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Abstrad

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, inwiewdds AntioxidansEpigallocatechingallat
(EGCGaus dem Grintedxtrakt mit ausgewahltenAmyloid- O-Peptiten intera-
giert. 5 | & -Protein ist eineder Hauptverursacherder AlzheimeiKrankheitaufgrund
seiner Oligomerbildung Mithilfe von Molekuladynamik (MDJSimulationen wird die
Wechselwirkung zwchen EGCG undem gesamten Protein i(1-42) bzw. dessen
Fragment@& untersucht.Des Weiteren wird die Interaktion von EGCG sith selbst
bei Konzentratione von 10 und 100 mMnalysiet, um das Verhaltervon EGCG in

Lésungkennenzulernen.

Es wurdeersichtlich, dass die intermolekularen Interaktionen von E®&O@&kilenim
Wesentlichenl dz*Stapelwechselwirkungen unduf nicht so sehrWasserstoffbri-
ckenbindungen basieren Das! i 6-28)xFragmentspieltd SA  RAY@gdtion zu
Oligomeren und Fibrilleneine grof3e R&¢ wegen der Interaktion dePhenylalame

und bildet] S A yF&ltblatterin Anwesenheit von EGCG alrsFibrillen titt verstarkt

diei -Faltblat-Struktur auf.Dagegen taucheohne EGCG-Faltblatterin diesemPep-

tid auf. Das Fragment 115 besitztzwei Histdinedie ander Herstellung vorreaktiven
Sauerstoffspezies (ROteiligt sind und weist weniger Wechselwirkungen mit EGCG
auf. ImgesamtenPeptid! | im0 Sy ( & (i S K GFaltblatiinidérNghe 8es-S A v
Terminus, das nach der vollstandigen Anlagerung von BVBil€kilen verschwindet.
Anhand von Transitionsnetzwerkenumle eine statisische Anayse von 500ns
Simulationerzur Aggregationvon! i ¢-28¥Fragmenten ohne und mit EGCG durchge-
fuhrt. Dadurchwurde gezeigt dass ohne EGCG der Dimerzustand des Fragments bei
der Aggregation wichtigst. Wahrendder Interaktionmit EGCGagernan dem EGGG

I -Komplex haupéchlichsowohlheterogeneals auchhomogene Dimeresowie Mo-

nomere an.

j



Inhaltsverzeichnis

ADbKUrZUNGSVErZEIChNIS. ....cccii e \Y
TabellenVerZeiChNIS. .........uviii e v
ADDIAUNGSEIZEICNNIS ...t v
L. BEINIEIIUNG. ..ttt e e e e e e e 1
1.1 Motivation und Ziel der ArbeiL..........cccuuiiiiiiiiiiee e 1
1.2 Entstehung und Aggregation des AmyoiBeptids.............ccccevviveeeeeeeeeennnn, 2
1.3 Das AntioXidans EGCG........coouiiiiiiiiiiiiieieeee et 4
2. Theorie UNd MethOENL.........ooiiiiiiii e 6.
2.1 MoleKulardyNamik............coooiiiii e 6
2.1.1 Integration durch.eapfrogAlgorithmus.............ccccveeiiiciiiiicccceceee e, 7
2.1.2 Das Kraftfeld und dessen KOmMpoNenten...........cccooveeiivvniieeeeeeeeenennne 9
2.1.3 Parametrisierung Von EGCG.......cccoooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 13
2.1.4 Explizites Solvens als Wassermadell.............ccooevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 14

2.2 Methoden ZUur AUSWEITUNG.........cuuuiiiiiieeeeeeee ettt 15
2.2.1Total Solvent Accessible Surface Area..........cccoocvviieiiiiiiieeiiiieeee, 15
2.2.2 Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen...............cccovvveeeeiieninnnnns 16
2.2.3 Abstand und AbStandSmatrizen............ccoeeieiiiiiiiiiiiiii e 17
2.2.4 DSSRIgorithmus flr Sekundarstrukturen............cccceeeeeieiiiceeieeeeeeeeeenn, 17
2.2.5 TranSItioNSNETZWETKE............uiiiiiiiiiiee s 19



3. Vorbereitung und Parameter der MHSimulationen............ccccceceiieiiiiiieesieeeeeenn. 20

Bl EGC G eear s 20
o®dH 9D/ D YAl -Fragméhtemw NKL.A.SY.. L. 21
0P0 9D/ D YAHPeE Y.l diecO M 22
3.4 Energieminimierung und AqUIliDrerung............cc.ocveevevvevereceeeee e 23
4. Analyse UNd DISKUSSIOMN...........ceviiiiiieiiiiiiiiiieiiiiirien s e e e e e e e e eaeas 24
4.1 EGCERArtialladung ........ccooiiiiiiiiiiiiiiee et 24
4.2 Simulationen VON EGCG......ccoiiiiiiiiiiiiiiee e 26
40 { AYdzt I A2y S yFragnieyten9.D./.D....Y. A d... L. 31
4.3. 1 VErh@lNIS L. ...ooiiiiiiiiie et 32
4.3.2 VErNAINIS 4:14......ooo i 35

4.4 TranSItiONSNEIZWETIKE. .......ooiiiiiiiiee e a7
4.4.1 Aggregation VON EGCG........uuuuiiiiiiiiiiiiiiseees e eeeeaaeaaaaaaaa e 47

An ®H 9D/ D Y REBFrEgANL.LI.OMC oo, 49
n®p Ly adSNI $2) mieBGCE2.Y....L..0..0.Meooooioceceeece 52
4.6 DISKUSSION.....ceiiiiiiiiiie ettt e e e e 58
5. Zusammenfassung und Ausblick.................ccccc 61
6. LIteratUrVerzZeIiCNNIS. ........ouii i 62
7. ANNANG. ... o ————————————————————————————————— 67
7.1 INPUEDALEIEI.....cei ittt e e e e e e e e e e neeees 67
7.2 Abstandsdiagramme bestimmter Systeme.............covviiiiiiiiiiiiiiiii e Z0
7.3 Transitionsnetzwerk von 100 mM EGCG mit RB8Ehgen............cccoeeene. 75



Abkurzungsverzeichnis

A

A (1-42)
ACE
ACPYPE
AD

APP

AS
AM1-BCC
DCLM

DSSP

EGCG
ESP
GAFF
H-Bricken
HF/631G*
ID

M

MD

MM

NME

Amyloidi

Amyloidi -Proteinmit angegebener Anzahl der Aminosauren
N-Terminus mit angehangter Acefl NHzLILISFrakryfentéeni
Ante Chamber PYthonParser interfacE

Alzheimesche Demenz

Amyloid-VorlauferProtein (engl.Amyloid Precursor Protgin
Aminosaure

Ausin Model1-Bond Charge Corrections

DoubleQubicLattice Method

Define Secondary Structure of Proteins
Elementarladungnii RSY 2 SN¥CwmMZIcnu i mn
(-)-Epigallocatechingallat

elektrostatische$otential (engl.ElectrostatidPotentia)
generatamberforcefield

Wasserstoffbriickenbindungen

Eine quantenchemische Methode basierend auf Harffeek (HF)
Identitat der Ubergénge in der Transitionsmatrix

Molekal

Molekulardynamik

Molekularmechanik

GTerminus mit einer angehangtendS (i K & f 3 NHEtagdenten y



PDB Protein Data Base

PSEN/ 2 Presenilinl/2

QM Quantenmechanik

RESP Restrained Electrostatic Potential

ROS reaktive Sauerstoffspezies (engeactive oxygen spexs)
SASA SolventAccessible Surface Area

SD SJeepestDescent

TN Transitionsnetzwerk

Vdw van-der-Waals

VMD Visual Molecular Dynamics

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Simulationsdaten der Systebh@®eund 100 mM EGCG.............ceeeeeennnnn. 20
Tabelle 2: Dan der Simulationen mit deh i-Fragment@ und EGCG.................... 22
¢CFroStftS oY {AYdzZ I 0A2Ya&RIGSY F4WRepwl..23
Tabelle 4: Partielle Ladungen der Hydroxylgruppe des Tyrosins...................... 26
Tabelle 5Einstellungen der Energieminimierung............cccccceevvvveeeeeveeeveeneennnnnnnns 67
Tabelle 6: Parameter fiir die AQUIlIDMEIUNG............ccveveeiiieeceeeceeeeeee e 68
Tabelle 7: Beispiel der Inpitatei fir eine MESIimulation.....................c.ccoooeee 69

Abbildungsverzeichnis

l 90Af Rdzy 3 wmY Pghpliod in8 deseghPggre§adion ! .i.................... 3
Abbildung 2: Lebenszyklus der amyloiden Proteinen............ccccocovvviiviiiiiiieeeeennns 3
Abbildung 3: Die Struktur von EGCG.........ccoooiiiie e 4
Abbildung 4: Schematische Ubersicht der kovalenten Bindangsh im Kraftfeld. 11
Abbildung 5: Definitiowon SASA und andere Oberflachen................ccccvvvvennnnnnes 16
Abbildung 6DieRESPund AMX1BCGPartialladungen von EGCG...........cccceeeeeeee. 24

\



Abbildung 7: Unterschiede in der Partialldung der Hydroxylgruppen................. 25

Abbildung 8Totale SASA vor0ImM (links) und 100 mM (rechts) EGCG............. 26
Abbildung 9: Gesamtanzahl deiBrtickenbindungen bei 10 mM und 100 mM EGG
Abbildung 10Abstandsmatrix der EGEMolekiile ab 30 ns...........ovvvvvviiviiiniiinnnne, 28
Abbildung 11: Atomare Abstandsmatrizend die Struktur von EGCG.................. 30

l 90Af Rdzy3 MHY 5SNJ +SNI I dzF -RdekileQ(RIY.dzE3R G A 2y

Abbildung 13: Die prozentuale Haufigkeit der absoluten und normierten Anzahtder H

Bricken zwischen EGCG und dem zugehdrigen Peptid...........cccccvveeeeiriiniinnee. 33
l 00Af Rdzy 3 mnY ! o4& -pfdy@enteniuNREGEEN)..1..a.A.BOKSyYy | i
Abbildung 15T2 G | £ S { !-RragmeRt&undl diel EGalekille..................... 37

Abbildung 16Anzahl deH-BNN O1 Sy 1 6 A a OK S yrra@ierited (4d)y3B RSy |
l 00Af Rdzy 3 mTY | 0 aFfagneRamtiEGO@V)..S.y.....R.S.NJ.40 |

Abbildung 18AbstandsmatrizefiR S NPeptideund EGC@tome(4:4)...................: 41

Abbildung 19Totale SASA unénzahl deH-Briickenvon! | 6-2B)ohne EGCG....42

l 90Af Rdzyd wHAaY ! 040! PRaANCIEGOA.E...[1.4.A2.0KSYy 1] 61
Abbildung 21: DSSRIZF (i NI 3 dzy” 323)@8t ynd bhnedEBEG....................... 44

l 90Af Rdzy 3 HHY ! dzF G NI 3 dzy 32RGSMNIEGEE..dzy. RIS NE (i N1z
l 90Af Rdzy3 HoY { S| d2@{RrbigiknieMiAGCENI..RS.NJ46 1 6 mc
Abbildung 24Transitionsnetwerke des Systems mit 10 mivtl 100 mM EGCG.....48

l00Af Rdzyd HpY ¢ NIy aBFragnérteobné EGCEN]....RISNJ | | 061
Abbildung 26¢ NI y a A (i A 2 y & y S2BfPapfided mitlES®G...!..J...0..m.c50

Abbildung 27: Totale SASA der E@@Bekillendzy R R S42)Péptid§.m.......... 53
Abbildung 28: Bstandund Anzahl detH-Briickenbindungervon! i @2)zuEGCG54
Abbildung 29: Abstandsmatrix zwischen d8BC@ 2 f S Nf Sy d#a?R..5SY ! i 6
Abbildung 30Abstandsmatrix zwischen den EG&@mendzy’ R -42)..0.m......... 57
Abbildung 31: SekundarstruddNI @ 2 F2)..L.J O M..eieeieciiiceeceeee s 58
Abbildung 32Absténde in der 10 mMEGCE&SIimulation.............ccccevvvvvvvvvvvvvveeennn 71
Abbildung 33Abstéande zwischen den acht Molekile bei 100 mM EGCG........... 72
Abbildung3¥ ! 0 AGNY RS 1 A aOKS&Qy)Fraghén@...dzy.R.IKSY 1 i 6
Abbildung35A0 & i YR @2y 9 D23pPeptiden.R.Sy........0...0.M.C.74
Abbildung 36Abstand von EGCG RUS Y 1-33)®eptiden............cccovevveveenneee. 74
Abbildung 37 Transitionsnetzwerk von 100 mM EG@EG ns und RESP)............... 75

Vi



1. Einleitung

1.1 Motivation und Ziel der Arbeit

Die weltweite Anzahl von dementen Menschen nimmt stetig zu und soll nach aktuellen
Prognosen bis 2050 auf 115 Millionen Menschen stélfydfin groRer Teil davon leidet
unter der Alzheimerschen Demenz (AD)otz intensiver Forschung gibt es bislang kei-
ne Helung fur die ADEs sind nur therapeutische Mddimente fiireine Verzégerung

der Symptome der Krankhegtrhaltlich Diese steigern die Aktivitat der gesundder-
venzellen im Gehirn, kinen denKrankheitsfortschritfjedochmeistens nur fir einige
Monate hinausgezogert werd&h Ein Ziel einer effektiva Therapie bestehtn einer

friheren Erkennung von ADbevor die Neurodegeneration urtdirnatrophieeintritt [,

Ahnlich wie beter ParkinsorKrankheit Diabetes mellitu§'yp 2und ChoreaHunting-
ton wird die AD durch eirkleines, loslichestehlgefaltetes Proteinmit dem Namen
Amyloidi (! J) augdost, welchesam haufigsteraus40 oder42 Aminosauren besteht.
Zusammengefasst werden diese #@soteinFehfaltungskrankheitenund die krank-
heitsverur@chendenProteine als amyloide Peptide bezeichnét einigen Stunden
bilden sich daraus Oligomere, ds&chwiederum zuunléslichen Fibrillen umwandeln
Diese lagern sicimnerhalb von Jahremm Gehirn als sogenannte Plaquees jedoch ist
der exakte Mechanismuder Fehlfaltungungeklart!. Es ist bekanntdass die kleinen
l6slichenOligomere neurotoxisch sifi da sie die Membranemer Neuronenzersto-
renund reaktive SaerstoffspezieRO%in Verbindung mitMetallionen wieKupfefll’]
herstellen.Wenn sich zu viele ROS in den Zellen befinden, sterben die Neurbuaken.
grund desserverliert der Patient im hohereAlter immer mehr seing kognitivenLeis-

tungsfhigkeit und muss betreut werden.

Im Moment gibt es vielgotentielle organischelnhibitoren mit niedrigem Molekular-
gewicht RAS RAS | 3aNB3IlIGA2Yy @2df UnwandimygiRk RS NJ
Oligomereund Fibrillen und somit deren Zytotoxizité&erhindern kénnenWeitere
therapeutischeZiele sind die Reduzierung des Expressiondaireser Peptidendie

Steigerungihrer Beseitigungsrate und der Anstieg der Sligdt der ordentlichgefalte-



ten Protein@l¥l. Eines dekleinenMolekiilemit potentieller Wirksamkeit gegen At
das Polypheno(-)-Epigallocatechi8-gallat (EGCG), welchdsauptsachlichaus Grin-
tee-Extrakt stammt.Es gibt experimentelle Anzeichen, dass EG@@&GA -Assem

blierung und somit die Fibrillemldungvermeidenkonnte®l.

Das Ziel der Arbeit bestelm der Analyse der Interaktionen von EGCG mit sich selbst
und mit dem A-Peptidmithilfe von Molekulargnamik(MD)-SimulationenDes Weite-

ren soll die Inhibition der A-Aggregation durch EGCG untersucht werden. Dazu wer-
den die beiden Molekile fur ein besseres Verstandmiden nachfolgenden Abschnit-

ten kurz vorgestellt.

1.2 Entstehung und Aggmgation desAmyloids -Peptids

Das! i-Peptid ist Haupterursacher der Alzheimer Krankhaind wird durch eine
anormae Proteolyse des Amyloidorlaufer-Proteins (engl.Amyloid Precursor Pt&n,
APP) gebildet. Schematisch ist der Ablauf detAggregation in Abbildung 1 darge-
stellt. APRst ein integrales Membranproteiond vermutlich an der Synapseidung

beteiligt, allerdingist die genaue Funktion unbekartt

5AS LINRPGS2fe&iAaOKS { LI didzomcek@msen drfolgen. 1 I Yy
Wenn APP iil¢] RA ST NB Gl &S Ay -DerBiNg imderiMerSbraR Gebldald |

ten wird, entsteht kein toxiscleeAbbauprodukt Diesist die normale Proteolysen

gesunden GehirnAber mit zunehmendemlter wird das APP zunéachst durch die ext-

NI T St f dzund Nstér dirch transmembrane’ -SekretaseSpaltung  zerteilt,

g2 RdAZNOK &aAOK RFa !'i YA {9 von allenvatianterost dasy A y 2 & N
I i @&y aufgrundseinerschnellen Oligomerbildundas toxischste Peptitt. Die neu-

NER (i 2 E A aP&tid ywerdéniauRerhalb der Zelle freigesetzt und die Assemblierung

von Oligomera zu unlésliche Fibrillen beginnAb. 9. Diese weisehauptsach A O K i

Faltblatteraufund kdnnenlokale Btziindungsreaktionemuslosen
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Abbildung2: Lebenszykluder amyloiden Poteine vom nativen Zustand zw@ndgultigen Fibril-
lenform, welche rd O K -Raltblattern ist. Ein Nucleusezeichnetstrukturierte Oligomere,

aus denen sich die Protofibrillen bildeBntnommen aus Quelf8.

Des Weiteren &nnen Mutationen in APPGenen zur Verhinderung S &Seklretase
Abbaus von APRihrens ¢ 2 RdzZNO K R A -Sekretase bedudafigid. RuSeNd |
konnen Mutationen der Generesailin-1 und Presenilil2 (PSEN1IPSEN2¥u einem



Anstieg def LJI f { dzy 3 & NJ -SeiBetase tiandgd KDieseAGBnkodieren Kompo-
nenten der’-Skretase In beiden Fallesteigt die A -Produktion.In der Konsequenz
entstehen oxidativer Stress und biochemischéeranderungen, die letztendlich zur
neuronalenApoptoseund zur Entwicklungler die ADtypischen NerverPlaquesfih-
ren'2l, Dabei tréen auch mitochondrialéehlfunktionen aufgrund voBchaden durch
ROS alifl,

1.3 DasAntioxidansEGCG

Obgleich sich im Grintee viele verschiedene Polyphenole befinden, macht das EGCG
circa ein Drittel der Trockenmasse des Tees Allgemein ist bekannt, dass EGCG an-
tioxidantische Fahigkeiten besitZstragt zumSchutz der Zellen durch Modulation der
Sgnaltransduktioswege, der Zelltodsene undder mitochondrialen Funktion beil4],

Da EGC@ie BlutGehirnSchranke passieren kanist eine Wechselwirkungy A G ! i
moglich In Abbildung3 ist die Struktur von EGCG zu sehBxme in rot markierten
Gruppen spielewvahrscheinliclS Ay S 6 Sa2y RSNBE w2ftfS 06SA

P

Abbildung3: Die Struktur von EGCBie chemischenGruppen die mutmaBlichy A G RSY ! ]

Proteinwechselwirkensind rot eingekreisDie Grafik wurde aus Referélzntnommen.

(Vo))



Wenn diese und weitere Hydroxylgruppen entfernt werdegxliert es seine inhibitori-
sche Eigenschaftauf die amyloide Proteinaggregation was am InselAmyloid
Polypeptid gezeigt wurdel’®l, Dieses fehlgefaltete Peptid spielt bei Diabetasllitus
Typ 2 eine Rolle.

AulRerdemweist EGC@ie Fahigkeit auf, ausgereifte Amyldibrillenin weniger toxi-

sche, amorphéroteinaggregate umzuwandélfl. In einerin viveStudiewurde nach-
gewiesen dassEGCG das beeintrachtige Lernen und das Gedachtnis von transgenen
APP/PSENADModellmausa verbessertund somit nach langerem Konsude AD
relevanten kognitiven Defizite vermindekdnnte!’l. Auch wenn der molekulare Me-
chanismus dr Wirkungsweis&on EGCG noch aufgeklart werden muss, egdktuell

einer klinischenStudieunterzogen undefindetsich in Phasell#l. DasVerstandnisdes
Inhibitionsmechanismus von EGCG ist nicht nur essérfur die Medikamenteent-

wicklung, sondern auch zur \feeidungvon potentiellen Nebeneffekten.



2. Theorie und Methoden

Nachfolgend werdenie Theorie der molekularen Dynamik (MD) und die Verfahren zur
Analyse beschrieben. Fur die Produktion und Analyse defSMidlationerwurde das

MD-ProgrammGROMAGS! verwendet

2.1 Molekulardynamik

Die Dynamik eines Systepwelches zum Beispiaus einem Peptid und zugehdrigem
Liganetn bestehen kannist sehr wichtigum die Ablaufe bestimmter Prozesse wie die
AggregationWechselwirkungund Faltung von Proteimezu verstehen. Dazu kann die
Molekulardynamik genutzt werden, die ien letzten Jahren ein bedeuteadTeilder

Computersimulation geworden ist.

In MD-Simdationen werden dieNewtonschen Bewegungsgleichungen fi@in System
aus N interagierende Atomen fir einen kleinen Zeitschritt gleichzeitig gelt&tie
Kraftberechnungbasiert auf derklassische Molekularmechanik (MM)Dabeiwerden
die Atome als Punktteilchemit einer Masseim klassischen Sinngertcksichtyt und
elektronische Freiheitsgerade nicht betrachtéufgrund dessen werdequantenche-
mischeEffekte wie Elektronenbewegungen oder chemische Reaktionen iNMieMD
vollstandigignoriert 2%, Das zweite Newtorsche Gesetist die Grundlage der MPb

Simulationund lautet folgendermal3en:

~ ,~

O h ioa—R & O0r Q pichof8 R ¢ ofufg p

Die KraftF, welche aufein Teilchenwirkt, beschreibt die zeitliche Veranderurngn
dessenImpuls p bzwist identisch zwiseinerMasse m,auf die eine Beschleunigung a
wirkt. Wiederumsind die Beschleuniguren durch die erste Ableitung der Geschwin-
digkeitvi n der N Partikel in x y- und z Richtuing oder die zweiteAbleitungder Atom-
positionr nach der Zeit definiertZudemist die Kraft auch die Ableitung der potentiel-
len Energie (R)nach den Ortskoordinatener Teilchendefiniert. Diese istin Glei-

chung 2dargestellt wobei R dekartessche Vé&tor der Atompositionist.



Die Potentialfunktion U(R) beschreibt das Kraftfeld, wedcles den verschiedenen
inter- und intramolekubaren Wechselwirkungen der Atomigesteht und somit be-
stimmte Parameterenthalt. Dabei wird die Gleichung 2 numeristtiegriert, wie im
Abschnitt 2.1.1 beschrieben wirdVahrend derintegration wird das NPZEnsenble
angevendet, bei dem die Teilchenanzahl (N), Druck (P) und Temperatur (T) konstant
gehaltenwerden Nur das Volumeund die Energie sind veranderbar. Dazu wird der
NoséHooverThermostat und Parinel®ahmarBarostat fur die Simulationen be-

nutzt.

2.1.1Integration durchLeapfrogAlgorithmus

Fur jeden Zeitschritt werden die Bewegungsgleichungen der Partikel gelost, indem die-

se UbergewisseAlgorithmen integriert werdenln dieser Arbeit wird deteapfrog

Integrator genutzt, der eine Variante des \erAlgorithmus darstelltEs werden fur

jeden Zeitpunkt t die Positionen, Geschwindigkeiten und Beschleunigungen der Atome

neu berechnet welche aus der Kraft, die auf die Atome wirkt, resultief@ar Verlet

Integrator basiert auf zwei Taylorreihen degilEhenpositionen fir den Vorwarsind
Riickwartssclitt, um die neuen Positionen zu#eipunkti b nd | dza RSY | {4

vorherigen Schritt zu bestimmen. Dies ist in Gleichung 3 und 4 zusammengefasst:

A A smawa AL, YO o A

OO0 YO OO 0O0YO —YO —O0O [ YO o
c | oA

A ea A sama AO L O. o A

OO0 YO OO 0O0YO —YO —O [ YO T
c | oA

2Syy RAS 0SARSY Df SAOKdzy3ISy FRRASNI 6SNRS
wird die Berechnung der Positidiar den nachgen Schritterhalten

A

A

A en n oaa wa AOC L o
OO0 YO W OO0 YO i—YO/YO v



Dabeibeinhaltetder Parameteh o{ffden Fehler der Genauigkeit der Position. Des

Weiteren ist ersichtlich, dassie Berechnung deGestwindigkeit® O noch erforder-

lich ist auswelche sichdanndie kinetischen Energie und dieemperaturergeben

Aufgrund dessen muss diese separat berechnet werden, indiemraherige Position

rt - n Gvon der neuen PositioND (i  abgezogemvird, umden Abstand zu erhalten

der wahrend des ZdittervalsRSNJ [ Ny 3S wp il IDdehNifkéhde&e-S3 G 6 «
schwindigkeit der aktuellen Position ermittelterden, wobei der Genauigkeitsfehler

h oitobetréagt, welcher mit der Zeitschrittlange zum Quadskaliert

oJo - e} ®

Esist zu beachten, dass der VeHdelgorithmus zwei initiale, nachfolgende Schritte fur
die Integration der Bewegungsgleichungend fur dieBerechnung der Geschwindig-

keitenbendotigt

Aus diesemGrund wurden weitere IntegratefAlgorithmenentwickelt wie zum Bei-
spiel derLeapfrogAlgorithmus.Hierbeiwerden die Geschwindigkeiten bei einem hal-
ben Zeitschritt berechnet, um mit diesen die neuBositionen der Teilchen Zoe-
stimmen Zuerst werden die Gleichungen 3 undvdneinandersubtrahiert,ab dem
dritten Term der Taprreihe abgeschnitterund nach der aktuellen Geschwindigkeit

umgestellt, wodurch in Gleichungf@lgender Zusammenhang entsteht

Im Vergleich zu Gleichung 6 gewinnt man eine OrdndeigGenauigkeiin der Ge-
schwindigkeit Im Unterschied zum Verl&lgorithmus beginnt dekeapfrogIntegrator

ab diesem Punkt:

00 Yac o) /| YO P
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Bei der Umstellung von Gleichung 9 nach rfti}werdendie aktualisierterPositionen

der Partkel berechnet

A (VPN
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Die Geschwindigkeiten werden durch die Saktion der Gleichungen 8 und 9 sowie

durch die Kombination mit Gleichung 5 aktualisiert:
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Aus beiden Integrationen resultieren dieselben Trajektorien, woliegim Leapfrog
Algorithmus eine hohere Genauigkeit der Geschwindigkeiten und folglich fur die Tem-
peratur und diekinetischen Energieorhanden ist Jedochverringert sichdie Exaktheit

der Positionenum eine OrdnungDer weitere Nachteil diesed.eapfrogintegrators ist

die zeitversetzte Berechnung der Positionen und Geschwindigkeiten von einem halben
Zeitschritt. Dementsprechendodnnen die potentielle und kinetische Energie nicht zur
selben Zeit bestimmt werden, wodurch die Berechnung der totalen Energn¢ di-

rekt erfolgen kani1.

Diees Problemkann durch denVelociy-Algorithmus gelést werden, dem die Ge-
schwindigkeiten und Positionen zum gleichen Zeitpumkt derselben Exakthenvie
beim Leapfrogintegrator ermittelt werder?Y, Jedoch wird auf diesen nicht weiter

eingegangen, dder Leapfrogintegratorin den meisten Fallen genau genud?#t

2.1.2DasKraftfeld und dessen Komponenten

Das Kraftfeld setzt sich awerschiedenerPotentiabeitragen zusammenwelche sich
denklassisckn Ansatzen, wie zum Beispielsdearmonische Potentiak, bedient All-
gemein wurden die klassischenaltfelder Gber quantenchemischend spektroskopi-
sche Daten parametrisiertBei den Interaktionen wird zwischennichtbindende und

bindende unterschieden, die in diesem Abschnitt nacheinander vorgestsitten



Bindungspotentiale Die intramolekularen Wechselwirkungen umfassen bis zu vier
benachbarte, nacheander folgende Atome, @swegendiese in 1,ABindungslangg
1,3(Bindungswinkglund 1,4Interaktionen (Diederwinkelnund uneigentlichenTlorsi-

onswinkel(engl.:imprope) unterteilt sind.

Die Potentialeder Bindungslangen unavinkel (Gl 12 und 13)baderen auf demhar-
monische Potential,welches generell durch das Hasiche Gesetz beschrieben wird.
Die Bindungsausdehnung wird durden Gleichgewichtsabstandy§ zwischen zwei
Atomen und die Kraftkonstanté& definiert, wahrend die Energi&y — Uber den
Bindungswinkelzwischen drei Partikelm Abhéngigkeit der Hybridisierung des Zent-
ralatomsmit den Gleichgewichtswinkel; und derKraftkonstante—; dargesellt

wird.
[ e

x Q
r PO

Dabei werden die Atomedie um die @&ichgewichtslage schwingeals Massepunkte
durcheine Federverbunden Es ist zu beachten, dass sich die Atome raalsehr vom
Gleichgewichtsabstand, entfernen, da ansonstedie Energie des harmonischen Sys-
tems insUnendlicke steigen wirde.In derRealitat wirden die Atome ab einegewis-

sen Abstand dissoziiereRiir diese Beschreiburgggnet sich das MorsBotential, wel-

ches die Dissoziation von Atomen bertcksichtigt. Jedoch reicht das harmonische Mo-
dell fur die meisten Simulation in der MD aus, sieh die Molekulem Grundzustand

befinden und dieBindung&ingenahe desGleichgewichtsabstarsbleibt.

Die Potentiale fur die BindungsrotatiofGl. 14)und uneigentliche Torsio(Gl. 15) sind
abhangig von eirelnteraktionskontante und einerleichgewictdwinkel ( ; und

[ 5 ). Die Winkel und[ lassen sich durch das Aufspannen werei Ebenen wel-

chedurchdie Atomei,j,k und Idefiniert werden, beschreiben

- W
C

Y p AT O i pT
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Dabeiist in Gleichundl4 n die Periodizitat der Rotatiobswegungund \i deren Ener-
giebarriere. Der Ursprung der eigentlichen Torsion liegt in der Entlastung der steri-
schen Hinderung zwischen den Atomen, in der Resonanzstahiligund in der Elekt-
ronabstof3ung wodurchdie Rotationum die Bindung eigeschranktwird. De unei-
gentliche Rotatiorsorgt fur die Beibehaltung der Chiralithestimmter Gruppenwie
fur die G-Atom der Proteine sowie fir die Planaritdates GTerminus der aromati-
schen Ringeind der CarboxylAminoséuren odedesArginirs. In Abbildung4 sind die

verschiedenen Bindungspotentiale gezeigt.

(c) (d)

Abbildung4: SchematischéJbersicht der kovalente Bindung®eitrageim Kraftfeld. (a) zeigt
die Bindungslange zwischen zwei Atomend (b) derBindurgswinkel von drei Teilchen. Die
Darstelung des Torsionswinkels (c) uddsuneigentlichen Winkel&d) tber zwei Ebenen zwi-

schen vier Atome. Diese Abbildungenurden aus RefererdZ3 entnommen.
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Nicht-kovalente Potentiale Hierbei spielen die dh-der-Waals (VdW) und elektri-
schen Wechselwirkungen eine wichtige Rollber das LennardonesPotential wer-
den die VdWnteraktionenzwischen wei Atomen i und jbeschrieben, was mathema-

tisch in Gleichung 16 dargesteatt.
Y Y —_ C — (O ()

Die Energie setzt sich aa#iraktiven und repulsiven Kraftein Abhéangigkeit des Ab-
stands beideiTeilchen i und gusammen. Wenn sich zwei Atome voneinander entfer-
nen, strebt das Potentia| f‘\?gegen 0. Dagegen erfahren die Atome ein Energiemini-
mum5|'E bei gegenseitige Annaherung bis zum GIeichgeWichtsabstanﬁ‘Ef Dieser
setzt sich zur Vereinfachungus der Summe der beiden Velwétdieri‘j’l‘f*ZundI‘iJqu
zusammen Der attraktive Teil des LennaddnesPotentialsskaliert mitr® und wird
durch LondoAWechselwirkungerverursacht.Dieser Term stammt auguantenchemi-
schen Berechnungen deElektronenkorrelation. Falls dieser Abstaﬁxﬁzunterschrit-

ten wird, steigt die Energie ins Unendliche, da die abstol3endtmaktioneneinset-
zen, die durch den empirischert*Term beschriben werden Dieserist vom Paulk

Verbotbedingtund zudemtreten internukleare Abstof3ungen auf.

Die Ladungsiteraktionen werden durch das Coulorethe Gesetz (Gl. 17) daért,
welches daselektrostatische Potentiakwischen zwei Atonre mit Punktladungeng

und g in einem bestimmten Abstang darstellt.
Yo L — Qo —_ P X

Dabei ist K. eine Konstante, diesich aus der elektrischen Feldkoaste

von 8,8541 1012 As/Vmdzy’ R zusammensetztZzudem hat das Medium, in dem sich

die Partikel befinden, einen gewissen Einfluss auf die elektrischen Wechselwirkungen.
Die Durchlassigkeit des Mediums fiir die Couldnteraktionen wird tber Dielektrizi-

tatskonstante®, beschrieben, welche im Fall von Wasser 80 betr&igistens werden

12



die Partialladungen tber quantehemischeavlethoden berechnet, vor allem bei Mole-

kilen, die nicht im Kraftfeld parametrisiert sind.

Es gibt viele verschiedene Kraftfelder, ohed je nachZiebktellungVor- und Nachteile
besitzer?4. In dieser Arbeiwird das Kraftfellamber99skbnmrl-ildn ¥ N NJ HPap8de ! |
benutzt da es sich fur Proteininteraktionenim expliziten Solvens am besten

eignet?°l26],

2.1.3Parametrisierung von EGCG

Im verwendeten Kraftfeldamber99sbnmrl-ildn werden nur Aminoséuren, Nuklein-
sauren,biologisch relevantdonen und ein kleiner Teil andereMolekile parametri-
siert. Dies betrifft nicht EGC®yodurch die Rarameterdurch externe Programmer-
mittelt werden missen. Hierbei wirddie Strukturvon EGCG auBDRBStruktur 2KDHF7!
entnommen in der das EGCG &moteinligand auftaucht~ur die Parametrisierung von
EGCG wirdlas ProgrammACPYPEengl: AnteChamber PYhon Parser interfa®)?8l
verwendet, welchesauf dem AntechambeiProgramm aus denfmbertootPaket®!
basiert ACPYPEann die Topologiennd Parameter flikleine Molekile fuirGROMACS
und andere Molekulatynamikprogamme generieren.Dafur wirdmeistensdas Kraft-
feld generalamberforcefield (GAFH? verwendet das speziell fur organiscHgub-
stanzen geeignet ist. Hierbei werden die VdWParamete von den amber99
Kraftfelden direkt tbernommen. Zudem werden die Parameter fir die Bindungsinter-
aktionen durchab intioBerechnungerbestimmt, wahrendGleichgewichtsbindungs-
langen sowiewinkelaus experimentelle Studien entnommen werderBeim Generie-
ren der Topologie mit GAFF ist die Bestimmung der partiellen Ladungen kritisch
aul3ert wichtig fur die intermolekularen Wechselwirkungém idealen Bll sollte dies
durch komplizierte quantenchemische Kalkulationen erfolgemn jedochauchiber

empirischeRechnung miPartialladungsermittlungrfolgen

Fur EGCGverden zunachstdie partiellen Ladungen von EGCG Uber das -BRIE
Modell (engl.:Austin Moal 1-bond charge correctiopig!*2 berechnet, welcheslie
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Standardmethodevon ACPYPEst. Das Ziel dieses Verfahrerst die Produktion von
Atomladungen, die das elgkstatische Potential (englelectrostatic potentigl ESP)
eines Molekulsmit dem HF/631G*Basissatz nachahmDanach werden die BC
Korrekturen(engl.:bond charge correctiongu den AM3Atomladungen hinzugefugt,

sodassler AM1-BCGLadungsatz fur das3G ehalten wird

Alternativ wird die Methode RESP (engRestrained Electrostatic Potendiédl34 fur

die partielle Ladungsbestimmung von EGCG angeweridetch einerestrained
Funktionwerden die quantenchemisch berechneten HS&Eungen auf der Molekul-
oberflache angpasst da ansonsterdie Coulombinteraktionen tberschatzt werden.
Dabei wurde erst eine B3LYRAR6-31G*Optimierung und anschlieRend #FR31G*
Berechnungen fur die Orbitaldgurchgdthrt, aus denen daniiber das Programmn-
techamberdie RESRadungenbestimmt werden konntenDie beiden Ladungssatze
werden miteinander verglichen und es wird entschieden, welches von beiden besser

fur die Simulationen geeignet ist.

2.1.4Explizies Solvensals Wassermodell

Um so nah wie mdglich an der Realitat zu bleiben, wird ein explizites Wassermodell
verwendet, bei dendie Wassermolekilatomistisch dargestelliverden.Die intermo-
lekularen Wechselwirkungen zwischen den Wassermoleksileth augrund der kom-
plizierten Netzwerkbildundiochkomplex besondersn der Flissigkeitsphase. Es gibt
eine grof3e Variation von Modetlewobei alleVor- und Nachteile besitzeand keines
davon perfekt ist, trotzealistisch@ Annakerungen der Eigenschaften vowasser wie

Dichte oder Dipolmoment

Auf derWebseitehttp://wwwl.Isbu.ac.uk/water/models.htmigibt es eine detailierte
Beschreibung verschiedenster Wassermodeidelche anhand der Geometrie von
Wasser in vier Kategorien eingeteilerden Bei den dreiplanaren ModellenTIP3P,
SPC/E oder TIP4®Erden die Partialladungen entweder direkt adgn Atomen plat-

ziert, wie zum Beispidbei SPC/Eoder eswird ein zusatzliche virtuelles Teilchenein-
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gefuhrt, daseine partielle Ladung tragt (TIP4¥®odell). Des Witeren gibt es nochet-
raedische Modedl wie das TIP5RIodell, in dem das freie Elektronenpaar des Sauer-
stoffs miteinbezogen wirdEs istallerdingsnicht unbedingt gegeben, dass dieses kom-
plexere Modell besserResultate irMD-Simulationenrerzielt In dieser Arbeit wird das

SPC/BNassermodell verwendet.

2.2 Methoden zur Auswertung

Hauptsachlich werden die Analysefahren von GROMACSerwendet, welche auf
dessen Website (http://manual.gromacs.org/current/programs/bytopic.html) aufgelis-
tet sind. In demachfolgenden Abschnittewerdendie einzelna Programmezur Aus-

wertung dieser Arbeit vorgestellt.

2.2.1Total Solvent Accessible Surface Area

Hierbei handelt es sich um die @é Oberflache eines Biomolekjiselchedem Sol-
venszuganglich istengl.: Solvent AccessibfeurfaceArea SASA). Damit kann die Ag-
gregation von EGCG mit sich selbst oder die Wechselwirkung von EGCG mit-dem A

Peptid beschriben und quantifizierenverden

In der Theorie wird diese Flache Uber das Zentrines spharischendipers mit dem
VdWRadius des entsprechenddmisungsmittelsdefiniert, welcher tber die Vdw
Oberflache eines bestimmten Molekils roltszeigt direkt die Fiéhe an, die dersol-
vent-Atomen zuganglich i$t! und in Abbildung5 in blau dargestellt ist. AuRerdem
wird zwischen hydrophilen und hydrophoben Atomdes Molekils unterschieden,
wodurch es verschiedenen t&n von SASA gibtiydrophobe, hydrophile und totale. In
dieser Arbeit ist nur totale SASnteressant, da es um die Aggregatiom Algemeiren
geht. Fur die Berechnungon SASA wird das Analysetapl sasverwendet dasauf

dem DCLMAIgorithmus (engl.:double cubic lattice methddasiert!.
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Abbildung5: Definitionvon SASA und ande®berfachen.In grin sind die Atome des Mole-
kils und als gestrichelte Linie die zugehdrigétW-Raden dargestellt. Die gelbe Kugel be-
schreibt das Solverdolekil und die blau markierte Flache ist SASA. In rot ist die Flache ge-
kennzeiclmet, in die das Lésungsmittelnicht eindringen kann (engl.Solvent Excluded

Suface). Das Bild wurde aus Quéid entnommen

2.2.2Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen

Um die Wechselwirkungen zwischen EGCGderd! -Peptid einordnen zu kénnen,
kann die Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen tiber@GROMACS oolg_hbond
berechnet werden. Dabei werdedie Gruppen NH und OH als Dom&n und die
Atome N und das O als Akzeptoren definiert. Diese miussen einen bestimmten Abstand
und Winkel zueinander besitzen, um als Wasserstoffbriickenbindung zu gétteter
Standardeinstitung sind der CutofAbstandder N-O-Bindungauf 3,5 A um -Winkel
(WasserstoffDonorAkzepto) auf 30° festgelegt, wobei dies voBenutzer noch ind

viduell eingestellt werden kahtil. Es werden die Standardwerte verwendet.
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2.2.3Abstandund Abstandsmatrizen

In GROMACSvird der minimale Abstand zwischen zwditomguppen tberg_mindist
berechnet. Danit lasst sich zum eén die Aggregation der Molekliend zum anderen
die Interaktion zwischen den Molekuleém System quantitatibesdireiben In diesem
Zusammenhang kénnen sogenanmbstandsmatrizen (englDistanceMaps) erstellt
werden, umdie Wechselwirkung zwischeten EGCG Molekutebzw. EGCG und den
I i-Peptiden atomar und gruppenspezifisatu untersuchenHiemei wird derAbstand
zwischen den bestimmten Gruppen berechneid anschliel3endler zeitliche Durch-
schnitt fir jede Strukturausder Trajektorie ermittelt.Die Abstandsmatrixvird Uber
das ProgramnGnuplotmit bestimmten Einstellungn der Gestaltung des Diagramms

graphisch dargestellt

2.2.4DSSFAIgorithmus fir Sekundarstrukturen

Mithilfe des DSSRIgorithmus® (engl.: Define Secondary Structure of Protg¢iner-

den basierend auf Wasserstoffbriickenbindungen des Peptidriickgratan&rstruk-

turen von Proteine ermittelt. Hierbei werden nicht die Diederwinkel oder die- C
Positionen verwendet, da es aufgrund der Anpassung vieler Parameter fir jede Sekun-
darstruktur zu aufwendig ware. Dagegen muss bei ein@rlitke nur Uber Anoder
Abwesenheit zwischemen BindungenC=0 und MNH im Peptidrickgratentschieden
werden. Es beruht auf eém elektrostatische Modell, bei dem die Bindungsenerdie
zwischen den vier Atonmeberechnet und ein Cudff von E < 0,5 kcal/mol festgelegt

wird. Hier spielen diepartiellen Ladungen und der Abstand der beiden Gruppen eine
grofRe Rolle und besitzen folgenden Zusammenhang als grobe Anndherung fiir die Bin-

dungsenergie einer physikalisah@/asserstoffbriickenbindung:

Qoda , | p p p p
0 0

nn )] I 0O 1 VO |

; — 00
d€a l 0 Py

o

Dabei betragen die Partialladungen=+ 0,42 e fir C=0,¢ + 0,2 e fir M. Die Ein-
heit e steht fur die Elementatiung@ 2 y ™ I @ .DeriParamater r beschreibt
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den Abstand in Awischen zwei Atormeder jeweiligen Gruppend fist ein Dimensi-
ondaktor mit dem Wert von 332 kcal/mol Zusatzlich gibt es noaen Ausrichtungs-
gAYy St dlignniedtyarm® deY Wasserstofforiickéoindung welcher durch die
Distanz bestimmt wird und aschlagebendfiur die Interaktionsenergie ist.aut dem
Algorithmus besitzt i ideale Wasserstoffbrickenldongdie Werte E =3 kcal/mol,r

' HXZd¢d ) dényNR-Bihdung In dec Realitat befindet dicein Proteinselten im
idealen Zustand, weswegeibweichungn von den Parameterfir Wasserstoffbri-
ckenbindungendefiniert wurden. Diese liegen bei E 9,5 kcal/mol, r = 5,1 A und
‘ =60°.

Im Folgenden werden die acht Sekundarstrukturen vorgestellt, welche durch den

DSSPAIgorithmus definiert werdenDer Buchstabe in den Klammern ist eine Abkur-

zung fur die jeweiligé®l.

- Turn(T) beschreibt die Wasserstoffbrickenbindungen innerhalb von hdchsten

sechs benachbarten Aminosauren im Peptidriickgrat, worauf die verschiedenen

Helices basieren, je nachdem, ob es sich urare®, 4- oder 5Turnhandelt.

- 3-Helix (G) ist die g-Helix, welche mindestens dréiminosdurenund zwei 3
Turnsbeinhaltet.

- h -Heix (H)beinhaltet mindestens vier Aminosaurenlie sich aus 4rurnsbil-
den.

- 5-Helix (1) mit 5TurnsA & (i -Helix,Svelche aus mindestens filiminoséauren

besteht.

- 1 -Bridge(B) ist eine einzelne Wasserstoffbriickenbindung zwischen zwei nicht

benachbartenAminosauremk y  RFaiNattKonformation
- I-Cl f G0f I tcliee)beSafirg@iit dierantiz R S NJ LJ- NlalfblattSriins y
Protein, welche aus mindestens zwaninosaurerproi -Strangbestehenmiis-
sen
- Bend(S) ist die KetteiKrimmung im Peptid, welehkeineH-Briicken besitzt.
Diese wirddurch eiren Winkelan einer zentralen Stelle von fiUAiminosauren
von mindestens 70° zwischen der Peptidrickdrathtung von den ersten und

letzten dreiAminosaurermestimmt
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- Coail (C) bezeichnet die Regionen des ®¥g die keine der oben genannten

Strukuren enthalten

2.2.5Transitionsretzwerke

Um eine statistische Auswertunger Trajektorienzu erhalten, werden sogenannte
Transitionsnetzwerke (TN) erstellt, bei denen die Ubergange einzelner Zustande be-

rechnetund Uberdas Javd@rogramnvisorel*® dargestellt werden

Hierbei wird die Aggregem von EGCG alleine und mit den 6-28)¢Fragmengn
Uber den Oligomerzustandhne Beriicksichtigung deWassemolekile untersucht.
Diesbezugth wird eine Transitionsmatrix fur jedes Oligomer und eine Eigenschaftsta-
belle erstellt, welche auZustandsnummelD, OligomegroReund Populationdes Zu-
standsbesteht.Fiir die Definition des Zustandsrd ein CutoffWert in A fesgelegt, ab
welchem Absind ein Ubergang zwischen den Oligomerais erfolgt gilt. Die 1D
(engl.:identity) ordnet die Eigenschaften zum richtigen Wert der Ubergangsmatrix zu.
Wenn es sich um ein homogenes System handelt, entspdehtZustand der Oli-
gomergroleBeim heterogenen -EGCE&Bystembeschreibtder Zustangdaus welchen
Speiesdasjeweilige Oligomer bsteht. Die Population gibtartber Auskunft, wie oft
dieseZustinde in der Trajektorie vorkommeithilfe des Programmsisonekdénnen

die TNvisuell in Form von Knoten (enghode fiir den Oligomerzustand und Pfeilen
(engl.:edge fiir die Anzahl der Ubergangsvischen den Oligomeren dargestellt wer-
den*ll,
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3. Vorbereitung undParameterder MD-Simulationen

Bevor eine Simulation gestartet wird, muss diese zuerst vorbereitet werden. Dazu ge-
horen der Aufbau des Systems, die Energieminimierung, die Aquilibrierung und letzt-
endlich die Parameter flr den Start. Nachfolgend werden die aieneBysteméoe-

schrieben.

3.1EGCG

Umdie Aggregation vomsgesamt acht EG@@olekilenbeobachten zu kénnemwird
die Boxangeso eingestellt, dass das System eine Konzentratmnl0 oder 100 mM
EGCG aufweigtab. J.

Tabellel: Simulationsdaten der Systeme 10 und 100 mM EGCG.

10 mM EGCG 100 mM EGCG
Kraftfeld amber99sb amber99sb
WasserModell SPC/E SPC/E
Simulationslange

jeweils 50 60/100 (abgebrochen)
(RESP/AMBCCJns]
Anzahl der Molekile 8 8
Boxlange [nm] 5,5 2,5
Temperatur und Druck 300 Kund 1 atm 300 Kund 1 atm
Thermostat NoséHoover NoséHoover
Barostat ParrinelleRahman ParrinelleRahman
Anzahl der Atome 130.000 13.000
Aquilibrierung [ps] 500 500

In einem Rattengehirrwurde eine EGC&mzentration von 0,5 nmol/g nach einem

EGC&onsum von 500 mg/kg nachgewie¥enDies entspricht umgerechnet einer
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molaren Konzentration von 230 nmol/ml bei einer Dichte von 1 g/ml. Diese Konzent-
ration ergabe ein System mitradr zu groRerAtomanzahl, als das man esn Rechen-
aufwand her simulieren konnte. Dazu reichen die Kapazitatenzdéigen Computer-
clusters nicht aus. Des Weiteren wirde keine Wechselwirkungchwn den EGCG
Molekuilen innerhalb vonNanosekunderbeobachtenwerden kdnnen da einzelnen
Molekile einenzu groRen anfanglichen Abstand voneinander hatterd in der simu-
lierten Zeitspanne nicht zusammentreffen wirdévion daher missen Simulationen

mit EGC&onzentrationen im mMBeriech durchgefihrt werden.

Eswird jeweils eine Simulation fur beideadungsséatzedie aus der Parametrisierung

der partiellen Ladungeresultieren,augefiihrt Dies gibt die Mdglichkeit fur dient-
schedung welches Verfahren die elektrostatischen Krafte besser reprasentiert und fur
die Analyse und die Simulationen mit Aachfolgend verwendet wird. Dabei werden
zusatzlich die Partialladungen miteinander und mit dem Kraftfeld verglichen und Tran-

sitionsnetzwerke erstellt, um weitere Unterschiede festzustellen.

329D/ D YAUG | dzaFafmieNtdt G Sy ! |

Die! i-Fragmente 1415, 1623 und 3133 sollen nach expanentellen Datef! an der
Aggregail A 2 Yy @n2l gin einér Interaktion mit EGQ@teiligt sein, weswegen diese

fur die Simulationerausgewahltwurden. Hierbeiwerden zwei Systemgrof3en verwen-

det (Tab. 2. Beim 1:1Verhaltnis wird die Interaktion zwischen einem EGddkekiil

dzy’ R S A ¥r&grent betrachtet, wahrend bei der 4Simulation die Aggregation

von ! iim Vordergrund steht, indem sich im System vier EGO@kile und vier
gleichartige! i-Peptide befinden. Dort wird die Frage geklart, inwiefern EGCG die As-
semblierung der Peptide beeinflusst bzw. verhindert. Zum Schluss werden beide Sys-

teme miteinander veglichen.

Zudem wird eine Simulation mit viéri(16-23)-Fragmenten ohne EGCG durchgefihrt,
um zu beobachten, ob und wie dieses Peptid unter ansonsten gleichen Bedingungen

aggregiert. Die Zusammenlagerung Vori(16-22)}Fragmenten findet innerhalb von
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100 rs unter der Benutzung des Kraftfel@BROMOS96 43atatti*ll, Es stellt sich Fra-

ge, ob das Peptid mit zusatzlichem Asp23 airefninus ebenfalls aggregiert, da sich
dieses und Glu22 aufgrund der weiteren negativen Ladung eeéirdu sehr abstol3en
kénnten. Um eine statistische Analyse in Form von Transitionsnetzwerken durchfiihren
zu kdnnen, werden insgesamt drei 5003isulationen mit viet i(16-23)-Fragmenten
alleine und funf mit i(16-23) plus EGCG im 4\erhaltnis produzier

Tabelle2: Daten der Simulationen mit den -Fragment@& und EGCG.

1:1 Ratio 4:4 Ratio
Kraftfeld amber99sbnmrl-ildn amber99sbnmrZl-ildn
WasserModell SPC/E SPC/E
Simulationslange [ns] 50 100
Anzahl der Molekiile 1 EGC@violekdl 4 EGC@®/olekule

1! -Peptid 4! -Peptide
Temperatur und Druck 300 Kund 1 atm 300 Kund 1 atm
Thermostat NoséHoover NoséHoover
Barostat ParrinelleRahman ParrinelleRahman
Aquilibrierung [ps] 500 500

339D/ D YAUG -4REeptid! | 6 ™

Im Vergleich zu den Fragmentenirds eine Simulation mit demvollstandigen
I 1 @2)Peptid durchgefuhrtFir den Startwird die PDBStruktur 2L FM*?! verwendet,
welche einstark 3 St | & G-pEmit wenigpmh -Helices darstelltMithilfe von PyMOL
wurden die zwei Aminosduren #é& und Alal2 hinzugefiigt. AnschlieRendird dieses
Proteinin dasSystemausacht EGC@Volekilenmit einer Konzentration von 10 mM

zugegebenin Tabelle3 sind die Parameter der Simulation zusammengefasst.
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Tabelle3Y {AYdzZ  GA2yaRFGSy FNNJ RI-&)PemicaiSY mnYa

Kraftfeld amber99sbnmrl-ildn
WasserModell SPE/C
Simulationslanggns] 200

Anzahl der EGG@olekiile 8

Temperatur und Druck 300 Kund 1 atm
Thermostat NoseéHoover
Barostat ParrinelleRahman
Aquilibrierung [ps] 500

3.4Energieminimierung und Aquilibrierung

Nachdem dieSystene prapariert, solvatisiert undyegebenenfallseutralisiert wurden,
erfolgt eine Energieminimierung und Aquilibrierung, welche bei allen Simulationen mit
dem gleichen Skript durchgefiihrt wurden (Anhang 6.1). Vor allem bei Systérheli ! |
und EGCG im4:4-Verhaltnis musste vor der der Solvatisierung eine Energie
Optimierung im Vakuum stattfindeidamit bei der Minimierungnit Solvengler einge-

stellte Wertfur die Kraftvon 100 kJ mdlnm? erreichtbzw. unterschritterwird.

Bei der Energieminimierung bzwoptimierung wird diemaximal wirkendeKraft auf
einenfestgelegten Wert reduziertjamit die anschliel3ende MSimulation stabil l&uft
Fur die Minimierungwird der Algorithmussteepest descentSD) verwendet, welcher
einfachzu implemertieren ist und garatiert, eine energetisch gunstige Struktur lie-
fert 431, Bei der Aquilibrierung ird eine kurze MESimulation mitbestimmten Parame-
ter durchgefihrt, die denen der folgenden Produktionssimulatidmeln bzw. iden-
tisch sind, wie zum Beispigie Temperatur von 300 K uraker Druck von 1 barAul3er-
dem werden sogenannte&Zwangsbedienungerfengl.: positionrestraintg definiert,
wodurch die Atome der Peptide und von EG@Ghrer Bewegung beeintrachtigter-
den, wahrend das Solvent freibeweglich ist. Das fuhrt dazu, diasg/assermolekiile
um die Proteine und EGCG herum aquilibriéf®nAnschlieRendann dieeigentliche

MD-Simulation gestartet weten.
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4. Analyse undDiskussion

In diesem Abschnitt werden die Simulationen analysiert und anschlieRend in der Dis-
kussion miteinander verighen. Die graphischerDarstellungn der Molekile wurden

mit VMD#! erstellt.

4.1 EGC@rartialladung

Zunachst wird die Auswahl der Methode fur die Berechnung der Partialladungen von
EGCG erlautertBevor die Simulationen mit demi Aerfolgten, musge entschieden
werden, welche Partialladungen verwendet werdeéiwischen den Simulationemit

den verschiedenen Ladungsmodellen (Kapitel 2.he3teht kein groRer Unterschied,
aul3er dass bei der 10 mEGCG&imulation mit AMiBCGLadungenEGCGweniger
aggregiert als mit RE®Rdungen. Deswegemwerden die AMiBCE und RESP
Ladungerguantitativ miteinander verglichen. IAbbildung6 sind die @rtiellen ladun-

gen beider Methoden in eem Ballendiagramm dargestellt, wobei die orangBalken

die RESPund diegelben die AM1BCGLadunge fur alle EGC&tome beschreiben

1,04
0,8
0,6
0,4+
0,2-'|_r
0,04 ™ ™

2 T!310121416‘]802 64 288 30§ 32§ 34 36 38 40 42 44 46 48 50
0248 3§85 9. 31 33 35 17 [§9o8 21§ 23 7 1 33 35 37 39 41 43 45 A7 49 51

-0,4

Partialladung [e]

-0,6

Atomnummer von EGCG W RESP
AM1-BCC

-0,8

-1,0-

Abbildung 6: Partialladungen der EGC&\tome, die aus der Bestimmung mittels RESP und
AM1-BCC resultieren.
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Anhand des Diagramsist erkennbar, dass d&8ESR/erfahrenvom Betrag hehohere
partielle Ladungernvorhersagtals AM1-BCCDie elektrostatischen Wechselwirkungen
werden hauptsachlichiber die polaren Hydroxy&ruppen von EGCG bestimmt,
weswegendiese inAbbildung7 naher betrachtet werdenEs istoffentsichtlich dass
sich die partiellen Ladungen deutlich unterscheidBre Differenz von circ@,15 eist

am Doppelring am grol3ten.

-0,511
-0,488

OH -0,450
-0,519
OH
-0,640
-0,490 -0,511
HO o o -0,488
OH
-0,598
g 0,500
PR -0,450
-0,490 0 -Oo’f-:)s
OH

-0,598
-0,500

Abbildung7: Unterschiede in der Partialungen der Hydroxylgruppen zwischen den beiden
ESPMethoden.Die in rot dargestellten Zahlen sind di#1-BCGLadungen, wahrend die

schwarzen Zahlen dRESR.adungen sindie Einheit der Ladung ist e.

Um einenbesseren Vergleich zu erhalten, wird zusatzlich das Krafdelder99sbh
nmrl-ildn hinzugezogen Daflr wird die Partialladung des Sauerstoffatoms der
Hydroxylgruppen von EGCG der des Tyrosuss a@am Kraftfeld gegenibergedie
AulRerdemwerden die partilen Ladungen von Tyrosin mit den beiden Verfahren zur
Bestimmung der Parti@tlung berechnet wobei nur die OHsruppe in Betracht

gezogen wird Die Werte fur Tyrosin sind ifabelle4 zusammengefasst.

Letzendlich werden fir die Simulationen mit EGAI& RESPadungen benutzt, da sie

fur die OHGruppen nadher am Kraftfeldegen und deshalb konsistent sind. Zudem ist
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RESP eiab intio-Verfahren, wodurch es auf ein@hysikalischeren Grundlage basiert

als AM1BCC als empirische Methode.

Tabelled: PartielleLadungen der Hydroxylgruppe des Tyrosins

Methode Ladung [e]
amber99sbnmrl-ildn -0,5578
AM1-BCC -0,490)
RESP -0,5408

4.2 Simulationen von EGCG

Eswerden die Simulationen von 10 und 100 mM EGCG mit den -R&&Rgen be-
trachtet und miteinander verglichen. Dazu wird zun&dchssSAerechnet unth Abbil-
dung8 dargestellt, un den Verlauf der Trajektoriguantitativ zu beobachten. Um die
Vergleichbarkeit zu erhalten, werden nur die ersten 50 ns beider Simulationen in Be-

tracht gezogen.

6 6
\
&~ 5 [ &
S €
£ | £
g i ‘N.\A | AF s\ %
5 |1 T T T
9 4} ' [ WY Al | U \ v
@ WL Y ©
I M W ®
8 A 8
WA /.Mﬁ \fvﬂ Vp’ Iﬂwwﬂ)
3 - “ |
1
[-M1-M2_-M3-M4 M5-M6- M7 - M8| -M1-M2-M3-M4 M5-M6-M7-M8
2 1 | 1 | 1 | 1 | 1 J 0 1 | 1 | 1 | 1 | 1 J
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Zeit [ns] Zeit [ns]

Abbildung8: SASAler acht EGC®lolekilewahrend der Simulation mit den Konzentrationen
von 10 mM (links) und 100 mM (rechts) EGESistdeutlich, dass bei 10 mM nicht alle Mole-

kileaggregierenm Gegensatzu100 mM.
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Die Aggregation bei 100 mM erfolgt innerhalb von 10 ns sehr schnell, wahrend sich bei
10 mM nur sechs von acht EGCGs nach 50 ns zusammenlagern, was an der unveran-
derten Flache von Molekéh M6 und M8 erkennbar isDie Abktrzung M bezeichnet

das Molekidl ud wird in der ganzen Arbeit fortlaufend verwendétul3erdembilden

sich in der 100 mMBimulation erst kleindEGCGOligomere, diesich zum Schluss zu
einem groR3en Aggregat zusamntagern Im Gegensatz dazu erfolgt in der Trajektorie

mit 10 mM EGCG keine Gapenbildung.Stattdessenagern sich nach und nad¥io-

nomere an das wachsend®ligomeran. Um dies genaar zu erkennen, ohne sich die
Simulationendirekt anzuschauen, wird deAbstand zwischen den verschiedenen
EGCGs berechnet. Da es sichaéraphenhancelt, sind die zugehdrigen @emme

im Anhang 6.2u sehen.

Anschlieend werden die verschiedenen Interaktionen charakterisiert, welche haupt-
séchlich aus elektrostatischedzy” R™ -StapelWechselwirkungen bestehen. Die Was-
serstoffbriickenbindungergehéren mr elektrostatischa Interaktion Die Gesamtan-

zahl der HBriucken ist inAbbildung9 fir beide Simulationen aufgefihrtm Durch-

schnitt ist die Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen bei 100 mM um zwei bis drei
grol3erals bei 10 mM EGCG. Das liegt daran, dass in der Simulation von 100 mM EGCG

alle Molekule vollstandig aggregiert sind

10—

3
Rl
1
| H HM'IIII\I |
0 1
20 30 4

0 10

Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen
o
Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen

il
1

0 50 60

im |W If

Zeit [ns] Zeit [ns]

0

Abbildung9: Gesantanzahl detWasserstoffbriickenbindungealler acht Molekulebei 10 mM
(links) und 100 mMEGCGrechts).
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Um die atomara Wechselwirkungen zwischen zwei Molekulen interpretierenkon-
nen, wirdeine Abstandsmatrix zwischen d&GCaMolekilen erstellt{Abb.10). Ddei
werden nur die letzten 30 ns deiSimulation mit 100 mM EGCG verwendet, da dort

eine vollstandige Aggregation erfolgt ist.

(@) (b)

0,75

EGCG

0,25

0
1 2 3 4 5 6 7 8 Abstand

EGCG [nm]

Abbildungl0: (a) Abstandsmatrix deEGC@/olekiile ab 30 nbei einer Konzentration von

100 mM.Der zeitlich gemittelteAbstand wird bis zu 10 A dargeste(lb) Intety 2 £ S dzf | NB -
StapelWechselwirkungesinddurchrote Kreisegekennzeichnetind es werden einige nach-

folgend analysiert. Die Farbung der Molekilenstit mit den FarbendesSASADiagramms

(Abb. § tberein.

Lautdieser Matix ist erkennbar, dasM1 und M8, M5 und M6 sowie M7 und M8 am
starksten miteinandemteragieren. Fir diese Molektilpaare wurde die Abstandsmatrix
in atomaren Wechselwirkungen aufgespalten. Diese sindlbbildungll mit zusatzli-

cher EGC6&ostruktur und Atomnummerrgezeigt Dabei wurdejedoch auf dieDarstel-
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lung derWasserstoffatome verzichteda der Abstand zwischen Donor und Akzeptor

einer Wasserstoffbriickenbindungit circa 0,3 nm bzw3 Aerfasst werden
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Abbildungl11: (a-c) Atomare Abstandsmatrizen zwischen M1 und M8, M5 und M6 sowie M7
und M8. (d) Zudem ist die Struktur von EGCG mit Atomnummerierung dargestellt, um die

Atome zuordnen zu kbnnen.
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Dabei stellen Atom -B den Ring bne EstetVerknupfung (1), 121 den Doppelring
(2), 2224 die EstesGruppe und 253 den Ring mit Estererknipfung (3) darAulRer-
dembefinden sich die Sauerstoffe der Hydre8ruppenjeweilsan den letzten Stellen

beider Nummerierung dedrei Ringe.

Ba den drei Abstandsmatrizen istrsichtlich dass die Interaktion an verschiedsn
Stellen des EGCGs stattfindatigemein liegen die Absténde im Bereich von 46bls

| dz¥ -Stapelinteraktioren und keine festen, sondern wechselhafte Wasserstoffbru-
ckenbindungen hinweist. Her spielen vor allemdie sogenannte"Sandwich® -
Interaktion2 R S-Bthpelinteraktioneine Rolle aber es gibt bei organischen Molekii-
len noch weiteren -~ -Wechselwirkungendie auch stark von den Substituenten ab-

hangig sind undwzden VdWWechselwirkungen gehoré,

Des Wekren fallt auf, dass kaum intarolekulare Wechselwirkungen zwischen gleich-
artigen Ringe erfolgen. Wenn die Abstandsmatrizeewischen M1 und M8 und M7
und M8 betrachtetwerden ist es erkenntlich, dass diese sich erganZeer Ring 1
interagiert mit dem drittenRingnur zwischen M7 und M8, abelie Abstandsmatrix
von M1 zu M8weist dort eine Licke auBeider Wechselwirkung zwischen M5 und
M6 gibt es zwei g S NStapelinteraktionen: Ring1 von M5 mit dem Doppelring
des Molekils &owie Ring 1 von M6 mit dem Ringn& EsterVerknipfungdes Mole-
kils 5 DerDoppeling von M6 interagiert nicht mit M5, sondern mit Molekuil 4, wie in
Abbildungl0.b zu sehen ist.

A{ AYdzZ F GUA2Yy Sy @HBaghenteD/ D YA G ! ]

Im diesem Abschnitt ind die EGCteraktion mit denausgewahlten -Fragmente
untersucht und interpretiert Zuerstwerden die Simulationemmit 1:1- und anschlie-

Rendmit 4:4-Verhaltnisbesprochen.
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4.3.1Verhaltnis 1:1

Hierbei sole RA S 2 SOKaSt g6ANJ dzy 3 1 dragn@iikedini Alged/ D dzy
meinen analysiert werden. IAbbildung12 sind derAbstandl ¢ A & OK SyPepRIE Yy | |
und EGCG sowiBASA der Fragmente gezeigt, um die Simulation nachvollziehen zu
kénnen. Es istdz S NJ Sy y Sy Pephideanfangsrefaty weitivan EGCG ent-

fernt sind, sichjedoch in weniger als 10 ns ar& NJ/ @ (31-83NIst sSich einige

Male von EGCG,i&vam Anstiegdes Abstands undon SAS/Aersichtlich ist Im Gegen-

satz dazu bleiben die anderen beiden Fragmente UbegdsamteSimulationszeitn

Kontakt mit EGCG

2,4

[- AB(16-23) - AB(11-15) - AB(31-33)] 14

2,1

Totale SASA [nm?]

Abstand [nm]

SALL B Lol 2
I ',..,,,*_.,.-m’}m“ i m“',";,‘;*ﬂ‘;;,w' | [- AB(16-23) - AB(11-15) - AB(31-33)]
0 | | L | 1 | 1 | L J 0 L 1 1 1 L | L | 1 |
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zeit [ns] Zeit [ns]

Abbildung12: Der Verlauf der Simulatiem @2y 9 D/ D YblékileR iSyWerHaltnis
1:1. Dazuistlinksde¥0 & i YR 1T 6A a0OKSy 9 D/ Peptidgovie RGt¥SAR S5 SAf .
SA der Peptiden Abhangigkeit der Zedtargestellt.

lfa yNOKaisSa 6SNRSY RAS 2| aaSNReptRdhtr@NNO| S\
EGC@ngeschautAbb. 14. Dazuwird die relative Haufigkeit der Anzahl desBtiicken

in Abhangigkeiter absoluten und normierte\nzanl aufgetragen Die normierte An-

zahl der Wasserstoffbriickenbindung gibt an, wie viele der mdglichBniekensich

wirklich zwischen den jeweiligen Molekulen innerhalb der Simulation ausgebildet ha-

ben.
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Haufigkeit [%)]

m AR(11-15) mit EGCG (1:1)
™ AB(16-23) mit EGCG (1:1)
AB(31-33) mit EGCG (1:1)

Abbildungl13: Die prozentuale Haufigkeit debsoluten(a) und normierten (b) Anzahl der H
Briickenzwischen EGCG und dem zugehdrigen Pepgil der normierten Anzahl wurden die

jeweiligen Kontakte, die moéglicherweise eine Wasserstoffbriickenbindung ausbilden kénnen,
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~#— AB(16-23) mit EGCG (1:1)
AB(31-33) mit EGCG (1:1)
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Die beiden Diagrammerzeigen dass! i 6-38mzu 70% keine -Brickenmit EGCG
ausildet, wahrend bei den anderen Fragmentkevorzugt ein bis zei H-Briickenmit

EGCG entstehefr 60%) Allerding macht dasnicht einmal die Halfte der mdglichen
H-Briickenim Peptidaus(5-15%)9 A y 1 A 3 -83Psindtdmipadzo5@%der mogli-

chen HBrucken geformtwas aberin der Trajektorienur zu 3% auftritt. Dagegen bil-
RSY l-H 0odOm cdzy B5) bis zo filnfiHBriicken mit EGCG aus, die lediglich 24 bzw.
28% darstellen. Hierbei spielt Wasser auch eine Rolle, da die Molekule auch mit dem
Solensin dieser Form in Wechseirkungen treten.DieseWasserstoffbriickenbindun-

gen werden schnell gebdet, jedochdurch die Bewegung des Wassensch wieder
gebrochen Ebenfalls passiert dies auch mit den intermolekularen Wasserstoffbri-

ckerbindungen des EGCG mit deragmenén und weshalb dieseaicht stabil end.

Zum Schluss werden die Abstandsmatrizenschen den EGE&8&omen und denAmi-
nosauren(AS)R S NJPdpide fur die Analyse deintermolekularen Interaktioren be-

trachtet, die inAbbildungl4 zu sehen sind.

EGCG

e e
o~ o ©
e~
o N ®©

HFNWs O N®
HNWB O N ®

ACE GLU VAL HIS HIS GLN NME ACE LYS LEU VAL PHE PHE ALA GLU ASP NME ACE ILE ILE GLY NME  Abstand

AB(11-15) AB(16-23) AB(31-33) (]

Abbildung14: Abstandsmatden zwischemlen Aminoséauren der i-Fragmené und den Ato-
men desEGCG. Hierbei wurde der Abstand bis 10 A und ab 30 ns gemBssEGCGA\tome
1-9 gehdren zunRing ohne Esteverknipfung (1), 121 zum Doppelring (2), 224 zur Ester
Gruppe und 283 zum Ring mit Bter-Verknipfung (3)
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Dabei beschreibt die Abkirzur§CE die Acetylierung désTerminus und NMElie
Amidierung desGTerminus da es sich um ungeladene Fragmente handeli diese
AY @2f f & lnboyfmchtBritlgh Umidie natiirlichen Interaktionenicht durch
geladeneTerminizu stérenund die angrenzenden Peptidbindungen zu modellieren

wurde an den Enden entweder eine Acetgtler NMethyl-Gruppe angehangt.

94 FAYRSG 1ldzy SAyS 2380KaSt é38NbhgmgEund 6 A & OK

EGCG statt, wohthS 3 Sy  A1§)dasGImisamd in i ¢-MBydasPhe20 mitEGCG
Uber 20 ns stark interagierEsfallt auf, dass das PR6dea ! i28)Reptids mit dem
zweiten und dritten Ring in Kontakitt und zur EsteGruppe vermutlich eine Wasser-
stoffbriickenbindung ausbildeEbenfalls interagiert GIn18 2 y  -15) dnia avei Rin-
gen und dem Carbonylsauerstoff des Esters (Atom 23) Ub&gliche HBriicken. Des
Weiteren wechselwirken die Histidine leicht mit dedritten wA y 32 g4 a

Interaktionen hindeutet.

4.3.2Verhaltnis 4:4

Anhandder 4:4-Systeme]l  YY RA S L y-Kogréghtibri dairgh ERSG\Bedbéch-
tet und analysiert werden. Wischon beim 1-Verhéltnis ist der Simulationsablauf
Uber SASAAPD. 15 und den Abstand zwischen den Substanzen erkennbar, wobei sich
die Diagramme fiir deAbstandzwischen den EGEGnd A -Molekilenim Anhang 6.2
befinden.AulRer beil i 6-3B8BMbesitzerdie EGC@olekiike eine kleinereSASA als die

Fragmente und sinkt teilweisauf bis zu 1 nrhab.

In der Simulation th i R S y15)Fragmenterbilden sich zunéchst ein EGO@ner

und ein EGCG -Komplex, wobebich dieserungefahrnach 20 ns wieder I6styah-

rend sich amEGC& A Y S NJ -akekiil ahlagert. Des Weiten interagieren zwei

I -Peptidekurzzeitigmiteinander, allerdings entfernen sie sich wieder und eines bin-
det an EGC@imer! i-Aggregat. Danach assemblieréhA y ¢ SA (. -3NId ! |
EGCG, wadch ein TrimefTrimerHeterokomplexinnerhalb von 30 ns entsteht. Eyst
nachdem 90 ns vergangen sind, schlie3t sich ddsGC&-! i-Aggregat, welches sich

am Arfang gelostund nach 40 ns wiedegebildet hat dem groRen Komplex akin
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EGCefindet sich direkt in der Mitte des Aggregats, veas starkenAbfallvon SASA
in Abbildung15 ersichtlich ist Im Gegensatzlazu verandert sich SASées vierten
EGC@Molekilskaum was daran liegt, dass es s&fstzum Schluss am Komplex anla-
gert. Dies gilt auch fir dagierte ! i-Fragment, dessen SASA nach cBBans am

starkstenabfallt.

. SA R S¢3)Peptidem gibt es keine vollstandige Aggremanach 100 ns, da sich
dasdritte Peptid zwar n&hert, aber nicht komplett akomplexbindet. Diesist der
Zuélligkeit von MBSimulationergeschuldetda bei den 500 RSimulationen zwischen
35 und 120 n®in grol3es Aggregat entsteht. Hierbei bilden bicchnell zwei Dimer
aus EGCG, wobei eines davon an eiherfFragment bindet. Nach wenigen Nanose-
kunden lagert sich das andere Dimer am Komglax welcherein Peptid und zwei
EGC@mfasst Innerhalb von circd5 ns ndiert sich dawvierte! i 6-28)an,was sth
durch denkurzzeitigenAbfall von SASAUr dieses Fragmergrkennen lasstallerdings
entfernt essichdann wieder In dieser Zeit bindet dannad zweite Peptid und an-
schlieBend dawierte vollstandig Wahrend dieses Vorgangsnkt SASA desierten

I 1 o2BEFragmentsam starkstenab. EGCG befindet sich die ganze Zeit Uber als
Tetramer im Kern des Aggregats, sodass die Peptide nur leicht miteinander interagie-
ren kdnnen SASA der EG@Mlekile nimmt stetig ab,mit Ausnahmeder Anlagerung

von! i &2aB)xan, was sich durch @nstarkeren Alfall von SASA auszeichnet.

In der Simulation des kleinstén i-Fragments erfolgt die vollstandigAggregation der

acht Molekulemit 25 ns am schnellsten. Zun&chst bildet sich ein Trimer aus EGCG, an
dassich erst dawierte ! i 3%33) und dann ein EGE&R&ptidKomplex anlagertDa-

nach binderdanndie zwei letzten Peptidan denKomplex. Meistens befindesie sich

zwischen denl -Fragmenten EGCG, allerdings gibt es alickkte Interaktionen zwi-

schen den Patiden. Dabei treten alladrei Aminosaurendes einenmit denen desan-

deren Peptids in Kontaktyasansonstennicht der Fall istAn der Anzahl der Wasser-
stoffbriickenbindungen ibbildungl6f Naad &aAOK SAyS adSdiAas |
EGCG erkennemas am Anstiegler Anzahl der HBriickenzu sehen istHierbei weist

9D/ D YAdodi BME 3IANIGGS !'yIil Kt YAaBaBwefSY 28§

nigstenmit 14 H-Bricken auf
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Im Folgenden weden die intermolekularea Wechselwirkungen zwischen den EGCG
dzy’ R -Mblékiilen untersuchtDie jeweiligen Abstandsmatrizesind in Abbildung17
dargestellt. Dabei werden die Peptide in Aminosauren aufgespalten,dienstarkste
Interaktion besser zwerdeutlichen Fur diestéarkste Wechselwirkungen werden die
Abstandsmatrizen fir ausggihlte A - und EGC@®/olekiile in Abbildung18 gezeigt,
wobei EGCG in seine Atome ohne WasserstoffatOhid. 11.daufgelistet ist.
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Abbildungl7: (ac)! 6 a il Yy R& Y (-Magiedtyg mRESKEG imidrhaltnisund zu-
satzlich mit eineAufnahmeeines fir die Simulation typischéfGCE&N -AggregatsDie Pepti-
de sind in ihre Aminosduren aufgespalten,hivigegen EGCG als Molekiil datghsist. Der
Abstand wurdebis 10 Aund ab 50 ns berechnet.

Es ist deutlich, dass die Interaktionen zwischen den Molekulen starker sinéials b
1:1-Verhaltnis auBer beli i 6-1BMDas Glmp R S &15)Fiagmenisbildet dieses

Mal kaum eine Wechselwirkung mit diesem EQ@Skekil aus Stattdessennteragiert
dasHisl3 mit demdritten Ring und der EsteBruppe des EGCG starkBa es sich um

den zeitlichen Durchschnitt von 50 handelt sind dieersichtlichenWassestoffbri-
ckenbindungen fest ausgebildet, zum Beispiel zwischen dem protonierten Stickstoff
des HistidirSeitenrests bzw. des Peptidrickgrats und d@arbonylsauerstoffron
EGCG (Ator23). Des Weiteren konnen durcdie N YI G A aOKSY 41 AalAR
Wechselwikungen auftreten.Bei den anderen beiden Peptiden gibt es mehrere Inter-
aktionen zwischen den EG@euppen undden jeweiligen Aminoséuren. D&ing1

des EGCG wechselwirkt mit demTHrminus des! i(16-23)}Fragments und bei

I j(31-33) mit dem €Ende.
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AB(11-15)-M3 (nm] AB(16-23)-M1

Abbildungl8: Interaktionen zwischen deAminoséu-

ren der Peptideund den Atomernvon EGCG fiaus-

gewéhte Molekile ab 50 ns Hierbei gehdren die

EGC&\tome 1-9 zum Ring ohne Esteverkniipfung
(1), 1621 zumDoppelring (2), 224 zur EsterGruppe

EGCG-M1

und 2533 zumRing mitder Ester-Verknipfung (3).

HNWR DO~ 0O

1 1 1
ACE ILE ILE GLY NME

AB(31-33)-M4

Das Alain und Valin vorl i(16-23) treten stark mit eine OHGruppevon EGCG in
Kontakt, was vermuten lasst, dass dorheidauerhafte FBrickenbindungm Pep-
tidriickgrat entstandensit. Ebenfalls ist dies auch beysin und Glutamader Fall Zu-
dem gibt es Hinweise, dass Phe20 mit d&BCGv A Y 3 S y-Wé&hsglirkung ein-
geht. Der Abstand liegt im Bereich von Bj§3 A. Die intermolekularen Interaktien

von ! i(31-33) mit EGCG sindllgemeinwesentlich starkerim Vergleich zum 1:1
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Verhéltnis insbesondere mit den Ringen 1 und3a! i(31-33) nur hydrophobe Ami-
nosaurenbesitzt, werdenmit dem Peptidriickgrat Wasserstoffbriickenbindungen aus-
gebildet. Dies isan den OHGruppenvon EGC@rkennbar, welchalurch dieAtome 9,

31 und 32 reprasentiert werden. Des Weiteren treten noch WiMthselwirkungen
zwischen den hydrophoben Te des Fragmentsind den GAtomen von EGCGuf,
die auchzum Teilaromatisch sind. Daflinteragiert EGCGuicht mit dem NTerminus
von ! (31-33), welcher entweder mit einem andereeptid wechselwirkt oderfrei

aus dem Komplex heraustritt

Beider Simulation mitvier ! i &28)¢Fragment& ohne EGCG findet di&ssemblie-
rung innerhalb von 55 nstatt, wobei sich erst ein Dimer bildet urgich die beiden
anderen Peptide nacheinander innerhalb von 4%ankgern An SASA Abbildungl9

ist zuerkenren, dass die Flache nacirca55 ns bei allen Peptiden staakfallt und bei

80 ns wieder steigtDas liegt daran, dass daweite Peptid sich fur etwa 10 nsieder
vom KomplexXost, was auch m der Abnahmeler Anzahder Wasserstoffbriickenbin-
dungen ersibtlich ist. Bei den drei langen Simulationen erfolgt die Aggregation zwi-

schen 45 und 70 ns.

14 - 15

10

Totale SASA [nm?]
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Es werden | dzOK Ay GSN¥Y2f S{ dzf I NB 2 SOKaSL3y A NJ dzy 3
Fragmenten mithilfe von Abstandsmatrizen analysiétl{. 20. Die Matrix fir die In-

teraktion zwischen den einzelnen Molekuilen zedsgss Molekidl 1 mit M3 und M4 am
starksteninteragieren. Die Beitrdgezu diesen Wechselwirkungeder einzelnenAmi-

nosauren werdemaheruntersucht um festzustellenywelche Aminosaurenmiteinan-

derin Kontakt treten

(@) (b)
1
4
0,75
m 3
N
g 0,5
g2
0,25
1
0
1 2 3 4 Abstand
[nm]
AB(16-23)
()
1
NME NME
ASP ASP
m GLU < OW 0,75
=] =]
i) ALA %4) ALA
g o
= PHE § PHE
= —~ 0,5
= ,
N PHE m, PHE
S 3
E_ VAL a VAL
< <
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LYs LYsS
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0
ACE LYS LEU VAL PHE PHE ALA GLU ASP NME ACE LYS LEU VAL PHE PHE ALA GLU ASP NME Absta nd
AB(16-23) Molekil 1 AB(16-23) Molekdl 1 [rm]

Abbildung 20: (a) Abstandsmatrix zwischeder Peptidenwahrend der Simulationvon
7 6-28)und (b) eine Momentaufnahmeder Molekdle. (c) Intermolekulare Interaktion zwi-
a0KSy 1 6SA | dza23)Sragméntaii vEelthe ini inbeMAmninoséuren aufgespalten

sind. Die Abstangmatrixwurde ab 50 ns gemittelt.
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In Abbildung20.c zeigt sich, dass nur M1 und M3 Uber 50 ns eine starke Interaktion
aufweisen. Dabei ist sichtlich, dass sich zwei &tylalanine nahe kommen.i&se
wechselwirkenauch sowohl mit den hydrophoben Aminoséuren Valin und Leucin als
auch mit polaren Aminosauren wie Lysin, Aspartat und Glutamat. Damit spaiken

polaren Wasserstoffbriickenbindungsonwie VdW-Interaktioneneine grof3e Rolle.

Zum Schluss der Analyse der Simulationen imv&rhaltnis wird die Sekundarstruktur
RSa L28)Paptds mit EGCG und ohne EGCG untitswobei sowohl die kurze
100-ns-Trajektorieals auch die langen Simulationen von 500 ns in Betracht gezogen
werden Die beidenanderen! i-Fragmentell-15 und 3133 besalRenkeine Sekun-
darstruktur. Zuerst werden die kurzen Trajektorignn! i o-2B8)interpretiert, welche

fur beide Systeme iAbbildung21 dargestellt sind.
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51 NJ dza

tion der Protofibrillen veantwortlich sind am GTerminus nur ohne EGCG entstehen

Hierbeitreten unterschiedlicheHelixC 2 NI Sy
bestétigt sich auch in den langen Simulation&tl{. 22und Abb. 23, d- & a
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4.4 Transitiorsnetzwerke

Die Transitionsnetzwerke dienen zur statistischen AuswertungdemdAgregationssi-
mulationen vonEGCG mit beiden Ladungssatzmwie von! i 6-28)ePeptiden mit

undohne EGCG

4.4.1 Aggregation voreGCG

Umweitere Unterschiede zwischen den beiden Methodéndie partielle Ladungsbe-
stimmung zu erkennen, wird jeweils ein Transitionsnetzwerk erst@bb. 24. Der
CutoftWert fiir die Erkennung von Oligomerelmetragt 5 A. Es ist deutlich, dass die
Interaktioren bei AM1BCGLadungen kleinesind als bei RESP, da sich bei einer Kon-
zentration von 10 mM EGCG mit einer geringen PopulaiarPentamer bildet, wo-
hingegen bei RES$dgarein Hexamer entsteht und die hoheredligomerzustande
eine groRere Population auiisen Das liegt daran, dass die RESEungerbetrags-
mafigeinen grofl3eren Wert besitzen als die von ABICCAbb. §. Daher treten stér-
kere Wechselwirkungen zwischen den E@@ikekilen auf und ziehen sich besser an,

wenn sie sich in der Nahe befindédede Simulationen sind 50 ns lang.

(@)

(b)
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Abbildung24: (a)Transitionsnetwerke fir die 50 nsSimulationendes Systems mit 1M
EGCG@Ind (b)fur die ersten 30 ns der Simulationit 100 mM EGCGinkssinddie TN mit den
AM1-BCEund rechts mit den RESRdungen dargestellDie GrolReder Knoten entspricht der
Population und die Pfeildicke der absolntanzahl der Ubergénge zwischen den zugehorigen
Oligomera. Zusétzlich sind die Knoten nach dem Oligomerzustand rétlich gefigbtiher

der Zustand ist, desto intsiver ist die FarbedDes Weiteren ist die relate Zahl der Population

in blau,links von @&n Kreisen dargestellit.

Fir100 mM EGC@urdennur die erden 30 ns fur die Erstellung dé@ransitionsnetz-
werke verwendet, um die Populationen miteinander vergleichen zu kénbea Simu-
lationslangemit dem RESR.adungssatz betragt 60 .nBaszugehdrigeNetzwerk befin-

det sichzur Vollstadndigkeit im Anhang 7.8ei den AMiABCGLadungen sind zwar die
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zwei grofiiten Oligomere 7 und 8 gut ausgebildet, aber die Aggregiatioloch nicht
komplett abgeschlossen, da sich anscheinend wieder Monomere I6sen. Désisélt
das Heptamermit dem Monomer zusammen die grofdte Populatigho,7% und
29,5%) Des Weiteren sind die d¢rgangezwischen den kleineren Oligomeremer
gering.Dagegen erfolgbei der Benutzung von REB&Jungen destarksteUbergang
vom Monomer zunDimer, der dann zu den Zustanden 3 und 5 weiterentwickads
Tetramer ist weniger vorhanden, da es offensichtlich nur Gtbes Trimer entsteht.
Nach nur 30 ns besitzt das Oktamer die hochste Population von 39®8achdas
Monomer mit 38,7% folgt. Zueim ist das Hepamer beim RESPadungsatz nicht
stabil und aggregiersofort zum Zustand 8, was bei den Alllddungen nicht der Fall

ist. Dort findet die Agoegation langsamer statt.

non®H 9D/ D RLHEragR&ty ! i dmc

Im Folgende A NR RA S | 33 NBFPeptisbyhe RE@HD. 25 dndim
Beisein vorEGCGAbb. 2§ untersucht.

Abbildung25Y ¢ NI y a A (A 2 y & S ErhgméhteébhndRESRBidfarblicvedntensi-
tat der Kreisereprasentiert den Oligomerzustand, wéahrend dieeisfache die Population wi-
derspiegelt Die Dicke der Pfeile gibt die absolute Anzahl dbergangewieder. Zudem sind
fur die Vergleichbarkeit mit Abbildung 2i&ks nur die ersten 100 nsler MD-Simulationund
rechts die gesamte 500 nsabgebildet.In blau ist die Population des jeweiligen Zustands in

Prozent angegeben.
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Abbildung26Y ¢ N} yaAlAz2yaySi I 6 SN -23RPsptidedmit EGEGH Hiek-2 y Sy
bei werden nur die ersten 100 ns betrachtet, danachin der Trajektoriekeine weiteren Ag-

gregationsprozesse pro Oligomer stattfind&ne erste Zahh den Knoterzeigt die EGGG&nd
RAS T ¢SA G28rARahBan.! i 6 mc
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Hierbei wird einCutoffWert von 5A fiir die Assoziatiomnd ein von 6 Aiir die Disso-
ziation verwendet, um Molekiilmlagerungerim Aggreganicht als Ubergang zu wer-
ten. Wahrend der Aggregation bewegen sich die zusammengelagerten Melsti&inl-
dig, bleiben dennoch meistermusammen. Aus diesem Grund kénnen die Molekule
den Abstand von 5 A uberschreitemasjedochkein Ubergang in eineanderen Oli-

gomerzustandst. Deshalb wird eilDissoziations<Cutoff voné Agewahlt.

Des Weiteren wurden die jeweiligen Ubergange und dieuRdjmnen fiir alle Simula-
tionen desselben Systemaufsummiert. Die Anzahl der Simulationen ohne EGCG be-
tragt aufgrundder Kiirze der Bachelorarbeitszaitir drei. In den Simulationen ohne
EGCG sind nach 100dis verschiedenen Oligomertwa gleichstark populiert, wah-
rend nach einer Simulationszeit von 500 ns der Tetramerzusiandniert und gleich-
zeitig de Monomeranzahl reduziert istDie beiden mittleren Zustandgleichensich

an. Zudem gibt esnnerhalb von 500 nsnehr Ubergdnge zwischen dem Dimerdun

dem Tetramer, wohingegen der Rest deansitionen etwa gleich bleibt

Mit dem Polyphenol ist das Transitionsnetzwerk wesentlich gréf3er und komplizierter,
da es sich nun um ein heterogenes System handibei beschreibt die erste Zahl
eines Zustands diEGC@nzahl und die zweitédnzahl anl i 6-28)¢Fragmenta. In
weniger als 100 nbesitztder EGCG i 6-28)Komplexmit jeweils vier Molekilen
(4|4), die hochste Population von etwa 63,3%, wahrend die anderen Zustande nicht
einmal eine Populationvon 5%erreichen.Dies bedeutet, dass die Aggregatides
Komplexes sehr schnell verlaufirotzdem bilden sich kleine Intermediate wie einzelne
EGCG(2|0) und! -Dimere (§2). Die dominantenUbergangesind jene wenn ent-

weder Monomere oder Dimere an dasgkgaat binden.

Am Anfang liegen diMolekille einzeln vor, dientweder spater einhomogenes oder
heterogeneDimer (2|0 und 0|2 oder 1|1)formen, wobei HomeDimere eher weniger
auftreten bzw. schnell weiter aggregieren.i@ustand 1|1 verlaufen die Pfeile zum
heterogenen Trimer (2|1 oder 1|2) oder direkt zukhetero Tetramer (2|2), wobei die
Transition zum Zustand 1|2 eher gering ist. Daflr bildet bietorzugtvom Aggregat
1|2 der Zustand 1. Die abstuten Ubergange vo2|0 tber die Zustande 2|1, 2|2 zu

51



2|3 sind etwa gleichstark ausgepragtDabei binden hintereinander dréii 028
Fragmente an eiEGC&imer. Zudem entsteht das heterogene Hexamer 3|3 aus den
Zustanen 2|2 und 2|3 und gehtdannin einemhaufigenUbergamy zum Oktamer 4|4
Uber, vondem sich Monomere, Dimereder Trimere wiedeabspalten Daraus ergibt
sich, dass sich Molekin@eder I6senkdnnen dochdiesendhernsich an den Komplex
sehr schnell wiedean. Seltenbildet sich ein i 6-28)Dimer, an dendann aber min-
destens ein EGCG bindet. Die Zustande 2|4, 3|0, 3|1, 4|1 und 3|4 treten relativ selten
auf, was darauf hindeutet, dasese nur Ubergangszustande von kurzer Lebensdauer

darstellen

4.5Interaktion von! I el2)mit EGCG

In der Trajektorie nédhern sich die acht EGCGs ah da$l2)entweder als Monomes

oder als Oligomer an, wobei erst nach 110 ns die vollstandige Assemblierung erfolgt

ist. Um die Aggregation von EG@@ ! i T dz 'yl f@aASNBYyX &ANR
EGCaMolS 1 Nf S dzy R2)Reftidls berecbnet und gegen die Zeit aufgetragen,

was inAbbildung27 mit zusatzlicher Anfangsstruktur und einer Momentaufnahtee

Simulationzu sehen ist.

(@)
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Abbildung27: (a) DieAusganggsuktur von! i ¢@ (PDBCode2LFM)mit den zwei zusatzli-
chenGterminalen Aminosauren(links)und mit den aggregierte EGCGs wahrend der Simula-
tion (rechts) Die blaue Kugel zeigt denTérminus und die rote den-Terminus an(b) SASA
der EGC®olekiillen(links)dzy’ R R $42)Péptidg(mechts)

Dabei bilden sich zunachst EGE&gyregate bis zum Trimerzustand und lagern sich
anschlieend an das Rein an.Daserste EGCGchliel3tdie vollstandige Aggregation
nach circa 110 nab. Dies wird auch an SASA des Proteins und an dem Abstand zwi-
a0KSyYy R&Yund derd BGGHolekiilen Abb. 2§ sichtbar. Des Weiteren steigt

die Gesamtanzahl der Wasserstofickenbindungen des Peptids mit EGCG bis auf 30,
allerdings sinkt diese wieder. Das kann daran liegen, dass ein bis zweM&oGRGEe

stattdessernuntereinanderoder mit dem Wasser wechselwirken

Um die Interaktion zwischen den Molekilen néher zu betrachtwird eine Ab-
standsmatrix erstelltAbb. 2% = Ay R @2NPeptid & seiné Aminosauren aufge-
spaltenwird und EGCG pro Molekll dargestellt ist. Anhand dieses Diagramms ist er-
1SYYyolINE RIFaa yAOKG FffS 9D/ Da NumierRSY !
4, 5 sowie 6, welche die gesanfsequenz des Peptids abdecken. Deshalb werden die-

se EGC@&Molekiile in ihre Atome zerlegt und débstand zu demrAminosaurendes
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I i @2)Peptids berechnet, um eine genauere Analyse der Wechselwirkung bezogen

auf die Ringe von EGCG durchzufihren.

9__ — MIL-EGCG_AB(1-42)
Al — M2-EGCG_AB(1-42)
M3-EGCG_AB(1-42)
i — M4-EGCG_AB(1-42)
Un M5-EGCG_AB(1-42)
I — M6-EGCG_AB(1-42)
b M7-EGCG_AB(1-42)
E — MB-EGCG_AB(1-42)
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Abbildung28: (a)Ad a i | Y R

Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen
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ckenbindungerl ¢ A & OK Sy -4B-Beytid Lnd dem EGG@olekillen innerhalb der Simu-

lation.
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Abbildung29: Abstandsmatrix zwischen den EGE@ f S{ Nf Sy

dzRRPepRES Bie ! | O™

Abstande wurden ab 100 ns in der Simulation berechnathdem alle EGGBolekille an

I i ¢l3)angelagert sind.
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Die resultierenden Abstandsmatrizen simdAbbildung30. Daraus ist ersichtlich, dass
alle vier EGC@/olekule jeweils zu bestimmten Aminoséuren Uber 100 ns eine starke
intermolekulare Interaktionmit einem Abstand von 3 bis 5 dufweisen.Beim EGCG
interagieren alle drei Ringe mit dem Peptid teilweise an denselben Stellen. Dabei
wechselwirkt vor allem Phe4 amT™eminus mit dem2. und 3. Ring, Glu22 und Asn27

in der Mitte mitdem 1. und 3. Ring sowie amEnhde lle41l und Ala4ait Ring 3. Wah-
renddessen ist das EG@M®lekul 4 eher am Terminus lokalisiert, wobei sich der Ring
mit der EstefVerknupfung im Bereich voAminoséaure8 bis11 befindet. Dafir liegt

das Molekil feher mittig zwischen Aminoséaure 21 und 36, wohingegen sich Molekil 6
an denbeiden Enden anlagert und stark interagidtas lasst darauf schliel3en, dass
RI & -42)Pépid zusammengefaltet ist und die Termini sehr nah liegen, was auch in
Abbildung27.a zu sehen ist. Zudem tritt auch die EsBruppe in Kontakt mit den

Aminosauren, welche sowohl hydrophals auch hydrophil sekbnnen

(@)
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