

In der (αβ)3γ -Struktur (Eintrag 1BMF [4] in der Brookhaven Protein Data Bank,

kurz PDB [98]) von J. Walker et al. (Cambridge) sind die jeweils drei Unterseg-

mente α und β abwechselnd wie die Segmente einer Orange um die exzentrische

31
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Abbildung 3.1: (αβ)3γ -Komplex (A) der ATPase [4] aus Sicht der Membran sowie seitliche
Ansicht der αE βTP γ -Teilstruktur (B). Gezeigt ist der (αβ)3 -Komplex um die coiled-coil-
Struktur der γ -Untereinheit (gelb-orange) in Bänderdarstellung sowie die Substrate in den
katalytisch nicht-aktiven Bindungstaschen (blau) und in den aktiven Bindungstaschen (rot
bzw. violett).

γ -Untereinheit angeordnet (s. Abb.en 1, 3.1 A). Die γ -Untereinheit wird dabei häu-

fig als Welle, Stiel oder auch Kurbelwelle bezeichnet, letzteres in enger Anlehnung an

die offensichtliche Funktion dieser beiden leicht umeinander verdrehten α -helikalen

Segmente. Obwohl sowohl die α - als auch die β -Untereinheit die sogenannte P-

Schlaufe1 enthalten, das Leitmotiv für eine Nukleotid bindende Sequenz, sind nur

die Bindungsplätze in den β Segmenten katalytisch aktiv (Abb. 3.1 A). Die Rolle

der Nukleotide in den katalytisch nicht-aktiven Bindungsplätzen ist unbekannt [4].

Während in allen drei Bindungstaschen der α -Untereinheiten in der Kristallstruk-

tur das Adenosintriphosphat-Analog (Mg)-AMP-PNP aufgelöst wurde, weisen die

β -Untereinheiten unterschiedliche Nukleotidbesetzung auf, entsprechend der im Kri-

stall eingefrorenen Position im Katalyse-Mechanismus. Die βTP -Untereinheit (ATP

bindend) bindet Mg-AMP-PNP, die βDP -Untereinheit (ADP bindend) Mg-ADP und

βE (empty) weist eine leere Bindungstasche [4] auf. Entsprechend der unterschied-

lichen Nukleotidbesetzung treten die β -Untereinheiten im Kristall in unterschied-

lichen Konformationen auf: Bei der βE -Untereinheit ist im Gegensatz zu den sehr

ähnlichen Konformationen der βDP - bzw. βTP -Untereinheiten die untere, also der

Membran zugewandte Hälfte um fast 27o nach außen herausgeklappt (der Rota-

tionsvektor steht fast orthogonal zur Pseudosymmetrieachse des Komplexes, vgl.

Abb. 3.2). Außerdem ist die zentrale Faltblattstruktur in der Nähe der Nukleotid-

1Die hochkonservierte Sequenz dieser P-Schlaufe, GXXXXGKT/S, hat ähnliche Funktionen in
vielen Enzymen, die Nukleotide binden [191].
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Abbildung 3.2: Haupt-Konformationen der β -Untereinheit. Gezeigt ist die βTP -Unter-
einheit von der Seite (A) sowie aus Sicht der γ -Untereinheit (B). Der untere, orange
eingefärbte Teil ist in der βE -Untereinheit (O-Konformation) im Vergleich zur βTP - und
βDP -Untereinheit um ca. 27o seitlich nach außen gekippt. Der Pfeil kennzeichnet den
entsprechenden Rotationsvektor. Abbildung (C) stellt eine Überlagerung der βTP - (hell)
mit der βE -Untereinheit dar.

Bindungstasche gerissen (Faltblätter 3 und 7, Abb. A.1 und Abschnitt 3.6.1). Die

zwei β -Untereinheiten mit gebundenem Mg2+-Nukleotid bezeichnet man häufig als

geschlossen, die aufgeklappte βE -Untereinheit dagegen als offen, so daß bei der Kri-

stallstruktur [4] von einem CCO-Konformationszustand (closed-closed-open) gespro-

chen wird.

Eine neu aufgelöste Struktur mit gleichfalls gebundenem Substrat in der βE -Bin-

dungstasche zeigt für diese Untereinheit eine halb geschlossene Konformation (H-

Konformation, PDB-Eintrag 1H8E [192]): Ähnlich wie bei der O-Konformation ist

die C-terminale Domäne hier herausgeklappt, zusätzlich jedoch rotiert in Richtung

der benachbarten αE -Untereinheit (also um die Pseudosymmetrieachse).

Nach Lösung der Kristallstruktur konnte die Rotation des Stiels relativ zur umgeben-

den (αβ)3 -Untereinheit unabhängig von drei Arbeitsgruppen nachgewiesen werden:

R. Cross et al. [12] nutzten die reversible Spaltung einer Disulfid-Brücke zwischen γ

und β. Nach reduktiver Spaltung der Brücke konnte bei aktivem Enzym die Bildung

einer neuen Brücke zu einer anderen β -Untereinheit und damit die Rotation von γ

relativ zu den drei β -Untereinheiten nachgewiesen werden. Unbeantwortet blieb die

Frage, ob es sich um eine Dreh- oder Schwankungsbewegung handelt.

W. Junge et al. [14,193] gelang es wenig später, die Drehbewegung von γ in Echtzeit
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aufzulösen, indem sie eine spektroskopische Sonde (Eosin) kovalent am Kopfende

von γ (C-terminales Ende) befestigten und die Rotation der Sonde durch polarisierte

Spektrophotometrie nach Bleichung mit einem Laserblitz verfolgten. Aus dem Abfall

der Polarisation konnte abgeleitet werden, daß es sich bei der F1-ATPase um einen

Schrittmotor mit drei stochastischen (120o-) Schritten handelt.

K. Kinosita et al. [16] konnten schließlich die einsinnige Rotation von γ nachweisen,

indem sie F1 kopfüber auf einer Unterlage immobilisierten und die Rotation eines

über Biotin/Streptavidin an das Fußende von γ gehefteten, sehr langen Aktinfila-

mentes (2,5µm) direkt über ein Fluoreszenzmikroskop beobachteten. Die Analyse

der Experimente bei nanomolarer ATP-Konzentration ließ den Schluß zu, daß pro

120o-Schritt genau ein ATP verbraucht (also dissoziiert) wird. Aufgrund der größeren

Länge des Aktinfilaments (2,5µm) im Vergleich zur Größe der F1-ATPase (0,01µm)

blieben Details der Rotation verborgen; sie wurden durch viskose Reibung ausge-

dämpft.

Wiederum Kinositas Arbeitsgruppe gelang nun in jüngster Vergangenheit die Auf-

lösung von Unterschritten, nämlich der Nachweis einer 90o/30o-Unterteilung der

120o Schritte [20]. Hierzu wurde ein Gold-Kügelchen von nur 40 nm Durchmes-

ser über Biotin/Streptavidin an das der Membran zugewandte Ende von γ gebun-

den und über Laser-Dunkelfeldmikroskopie mit einer Hochgeschwindigkeitskamera

(CCD, 8000 Bilder/s) beobachtet. Die im Vergleich zum Aktin-Filament um den

Faktor 103 bis 104 verkleinerte viskose Reibung des Kügelchens erlaubte nun die

Messung der vollen Rotationsrate mit ca. 130 Umdrehungen pro Sekunde.

Im intakten FoF1-Komplex konnten M. Börsch et al. mit Hilfe der Fluoreszenz-

Resonanz-Energie-Transfermethode (kurz FRET) die Rotation der γ -Untereinheit

nachweisen [21]. Dazu wurden Farbstoffmoleküle an den Statoruntereinheiten b2 so-

wie am Fußende der relativ zum Stator rotierenden γ -Untereinheit befestigt.

In Abbildung 3.3 ist der Mechanismus der F1-ATP Synthase dargestellt, wie ihn die

Kristallstrukturen und obige Experimente nahelegen: Der Protonenfluß durch die

Membran rotiert den c-Ring der Fo-ATP Synthase (vgl. Abb. 1 A) und damit die

γ -Untereinheit relativ zum umgebenden (αβ)3 -Komplex um 120o. Die Abbildung

zeigt die erwarteten Konformationsänderungen in den α - und β -Untereinheiten farb-

lich kodiert entsprechend ihrer mittleren quadratischen Abweichung von der Aus-

gangsstruktur. Durch die γ -Rotation gelangt Energie zur Bindungstasche der βTP -

Untereinheit, die Bindungsaffinität für ATP sinkt und ATP verläßt die Bindungsta-

sche. Mit der Rotation von γ verbunden ist eine große Konformationsänderung der

βTP - sowie der βE -Untereinheit: Die C-terminale Domäne der zuvor geschlossenen

βTP -Untereinheit klappt heraus (mittlere Zeile in Abb. 3.3), es findet ein Übergang
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Abbildung 3.3: Vermuteter Konformationswechsel nach einer 120o-Rotation der γ -Unter-
einheit. Alle gezeigten Teilstrukturen sind der 1994 aufgelösten Struktur der Rinderherz-
F1-ATPase [4] entnommen. Die linke Spalte zeigt die jeweilige αβ-γ Ausgangsstruktur
sowohl schematisch als auch in Bänderdarstellung (β -Untereinheiten in gelb), die Bilder
der rechten Spalte die angenommenen Strukturänderungen nach einer 120o-Rotation der
γ -Untereinheit im Uhrzeigersinn (von der Membran gesehen) als denjenigen αβ-γ Struk-
turen, die 120o entgegen dem Uhrzeigersinn im Komplex liegen. Die strukturellen Un-
terschiede zwischen den linken und rechten Abbildungen sind entsprechend der mittleren
quadratischen Abweichung farblich hervorgehoben (rot großer, grün kleiner rmsd -Wert).

zur O-Konformation statt, während die βE -Untereinheit den umgekehrten Konfor-

mationsübergang von der offenen in die geschlossene Konformation zeigt. Ob dieser

Übergang eine Nukleotidbindung zur βE -Bindungstasche erfordert, ist unbekannt

(siehe hierzu die Diskussion unterschiedlicher Modelle in Kapitel 5).
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Abbildung 3.4: Zippermodell nach G. Oster und H. Wang [49] für die Synthese. Die Was-
serstoffbrücken (rot), die das ATP in der Bindungstasche fixieren, werden sequentiell ge-
brochen. Anschließend kann das neu gebildete ATP aufgrund thermischer Fluktuationen
aus der Bindungstasche herausdiffundieren.

Für die Kopplung der γ -Rotation an die ATP-Freisetzung schlugen G. Oster und

H. Wang das folgende schematische Modell [49] vor (s. Abb. 3.4): In Syntheserich-

tung reißen die Wasserstoffbrücken zwischen ATP und den Aminosäuren der Bin-

dungstasche sequentiell. Dadurch erniedrigt sich die ATP-Affinität schrittweise und

schließlich wird ATP freigesetzt. Umgekehrt, also in Hydrolyserichtung, erfolgt die

Bindung des Substrates ebenfalls sequentiell. Dies bedingt eine kontinuierlich ab-

fallende freie Energielandschaft, die wiederum das beobachtete ausgeübte konstante

Drehmoment [17] und die 100%ige Effizienz der F1-ATPase erklären könnte.

Gegenstand der in diesem Kapitel beschriebenen Simulationsstudien ist, wie und

entlang welchen Weges die Energie von der γ -Untereinheit zu den Bindungstaschen

gelangt, was die großen Konformationsänderungen in den β -Untereinheiten indu-

ziert und aufgrund welcher struktureller Änderungen sich die Bindungsaffinitäten

ändern. Dazu wurden über Zusatzkräfte (Abschnitt 3.3) eine 120o-Rotation der γ -

Untereinheit in Syntheserichtung erzwungen (Kapitel 3.5) und die induzierten Kon-

formationsänderungen charakterisiert (Kapitel 3.6–3.9).
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3.1.1 Simulationssystem

Für alle Simulationen wurde der oben beschriebene und 1994 strukturaufgeklär-

te (αβ)3γ -Komplex der ATPase aus Rinderherz-Mitochondrien verwendet (PDB-

Eintrag 1BMF). Die (αβ)3γ -Gruppe ist der minimale Komplex, der in Experimen-

ten eine normale ATPase-Aktivität zeigte [194–196]. Inzwischen gelang zwar so-

gar die Kristallisation einer vollständigen (αβ)3γ (δε)-Struktur [197] (PDB-Eintrag

1E79) mit einer verbesserten Auflösung von 2,4 Å. Dieser Komplex zeigt, verglichen

mit der älteren 1BMF -Struktur, allerdings eine relativ zu (αβ)3 verschobene γ -

Untereinheit. Diese Translation, die von den Autoren Kristallkontakten zugeschrie-

ben wurde [197], führt zu Verformungen in den αTP -, βE - und αE -Untereinheiten

und wird für eine Translation der Guanidinium-Gruppe von αTP -Arg373 verantwort-

lich gemacht. Diese Guanidinium-Gruppe ist in der aktiven Bindungsstelle von zen-

traler Wichtigkeit für die beobachtete Kooperativität sowohl in Synthese- als auch

in Hydrolyse-Richtung [38,198] (s. auch Abschnitt 3.9). Daher wurde diese Struktur

nur für die Simulationen der isolierten β -Untereinheit (Kapitel 4) verwendet.

Wie bereits erwähnt, kann die Kristallstruktur als Momentaufnahme im Zyklus

der ATPase gedeutet werden, inhibiert lediglich durch das ATP-Analog AMP-PNP,

welches nicht hydrolisiert werden kann. Die Substratverteilung in den Bindungsta-

schen der F1-ATPase wurde daher analog zur Kristallstruktur [4] gewählt, wobei das

AMP-PNP durch ATP ersetzt wurde. Fluoreszenzstudien von Tryptophan-Residuen

als Substrat-Indikator nahe den katalytischen Bindungstaschen legen zwar eine Be-

setzung aller drei aktiven Bindungstaschen im zeitlichen Mittel nahe [199], jedoch

konnte inzwischen der Nachweis erbracht werden, daß sich die Nukleotidbesetzung

der Kristallstruktur selbst für hohe Nukleotidkonzentrationen (bei Verwendung von

AMP-PNP und ADP als Nukleotide) nicht ändert [200]. Die verwendete Struktur

repräsentiert einen intermediären Zustand der F1-ATPase vor der Hydrolyse. Es sei

angemerkt, daß die (bereits erwähnte) jüngst nach Inhibierung mit Aluminiumfluo-

rid aufgelöste Struktur (PDB-Eintrag 1H8E) Substrate in allen drei Bindungsta-

schen enthält. Diese Struktur repräsentiert einen intermediären Zustand nach der

Hydrolyse und vor der Substrat-Freisetzung [192].

Für die hier vorgestellten Simulationen wurden stochastische Randbedingungen ver-

wendet (s. Methoden, Kapitel 2.2.4). Das Gesamtsystem beinhaltet 183.674 Atome,

davon 28.013 Protein- bzw. Substratatome, 51.788 Wassermoleküle sowie 297 Na+-

und Cl−-Ionen (vgl. Tabelle 3.1). Für die Kraftfeldparameter des Proteins, der Was-

sermoleküle und der Ionen verwendeten wir die auf dem CHARMM-Kraftfeld [79,80]

basierende Parameterbibiothek des Programms XPLOR2 [201].

2Dateien param19.(pro/sol/ion) und toph19.(pro/sol/ion)
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Abbildung 3.5: Struktur von Adenosindiphosphat (ADP) mit Atomnamen und Partialla-
dungen, die mit DMOL berechnet wurden.

Für die Substrate ADP und ATP wurden die Partialladungen mit Hilfe des Dich-

tefunktionalprogrammes DMOL3 [100] berechnet; sie sind in den Abbildungen 3.5

und 3.6 dargestellt. Die anderen Kraftfeldparameter wie z.B. die Kraftkonstanten für

Torsionswinkel oder Bindungen wurden durch einen Strukturvergleich mit Amino-

säuren oder anderen bereits in CHARMM implementierten Molekülen (z.B. DNA)

abgeleitet.

Abbildung 3.6: Struktur von Adenosintriphosphat (ATP) mit Atomnamen und Partialla-
dungen, die mit DMOL berechnet wurden.

3Basissatz: DNP, Funktional: BLYP [202, 203], Partialladungen aus einer Anpassung des elektro-
statischen Potentials (ESP)
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Anzahl der Atome im Simulationssystem: 183.674

davon Protein: 27.832

Substrat: 181

Wasser: 155.364

Na+-Ionen: 166

Cl−-Ionen: 131

Beschreibung der Grenze des Simulationssystems: Sbound

Abstand Peptid — Rand des Simulationssystems 12 Å

Kraftfeld Protein CHARMM [79,204]

Kraftfeld Wasser TIP3 [140]

Temperatur: 300 K

Zeitkonstante für die Wärmebadkopplung 1 ps−1

Kraftkonstante für Rotationspotential 7,0 N/m

Kraftkonstante orthogonal zur Rotationsrichtung

parallel zur Rotationsachse 0,0 N/m

orthogonal zur Rotationsachse 7,0 N/m

Kraftkonstante zur Fixierung von Schwerpunkten 3,5 N/m

Winkelgeschwindigkeiten (Simulation I/II) 114,3o /28,6o ns−1

Simulationszeitspannen

Equilibrierung: 2,47 ns

Rotation (Simulation I/II) 1,05 ns/4,2 ns

Freie Dynamik (Simulation I/II) 4,05 ns/2,4 ns

Tabelle 3.1: Simulationsparameter für die Simulation der F1-ATP Synthase.

3.2 Ergebnisse der Equilibrierung

Nach einer Minimierung mit 30.000 Schritten bei Integrationsschrittweiten von lang-

sam ansteigenden ∆t = 0,1 –1,0 fs wurde das System für 2,47 ns bei einer Temperatur

T = 300 K equilibriert.

Während aller Simulationen wurden die Schwerpunkte der Kopfgruppen (SI,II) der

αTP - und αDP -Untereinheiten sowie der Schwerpunkt der Residuen 255 – 265 sowie

310 – 320 der αE -Untereinheit (SIII, vgl. Abb. A.1) durch harte Federn mit Feder-

konstanten kIm = 3,5 N/m immobilisiert (vgl. Abschnitt 2.5 für die Methode). Die

Immobilisierung von SI,II ahmt hier den Effekt der miteinander verbundenen δ- und

der b-Untereinheiten [205] nach, die Fixierung von SIII soll ein rotationsinduziertes

Neigen der F1-ATP Synthase während der Simulationszeit verhindern. Außerdem
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erwies sich die Fixierung einiger Hauptkettenatome am der Membran zugewand-

ten unteren Ende von γ bereits während der Equilibrierung als notwendig, um ein

Aufbrechen der kurzen Helix aufgrund eines Prolins (γ -Pro40) zu verhindern. Im

intakten Protein ist dieses Prolin zumindest teilweise in die ε-Untereinheit eingebet-

tet [197] und damit nicht direkt dem Lösungsmittel ausgesetzt.

Für die Bewertung einer Equilibrierung ist zu berücksichtigen, daß ein vollständiges

Abtasten des Konformationsraums, der vom Gleichgewichtszustand eingenommen

wird, auf der ns-Simulationszeitskala nicht möglich ist. Viele Relaxationsprozesse

liegen weit oberhalb dieser Skala [206]. Daher sehen wir die Equilibrierung als aus-

reichend an, wenn das Protein auf dieser Zeitskala eine hinreichend stabile Konfor-

mation annimmt. Um dies zu beurteilen, wurden während der Equilibrierung die

mittleren quadratischen Abweichungen (rmsd) der Atomkoordinaten von der Kri-

stallstruktur sowohl für die Gesamtstruktur als auch für die einzelnen Untereinheiten

und die Substrat-Bindungstaschen der F1-ATP Synthase betrachtet.

3.2.1 Mittlere quadratische Abweichung

Der Verlauf der mittleren quadratischen Abweichung von der Kristallstruktur (Abb.

3.7) zeigt während der ersten 200 ps der Equilibrierung ein rasches Anwachsen auf ca.

1,8 Å (für die schweren Atome) und anschließend eine leichte Drift auf einen rmsd von

schließlich 2,7 Å, was ein relativ niedriger Wert für einen aus sieben Untereinheiten

bestehenden Komplex dieser Größenordnung ist. Die Abweichungen der einzelnen

Untereinheiten (Abb. 3.8) zeigten sogar Werte von nur ≈ 2 Å.

Abbildung 3.7: Mittlere quadratische Abweichung der F1-ATP Synthase von der Kristall-
struktur während der Equilibrierung. Gezeigt ist sowohl die Abweichung des Protein-
Rückgrats (schwarz) als auch die Abweichung aller schweren Atome (grau, jeweils nach
Anpassung an das Rückgrat).
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Abbildung 3.8: Mittlere quadratische Abweichung der unterschiedlichen (αβ)3 -Unterein-
heiten der F1-ATP Synthase von der Kristallstruktur während der Equilibrierung. Gezeigt
ist sowohl die Abweichung nach Anpassung an die gesamte Struktur (grau) als auch nach
Anpassung an die jeweilige Untereinheit (schwarz).

Zur besseren Beurteilung der Abweichungen sind die rmsd -Werte der einzelnen Resi-

duen einer über 50 ps gemittelten Struktur am Ende der Equilibrierungs-Trajektorie

farblich kodiert (rote Färbung entspricht rmsd -Werten ≥ 3 Å) in Abbildung 3.9

dargestellt: Bei den α -Untereinheiten erkennt man anhand der Einfärbung bei αTP

die größten Änderungen, und zwar für den der γ -Untereinheit zugewandten Teil

der Helix 2 in der unteren (C-terminalen) Domäne (Residuen 410 – 417, vgl. Ab-

bildung A.1), der sich um 5 – 7 Å in Richtung der βE -Untereinheit bewegt (in das

Blatt hinein). Die Ursache für die größere Beweglichkeit liegt offenbar in der heraus-

geklappten C-terminalen Domäne der benachbarten substratfreien βE -Untereinheit.

Dies wird außerdem durch die signifikant größeren B-Faktoren aus der Röntgenstruk-
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Abbildung 3.9: Vergleich der Röntgenstruktur (linke Seite) der F1-ATPase mit einer über
50 ps gemittelten Struktur (rechte Seite) nach einer Equilibrierung von 2,47 ns. Die mittle-
ren quadratischen Abweichungen (jeweils gemittelt über die Atome eines Residuums) sind
farblich kodiert dargestellt (rote Färbung für rmsd -Werte ≥ 3 Å, güne für Werte ≤ 3 Å).
Gezeigt sind die jeweils einander gegenüberliegenden (αβ )-Paare (β jeweils rechts) mit
der γ -Untereinheit (Mitte) in der Bänderdarstellung sowie die Substrate in den aktiven
Bindungstaschen als Kugeln. Die Nomenklatur ist nach Abrahams et al. [4].



3.2. ERGEBNISSE DER EQUILIBRIERUNG 43

turanalyse dieser Residuen in αTP im Vergleich zu den entsprechenden Residuen in

den αDP - bzw. αE -Untereinheiten bestätigt (z.B. B-Faktor für Leu410 87 – 90 in αDP

oder αE , 97 – 98 in αTP , für Gln416 56 – 75 in αDP oder αE , 73 – 84 in αTP ).

Die βDP -Untereinheit zeigt höhere rmsd -Werte für die Residuen des nach außen ge-

richteten Abschnitts der Helix C und der daran angrenzenden Schleife (Loop-Region

Residuen 199 – 212). Während der Equilibrierung bewegt sich dieser Teil der Helix

um ca. 4 Å in Richtung der benachbarten αDP -Untereinheit. Diese Konformationsän-

derung ist verbunden mit einer auswärts gerichteten Bewegung der kurzen Helix 3

(Residuen 421 – 425), deren Position von der Substratkonformation abhängt (Dis-

kussion weiter unten).

Für die βTP -Untereinheit beobachten wir kleinere Änderungen nahe der Bindungsta-

sche wie eine leichte Abwärtsbewegung der Helix C um etwa 2 Å. Die Bindungstasche

mit dem Wasserstoffbrückennetzwerk zum ATP bleibt davon unbeeinflußt (s.u.).

Die βE -Untereinheit zeigt sowohl im Bereich der DELSEED-Sequenz (Residuen 394 –

400) als auch für Helix H nahe der Bindungstasche größere Fluktuationen. Die im

Vergleich zu den anderen β -Untereinheiten erhöhte Konformationsflexibilität der

Helix H ist offensichtlich verbunden mit dem Fehlen eines Substrates in dieser Bin-

dungstasche.

Der N-Terminus der kurzen Helix (Residuen 1 – 44) der γ -Untereinheit bewegt sich

während der Equilibrierung um ca. 3,3 Å auf die βDP -Untereinheit zu, wodurch sich

stabile Wasserstoffbrücken (s. Kapitel 2.4) zwischen Lys4 der γ -Helix und Asp352 der

βDP -Untereinheit bzw. zwischen γ -Leu3 und βDP -Asp316 ausbilden. Diese Wasser-

stoffbrücken könnten der zusätzlichen Stabilisierung der βDP -Bindungstasche die-

nen. Weiterhin sind größere Fluktuationen für die unten aus dem (αβ)3 -Kopfteil

herausragenden Residuen der γ -Untereinheit und für das äußere, mitsimulierte Frag-

ment dieser Untereinheit (Residuen 77 – 90) zu beobachten. Außerdem sind höhere

rmsd -Werte in den nach außen gerichteten Schleifen sowie in den Kopfgruppen (Re-

siduen 9 – 100) der α - und β -Untereinheiten zu erkennen.

3.2.2 Stabilität der Substrat-Bindungstaschen

Die Konformation der katalytisch aktiven Substrat-Bindungstaschen spielt eine gro-

ße Rolle für die Funktion des Enzyms als ATPase oder als ATP Synthase. Die Rol-

le einzelner Residuen der Bindungstaschen bei der Substratbindung, dem genauen

Katalyse-Mechanismus oder der möglichen Übertragung konformationeller Signale,

mit der die hohe Kooperativität zwischen den drei katalytisch aktiven Zentren erklärt

wurde, ist Gegenstand vieler Untersuchungen [32,38,54,198,207–211]. Im folgenden
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Abbildung 3.10: Mittlere quadratische Abweichung (rmsd) der Bindungstaschenregion von
der Ausgangsstruktur während der Equilibrierung. Der rmsd der βTP -Bindungstasche ist
als fettgedruckte schwarze Linie dargestellt, von βDP als fettgedruckte graue Linie und die
Abweichung der leeren Bindungstasche (βE ) von der Kristallstruktur als dünngedruckte
schwarze Linie.

betrachten wir die quadratischen Abweichungen der Bindungstaschenregionen wäh-

rend der Equilibrierung, die Fluktuationen der entsprechenden Aminosäuren sowie

die Koordinierung des Mg2+-Ions in den Bindungstaschen.

Für die Analyse der katalytisch aktiven Bindungstaschen wurden 30 Aminosäuren

ausgewählt, die entweder Wasserstoffbrücken oder Wasserbrücken (Kapitel 2.4) zum

Substrat bilden oder sich in direkter Nähe zum Substrat befinden (αI343, αS344,

αQ349, αG368–αR373, βA158–βV164, βE188–βE192, βD256, βN257, βR260, βR337, βY345,

βQ416, βF418, βA421, βF424, und βT425). Die mittlere quadratische Abweichung die-

ser Bindungstaschen von der Kristallstruktur während der Equilibrierung ist in Ab-

bildung 3.10 als Funktion der Simulationszeit dargestellt. Erkennbar ist die recht

schnelle Equilibrierung des mit ATP gefüllten Bindungsplatzes innerhalb von ca.

200 ps auf einen sehr niedrigen Wert von 1,4 Å (fettgedruckte schwarze Kurve in

Abb. 3.10). Der durch größere Fluktuationen bedingte erhöhte rmsd -Wert von ca.

2,7 Å für den βE -Bindungsplatz (dünne schwarze Linie) ist leicht verständlich, da

z.B. die bei der Substratbindung beteiligten Arginin-Seitenketten ohne gebundenes

Substrat eine größere Beweglichkeit besitzen. Allerdings ist für die ADP bindende

Region (graue Linie in Abb. 3.10) ebenfalls eine ungewöhnlich hohe Abweichung

von bis zu 3 Å zu erkennen. Die nähere Analyse zeigte hier, daß das Substrat in

diesem Fall während der Equilibrierung um ca. 2 Å tiefer in die Bindungstasche

rückt, wodurch Helix 3 (vgl. Abb. 3.9) den Kontakt zum Adeninring verliert und

zur γ abgewandten Seite diffundiert. Eine mögliche Ursache ist, daß sich ein Ion in

der Bindungstasche befindet, welches in der Kristallstruktur nicht aufgelöst werden

konnte. Die Drift von Helix 3 läßt sich auch anhand der Abweichungen einzelner
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A B

Abbildung 3.11: Die mittlere quadratische Abweichung (A) bzw. Fluktuation (B) der Bin-
dungstaschenregion von acht Kristallstrukturen von der verwendeten Rinderherzstruktur
1BMF (dünne graue Linien). Der Mittelwert der Abweichungen bzw. Fluktuationen ist
grau (fett) eingezeichnet. Die schwarze Linie markiert die rmsd - bzw. rmsf -Werte der
Equilibrierungssimulation (rmsd gemittelt über 50 ps, rmsf berechnet aus der letzten Na-
nosekunde der Equilibrierungstrajektorie).

Residuen von der Kristallstruktur (Abbildung 3.9 und 3.11 A) erkennen. In der

βDP -Untereinheit ergibt sich hier für die Residuen 421 – 425 der Helix 3 ein ganz

ähnliches Bild wie für die Abweichungen von acht in der PDB-Datenbank verfüg-

baren Kristallstrukturen [4,197,200,212–215] (PDB-Einträge 1BMF, 1E79, 1COW,

1E1Q, 1E1R, 1EFR, 1H8H, 1NBM) von der verwendeten Rinderherzstruktur 1BMF

für die leere Bindungstasche (Abb. 3.11 A). Die Wechselwirkungen zwischen der He-

lix (z.B. Phe424) und dem Adeninring reißen bei der βDP -Bindungstasche ab, so daß

die Helix ähnliche Fluktuationen zeigt wie für eine leere Bindungstasche.

Insgesamt weist die Simulation, ähnlich wie die Kristallabweichungen, höhere rmsd -

Werte für die ungefüllte Bindungstasche auf als für die βTP - oder βDP -Bindungs-
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tasche mit Substratbesetzung. Die Residuen mit hohen Abweichungen in der Si-

mulation zeigen ebenfalls eine große Variabilität in den unterschiedlichen Kristall-

strukturen. Für eine genauere Analyse ist jedoch ein Vergleich der Fluktuationen

der Atome bzw. Residuen in den Simulationen mit den B-Faktoren aus der Kri-

stallstrukturanalyse geeigneter. Das mittlere Fluktuationsquadrat (rmsf, root mean

square fluctuation) des Atoms i, ∆r2
i ergibt sich aus den B-Faktoren gemäß

〈∆r2
i 〉 =

3

8π2
Bi , (3.1)

wobei Bi der isotropische B-Faktor des Atoms i ist. Die so erhaltenen Fluktuationen

wurden über die Atome eines Residuums gemittelt und sind in Abbildung 3.11 B für

die Bindungstasche den Fluktuationen aus der Equilibrierung gegenüber gestellt. Die

Fluktuationen aus der Simulation wurden aus einer Trajektorie der Länge ∆T = 1 ns

gewonnen (T = 1,47 . . . 2,47 ns). Auffällig ist, daß besonders die Fluktuationen gut

durch die MD-Simulation beschrieben werden, die in den meisten betrachteten Kri-

stallstrukturen übereinstimmen. Der Korrelationskoeffizient zwischen dem Mittel-

wert der experimentellen Fluktuationen sowie den aus der Simulation abgeleiteten

Fluktuationen beträgt für die besetzten Bindungstaschen 0,68 . . . 0,70, für βE sogar

0,84. Neben der guten Beschreibung der einzelnen Bindungsstellen reproduziert die

Simulation außerdem die größeren Fluktuationen des ungefüllten Bindungsplatzes

im Vergleich zu den gefüllten. Das Verhältnis der rmsf -Werte zwischen ungefüllter

und gefüllter Bindungstasche beträgt 1,36 in der Simulation, verglichen mit 1,58 aus

der Analyse der Kristallstrukturen. Die generelle Unterschätzung der Fluktuations-

amplitude aus Molekulardynamik-Simulationen resultiert vermutlich aus der kurzen

MD-Zeitskala.

3.2.3 Mg2+-Koordinierung

Abbildung 3.12 zeigt die Koordinierung des Magnesium-Ions der βTP -Bindungsta-

sche nach der Equilibrierung. Während der Simulation bildet sich eine sehr stabile

Koordinations-Sphäre mit sieben Liganden anstelle der für Magnesium erwarteten

sechs Liganden, die für eine oktaedrische Koordination notwendig sind. Trotzdem

spiegelt die gefundene Koordinierung die meisten Eigenschaften des von J. Weber

und anderen [131] durch ortsspezifische Mutagenese und eingehende Untersuchung

der Kristallstruktur [4] gewonnenen Modells wider. So lassen sich zwei der drei von

Weber et al. in die erste Koordinierungs-Sphäre modellierte Wassermoleküle (B und

C) in den Simulationen identifizieren. Wie von den Autoren vorgeschlagen, erweist

sich Wassermolekül C als wasserstoffbrücken-gebunden zur Guanidinium-Gruppe
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Abbildung 3.12: (A) Magnesium-Koordinierung in der katalytischen βTP -Bindungstasche
nach Equilibrierung. Das Mg2+-Ion ist grün gefärbt, die gestrichelten grünen Linien zei-
gen die Bindungen zum Magnesium, die blauen Linien deuten Wasserstoffbrücken zu den
koordinierenden Wassermolekülen B und C an. (B) Skizze der Mg2+-Koordinierung in der
βTP -Bindungstasche nach Equilibrierung. Die Notation erfolgte nach [131].

von βTP -Arg189 und zur Carboxyl-Gruppe von βTP -Glu192, zu dem gleichfalls Was-

ser C gebunden ist. Außerdem konnten die Hydroxyl-Gruppe von βTP -Thr163 und

jeweils ein Sauerstoff-Atom des β - sowie des γ -Phosphats als Liganden identifiziert

werden. Obwohl die Konstruktion des CHARMM-Kraftfeldes die Koordinierung von

Ionen unberücksichtigt läßt, können wir also recht wirklichkeitsnahe Bilder einer

Koordinierungs-Sphäre gewinnen.

3.2.4 Zusammenfassung Equilibrierung

Die Struktur der F1-ATPase erwies sich während der Equilibrierung als stabil; grö-

ßere lokale Konformationsänderungen reflektieren weitgehend höhere Flexibilitäten

der entsprechenden Regionen.

Eine Drift konnte für Helix 3 der βDP -Untereinheit identifiziert werden, vermutlich

zusammenhängend mit einem in der Kristallstruktur nicht aufgelösten Ion in der

Bindungstasche. Durch die Translation des Adenosindiphosphates tiefer in die Bin-

dungstasche verlieren die Residuen der Helix 3 den Kontakt zum Nukleotid, die Be-

wegungsfreiheit erhöht sich und die Helix wandert nach außen. Ein ähnlicher Effekt

könnte dafür verantwortlich sein, daß die F1-ATPase in Einzelmolekülexperimenten

zwar für die Purin-Nukleotide ATP, GTP und ITP ähnliche Rotationscharakteristi-
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ka 4 aufweist [216], die Pyrimidin-Nukleotide CTP und UTP, denen im Vergleich zu

den Purin-Nukleotiden ein Ring ’fehlt’, jedoch nicht einmal hydrolisiert. Für diese

’verkürzten’ Nukleotide können die Residuen Phe424 und Tyr425 der Helix 3 nicht mit

dem Substrat wechselwirken (vgl. Abb. 3.24) wie für die Purin-Nukleotide. Offenbar

ist Helix 3 bzw. die Fixierung des Substrates durch diese Helix für den Funktions-

mechanismus der ATPase erforderlich, sie könnte die Funktion eines molekularen

Schalters erfüllen.

3.3 Anwendung von Zwangskräften bei der ATP Syn-

thase

Sowohl die Torsionssimulationen an der isolierten γ -Untereinheit (Kapitel 3.4) zur

Bestimmung der Elastizität als auch die Simulation der Energieübertragung in der

F1-ATP Synthase (Kapitel 3.5) von der γ -Untereinheit zu den aktiven Substrat-

Bindungsstellen erfordern eine Rotation der umeinander gewundenen Helices der

γ -Untereinheit.

Das hierzu entwickelte Simulationsverfahren ist in Abbildung 3.13 skizziert: Nach

Festlegung einer Rotationsachse wird eine Auswahl von N Atomen der γ -Unterein-

heit einem sich mit konstanter Winkelgeschwindigkeit ω um die Achse bewegenden

harmonischen Rotationspotential V unterworfen (vgl. Methoden, Kapitel 2.5):

V =
1

2
K

N∑
i

[yi(t)− xi]
2 mit (3.2)

yi(t) = Ω(ωt)xi(t = 0) . (3.3)

Die Rotationsmatrix Ω bewegt die Minima des Potentials (Kraftkonstante K) ent-

lang konzentrischer Kreise um die Rotationsachse (◦). Aus den Abweichungen der

aktuellen Positionen der Atome xi(t) zur Zeit t von den jeweiligen Positionen der

Minima des Rotationspotentials, yi(t), lassen sich gemäß

Θi(t) = Ω(ωt)xi(t = 0)×K [Ω(ωt)xi(t = 0)− xi(t)] (3.4)

die Drehmomente Θi(t) bestimmen. Um Mitrotation des gesamten Proteins zu

vermeiden, wurden in den jeweiligen Simulationen der isolierten γ -Untereinheit

bzw. der F1-ATP Synthase ausgewählte Abschnitte des Systems (s. Equilibrierung,

Kap. 3.2) durch ein harmonisches Potential immobilisiert (für eine Beschreibung

dieser Methode s. Kapitel 2.5).

4Rotationsrichtung, 120o-Rotation der γ -Untereinheit durch Hydrolyse eines Nukleotids, vergleich-
bare Drehmomente
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Abbildung 3.13: Skizze zur Methode der erzwungenen Rotation. Abhängig von der jeweili-
gen Atomposition (•) werden Drehmomente in Richtung des Minimums des mit konstanter
Winkelgeschwindigkeit ω um die Rotationsachse (⊗) rotierten Zwangspotentials (◦) ange-
wandt.

3.4 Torsionssimulation der isolierten γ -Untereinheit

Zur Bestimmung der Elastizität der γ -Untereinheit der ATP Synthase wurden Tor-

sionssimulationen um 120o an der isolierten γ -Untereinheit durchgeführt. Die Si-

mulationen wurden unter Verwendung eines Sbound-Potentials (Methoden, Kapi-

tel 2.2.4) in wäßriger Lösung mit Ionen in physiologischer Konzentration durch-

geführt, das Simulationssystem umfaßte 30.682 Atome (Abbildung 3.14 links). Am

unteren Ende der γ -Untereinheit wurden an jeweils vier Rückgrat-Atomen zeitab-

hängige, mit der Winkelgeschwindigkeit ω rotierende Potentiale mit den Federkon-

stanten k‖ =1,4 N/m sowie k⊥ =2,8 N/m angeheftet (‖ parallel zur Rotationsachse,

⊥ orthogonal zur Rotationsachse und zur Bewegungsrichtung). Zur Durchführung

von Torsionssimulationen erfolgte die Immobilisierung der jeweiligen Schwerpunkte

von sechs Rückgrat-Atomen für beide Helices auf Höhe der kurzen Helix (Residu-

en 1 – 44) mit einer sehr harten Feder (Federkonstante kIm = 28 N/m, siehe rot

markierter Bereich in Abb. 3.14).

Aus acht Simulationen der isolierten γ -Untereinheit mit Winkelgeschwindigkeiten

von 0,7 ns−1 – 8,0 ns−1 bzw. entsprechenden Simulationszeiten von ca. 320 ps – 3,04 ns

für eine 120o Torsionssimulation konnte durch Integration des aufgewandten Dreh-

momentes M(θ) über den Drehwinkel θ die vom rotierenden Potential an das System

abgegebene Torsionsenergie UTorsion als Funktion von θ bestimmt werden:

UTorsion(θ) =
∫ θ

0
M(θ)dθ . (3.5)
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Abbildung 3.14: Die linke Abbildung zeigt das Simulationssystem zur Berechnung des
elastischen Verhaltens der isolierten γ -Untereinheit, das rechte Bild skizziert die Methode
der Torsionssimulation.

Unter der Annahme, daß die γ -Untereinheit sich wie ein elastischer Stab der Län-

ge5 L = 4,8 nm verhält, sowie einer in der Winkelgeschwindigkeit v linearen (Sto-

kesschen) Reibung γ, hängt die Energie wie folgt mit dem Torsionswiderstand κ

zusammen:

UTorsion(θ) =
κ

2L
θ2 + γvθ + const. . (3.6)

Durch Anpassung der über Gleichung (3.5) aus der Simulation bestimmten Energie

an den Ausdruck (3.6) und anschließende Mittelung über die acht Simulationen6

ergab sich für den Torsionswiderstand κ ein Wert von (5,8± 2,0)×10−28 Nm2.

Häufig wird in der Literatur nicht der Torsionswiderstand, sondern die Elastizitäts-

konstante bzw. das Youngsche Modul E angegeben. Diese leitet sich über

E =
κ(1 + σ)

I
, (3.7)

aus dem Trägheitsmoment I und der Poisson-Konstanten σ, die bei vielen elastischen

Materialien Werte zwischen 0,3 und 0,5 annimmt, aus dem Torsionswiderstand ab.

Für einen homogenen Stab (I = πr4/4, Stabradius r) und σ = 0,4 [46,55] berechnet

sich die Elastizität der γ -Untereinheit zu E = (2,5± 0,9)×109 Nm−2. Dabei wurde

ein Radius der coiled-coil Struktur von ca. 0,8 nm (s. auch [46]) vorausgesetzt. Diese

umeinander gewundenen α-Helices weisen demnach etwa die gleiche Elastizität auf

5genauer der Länge des verdrillten Stabanteils
6für ein geschwindigkeitsunabhängiges γ = (62,8± 9,4) pN m−1 s
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wie ein Aktinfilament (E ≈ 1,8×109 Nm−2 [217,218]) bei einem gleichzeitig sehr viel

geringeren Radius (rAktin = 2,8 nm, rγ = 0,8 nm).

3.5 Energieübertragung in der F1-ATP Synthase

Die Studium der Energieübertragung in der F1-ATP Synthase von der γ -Unter-

einheit auf (αβ)3 bzw. zu den katalytisch aktiven Bindungstaschen erfordert eine

Rotation der γ -Untereinheit relativ zum umgebenden (αβ)3 -Komplex.

Dazu wurden zwei 120o-Rotationssimulationen in Syntheserichtung (vgl. Methode,

Abschnitt 3.3), entsprechend einer für die Synthese eines ATP-Moleküls erwarte-

ten γ -Drehung, mit unterschiedlichen Winkelgeschwindigkeiten (114,3o ns−1 [Simu-

lation I] bzw. 28,6o ns−1, [Simulation II]) durchgeführt. An die erzwungene Drehung

schloß sich jeweils eine freie Dynamik über einige Nanosekunden an (vgl. Tabel-

le 3.1). Zur Vermeidung einer eventuellen Rückrotation der γ -Untereinheit blieb

dabei das Zusatzpotential wirksam, ohne sich jedoch weiter zu drehen.

Für die Rotationsachse der erzwungenen Drehung der γ -Untereinheit wählten wir

die Pseudosymmetrieachse des Komplexes, bestimmt als den Verbindungsvektor zwi-

schen dem Schwerpunkt der Kopfgruppen der drei α - und der drei β -Untereinheiten

(s. Abb. 3.9) sowie dem Schwerpunkt der drei α -Untereinheiten, die in der Kristall-

struktur eine mittlere quadratische Abweichung von weniger als 1 Å voneinander

zeigen [4]. Für die Bestimmung der Schwerpunkte wurde die equilibrierte Struktur

(nach 2,47 ns) herangezogen.

Um ein frühes Aufbrechen der γ -Helices aufgrund der hohen gewählten Winkel-

geschwindigkeit bereits im Bereich der DELSEED-Region der β -Untereinheiten zu

verhindern, wurde ein größerer Abschnitt der γ -Untereinheit (Residuen 16 – 41 und

214 – 239, blau gefärbt in Abbildung 3.16) dem in Syntheserichtung rotierenden Po-

tential unterworfen.

Das mittlere angewendete Drehmoment (Abb. 3.15) auf die γ -Untereinheit wäh-

rend der erzwungenen Rotation ist um etwa einen Faktor 50 bzw. 12 größer als

das mittlere während der Hydrolyse auf γ ausgeübte gemessene Drehmoment von

5 × 10−20 Nm [219]. Bis zu einem Drehwinkel von ca. 30o zeigen beide Drehmo-

mentprofile einen vergleichbaren Verlauf, für 30o – 90o ist keine Korrelation zu erken-

nen. Unter der Annahme einer zur Geschwindigkeit proportionalen Reibung (Stokes-

Reibung) läßt sich aus den beiden Drehmomentkurven eine geschwindigkeitsabhän-

gige Reibungs-Komponente zum Drehmoment von (2,0±0,3)×10−18 Nm bestimmen.
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Abbildung 3.15: Angewendetes Drehmoment als Funktion des Drehwinkels. Gezeigt sind
die Gesamtdrehmomente für die Winkelgeschwindigkeiten 114,3o ns−1 (durchgezogene Li-
nie) sowie 28,6o ns−1 (gestrichelt).

Abbildung 3.16 zeigt die während der erzwungenen 120o Rotation der γ -Untereinheit

auf die einzelnen Residuen ausgeübten Drehmomente für die Simulation mit Winkel-

geschwindigkeit ω =114,3o ns−1. Die Maxima des Profils reflektieren Energietrans-

fer zu (αβ)3 , Dissipation und die erzwungene Überwindung von Energiebarrieren.

Die Überwindung von Energiebarrieren auf der Nanosekunden-Zeitskala ist im all-

gemeinen nicht aktiviert, die Peaks im Drehmomentprofil sind also gegenüber der

physiologischen Zeitskala hervorgehoben, wie für Winkel bis 30o bereits gut im Ge-

samtdrehmomentprofil (Abb. 3.15) anhand der unterschiedlichen Winkelgeschwin-

digkeiten zu erkennen ist: Für die vierfach langsamere Rotationssimulation sind die

Peaks im Gesamtdrehmoment deutlich abgeschwächt.

Aus der Dunkelfärbung in Abbildung 3.16 kann geschlossen werden, daß ein Großteil

der gedrehten C-terminalen Helix der γ -Untereinheit (Residuen 214 – 233) offen-

bar fast frei rotiert. Größere Drehmomente werden für die nahe der DELSEED-

Region der β -Untereinheiten lokalisierten Residuen 234 – 238 beobachtet. Dieses

Drehmoment resultiert im wesentlichen aus sterischen Wechselwirkungen mit der

DELSEED-Region der βTP -Untereinheit. Die Energie wird dazu verwendet, die un-

tere (C-terminale) Region der βTP -Untereinheit gegenüber dem Kopf sowohl in Rich-

tung der benachbarten αDP -Untereinheit zu verdrillen als auch nach außen in Rich-

tung einer wie für die βE -Untereinheit offenen Konformation (O) zu drücken (s.

auch Abschnitt 3.6). Für die N-terminale Helix der γ -Untereinheit (Residuen 1 –

44) fällt ein Drehmomentmaximum für Arg36 nach Rotation um 30o auf. Dieser

Peak resultiert aus dem Aufreißen des Wasserstoffbrückennetzwerks zwischen der γ

Helix (Residuen Lys30, Arg33 und Arg36) und αE -Asp409 sowie der βE DELSEED-

Region (Residuen 394 – 400). Aufgrund der intrinsischen Elastizität der Helix lastet

das gesamte Drehmoment hier auf den unteren γ Residuen Arg36 und Glu35. Auch
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Abbildung 3.16: Auf die einzelnen Residuen der γ -Untereinheit ausgeübtes Drehmoment
während der erzwungenen 120o-Rotation. Schwarz entspricht keinem oder negativem Dreh-
moment, gelb ca. 0,7 ×10−18 Nm. Die linke Abbildung zeigt die γ -Untereinheit mit den
entsprechenden Residuen.

für diese Helix beobachten wir sterische Wechselwirkungen, hier zwischen γ -Met25

und Helix 1 (vgl. Abbildungen A.1 und A.2 im Anhang) der βE -Untereinheit. Die-

se Wechselwirkung führt zu dem zweiten deutlichen Maximum im Drehmoment für

diese Helix. Das relativ hohe aufgewendete Drehmoment für Lys18 rührt von der Aus-

bildung von Wasserbrücken her. Nicht zu sehen ist im Drehmomentprofil der Bruch

der Wasserstoffbrücke zwischen γ -Arg228 und βDP -Glu395 nach einer Rotation von

ca. 50o.

Als Abschätzung der für die Rotation der γ -Untereinheit notwendigen Energie dient

die vom angewendeten Drehmoment geleistete mechanische Arbeit. Integration des

Drehmomentes über den Winkel ergibt eine am System geleistete Arbeit von ca.

3100 kJ/mol bzw. 1300 kJ/mol für die vierfach langsamere Rotationssimulation. Auf-

grund des Nichtgleichgewichtscharakters der Simulation — bedingt durch die hohe

Winkelgeschwindigkeit — ist der größte Anteil dieser Energie irreversibel und wird

als thermische Energie besonders an die die γ -Untereinheit umgebenden Wassermo-

leküle übertragen. Der Anteil der Rotationsenergie an der Gesamtenergie des Sy-

stems ist mit ca. 0,1 % klein, der Einfluß auf die Dynamik ist daher vernachlässigbar

(s. auch Ref. [220]).
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Untereinheit

Domäne αTP αDP αE βTP βDP βE

N-terminal 2,3 1,7 4,1 3,1 1,8 2,3

α24–91, β10–81 (3,8) (2,5) (3,2) (2,9) (2,7) (3,5)

[2,2] [1,1] [2,2] [1,9] [1,2] [1,7]

Nukleotid-Domäne 4,4 2,7 3,0 3,7 3,1 4,7

α96–379, β83–363 (2,2) (1,9) (1,9) (2,4) (2,2) (2,7)

[2,8] [1,8] [2,2] [2,5] [2,4] [2,9]

C-terminal 7,5 8,1 4,7 7,6 4,8 7,4

α380–510, β364–474 (4,9) (3,9) (2,9) (4,0) (3,8) (4,6)

[5,4] [6,1] [3,6] [7,7] [3,6] [4,5]

Tabelle 3.2: Konformationelle Unterschiede zwischen Simulation (I) und Kristallstruktur.
Gegeben sind die rms-Abweichungen der jeweiligen Domänen der über eine Nanosekun-
de gemittelten Simulations-Endstruktur von der Kristallstruktur nach Anpassung an alle
sechs N-terminalen Domänen bzw. an die jeweilige Untereinheit (in runden Klammern). In
eckigen Klammern sind die entsprechenden Abweichungen von einer über 500 ps gemittel-
ten equilibrierten Struktur gegeben (nach Anpassung an die sechs N-terminalen Domänen).

Dies wird auch durch eine Abschätzung der sich einstellenden Temperaturdifferenz

zwischen der γ -Untereinheit und der Umgebung aufgrund der Wärmeleitung ge-

zeigt: Unter der Annahme eines Zylinders mit einem Radius von 0,8 nm sowie einer

Länge von 4 nm für γ, einer Länge L des angenommmenen Wärmeleiters von 1 nm

und der Zeitdauer t der Wärmeleitung von 1 ns stellt sich unter der Annahme der

Wärmeleitfähigkeit von Wasser (λ ≈0,6 W
mK

) und einer transportierten Wärmemen-

ge Q von ≈ 3000 kJ/mol eine Temperaturdifferenz ∆T = QL
Atλ

(A ist die Fläche des

Zylinders) von lediglich ca. 1/10 K zwischen der γ -Untereinheit und der Umgebung

ein.

Tabelle 3.2 faßt die durch die erzwungene Rotation der γ -Untereinheit hervorge-

rufenen Konformationsänderungen durch Angabe der mittleren quadratischen Ab-

weichungen zusammen. Die Abweichungen sind separat angegeben für die drei α -

als auch die drei β -Untereinheiten, die in jeweils drei Domänen — die N-terminale

Kopfdomäne, die Nukleotid bindende Domäne sowie die (α -helikale) C-terminale

Domäne — aufgespalten sind. Die Anpassung erfolgt sowohl auf die in der Kristall-
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struktur symmetrischen sechs N-terminalen Kopfgruppen als auch auf die jeweilige

Untereinheit (in runden Klammern in Tab. 3.2), um interne Konformationsände-

rungen der einzelnen Untereinheiten von einer Verschiebung der Untereinheiten ge-

geneinander unterscheiden zu können. Zur Unterscheidung von Equilibrierungseffek-

ten sind weiterhin die Abweichungen zu einer über 500 ps gemittelten equilibrierten

Struktur gegeben (eckige Klammern).

Die Abweichungen der N-terminalen Domänen von der Kristallstruktur sind erwar-

tungsgemäß am kleinsten, im Bereich von 1,1 – 2,2 Å nach Anpassung an die equili-

brierte Struktur. Die größten Konformationsunterschiede treten in den C-terminalen

Domänen auf, hier besonders für die βTP -, die αDP -, αTP - sowie die βE -Untereinheit.

Offenbar besitzt die C-terminale Domäne die größte Flexibilität. Wie in den fol-

genden Abschnitten ausgeführt, rühren die hohen Abweichungen der C-terminalen

Domänen bei βTP -, βE - und αE -Untereinheiten von relativen Rotationen dieser Do-

mänen gegenüber den Nukleotid- bzw. den N-terminalen Domänen her.

3.6 Rotationsinduzierte Konformationsdynamik

der β -Untereinheiten

Aufgrund der in Kristallstrukturen gefundenen unterschiedlichen Konformationen

der β -Untereinheiten und deren offensichtlicher Bedeutung für die Katalyse und

Synthese gilt ein besonderes Augenmerk bei der Simulation der ersten Synthese-

schritte in der F1-ATP Synthase den Konformationsänderungen in den β -Unterein-

heiten.

3.6.1 Konformationsänderungen

Die rms -Abweichungen der gemittelten Simulationsstrukturen7 (Simulation I) von

der jeweiligen Kristallstruktur sind in Abbildung 3.17 farblich kodiert dargestellt.

Außerdem ist jeweils der Winkel zwischen oberer (Residuen 11 – 313) und unterer

(Residuen 350 – 472) Domäne über die Simulationszeit aufgetragen. Der Winkel 0o

enspricht der Konformation der equilibrierten βE -Untereinheit. Die Residuenberei-

che wie auch die in Abbildung 3.17 A gezeigte Rotationsachse wurden anhand einer

Domänenananalyse mit Hilfe des Programms DYNDOM8 [221, 222] festgelegt. Als

7also nach erzwungener Rotation und anschließender freier Dynamik
8Das Programm DYNDOM analysiert, wie zwei Strukturen durch Rotationen einzelner Residuen-
gruppen ineinander überführt werden können. Es bestimmt sowohl die dynamischen Domänen als
auch eventuelle Rotationsachsen.
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Abbildung 3.17: Durch er-
zwungene 120o γ -Rotation
induzierte Konformations-
änderungen in den β -Un-
tereinheiten in Simulation I.
(A) zeigt zum Vergleich eine
Überlagerung der βE -(grau)
und βTP -Untereinheiten
(farbig) der Kristallstruktur
(1BMF, [4]) nach Anpassung
der oberen (N-terminalen)
Domäne, (B – D) die farb-
lich kodierten Änderungen
zwischen Kristallstruktur
und den (gemittelten) End-
strukturen von βTP , βE und
βDP nach Rotation und an-
schließender freier Dynamik.
Außerdem sind in (B – D) die
jeweiligen Winkel zwischen
oberer und unterer Domäne
über die Simulationszeit
aufgeführt (Rotationsachse
⊗).

Ausgangspunkt dienten hier zum einen die Kristallstruktur der βE -Untereinheit und

zum anderen eine gemittelte Simulations-Endstruktur (Simulation I) dieser Unter-

einheit. Neben den Abweichungen der Simulationsstrukturen ist außerdem in Abbil-

dung (A) die entsprechende Abweichung zwischen offener βE (grau) und geschlosse-

ner βTP (farblich kodiert) Kristallkonformation gezeigt. Man erkennt, daß die größ-

ten Konformationsänderungen in den (unteren) C-terminalen Domänen der βTP -

und der βE -Untereinheit auftreten. Die C-terminale Domäne der βTP -Untereinheit

(Abb. B) wird von γ seitlich in Richtung der αDP -Untereinheit (in die Zeichenebene

hinein) und nach außen in Richtung der offenen Konformation gedrückt. Letzteres

ist deutlich anhand des aufgetragenen Winkels zwischen unterer und oberer Domäne

ersichtlich.

Gleichzeitig identifizieren wir eine Aufwärtsrotation der C-terminalen Domäne der

βE -Untereinheit in Richtung der geschlossenen Konformation der βDP - bzw. βTP -
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Abbildung 3.18: Winkel (s. Text)
zwischen oberer und unterer
Domäne der β -Untereinheiten
(βTP gestrichelte, βE graue, βDP

durchgezogene Linie) als Funk-
tion der Simulationszeit für Si-
mulation II. Der grau hinterlegte
Bereich markiert die 120o Rota-
tionssimulation.

Untereinheit. Diese Bewegung ist, anders als diejenige für βTP , nicht direkt durch

die γ -Rotation erzwungen, sie geschieht offenbar vielmehr, da das Hindernis γ -

Untereinheit nach Rotation entfernt ist.

Sehr viel geringere Änderungen sehen wir für die βDP -Untereinheit (Abb. D): Helices

5 und 6 neigen sich etwas nach außen wie auch der γ -nahe Teil der Helix G, die

C-terminale Domäne ist dagegen fast unverändert.

Für alle β -Untereinheiten beobachten wir große Fluktuationen von Helix 3 (Resi-

duen 418 – 426) nahe der Substrat-Bindungstasche. Auch in den Kristallstrukturen

zeigen diese Residuen große Fluktuationen (bzw. hohe B-Faktoren).

In Abbildung 3.18 sind die entsprechenden Winkeländerungen für Simulation II auf-

geführt: Während die Domänen der βTP - und βDP -Untereinheit eine mit Simu-

lation I vergleichbare Winkelabhängigkeit zeigen, rotiert die C-terminale Domäne

der βE -Untereinheit für diese Simulation innerhalb der verfügbaren Simulationszeit

nicht in die C-Konformation. Eine erste Analyse zeigte, daß in dieser Simulation die

Wechselwirkungen zwischen γ -Met25 und βE -Asp386 sowie zwischen γ -Arg36 und

βE -Asp394 die C-terminalen Helices 1 und 2 in Richtung der benachbarten αTP -

Untereinheit drücken bzw. ziehen. In Simulation I bricht eine Wasserstoffbrücke zwi-

schen γ -Arg36 und βE -Asp394 nach einer Rotation der γ -Untereinheit von ca. 20o,

in Simulation II dagegen erst nach etwa 46o. So klappt die βE -Untereinheit zunächst

sogar weiter auf, bevor sie sich zu Beginn der freien Dynamik nach Ende der 120o-

Rotation wieder ein wenig schließt.

Da der Konformationsübergang der βE -Untereinheit in Simulation I, nicht durch

Zusatzkräfte forciert oder durch die γ -Untereinheit getrieben, in Richtung der ge-

schlossenen (Kristall-)Konformation verläuft, nehmen wir an, daß dieser Übergang

auch nativ stattfindet, Simulation II demnach zu kurz ist, um diesen Klappmechanis-
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Abbildung 3.19: Die mittleren quadratischen Abweichungen (rmsd) der β -Faltblätter 7
(durchgezogene Linie) und 3 (gestrichelt) nach Anpassung des oberen Teils der βTP - bzw.
βDP -Untereinheit an βE sowie im Fall von βE an βTP . Der grau hinterlegte Bereich
markiert die 120o Rotationssimulation im Anschluß an die Equilibrierung. Die rechte Ab-
bildung zeigt eine Überlagerung von βTP und βE . Der Riß im β -Faltblatt ist vergrößert
dargestellt.

mus widerzuspiegeln. Bei der Vorstellung und Diskussion der weiteren Ergebnissen

beschränken wir uns daher auf Simulation I.

Neben dem Klappmechanismus zwischen offener und geschlossener β -Untereinheit

fällt in der Kristallstruktur [4] ein Bruch der Faltblattstruktur in der Nähe der

Substratbindungstasche zwischen Faltblatt 7 und 3 in der offenen β -Untereinheit

(βE ) im Gegensatz zur geschlossenen β -Konformation (βDP oder βTP ) auf (Abb.

3.19). Die Berechnung der mittleren quadratischen Abweichung (rmsd) für diese

Faltblätter nach Anpassung des oberen Teils der untersuchten β -Struktur an die

jeweils entgegengesetzte Kristall-Untereinheit über die Simulationszeit (also z.B. die

Anpassung der geschlossenen βTP -Untereinheit an die geöffnete βE -Untereinheit)

zeigt ein rotationsinduziertes Aufreißen des Faltblattes in der βTP -Untereinheit und

ein teilweises Schließen der Struktur in der βE -Untereinheit (Abb. 3.19), wie es

der Bindungswechselmechanismus erwarten läßt. Die entsprechenden rmsd -Werte

der βDP -Untereinheit zeigen keine signifikante Änderung. Ein Vergleich der Kri-

stallstruktur mit einer über eine Nanosekunde gemittelten βTP -Simulationsstuktur
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zeigt nach Anpassung nur auf die Faltblätter 7 und 3 (von βE ) einen Abfall des

rmsd-Wertes dieser Region von 1,5 auf 1,3 Å.

3.6.2 Konformationsdynamik

Wie gelangt nun Energie bzw. wie gelangen Konformationsänderungen von der γ -

Untereinheit zu den aktiven Substratbindungstaschen? In Abbildung 3.20 ist sowohl

der Transferweg als auch der zeitliche Ablauf gezeigt: der Farbverlauf gibt den zeit-

lichen Ablauf der Konformationsänderungen an, die Farbsättigung ist ein Maß für

die Größe der Konformationsänderung.

Zur Bestimmung der zeitlichen Abfolge ordnen wir jedem Residuum eine Konforma-

tionszeit τ zu, die diejenige Zeit angibt, zu der der Großteil seiner Bewegung während

der Simulationszeit stattfindet. Sie wird abgeschätzt aus der relativen mittleren Po-

sition im Konfigurationsraum zu

τ = T

〈
(xe − xs)(x− xs)

|xe − xs|2

〉
(3.8)

mit der Simulationszeit T , der equilibrierten Startposition xs (t = 2,47 ns), der End-

position xe (hier bei t = 6,78 ns) sowie der aktuellen Position x des jeweils betrachte-

ten Residuums in kartesischen Koordinaten. Der Mittelwert wird über 4280 Konfigu-

rationen x gebildet. Neben der Konformationszeit beinhaltet Abbildung 3.20 weiter

Informationen über noch nicht aufgetretene Konformationsänderungen (blau). Diese

werden aus einem Vergleich der βTP - mit der βE -Kristallstruktur geschlossen unter

der Annahme, daß die substratgebundene βTP -Untereinheit durch die 120o-Rotation

einen Übergang hin zur offenen Konformation macht.

Insgesamt erkennt man eine dominoähnliche Fortpflanzung der strukturellen Ände-

rungen in der βTP -Untereinheit, die langsamer als eine elastische Welle fortschreitet,

gerade unterhalb der Geschwindigkeit (≈ 1 m/s bzw. 10 Å/ns), ab der Reibungskräf-

te im Protein wichtig werden [69,223,224].

Nähere Betrachtung enthüllt zwei Routen für den Energietransfer von der γ -Un-

tereinheit zur Substrat-Bindungstasche: Der erste und vermutlich dominante Weg

(meist rötlich in Abb. 3.20) führt über die DELSEED-Region und die daran anschlie-

ßenden Helices 1 und 2 über die βTP -Gelenkregion (Residuen 136 – 144 und 354 – 359)

zur Bindungstasche. Hier können drei Schritte unterschieden werden: Fast synchron

mit der γ -Rotation werden die γ -nahen Residuen der Helix 1 und darauf folgend

von Helix 2 zur Seite und nach unten gedrückt. Diese Bewegung ist dominiert von

sterischen Wechselwirkungen und wird zu weiter entfernten Residuen dieser Helices



60 KAPITEL 3. ENERGIEÜBERTRAGUNG IN DER F1-ATP SYNTHASE

Abbildung 3.20: Farblich kodierte Sequenz
(s. Text) und Zeitskala von Konformations-
änderungen in der βTP -Untereinheit. Gezeigt
sind schnelle Änderungen, die schon wäh-
rend der Rotation auftreten (rot), langsa-
mere Konformationsübergänge, die erst wäh-
rend der freien Dynamik nach Rotation ge-
schehen (gelb/grün) sowie nicht während der
7 ns Simulationszeit beobachtete Änderun-
gen (blau), die aus einem Konformations-
Vergleich mit der offenen βE -Untereinheit ge-
schlossen werden. Die Farbsättigung ist ein
Maß für die Größe der Änderungen.

fortgepflanzt. Sie führt zu komplexen strukturellen Änderungen in der Gelenkregion.

In einem dritten Schritt bewegt sich die an die Bindungstasche anschließende Helix B

nach außen, der Neigungswinkel zur Helix C vergrößert sich von 25o auf 38o, und

nähert sich damit der in der offenen βE -Kristallstruktur gefundenen Konformation

(47o) mehr als zur Hälfte.

Die zweite, weniger hervorgehobene Route (meist grün) verläuft über die häufig

als hydrophobes Lager (hydrophobic bearing) der ATPase bezeichneten Residuen

273 – 281, Region E, und die Region G. Beide Abschnitte werden von γ etwas zur

Seite gedrückt oder geschoben, so daß sich Wasserstoffbrücken zwischen βTP -Asp315

bzw. Asp316 und γ -Arg252 ausbilden können. Nachfolgend wird Helix H nach un-

ten gedrückt und die β - Faltblätter 7 und 3 reißen auf. Diese Bewegungen tragen

vermutlich auch zur Neigungsbewegung von Helix B bei.

Die bisher beschriebenen Bewegungen führen weg von der geschlossenen βTP -Kon-

formation und nähern sich der offenen βE -Konformation. Weitere Konformationsän-

derungen werden aus dem Vergleich mit der offenen Kristallstruktur heraus erwartet,

wurden allerdings während der Simulationszeitspanne nicht gesehen (blau gefärbt).

Diese Bewegungen beinhalten eine weitere Neigung der Helix B, Vervollständigung

der Abwärtsbewegung der Helices 1 und 2, sowie eine stärkere Bewegung von He-

lix H.
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3.7 Rotationsinduzierte Konformationsänderungen

der α -Untereinheiten

Im Gegensatz zu den β -Untereinheiten besitzen die α -Untereinheiten in allen bis-

her aufgelösten Kristallstrukturen eine nahezu identische Konformation. Die Rolle

der α -Untereinheiten wie auch die Rolle der nicht-katalytischen Bindungstaschen

ist unbekannt. In der neu aufgelösten CCH-Konformation der F1-ATPase [192] ist

die C-terminale Domäne der βE -Untereinheit um 16o in Richtung der benachbarten

αE -Untereinheit rotiert (siehe auch Abb. 3.22 D), so daß sich die katalytische Bin-

dungstasche schließt. Gleichfalls zum Schließen der katalytischen αE /βE -Grenzfläche

trägt hier eine 3o-Rotation der gleichen Domäne der αE -Untereinheit bei, die αTP -

Untereinheit ist dagegen nahezu unverändert [192]. Diese Asymmetrie legt eine Be-

teiligung der α -Untereinheiten beim Bindungswechselmechanismus nahe [192], wie

auch Mutationsexperimente, die die Notwendigkeit von in den nicht-katalytischen

Bindungstaschen gebundenem ATP für einen kontinuierlichen katalytischen Umsatz

belegten [225].

Abbildung 3.21: Durch erzwungene 120o γ -Rotation induzierte Konformationsänderungen
in den α -Untereinheiten. Die Abbildung zeigt die Abweichung einzelner Residuen der
(gemittelten) Endstrukturen nach Rotation und anschließender freier Dynamik von αTP ,
αDP und αE zur jeweiligen Kristallstruktur (grau).

Abbildung 3.21 zeigt farblich kodiert die rms -Abweichungen der α -Untereinheiten

nach Rotation und freier Dynamik zur Kristallstruktur. Für αTP ist eine partielle
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Auflösung der α -helikalen C-terminalen Struktur festzustellen (Helices 1 und 2). Die

großen Fluktuationen dieser Domäne werden bereits durch den hohen Temperatur-

faktor dieser Region von 134 Å2 in der Kristallstruktur widergespiegelt [226].

Größere Konformationsänderungen identifizierten wir für die αDP -Untereinheit. He-

lices 1 und 2 der C-terminalen Domäne werden durch die Konformationsänderung

in der benachbarten βTP -Untereinheit sterisch ein wenig in Richtung der βDP -

Untereinheit verschoben und sind überraschend nach außen gedreht — ähnlich wie

die entgegengesetzte Bewegung in der βE -Untereinheit. Weitere Konformationände-

rungen betreffen den vergrößerten Neigungswinkel zwischen Helix B und Helix C,

sowie nach außen gerichtete Bewegungen der Helices 6, 7 und 8 der C-terminalen

Domäne.

Die C-terminale Domäne der αE -Untereinheit ist, nach Bruch der Wasserstoffbrük-

ken zwischen der γ -Untereinheit und αE -Asp409 sowie der Klappbewegung der βE -

Untereinheit, um ca. 17o in Richtung der βDP -Untereinheit rotiert.

3.8 (αβ) -Grenzfläche

Die intermediären (Kristall-) Strukturen der F1-ATPase weisen neben den unter-

schiedlichen β -Konformationen unterschiedliche katalytische Grenzflächen zwischen

den α - und β -Untereinheiten auf. Wie aus Abbildung 3.22 ersichtlich, sind die

Grenzflächen sowohl der αTP /βTP (Abb. 3.22 B) als auch der intermediären αTP /

βADP+Pi
-Untereinheiten (D) geschlossen. In beiden Bindungstaschen ist Substrat ge-

bunden. Im Gegensatz dazu ist die Grenzfläche des substratfreien αE /βE -Komplexes

(A) geöffnet. Wie besonders anhand der Position der Helix 3 (blau) zu erkennnen

ist, bleibt die katalytische Grenzfläche der offenen βE - zur αE -Untereinheit nach der

120o-Rotation trotz der Klappbewegung offen. Offensichtlich ist für das Schließen

der Grenzfläche, also für das seitliche Verbiegen bzw. die Rotation der C-terminalen

Domäne der βE -Untereinheit um die Achse des (αβ)3 -Komplexes, die Bindung von

Substrat erforderlich.

Weiterhin konnten Änderungen an der αTP /βTP -Grenzfläche identifiziert werden,

die zur experimentell beobachteten hohen Bindungskooperativität beitragen könn-

ten. Insbesondere bewegt sich die Seitengruppe der Aminosäure βTP -Arg260, der eine

wichtige Rolle bei der Kooperativität zwischen den katalytischen Bindungstaschen

zufällt [48], in Richtung der in βE gefundenen Konformation. Insgesamt erniedrigt

die γ -Rotation die Zahl der αDP /βDP - und αDP /βTP -van der Waals Kontakte.

Wie beeinflussen die beschriebenen Konformationsänderungen die Bindungsaffinität



3.8. (αβ) -GRENZFLÄCHE 63

Abbildung 3.22: Konformationen der α/β -Grenzfläche in Kristallstrukturen und nach γ -
Rotation. Dargestellt ist die α/β -Grenzfläche von außen betrachtet. Helix 3 (Residuen
418 – 426) jeder β -Untereinheit ist blau hervorgehoben. (A) zeigt die offene βE -, (B) die
geschlossene βTP -Konformation der Kristallstruktur (1BMF, [4]); In (C) ist die αE /βE -
Grenzfläche nach simulierter γ -Rotation und anschließender freier Dynamik gezeigt, in
(D) die kürzlich strukturaufgeklärte, intermediäre halb geschlossene Konformation mit
gebundenem ADP und Sulfat (1H8E, [192]).

für das Substrat? Bevor im folgenden Kapitel auf die detaillierten Änderungen in

der Bindungstasche eingegangen wird, betrachten wir zunächst das elektrostatische

Potential auf der Oberfläche der α/β -Grenzfläche, das vom negativ geladenen ADP

oder ATP gesehen wird. Zu diesem Zweck wurde die Lösung der Poisson-Boltzmann

Gleichung [113, 227–229] für den jeweiligen α -β -Komplex auf der Oberfläche be-

rechnet. Das jeweilige Potential ist farblich kodiert in Abbildung 3.23 dargestellt

(positives Potential =̂ blau).

Für die Kristallstruktur (obere Reihe in Abb. 3.23) erkennt man deutlich für die Bin-

dungsplätze der Phosphate sowohl für die βTP - als auch für die βDP -Bindungstasche

eine blaue Färbung — vornehmlich hervorgerufen durch die Arginine nahe der Bin-

dungstasche — entsprechend einer hohen Substrataffinität. Im Gegensatz dazu weist



64 KAPITEL 3. ENERGIEÜBERTRAGUNG IN DER F1-ATP SYNTHASE

Abbildung 3.23: Elektrostatisches Oberflächenpotential an der katalytischen Bindungs-
tasche (grün umrandet). Gezeigt sind die Oberflächen der katalytisch aktiven α/β -
Grenzflächen mit dem jeweiligen, nach der Poisson-Boltzmann Gleichung berechneten Wert
des elektrostatischen Potentials auf der Oberfläche, farblich kodiert von negativen Werten
(rot) zu positiven Werten (blau). Die obere Reihe zeigt die Kristallstruktur, die untere die
jeweiligen Regionen nach erzwungener Rotation und freier Dynamik. Die Positionen der
Substrate in den Bindungstaschen sind hervorgehoben (gelb).

die Bindungstasche der βE -Untereinheit eine rote Färbung auf, die Substrataffini-

tät ist also gering; wie erwartet, da in der Kristallstruktur dieser Untereinheit kein

Substrat aufgelöst werden konnte.

Nach erzwungener Rotation der γ -Untereinheit und anschließender freier Dynamik

hat sich das Bild gewandelt (untere Reihe der Abb. 3.23): Das Gebiet positiven

Potentials in der βTP -Bindungstasche schwächt sich ab, hervorgerufen durch das

Zurückziehen der Arginin-Finger vom Phosphat, wie im nächsten Abschnitt gezeigt

wird. Für die αDP /βDP -Grenzfläche ist nahe dem Substrat kein signifikanter Unter-

schied zu erkennen und für die leere Bindungstasche nahe der βE -Untereinheit (Bild

unten links) steigt das Potential im Vergleich zu dem der Kristallstruktur an, die

Affinität für ADP bzw. Phosphat steigt.
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3.9 Rotationsinduzierte Konformationsdynamik

der aktiven Zentren

Nach dem Bindungwechselmechanismus ist zu erwarten, daß nach einer 120o Ro-

tation der γ -Untereinheit ATP die Bindungstasche der βTP -Untereinheit verläßt

sowie ADP und Phosphat an die vormals leere katalytische Bindungstasche der βE -

Untereinheit bindet. Aufgrund von Konformationsänderungen der Bindungstaschen

sollte sich also für die βE -Untereinheit die Substrataffinität erhöhen und für die

βTP -Untereinheit erniedrigen.

Abbildung 3.24: Struktur der βTP -Bindungstasche vor (gelb, ATP hellblau) und nach
einer 120o Rotation und anschließender freier Dynamik (rot, ATP blau). Gezeigt sind die
bei der Bindung von ATP beteiligten Residuen; die Hauptkettenatome eines Teils der P-
Schlaufe (Ala158 – Val164) und der Residuen Glu188 – Glu192 sind grün bzw. orange gefärbt.
Nicht explizit gekennzeichnete Residuennummern beziehen sich auf βTP . Zusätzlich gezeigt
sind Distanzen (cyan) zwischen dem Donor-Stickstoffatom von drei bei der ATP-Bindung
beteiligten Arginin-Residuen und dem jeweiligen Phosphat sowie eine Abschätzung (weiß)
für den Anstieg der Wechselwirkungsenergie zwischen ATP und der Bindungstasche über
die Simulationszeit. Der Bereich der erzwungenen γ -Rotation ist rot hervorgehoben.

In Abbildung 3.24 sind gemittelte Strukturen der Bindungstaschenregion der βTP -

Untereinheit vor sowie nach 120o Rotation und anschließender freier Dynamik ge-

zeigt. Außerdem sind ausgewählte Abstände zwischen wichtigen Arginin-Residuen
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der Bindungstasche und dem jeweils nächsten Phosphoratom des ATP als Funkti-

on der Simulationszeit aufgeführt. Aus den dargestellten Konformationen der βTP -

Bindungstaschenregion und den Arginin – ATP Distanzen wird ein Mechanismus er-

sichtlich: Die Arginine βTP -Arg191, αTP -Arg373 und βTP -Arg189 werden sequentiell

vom ATP weggezogen. Diese Sequenz beginnt kurz nach der erzwungenen γ -Rotation

mit einer Verschiebung des Arg191 um 5 Å in Richtung von αTP , wo es eine neue

Wasserstoffbrücke zum αTP -Gln163 ausbildet und dadurch die Wechselwirkung zum

ATP schwächt. Anschließend reißen die Wasserstoffbrücken zwischen ATP und den

Residuen αTP -Arg373 und βTP -Arg189 und senken damit die ATP Bindungsaffini-

tät. Gerade von diesen beiden Argininen konnte bereits in Mutationsexperimenten

gezeigt werden, daß sie essentiell sind für die Förderung der mehrseitigen Rotations-

katalyse [38,198,211]. Simultan mit dem Riß der ersten Wasserstoffbrücke geht auch

die Koordinierung des Magnesium-Ions (grün) durch βTP -Thr163 verloren.

Unter der Annahme, daß die Bindungsaffinität des Substrates durch die Wechsel-

wirkungsenergie mit der Umgebung dominiert ist, gibt die in Abbildung 3.24 dar-

gestellte Summe aus van der Waals- und Coulomb-Wechselwirkung zwischen ATP

und allen Protein-Bindungstaschenatomen in einer 8 Å Umgebung vom Substrat, ei-

ne Abschätzung der Affinitätsänderung. Für die Coulomb-Energie wurde dabei eine

effektive Abschirmung mit ε = 5 verwendet, um dem bei dieser einfachen Abschät-

zung nicht explizit mitberechneten Lösungsmittel Rechnung zu tragen. Man erkennt,

daß die Wechelwirkungsenergie beginnend mit der γ -Rotation kontinuierlich um

ca. 100 kJ/mol ansteigt — und damit die Bindungsaffinität für ATP entsprechend

abfällt. Experimentell ergibt sich aus Raten der einseitigen Hydrolyse zum Vergleich

ein Wert von ca. 40 kJ/mol (s. Kapitel 5).

3.10 Zusammenfassung und Diskussion

Aus Simulationen der isolierten γ -Untereinheit, bestehend aus umeinander gewun-

denen α -Helices, konnte eine mit Aktinfilamenten vergleichbare Elastizität bestimmt

werden (E = (2,5± 0,9)×109 Nm−2). In Ermangelung theoretisch oder experimen-

tell verfügbarer Daten wurde die anzusetzende Elastizität für die γ -Untereinheit

bisher kontrovers in der Literatur diskutiert: So favorisiert die Arbeitsgruppe von

Wolfgang Junge [46] die Elastizität ähnlich eines Aktinfilaments, während Endo et

al. [55] den dreifach größeren Wert einer Collagen-Dreifachhelix (5×109 Nm−2, [230])

für geeigneter halten. Der gefundene Torsionswiderstand erlaubt in Einklang mit

unterschiedlichen Modellen für die F1-ATP Synthase [25, 46, 231] bei einer Verdril-

lung um 120o die Speicherung von ca. 50 kJ/mol im Stiel bzw. im Rotor der ATP
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Synthase, derjenigen Menge also, die für die Synthese eines ATP-Moleküls erfor-

derlich ist. Diese Elastizität kann damit auch das ’Kopplungs’-Problem zwischen

der Fo- und der F1-ATP Synthase aufgrund der bereits erwähnten unterschiedlichen

Zahl der c-Untereinheiten in der Fo-ATPase unterschiedlicher Organismen9 lösen.

Da die F1-ATP Synthase immer drei aktive Bindungsstellen aufweist, variiert mit

der Zahl der c-Untereinheiten auch die Zahl der Protonen, die zur Synthese eines

ATP-Moleküls erforderlich sind. Durch Speicherung der Energie von 1 – 3 Protonen

könnte die γ -Untereinheit hier eine elastische Drehmomentübertragung zwischen Fo

und F1 erlauben, sozusagen als eine ’elastische Kurbelwelle’ wirken.

Aus den Molekulardynamik-Simulationen der erzwungenen Rotation der γ -Unter-

einheit innerhalb des (αβ)3 -Komplexes und damit der Simulation der ersten Schritte

der ATP Synthese haben wir intermediäre Strukturen für den mechanisch-chemi-

schen Energietransfer im F1-Anteil der ATP Synthase gewonnen. Viele aus dem

Vergleich der Kristallstrukturen erwartete Konformationsänderungen innerhalb der

β -Untereinheiten oder der katalytischen (βTP -) Bindungstasche konnten reprodu-

ziert werden. Daß diese Bewegungen nicht artifiziell erzwungen wurden, zeigt, daß

die notwendig gegenüber der physiologischen Zeitskala von Mikrosekunden schnel-

lere Bewegung der γ -Untereinheit in der Simulation, die Dynamik nicht ernstlich

stört.

Andere Konformationsänderungen — wie das spontane, substratunabhängige Schlie-

ßen der vormals offenen βE -Untereinheit oder die genauen strukturellen Änderungen

in der βTP -Bindungstasche — und deren Dynamik ergänzen und vervollständigen

die verfügbaren strukturellen und dynamischen Informationen oder Modellansätze.

So benötigt das Schließen der βE -Untereinheit nur wenige Nanosekunden, die End-

struktur repräsentiert vermutlich eine intermediäre Struktur in Syntheserichtung vor

der ADP- oder Phosphat-Bindung, während die kürzlich strukturaufgelöste halb-

geschlossene β -Untereinheit als Intermediat in Hydrolyse-Richtung vor der ADP-

Freisetzung interpretiert wurde [192].

Das sequentielle Zurückziehen der geladenen Arginin-Residuen in der βTP -Bindungs-

tasche und die dadurch erniedrigte ATP-Affinität unterstützt das (qualitative) Zip-

per-Modell von G. Oster und H. Wang (s. Abschnitt 3.1 [49, 234]) und gibt mi-

kroskopischen Aufschluß über die Konformationsänderungen der Bindungstasche.

Neben der Senkung der ATP-Affinität für die βTP -Bindungstasche konnte außer-

dem eine Erhöhung der ADP- bzw. Phosphat-Affinität für die leere βE -Untereinheit

festgestellt werden. Auch der nach dem Bindungswechselmechanismus erwartetete

910 c-Untereinheiten in Hefe [232], 11 in Ilyobacter tartaricus [30], 12 als Vorhersage für Escherichia
coli [28], 14 in Spinat-Chloroplasten [233]
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Affinitätswechsel für die jeweiligen Substrate in den unterschiedlichen Bindungsta-

schen wird also durch die erzwungenen ersten Syntheseschritte in der MD-Simulation

korrekt wiedergegeben.

Im Unterschied zu füheren Interpolationen zwischen den bekannten intermediären

Konformationen [45], stellen die Simulationen außerdem ein kausales Bild der struk-

turellen Änderungen zwischen den Konformationen zur Verfügung und helfen damit,

zwei Routen für den Energietransfer zu identifizieren. Dabei liegt die Geschwindig-

keit der Konformationsänderungen auf dieser Route gerade unterhalb der für Pro-

teine typischen Geschwindigkeit von 1 m/s, ab der Reibungskräfte wichtig werden.

Die beobachtete Geschwindigkeit der strukturellen Änderungen ist also verträglich

mit der gemessenen fast 100 %igen Effizienz des Enzyms [46].

Gleichzeitig lassen die Simulationen eine einfache Erklärung zu für das überraschen-

de experimentelle Ergebnis, daß Mutationen in der erhaltenen DELSEED-Region,

die die hohe Ladung erniedrigen, kaum Einfluß auf die Hydrolyserate und keinen

meßbaren Einfluß auf das Drehmoment besitzen: die Bewegung der C-terminalen

Domäne der βTP -Untereinheit ist sterisch dominiert. Insofern spielen elektrostati-

sche Wechselwirkungen in dieser Region für die F1-ATPase eine geringe Rolle.

Einige aus einem Vergleich der geschlossenen βTP - mit der offenen βE -Konformation

heraus erwartete Konformationsänderungen konnten während der Simulationszeit-

spanne nicht gesehen werden, offensichtlich verlaufen sie auf langsameren Zeitskalen

als die den MD-Simulationen zugänglichen. So ist die Abwärtsbewegung der Helix H

in der βTP -Untereinheit unvollständig wie auch die entsprechend dem Bindungs-

wechselzyklus erwartetete Aufwärtsbewegung dieser Helix in der βE -Untereinheit.

Daher nehmen wir an, daß diese Konformationsänderung ausgelöst wird durch die

ATP-Freisetzung bei βTP bzw. die ADP/Phosphat-Bindung in βE .

Eine weitere Spekulation ist, daß die vorgeschlagenen langsamen Konformationsbe-

wegungen mit der substratkonzentrations-unabhängigen Pause zwischen den kürz-

lich beobachteten 90o und 30o Unterschritten [20] eines 120o-Schrittes eines Reakti-

onszyklus zusammenhängen.

Zur besseren Charakterisierung und auch zur Validierung des in Simulation I gefun-

denen Konformationsübergangs der βE -Untereinheit wurden zusätzlich Langzeit-

Simulationen der isolierten β -Untereinheit mit unterschiedlichen Startkonformatio-

nen sowie unterschiedlichen Nukleotidbesetzungen durchgeführt. Sie werden im fol-

genden Kapitel beschrieben.



Kapitel 4

Langzeit-Simulation einer isolierten

β -Untereinheit

Bei der Simulation der F1-ATPase im vorangehenden Kapitel konnte eine große und

spontane Konformationsänderung der im Kristall offenen βE -Untereinheit festge-

stellt werden. Was ist die Ursache dieser Konformationsänderung? Eine Möglichkeit

ist, daß diese rotationsinduzierte Klappbewegung der βE -Untereinheit von der of-

fenen in die geschlossene Konformation (vgl. Simulationssysteme Abb. 4.1) bedingt

ist durch spezifische Wechselwirkungen mit der γ - oder auch den benachbarten

α -Untereinheiten. Oder aber es handelt sich bei der Schließbewegung um das Ent-

spannen einer zuvor gespannten ’Feder’, so daß das Rück-Klappen lediglich durch

sterische Behinderung durch die γ -Untereinheit blockiert wurde [4]. Zwischen die-

sen beiden Möglichkeiten zu unterscheiden, ist für den im nachfolgenden Kapitel

diskutierten Bindungswechselmechanismus von entscheidender Bedeutung.

In der Literatur wird bislang die Ansicht vertreten, daß eine leere β -Untereinheit,

also ohne gebundenes Substrat, die offene Konformation annimmt. Diese Überlegung

gründet sich auf folgende experimentelle Befunde:

• Die substratfreie β-Untereinheit in der mitochondrialen F1-ATPase nimmt die

offene Konformation (O) an [4].

• In der substratfreien (αβ)3 -Struktur des thermophilen Bacillus PS3 befinden

sich alle β -Untereinheiten in der O-Konformation [226].

• In der aus mitochondrialer Rattenleber gewonnenen (αβ)3γ -Struktur [42] sind

alle Bindungstaschen mit ADP, aber ohne Magnesium besetzt. Alle β -Unter-

einheiten nehmen hier die geschlossene (C-) Konformation an.

• Mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenz-Mikroskopie konnte eine Änderung der

Größe bzw. der Form der Escherichia coli (EF1) F1-ATPase unter Bindung

von Nukleotiden nachgewiesen werden [235]. Die Diffusionskonstante erhöht

69
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Abbildung 4.1: Simulationssysteme. Als Startstrukturen wurden die isolierte β -Unterein-
heit sowohl in der geschlossenen Konformation (βTP ) mit (A) und ohne Substrat (B) als
auch in der offenen (βE ) Konformation (C) verwendet.

sich um ca. 15 % und legt damit nahe, daß sich die substratfreie ATPase in der

OOO- oder wenigstens in der COO-Konformation befindet.

Zur PS3-Struktur ist anzumerken, daß eine zweifach negativ geladene Sulfatgruppe

(SO2−
4 ) in allen Bindungstaschen gebunden ist und die untere C-terminale Domä-

ne einen vergleichsweise hohen Temperaturfaktor (ca. 100 Å2) aufweist. Weiterhin

ließ sich diese Struktur nicht mit elektronenmikroskopischen Bildern der substrat-

freien ATPase zur Deckung bringen — im Gegensatz zur mitochondrialen ATPase-

Struktur [236]. Es ist also möglich, daß die OOO-Konformation der (αβ)3 -Struktur

nicht der nativen Konformation der substratfreien (αβ)3γ -ATPase entspricht.

Mit der CCC-Konformation der Rattenleber-Struktur ist unverträglich, daß die

CCC-Konformation bei der Rinderherz-ATPase nicht ohne sterische Behinderun-

gen aus der Kristallstruktur modelliert werden kann [237].

Neben obigen experimentellen Ergebnissen trug eine theoretische Studie von G.

Oster und H. Wang [44, 45, 49] zum Rotationsmechanismus der F1-ATPase zu dem

Bild bei, daß die offene β -Untereinheit mit der substratfreien β -Untereinheit gleich-

gesetzt wurde.

In diesem Kapitel wird über drei Langzeit-Simulationen von isolierten β -Unterein-

heiten in unterschiedlichen Konformationen und unterschiedlicher Nukleotidbeset-
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zung der Frage nach der Gleichgewichtskonformation dieser Untereinheit der F1-ATP

Synthase nachgegangen. Damit sollen sowohl die Simulationen am Gesamtkomplex

ergänzt als auch der gefundene spontane Konformationsübergang der offenen βE -

Untereinheit in die geschlossene Konformation und dessen Abhängigkeit von der

Umgebung untersucht werden. Ein Vergleich der Simulationsergebnisse erfolgt so-

wohl mit der offenen und geschlossenen Kristall-Konformation als auch mit der neu

aufgelösten halb-geschlossenen β -Konformation, H (PDB-Eintrag 1H8E). Sie wur-

de als intermediärer Zustand bei der Hydrolyse vor der ADP-Freisetzung interpre-

tiert [192].

4.1 Simulationssystem

Für die Langzeit-Simulationen wurden die drei folgenden Systeme einer isolierten

β -Untereinheit ausgewählt (vgl. Abb. 4.1):

• eine βTP -Untereinheit mit gebundenem ADP und Magnesium (Simulation A),

• eine βTP -Untereinheit ohne Substrat und mit Magnesium (Simulation B) sowie

• eine βE -Untereinheit ohne Substrat und ohne Magnesium (Simulation C).

Da Langzeit-Simulationen durchgeführt werden sollten, und die Größe des Simula-

tionssystems bei Verwendung periodischer Randbedingungen nicht weit über 50.000

Atomen lag, wurden die Simulationen mit GROMACS [96] durchgeführt, das etwa

um einen Faktor zwei schnellere Simulationen als EGO [94] erlaubt.

Ausgangspunkt für alle Simulationen war die neuere Kristallstruktur [197] (PDB-

Eintrag 1E79) mit einer verbesserten Auflösung von 2,4 Å, aus der die entsprechen-

den obigen β -Untereinheiten (mit oder ohne Substrat) isoliert wurden. Für die Para-

meter wählten wir das GROMOS87-Kraftfeld [238] mit expliziten Wasserstoffatomen

an aromatischen Residuen. Temperatur und Druck wurden mit Kopplungskonstan-

ten von τT = 0, 1 ps−1 bzw. τP = 1, 0 ps−1 an entsprechende Bäder gekoppelt (vgl.

Abschnitt 2.2.2, [109]). Auch bei diesen Simulationen berücksichtigten wir alle elek-

trostatischen Wechselwirkungen, hier mit Hilfe der (Fast) Particle-Mesh Ewald (kurz

PME) Methode (s. Kapitel 2.2.5); für die Berechnung der van der Waals Kräfte wur-

de ein Cut-off Radius mit 10 Å gewählt. Die Verwendung von LINCS [108] erlaubte

eine Schrittweite von 2 fs. Die Kristallstruktur wurde in einem Quader mit ca. 15.700

SPC-Wassermolekülen [141] gelöst, nach der Energieminimierung wurden 18 elek-

trostatisch günstig plazierte Wassermoleküle durch Na+-Ionen (bzw. 16 im Fall der

substratfreien βTP -Untereinheit) ersetzt.
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Anzahl der Atome im Simulationssystem:

davon Simulation A: 51.438

Simulation B: 51.446

Simulation C: 51.588

davon Protein: 4.404

ADP (in Simulation A): 32

Mg2+ (in Simulationen A, B): 1

Wasser (A,B,C): 46.983, 47.025, 47.166

Na+-Ionen: 18 in A und C (16 in B)

Randbedingung: periodisch

Kraftfeld Protein GROMOS87 [238]

Kraftfeld Wasser SPC [141]

Temperatur: 300 K

Zeitkonstante für die Wärmebadkopplung 0,1 ps−1

Simulationszeit jeweils 12,5 ns

Tabelle 4.1: Simulationsparameter für Langzeit-Simulationen der isolierten β -Untereinhei-
ten der F1-ATPase.

Die Simulationsdauer der βTP -Systeme wie auch des βE -Systems beträgt 12,5 ns.

4.2 Substratinduzierte Konformationsänderungen

der β -Untereinheit

Freie Dynamik: Geschlossene (C-) / Offene (O-) Konformation

Die mittleren quadratischen Abweichungen der isolierten geschlossenen β -Unterein-

heiten (s. Abbildung 4.2) mit und ohne gebundenes Substrat weisen keine signifikan-

ten Unterschiede auf, der rmsd stabilisiert sich jeweils bei einem Wert von ca. 2,6 Å.

Die Simulation der isolierten offenen βE -Untereinheit weist dagegen eine auffällig

große Abweichung von ca. 4,0 Å von der Kristallstruktur auf. Eine Analyse der Fluk-

tuationen der letzten 10 ns der MD-Simulationen ergibt eine Korrelation mit dem

B-Faktor der jeweiligen Kristallstruktur-Untereinheit von 0,38 für die Simulationen

der geschlossenen und 0,49 für die offene β -Untereinheit. Für die DELSEED-Sequenz

(Residuen 394 – 400) sowie den anschließenden Helices 1 und 2 (Residuen 373 – 422,

vgl. Anhang Abb. A.1 und Abb. A.2) sind die entsprechenden Werte dagegen 0,65

für βTP und sogar 0,82 für βE (Abb. 4.3). Diese hervorragende Übereinstimmung
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Abbildung 4.2: Die mittlere quadratische Abweichung (rmsd) der isolierten offenen (ge-
strichelt) sowie der geschlossenen β -Untereinheit mit (grau) und ohne (schwarz) Substrat
während einer Langzeit-Simulation (freie Dynamik) von der jeweiligen Kristallstruktur.

Abbildung 4.3: Vergleich der B-Faktoren aus Röntgenstruktur und MD-Simulation für die
Residuen 373 – 422. Die B-Faktoren aus der MD-Simulation der offenen β -Untereinheit
(schwarze Kurve) korrelieren sehr gut mit den entsprechenden Werten der offenen β -
Kristallstruktur (durchgezogene graue Kurve). Zum Vergleich sind die Kristall-B-Faktoren
für die geschlossene β -Untereinheit gezeigt (grau gestrichelt). Der Bereich der DELSEED-
Sequenz ist durch die senkrechten Striche markiert. Die fast regelmäßigen Maxima sind
bedingt durch die α -helikale Struktur der betrachteten Residuen.

besonders für die offene βE -Konformation rührt vermutlich daher, daß der untere

Teil der βE -Untereinheit in der (αβ)3γ -Kristallstruktur herausgeklappt ist, also nur

wenig Kontakt zu benachbarten Untereinheiten besitzt und deshalb größere Fluk-

tuationen erlaubt (vgl. graue Kurven in Abb. 4.3) als die entsprechende Domäne bei

der geschlossenen β -Konformation. Die größere Beweglichkeit der unteren Domäne

der Kristall-βE -Untereinheit ist damit vergleichbar mit der Situation der isolierten

β -Untereinheit in den Simulationen.

Bleibt die jeweilige Konformation der β -Untereinheit in den Simulationen nun erhal-

ten oder sehen wir einen von der Substrat-Bindung abhängigen Übergang zwischen
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Abbildung 4.4: Konformationsänderungen. Gezeigt sind jeweiligen Kristallstrukturen so-
wie über 100 ps gemittelte Simulations-Endstrukturen mit farblich kodierten Abweichun-
gen von der Kristallstruktur (grau) nach Anpassung an Kopf- und Nukleotid-Domäne (Re-
siduen 9 – 363) der Kristallstruktur. Unter (A) ist das Resultat für die βTP -Untereinheit
mit ADP und Mg2+ dargestellt, in (B) βTP nur mit Mg2+ und in (C) die leere βE -
Untereinheit. Substrate der Kristallstruktur sind blau gefärbt, die aus der simulierten
Struktur orange. Die obere Reihe zeigt die β -Untereinheiten aus Sicht der jeweils benach-
barten α -Untereinheiten, die untere Reihe dagegen aus Sicht der γ -Untereinheit.

der offenen und der geschlossenen β -Konformation?

Zur Beantwortung dieser Frage betrachten wir zunächst eine Überlagerung der je-

weiligen Endstrukturen der Simulationen mit den entsprechenden Kristallstrukturen

(Abbildung 4.4). Sowohl für die Simulation der offenen (Simulation C) als auch

für die freie Dynamik der substratfreien geschlossenen Untereinheit (Simulation
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Abbildung 4.5: Vergleich der Fluktuationen der β -Untereinheit bei unterschiedlichen An-
fangsstrukturen. Gezeigt sind die Eigenwerte aus der massengewichteten Kovarianzanalyse
von Simulationen der isolierten β -Untereinheiten (βE : schwarz, βTP mit Substrat grau,
βTP ohne Substrat schwarz umrandet bzw. gestrichelt) sowie deren kumulierter Anteil an
der gesamten Konformationsänderung.

B) treten deutliche, offensichtlich mit dem Substrat bzw. dem Fehlen des Sub-

strates zusammenhängende Konformationsänderungen auf. Die substratfreie βTP -

Untereinheit (Simulation und Abbildung B) zeigt eine Translation der C-terminalen

Helices 1 und 2 (zur Notation siehe Abb. A.2) und der verbindenden DELSEED-

Region von bis zu 4,4 Å in Richtung der offenen Konformation sowie der im Gesamt-

komplex benachbarten αTP -Untereinheit (vgl. Abb. 3.1 für den Gesamtkomplex), die

entsprechende Region in der βE -Untereinheit eine entgegengesetzte Translation von

sogar bis zu 15 Å in Richtung der C-Konformation und der im Komplex benachbar-

ten αTP -Untereinheit.

Zur Trennung von Fluktuationen kleiner Amplitude von Domänenbewegungen gro-

ßer Amplitude bestimmen wir durch Diagonalisierung der Kovarianzmatrix (s. Ab-

schnitt 2.3.1) die essentiellen Konformationsunterräume [179]. Eine Gegenüberstel-

lung der jeweiligen Eigenwertspektren aus einer (massengewichteten) Kovarianzana-

lyse der Hauptkettenatome in Abbildung 4.5 zeigt, daß der größte Eigenwert im

Fall der Simulation der βE -Untereinheit ca. 2–3fach größer ist als für die Simula-

tionen der geschlossenen β -Untereinheit. Außerdem ist in der Abbildung 4.5 der

kumulierte Anteil der Eigenwerte an der Gesamtbewegung aufgeführt: Für die βE -

Untereinheit verläuft 40% der Gesamtbewegung entlang des ersten Eigenvektors, für

die geschlossenen β -Untereinheiten dagegen lediglich ca. 20% (Simulation A) bzw.

14% (Simulation B).

Zur genauen strukturellen Charakterisierung der auftretenden Konformationsände-

rungen in der Simulation wurde mit Hilfe des Programms DYNDOM [221,222] eine

Domänenanalyse vorgenommen, bei der die notwendigen Translationen und Rota-
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Abbildung 4.6: Domänenbewegungen in der β -Untereinheit aus Simulation und Kristall-
struktur (DYNDOM-Analyse, [221,222]). Die Abbildungen zeigen die Hauptkette der βE -
Untereinheit. Die Domänen, durch deren Rotation um die Rotationsachse die zwei jeweils
analysierten Strukturen ineinander überführt werden können, sind farblich gekennzeich-
net (rot bzw. blau). Der Pfeil markiert die Rotationsachse, die Domäne mit der Farbe
der Pfeilspitze rotiert relativ zur Domäne mit der Farbe des Pfeilschafts (Richtung ent-
sprechend der Rechte Hand Regel). Die gelb gefärbten Residuen befinden sich nahe der
Rotationsachse und werden daher als ’Scharnierresiduen’ bezeichnet. Folgende Strukturen
wurden analysiert: (A) Kristallstruktur und über 100 ps gemittelte Endstruktur, (B) Ex-
tremprojektionen der Simulationstrajektorie auf den ersten Eigenvektor sowie (C) offene
und geschlossene β-Kristallstruktur.

tionen einzelner Domänen zweier gegebener Strukturen berechnet werden, die diese

Strukturen ineinander überführen. Die Ergebnisse der Domänenanalyse für die offene

βE -Untereinheit sind in Abbildung 4.6 dargestellt sowie im Einzelnen in Tabelle 4.2

aufgeführt. Es werden zum einen die Kristallstruktur mit der über 100 ps gemittelten

Simulations-Endstruktur (Abb. 4.6 A) und zum anderen die beiden Extremprojek-

tionen1 der βE -Simulationstrajektorie entlang des ersten Eigenvektors (Abb. 4.6 B)

verglichen: Die Abbildung zeigt für die jeweilig betrachteten Strukturpaare die rela-

tiv zueinander bewegten Domänen (rot bzw. blau) und den zugehörigen Rotations-

vektor (Rechte Hand Regel für die Domäne mit der Farbe der Pfeilspitze). Außerdem

sind die Residuen gekennzeichnet (gelb), die sich nahe der Rotationsachse befinden.

Diese werden im folgenden als ’Scharnierresiduen’ bezeichnet.

1Unter Extremprojektionen werden diejenigen Strukturen der Trajektorie verstanden, für die das
Skalarprodukt mit dem ersten Eigenvektor ein Minimum bzw. Maximum einnimmt.
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Für die Analyse von Kristallstruktur und (über 100 ps gemittelter) simulierter End-

struktur (Abb. 4.6 A) ergibt sich eine Rotation von 25,0o der C-terminalen unte-

ren Domäne sowie Teilen der Nukleotid-Bindungsdomäne der β -Untereinheit relativ

zum N-terminalen Kopfteil (Residuen 9 – 100). Der Rotationsvektor hat einen Anteil

senkrecht zur Teilchenachse2, der den unteren Teil der β -Untereinheit hochklappen

läßt — vergleichbar mit der Konformationsänderung von offener zu geschlossener

β -Kristallstruktur (vgl. Abb. 4.6 C) —, und einen Anteil parallel zur Teilchenach-

se, der eine Klappbewegung des C-terminalen unteren Anteils in die Zeichenebene

hinein beschreibt. Der erste Eigenvektor (Abb. 4.6 B) beschreibt im wesentlichen die

große Konformationsänderung (Rotation um 29,9o) der an die DELSEED-Sequenz

anschließenden Helices 1 und 2 sowie der Helix H (Notation siehe Anhang A).

Simulation, tot. Simulation C,

1. Eigenvektor

βTP /βE -

Kristallstruktur

Fixierte Domäne 86–95, 102–109,
112–115, 121–148,
155–169, 182–184,
193–206, 212–216,
235–253, 294–306,
331–470

14–86 10–132, 173–175,

180–186, 189–255,

257–271, 275–330

Bewegte Domäne 13–85, 96–101,
116–120, 149–154,
168–181, 185–192,
218–234, 254–293,
308–330

329–426 133–155, 160–172,

331–390, 392–463

Achsenresiduen 95–96, 102, 148,
181–184, 216–217,
236, 253–254

84, 96–99, 115–116,
118, 120–127, 234–
235, 237–238, 241,
295, 299

330–331

Rotationswinkel 25,0 29,9 26,9

%/Schließbewegung 47,7 80,6 68,1

Tabelle 4.2: Domänenanalyse der βE -Simulation und des βTP /βE -Vergleichs der Kri-
stallstruktur. Die Domänenanalyse der Simulation (tot., 2. Spalte) beruht auf der Analyse
von Startstruktur und der über 100 ps gemittelten Endstruktur, die Domänenanalyse des
ersten Eigenvektors (3. Spalte) auf den beiden Extremalprojektionen der Trajektorie auf
den ersten Eigenvektor.

2Achse, die N- und C-Termini der β -Untereinheit verbindet, näherungsweise parallel zur Lage der
γ -Untereinheit
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Residuum Simulation C βTP /βE -Kristall

∆φ ∆ψ ∆φ ∆ψ

Gly-156 168,9 8,3 73,8 54,8

Gly-157 -80,7 -36,7 0,6 -50,3

His-177 31,5 103,1 63,1 151,1

Gly-178 70,5 -119,4 -135,2 -101,9

Gly-179 -109,4 168,2 68,4 69,5

Gln-221 -25,4 115,9 6,7 42,7

Ala-278 95,7 114,3 6,0 -3,4

Val-279 -153,2 36,0 -0,2 15,3

Ala-314 -108,9 68,5 2,5 3,3

Asp-315 29,6 -97,9 29,5 -32,7

Val-363 -16,5 -178,27 3,8 5,6

Gly-364 -174,5 2,4 -5,5 -9,2

Ile-390 17,3 -146,0 -1,2 -161,2

Leu-391 100,00 -3,9 110,9 7,1

Tabelle 4.3: Dihedralwinkelanalyse. Verglichen werden Anfangs- und Endstruktur der Si-
mulation der offenen βE -Untereinheit (Simulation C) sowie der offenen und geschlossenen
Kristallkonformation. Aufgeführt sind Residuen mit großer Änderung mindestens eines
Dihedralwinkels. Residuen mit in Kristallstruktur und Simulation vergleichbarer Dihe-
dralwinkeländerung sind fett gedruckt.

Die ’Scharnierresiduen’ bzw. die Residuen nahe der Rotationsachse in Abb. 4.6 A

verlaufen durch das zentrale β -Faltblatt der Nukleotid-Bindungsdomäne (vgl. Abb.

A.2). Es handelt sich um die Residuen (vgl. Tabelle 4.2) 95, 96, 102, 181 – 184, 216,

217, 253 und 254. In einer Analyse der Dihedralwinkel der Hauptgruppenatome

der Rinderherz-Kristallstruktur [4] und darauf aufbauenden Mutationsstudien [239]

wurden dagegen die benachbarten Residuen 177 – 179 (His-Gly-Gly) als Scharnier-

residuen identifiziert. Mutation von ein oder zwei Residuen hatte allerdings keinen

signifikanten Einfluß auf die Aktivität der ATPase. Erst die Ersetzung aller drei

Residuen durch Alanin führte zu einem drastischen Abfall der Aktivität. In der Tat

zeigt eine Analyse der Änderung der Dihedralwinkel in der Simulation der offenen

β -Untereinheit besonders in diesem Bereich eine starke Korrelation zu den kristal-

lographischen Daten (s. Tabelle 4.3). Der Korrelationskoeffizient unter Berücksich-

tigung aller Residuen beträgt 0,34, für den Residuenbereich 169 – 183 dagegen für

ψ 0,85, für φ ca. -0,50. Im Gegensatz zu oben genannter Mutationsstudie legen die-

se Resultate nahe, daß es sich bei dem Klappmechanismus in den β -Untereinheiten
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Simulationssystem ~E1 · (~βTP − ~βE) ~E1 · (~βTP − ~βH) σC−O σC−H

βE -Simulation 0,365 0,373 0,151 0,176

βTP -Sim. mit Substrat 0,088 0,005 0,027 0,002

βTP -Sim. ohne Substrat 0,044 0,040 0,011 0,012

Tabelle 4.4: Skalarprodukt des ersten Eigenvektors ( ~E1) des jeweiligen Simulationssy-
stems mit den Verbindungsvektoren der offenen (PDB-Eintrag: 1E79 [197]) zur geschlos-
senen β -Kristallstruktur (PDB-Eintrag: 1E79) sowie der offenen zur halb geschlossenen
β -Kristallstruktur (PDB-Eintrag: 1H8E [192]) und der jeweilige normierte Überlapp der
Kovarianzmatrix aus der Simulation mit dem Differenzvektor zwischen geschlossener und
offener Konformation (σC−O) sowie zwischen geschlossener und halb geschlossener Kon-
formation (σC−H).

der ATPase nicht um eine einfache Rotation mit wenigen Scharnierresiduen handelt,

sondern um eine komplexere Rotation, die eine Bewegung senkrecht zur Teilchenach-

se mit einschließt. Dieses Resultat wird durch den Vergleich mit der neu aufgelösten

halb geschlossenen β -Konformation untermauert, in der erstmals im Kristall eine

Rotation senkrecht zur Teilchenachse aufgelöst wurde, ähnlich der hier beschriebe-

nen, jedoch mit anderem Vorzeichen, was damit erklärt werden kann, daß es sich

um einen intermediären Zustand in Hydrolyse-Richtung handelt.

Um die beobachteten Konformationänderungen in den Simulationen in Beziehung

zu setzen zu den unterschiedlichen, in Kristallen beobachteten Konformationen C,

O und H und damit geeignet zu quantifizieren, wurde wieder eine Kovarianzanalyse

— also eine Bestimmung der Eigenvektoren der Kovarianzmatrix — durchgeführt,

nun allerdings beschränkt auf die Hauptketten-Atome der in der halb geschlossenen

Struktur aufgelösten Residuen 9 – 126 sowie 129 – 464. Die Projektion des ersten Ei-

genvektors der Simulation auf den Verbindungsvektor zwischen geschlossener und of-

fener β -Kristallkonformation (im Konformationsraum) ergibt für die Simulation der

zunächst offenen βE -Untereinheit einen sehr hohen Wert von 0,365, für die Simula-

tionen der geschlossenen βTP -Untereinheit mit bzw. ohne Substrat dagegen lediglich

0,088 bzw. 0,044 (s. Tabelle 4.4). Die offene βE -Untereinheit zeigt also auch in dieser

Analyse einen Übergang in Richtung der geschlossenen Konformation. Als weiteres

Maß für die Ähnlichkeit zwischen Simulation und Kristallstrukturen berechneten wir

den normierten Überlapp σ zwischen den entsprechenden Kovarianzmatrizen M :

σ = 1−

√
Sp(
√
MK −

√
MS)2√

Sp(MK) + Sp(MS)
. (4.1)

Sp bezeichnet die Spur einer Matrix, die Indizes K und S unterscheiden zwischen
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Abbildung 4.7: Projektionen (in nm) der MD-Trajektorien auf den durch die drei β -
Konformationen aufgespannten Unterraum. Die von der C-Konformation startende Si-
mulation ohne Substrat aber mit Magnesium ist in schwarz dargestellt, mit Substrat in
grau. Die Simulation der offenen βE -Untereinheit startet von O (dunkelgrau). Die Kri-
stallstrukturen sind durch Kreise markiert.

den Kovarianzmatrizen für Kristallstruktur (K) sowie Simulation (S). Der normierte

Überlapp wird 1 für identische Matrizen sowie 0, falls die betrachteten Unterräume

orthogonal zueinander sind. Auch für den Überlapp der gesamten Kovarianzmatrix

aus der Simulation der offenen βE -Untereinheit mit dem Differenzvektor zwischen

geschlossener (C) und offener (O) oder halb geschlossener (H) β -Untereinheit er-

halten wir einen signifikant von 0 verschiedenen Wert von 0,151 bzw. 0,176. In der

Projektion der jeweiligen Simulationen der isolierten β -Untereinheiten auf den durch

die drei Kristallkonformationen der β -Untereinheit aufgespannten zweidimensiona-

len Unterraum in Abbildung 4.7 nähert sich die substratfreie offene βE -Untereinheit

sogar bis auf 80% der geschlossenen Konformation. Die substratfreie β -Untereinheit

(schwarze Kurve in Abb. 4.7) ändert ihre Konformation hingegen nur geringfügig in

Richtung der halb geschlossenen H-Konformation bzw. der offenen O-Konformation.

4.3 Zusammenfassung und Diskussion

In den Langzeit-Simulationen der isolierten β -Untereinheit konnte ein spontaner

Konformationsübergang der βE -Untereinheit von der offenen in eine andere Kon-

formation beobachtet werden, die der geschlossenen Konformation ähnlich ist. Ein

Großteil des Übergangs findet innerhalb von nur 2 – 3 Nanosekunden statt. Zusam-

men mit den Ergebnissen aus dem vorangegangenen Kapitel kann daher geschlos-
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sen werden, daß die Gleichgewichtskonformation der substratfreien β -Untereinheit

die geschlossene Konformation ist. Insbesondere legen die Ergebnisse nahe, daß die

Schließbewegung der βE -Untereinheit nicht direkt durch die γ -Wechselwirkung oder

die Wechselwirkung mit den benachbarten α -Untereinheiten hervorgerufen wird. Die

Bewegung gleicht dem Entspannen einer vorgespannten Feder, die Geschwindigkeit

der Klappbewegung von etwa 5 Å/ns liegt gerade unterhalb der Grenze, ab der Rei-

bungskräfte in Proteinen eine Rolle spielen [69,93,223,224].

Die Simulationen der geschlossenen β -Untereinheit führen zu unterschiedlichen End-

zuständen: Die Konformation der geschlossenen βTP -Untereinheit mit gebundenem

ADP und Mg2+ ändert sich kaum, ohne ADP dagegen zeigt diese Untereinheit ei-

ne Konformationsänderung besonders der C-terminalen Domäne in Richtung der

halb-geschlossenen Konformation.

Welche Rolle das für die ATP Synthase unerläßliche Magnesium-Ion für die Konfor-

mation spielt, soll in zukünftigen Simulationen geklärt werden.
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Kapitel 5

Bindungswechselmechanismus und

Drehmomente

Bereits früh konnte gezeigt werden, daß sowohl die ATPase als auch die ATP Syn-

thase negative Kooperativität bei der Substratbindung und positive Kooperativität

bei der Katalyse aufweisen (s. Ref. [9] für einen Review). In Boyers Bindungswechsel-

mechanismus [9] mit alternierenden katalytischen Zentren und damit alternierenden

Affinitäten für Nukleotide (siehe Einleitung und Abbildung 1 B) stellt nicht die Syn-

these den energieverbrauchenden Schritt dar, sondern die hochkooperative Bindung

von Substraten an die Bindungstasche und die Freisetzung von Produkten aus die-

sen [240,241].

In bisherigen Modellen spielte die im Kristall offene βE -Untereinheit und ein mög-

licher Schließmechanismus im Zusammenhang mit der Substratfreisetzung oder -

bindung und Katalyse eine wichtige Rolle. Wie lassen sich die Ergebnisse aus den in

dieser Arbeit vorgestellten Simulationsstudien in einen Bindungswechselmechanis-

mus integrieren? Helfen sie, bisherige Diskrepanzen zwischen Modellen und experi-

mentellen Ergebnissen zu beseitigen?

In diesem Kapitel soll versucht werden, ein Modell für die Drehmomenterzeugung

und -übertragung in der F1-ATPase und der F1-ATP Synthase zu entwickeln, das

die verfügbaren experimentellen und theoretischen Daten konsistent integriert.

Im ersten Unterkapitel werden die gemessenen kinetischen Daten vorgestellt, be-

vor im folgenden unser Modell sowohl für die Hydrolyse als auch für die Synthese

dargestellt sowie ein alternativer Bindungswechselmechanismus vorgeschlagen wird.

5.1 Kinetik

Aus den Raten für die einseitige Hydrolyse — gemessen bei niedriger ATP-Kon-

zentration — lassen sich die freie Energiedifferenzen zwischen den unterschiedlichen

83
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Zuständen der β -Untereinheiten gewinnen [242]. Tabelle 5.1 listet die von Senior et

al. [207] bestimmten Raten der einseitigen Hydrolyse der Escherichia Coli ATPase

auf, wobei folgendes Reaktionsschema zugrundegelegt wurde:

F1 + ATP

k+1

⇀↽

k−1

F1 ◦ ATP

k+2

⇀↽

k−2

F1 ◦ ADP ◦ Pi

k+3

⇀↽

k−3

F1 ◦ ADP + Pi

k+4

⇀↽

k−4

F1 + ADP

k±1 k±2 k±3 k±4

+ 1.1 · 105 s−1M−1 0.12 s−1 1.2 · 10−3 s−1 1.6 · 10−3 s−1

– 2.5 · 10−5 s−1 0.043 s−1 4.8 · 10−4 s−1M−1 1.8 · 102 s−1M−1

Tabelle 5.1: Gemessene Raten der einseitigen Hydrolyse der Escherichia Coli ATPase [207].

Die freie Energiedifferenz zwischen den jeweiligen Zuständen berechnet sich nun für

die Reaktion

X

k+i

⇀↽

k−i

Y

nach

∆Gi = GX −GY = −kBT ln
k+i

k−i
. (5.1)

Damit erhalten wir für die physiologischen Konzentrationen bei der Escherichia coli

(c[Pi]=6 mM, c[MgATP]=3 mM, c[ADP]=0,4 mM, [32,243,244]) die jeweiligen freien

Energiedifferenzen ∆G:

∆GATP := ∆G1 ≈ −16, 4 kBT ,

∆GATP−ADP := ∆G2 ≈ −1, 0 kBT ,

∆GP := ∆G3 ≈ −6, 0 kBT ,

∆GADP := ∆G4 ≤ +3, 8 kBT .

Die Notation leitet sich aus obigem Reaktionsschema ab. Die Konzentration für

ADP ist ein Maximalwert und damit auch die angegebene Energiedifferenz ∆GADP .

Die Raten der einseitigen Hydrolyse weisen auf zwei größere Sprünge in der freien

Energie hin: Ein Großteil der Energie wird danach bei der Bindung von ATP sowie

bei der Freisetzung von Phosphat frei. Im Modell von Oster und Wang [45,49] werden

diese Reaktionen daher als drehmomenterzeugend betrachtet.
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5.2 Drehmomenterzeugung und -übertragung

Ein Modell für die Drehmomenterzeugung und -übertragung bei der Synthese oder

Hydrolyse sollte folgende Eigenschaften besitzen, um nicht in Widerspruch zu expe-

rimentellen Daten zu geraten:

• Der Katalyse-Mechanismus sollte konsistent sein mit der im Experiment be-

obachteten Rotationsrichtung der γ -Untereinheit [16]. Aufgrund der Reversi-

bilität sollte das Modell ferner mit einer Rotation der γ -Untereinheit in ent-

gegengesetzter Richtung für die Synthese vereinbar sein.

• Der Mechanismus sollte das Modell der dreiseitigen Hydrolyse unterstützen,

das im Mittel eine Besetzung aller drei Bindungstaschen zur Folge hat [53].

• Zur Gewährleistung der beobachteten hohen Effizienz der ATPase [17] ist ei-

ne enge Kopplung der γ -Rotation zur Klappbewegung der β -Untereinheiten

sowie zum Katalyse-Zyklus erforderlich [234].

• Der Mechanismus sollte ferner berücksichtigen, daß ohne Bindung von ADP

und Phosphat an eine katalytisch aktive Bindungstasche, trotz eines elektro-

chemischen Gradienten über die Membran, keine Rotation der γ -Untereinheit

stattfindet [15]. Außerdem sollte der in Syntheserichtung an die Rotation von γ

gekoppelte Protonenfluß bei kleinen ADP-Konzentrationen blockiert sein [245].

• Bei der Hydrolyse sollte die Drehmomentausübung auf die γ -Untereinheit

hauptsächlich an die ATP-Bindung gekoppelt sein. Die aus den kinetischen

Daten gewonnenen freie Energiedifferenzen (s. Abschnitt 5.1) legen nahe, daß

ein Großteil der Energie bei der ATP-Bindung frei wird.

• Der Mechanismus sollte das in dieser Arbeit gefundene substratunabhängige

Schließen der β -Untereinheiten berücksichtigen.

• Der Mechanismus sollte erklären, weshalb der (αβ)3 -Komplex ohne die γ -

Untereinheit eine stark erniedrigte Hydrolyse-Rate zeigt.

Bisher vorgeschlagene und diskutierte Modelle für den Mechanismus der Drehmo-

menterzeugung und -übertragung in der F1-ATPase basieren auf den unterschied-

lichen Kristallstrukturen [192], zusätzlich kinetischen Daten [45, 49] oder beziehen

Befunde an Mutanten [48] mit ein. Diese Modelle sollen im Licht obiger Kriterien

kurz skizziert werden.
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Das Modell von Oster und Wang [45, 49] nimmt an, daß die Ruheposition der sub-

stratfreien β -Untereinheit die offene Konfiguration ist; in diesem Modell ist also

in der geschlossenen β -Untereinheit mit gebundenem Substrat Energie gespeichert.

Dies steht im Widerspruch zu den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen zum

Schließmechanismus der β -Untereinheiten. Weiterhin erweist sich dieser Mechanis-

mus als nicht reversibel.

Ein jüngst vorgestelltes Modell der Drehmomenterzeugung in der ATPase von Wal-

ker et al. [192] (Abbildung 5.1 A, von links nach rechts) basiert auf einer neu auf-

gelösten intermediären Struktur: Beginnend mit der CCO-Struktur, in der die γ -

Untereinheit der substratfreien βE -Untereinheit zugewandt ist, findet durch Bin-

dung von ATP (grüner Pfeil) an diese Untereinheit ein Konformationsübergang von

der offenen in die halbgeschlossene Konformation statt (pinkfarbene Pfeile). Diese

Konformationsänderung führt zu angenommen kleinen Änderungen in der benach-

barten αE-Untereinheit, die an die βDP -Untereinheit weitergegeben werden und dort

zur Hydrolyse von ATP führen. Die Hydrolyseenergie treibt in diesem Modell die

βDP -Untereinheit in die offene Konformation, dadurch werden ADP und Phosphat

(Pi) freigesetzt. Zusammen mit dem weiteren Übergang der halb-geschlossenen βE -

Untereinheit in die geschlossene Konformation bewirkt diese konzertierte Bewegung

der zwei C-terminalen Domänen die Drehung der γ -Untereinheit in die neue, der

βDP -Untereinheit zugewandten Position (roter Pfeil).

Dieses Modell erfordert u.a., daß nicht nur bei der ATP-Bindung, sondern gleichfalls

bei der Hydrolyse von ATP, eine beträchtliche Energiemenge freigesetzt wird, die ei-

ne Konformationsänderung geschlossen→ offen der βDP -Untereinheit bewirkt. Dies

steht im Widerspruch dazu, daß die freie Energiedifferenz zwischen den Zuständen

ATP und ADP+Pi unter physiologischen Bedingungen sehr gering ist (vgl. Tabel-

le 5.1). Auch bleibt ungeklärt, wie überhaupt ATP an die offene βE -Untereinheit

zu binden vermag — immerhin konnte nachgewiesen werden, daß die Besetzung der

Bindungstaschen unabhängig von der Substratkonzentration im Kristall ist [200],

βE also eine sehr niedrige Substrataffinität besitzt. Eine Möglichkeit wäre hier eine

induced fit Bewegung, die eine Kristallstruktur nicht widerzuspiegeln vermag. Al-

lerdings spricht dagegen, daß eine CCC-Struktur schon sterisch nicht realisierbar

ist [237].

Außerdem besitzt die γ -Untereinheit in diesem Modell eine gewissermaßen passive

und lokale Rolle, insofern, als lediglich ihre Rotation durch die Konformationsän-

derungen der β -Untereinheiten angetrieben wird und ihr keine weitere Funktion

zukommt. Dies steht im Widerspruch dazu, daß die katalytische Aktivität der γ -

freien ATPase stark reduziert ist [11,246], der γ -Untereinheit also offenbar neben der
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Energieübertragung zwischen Fo und F1 eine weitere wichtige Rolle zufallen muß,

die das Walker-Modell nicht beschreibt.

Das Modell von Junge et al. [46] sieht eine Akkumulation der Energie von insge-

samt vier über Fo transportierten Protonen in Form elastischer Spannung der γ -

Untereinheit vor, hervorgerufen durch eine 30o-Verdrillung der coiled-coil Struktur

pro transportiertem Proton1. Dieses Modell steht jedoch im Widerspruch zum Ex-

periment, da es impliziert, daß die Energie mit jedem 30o-Schritt sukzessiv ansteigt

— während die Energie pro transportiertem Proton unabhängig von der Verdril-

lung (bei konstant angenommenem Protonengradienten über die Membran) jedoch

konstant bleibt [247].

5.2.1 Hydrolyse

Aufgrund der diskutierten Diskrepanzen zwischen bisher vorgeschlagenen Modellen

und experimentellen Daten wird hier ein modifiziertes Modell für die Erzeugung

und Übertragung von Drehmoment bei der Hydrolyse und Synthese vorgeschlagen

(Abbildung 5.1 B), das sowohl mit den strukturellen und kinetischen Daten, als auch

mit den experimentellen Erkenntnissen über die Rotationsbewegung übereinstimmt.

Im Gegensatz zum oben diskutierten Walker-Modell [192] (Abbildung 5.1 A) wird

hier hauptsächlich durch ATP-Bindung ein Drehmoment auf die γ -Untereinheit

übertragen und diese Rotation treibt die Öffnung der βDP -Untereinheit voran; Im

Walker-Modell wird dieser Übergang geschlossen → offen allein durch Wechselwir-

kung zur benachbarten αE -Untereinheit sowie durch die Hydrolyse von ATP in der

βDP -Bindungstasche verursacht.

Unser Modell basiert auf der CCO-Struktur von Abrahams et al. [4], der kürz-

lich von Menz et al. [192] bestimmten intermediären Struktur der F1-ATPase mit

halb geschlossener β -Konformation sowie der in den Kapiteln 3 und 4 gewonnenen

Erkenntnisse über das spontane, also substratunabhängige und schnelle Schließen

der βE -Untereinheit. Ausgehend von der CCO-Struktur mit gebundenem ATP in

den katalytischen Bindungstaschen zweier β -Untereinheiten sowie einer leeren Bin-

dungstasche, wird im ersten Schritt durch Dissoziation des ATPs in βDP die γ -

Untereinheit ein wenig weiter gedreht (kurzer roter Pfeil in Abbildung 5.1 B links),

wodurch Raum für das spontane Schließen von βE geschaffen wird und somit dort

ein drittes ATP binden kann. Das spontane Schließen und das darauffolgende Zu-

sammenziehen der α/β -Grenzfläche aufgrund der ATP-Bindung treibt γ weiter bis

zur in Abbildung 5.1 B (Mitte) dargestellten Position (langer roter Pfeil). Dabei

1Hier wird ein harmonisches Potential für die Verdrillung der γ -Untereinheit angenommen.
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Abbildung 5.1: Modell für die Übertragung von Drehmoment in der F1-ATPase. (A) Mo-
dell nach Walker et al. [192] und (B) hier vorgeschlagenes Modell. Gezeigt sind jeweils die
C-terminalen Domänen der α -(Residuen 350 – 510, grün) und β -Untereinheiten (Residuen
350 – 474, blau) sowie die mit diesen Domänen in Kontakt tretende coiled-coil Region der
γ -Untereinheit (Residuen 1 – 33, 223 – 252, magenta). In den Abbildungen links und rechts
ist jeweils die native Struktur in CCO-Konformation (PDB-Code 1BMF), in der Mitte die
Struktur in CCH-Konformation (PDB-Code 1H8E) dargestellt. Die Rotationsachse ist als
oranger Punkt dargestellt. Zur Diskussion siehe Text.

wird der C-Terminus der angrenzenden βDP+P-Untereinheit mitgedreht und ein we-

nig nach außen gedrückt. Aufgrund dieser durch γ induzierten Konformationsände-

rung ’springt’ schließlich die β -Untereinheit nach Entweichen der Phosphatgruppe

und des ADPs ’auf’. Durch das Fehlen der Substratbindung zur benachbarten α -

Untereinheit, öffnet sich nun die α/β -Grenzfläche, γ dreht sich ein weiteres kleines

Stück und vollendet die 120o-Drehung.

Erst durch die erneute Dissoziation eines ATP-Moleküls kann der Katalysemecha-

nismus fortgesetzt werden. Dies erklärt, weshalb in der Kristallstruktur [4,200] (kon-

zentrationsunabhängig) bzw. bei Tryptophan-Fluoreszenzstudien unter Kristallisa-

tionsbedingungen [199] bei Verwendung eines ATP-Analogs als Substrat lediglich

zwei Bindungstaschen besetzt sind: das ATP-Analog dissoziiert nicht, folglich bleibt

βE in der O-Konformation mit niedriger Substrataffinität. Der mittleren Besetzung

aller drei katalytischen Bindungstaschen mit Substrat unter Katalyse-Bedingungen
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wird dadurch Rechnung getragen, daß sich die β -Untereinheit nach Substrataus-

stoß spontan, also ohne erneute Substratbindung wieder schließt und sich dadurch

die Substrataffinität erhöht, sobald die γ -Untereinheit durch Dissoziation in einer

anderen Untereinheit weiterdreht.

Ohne das spontane Schließen der βE -Untereinheit ist nur schwer verständlich, wes-

halb erneut ATP bindet — immerhin ist für die offene Konformation die Substra-

taffinität deutlich herabgesetzt, so daß ADP die Bindungstasche verlassen kann.

Dieses Modell trägt den bekannten Fakten Rechnung: Energie wird auf die γ -Unter-

einheit übertragen bei der Bindung von ATP, eben dem Schritt, bei dem tatsächlich

wie oben gezeigt die freie Energie signifikant fällt. Außerdem vermag das Modell Ro-

tationsdaten zu erklären: Ein 120o Schritt konnte von Kinosita et al. in einen ATP

konzentrationsabhängigen 90o und einen 30o Unterschritt unterteilt werden [20]. Ins-

besondere wurde eine ATP-konzentrationsunabhängige Pause zwischen 90o und 30o

Schritten beobachtet. Die Daten konnten dahingehend interpretiert werden, daß zwei

Reaktionen von jeweils 1 ms Dauer diese beiden Schritte trennen. Diese Reaktionen

wurden als Freisetzung von ADP und Phosphat gedeutet. Nach Freisetzung von ADP

und Phosphat ist also eine 30o Rotation der γ -Untereinheit — wie es das obige Mo-

dell vorsieht — zu erwarten . Auch wurde die CCH-Struktur (PDB-Code 1H8E,

mittlere Bilder in Abbildung 5.1) als intermediäre Struktur nach der 90o Rotation

gedeutet [192].

Im Gegensatz zum oben beschriebenen Walker-Modell spielt die γ -Untereinheit in

unserem Modell eine aktive Rolle, insofern als sie für die Affinitätswechsel für Sub-

strat in den drei β -Untereinheiten erforderlich ist. Sie überträgt nicht nur Energie

von Fo zu F1, sondern auch zwischen den β -Untereinheiten, was die drastisch her-

abgesetzte Hydrolyserate der γ -freien ATPase erklärt.

5.2.2 Synthese

Für die Drehmomentübertragung in Syntheserichtung berücksichtigen wir die Re-

versibilität der ATPase oder ATP Synthase. Wir beginnen wieder mit der CCO-

Kristallstruktur (Abb. 5.2 A): Unter Aufwendung von Drehmoment durch die Fo-

ATP Synthase wird die γ -Untereinheit in Syntheserichtung weitergedreht (roter

Pfeil), βE klappt spontan in eine geschlossene intermediäre Konformation (pinkfar-

bener Pfeil), so daß ADP sowie Phosphat binden können. Durch die Nukleotidbin-

dung schließt sich die Bindungstasche. Gleichzeitig wird mit der Rotation von γ die

C-terminale Domäne der βTP -Untereinheit in Rotationsrichtung gegenüber dem N-

terminalen Kopf verdrillt (s. Abbildung 5.2 C, Simulationsstruktur) und nach außen
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Abbildung 5.2: Vorgeschlagenes Modell für die Übertragung von Drehmoment in der F1-
ATP Synthase. Gezeigt sind die C-terminalen Domänen der α -(Residuen 350 – 510, gelb)
und β -Untereinheiten (Residuen 350 – 474, blau) sowie die mit diesen Domänen in Kontakt
tretende coiled-coil Region der γ -Untereinheit (Residuen 1 – 33, 223 – 252, magenta). In
den Abbildungen (A) und (D) sind die native Struktur in CCO-Konformation (PDB-
Code 1BMF), in (B) die Struktur in CCH-Konformation (PDB-Code 1H8E) sowie in (C)
eine gemittelte Simulationsstruktur nach der Rotation zu sehen. Die Rotationsachse ist
als oranger Punkt dargestellt.

gedrückt. Dies bewirkt die drastische Absenkung der ATP-Affinität in dieser Unter-

einheit, so daß ATP aus der βTP -Bindungstasche entweicht (Abbildung 5.2 D).

Entsprechend der Reversibilität wenden wir also Energie auf, um die Affinität für

ATP in der βTP -Bindungstasche abzusenken, dieses im Einklang mit den Simula-

tionsergebnissen und den kinetischen Daten. Weiterhin könnte die spontane Kon-

formationsänderung der βE -Untereinheit nach Rotation der γ -Untereinheit in Syn-

theserichtung der Grund dafür sein, daß die Bindungsaffinität für Phosphat von

rekonstituierter E. coli FoF1-ATP Synthase bei Anwesenheit eines Protonengradien-
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ten gegenüber der F1-ATPase stark erhöht und dadurch die Bindung von Phosphat

gegenüber der Neu-Bindung von ATP energetisch favorisiert [32, 248] ist, wodurch,

wie beobachtet, der Zyklus unterbrochen wird.

Wie lautet nun die Energiebilanz für die Substratbindung, also die Bindung von ADP

und besonders von Phosphat? Die Raten für die einseitige Hydrolyse weisen auf eine

endotherme Reaktion hin. Das obige Modell für die Drehmomentübertragung bei der

Synthese würde dagegen eine exotherme Bilanz unterstützen, die erstmals von Cross

et al. [247,249] für den Übergang von der offenen zur geschlossenen Bindungstasche

vorgeschlagen wurde: Die Substratbindung trägt danach zum Drehmoment auf die

γ -Untereinheit bei. Dies könnte erklären, weshalb ein elektrochemischer Gradient

allein nicht ausreichend ist für die Freisetzung vom ATP-Analog AMP-PNP [250],

von ATP [251] und auch nicht für die γ -Rotation [15]. Für diese Vorgänge sind

jeweils ADP und Phosphat (Pi) notwendig. Auch das Modell der Hydrolyse ist mit

einer Energiefreisetzung durch Substratbindung vereinbar: Die β -Untereinheit muß

hier durch γ erst aufgedrückt werden, bevor die dadurch bewirkte Verringerung der

Bindungsaffinität ADP und Phosphat freisetzt.

5.2.3 Diskussion: Bindungswechselmechanismus

Im folgenden wollen wir die in den vorangehenden Abschnitten im Detail diskutierten

Mechanismen der Drehmomentübertragung bei der Hydrolyse und der Synthese in

der F1-ATPase in einem reversiblen, schematisch in Abbildung 5.3 dargestellten

Bindungswechselmechanismus zusammenfassen.

Bisher vorgeschlagene Modelle beruhen entweder auf einem zweiseitigen Katalyseme-

chanismus (’Boyer-Mechanismus’, Abbildung 1 B) [4,9, 10,20], oder berücksichtigen

nur die drei Konformationen open, loose und tight (’Cross-Mechanismus’), so daß

die Bindungstasche mit niedriger Nukleotid-Affinität (open) ADP und Phosphat so

lange binden muß, bis durch die γ -Kopplung eine Konformationsänderung initiiert

wird [12]. Amzel et al. haben zur Lösung dieses Problems eine weitere intermediäre

geschlossene Konformation vorgeschlagen [42,252]. Ihr Modell dient hier als Grund-

lage für einen neuen, reversiblen Bindungswechselmechanismus (s. Abbildung 5.3),

der zusätzlich die Position der γ -Untereinheit mit einer 90o/30o-Aufteilung der Un-

terschritte und das spontane Schließen der offenen β -Untereinheit ohne vorherige

Substratbindung berücksichtigt.

Beginnend mit der Kristallkonformation CCO bzw. LTO (loose, tight, open, Ab-

bildung 5.3, 1a) wird die γ -Untereinheit in Syntheserichtung weitergedreht, die of-

fene β -Struktur nimmt eine intermediäre Konformation C (1b) mit einer höheren
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Abbildung 5.3: Neu vorgeschlagener Bindungswechselmechanismus. Schematisch gezeigt
sind die unterschiedlichen Konformationen der F1-ATPase. Die drei Sektoren entsprechen
jeweils einem αβ -Paar, L steht für loose, T für tight, O für open sowie C und C∗ für
intermediäre closed Zustände. Zusätzlich ist schematisch die Stellung der γ -Untereinheit
gezeigt (cyan).

Nukleotid-Affinität an, so daß ADP und Phosphat fest binden können. Die Nu-

kleotidbindung unterstützt die Rotation der γ -Untereinheit und kann mit einem

30o-Unterschritt gekoppelt werden.

Durch das aufgrund des Protonenflusses durch Fo auf γ induzierte Drehmoment ro-

tiert γ im zweiten Schritt um ca. 90o. Die Seite mit vormals fest gebundenem ATP

nimmt eine intermediäre Konformation C∗ an, bevor im dritten Schritt ATP frei-

gesetzt und diese β -Untereinheit in die offene Konformation übergeht. Ob es sich

bei den Konformationen C bzw. C∗ um unterschiedliche intermediäre Zustände han-

delt, kann hier nicht geklärt werden — aufgrund der unterschiedlichen Stellung im

Zyklus ist dies jedoch wahrscheinlich. So würde der Zustand C dem in der Simu-

lation gefundenen intermediären (geschlossenen) Zustand der βE -Untereinheit vor

der Nukleotidbindung entsprechen; die intermediäre βADP+Pi-Kristallkonformation

könnte dagegen den Zustand C vor der Nukleotid-Freisetzung oder den Zustand

C∗ repräsentieren. Auch können wir hier keine Unterscheidung zwischen ADP- oder

Phosphat-Bindung treffen.

Aufgrund des schnellen Schließens der offenen β -Untereinheit und der damit verbun-

denen erhöhten Nukleotid-Affinität erreicht dieses Modell eine wie vom Experiment

geforderte hohe Nukleotidbesetzung [34,210,253]. Außerdem wird in Hydrolyserich-

tung der 30o-Unterschritt durch die Freisetzung von ADP und Phosphat, sowie der

90o-Unterschritt durch die ATP-Bindung [20] eingeleitet.



Kapitel 6

Elastizität eines einfachen

α -helikalen Polypeptids

Bei der F1Fo-ATP Synthase wird über zwei umeinander gewundene α -Helices, der

γ -Untereinheit, zwischen den beiden Motoren Fo und F1 mechanisch Energie über-

tragen. Hier wie auch in vielen anderen biologischen Makromolekülen, wie z.B. dem

Muskelprotein Myosin, bei dem eine α -Helix als Hebel agiert und einen Kraft-Stoß

überträgt, sind die elastischen Eigenschaften der Sekundärstrukturelemente wie α -

Helices oder β -Faltblätter von essentieller Bedeutung für deren Funktion.

In Kapitel 3 wurden Torsionssimulationen an der γ-Untereinheit der F1-ATPase

vorgestellt und Elastizitätskonstanten abgeschätzt. Diese sind bislang allerdings ex-

perimentell nicht zugänglich, so daß sich die Frage erhebt, ob MD-Simulationen

generell in der Lage sind, elastische Eigenschaften von Sekundärstrukturelementen

richtig zu beschreiben. Zur Klärung dieser Frage und zum besseren Verständnis der

der Elastizität von Proteinen zugrundeliegenden Prozesse, sollen in diesem Kapi-

tel erzwungene Entfaltungssimulationen an einem einfachen Modell-Peptid, einem

Poly-Lysin, vorgestellt werden. Die Wahl fiel auf dieses Peptid, da hier Ergebnis-

se aus kraftmikroskopischen Einzelmolekülexperimenten vorliegen [73–75], die einen

direkten Vergleich zwischen Simulation und Experiment erlauben.

Zur besseren Charakterisierung der dominanten Wechselwirkungen sowie der Ab-

hängigkeit der Ergebnisse von der untersuchten Zeitskala wurde außerdem ein einfa-

ches eindimensionales Langevin-Modell für eine α -Helix entwickelt, daß signifikant

längere Simulationszeiten zuläßt.

Die Entropie spielt eine wichtige Rolle für die Faltungseigenschaften von Proteinen.

Um die Entropiedifferenz zwischen α -helikalem und Coil -Zustand zu berechnen,

wurden zusätzlich zu den Entfaltungssimulationen MD-Langzeit-Simulationen des

Peptids in diesen Konformationen vorgenommen.

Im ersten Unterkapitel stellen wir die Methode der erzwungenen Entfaltung in der

Molekulardynamik vor. Anschließend entwickeln wir ein einfaches Langevin-Modell

93
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für eine α -Helix und diskutieren eine Methode zur Entropieberechnung. Im folgen-

den vergleichen wir die aus den MD-Entfaltungssimulationen gewonnenen Kräfte

mit den im Experiment gemessenen Kräften und identifizieren die für die Entfal-

tung einer homogenen α -Helix relevanten Wechselwirkungen. Im vierten Unterka-

pitel diskutieren wir die Problematik der Bestimmung einer freien Energiedifferenz

aus Entfaltungssimulationen.

6.1 Molekulardynamik-Simulationen einer erzwunge-

nen Entfaltung

Die erzwungenen Entfaltungssimulationen wurden in enger Anlehnung an die bereits

erwähnten AFM-Experimente durchgeführt. Lantz et al. haben dort die Kraft ge-

messen, die erforderlich ist, um das Peptid Cystein3–Lysin30–Cystein, das bei hohem

pH-Wert (ca. 10) eine α -helikale Strukur annimmt, in eine gestreckte Konformation

zu ziehen [73]. Aus der gemessenen Kraft als Funktion der Ausdehnung des Poly-

Peptids, der sogenannten Kraft-Ausdehnungskurve, bestimmten die Autoren durch

einfache Integration der Kraft die erforderliche Arbeit für die Entfaltung dieser Helix.

Dabei nahmen sie implizit an, daß die Helix sich während der Entfaltung im ther-

modynamischen Gleichgewicht befindet. Unter der weiteren Annahme, daß bei der

Entfaltung pro Residuum genau eine Wasserstoffbrücke gebrochen wird, schätzten

sie die Wasserstoffbrückenenergie auf ca. 20 kJ/mol. Somit gab das Experiment nicht

nur Auskunft über die Elastizität der α -Helix, sondern zusätzlich über die zugrunde-

liegende Energetik. Die Auflösung derartiger Experimente ist allerdings beschränkt,

so daß keine direkte Information über dynamische Prozesse auf der atomaren Ebene

gewonnen werden konnte. Wie verläuft nun der Entfaltungsprozess, welche indivi-

duellen atomaren Wechselwirkungen werden dabei gebrochen oder neu gebildet, wie

elastisch ist die α -Helix und welche Wechselwirkungen bestimmen diese Elastizität?

Zur Klärung dieser Fragen bedienen wir uns der 1996 entwickelten Methode der

force probe MD-Simulation [69, 70], bei der einzelne Atome einem sich mit der Ge-

schwindigkeit v bewegenden Ziehpotential unterworfen werden. Dieses zeitabhängige

Zusatz- oder Ziehpotential V (x, t) (vgl. Kapitel Methoden 2.5) beschreibt hier die

Wirkung des Cantilevers, des Hebelarms eines Kraftmikroskops, und hat folgende

einfache Gestalt:

V (x, t) =
1

2
k(x− vt)2 , (6.1)

mit der Federkonstanten bzw. der Federhärte k, einer geeigneten Reaktionskoordina-

te x, die die Entfaltung der α -Helix beschreibt (gegeben etwa durch den Abstand der



6.1. MD-SIMULATIONEN EINER ERZWUNGENEN ENTFALTUNG 95

Abbildung 6.1: Simulationssystem (A, B) sowie Aufbau des AFM-Experiments (C). Alle
Molekulardynamik-Simulationen des Poly-Lysins wurden in einer wäßrigen Lösung durch-
geführt (A). Gezeigt ist das Polypeptid sowohl in α -helikaler Konformation (magenta) als
auch im gestreckten Zustand (grün). Bei der erzwungenen Entfaltung (B) wird ein Schwe-
felatom einem harmonischen Zugpotential (’Feder’, F) unterworfen. Im Einzelmolekülex-
periment (C) wird der Anteil der auf einer Oberfläche gebundenen Cys3Lys30Cys-Peptide
im Vergleich zu Cys3Lys30-Peptiden so gewählt, daß typischerweise nur ein Molekül ko-
valent an die Cantilever-Spitze bindet und damit die für die Entfaltung einer einzelnen
Helix notwendige Kraft über die Auslenkung des Cantilevers aus seiner Gleichgewichtslage
gemessen werden kann.

Termini der α -Helix) sowie der (Zug-)geschwindigkeit v. Wie im AFM-Experiment

wählten wir eine weiche ’Feder’ (k = 3 pN/Å) für das harmonische Zugpotential,

dem ein Schwefelatom am C-terminalen Cystein unterworfen wurde (vgl. Abb. 6.1)

und fixierten entsprechend das Schwefelatom am N-terminalen Ende mit einer sehr

steifen Feder (k = 2,8 nN/Å).

Alle Parameter wurden soweit möglich wie im AFM-Experiment gewählt; lediglich

ein Parameter, nämlich die Zuggeschwindigkeit v, mußte auch hier aufgrund des

hohen mit MD-Simulationen verbundenen Rechenaufwands ca. 108 – 1010fach größer

gewählt werden als in den entsprechenden Einzelmolekülexperimenten. Zur Abschät-

zung der aufgrund von Reibung oder aktivierten Prozessen in der Simulation erhöh-

ten Entfaltungskraft oder etwaiger Einflüsse auf gemessene Elastizitäten wurden
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MD-Simulationen zu unterschiedlichen Cantilever-Geschwindigkeiten durchgeführt

(s. Tabelle 6.1).

Zur Bestimmung des Einflusses der Federhärte auf den Entfaltungsweg und das

Kraftprofil sowie die daraus bestimmten Elastizitäten wurde zusätzlich eine Simula-

tion mit 100fach steiferer Feder (k = 300 pN/Å) und einer Zuggeschwindigkeit von

v = 1 m/s durchgeführt.

Für die force probe MD-Simulationen wurde eine rechtsgängige α -Helix mit der

Sequenz bzw. Primärstruktur Cys3Lys30Cys mit Hilfe des Moleküleditors von IN-

SIGHT [100] modelliert. Mit SOLVATE [142] wurde eine Lösungsmittelumgebung

bestehend aus TIP3-Wassermolekülen [140] konstruiert, deren Abmessung eine Ent-

faltung des Polypeptids innerhalb dieser Umgebung (s. Abbildung 6.1 A) ermöglich-

ten. Für den hohen, im Experiment verwendeten pH-Wert von 11 nimmt das Peptid

eine α -helikale Konformation mit einer Gesamtlänge von 52 – 53 Å an (gezeigt über

Zirkular-Dichroismus-Messungen [73], kurz CD). Das vollständig entfaltete Peptid

hat eine Länge von ca. 120 Å. Mit einen pK-Wert von 10,54 [254] beträgt das Verhält-

nis der ungeladenen Lysin-Seitenketten zu den geladenen hier ca. 2,9. Für niedrigere

pH-Werte verhindert vermutlich die positive Ladung der Seitenketten und die dar-

aus resultierende Coulomb-Abstoßung die Bildung einer α -Helix. Um eine möglichst

homogene, stabile α -Helix zu modellieren, wählten wir ausschließlich ungeladene

Lysin-Reste.

Das System wurde für 40.000 Schritte mit langsam ansteigender Integrationsschritt-

weite ∆t von 0,1 fs – 1,0 fs sowie von 0,1 auf 1,0 abfallender Dämpfung η bei gleich-

zeitiger Beschränkung der Bewegung jedes Atoms auf maximal 0,08 Å pro Integra-

tionsschritt minimiert und anschließend für 275 ps equilibriert, wobei alle Atome

an ein Wärmebad der Temperatur 300 K mit einer Kopplungskonstanten von 1 ps

gekoppelt wurden.

6.2 Theorie der Entfaltung

In diesem Abschnitt soll ein Überblick über die verwendeten Methoden zur Charak-

terisierung der erzwungenen Helix-Entfaltung und der zugrundeliegenden Energie-

landschaft gegeben werden.
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Anzahl der Atome im Simulationssystem: 24.582

davon Cys3Lys30Cys: 391

Wasser: 24.147

Na+-Ionen: 22

Cl−-Ionen: 22

Beschreibung der Grenze des Simulationssystems: Sbound [138]

Abstand Peptid — Rand des Simulationssystems 12 Å

Kraftfeld Protein CHARMM [79,204]

Kraftfeld Wasser TIP3 [140]

Temperatur: 300 K

Zeitkonstante für die Wärmebadkopplung 1 ps−1

Kraftkonstante für Zugpotential in Zugrichtung 0,03 (3,0) N/m

Kraftkonstante senkrecht zur Zugrichtung 1,4 N/m

Kraftkonstante zur Fixierung 2,8 kN/m

Zuggeschwindigkeiten 1 . . . 20 m/s

Simulationszeitspannen 1,7 . . . 13,9 ns

Tabelle 6.1: Verwendete Simulationsparameter für die erzwungene Entfaltung des Lysin-
Polypeptids.

6.2.1 Einfaches Langevin-Modell einer α -Helix

Kräfte sind keine Zustandsgrößen, im Nichtgleichgewicht sind sie abhängig von der

Zeitskala, auf der sie gemessen werden. Daher ist die Bestimmung freier Energiediffe-

renzen aus der Integration von Kraftprofilen, die auf der ns-Simulationszeitskala wie

hier für die Entfaltung einer α -Helix gewonnen wurden, besonders problematisch.

Zur Erschließung einer größeren Zeitskala, und damit zur besseren Charakterisierung

der Energielandschaft der Entfaltung, entwickelten wir einfache Potentialmodelle ei-

ner α -Helix und führten Langevin-Simulationen [124, 125] einer erzwungenen Ent-

faltung mit einem nur implizit berücksichtigten Lösungsmittel durch.

In den Langevin-Bewegungsgleichungen

mi
d2xi
dt2

= −∂V (x1, . . . , xn)

∂xi
+ ζi(t)−miγi

dxi
dt

, i = 1, . . . , n (6.2)

mit einem Potential V (xi) und den Teilchenmassen mi werden typischerweise nur

wenige Freiheitsgrade xi(t) eines Systems explizit behandelt, die restlichen Frei-

heitsgrade werden durch Rausch- und Reibungskräfte — ζi(t) und miγidxi/dt —

auf die explizit behandelten Freiheitsgrade beschrieben, ähnlich der Beschreibung
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eines Brownschen Teilchens. Über das Fluktuations-Dissipationstheorem [125,255]

〈ζi(t2)ζj(t1)〉 =
2miγi
β

δ(t2 − t1)δij (6.3)

mit β−1 = kBT wird eine Proportionalität zwischen der Rauschkraft ζi und dem

Reibungskoeffizienten γi sowie der Temperatur eingeführt. Diese Beziehung stellt

sicher, daß das Langzeitverhalten des Systems zu einem Gleichgewicht konvergiert,

das durch eine Temperatur T charakterisiert wird [256]. Die Reibungskraft führt

gerade die von den stochastischen Rauschkräften1 in das System eingeführte Energie

wieder ab, so daß die Temperatur konstant bleibt.

Für die erzwungene Entfaltung des Lysin-Polypeptids untersuchten wir zwei plausi-

ble Modellpotentiale V (xi) für die Energielandschaft der α -Helix. An diese Poten-

tiale wurde dabei die Anforderung gestellt, daß sie die Kraft-Ausdehnungskurven

aus den MD-Simulationen und aus dem AFM-Experiment quantitativ richtig be-

schreiben und einfach genug sind, um deutlich längere Simulationszeiten zuzulassen.

Letzterer Forderung wurde dadurch genüge getan, daß wir Potentiale mit nur einem

Freiheitsgrad pro Residuum wählten. Diese Reduktion der Freiheitsgrade erlaubt

eine ca. 5000fache Beschleunigung der Simulationen.

Die gewählten Potentialmodelle (s. Abb. 6.2) basieren auf einem modifizierten Pey-

rard-Bishop Potential [257]. Beide beinhalten ein Morse-Potential zur Beschreibung

der 1–4 Wasserstoffbrücken. U1
Helix enthält darüber hinaus ein einfaches harmonisches

Potential zwischen benachbarten Residuen und U2
Helix eine 4–2 Wechselwirkung mit

einer Aktivierungsbarriere:

U1
Helix =

n−1∑
j=1

{
K

2
(yj − yo)2 +D

[
exp(−a

j+3∑
k=j

(yk − yo))− 1
]2}

, (6.4)

U2
Helix =

n−1∑
j=1

{
K(yj − yo − c1)4 − b(yj − yo − c2)2

+D
[

exp(−a
j+3∑
k=j

(yk − yo))− 1
]2}

, (6.5)

wobei yi = xi+1 − xi die Differenz zwischen den benachbarten Orten xi und xi+1

der Residuen i und i + 1 ist, yo der Ruheabstand der Residuen, K die harmoni-

sche Konstante, D die Tiefe sowie a die reziproke Reichweite des asymmetrischen

Wasserstoffbrückenpotentials. Die Gleichgewichtsposition ist durch das jeweilige Po-

tentialminimum gegeben. Die Konstanten b, c1, c2 werden durch die Lage der Minima

des 4 – 2 Potentials bei 0 Å und 1,8 Å fixiert:

b = 2 · 0, 902 Å
2
·K und c1 = c2 = 0, 90 Å . (6.6)

1Der zeitliche Mittelwert der Rauschkraft verschwindet: 〈ζi(t)〉 = 0.
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Abbildung 6.2: Verwendete Wechselwirkungspotentiale U1
Helix (links) und U2

Helix (rechts)
für das untersuchte Langevin-Modell. Die durchgezogenen Linien zeigen das Gesamtpo-
tential, das Morse-Potential ist strichpunktiert. Gestrichelt gezeigt ist in der Abbildung
links ein harmonisches Potential, in der Abbildung rechts ein mexican hat Potential (4 – 2
Potential) zwischen benachbarten Residuen.

Für das Gesamtpotential, also der Summe aus obigem Helix-Potential und ei-

nem Zugpotential, erhalten wir nunmehr unter Verwendung der Längenänderung

∆L(t) = (xn(t) − xo) − Lo einer Helix mit n Residuen und Anfangslänge Lo, der

Federkonstanten k und der Zuggeschwindigkeit v

V 1,2 = U1,2
Helix −

k

2
[vt−∆L(t)]2 . (6.7)

V 1,2 stellt ein effektives mittleres Potential (potential of mean force) dar, das den

gemittelten Effekt der nicht explizit behandelten Freiheitsgrade repräsentiert.

Die Parameter der Langevin-Gleichungen bzw. der Potentialmodelle (Gl. 6.2) wur-

den wie folgt bestimmt: Die Streuung der Wasserstoffbrückenlänge a wurde mit

1,8 Å−1 auf einen aus der Analyse der Vibrationsmoden von DNA gewonnenen Wert

gesetzt [258]. Die Wasserstoffbrückenstärke D sowie die harmonische Kopplungskon-

stanteK und die Reibungskonstante γ, die freien Parametern in diesem vereinfachten

Helix-Modell, wurden durch Anpassung der aus den Langevin-Simulationen berech-

neten Kraft-Ausdehnungskurven an die aus MD-Simulation oder AFM-Experiment

gewonnenen Kräfte und Elastizitäten bestimmt.

Zur numerischen Integration der Langevin-Gleichungen verwendeten wir eine von
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Brünger, Brooks und Karplus [259] entwickelte Diskretisierung zweiter Ordnung mit

folgender Berechnung der Orte xi und Geschwindigkeiten vi [260] zum Zeitschritt

p+ 1 (∆t = 1 fs)2:

xp+1
i = xpi + vp∆t

(
1− 1

2
γ∆t

1 + 1
2
γ∆t

)
+

∆t2/m

1 + 1
2
γ∆t

(
ζpi −

∂V 1,2(x1, . . . , xn)

∂xi

∣∣∣∣∣
p


vp+1
i =

xp+1
i − xpi

∆t

sowie den diskretisierten Rauschkräften

〈ζpi ζ
q
j 〉 =

2mγi
β

δpq
∆t
δij . (6.8)

6.2.2 Kooperativität bei der Entfaltung

Eine interessante Fragestellung bei der erzwungenen Entfaltung der α -Helix betrifft

das Maß an Kooperativität bei der Entfaltung, also ob etwa benachbarte Residuen

korreliert entfalten. Dies wurde anhand der Statistik des Brechens von Wasserstoff-

brücken benachbarter Residuen untersucht. Dazu betrachten wir die folgende Ver-

teilung G(t), die die Zahl der benachbarten Wasserstoffbrückenpaare angibt, welche

im zeitlichen Abstand ∆t brechen:

G(t) =
∑
i

f(|tbi − tbi+1|, t) (6.9)

mit

f(|tbi − tbi+1|, t) =

 +1 : t−∆t/2 ≤ |tbi − tbi+1| ≤ t+ ∆t/2

0 : sonst .
(6.10)

Unter der Annahme, daß jede Brücke nur einmal bricht, ist tbi der jeweilige Zeitpunkt

des Brechens der Brücke i, ∆t wurde zu 50 ps gewählt. Die aus den MD-Simulationen

gewonnene VerteilungG(t) wurde nun mit einer unkorrelierten Verteilung der Bruch-

zeiten verglichen. Für eine konstante Wahrscheinlichkeitsverteilung

p(tbi , t
b
i+1)dtbidt

b
i+1 = const. für 0 ≤ tbi,i+1 ≤ T sonst 0 (6.11)

für den Bruch zweier benachbarter Wasserstoffbrücken zu den Zeiten tbi und tbi+1

ergibt sich folgender linearer Ausdruck:

G(t) = 2(N − 1)∆t
∫ T

0

∫ T

0
p(tbi , t

b
i+1)δ(tbi − tbi+1 − t)dtbidtbi+1 (6.12)

=
2(N − 1)∆t

T

(
1− t

T

)
, (6.13)

2Die Langevin-Simulation erlaubt bei dieser Diskretisierung eine Rechengeschwindigkeit von bis zu
12.000 Zeitschritten pro Sekunde auf einem PC mit 1,8 GHz Taktgeschwindigkeit.
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wobei T diejenige beschränkte Zeit ist, innerhalb derer alle Brücken brechen. Dem-

nach treten breits für das unkorrelierte Brechen kurze Zeitabstände häufiger auf als

lange.

6.2.3 Entropiedifferenz zwischen gefaltetem und

entfaltetem Zustand

Die Differenz in der freien Energie bei der Faltung globulärer Proteine wird durch

entropische Effekte dominiert [261–263]. Da das Rückgrat von Helices unterschied-

licher Stabilität mit unterschiedlicher Sequenz sich nicht voneinander unterscheidet

(Ausnahme Prolin), kommt der Aufschlüsselung der verschiedenen Energiebeiträge,

insbesondere der der Seitengruppen, eine wichtige Rolle im Verständnis der Fal-

tungseigenschaften zu. Der wichtigste entropische Effekt betrifft die Reduzierung

der Zahl der möglichen Konformationen [180,261,264,265].

In bisherigen Molekulardynamik-Studien der Helix-Entfaltung von Poly-Alanin [266]

oder der Entfaltung des für die Herabsetzung der Oberflächenspannung in Lungen

wichtigen oberflächenaktiven Polypeptids SP-C [267] wurde jeweils aus der ausge-

übten Kraft durch Integration auf die zugrundeliegende Energie- [266] oder freie

Energielandschaft [267] geschlossen. Der Beitrag der Entropie zur freien Energie

konnte nicht näher spezifiziert werden.

Wir wollen hier die Konfigurations-Entropie Sconfig für die Zustände gefaltet und ent-

faltet berechnen, die ausgedrückt werden kann als Summe aus einer Konformations-

Entropie Sconform und einer Schwingungs-Entropie Svib [261,265]:

Sconfig = Sconform + Svib . (6.14)

Als Schwingungs-Entropie bezeichnet man den Beitrag der schnellen Schwingungen

kovalenter Bindungen oder auch von Winkelschwingungen. Um die Entropie3 Sconfig

aus MD-Simulationen berechnen zu können, ist prinzipiell gemäß der Definition der

Entropie als Ensemblemittel,

S = −kB〈ln ρ〉 , (6.15)

die Kenntnis der Wahrscheinlichkeitsverteilung ρ für alle Freiheitsgrade erforderlich.

Die Berechnung des Ensemblemittels mit Hilfe von Molekulardynamik-Simulationen

ist bislang nur für sehr kleine Peptide möglich [268,269]. Dies resultiert aus der Hoch-

dimensionalität des Phasenraumes; während einer Nanosekunden-Simulation kann

3Im folgenden ist mit Entropie immer die Konfigurations-Entropie gemeint.
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das Protein nicht alle Bereiche des Phasenraums ’besuchen’, besonders, wenn diese

zusätzlich durch hohe Energiebarrieren voneinander getrennt sind. Außerdem werden

Gebiete mit geringer Dichte nur unzureichend abgetastet. Entwickelte Methoden für

die näherungsweise Lösung dieses Problems beruhen daher meist auf einer Approxi-

mation der funktionalen Form der Dichteverteilung für die internen Freiheitsgrade

wie Bindungen oder Bindungswinkeln (Karplus [180]) bzw. für die Korrelationen der

internen Koordinaten [264] durch eine Gauß-Funktion.

Eine Verfeinerung dieses Ansatzes von Karplus [180] mit der korrekten Wiedergabe

der klassischen und quantenmechanischen Grenzfälle stellte Schlitter 1993 vor [181].

Dieser Ansatz basiert gleichfalls auf einer Gauß-Näherung der Wahrscheinlichkeits-

verteilung, umgeht allerdings die Notwendigkeit, die Entropie in internen Koordina-

ten ausdrücken zu müssen.

Methode

Diese von Schlitter vorgestellte Approximation der Entropie wurde hier verwendet

und soll daher im folgenden kurz skizziert werden. Folgende zwei Annahmen gehen

in die Näherung ein:

• Der Beitrag eines jeden Freiheitsgrades kann durch den eines quantenmecha-

nischen Oszillators genähert werden.

• Gültigkeit des Äquipartitionstheorems.

Im folgenden wird gezeigt, daß die Entropie eines einfachen harmonischen Oszillators

der Masse m, dessen Frequenz ω über das Äquipartitionstheorem

mω2〈x2〉c = kBT (6.16)

mit der klassischen, etwa aus Simulationen bestimmten Varianz 〈x2〉c verbunden ist,

eine obere Grenze der tatsächlichen Entropie darstellt [181].

Ausgehend von der kanonischen Zustandssumme Z =
∑
n exp(−βεn) für ein belie-

biges System mit Zuständen |n〉, n = 0, 1, 2, ... sowie den zugehörigen Energien εn

läßt sich die Entropie

S = −kB
∑
n

ρn ln ρn (6.17)

durch Variation der Wahrscheinlichkeitsdichten ρn maximieren. Für ein System mit

einem Freiheitsgrad x mit 〈x〉 = 0 erkennt man unter Verwendung der Varianz

〈x2〉 =
∑
n ρn〈x2〉n und der Normierung der Wahrscheinlichkeit

∑
n ρn = 1 als Ne-

benbedingungen, daß der quantenmechanische Oszillator mit Energien εn ∝ 〈x2〉n
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proportional zur Varianz des jeweiligen Zustandes die Entropie maximiert (Methode

der Lagrange-Multiplikatoren). Die Entropie des (quantenmechanischen) harmoni-

schen Oszillators Sh.o. stellt bei gegebener Varianz also eine obere Schranke für die

klassische Entropie Sc dar:

Sc ≤ Sh.o. . (6.18)

Die Entropie des quantenmechanischen Oszillators ergibt sich nun aus der Zustands-

summe

Z =
e−α/2

1− e−α
, α = βh̄ω (6.19)

sowie den Wahrscheinlichkeitsdichten

ρn =
e−(n+1/2)α

Z
(6.20)

mit Gleichung 6.17 zu

Sh.o. =
kBα

eα − 1
− kB ln(1− e−α) . (6.21)

Die Frequenz ω im Parameter α ist mit der quantenmechanischen Varianz 〈x2〉
verknüpft. Diese kann im klassischen Grenzfall h̄ω � kBT mittels des Äquipartiti-

onstheorems (Gl. 6.16) durch die klassische Varianz 〈x2〉c ausgedrückt werden. Diese

Näherung ist gerechtfertigt, da die hochfrequenten Bewegungen (also z.B. Bindungs-

streckschwingungen) nur kleine Fluktuationen zeigen und damit wenig zur Entropie

beitragen.

Einsetzen der Beziehung Gl. 6.16 in die Entropie des harmonischen Oszillators

(Gl. 6.21) führt auf folgenden, aus Simulationen bestimmbaren Ausdruck für die

Entropie:

Sc ≤ Sh.o. ≈ kB

[
γ

eγ − 1
− ln(1− e−γ)

]
(6.22)

mit

γ =
h̄
√
β√

m〈x2〉c
. (6.23)

Verallgemeinerung auf 3N Freiheitsgrade erfolgt nun durch die Ersetzung der klassi-

schen Varianz m〈x2〉c durch die Varianz 〈q2
i 〉c der neuen unkorrelierten (kollektiven)

Koordinaten qi, die durch Diagonalisierung der aus Simulationen bestimmbaren mas-

sengewichteten Kovarianzmatrix σ mit den Elementen

σij =
√
mimj〈(xi − 〈xi〉)(xj − 〈xj〉)〉 . (6.24)

gewonnen werden. Die Diagonalelemente sind dabei die neuen (massengewichteten)

Varianzen 〈q2
i 〉c. Für die Entropie erhält man damit

Sc ≤ Sh.o. ≈ kB
3N∑
i=1

[
γi

eγi − 1

]
− ln

[
3N∏
i=1

(
1− e−γi

)]
, (6.25)
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mit γi = h̄
√
β/
√
〈q2
i 〉c.

Die klassische Entropie wird in diesem Ansatz also zunächst durch die Entropie

des quantenmechanischen harmonischen Oszillators als oberer Schranke ersetzt und

anschließend approximiert über das Äquipartitionstheorem. Die harmonische Nähe-

rung ist gewöhnlich genauer für die Entropiedifferenz zwischen zwei Zuständen, da

meist die Entropien für beide Zustände um den gleichen Betrag überschätzt werden.

Wie gut wird die Entropie eines Systems nun durch die gewonnene harmonische Nä-

herung approximiert? Da diese Frage in der Literatur noch nicht zufriedenstellend

untersucht wurde, betrachten wir im folgenden den Testfall des idealen Gases.

Test: Ideales Gas

Anstatt der in der Ableitung vorausgesetzten Gauß-Approximation der Zustands-

dichte ist die Zustandsdichte für ein kubisches Volumen eine Rechteckfunktion. Ana-

lytisch ergibt sich für ein ideales Gas von N nicht-wechselwirkenden unterscheidba-

ren Teilchen der Masse m in einem Volumen V die kanonische Zustandssumme

zu [270]

Z =
(
V

λ3

)N
(6.26)

mit der de Broglie-Wellenlänge λ =
√

2πh̄/
√
mkBT . Die Entropie erhalten wir dar-

aus nach

S =
∂

∂T
(kBT ) lnZ

= NkB

(
ln
V

λ3
+

3

2

)
. (6.27)

Die harmonische Näherung der Entropie für das ideale Gas folgt nun für eine (nor-

mierte) konstante Wahrscheinlichkeitsverteilung mit dem Mittelwert 〈x〉 = 0 und der

Varianz 〈x2〉 = L2/12 mit der Kantenlänge L des Kubus direkt aus Gleichung 6.22.

Die Abweichung zwischen exakt aus der statistischen Mechanik berechneter molarer

Entropie S und harmonisch genäherter Entropie Sh.o. beträgt für ein ideales Gas

(Volumen 22,4 l, Masse 16 amu) weniger als 1 % (s. Tab. 6.2, in Ref. [270] wird die

Abweichung fälschlich mit 17 % angegeben). Es ist instruktiv, das Verhältnis aus S

und Sh.o. als Funktion von γ zu betrachten (s. Abb. 6.3):

lim
γ→0

Sh.o.

S
= lim

γ→0

γ
eγ−1
− ln(1− e−γ)

1
2
− ln(

√
π
6
γ)

= 1 . (6.28)

Für oben betrachtetes Gas ergibt sich z.B. ein Wert für γ von etwa 2 ·10−10. Erst für

größere γ-Werte (≥ 10−2), also für niedrige Temperaturen oder kleinere Boxgrößen,

wird die Näherung durch die Gaußfunktion schlechter. Für eine Box der Kantenlänge

1 nm vergrößert sich die relative Abweichung auf ca. 4 %.
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T S

K J K−1 mol−1 rel. Abweichung

exakt harm. Näherung

100 575,90 580,30 0,76 %

200 584,54 588,95 0,75 %

300 589,60 594,00 0,75 %

Tabelle 6.2: Molare Entropie eines idealen Gases für unterschiedliche Temperaturen. Die
exakten Werte sind den Entropien aus einer harmonischen Näherung gegenübergestellt.

Abbildung 6.3: Verhältnis
aus harmonisch genäherter
Entropie Sh.o. sowie exak-
ter Entropie S als Funktion
von γ.

6.3 Ergebnisse

Alle Simulationen der erzwungenen Entfaltung des Poly-Lysins starteten von der

gleichen Struktur, die durch eine Equilibrierung von 275 ps Dauer gewonnen wurde.

Während der Equilibrierung fixierten wir die Schwefelatome an den Termini durch

steife Federn mit einer Federkonstanten von k = 2,8 kN/m, um eine Rotation oder

eine Translation innerhalb der der Peptid-Achse angepaßten Wasserumgebung zu

verhindern. Innerhalb dieser Simulationszeit stabilisierten sich sowohl die mittle-

re quadratische Abweichung von der modellierten Ausgangsstruktur (s. Abb. 6.4)

bei ca. 1,5 Å für die Hauptkettenatome, als auch elektrostatische, van der Waals

und Bindungsenergien (Bindungen und Winkel), so daß das System als hinreichend

equilibriert betrachtet wurde.
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Abbildung 6.4: Mittlere
quadratische Abwei-
chung (rmsd) aller Atome
(schwarz) bzw. der Haupt-
kettenatome (grau) des
Cys3Lys30Cys-Peptids
während der Minimierung
und Equilibrierung von der
modellierten Ausgangs-
struktur.

6.3.1 Kraft-Ausdehnungskurve

MD-Entfaltungssimulationen wurden für Cantilever- bzw. Zuggeschwindigkeiten von

v = 1 . . . 10 m/s durchgeführt und die zugehörigen Kraft-Ausdehnungskurven be-

stimmt. Abbildung 6.5 zeigt Momentaufnahmen des Lysin-Peptids während der

Entfaltung sowie eine typische Kraft-Ausdehnungskurve. Allen Entfaltungssimula-

tionen gemein ist ein Beginn der Entfaltung an den Cysteinen der Termini bereits

für niedrige Zugkräfte (s. Abb. 6.5), wie es vom Mangel an Wasserstoffbrücken an

den beiden Helixenden und von der signifikant niedrigeren Helix-Propensität von

Cystein-Residuen im Vergleich zu Lysin-Residuen [271] zu erwarten ist. Für signifi-

kant größere Kräfte erfolgte dann das Aufbrechen des Wasserstoffbrückennetzwerks

auch innerhalb der Helix.

Abbildung 6.5: Schnappschüsse der erzwungenen Entfaltung des helikalen Cystein3-
Lysin30-Cystein und zugehörige Kraft-Ausdehnungskurve. Die jeweiligen Zeitpunkte der
Schnappschüsse sind durch Pfeile markiert.
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Abbildung 6.6: Kraft-Ausdehnungskurven. Im Bild oben dargestellt sind Ergebnisse aus
einzelnen AFM-Experimenten, die mittlere Abbildung zeigt die für unterschiedliche Zugge-
schwindigkeiten aus MD-Simulationen ermittelten Kraft-Ausdehnungskurven, die untere
die entsprechenden Kurven für die im Text diskutierten Potentialmodelle im Langevin-
Formalismus.

Abbildung 6.6 zeigt die Kraft-Ausdehnungskurven aus MD-Entfaltungssimulationen

(Mitte), aus Langevin-Simulationen (unten) und zum Vergleich AFM-Kraft-Ausdeh-

nungskurven aus Ref. [73] (oben). Alle Entfaltungskurven aus den Simulationen wei-

sen für Ausdehnungen von 15 Å bis 50 Å (Entfaltungsregime) ein großes Plateau auf,

also eine Region sehr niedriger Steifigkeit. Dies trifft auch für die experimentellen

Kurven zu, allerdings nimmt die Kraft hier bereits zu Beginn der Entfaltung Werte

von −150 bis −200 pN an. Dies ist den Autoren [73] zufolge eine Ursache unspezi-

fischer Wechselwirkungen der Cantileverspitze mit der Oberfläche, so daß deshalb

für Helix-Dehnungen ≤ 10 Å die aus den Simulationen gewonnenen Kräfte nicht mit

dem Experiment verglichen werden können.

Insbesondere im Plateau- oder Entfaltungsregime zeigen die Kräfte dagegen ein ähn-
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Abbildung 6.7: Kraft-
Ausdehnungskurve (MD)
für eine harte Feder mit
Federkonstante k = 300
pN/Å.

liches Verhalten: Die Kraft verringert sich temporär, das Peptid entfaltet sich also

schneller als die Cantilever-Spitze im AFM-Experiment oder in den Entfaltungssi-

mulationen (für kleine Zuggeschwindigkeiten) entfernt wird. Die Bereiche sinkender

Kräfte erstrecken sich im Experiment über einen sehr viel größeren Bereich als in den

MD-Simulationen. Die Langevin-Simulation (Parameter s.u.) der Helix im Modellpo-

tential 2 (4 – 2-Wechselwirkung) zeigt dagegen für eine kleinere Geschwindigkeit von

v = 0,1 m/s (Abb. 6.6) bereits größere Abschnitte sinkender Kraft, zunehmend ver-

gleichbar mit dem Experiment. Für größere MD-Zuggeschwindigkeiten (v ≥ 10 m/s)

nimmt die Kraft monoton zu, in diesem Bereich dominiert die Reibung.

Für das AFM-Experiment wird eine erforderliche Zug- oder Entfaltungskraft von

200 pN angegeben, um das Peptid um ca. 60 Å zu dehnen, die korrespondierende

Kraft in den MD-Simulationen beträgt dagegen lediglich 140 ± 25 pN für Zugge-

schwindigkeiten ≤ 3 m/s, in den Langevin-Simulationen (Modell 2) konvergiert die

Kraft bei ca. 130 pN (vgl. Abbildung 6.8).

Die Bereiche mit sinkender Kraft in den Kraft-Ausdehnungskurven treten deut-

licher hervor im Fall der MD-Entfaltung mit relativ harter Cantilever-Feder von

k = 300 pN/Å (v = 1 m/s, Simulationsdauer 6,78 ns). Die zugehörige Kraft-Aus-

dehnungskurve in Abbildung 6.7 zeigt vergleichsweise hohe Kräfte bereits für kleine

Ausdehnungen im Dehnungsregime (0 – 12 Å) sowie große Fluktuationen. Die mitt-

lere Entfaltungskraft im Entfaltungsregime ist mit 175 pN etwas größer als für den

Fall der weichen Feder. Während besonders im Dehnungsregime die Abhängigkeit

der Kraft von der Ausdehnung, also die Elastizität, durch das schnelle Anwachsen

der Kraft unzureichend beschrieben wird, können im Entfaltungsregime deutlich die

Zeitpunkte des Brechens einzelner Wasserstofbrücken identifiziert werden: Bricht

eine Brücke, so sinkt die Kraft um bis zu 200 pN.
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a K D

Modell 1 1, 8 Å−1 1, 1 kcal/mol 2, 6 kcal/mol

Modell 2 1, 8 Å−1 3, 4 kcal/mol 3, 7 kcal/mol

Tabelle 6.3: Parameter aus einem vereinfachten Peyrard-Bishop Modell für eine Poly-
Lysin-α -Helix mit harmonischer Wechselwirkung (Modell 1) sowie mit einer 4 – 2-
Wechselwirkung (Modell 2) zwischen benachbarten Residuen.

Aus der Anpassung der Kraft-Ausdehnungskurven aus den Langevin-Simulationen

(Abb. 6.6, unten) an die MD-Kurven bzw. die experimentellen Daten erhalten wir

die in Tabelle 6.3 aufgeführten Parameter für die Wasserstoffbrückenstärke D, die

Kopplungskonstante K der kovalenten Bindung zwischen benachbarten Residuen

zu den jeweiligen Modellen sowie für die Reibungskonstante γ = 3,8 ps−1. Zum Ver-

gleich berechneten wir die Reibungskonstante zusätzlich aus einer Anpassung an das

Schwankungsquadrats der Verrückung aus einer 5 ns MD-Trajektorie des α -helikalen

Poly-Peptids gemäß

〈x2
i 〉 =

2t

mβγi
. (6.29)

xi bezeichnet den Schwerpunkt des Lysin-Residuums i. Diese Beziehung ist für Zeiten

t � γ−1 gültig (freie Diffusion [272]). Um den Einfluß der benachbarten Residuen

zu minimieren, betrachteten wir ein kurzes Zeitintervall von ≈ 0,2 ps. Für γ ergab

sich hier mit ≈ 38 ps−1 eine zehnfach größere Reibung.

Die Elastizitäten im Dehnungsregime und im Coil -Regime (Ausdehnung > 55 Å) so-

wie die Geschwindigkeitsabhängigkeit der Entfaltungskräfte ließen sich nur durch das

Modellpotential 2 mit einer 4 – 2-Wechselwirkung zwischen benachbarten Residuen

zufriedenstellend anpassen.

Abbildung 6.8 zeigt die aus einer Integration der Kraft-Audehnungskurven aus MD-

und Langevin-Simulationen (Modell 2) gewonnenen freien Energien als Funktion der

Zuggeschwindigkeit. Der geringere Rechenaufwand für die Langevin-Simulationen

erlaubte eine Mittelung der Energien aus jeweils 10 Simulationen für jede Canti-

lever-Geschwindigkeit (für v= 0,02 . . . 100 m/s) und bis zu 50fach längere Simulati-

onszeiten. Die Integration der Kraft-Ausdehnungskurve aus der MD-Simulation mit

der kleinsten Cantilever-Geschwindigkeit ergibt einen Wert von ca. 12 kJ/mol pro

Residuum. Die Langevin-Energien konvergieren gegen einen etwas kleineren Wert

von ca. 10,0± 2,0 kJ/mol pro Residuum.
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Abbildung 6.8: Mittlere Entfaltungskraft im Regime zwischen 15 und 50 Å und Energie
aus der Integration der Kraft-Ausdehnungsprofile (kleine Abbildung) als Funktion der
Zuggeschwindigkeit. Die Langevin-Kräfte bzw. Langevin-Energien sind jeweils über 10
Simulationen gemittelt.

6.3.2 Elastizität

Aus der Steigung der (MD-)Kraft-Ausdehnungskurven läßt sich die Elastizität oder

auch Steifigkeit der Helix gewinnen. Für das Dehnungsregime bis 12 Å ergab sich

unabhängig von der jeweiligen Zuggeschwindigkeit (hier betrachtet v = 1 . . . 10 m/s)

eine Elastizität von κ = 0,079± 0,018 N/m, in sehr guter Übereinstimmung mit der

in AFM-Experimenten [73–75] bestimmten Elastizität von ca. 0,065± 0,015 N/m.

Bei einem Helix-Radius von ca. 2,3 Å sowie einem Atomradius von 0,91 Å für Koh-

lenstoffatome errechnet sich mit

E = κ
LH
AH

(6.30)

das Young-Modul E einer Lysin-Helix mit ca. 1,24± 0,29 GPa (Helix-Länge LH =

51 Å, Helix-Querschnitt AH = 32,4 Å2) für das Dehnungsregime, verglichen mit dem

experimentell bestimmten Wert von E = 1,2± 0,3 GPa in Referenz [74]. Aufgrund

des raschen Anstiegs der Kraft für die erzwungene Entfaltung mit steifer Feder und

der großen Fluktuationen ist die Angabe einer aus der Kraftsteigung berechneten

Elastizität für Dehnungs- und Entfaltungsregime wenig sinnvoll. Für den gestreck-
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Regime Elastizität [N/m]

Dehnungsregime (-12 Å) 0,079± 0,018

Entfaltungsregime (15 – 50 Å) 0,08± 0,04

Coil -Regime (> 55 Å) 0,30± 0,2 0

Tabelle 6.4: Aus Kraft-Ausdehnungskurven bestimmte Elastizitäten bei der erzwungenen
Entfaltung eines Poly-Lysins. Die Elastizität im Entfaltungsregime ist mit großer Unsi-
cherheit behaftet.

ten Zustand des Peptids (Ausdehnung größer 55 Å, Coil -Regime) ermittelten wir

dagegen eine vergrößerte Elastizität von 0,10 – 0,50 N/m, entsprechend einem elasti-

schen Young-Modul von E = 9,5 – 47,7 GPa (Radius 1,1 Å, LH = 121 Å). Da eine

Definition des gestreckten Zustandes in Ref. [74] fehlt, also die Angabe der Län-

ge und des verwendeten Querschnitts, ist ein direkter Vergleich zum Experiment

(E = 50± 15 GPa, [74]) hier allerdings wenig aussagekräftig.

6.3.3 Wasserstoffbrücken

Für die Stabilität und damit auch Elastizität einer α -Helix spielen die Wasserstoff-

brücken (s. Kapitel 2.4) des Peptid-Rückgrats eine herausragende Rolle. Sie bilden

sich zwischen der CO-Gruppe des Residuums n und der NH-Gruppe des Residuums

n+ 4 aus und sind dadurch bestimmend für die Ganghöhe der α -Helix sowie für die

Zahl der Reste pro Windung. Daher betrachten wir im folgenden den Mechanismus

des Brechens der Wasserstoffbrücken durch die erzwungene Entfaltung.

Die 1–4 Wasserstoffbrücken (s. Abb. 6.9) der α -Helix — die Brücken also, bei de-

nen zwischen Donor und Akzeptor drei Residuen überbrückt werden — sind in den

Entfaltungssimulationen bereits nach einer Ausdehnung der Helix um ca. 40 Å ge-

rissen. Dies entspricht bei einer Zuggeschwindigkeit von v = 1 m/s einer Zeit von

ca. 8 ns (s. Abb. 6.9). Die Lysin-Helix zeigt keinen Übergang zu einer 310-Helix,

wie dies für eine Alanin α -Helix in einer MD-Simulation unter Anwendung von

Abstands-Zwangskräften beobachtet wurde [266]. Im Gegenteil, 1–3 Wasserstoff-

brücken (zwei Residuen zwischen Donor und Akzeptor, vgl. Abb. 6.9 links) treten

lediglich als kurzlebiger intermediärer Zustand nach Brechen einer 1–4 Wasserstoff-

brücke auf, bevor die Helix weiter entfaltet. Überraschend stabil erweisen sich 1–2

Wasserstoffbrücken. Dieser Mechanismus spiegelt sich auch in der Gesamtzahl der

jeweiligen Wasserstoffbrücken-Typen in Abbildung 6.9 wieder. Die Gesamtzahl der

1–3 Brücken bleibt während der gesamten Simulationszeit klein.
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Abbildung 6.9: Brechen und transientes Bilden von Wasserstoffbrücken während der Ent-
faltung. Die linke Abbildung zeigt das Brechen von Wasserstoffbrücken in einer 1–4 α -
Helix: Unter Zugspannung lösen sich die 1–4 Wasserstoffbrücken (oben links), es bilden
sich kurzlebige, transiente 1–3 Brücken aus (mitte links) bevor die Helix in einen Zustand
mit stabileren 1–2 Wasserstoffbrücken übergeht. Die rechte Abbildung zeigt die jeweili-
gen Gesamtzahlen der 1–4 (schwarze Kurve), 1–3 (graue Kurve) und 1–2 (gestrichelte
Linie) Wasserstoffbrücken für die Zuggeschwindigkeiten v = 1 m/s bzw. v = 3 m/s (kleine
Abbildung).

Für eine Kooperativitätsanalyse der Entfaltung betrachten wir zunächst eine Ver-

teilung des Brechens der Wasserstoffbrücken: In Abbildung 6.10 A ist dargestellt,

welche Wasserstoffbrücken zeitlich benachbart reißen. Es wird deutlich, daß bevor-

zugt räumlich benachbarte Brücken aufbrechen. Eine genauere Analyse der zeitlichen

Abstände zwischen dem Brechen benachbarter Brücken gemäß Abschnitt 6.2.2 ist

in Abb. 6.10 B gezeigt. Dargestellt ist die Verteilung G(t) der zeitlichen Abstände

zwischen dem Brechen voneinander benachbarter Wasserstoffbrücken sowohl für die

MD-Simulation (schwarz) als auch für eine unkorrelierte Verteilung (grau), bei der

(als untere Grenze) für das Aufbrechen aller Wasserstoffbrücken eine Zeit T von

1 ns angenommen wurde. Man erkennt eine deutliche Abweichung der Bruchzeiten

einzelner Brücken aus den MD-Simulationen von einer unkorrelierten Verteilung. Au-

ßerdem ist zum Vergleich eine entsprechende Analyse für eine Bruchkooperativität

zwischen der i -ten und der (i+ 4) -ten Wasserstoffbrücke gezeigt. Hier ist keine Ko-

operativität beim Aufbrechen festzustellen. Tabelle 6.5 gibt zusätzlich die mittlere

Zeit ∆t und deren Standardabweichung zwischen dem Brechen zweier benachbarter

Brücken bzw. zwischen dem Brechen der i -ten und der (i+4) -ten Wasserstoffbrücke

an.
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Abbildung 6.10: Kooperativität beim Bruch von Wasserstoffbrücken bei der erzwunge-
nen Helix-Entfaltung. Gezeigt sind die jeweiligen Wasserstoffbrückenpaare, die zeitlich
aufeinanderfolgend brechen (A) sowie die jeweilige Zahl von benachbarten 1–4 Wasser-
stoffbrücken, die in einem bestimmten Zeitintervall (50 ps) brechen (B). Die kleine Ab-
bildung zeigt eine entsprechende Analyse für die Bruchkooperativität zwischen der i-ten
und der (i+4)-ten Wasserstoffbrücke. In grau gezeigt ist zum Vergleich die jeweils zugehö-
rige unkorrelierte Verteilung von Bruchzeiten. Die Abbildungen umfassen Daten aus vier
Entfaltungssimulationen mit Cantilevergeschwindigkeiten ≤ 5 m/s.

1 – 2 1 – 4 stat. Verteilung

〈∆t〉 190 ps 580 ps 320 ps√
〈(∆t− ∆̄t)2〉 870 ps 810 ps 570 ps

Tabelle 6.5: Vergleich der mittleren (kooperativen) Bruchzeit ∆t und ihrer Standardabwei-
chung für benachbarte Wasserstoffbrücken (1–2), für durch vier Brücken getrennte Was-
serstoffbrücken (1–4) sowie die Verteilung der Bruchzeiten für ein statistisches Aufbrechen
der Helix.

6.3.4 Entropie

Zur Bestimmung der Entropiedifferenz zwischen helikalem und entfaltetem Zustand

des Poly-Lysins wurden zwei Simulationen von je 5 ns Dauer durchgeführt, davon

jeweils eine für Poly-Lysin in α -helikaler Konformation bzw. in gestreckter Konfor-

mation. Um zu gewährleisten, daß keine Atome in den Bereich des stochastischen

Randpotentials (s. Kapitel 2.2) gelangen, wurde an den Termini jeweils ein Schwe-

felatom durch eine steife Feder mit k = 2,8 nN/Å fixiert.

Die Entropieberechung erfolgte gemäß der in Kapitel 6.2.3 vorgestellten Methode der
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Abbildung 6.11: Berechnete Entropien eines Lysin-Polypeptids. Gezeigt sind sowohl die
absolute Entropie pro Seitenkette (A) der Lysin-Residuen im α -helikalen (grau) und im
Coil -Zustand (schwarz) aus der Kovarianzanalyse von einer jeweiligen Auswahl von fünf
Residuen als auch die Entropiedifferenz (B) zwischen den beiden Zuständen. Die gestrichel-
te Linie markiert den Entropiemittelwert zwischen der dritten und fünften Nanosekunde
der Simulationszeit, der grau unterlegte Bereich die Standardabweichung.

harmonischen Näherung getrennt für die beiden Simulationen. Unter der Annahme,

daß der Entropiebeitrag der relativ langen Lysin-Seitenketten denjenigen des Peptid-

Rückgrates dominiert, wurde die Entropieberechnung (Gl. 6.22) auf die Seitenketten

(ohne Wasserstoffatome) beschränkt. Dazu wurde die Trajektorie zunächst nach der

Methode der kleinsten Quadrate an das Rückgrat angepaßt.

Die Entropiedifferenz der Lysin-Seitenketten zwischen ent- und gefaltetem Zustand

∆S = SCoil− SHelix zeigte allerdings für die zur Verfügung stehende Simulationszeit

unzureichende Konvergenz. Da es sich beim Poly -Lysin um ein homogenes System

handelt, sowie unter der Annahme vernachlässigbarer langreichweitiger Korrelatio-

nen der Seitenkettenbewegung, schränkten wir die Berechnung der Entropie auf je-

weils fünf unterschiedliche, benachbarte Peptid-Abschnitte von jeweils fünf benach-

barten Lysin-Residuen ein, genauer den Residuenabschnitten 6 – 10, 11 – 15, 16 – 20,

21 – 25 und 26 – 30. Die Numerierung ist hier fortlaufend gewählt mit den Cystein-

Residuen an den Positionen 1 – 3 sowie 34.

Abbildung 6.11 B zeigt die so berechnete Entropiedifferenz zwischen helikalem und

gefaltetem Zustand pro Lysin-Seitenkette als Funktion der Simulationszeit für die

fünf Selektionen. Man erkennt, daß der entropische Beitrag zur freien Energie4,

T · ∆S, nach bereits ca. 2 ns auf einen Wert von 12,9± 1,2 kJ/mol konvergiert ist.

Eine entsprechende Kovarianzanalyse mit zehn benachbarten Residuen ergab zum

4Für alle Berechnungen des entropischen Energiebeitrags wurde eine Temperatur von 300 K zu-
grunde gelegt.
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Vergleich einen Entropiebeitrag von ca. 12,5 kJ/mol pro Seitenkette. Für eine größe-

re Zahl berücksichtigter Residuen war die Konvergenz innerhalb von 5 ns nicht mehr

gegeben, die Größe des Konfigurationsraums erlaubte keine hinreichende Abtastung.

Die geringe Differenz im entropischen Energiebeitrag für Auswahlen von 5 bzw. 10

Residuen rechtfertigt obige Annahme, daß der Beitrag zur Entropiedifferenz zwi-

schen dem helikalen und dem Coil -Zustand aufgrund kollektiver Bewegungen weit

voneinander entfernter Residuen klein ist.

Im Gegensatz zur Entropiedifferenz konnte innerhalb der zur Verfügung stehenden

Simulationszeit keine Konvergenz der absoluten Seitenketten-Entropien beobachtet

werden (s. Abb. 6.11 A). Nach der Simulationszeit von 5 ns ergaben sich (absolute)

entropische Energiebeiträge T · S pro Residuum von ca. 101 kJ/mol für den Coil -

Zustand bzw. 88 kJ/mol für den helikalen Peptidzustand.

6.3.5 Hydrophile/Hydrophobe Oberfläche

Im vorherigen Abschnitt konnten wir die Entropiedifferenz zwischen helikalem und

Coil -Zustand für das Poly-Lysin bestimmen. Der Entropiebeitrag des Lösungsmit-

tels (σsol) wurde dabei vernachlässigt. Diesen schätzen wir durch ein Lösungsmittel-

Modell [122] ab mit der Energie

σsol = σphobAphob + σphilAphil , (6.31)

wobei Aphil,phob die hydrophile bzw. hydrophobe, dem Lösungsmittel zugängliche

Peptidoberfläche (Solvent Accessible Surface Area, kurz SASA) und σphil,phob die je-

weiligen von van Gunsteren et al. [122] bestimmten Solvatisierungsparameter sind

mit σphob = 5 kJ mol−1 nm−2 und σphil = −25 kJ mol−1 nm−2. Mit den über die Tra-

jektorie berechneten jeweiligen Oberflächen (s. Abb. 6.12) erhalten wir eine Ener-

giedifferenz pro Lysin-Residuum aufgrund der Solvatisierung zwischen Helix- und

Coil -Zustand von ca. −7 kJ/mol, der gestreckte entfaltete Zustand ist also bzgl. der

Summe aus hydrophober und hydrophiler Oberflächenenergie energetisch günstiger.

Dabei nehmen sowohl die hydrophile als auch die hydrophobe water accessible sur-

face zu. Etwa die Hälfte des Zuwachses der hydrophilen SASA beruht dabei auf der

Freilegung des Rückgrat-Sauerstoffatoms.
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Abbildung 6.12: Unte-
res Bild: Hydrophobe
(schwarz) sowie hydrophile
(grau) Solvent accessible
surface area (SASA) als
Funktion der Simulations-
zeit. Obere Abbildung:
Summe aus hydrophi-
ler und hydrophober
Oberflächenenergie pro
Lysin-Residuum.

6.4 Zur Berechnung Freier Energie aus force-probe-

Simulationen

In den vorangehenden Kapiteln wurde zum einen eine Gesamtenergiedifferenz zwi-

schen dem helikalen und dem Coil -Zustand des Poly-Lysins durch Integration der

Zugkraft über den Weg berechnet. Zum anderen konnten einzelne Energiebeiträge

wie die Entropiedifferenz für die Seitenketten bestimmt werden. Hier soll nun geklärt

werden, wie die über die Kraft-Ausdehnungskurve integrierte Energie mit der freien

Energiedifferenz ∆G für den Helix – Coil -Übergang zusammenhängt.

Die freie Energie ist eine thermodynamische Zustandsvariable, sie beschreibt ther-

modynamische Prozesse im Gleichgewicht. Falls man also die freie Energiedifferenz

zwischen zwei Zuständen aus der Integration eines Kraftprofils entlang einer die

beiden Zustände verbindenden Reaktionskoordinate gewinnen möchte, so sollte der

betrachtete Prozess zu jedem Zeitpunkt im bzw. nahe am Gleichgewicht sein, es sich

also um einen reversiblen, quasistatischen Prozess handeln. Ist dies nicht der Fall,

so beinhaltet die integrierte Energie dissipierte, irreversible Arbeit, und die freie

Energie wird überschätzt [69,273].

Um den Integrationsansatz im Detail zu diskutieren, betrachten wir nun eine hy-

pothetische Kraft-Ausdehnungskurve wie in Abbildung 6.13 A dargestellt. Wir un-

terscheiden hier zwei Regimes: eines mit anwachsender Zugkraft (Dehnungsregime)
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Abbildung 6.13: Illustration des Integrations-Ansatzes zur Berechnung der freien Energie
der erzwungenen Entfaltung (1): Hypothetische Kraft-Ausdehnungskurven für die erzwun-
gene Entfaltung einer α -Helix ohne (A) und mit (B) Berücksichtigung von aktivierten
Prozessen. Die gestrichelte Kurve markiert das Kraftprofil aus (A) ohne aktivierte Prozes-
se. Die schraffierten Bereiche zeigen die jeweiligen Integrale der Kraft-Ausdehnungskurve
für die individuellen Regimes.

sowie eines mit abfallender Zugkraft (Relaxationsregime): Anwachsende Zugkraft

bedeutet für den Fall der Helixentfaltung, daß die Helix sich langsamer ausdehnt

als der Cantilever in Zugrichtung bewegt wird; Wasserstoffbrücken werden gedehnt.

Für kleine Zuggeschwindigkeiten kann hier die dissipierte Energie vernachlässigt

werden, der Dehnungsprozess ist rein elastisch. Damit handelt es sich um einen qua-

sistatischen, reversiblen Prozess und die Integration der Zugkraft entlang der Reak-

tionskoordinate (hier der Helix-Ausdehnung) ergibt in der Tat die freie Energie, die

erforderlich ist, um z.B. in diesem Fall Wasserstoffbrücken zu dehnen.

Für abfallende Zugkraft dagegen dehnt sich die Helix schneller aus, als der Canti-

lever in Zugrichtung bewegt wird, die Ausdehnungsgeschwindigkeit wird also nicht

in erster Linie durch die Zuggeschwindigkeit, sondern durch das Kraftprofil und

die Reibungskräfte bestimmt. Ein Beispiel dafür ist das Brechen einer oder meh-

rerer Wasserstoffbrücken, was zur Relaxation des Cantilevers führt. Dieser Effekt

läßt sich nicht durch Herabsetzen der Zuggeschwindigkeit reduzieren, der Prozess

ist vergleichbar mit der plötzlichen Entspannung einer gespannten Feder nach ihrem

Brechen. Daher handelt es sich hier um einen inhärent irreversiblen Prozess, die frei-

werdende Energie wird nicht an die Feder zurückgegeben, sondern größtenteils dissi-
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Abbildung 6.14: Hypothetische Energielandschaften für eine Helix nach Szenario 1 (UA
helix,

durchgezogene dicke Linie) und Szenario 2 (UB
helix, durchgezogene dünne Linie), für das

Zugpotential Vpull (strichpunktiert) und das jeweilige Summenpotential Ui
tot (i = A, B)

(gestrichelte Linien). Die freie Energiedifferenzen zwischen x1 [Wendepunkt in Ui
helix (i =

1, 2)] und x2 [Minimum von Ui
tot (i = A, B)] sind durch “∆” gekennzeichnet. Für weitere

Erläuterungen siehe Text.

piert. Damit wird deutlich, daß die aus der Integration der Kraft-Ausdehnungskurve

im Relaxationsregime berechnete freie Energie nicht nur die für das Brechen von

Wasserstoffbrücken benötigte freie Energie darstellt, sondern zusätzlich die an das

Lösungsmittel dissipierte Energie beinhaltet.

Es stellt sich damit die Frage, welcher Anteil der freigesetzten Cantilever-Energie,

also der aufintegrierten Energie im Relaxationsregime, reversibel in der Peptidkon-

formation gespeichert wird, und wie groß der an das Lösungsmittel dissipierte Anteil

der Energie ist. Dazu betrachten wir die zwei in Abb. 6.14 dargestellten Grenzfälle.

Die durchgezogenen Linien kennzeichnen die jeweilige ungestörte Energielandschaft

der Helix: im ersten Fall (UA
helix) wird die Krümmung des Potentials nach dem Wen-

depunkt sehr klein, so daß die Steigung nahezu unverändert bleibt (fette Linie).

Im zweiten Fall (UB
helix) weist die Energielandschaft ein Maximum auf — eine Ak-

tivierungsbarriere — sowie ein zweites Minimum für eine größere Helixausdehnung

(dünne Linie). Die Krümmung wird demzufolge hinter dem Wendepunkt stark ne-

gativ und steigt daraufhin wieder an. Für beide Szenarien betrachten wir das gleiche

Zugpotential Vpull (strichpunktierte Linie), für das wir die mit dem AFM-Experiment
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verträglichen Annahmen machen, daß sich erstens die Steigung der Kurve nicht stark

in dem betrachteten Bereich der Reaktionskoordinate (von x1 bis x2) ändert und

zweitens die Zuggeschwindigkeit hinreichend klein ist, so daß das Zugpotential über

das gesamte Relaxationsregime als statisch angesehen werden kann. Die Dynamik

der Helix wird dann bestimmt durch die Gesamtenergielandschaft Utot, welche die

Summe aus der ungestörten Energielandschaft Uhelix und dem Zugpotential Vpull ist:

Utot = Uhelix + Vpull . (6.32)

Für negative Steigung des Gesamtpotentials Utot dehnt sich die Helix aus, befin-

det sich also entsprechend im Relaxationsregime. Für das erste Szenario fällt Utot

sehr langsam mit zunehmender Helixausdehnung ab (dicke gestrichelte Linie in

Abb. 6.14), der Abfall in Vpull wird also nahezu kompensiert durch die ungestör-

te Energielandschaft UA
helix, ∆Vpull + ∆UA

helix ≈ 0. Fast die gesamte Cantileverenergie

wird in diesem Fall demnach an die Helix übertragen. Im zweiten Szenario dagegen

ist die Änderung in Uhelix sehr viel kleiner als die entsprechende Änderung in Vpull:

∆UB
helix � ∆Vpull. Infolgedessen wird fast die gesamte freigesetzte Cantileverenergie

∆Vpull aufgrund von irreversibel geleisteter Arbeit dissipiert. Die Frage nach dem An-

teil der dissipierten Energie an der gesamten vom Cantilever freigesetzten Energie

hängt also eng mit der Form der ungestörten Helix-Energielandschaft zusammen.

Zusammenfassend läßt sich somit feststellen, daß die Integration der Kraft-Aus-

dehnungskurven unter Berücksichtigung des Relaxationsregimes eine obere Grenze

für die freie Energie ergibt, die für Dehnung und Bruch von Wasserstoffbrücken

erforderlich ist.

Das Bild wird komplizierter, wenn zusätzlich aktivierte Prozesse in Betracht ge-

zogen werden, wie in Abb. 6.13 B illustriert. Durch thermische Fluktuationen ge-

triebene aktivierte Prozesse bewirken die Überquerung von Barrieren (z.B. Brechen

von Wasserstoffbrücken, welches hier einhergeht mit der Ausdehnung der Helix).

Je langsamer der Dehnungsprozess, also je niedriger die Zuggeschwindigkeit ist, de-

sto größer ist der Anteil der Energiebarriere, der allein durch aktivierte Prozesse

überwunden werden kann, was durch den Boltzmannfaktor exp(−∆Go/(kBT )) mit

der Aktivierungsbarriere ∆Go beschrieben wird, der in der Kramers-Näherung [274]

proportional zur Rate ist, mit der eine Barriere überwunden wird. Die Zugkraft F

erniedrigt diese Barriere gemäß Gv = Go − LF [70] (L ist der Abstand in der Re-

aktionskoordinate x zwischen Minimum und Maximum der Energielandschaft), die

Zuggeschwindigkeit v setzt die Zeitskala für eine effektive Entfaltungsrate.

Im Grenzfall verschwindender Zugkraft muß nur lange genug gewartet werden, bis

Wasserstoffbrücken brechen oder sogar die gesamte Helix allein durch thermische

Fluktuationen bedingt spontan entfaltet.
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Wie wirken sich aktivierte Prozesse auf die hier betrachteten Kraft-Ausdehnungs-

kurven aus? Wird langsam gezogen, so verschiebt sich der Punkt, an dem die Helix

reißt, in der Energielandschaft weiter nach links. Die aufgewendete Kraft ist niedriger

als für hohe Cantilevergeschwindigkeiten wie in Abb. 6.13 B dargestellt.

In der Konsequenz ist der Betrag der Steigung im Relaxationsregime der Kraft-

Ausdehnungskurve kleiner bei Anwesenheit von thermischen Fluktuationen und zu-

sätzlich der Relaxationsbereich vergrößert. Aktivierte Prozesse führen daher zu einer

Verkleinerung der aufzuwendenden Arbeit (um die Fläche D in Abb. 6.13). Damit

erniedrigt sich der Anteil der dissipierten Energie im Relaxationsregime.

Zwei Effekte mit unterschiedlicher Wirkung sind also zu berücksichtigen: Dissipati-

on, die zu einer Überschätzung der freien Energiedifferenz zwischen gefaltetem und

entfaltetem Zustand führt, und aktivierte Prozesse, die nach obiger Betrachtung

diese Überschätzung wieder reduzieren.

Welcher von beiden Effekten bei der erzwungenen Helixentfaltung überwiegt, kann

zunächst nicht aus den jeweiligen Kraft-Ausdehnungskurven geschlossen werden.

Weitere Annahmen sind daher für eine korrekte Abschätzung der z.B. für das Bre-

chen von Wasserstoffbrücken notwendigen freien Energie erforderlich:

Die Ergebnisse aus den Langevin-Simulationen legen für die freie Energielandschaft

die Existenz einer Aktivierungsbarriere nahe (wie in Szenario 2), die von einem wei-

teren Minimum gefolgt wird. Der entfaltete Zustand entspricht in diesem Modell

also einem lokalen Minimum in der Potentiallandschaft. Zur Abschätzung des Ener-

gieanteils ∆Uact aufgrund aktivierter Prozesse setzen wir die Anwendbarkeit der

Kramers-Rate für die Überquerung einer Barriere voraus:

1

t0
= ω0 exp

(
−∆Uact

kBT

)
. (6.33)

Hier ist t0 eine typische Zeit für den Entfaltungsprozess (also Nanosekunden für

MD-Simulationen), ω0 der Kramers-Vorfaktor [124, 274], der die Fluktuationen des

Systems beschreibt und kBT die thermische Energie. Aus dieser Abschätzung er-

halten wir für5 ω0 = 1010 . . . 1011 s−1 eine Reduktion der Aktivierungsbarriere von

∆Uact = 3,5± 1,2 kBT bzw. 9± 3 kJ/mol. Weiter unter der Annahme, daß die Ener-

gie im Relaxationsregime vollständig dissipiert, entspricht diese Reduktion der Ak-

tivierungsenergie der Fäche D in Abbildung 6.13. Ohne aktivierte Prozesse wäre die

aufintegrierte Energie also etwa um 9 kJ/mol pro Residuum größer. Weiter gehen

5Gewöhnlich wird ein Faktor kBT/h ≈ 1012 s−1 verwendet. Da es sich bei der Entfaltung allerdings
nicht um einen quantenmechanischen Prozess handelt, favorisieren wir die Zeit, die ein Helixab-
schnitt in der Simulation zur Entfaltung benötigt, wenn er vom Maximum der Potentialbarriere
startet.
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Abbildung 6.15: Illustration des Integrations-Ansatzes zur Berechnung der freien Energie
der erzwungenen Entfaltung einer α -Helix. (A) Hypothetische Kraft-Ausdehnungskurve
(durchgezogene Linie) aus einer MD-Simulation oder einem AFM-Experiment und (B)
gleiche Kurve ohne aktivierte Prozesse. Die gestrichelte Kurve in (A) markiert das Kraft-
profil aus (B) ohne aktivierte Prozesse. Die schraffierten Bereiche zeigen die jeweiligen
Integrale der Kraft-Ausdehnungskurve für die individuellen Regimes.

wir davon aus, daß die freie Energielandschaft dergestalt ist, daß die Integration

des Dehnungsregimes und des Relaxationsregimes etwa gleiche Energiebeiträge in

einer um aktivierte Prozesse korrigierten Kraft-Ausdehnungskurve ergibt (vgl. Ab-

bildung. 6.15 B). Bei 12 kJ/mol pro Residuum aus der Integration der unkorrigier-

ten Kraft-Ausdehnungskurve für die MD-Simulation mit v=1 m/s ergibt sich daraus

dann ein Dissipationsanteil von etwa ((9 + 12)/2 ≈) 10 kJ/mol. Die Effekte von

Dissipation und Relaxation heben sich also gegenseitig auf, die über die gesamte

Kraft-Ausdehnungskurve integrierte Energie approximiert also die freie Energiedif-

ferenz zwischen den Zuständen Helix und Coil.

6.5 Diskussion

Die Bestimmung der Elastizität aus der Steigung der Kraft-Ausdehnungskurven er-

weist sich als unabhängig von der Zuggeschwindigkeit (im Bereich von 1 . . . 10 m/s)

und stimmt sehr gut überein mit den aus AFM-Experimenten bestimmten Elasti-

zitäten. Mit 1 – 15 GPa für das Young-Modul des Poly-Lysins erhalten wir Elasti-

zitäten, die deutlich größer sind als die für Liposomen (1,3 MPa [275]), aber ver-
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gleichbar mit denen für Protein-Kristalle (0,2 GPa [276] bis 2,7 GPa [277]) oder so-

gar mit Kollagen (3 – 9 GPa [278]). Eine größere Steifigkeit wie z.B. 1,25 TPa für

Kohlenstoff-Nanoröhren [279] tritt dann auf, wenn kovalente Bindungen für die ela-

stischen Eigenschaften verantwortlich sind und nicht, wie im Fall der α -Helix oder

des Kollagens, Wasserstoffbrückenbindungen.

Auch die Kraft-Ausdehnungskurven aus der force probe MD-Simulation zeigen trotz

einer etwa 108fach höheren Cantilevergeschwindigkeit einen ähnlichen Verlauf wie

das AFM-Experiment. Im Dehnungsregime liefert die Simulation sogar verläßlichere

Werte, wie anhand der sehr guten Übereinstimmung der Elastizitäten mit den unab-

hängig im Experiment bestimmten Werten besonders in diesem Regime geschlossen

werden kann. Die Existenz des Plateauregimes deutet darauf hin, daß eine partielle

Entfaltung der α -Helix nur einen geringen Einfluß auf die Energielandschaft der

noch verbliebenen helikalen Abschnitte hat.

Neben den gleichfalls aus Experimenten bestimmbaren Kräften und Elastizitäten

konnte aus der Simulation zusätzlich der Entfaltungsweg skizziert werden: Die er-

zwungene Helix-Entfaltung beginnt an den Termini und setzt sich zur Mitte hin fort.

In allen Simulationen wurde zusätzlich im Plateauregime ein Aufbrechen des Peptids

im helikalen Bereich beobachtet. 1–3-Wasserstoffbrücken spielen für das Poly-Lysin

keine Rolle. Die Elastizität im Dehnungsregime rührt von der Streckung der 1–4-

Wasserstoffbrücken, im Coil -Regime dagegen von der Streckung der Hauptkette her.

Das Brechen der Wasserstoffbrücken zeigt deutlich einen kooperativen Charakter.

Es konnte ein einfaches Helix-Modell aufgestellt werden, das Nachbarwechselwir-

kungen sowie Wasserstoffbrücken berücksichtigt und in Langevin-Simulationen die

Elastizitäten aus den MD-Entfaltungssimulationen, Kräfte und deren Zeitabhängig-

keit korrekt reproduzierte. Die Langevin-Simulationen konnten für bis zu 100fach

kleinere Cantilever-Geschwindigkeiten als die MD-Simulationen durchgeführt wer-

den. Die Simulationen zeigen eine frühe Konvergenz der Entfaltungskraft bereits für

eine Geschwindigkeit von 1 m/s.

Die aus der Integration der Kraft-Ausdehnungskurve von AFM-Experiment und

MD-Simulation gewonnene freie Energie von ca. 20 kJ/mol (AFM) bzw. 10 kJ/mol

(MD) stimmt nicht mit der relativ niedrigen freien Energie-Differenz von etwa 0,5 kJ/

mol aus kalorimetrischen Messungen [280, 281] oder Titrationsexperimenten [282]

überein. Auch wurde bei der partiellen Entfaltung des Polypeptids SP-C [267] ei-

ne niedrigere freie Energie von 2 – 3 kJ/mol pro Residuum abgeschätzt. Allerdings

lassen sich diese freie Energiedifferenzen nicht direkt vergleichen, da die Endzu-

stände für den entfalteten Zustand sehr unterschiedlich sind: in kalorimetrischen

Experimenten erhält man etwa einen ’verworrenen’ Zustand, in der Entfaltungssi-
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mulation dagegen einen definierten langgestreckten Zustand. Damit unterscheiden

sich sowohl der entropische Beitrag T · ∆S zur freien Energie als auch der enthal-

pische Beitrag ∆H für diese unterschiedlichen Zustände. In der vorliegenden Studie

Energiebeitrag pro Residuum ∆E (Helix–Coil)

Freie Energie (integriert) ∆F 10,0 ± 2,0 kJ/mol

Entropie der Seitenketten ∆Sconf 12,9± 1,2 kJ/mol

Oberflächenenergie 7± 2 kJ/mol

Tabelle 6.6: Energiebeiträge aus Molekulardynamik-Entfaltungssimulationen.

konnte erstmals der konfigurations-entropische Beitrag zur freien Energiedifferenz

zwischen dem α -helikalen (F ) und dem entfalteten (U) Zustand in Lösung mit Hilfe

einer MD-Simulation abgeschätzt werden (ca. 13 kJ/mol pro Lysin-Seitenkette, für

die einzelnen Energiebeiträge s. Tabelle 6.6). Bisherige Studien mit Monte Carlo

Simulationen [283, 284] unter Verwendung impliziter Lösungsmittel gaben lediglich

die absolute Konformations-Entropie6 einer Lysin-Seitenkette mit 7,4 . . . 9,6 kJ/mol

an, eine Datenbankanalyse von 50 Proteinen lieferte eine Entropie-Differenz von

∆S ≈ 8 kJ/mol [285]. Daraus ergibt sich ein schwingungsentropischer Beitrag zur

freien Energiedifferenz (sowie ein kurzreichweitiger Korrelationsanteil) von insgesamt

ungefähr 5 kJ/mol.

Für den absoluten Entropiebeitrag zur Energie erhielten wir ca. 101 kJ/mol für den

Coil -Zustand bzw. 88 kJ/mol für den helikalen Peptidzustand. Schäfer et al. be-

richteten hier einen vergleichbaren (ebenfalls nicht vollständig konvergierten) Wert

von ca. 100 kJ/mol für die Seitenketten-Entropie von Lysin aus einer 2 ns MD-

Simulation eines geschmolzenen Zustands des α -Lactalbumins [286]. Mit diesen ab-

soluten Entropien wird deutlich, daß die Schwingungsentropie etwa eine Größenord-

nung über der Konformationsentropie liegt.

Entropiedifferenzen wurden trotzdem meist allein der Änderung der Konformati-

onsentropie zugeschrieben [261], da einfache Abschätzungen der Differenz in der

Konformationsentropie bereits im Bereich experimenteller Werte für die freien Ener-

giedifferenzen bei der Denaturierung lagen [287]. Diese Annahme ist nach obigen Er-

gebnissen nicht in allen Fällen gültig, der schwingungsentropische Beitrag zur freien

Energiedifferenz liegt hier in der gleiche Größenordnung wie der konformationsen-

tropische Beitrag. Tabelle 6.6 fasst die aus erzwungenen Entfaltungssimulationen

gewonnenen Erkenntnisse über die energetischen Beiträge zusammen.

6Zur Berechnung wurden die Besetzungswahrscheinlichkeiten pi für diskrete Zustände ermittelt
und gemäß S =

∑N
i pi ln pi die Konformations-Entropie bestimmt.
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Kapitel 7

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden MD-Simulationen der F1-ATP Synthase, Langzeit-Simu-

lationen einer isolierten β -Untereinheit der ATP Synthase sowie Simulationen zur

Messung der Protein- bzw. Peptid-Elastizität vorgestellt.

Die vorliegende Studie der F1-ATP Synthase stellt die erste (atomare) Simulation

eines komplexen Enzyms bei der Arbeit dar. MD-Simulationen ermöglichten hier das

Studium der mit der katalytischen Wirkung des Enzyms verbundenen Konforma-

tionsdynamik. Die in enger Anlehnung an die Funktion des Fo-Komplexes bei der

ATP Synthese ausgeführten Simulationen einer 120o-Rotation der γ -Untereinheit

erlaubten es erstmals, die Konformationsdynamik besonders der β -Untereinheiten

zu studieren und, damit zusammenhängend, den rotationsinduzierten Mechanismus

der Affinitätssenkung in der βTP -Bindungstasche.

Viele aus Kristallstrukturen erwartete Konformationsänderungen, wie die Öffnung

der βTP -Untereinheit, konnten korrekt reproduziert und für Resultate von Muta-

tionsstudien konnten atomare Erklärungen gegeben werden. Dies zeigt auch, daß die

gegenüber der entsprechenden Bewegung in der FoF1-ATP Synthase unter nativen

Bedingungen notwendig beschleunigte Bewegung der γ -Untereinheit in der MD-

Simulation die Dynamik nicht ernstlich beeinflußt. Die Geschwindigkeit beobachteter

Konformationsänderungen liegt jeweils gerade unterhalb der Geschwindigkeit, ab der

Reibungskräfte eine Rolle spielen.

Unter der Annahme, daß die unterschiedlichen Kristallkonformationen der β -Un-

tereinheit Anfangs- und Endpunkte einer Simulation vorgeben, konnte eine zeitliche

Unterteilung der Konformationsänderungen über die direkt in der Simulation be-

obachteten Konformationsbewegungen hinaus vorgenommen werden. Dabei wurden

schnelle, in den Simulationen beobachtete Änderungen, von langsamen, aus dem

Kristallkonformationsvergleich geschlossenen Konformationsänderungen unterschie-

den.

Neben der Stützung und Erklärung experimenteller Fakten, konnte aus den Simula-

tionen ein dynamisches (kausales) Bild der Konformationsänderungen auf atomarer

125
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Ebene gewonnen werden. Danach führen die von der rotierenden γ -Untereinheit

ausgehenden Konformationsänderungen auf zwei Pfaden gleichsam dominoähnlich

letztlich zu einer kontinuierlichen Affinitätserniedrigung in der βTP -Bindungstasche.

Das gefundene sequentielle ’Zurückziehen’ der die Phosphate fixierenden Arginine

und die damit einhergehende Affinitätssenkung für ATP stellt das bislang nur empi-

risch postulierte Modell des Binding Zippers auf eine physikalisch-strukturelle Basis.

Damit konnten die ersten Schritte der (Rück-)Umwandlung von mechanischer Ener-

gie der γ -Untereinheit in chemische Energie simuliert werden.

Gänzlich unerwartet war die beobachtete spontane Schließbewegung der vormals of-

fenen substratfreien βE -Untereinheit — ohne Neubindung von Substrat, wie in bis-

herigen Modellen postuliert, und ohne durch die γ -Rotation forciert worden zu sein.

Diese große Konformationsänderung der βE -Untereinheit war Anlaß zur Durchfüh-

rung von Langzeit-Simulationen der isolierten β -Untereinheit. Hier gelang die Verifi-

kation des schnellen, auf der ns-Zeitskala ablaufenden Konformationsübergangs der

substratfreien offenen Untereinheit zur (fast) geschlossenen Struktur. Die offene βE -

Untereinheit der F1-Kristallstruktur befindet sich demnach in einer vorgespannten

Konformation, deren Übergang zur geschlossenen Konformation sterisch behindert

wird durch die γ -Untereinheit. Welche Rolle dem Magnesium-Ion in der Bindungs-

tasche für die β -Konformation zukommt, ist Gegenstand zukünftiger Arbeiten.

Für die unbeschleunigte Schließbewegung der βE -Untereinheit sowohl in der Si-

mulation des (αβ)3γ -Komplexes als auch bei der Simulation der isolierten βE -

Untereinheit, gelang hier eine ’Reality Simulation’ (Herman Berendsen [288]): Die

Dynamik findet auf der MD-Simulationen zugänglichen Nanosekundenzeitskala statt.

Nicht beobachtet wurde in den Simulationen der F1-ATP Synthase dagegen die end-

gültige Freisetzung von ATP aus der βTP -Bindungstasche — erwartungsgemäß, da

das Verlassen der Bindungstasche nach der Erniedrigung der Affinität thermisch ak-

tiviert ist [49] und daher vermutlich auf der ms-Zeitskala abläuft [20]. Inzwischen

werden erste Anstrengungen unternommen, die γ -Untereinheit der F1-ATP Syntha-

se auch im Experiment aktiv zu drehen um ATP zu synthetisieren [289].

Das spontane, substratunabhängige Schließen der βE -Untereinheit hat wichtige Kon-

sequenzen für die Drehmomentübertragung sowohl bei der Synthese als auch bei der

Hydrolyse in diesem Enzym. Hier konnte erstmals ein mit allen Experimenten ver-

träglicher, widerspruchsfreier Bindungswechselmechanismus für die F1-ATP Syntha-

se formuliert werden, der neben den bekannten Konformationen eine weitere inter-

mediäre Konformation vor der Substratfreisetzung in Syntheserichtung vorhersagt.

Der vorgeschlagene Mechanismus, der das spontane Schließen der βE -Untereinheit

berücksichtigt, erklärt die gemessene drastische Absenkung der Hydrolyserate des
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γ -freien (αβ)3 -Komplexes [196]. Ohne die Kopplung zur γ -Untereinheit würde die

β -Untereinheit in der geschlossenen Konformation ’gefangen’, das Substrat bliebe

fest gebunden.

Neben den Rotationssimulationen in der F1-ATP Synthase wurden außerdem Tor-

sionssimulationen der isolierten γ -Untereinheit durchgeführt. Hier konnte erstmals

die Elastizität dieser Motor und Dynamo der ATP Synthase verbindenden Unter-

einheit bestimmt werden. Diese erwies sich als ausreichend für eine mögliche Rolle

der γ -Untereinheit als elastischer Energie-Zwischenspeicher zwischen Fo und F1.

Ob grundsätzlich elastische Eigenschaften einfacher Strukturelemente wie der γ -

Untereinheit aus Molekulardynamik-Simulationen zuverlässig bestimmt werden kön-

nen, wurde anhand von Entfaltungssimulationen eines einfachen Poly-Peptids näher

untersucht. Es konnte durch Vergleich mit experimentellen Daten gezeigt werden,

daß die Elastizität besonders im elastischen Dehnungsregime der Entfaltung bereits

für ns-Simulationen sehr gut wiedergegeben wird. Außerdem konnte hier, neben dem

Entfaltungsweg, der wichtige Beitrag der Seitenketten-Entropie zur freien Energie-

differenz zwischen α -helikalem und Coil -Zustand bestimmt werden.

Die berechneten Entfaltungskräfte beim Poly-Lysin zeigten eine größere Zeitskalen-

abhängigkeit als die Elastizitäten, konvergierten jedoch auch hier bereits innerhalb

der zur Verfügung stehenden Simulationszeiten. Diese frühe Konvergenz wurde noch

durch die Resultate von Langevin-Entfaltungssimulationen eines neuen einfachen

Modells der α -Helix unterstrichen. Das Modell ist, nur unter Berücksichtigung ei-

ner nächsten Nachbar-Wechselwirkung sowie von Wasserstoffbrücken, in der Lage,

die MD-Kräfte und deren Geschwindigkeitsabhängigkeit korrekt wiederzugeben und

gestattet 100fach längere Simulationszeiten.

Die aus den MD-Simulationen bestimmte Elastizität rührt von der Streckung von

1–4 -Wasserstoffbrücken her, die bei größeren Kräften in einer kooperativen Art und

Weise reißen. Diese Kooperativität erklärt die besonders im AFM-Experiment be-

obachteten Regimes mit abfallenden Kräften in den Kraft-Ausdehnungskurven.

Zukünftige Molekulardynamik-Studien der F1-ATP Synthase werden Mutanten, Sub-

stratbindung zur offenen βE -Bindungstasche sowie die Frage der Drehmomentüber-

tragung auf die γ -Untereinheit bei der Hydrolyse betreffen. Außerdem soll die Rolle

der ε-Untereinheit aufgeklärt und die genaue Funktion des hydrophoben Lagers der

γ -Untereinheit beleuchtet werden. Die Methode der Elastizitätsmessung über Ent-

faltungskräfte wurde inzwischen auf eine coiled-coil, das Tropo-Myosin, angewandt.

Erste Resultate zeigen eine fast zehnfach größere Elastizität als für das Poly-Lysin.

Anhand dieses Beispiels soll die Bedeutung hydrophober Wechselwirkungen für die

Proteinelastizität untersucht werden.
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Anhang A

F1-ATP Synthase

Die F1-ATPase ist ein Komplex mit der Stöchiometrie 3α : 3β : 1 γ : 1 δ : 1 ε. In Rin-

derherz-Mitochondrien bestehen diese Untereinheiten jeweils aus 510, 482, 272, 146

bzw. 50 Aminosäuren. Die Sequenzen der α - und der β -Untereinheiten (Abb. A.1)

Residuennumerierung

Abbildung A.1: Residuennumerierung der α - (links) und β -Untereinheiten (rechts). Dar-
gestellt sind die farblich nach der Residuennummer kodierten Cα-Atome.

sind homolog (20% identisch). Die verwendete Struktur, 1BMF, enthält insgesamt
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2.983 Aminosäuren, genauer die Sequenzen αDP -19 – 510, αTP -25 – 510, αE -24 – 510,

sowie 9 – 474 für die drei β -Untereinheiten. Von der γ -Untereinheit beinhaltet das

Modell die Aminosäuren γ -1 – 45, γ -73 – 90 sowie γ -209 – 272.

Abbildung A.1 zeigt die Numerierung der α - und β -Untereinheiten, und Abbil-

dung A.2 zeigt die Sekundärstruktur der αTP - und der βDP -Untereinheit sowie die

Nomenklatur der α -Helices und β -Faltblätter nach Walker [4]. Tabelle A.1 führt

schließlich die Bezeichnungen der Aminosäuren, die gebräuchlichen Abkürzungen,

pK-Werte sowie ihre jeweilige Häufigkeit in den α - und β -Untereinheiten der F1-

ATPase auf.

Notation der α- und β-Untereinheiten

Abbildung A.2: Benennung der α -Helices und β -Faltblätter in der F1-ATPase (nach Wal-
ker [4]) am Beispiel der βDP -Untereinheit.
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Eigenschaften der Aminosäuren

Aminosäure
1B- 3B-

Name Symbol Symbol
Polarität
bei pH 7

Häufigkeit
in α

Häufigkeit
in β

pK der
Seitenkette

Alanin A ALA u 9.3 10.4
Arginin R ARG + 6.0 4.6 12.5
Asparagin N ASN p 2.5 1.9
Aspartat D ASP − 5.5 5.4 3.9
Cystein C CYS p 0.4 0.0
Glutamin Q GLN p 4.5 4.8
Glutamat E GLU − 6.0 7.7 4.3
Glycin G GLY p 9.3 9.5
Histidin H HIS p 0.9 1.9 6.0
Isoleucin I ILE u 7.4 7.5
Leucin L LEU u 9.1 8.7
Lysin K LYS + 5.9 4.6 10.5
Methionin M MET u 1.9 2.3
Phenylalanin F PHE u 2.6 3.1
Prolin P PRO u 6.8 5.2
Serin S SER p 6.2 4.6
Threonin T THR p 4.9 6.4
Tryptophan W TRP u 0.0 0.0
Tyrosin Y TYR p 3.0 2.5 10.1
Valin V VAL u 7.8 9.1

Tabelle A.1: Bezeichnung und Eigenschaften der 20 Standardaminosäuren [290] sowie
deren relative Häufigkeit in der F1-ATPase. 1B (3B) bezeichnet die 1(3)-Buchstaben-
Abkürzung der jeweiligen Aminosäure.
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Außerdem danke ich Prof. Dr. Manfred Radmacher für die bereitwillige Übernahme des Korreferats.
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