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1 Einleitung

1.1 Motivation

2009 starben circa 40.000 Menschen in Deutschland durch eine Methicillin-resistente Bakte-
rienklasse des Staphylococcus areus, kurz MRSA, schätzt die Deutsche Gesellschaft für Kran-
kenhaushygiene [1]. Es handelt sich hierbei um Gram positive Bakterien, die gegen verfügbare
β - Lactam Antibiotika, häufig auch andere Antibiotikaklassen, resistent sind. MRSA ist eine
der häufigsten Ursachen von komplizierten Krankenhausinfektionen und seine Verbreitung hat
in den letzten Jahren dramatisch zugenommen [2], [3].
Die häufige Verwendung von Vancomycin als letztem Reserveantibiotikum hat zu einer hohen
Vancomycinresistenz der Enterokokken geführt [4]. Die ersten vancomycinresistenten Entero-
kokken (VRE) wurden 1986 entdeckt [5].
MRSA kann zu Hautinfektionen, Blutvergiftungen aber auch zur Lungenentzündung führen
und ist damit lebensbedrohlich [6]. Daher ist es von enormer Bedeutung, ein wirksames Anti-
biotikum dagegen zu entwickeln.

Seit April 2000 ist Linezolid zugelassen, ein Antibiotikum der Gruppe der Oxazolidinone [7].
Es wirkt gegen Methicillin-resistente Stämme des Staphylococcus aureus, Enterokokken in-
clusive vancomycin-resistenter Stämme und Streptokokken einschließlich Penicillin-resistenter
Stämme [8]. Auf den ersten Blick scheint eine gute Lösung gefunden zu sein. Problematisch ist
jedoch, dass es bei Antibiotika nur eine Frage der Zeit ist, bis sich resistente Stämme bilden
[9]. Daher ist es besonders wichtig, regelmäßig neue Wirkstoffe herzustellen.

Ein neue Klasse Naturstoffantibiotika befindet sich zur Zeit in der Forschung. Die Acyl-
Depsipeptide, kurz ADEPs, wirken anders als derzeit angewendete Antibiotikaklassen. Übliche
Angriffspunkte sind die Zellwandsynthese, die DNA-Replikation, die Protein- und Folsäure-
synthese und die Funktionsweise der Zellmembran [10].
ADEPs jedoch aktivieren und deregulieren die Clp Protease [11]. Es handelt sich hier um
ein Enzym, das streng reguliert ist und beispielsweise denaturierte oder unvollständig syn-
thetisierte Proteine, die regelmäßig in einer Zelle entstehen, spaltet [12]. Reguliert wird es
von einem anderen Enzym, einer Clp-ATPase [10], [11]. Die Protease liegt ohne ATPase im
inaktiven Zustand vor, mit ATPase im aktiven. ADEPs lagern sich nun an ClpP an, wodurch
der inaktive Zustand ohne ein eigentlich notwendiges, regulatorisches Clp-ATPase Enzym in
den aktiven wechselt [10]. So wird nicht mehr zwischen unbrauchbaren und essentiellen Pro-
teinen unterschieden, sondern unkontrolliert zerlegt, wodurch die Zelle beschädigt wird und
möglicherweise der Zelltod eintritt [11], [13]. Der Vorläufer für die Synthese dieser Antibio-
tikaklasse ist ADEP1. ADEP1 zeigt eine antibiotische Wirkung in vitro bei Gram positiven
Bakterien, sogar bei multiresistenten Bakterien, gegen die herkömmliche Antibiotika nicht
mehr ankommen [13]. Jedoch ist die Effektivität nicht sehr hoch, wodurch ADEP1 lediglich
als Ausgangspunkt für Optimierungsverfahren dient [11].
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1.2 Wirkungsweise von ADEPs

Wie schon eingangs erwähnt, deregulieren und aktivieren Acyl-Depsipeptide die Clp Protease.
Um diesen Vorgang und die Konsequenzen besser zu verstehen, möchte ich zunächst genauer
auf ClpP und seine Funktionen eingehen und anschließend auf die Auswirkungen bei Zugabe
von ADEPs.

1.2.1 Die Clp Protease

Der proteolytische Kern ClpP besteht aus zwei Ringen, die jeweils aus 7 Monomeren zusam-
mengesetzt sind. Die Form des Tetradecamers ähnelt der einer flachen Tonne mit ∼ 90 Å
Durchmesser und Höhe und einem schmalen Kanal in der Mitte [14]. Seine Funktion ist die
Zerlegung von beschädigten Peptiden, die möglicherweise die Funktionen einer Zelle stören
bzw. deren Bausteine wiederverwendet werden sollen. Diese entstehen regelmäßig durch spon-
tane Denaturierung, Fehler bei der Biosynthese und Mutationen [12]. ClpP ist jedoch nicht
in der Lage, größere Peptide (> 6 Aminosäuren) zu spalten [12]. Dafür benötigt es eine zu-
gehöhrige ATPase-Einheit. Im Fall von Escherichia coli sind dies entweder ClpA oder ClpX.
Der ClpP Kern bildet einen Komplex mit der ATPase-Einheit, wobei die zwei siebengliedrigen
Ringe des ClpP von einer bzw. zwei ATPase-Einheiten umgeben sind [12].
Je nachdem, ob es sich um ClpA oder ClpX handelt, unterscheidet sich die Substratauswahl.
Möglich sind auch Mischformen [12].
Es besteht Grund zu der Annahme, dass die Zwei-Komponenten-Proteasen (ClpAP/ClpXP)
sich im Aufbau und Mechanismus recht ähnlich sind [14]. Die allgemeine Funktionsweise wurde
in der folgenden Grafik von Jimin Wang et al. [14] recht anschaulich dargestellt:

Abbildung 1: Proteinabbau
durch einen ClpA6 - ClpP14 - ClpA6

Komplex

Proteine werden in der ATPase Einheit, welche aus einem
sechsgliedrigem Ring besteht, entfaltet. Anschließend gelangen
die Substrate durch eine Pore (Durchmesser ∼ 12 Å) in eine
annähernd runde Kammer (Durchmesser ∼ 50 Å). Es ist möglich,
dass die Pore durch die ATPase-Einheit geweitet wird. In der
Proteolyse- Kammer befinden sich die 14 aktiven Zentren des
Enzyms, welche durch Proteolyse die Proteine und Peptide spal-
ten. Im Anschluss werden die Teilstücke hinausbefördert [14]. Auf
welchem Weg die Produkte die Proteolyse-Kammer verlassen ist
noch nicht geklärt.

1.2.2 Effekt von ADEPs auf ClpP

ADEPs verhindern die Bildung des ClpP-ATPase Komplexes und aktivieren die isolierte Clp
Protease [10], [15]. An jedes ClpP Tetradekamer lagern sich 14 ADEP-Moleküle an; sieben an
der oberen und sieben an der unteren Seite und Verhindern die Bildung eines ClpP-ATPase
Komplexes [16]. In diesem aktiven Zustand ist der ClpP Kern in der Lage, große, nicht zuvor
entfaltete Proteine zu verdauen [15]. Die Arbeitsgruppe um Professor Heike Brötz-Oesterhelt
und Hyun Kyu Song fanden heraus, dass die Anlagerung von ADEPs an ClpP eine Umor-
ganisation der Untereinheiten auslöst. Dabei werden die Wechselwirkungen im N-terminalen
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Segment der Clp Protease gestört, was zur Folge hat, dass sich die Eingangspore vergrößert
und die Segmente in dieser Region über deutlich mehr Flexibilität verfügen [16]. Dies ist
möglicherweise einer der Gründe für die neue Fähigkeit der Clp Protease große und flexible
Proteine in die Proteolysekammer aufnehmen und spalten zu können.

Abbildung 2: ClpP Enzym des
Bacillus subtilis im Komplex mit
ADEP1. Die roten ADEP1 Moleküle
lagern sich dabei an der oberen bzw.
unteren Seite eines siebengliedrigen
ClpP-Rings an. Grafik aus Protein-
Datenbank [16]

Die Folge dieser unkontrollierten Zerlegung von zellulären Pro-
teinen ist unter anderem die Verhinderung der Zellteilung. Die
Bakterienzellen werden immer länger und sterben schließlich ab
[10], [11], [13].

1.3 ADEP1

1985 stellten Wissenschaftler der Firma Eli Lilly and Compa-
ny erstmalig das Antibiotikum A54556 her. Sie produzierten den
Komplex durch Gärung des Streptomyces hawaiiensis (NRRL
15010) [17]. Die Hauptkomponente des Komplexes wurde als
ADEP1 bezeichnet [13].
Acyl-Depsipeptide bestehen aus einem Ring, der aus fünf S -
konfigurierten Aminosäuren zusammen gesetzt ist, und einer Sei-
tenkette am Serin-Stickstoff, bestehend aus Phenylalanin und ei-
nem lipophilen Rest [11].

Um die unterschiedlichen Strukturen der Acyl-Depsipeptide beschreiben zu können, haben wir
jede Verbindung in eine Sequenz aus Aminosäure-Bausteinen und hydrophoben-Rest unter-
teilt, indem wir die Peptidbindungen und die Esterbindung spalten. Dies soll am Beispiel des
ADEP1 verdeutlicht werden: Die Sequenz von ADEP1 ist: Seitenkette 1 - Phenylalanin - Serin
- Prolin - N-Methyl -Alanin - Alanin - γ-Methyl -Prolin (SK1-F-S-P-mA-A-mP).

Abbildung 3: Unterteilung von ADEP1 in Aminosäuren

Die verschieden Varianten der Acyl-Depsipeptide unterscheiden sich im Aufbau des lipophi-
len Rests, im Substitutionsmuster des Phenyl-Rings oder der Methylierung des Alanin bzw.
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Prolins. Auch durch den Austausch eines einzelnen Bausteins im Ring (hier N-methyl -Alanin)
wurden wirksame Derivate gefunden [11]. Genauer nachzulesen ist dies in Tabelle (2) in An-
hang A, in der die Sequenzen der meisten bisher veröffentlichten Strukturen zu finden sind.
Die Entscheidung ADEP1 zu untersuchen ist darin begründet, dass uns für diese Verbindung
Kristall- und NMR-Strukturen vorliegen.

1.4 Ziel der Arbeit

Um glaubwürdige Vorhersagen mithilfe von Simulationen zu machen, ist zunächst zu belegen,
dass die verwendeten Methoden experimentelle Daten gut reproduzieren. Das Ziel dieser Ba-
chelorarbeit ist daher zum einen, einen Bezug zu der Kristall- und NMR-Struktur herzustellen
und zum anderen, die häufigsten Konformationen von ADEP1 unter physiologisch relevanten
Bedingungen, d.h. in Wasser bei 295 K, vorherzusagen.
Unsere Vorgehensweise kann in drei Schritte unterteilt werden:

1. Vorbereitung
Um ein ein realistisches Modell zu erzeugen, ist es zunächst erforderlich, genaue Par-
tialladungen zu bestimmen. Aufgrund der Molekülgröße wird ADEP1 in Aminosäure-
Bausteine zerlegt und den einzelnen Fragmenten werden vorläufige ladungsäquivalente
Endgruppen hinzugefügt. Die Partialladungen dieser kleinen Moleküle lassen sich sehr
viel schneller bestimmen, als die des ganzen Moleküls. Ein weiterer Vorteil des modula-
ren Aufbaus ist der, dass einzelne Bausteine ausgetauscht werden können und so ohne
großen Zeitaufwand weitere Verbindungen analysiert werden können.

2. Simulation
Um aus der Vielzahl der möglichen Konformere die stabilen herauszufinden, führen
wir einen Hochtemperaturlauf bei 700 K durch und kühlen einzelne Snapshots ab,
um anschließend eine MD-Simulation bei 295 K durchzuführen. Dafür nutzen wir das
Programm-Paket Amber 12 und ein speziell parametrisiertes Kraftfeld sowie ein impli-
zites Solvens.

3. Auswertung
Die erhaltenen Konformere werden in Gruppen zusammengefasst und auf Häufigkeit
und Ähnlichkeit mit den experimentellen Referenz-Strukturen untersucht. Anschließend
untersuchen wir die erhaltenen Hauptkonformationen auf Wasserstoff-Brücken, ihre po-
tentielle Energie und ihre Ähnlichkeit untereinander.
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2 Grundlagen der MD Simulation

Die statische Betrachtung von Molekülen, die man beispielsweise aus NMR Daten erhalten
kann, zeigt nur einen Durchschnitt, sozusagen ein eingefrorenes System. Das gilt insbesondere
für Kristall-Strukturen. Um die Dynamik eines komplexeren Systems zu verstehen, reicht diese
Betrachtungsweise nicht immer aus.
Die Molekulardynamik ist ein Zweig der Computersimulationen, bei denen Wechselwirkungen
zwischen einzelnen Atomen und Molekülen berechnet werden können. Der Inhalt der Simulati-
on ist analog zum realen Experiment und umfasst nicht nur die molekulare Struktur, sondern
auch ihre Dynamik.

Schritte reales Experiment MD Simulation

1 Die Probe vorbereiten und die Appara-
tur aufbauen

Die Randbedingungen des Systems
festlegen (Ensemble auswählen)

2 Einfüllen der Probe Auswahl des Potentials, der Topologie,
Bestimmung der Parameter und der
Ausgangskoordinaten

3 Bedingungen einstellen und die Probe
z.B. unter Rühren äquilibrieren

Eine Energieminimierung vornehmen,
die eine Entspannung der besonders
ungünstigen Konformationen bewirkt,
welche die MD-Simulation zum schei-
tern bringen könnten

4 Die Probe mit einem Messinstrument
verbinden und die gewünschte Größe in
einer bestimmten Zeit messen

Eine MD Simulation über einen be-
stimmten Zeitraum durchführen und
Beobachtungskennzahlen erheben, die
durch die Funktion der Positionen
und des Impulses ausgedrückt werden
können oder alternativ nachträglich die
Trajektorie auswerten

Die Molekulardynamik hat auch ihre Grenzen: Elektronenbewegungen werden nicht betrachtet
und Quanteneffekte prinzipiell ignoriert. Daher ist sie nicht geeignet für tiefe Temperaturen,
da dort eben diese Effekte eine großere Rolle spielen (Nullpunktsschwingungsenergie). Für
chemische Reaktionen ist die MD Simulation ebenfalls ungeeignet.
Da die Molekulardynamik nicht zwischen Protonen und Elektronen unterscheidet, sondern
Atome als kleinste Teilchen definiert, kann die Quantenmechanik außen vor gelassen und die
Teilchen durch klassische Bewegungsgleichungen beschrieben werden [18].
Die Grundgleichung der Molekulardynamik ist das zweite Newtonsche Gesetz. Die Kraft, die
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auf einen Partikel wirkt ist gleich der zeitlichen Ableitung des Impulses.

F =
dp

dt
=
d(mv)

dt
= ma (1)

Bei Kenntnis von Ort und Geschwindigkeit eines Teilchens zu einem bestimmten Zeitpunkt ist
eine exakte Vorhersage für jeden beliebigen Zeitpunkt möglich. Allerdings ist dies für größere
Systeme nicht möglich.
Mit

F = −dU(X)

dx
(2)

ergibt sich nun

a = −dU(X)

dx

1

m
(3)

Dabei stellt X die kartesischen Vektoren der Partikel-Positionen dar und U(X) ist die po-
tentielle Energie der Teilchen. Die Potentialfunktion U(X) in Kombination mit geeigneten
Parametern wird als Kraftfeld bezeichnet.

2.1 Leapfrog Algorithmus

Der Leapfrog Algorithmus ist eine Integrationsmethode zur Lösung der Newtonschen Bewe-
gungsgleichung und eine Variation des Verlet Algorithmus. Die Positionen, Geschwindigkeit
und Beschleunigung für die Teilchen werden mit jedem Zeitschritt neu berechnet, indem die
insgesamt wirkende Kraft auf jedes Teilchen in einer bestimmten Konfiguration zur Zeit(t) als
Summe der Wechselwirkungen des Teilchens mit allen anderen Partikeln berechnet wird [19].
Der Verlet Algorithmus nutzt die Positionen und Beschleunigungen des Zeitpunkts (t) und
die Positionen des vorherigen Zeitschrittes x(t− δt), um die neuen Positionen zum Zeitpunkt
t + δt zu berechnen. Dieser Zusammenhang lässt sich durch eine Vorwärts- und Rückwärts-
Taylorentwicklung ausdrücken:

x(t+ δt) = x(t) + δtẋ(t) +
1

2
δt2ẍ(t) +

1

6
δt3

...
x (t) +O(δt4) (4)

x(t− δt) = x(t)− δtẋ(t) +
1

2
δt2ẍ(t)− 1

6
δt3

...
x (t) +O(δt4) (5)

Durch Addition der beiden Gleichungen ergibt sich

x(t+ δt) = 2x(t)− x(t− δt) + δt2ẍ+O(δt4) (6)

Für die Beschleunigung ẍ(t) wird die Gleichung (3) eingesetzt. Die Beschleunigung eines Teil-
chens ist demnach die Ableitung der Potentialfunktion nach dem Ort geteilt durch seine Masse.
Die Geschwindigkeit (ẋ(t) = v(t)) taucht in dieser Gleichung nicht mehr explizit auf und muss
separat berechnet werden, indem die Positionen des vorherigen Zeitschrittes x(t−δt) von dem
des nächsten x(t+ δt) subtrahiert und durch 2δt geteilt werden. So kann die Geschwindigkeit
also erst berechnet werden, wenn die Positionen bereits vorhanden sind. Problematisch ist
auch die Berechnung der Positionen zum Zeitpunkt t = 0, da immer die vorherigen Positonen
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zur Berechnung benötigt werden.
Daher wurden viele Variationen des Verlet Algorithmus entwickelt; eine davon ist der Leapfrog
Algorithmus. Bei dieser Methode werden abwechselnd, also zeitlich versetzt, Positionen und
die Geschwindigkeit nach folgenden Gleichungen berechnet:

x(t+ δt) = x(t) + δtv(t+
1

2
δt) (7)

v(t+
1

2
δt) = v(t− 1

2
δt) + δta(t) (8)

Wir starten ohne Anfangsgeschwindigkeit mit einem Koordianten-Satz. Aus diesem lässt sich
mithilfe des Kraftfelds und des Thermostats die Beschleunigung berechnen, mithilfe derer wir
die Geschwindigkeit ermitteln können. Darauf wird im nächsten Kapitel genauer eingegangen.
Problematisch ist hier, dass Positionen und Geschwindigkeiten nicht zum gleichen Zeitpunkt
berechnet werden können. Jedoch können die Geschwindigkeiten zeitlich gemittelt werden,
sodass wir zu einem Koordianten-Satz zeitlich passende Geschwindigkeiten erhalten:

v(t) =
v(t+ δt/2) + v(t− δt/2)

2
(9)

Die Beschleunigung a(t) setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen. Zum einen natürlich
aus dem Kraftfeld, das die potentielle Energie des Systems beschreibt und zum anderen aus
Umgebungskomponenten, die durch den Thermostat Langevin-Dynamik festgelegt werden. So
wird die Beschleunigung und somit auch die Geschwindigkeit der äußeren Ziel-Temperatur
angepasst.

2.2 Langevin-Dynamik

Wenn in einem System nicht jede thermodynamische Information akkurat bestimmt werden
soll, sondern eine dynamische Entwicklung von einem gelösten Molekül, eingebettet in eine
Lösemittel-Umgebung, betrachtet werden soll, so kann das Lösemittel stochastisch behandelt
werden. Die explizite Natur wird dabei ignoriert und sein Einfluss auf das gelöste Molekül
wird definiert durch ein Kontinuum, das mit diesem wechselwirkt [20].
Durch die stochastische Behandlung des Lösemittels, muss es in Kombination mit einem im-
pliziten Solvens-Modell genutzt werden. In der Langevin-Dynamik stellt sich die Bewegungs-
gleichungen [21] wie folgt dar:

ma′(t) = −dU(X)

dx
− ξmv(t) +

√
2ξkBTmR(t) (10)

Der Gradient des Kraftfelds wird durch zwei Terme erweitert, zum einen durch die Reibungs-
kraft und zum anderen durch einen stochastischen Term. Die der Beschleunigung entgegenge-
setzte Reibunskraft ist abhängig von einer Reibungskonstante ξ = γm, wobei γ[1

s
] die Kollisi-

onsfrequenz ist, die wir explizit in der Simulation angeben (s. Anhang D).
Die Zufalls-Zusammenstöße mit dem Solvens werden durch den letzten, stochastischen Term
dargestellt, welcher sich aus der Wurzel der Reibungskonstante, der Boltzmann-Konstante,
der Temperatur und der Masse, multipliziert mit einer zufälligen Kraft R(t) zusammensetzt.
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2.3 Kraftfeld

Das Kraftfeld ist die empirische Funktion der potentiellen Energie, die die Wechselwirkungen
zwischen den Atomen definiert. Es besteht aus bindenden und nichtbindenden Anteilen.
Es gibt viele unterschiedliche Arten von Kraftfelden; ich möchte im Speziellen auf das von uns
verwendete Amber Kraftfeld eingehen. Die Potentialfunktion stellt sich wie folgt dar [22]:

U =

Bindungen∑
Kr(r − req)2 +

Winkel∑
KΘ(Θ−Θeq)

2 +
Torsionen∑ Vn

2
[1 + cos(2φ− γ)]

+

Impropers∑
Vn[1 + cos(2ψ + γ)] +

Atome∑
[
Aij
R12
ij

− Bij

R6
ij

+
qiqj

4πεRij

] (11)

Mit Kr = Kraftkonstante des harmonischen Oszillators, req = Gleichgewichtsabstand zweier
Atome, r = Bindungslänge, KΘ = Kraftkonstante, Θ−Θeq = Auslenkung vom Gleichgewichts-
wert, Vn = Kraftkonstante, die die Höhe der Torsionsbarrieren beschreibt, φ = Gleichgewichts-
torsionswinkel und γ = Phasenverschiebung, ψ = Improper-Winkel, Kollisionsparameter Aij
und Bij, die den sterischen Anspruch der Atome widerspiegeln, Rij = Abstand der Atome i
und j mit den (Partial-)Ladungen qi und qj, welche sich in einem Medium mit der Permitti-
vität ε befinden

Die gebundenen Anteile umfassen das Bindungslängen-Potential, das Bindungswinkel-Potential
und das Torsionspotential. Diese unterscheiden sich in verschiedenen Kraftfeldern eher selten.
Die Unterschiede sind oft in den Berechnungen der nichtbindenden Beiträge zu finden. Diese
sind die Van-der-Waals und die elektrostatischen Wechselwirkungen.

• Bindungslängen-Potential

Die Bindungslängen & Bindungswinkel-Potentiale können als harmonische Federmodelle
dargestellt werden, mit den Federkonstanten K. Der eindimensionale harmonische Os-
zillator ist daher ein genähertes Modell für die Schwingung eines zweiatomigen Moleküls
um die Gleichgewichtslage. Voraussetzung hierfür ist natürlich, dass sich der Bindungs-
Abstand zweier Atome nahe am Gleichgewichts-Abstand req befindet, da das harmoni-
sche Potential bei größeren Abständen sehr stark ansteigen würde. Der starke Anstieg
der Energie bei größeren Bindungs-Abständen ist in der Realität jedoch unrealistisch,
da die Atome dissoziieren würden.
Nach dem Hookeschen Gesetz ist die Kraft proportial zur Auslenkung und der Beschleu-
nigung.
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Abbildung 4: Bindungsabstand
[23]

Das harmonische Potential ist demnach:

U(r) = Kvib(r − req)2 (12)

Ein realistischeres Potential für eine kovalente Bindung
wäre das Morsepotential, das die Bindungsdissoziation
berücksichtigt.
Für Moleküle im elektronischen Grundzustand stellt
der harmonische Oszillator eine völlig ausreichende
Näherung dar, da sich der Bindungsabstand nahe am
Gleichgewichts-Abstand req befindet.

• Bindungswinkel-Potential

Abbildung 5: Bindungswinkel [23]

Die Bindungswinkel-Anordnung um jedes Atom in ei-
nem Molekül ist bestimmt durch die Hybridisierung des
Zentralatoms. Zusätzlich werden sie von freien Elektro-
nenpaaren sowie Ladungen beeinflusst.
Die Atome werden als mit Federn verbundene Messpunk-
te behandelt und ergeben somit ein haromisches Poten-
tial. Das Bindungswinkel-Potenial wird als Funktion der
Auslenkung vom Gleichgewichtswinkel Θeq dargestellt.

U(Θ) = KΘ(Θ−Θeq)
2 (13)

• Torsions-Potential

Abbildung 6: Torsionswinkel [23]

Das Torsionspotential hat seine Ursprünge in der Redu-
zierung der sterischen Hinderung und der elektronischen
Abstoßung der endständigen Atome. Es wird durch den
Cosinus des Winkels dargestellt, wobei n die Periodizität
der Rotationsbarriere, Vn deren assoziierte Höhe und γ
die Phasenverschiebung ist. Das Potential erreicht sein
Maximum bei cos(0, 2π) ⇒ Vn = U und sein Minimum
bei cos(π)⇒ 0 = U

U(φ) =
Vn
2

[1 + cos(2φ− γ)] (14)
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• Improper-Potential

Abbildung 7: Improper-Winkel [23]

Die uneigentliche Torsion (engl. improper
torsion) ist auch bekannt als out of plane
bending. An drei Atome in einer Ebene ist
ein Zentralatom gebunden, das sich aus dieser
hinausbewegt. Die potentielle Energie ist am
niedrigsten, wenn alle vier Atome planar sind.
Durch sehr hohe Strafterme sind Abweichun-
gen in beide Richtungen bestraft. So kann
dieses Potential an ein ebenfalls übliches,
harmonisches Potential angenähert werden.

U(ψ) = Vn[1 + cos(2ψ − γ)] (15)

• Van-der-Waals-Potential

Van-der-Waals Wechselwirkungen sind dargestellt als eine Kombination aus attraktiven
und repulsiven Kräften zwischen zwei Atomen, die nicht kovalent miteinander verbunden
sind. Die Energie, die aus der Interaktion entsteht, variiert mit dem Abstand dieser
beiden Atome. Sind die Atome weit voneinander entfernt, ist diese Energie nahe bei
null. Schiebt man sie näher aneinander wird zunächst ein Minimum durchlaufen, bis sie
so nahe zusammen sind, dass die repulsive Kraft die Überhand gewinnt und die Energie
rapide ansteigt.
Ein gängiges Potential, um die Van-der-Waals Wechselwirkungen zu beschreiben, ist das
Lennard-Jones Potential. Dieses lässt sich durch unterschiedliche Parameter beschreiben.
Wir verwenden den Gleichgewichtsabstand der Atome rvdWij als die Summe der beiden
atomaren Radien rvdWi und rvdWj . Ein möglicher anderer Parameter ist beispielsweise der
Potentialdurchgang σ.

U ij
LJ = U ij

m

[(
rvdWij

rij

)12

− 2

(
rvdWij

rij

)6]
(16)

Der attraktive r−6 Term begründet sich in der Dispersions-Wechselwirkung, der repulsive
r−12 Term im Pauli-Verbot, das besagt, dass sich zwei Elektronen (gleichen Spins) nie
am gleichen Ort aufhalten. So werden Elektronen gezwungen, energetisch ungünstigere
Orbitale zu besetzen. Hinzu kommen Kern-Kern-Abstoßungen.

• Coulomb-Potential

Das Coulomb-Potential stellt die Wechselwirkungen zwischen geladenen oder partiell
geladenen Gruppen dar. Elektronegative Atome ziehen Elektronen mehr an als weniger
elektronegative Atome, daher kann es zu einer permanenten ungleichen Verteilung von
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Elektronen bzw. Ladungen im Molekül kommen. Diese Ladungsverteilung kann vielfältig
dargestellt werden, die einfachste ist, die Ladungen als Punktladungen zu betrachten.
Wie üblich gilt: gleiche Ladungen stoßen sich ab, ungleiche ziehen sich an.

Ucoul =
qiqj

4πεRij

(17)

qi und qj stellen die Punktladungen dar, ε ist die Dielektrizitätskonstante des umgeben-
den Mediums. Diese gibt Aufschluss über die Durchlässigkeit des Materials für elektrische
Felder.

• Implizites Solvens

Der vorhergegange Ausdruck des Coulomb-Potentials wird in unserem Fall um zwei Ter-
me erweitert, da wir ein implizites Solvens verwenden, welches die elektrostatischen Bei-
träge der Lösemittelmoleküle modelliert. Der erste Zusatzterm gibt die Energie der po-
laren elektrostatischen Beiträge des Solvens an, der zweite ist ein entropisch begründeter
Strafterm.
Implizite Lösemittelmodelle stellen das Lösungsmittel nicht molekular bzw. partikulär
dar, sondern als kontinuierliches Medium. Es beschreibt einen Durchschnitt aller Kon-
formationen der umliegenden Lösemittelmoleküle und ihren gemittelten Einfluss auf das
gelöste Molekül.

Es gibt unterschiedliche Methoden zur Darstellung des impliziten Solvens. Die von uns
verwendete ist die Generalized Born Surface Area Methode. Die GBSA Methode beruht
auf der Poisson-Boltzmann Gleichung, welche die elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen Molekülen in Flüssigkeiten und darin gelösten Ionen beschreibt.

−5 [ε(~r)5 Φ(~r)] =
ρ(~r)

ε0

(18)

Mithilfe der ortsabhängigen Dielektrizitätskonstante ε(~r) und der Ladungsdichte ρ(~r)
kann das ortsabhängige Potential Φ(~r) bestimmt werden.
Die Permittivität ist eine Stoffeigenschaft, die elektrostatische Wechselwirkungen zwi-
schen zwei geladenen Teilchen in einem Medium abschirmt. Je höher die Dielektri-
zitätskonstante ε(~r), desto größer die Abschirmung.
Die Lösung der Poisson-Boltzmann Gleichung ist sehr komplex, sie kann etwa mit der
Methode der finiten Differenzen numerisch gelöst werden [24]. Hierauf soll im Weiteren
jedoch nicht eingegangen werden.

Ein vereinfachtes Verfahren zur Berechnung der Ladungsverteilung ist die Generalized
Born-Methode.
Wir unterteilen unser reales System in zwei Gebiete: zum einen in die Lösemittel-
Umgebung, also ein homogenes dielektrisches Medium und zum anderen die Kavität,
in der sich das gelöste Molekül, frei von Lösemittelmolekülen, befindet. Die Ladungs-
dichte des gelösten Moleküls ist vollständig in der Kavität enthalten, welche nach außen
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wie ein geladener Körper wirkt. Innerhalb der Kavität ist die Dielektrizitätskonstante
bei Proteinen einheitlich bei circa ε ≈ 2 − 4[ As

V m
] und außerhalb entspricht sie der des

Lösemittels und hat einen deutlich höheren Wert (ε(H2O) ≈ 78, 5 As
V m

).
Das bedeutet, dass die Ladungen im Molekül selbst deutlich weniger abgeschirmt wer-
den, als im Lösemittel. Betrachtet wird die Schwächung des elektrischen Feldes bzw. des
Potentials zwischen zwei beliebigen Atomen k und k′ mit den Punktladungen qk und qk′

und dem Abstand rkk′ zueinander. Die Grundgleichung für die GBSA-Methode ist die
Born-Gleichung [20]:

GP = −1

2

(
1− 1

ε

) Atome∑
k,k′

qkqk′γkk′ (19)

Die Polarisationsenergie GP beschreibt die Arbeit zur Erzeugung von Ladungsverteilung,
also die Ausrichtung der Lösemittelmoleküle entsprechend dem erzeugten elektrischen
Feld. ε ist die Dielektrizitätskonstante des Lösemittels. γkk′ stellt eine Funktion der
Abstände rkk′ zwischen zwei betrachteten Atomen k und k′ und der entsprechenden
Born Radien ak und ak′ dar.

γkk′ =
(
r2
kk′ + akak′e−r

2
kk′/4akak′

)−1/2

(20)

Diese Funktion ist vergleichbar mit einem Coulomb-Potential, das mit 1/r abnimmt.
Bei großem r würde sich der gesamte Ausdruck auf γkk′ = 1/

√
r2
kk′ reduzieren und bei

k = k′ auf γkk′ = 1/
√
ak2. Der effektive Born-Radius ist ein Maß für die Abschirmung der

Ladung des jeweiligen Atoms. Befindet es sich innerhalb eines Mediums mit niedrigem
ε, so ist die Reichweite des ausgehenden elektrischen Feldes und damit sein effektiver
Born-Radius größer, als in der Umgebung eines Mediums mit höherem ε [20].
Der erste Zusatzterm GP gibt also die Energie der polaren elektrostatischen Beiträge
des Solvens an.

Die zweite Ergänzung kommt durch die eingeschränkte Bewegungsmöglichkeit der Sol-
vensmoleküle an der Oberfläche des Proteins zustande, was einen Entropieverlust zur
Folge hat. Daher ist dieser Strafterm eine Funktion der Oberfäche des zu untersuchen-
den Moleküls.

Die großen Vorteile des impliziten Solvens-Modells sind die enorme Einsparung von
Freiheitsgraden der einzelnen Solvensmoleküle und der über die Kollisionsfrequenz steu-
erbare Reibungswiderstand des Soluts. So können mögliche Konformationen zügiger er-
reicht werden und insgesamt bedeutet dies eine Beschleunigung der Konformationssuche.

2.4 Ensembles

Ein Ensemble beschreibt die Beschaffenheit der Randbedingungen eines Systems in einer
MD-Simulation. Wir nutzen Langevin-Dynamik in Kombination mit einem impliziten-Solvens-
Modell. Der Thermostat Langevin- Dynamik entspricht einem kanonischen Ensemble, er simu-
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lieren eine Kopplung mit einem Wärmebad. Die konstanten Größen sind daher Teilchenzahl,
Temperatur und Volumen. Durch die Verwendung des implizieten Solvens wird der Druck nicht
direkt konstant gehalten, jedoch ist die Dielektrizitäts-“Konstante”temperatur- und druck-
abhängig. Der Druck kann daher bei konstanter Permittivität nicht variabel sein. Außerdem
kann man den Druck und auch das Volumen nur bei periodischen Randbedingungen einstellen
bzw. messen. Diese haben wir nicht.
Insgesamt kommen wir dem isotherm-isobaren Ensemble recht nahe. Dieses hält Teilchenzahl,
Druck und Temperatur konstant.
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3 MD Simulation

3.1 Vorbereitung des MD-Inputs

Das in dieser Arbeit genutze Kraftfeld verwendet Partialladungen um elektrostatische Kräfte
und Energien zu berechnen.
Ladungswechselwirkungen tragen zu den 1-4 Wechselwirkungen bei. Dies sind Ladungs-,
Van-der-Waals- und Torsions-Wechselwirkungen, da hier Wechselwirkungen zwischen Atomen
berücksichtigt werden, die 3 Bindungen (Torsion) oder weiter voneinander entfernt sind.
Torsionsparameter werden auf Basis der Lennard-Jones- bzw. Ladungs-Werte gefittet und
ermittelt. Nach der Entscheidung für ein bestimmtes Kraftfeld, müssen die Ladungen von Mo-
lekülen also nach der Methode bestimmt werden, die der Parametrisierung zugrunde lag.

Zunächst zerlegen wir ADEP1 in Aminosäure-Bausteine, da der modulare Aufbau, wie ein-
gangs erwähnt, den Vorteil mit sich bringt einzelne Bausteine austauschen zu können und
die Ladungsbestimmung von kleineren Molekülen erheblich schneller durchführbar ist als die
von größeren Verbindungen. Die Fragmente werden mit Marvin Sketch [25] erstellt und um
ladungsäquivalente Endgruppen ergänzt. Partialladungen sind konformationsabhängig; aus
diesem Grund müssen zunächst die größten Populationen (Minima) ermittelt werden, die
auch entsprechend den größten Beitrag zur Ladungsverteilung liefern. Dafür erstellen wir mit
dem Vorbereitungsprogramm Antechamber itp-Dateien, welche unter anderem Bindungen,
Bindungswinkel, Torsionen, Impropers und die Masse der Atome enthalten. Aus diesen itp-
Dateien werden die relevanten, drehbaren Bindungen aus den Torsionen herausgefiltert und
in eine separate Datei kopiert. Mithilfe des Programms tLEaP werden diese Bindungen nun
in bestimmten Schritten eingestellt und anschließend eine Energieminimierung mit Sander
durchgeführt. Dabei laufen alle eingestellten Konformationen in das jeweils nächstgelegene
Minimum. Häufig konvergieren viele Startkonformationen in ein ähnliches Gebiet. Durch die
hohe Zahl der Freiheitsgerade und die individuellen Ausgangspositionen unterscheiden sich die
Minima nur geringfügig. Mithilfe des Statistikprogramms R [26] gruppieren wir die verschie-
den Konformationen zu Gruppen, sodass letztendlich nur noch wenige Cluster verbleiben. Um
den Aufwand zu begrenzen, wird jeweils nur ein Vertreter einer Gruppe berücksichtigt.

Abbildung 8: Baumdiagramm (l) mit entsprechender Baumhöhe (r) in grün des Molekül-Fragments Alanin. Die Schnittpunkte
der Baumhöhe mit den senkrechten Linien ergeben die Anzahl der zu berücksichtigenden Cluster.
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Die Baumhöhe beschreibt die Ähnlichkeit der Strukturen. Je höher, desto unähnlicher die
Konformationen. Bei einer pragmatisch bestimmten Höhe (Abbildung 8 grün) wird das Baum-
diagramm durchzogen und die Schnittpunkte mit den senkrechten Linien ergeben die Anzahl
der zu berücksichtigenden Gruppen.
Das Clustering bestimmt die Ähnlichkeit der Konformationen a und b anhand der Torsions-
winkel und Energien nach

Distab =

√
(∆Eab)2 +

Torsionen∑
(∆φab)2 (21)

Konformationen mit geringen Distanzen zueinander werden nach dem Partitioning Around
Medoids (PAM)-Algorithmus zusammen in ein Cluster einsortiert. Dabei werden zunächst n
Medoids (Cluster-Zentren) zufällig aus der Datenmenge bestimmt. Die Zuteilung der übrigen
Punkte zu den Medoids erfolgt durch Berechnung der Distanz nach Gleichung 21 zu den un-
terschiedlichen Medoids. Nach jeder Zuteilung werden die Medoids neu bestimmt. Die Summe
der Distanzen einer jeden Konformation eines Clusters zum Cluster-Zentrum wird als Ge-
samtkosten bezeichnet. Diese sind proportional zur Baumhöhe, die wir im R-Skript explizit
angeben.
Bei den letztlich erhaltenen repräsentativen Konformationen werden nach einer Geometrieop-
timierung die Partialladungen mithilfe von Hartree-Fock Rechnungen bestimmt, und anschlie-
ßend gemittelt. Wenn alle Ladungen bestimmt sind, werden die Partialladungen der Fragmente
den Atomen der Kristall-Struktur von ADEP1 zugewiesen, die uns als Input für die Simulation
dient. Diese Kristall-Struktur ist in der Protein Datenbank verfügbar [16].

3.1.1 Ladungsbestimmung

Um möglichst gute Input-Partialladungen zu bekommen, muss zunächst eine QM Geometrie-
optimierung vorgenommen werden. Anschließend gibt es mehrere mögliche Programme, die
die Partialladungen bestimmen. Wir verwenden R.E.D. [27], welches eine Schnittstelle zum
Quanten - Programm GAMESS [28] anbietet.
Die Partialladungen werden aus der Optimierung der Anpassung zwischen dem klassischen
Coulomb Modell für das elektrostatische Potential und dem quantenmechanischen molekula-
ren ElektroStatischen Potential (Φesp) erhalten.

Φesp =
Kerne∑ ZA

|r −RA|
−
∫
|Ψ(ri)|2

|r − ri|
dri (22)

Das elektrostatische Potential an der Position r wird berechnet durch die Summe der Beiträge
der Kerne und der elektronischen Wellenfunktion. Häufig wird r = rvdW gewählt.
Der erste Teil der Gleichung kann durch die Kernladungen ZA und deren Koordianten RA

leicht berechnet werden, jedoch ist der elektronische Teil nicht so einfach, da hier die Elektro-
nendichte ρ = |Ψ|2 berechnet werden muss.
Das erfolgt mithilfe einer Hartree-Fock Rechnung. Diese Methode setzt bei Mehrelektornen-
Systemen die Wellenfunktion als Produkt der exakt lösbaren Einelektronen-Wellenfunktionen
an und mittelt die Wechselwirkung der Elektronen miteinander durch die mean-field-Näherung.
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Das Elektron “sieht ”quasi nur noch ein gemitteltes Feld der es umgebenden Elektronen.
Durch anschließende Korrektur des Symmetrieverhaltens durch eine Slaterdeterminate, kann
die Hartree-Fock-Energie berechnet werden.
Die Abbildung der Wellenfunktionen erfolgt bei uns mit dem Basisatz 6-31G∗[29].

3.2 Konzept

Die Möglichkeiten der MD-Simulation sind eng verknüpft mit der der Rechenleisung der Com-
puter. Je nach Größe des Systems liegt die Simulationslänge meist im Pico-/Nanosekunden-
Bereich. Beim Simulationslauf werden immer wieder neue Konformationen durchlaufen, wobei
eine temperaturabhängige Barrierenhöhe wahrscheinlich nicht überschritten wird. So kann es
durchaus vorkommen, dass Energieminima bei Raumtemperatur nicht gefunden werden, da
es einen energetisch zu hohen Aufwand erfordert, über die energetische Barriere zu gelangen.
Die Natur erreicht eben diese Konformationen nicht durch hohe Temperaturen, sondern durch
mehr Zeit und einer entsprechend großen Menge an Konformationen.
Um dieses Problem zu umgehen, haben wir folgende Vorgehensweise gewählt:

• Zunächst führen wir eine Simulation bei 700 K durch. Diese erlaubt wesentlich mehr ener-
getisch ungünstigere Konformationen als eine bei Raumtemperatur. Aus diesem heißen
Lauf, der 100 ns andauert, entnehmen wir alle 10 ps einen Snapshot.

• Anschließend kühlen wir die erhaltenen Strukturen ab, führen einen kurzen MD-Lauf
von 10 ps bei 295 K durch und entnehmen daraus 5 Snapshots, die wir zu einer kalten
Trajektorie zusammensetzten.

Die MD-Simulationen werden mit dem Simulationsprogramm PMEMD durchgeführt.
Das von uns genutzte Kraftfeld ist ein überarbeitetes Amber Kraftfeld (ExTrM von K. Kir-
schner [30]), das durch eine spezielle Parametrisierung zwischen aliphatischen Kohlenstoffen,
Kohlenstoffen in einer Carbonylbindung, Kohlenstoffen in Esterbindungen und in Doppelbin-
dugen unterscheidet. Da dem Kraftfeld noch einige Parameter für die Rechnungen fehlten,
haben wir diese ergänzt und mit Wolf2pack [31] die Genauigkeit der Parameter überprüft.
Mehr zu Wolf2pack ist im Anhang C zu finden.

Zunächst relaxieren wir das System, indem wir eine Energieminimierung vornehmen.
PMEMD entspannt die Struktur durch schrittweise Bewegung der Atome entlang des Ener-
giegradienten bis eine ausreichend geringe Steigung bzw. die Anzahl der vorgegeben Zyklen
erreicht wird.
Die MD-Simulation nutzt das relaxierte System als Ausgangskonformation und durchläuft
mögliche Konformationen des Systems, indem es, wie bereits beschrieben, die Newtonschen
Bewegungsgleichungen integriert. PMEMD erlaubt der Struktur über kleinere Barrieren zu
gehen, wodurch eine höhere Anzahl an diversen Konformationen erhalten werden kann.

Das Molekül wird umgeben von einem impliziten Solvens und Wasserstoffatome werden nicht
in die Energieminimierung mit einbezogen. Da wir nur ein einziges Molekül von überschaubarer

18



Größe betrachten, kann der Cutoff-Radius, der die Reichweite der nichtbindenen Kräfte be-
schränkt, auf 99Å gesetzt werden.
Nach der Energieminimierung wird das System schrittweise auf die gewünschte Temperatur
aufgeheizt. Die Temperaturerhöhung geschieht durch die Anpassung des Geschwindigkeitsvek-
tors durch folgende Beziehung. Die mittlere kinetische Energie Ēkin entspricht der mittleren
quadratischen Geschwindigkeit v̄2, multipliziert mit der Masse m des Teilchens.

Ēkin =
1

2
mv̄2 (23)

Die mittlere Bewegungsenergie eines Atoms ist die durchschnittliche Energie pro Freiheitsgrad
1
2
kBT , multipliziert mit der Anzahl der Freiheitsgrade.

Ēkin = f ∗ 1

2
kBT (24)

Hier ist kB = 1, 381 ∗ 10−23J/K die Boltzmannkonstante, T die Temperatur und f die Anzahl
der Freiheitsgrade. Für gewöhnlich wird f = 3 gesetzt, für jede Koordinate einen Freiheitsgrad.
Je nach Randbedingung werden noch Translations- oder Rotationsfreiheitsgrade abgezogen.
Summiert man nun die Bewegungsenergien aller Atome N , so können die kinetischen Energien
gleichgesetzt werden. Aufgelöst nach der Temperatur ergibt sich folgende Gleichung:

T =
1

fN ∗ kB

N∑
i=1

mv̄2 (25)

Abbildung 9: exemplarischer Ausschnitt aus der MD-Simulation. Hier ent-
spricht Abschnitt 1 dem heißen Lauf, Abschnitt 2 dem Abkülen und Abschnitt 3
dem kalten Produktionslauf aus welchen wir jeweils 5 Snapshots entnehmen und in
die Trajektorie schreiben.

In jedem Schritt wird die
Geschwindigkeit der entspre-
chenden Temperatur angepasst.
In 50.000 Schritten wird von
10 K auf 700 K aufgeheizt.
Nachdem das System nun auf
700 K aufgeheizt wurde, kann
der heiße Simulationslauf be-
ginnen. Die Laufzeit beträgt,
wie schon eingangs erwähnt,
100 ns ( 50.000.000 Zeitschritte
à 0.002 ps). Alle 5.000 Schrit-
te, das entspricht 10 ps, wer-
den Snapshots herausgeschrie-
ben, die als Input für den
kalten MD-Lauf dienen. Jeder
dieser “heißen”Konformationen
wird nun in 25.000 Zeitschrit-

ten, ähnlich des Heizvorgangs, auf 295 K abgekühlt. Die durchschnittliche Abkühlungsrate
beträgt dabei 9.2 ∗ 1012K/s. An das Abkühlen schließt sich der Produktionslauf an, dessen
Laufzeit 10 ps ( 5.000 Zeitschritte à 0.002 ps) beträgt. Alle 2 ps wird ein Snapshot herausge-
schrieben.
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Da der Rechenaufwand für die vielen voneinander unabhängigen Produktionsläufe, insgesammt
10.000 an der Zahl, recht lange dauern würde, werden die Produktionsläufe auf fünf Comupter
verteilt.
Die so erhaltenen 50.000 ( 5∗10.000) Konformere werden in einer Trajektorie zusammen-
geschrieben, die anschließend ausgewertet wird. Da wir die Kurz-Trajektorien der einzelnen
Produktionsläufe hintereinander setzten, ist die erhaltene Trajektorie nicht deterministisch,
was für unsere Zielsetzung auch nicht nötig ist.
Der Zeitaufwand für diese Simulation beträgt zwei Wochen. Der schematische Ablauf der Si-
mulation wird in Abbildung 9 verdeutlicht.

Zusätzlich zu dieser Simulation haben wir zwei weitere Simulationen nach dem gleichen Prin-
ziep mit einem anderen Stereoisomer durchgeführt.
In der Kristall-Struktur und in allen erhaltenen Konformationen sind die Stereozentren, wie
in Aminosäuren üblich, S-konfiguriert. Im Abgleich mit der NMR-Referenz fiel auf, dass diese
Referenz-Struktur an zwei Stereozentren R- konfiguriert ist; zum einen das Cα im γ-Methyl -
Prolin und zum anderen im Cα des Phenylalanins.
Die Simulationen mit veränderten Stereozentren führten wir zunächst in Wasser durch, dann
durch Anpassung der Dielektrizitätskonstante, in DMSO, um eine Vergleichbarkeit zur ent-
sprechenden Veröffentlichung zu erhalten.
Jedoch unterlief uns bei diesen zwei Simulation ein Fehler, sodass wir diese verwerfen mussten.
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4 Analyse

Das Ergebnis unserer Simulation ist eine Trajektorie, die 50.000 Snapshots enthält, welche wir
im Folgenden analysieren. In der Analyse untersuchen wir die Ähnlichkeit der Strukturen zur
Ausgangs-Kristall-Struktur [16], zur NMR-Struktur [32] und das Verhalten der Torsionswinkel.
Anschließend unterteilen wir die Konformationen durch ein Clustering in Gruppen, um so
die Hautkonformationen zu identifizieren. Das von uns verwendete Auswertungsprogramm ist
ptraj, welches ebenfalls im Programm-Paket Amber 12 enthalten ist.

4.1 Die Kristall-Referenz-Struktur im Vergleich

Als Ausgangs-Struktur verwendeten wir die Kristall-Struktur von ADEP1 in Komplex mit Ba-
cillus subtilis ClpP [16] (In der Veröffentlichung wird die Struktur als Comp1 bezeichnet, in der
Protein Daten-Bank ist sie als 3KTI zu finden). Im Laufe der Arbeit haben wir eine zusätzliche
Kristall-Struktur erhalten, die wir mit der bereits verwendeten vergleichen möchten.

Abbildung 10: Überlagerung der Molekül-
Strukturen von BAY 61-5000 (orange) und ADEP1
(pink)

Die zweite Kristall-Struktur ist lösemittelfreies
BAY 61-5000, welches aus Wasser und unter
Zugabe von Acetonitril bei 45◦ auskristallisiert
ist. Die Struktur entstammt einem nicht
veröffentlichten Artikel der Firma Bayer und
besitzt minimale Unterschiede zu ADEP1: das
Prolin ist nicht methyliert und die Seitenkette
weist zwei Doppelbindungen weniger auf.
Wie Abbildung 10 zeigt, lassen sich die ein-
ander entsprechenden Atome des Rings gut
zur Deckung bringen. Die Abweichung der
Positionen beträgt im Mittel nur 0.23 Å. Ein
wenig Abweichung ist durch das im ADEP1
methylierte Prolin mit einzukalkulieren. Ins-
gesamt sind sich die zwei Kristall- Strukturen
sehr ähnlich. So liegen sie in diesen zwei völlig
unterschiedlichen Umgebungen fast in der
gleichen Ring-Konformation vor. Als Referenz
nutzen wir im Weiteren unsere ursprüngliche
Ausgangs-Struktur.

4.2 Die NMR-Referenz-Struktur

Die uns zur Verfügung stehende NMR-Struktur ist Enopeptin A, gelöst in DMSO [32]. Um
sie als Referenz-Struktur verwenden zu können, haben wir die Seitenkette nach der dritten
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Doppelbindung abgetrennt. Da die NMR-Struktur in Lösung aufgenommen wurde, erwarten
wir insgesamt ein größere Ähnlichkeit mit den über die MD-Simulation erhaltenen Konforma-
tionen, da auch diese in Lösung simuliert wurden.

Abbildung 11: Molekülstruktur von Enopeptin A [32] bis zur 3. Doppelbindung stimmt die Struktur mit ADEP1 überein.
Pink hervorgehoben sind die fragwürdigen Stereozentren

Die NMR-Struktur wurde mithilfe von 2D-NMR-Experimenten und Restrained-Molekular-
dynamik-Methoden entwickelt. Dabei wurde ein Struktur-Modell unter Verwendung des
CHARMm-Kraftfelds [33] den mit experimentell ermittelten Inter-Proton-Abständen [34] an-
gepasst.
Zunächst wurde eine Energieminimierung ohne Randbedingungen durchgeführt. Danach wur-
de das Molekül gleichmäßig von 0 K auf 300 K aufgeheizt. Bei dieser Temperatur wurde das
System anschließend kurz äquilibriert. Daran knüpft eine Simulation über 40 ps an, in der die
Inter-Proton-Abstände den gemessenen Abständen angepasst wurden, indem Abweichungen
von dieser Länge mit hohen Straftermen versehen wurden [35], [36]. Aus dieser Simulation
wurden schließlich die 6 Strukturen entnommen, die die kleinsten Abweichungen der gemesse-
nen Inter-Proton-Abstände zeigen. Diese durchliefen letztlich noch eine Energieminimierung
nach dem gleichen Prinziep wie dem der Simulation.
Bei der visuellen Prüfung der erhaltenen Trajektorie mit der NMR-Struktur fiel auf, dass die
Stereozentren am Cα des γ-Methyl -Prolins und am Cα des Phenylalanins, entgegen der Anga-
ben, R-konfiguriert sind, was für Aminosäuren ungewöhnlich ist.
In den mit Pymol [37] erzeugten Abbildungen 12 und 13 sind die beiden fragwürdigen Ste-
reozentren mit einem Sternchen markiert. Wasserstoffe sind in der Original-Struktur zwar
nicht vorhanden, jedoch sind die Stereozentren anhand ihrer Geometrie recht eindeutig als
R-konfiguriert zu erkennen.
Aus diesen Gründen sind Vergleiche zwischen dieser NMR-Struktur und den durch Simulati-
on erhaltenen Strukturen nicht zweifelsfrei möglich, da die in der Veröffentlichung gemachten
Angaben offenbar nicht zur Struktur passen.
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Abbildung 12: R-konfiguriertes Cα im N -Methyl-Prolin
durch Sternchen gekennzeichnet

Abbildung 13: R-konfiguriertes Cα im Phenylalanin
durch Sternchen gekennzeichnet

Zusätzlich zu den Koordinaten sind in der Veröffentlichung die bereits genannten Inter-
Proton-Abstände, auf deren Basis die NMR-Struktur entwickelt wurde, zwischen ausgewählten
Wasserstoffen aufgeführt. Diese haben wir mithilfe des Programms Pymol mit der NMR-
Struktur verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle (3) in Anhang E zu sehen. Da die NMR-
Struktur ohne Protonen vorlag, haben wir diese mit tLEaP ergänzt. Hierbei sind Fehler
natürlich nicht absolut auszuschließen, augenscheinlich sind uns jedoch keine Auffälligkeiten
bezüglich Bindungslängen und Geometrie aufgefallen.
Die Abstände zwischen Protonen benachbarter Kohlenstoffe stimmen recht gut mit den in
der Veröffentlichung angegebenden Inter-Proton-Abständen überein. Auch die Abstände der
Protonen zwischen nicht-benachbarten Kohlenstoffen, die sich jedoch noch in der gleichen Ami-
nosäure befinden, zeigen keine sehr großen Abweichungen zum angegebenen Abstand. Sind die
Protonen jedoch weiter voneinander entfernt, so sehen wir zum Teil Abweichungen von bis zu
59% des in der Veröffentlichung angegebenen Werts. Bei der Ermittlung der NMR-Struktur
wurde anfänglich eine Energieminimierungen ohne Randbedingungen durchgeführt, allerdings
wurde die Hauptsimulation unter Anpassung der gemessenen Inter-Proton-Abstände durch-
geführt und daraus auch nur die energetisch günstigsten Strukturen entnommen, wodurch es
ledigleich zu kleineren Abweichungen des gemessenen Werts kommen kann.
Zusätzlich überprüft haben wir die Bindungslängen der Schweratome, bei denen uns jedoch
nichts Ungewöhnliches aufgefallen ist.

4.3 RMSD-Analyse

RMSD ist die Abkürzung für root-mean-square deviation und ist ein Maß des durchschnittli-
chen Abstands von einander entsprechenden Atomen zweier überlagerter Moleküle. Je höher
der RMSD-Wert, desto unähnlicher die Strukturen. Ein gleicher RMSD-Wert bedeutet jedoch
nicht, dass zwei Konformationen gleich sind, nur dass sie im Mittel gleich viel von der Referenz
abweichen.

RMSD =
1

N

√√√√ N∑
i=1

δ2
i (26)
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wobei δ den Abstand zwischen N Paaren von gleichen Atomen darstellt.

Mithilfe des Programms ptraj ist es nun möglich, die Ähnlichkeit von Konformationen zu
einer Referenz zu bestimmen. Wir verwenden die zuvor oben aufgeführten Kristall- und NMR-
Strukturen als Referenz.

Abbildung 14: RMSD Werte-Verlauf von ADEP1 zur Kristall- und NMR-Referenz-Struktur unter Ausschluss der Wasser-
stoffe. Im oberen Bild sind die RMSD-Werte des kompletten Moleküls zu sehen, im unteren Bild sind die RMSD-Werte der
Ringkonformationen gezeigt.

In Abbildung 14 ist im oberen Bild der RMSD-Verlauf des kompletten Moleküls zu sehen.
Die Werte sind recht hoch, was bedeutet, dass die Ähnlichkeit zwischen den in der Simulation
erhaltenen Konformationen und den Referenz-Strukturen nicht sehr groß ist. Gut zu erkennen
ist, dass die Konformationen der NMR-Struktur deutlich mehr ähneln.
Bei der Berechnung der RMSD-Werte im unteren Bild sind nur die Ring-Atome beteiligt. Der
genannte Ring setzt sich zusammen aus den fünf Aminosäuren Serin - Prolin - Methyl -Alanin
- Alanin - γ-Methyl -Prolin. Der verbleibenden Bausteine Phenylalanin und Seitenkette 1 wer-
den im Folgenden als Seitenkette bezeichnet. Wie zu sehen ist, sind die RMSD-Werte deutlich
niedriger, was ein Hinweis darauf sein könnte, dass die Seitenkette außerhalb des Rings sehr
flexibel ist.
Es bleibt festzuhalten, dass sowohl die Kristall-Struktur als auch die NMR-Struktur während
der Simulation gelegentlich eingenommen werden, wenn auch nicht so häufig und genau, wie
es für eine gute Reproduktion der experimentellen Strukturen wünschenswert gewesen wäre.

RMSD-Werte liefern einen guten ersten Eindruck über die (Un-)Ähnlichkeit eines Moleküls
im Vergleich zur Referenz-Struktur, jedoch sagen sie nichts darüber aus, welche Bindungen
eher flexibel sind und damit einen größeren Beitrag zum RMSD-Wert liefern oder eher starr
und fixiert sind und damit wenig beisteuern. Aus diesem Grund haben wir im Anschluss eine
Torsionswinkel-Analyse durchgeführt.
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4.4 Torsionswinkel-Analyse

Im Fokus dieser Analyse sind die Peptidbindungen und die Bindung, die den Ring mit der
Seitenkette verbindet (Bindung zwischen Cα und Stickstoff im Serin). Letztere zählt zu den
besonders flexiblen Bindungen, wie wir schon anhand der RMSD-Werte vermutet haben. Ihre
Torsionswinkel verteilen sich relativ gleichmäßig zwischen 50◦ und 200◦. Die hohe Flexibilität
der Seitenkette ist auch schon einer anderen Arbeitsgruppen zuvor aufgefallen [32].
Peptidbindungen sind eigentlich recht starr und bevorzugen einen Torsionswinkel von etwa
180◦. Durch die eventuelle Ringspannung und die Dynamik der Seitenkette trifft das für
ADEP1 nicht immer zu. In Abbildung 44 in Anhang F sind alle vorhandenen Peptidbin-
dungen im Vergleich aufgeführt. Gut zu erkennen ist, dass die Torsionswinkel zwei bevorzugte
Zustände von circa 180◦ und 0◦ aufweisen und zwischen diesen wechseln. Die Peptidbindungen
zwischen Serin & Prolin und die zwischen Alanin & N-Methyl-Prolin haben einen deutlichen
Schwerpunkt auf 0◦, die anderen Peptidbindung auf 180◦. Torsionswinkel-Wechsel der Pep-
tidbindungen zwischen Phenylalanin & Serin und Serin & Prolin ist augenscheinlich seltener.
Besonders häufige Wechsel werden bei den Peptidbindungen zwischen Alanin & γ-Methyl -
Prolin und Prolin & N -Methyl -Alanin gefunden.

4.5 Clustering

Das Hauptthema dieser Arbeit ist die Ermittlung der Hauptkonformationen von ADEP1 in
Wasser. Diese kann nun mithilfe eines Clusterings auf Basis der kartesischen Koordinaten er-
folgen. Das Ergebnis des Clusterings, also die Einteilung der Konformationen in Gruppen, ist
abhängig vom verwendeten Algorithmus. Es gibt dabei unterschiedliche Ansätze, wobei ich
nur auf den von uns verwendeten Averagelinkage-Algorithmus eingehen möchte.
Nach dieser Methode wird zunächst jeder Konformation ein eigenes Cluster zugeteilt. An-
schließend werden die RMSD-Werte zwischen allen Konformationen berechnet und die mit
den niedrigsten Werten zusammen in eine Gruppe einsortiert.
In unserem Fall werden bei der Berechnung der RMSD-Werte nur die Schwer-Atome des Rings
berücksichtigt, da wir schon festgestellt haben, dass die Seitenkette sehr flexibel ist und auf-
grund dessen das Clustering enorm erschweren würde.
Die Cluster werden nach der Cluster-to-Cluster -Distanz in jedem Schritt weiter zusammen-
gefasst. Diese berechnet sich aus dem Durchschnitt der RMSD-Werte zwischen allen Punkten
zweier benachbarter Cluster. Das Zusammenfassen der Cluster geschieht so lange, bis der vor-
gegebene RMSD-Wert der Cluster, die sogenannte kritische Distanz, erreicht wird. Diese liegt
in unserem Fall bei ε = 0.5Å.

Der RMSD-Wert als Cluster-Kriterium ist zunächst kritisch zu betrachten, da der gleiche
RMSD-Wert nicht unbedingt eine Ähnlichkeit zweier Konformationen voraussetzt. Jedoch
sind bei RMSD-Werten unter 0.5 Å die Konformationen zwangsläufig ähnlich. Die Homoge-
nität der Cluster wird im Folgenden durch einen 2D-RMS-Plot veranschaulicht.
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Erzeugt werden 107 Cluster, die einen maximalen RMSD-Wert von 0.5 Å von ihrem Re-
präsentanten aufweisen.

Abbildung 15: 2D-RMS-Plot aller erhaltenen Konformatio-
nen, sortiert nach Cluster.

Der 2D-RMS-Plot veranschaulicht visuell die
RMSD-Werte zwischen allen Konformationen
untereinander. Dabei ist er sortiert nach
Clustern, angefangen mit dem Größten, das
die meisten Snapshots enthält, in absteigender
Reihenfolge.
Auf der Diagonale ist der RMSD-Wert zweier
identischer Konformationen aufgetragen. Wie
zu sehen ist, sind sich die Konformationen
innerhalb eines Clusters deutlich ähnlicher, als
die Konformationen aus verschiedenen Clus-
tern. Somit kann man sagen, dass das Ziel des
Clusterings, eine sinnvolle und repräsentative
Zusammenfassung zu schaffen, erreicht wurde.

Die RMSD-Werte der Cluster im Vergleich zur Kristall- und zur NMR-Struktur (Abbildung
45 Anhang F) zeigen ebenfalls eine Homogenität der einzelnen Cluster. Auffällig ist, dass je
ähnlicher die Cluster-Konformationen der Kristall-Struktur sind, desto unähnlicher sind sie
der NMR-Struktur und umgekehrt.

Abbildung 16: Histogramm der Torsionswinkel-
Verteilung der Bindung zwischen Ring und Seitenkette

Ein mögliches Problem in dieser Vorge-
hensweise könnte darin bestehen, dass die
Torsionswinkel-Verteilung der Seitenkette, die
wir im Clustering nicht berücksichtigt ha-
ben, konformationsabhängig sein könnte. Um
auszuschließen, dass dies der Fall ist, ha-
ben wir ein Histogramm erzeugt, welches die
Torsionswinkel-Verteilung der Bindung zwi-
schen dem Ring und der Seitenkette (Cα und
N im Serin) der größten 5 Cluster zeigt. Zu se-
hen ist in Abbildung 16 eine recht homogene
Verteilung des Torsionswinkels aller gezeigten
Cluster um circa 100◦. Wir schließen daraus,

dass die Beschränkung des Clusterings auf die Ringkonformationen durchaus seine Berechti-
gung hat.
Im Folgenden ist es nicht möglich, auf sämtliche erhaltenen Cluster einzugehen, daher be-
schränken wir uns auf die größten 9 Cluster, die 69,66 % der Trajektorie abdecken.
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Tabelle 1: Diese Tabelle zeigt die Haupt-Cluster in absteigender Größe, ihre durchschnittli-
che Energie (nachbewertet) in [kcal/mol] mit Standard-Abweichung, ihre Ähnlichkeit mit der
Kristall- bzw. NMR-Struktur und vorhandene Wasserstoff-Brücken.

Cluster Anteil der ø pot. ø RMSD-Wert ø RMSD-Wert Wasserstoff-Brücken
Trajektorie Energie zur Krist.- zur NMR-

(σ) Struktur Struktur
Vorkommen [%] (ø Abstand [Å])

[%] [kcal/mol] [Å] [Å] SK -O–Ser -NH Pro-O–Ala-NH
Cluster 0 18.0 -349.73 (±6.51) 2.37 1.92 16.36 (3.06)
Cluster 1 11.5 -348.18 (±5.85) 2.15 1.89 8.57 (3.15) 0.01
Cluster 2 7.5 -352.67 (±6.30) 2.12 1.75 6.37 (2.86)
Cluster 3 7.1 -353.12 (±6.74) 2.68 1.99 0.67 (3.00) 0.08 (2.84)
Cluster 4 6.5 -347.24 (±8.50) 2.22 1.70 0.99 (2.94) 0.03 (2.82)
Cluster 5 6.2 -354.62 (±5.21) 2.21 1.65 0.23 (2.93)
Cluster 6 4.5 -351.48 (±4.80) 2.25 2.02 0.98 (3.03)
Cluster 7 4.3 -354.63 (±6.50) 2.74 1.94 0.37 (3.23) 1.98 (2.75)
Cluster 8 4.1 -351.50 (±6.94) 1.33 2.34 0.20 (2.78)

Die Ergebnisse, die in Tabelle (1) zusammengefasst sind, möchten wir im Folgenden vorstellen.

Energiebetrachtung: Da die Durchschnittswerte der potentiellen Energie nahe beieinander
liegen und ihre Standardabweichungen im Vergleich zu den Energie-Differenzen der Cluster
deutlich höher sind, überlappen sich die Energie-Verteilungen der einzelnen Cluster (siehe Ab-
bildung 46 in Anhang F). Auch wenn die Differenzen recht klein sind, hätten wir im Sinne einer
Boltzmann-Verteilung der Zustände erwartet, dass die am häufigsten eingenommene Konfor-
mation die energetisch niedrigste ist. Das ist jedoch nicht der Fall; das energtisch günstigste
Cluster ist Cluster 7, welches mit einem Anteil von 4.3 % der Trajektorie vergleichsweise klein
ist. Das größte Cluster 0 liegt im Schnitt 4.9 kcal/mol darüber. Diese ungewöhnliche Vertei-
lung könnte ein Indiz dafür sein, dass eine energetisch höhere Barriere überquert werden muss
um in das günstigste Minimum zu gelangen. Es ist möglich, dass unser Lauf mit 100 ns zu
kurz war um eine repräsentative Verteilung zu erhalten und solch seltene Ereignisse häufig
genug zu beobachten.

RMSD-Wert zur Kristall-Struktur: Die durchschnittliche Abweichung der Cluster-Kon-
formationen von der Kristall-Struktur reicht von 1.33 Å in Cluster 8 bis zu 2.68 Å in Cluster
3. Insgesamt wird die Kristall-Struktur in 5.74 % der erhaltenen Konformationen wiederge-
funden (RMSD-Wert < 1.6 Å ), 71 % davon in Cluster 8.

RMSD-Wert zur NMR-Struktur: Die Abweichungen zur NMR-Struktur sind insgesamt
geringer als die zur Kristall-Struktur. Dabei zeigt Cluster 4 die größte Ähnlichkeit zur NMR-
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Struktur, Cluster 8 die geringste. Auffällig ist, das Cluster 4 die höchste durchschnittliche
potentielle Energie aufweist. Die Wiederfindungs-Rate der NMR-Struktur beträgt 6.09 %,
trotz beschriebener Diskrepanzen, 37 % davon in Cluster 5.

Wasserstoff-Brücken: Eine besonders häufig ausgeprägte intramolekulare Wasserstoff-
Brücke ist die zwischen dem Carbonyl-Sauerstoff von Seitenkette 1 und dem Amid-Proton vom
Serin. Eine ebenfalls häufig vorkommende Wasserstoff-Brücke ist die zwischen dem Carbonyl-
Sauerstoff im Prolin und dem Amid-Wasserstoff im Alanin. Zusätzlich werden vereinzelt wei-
tere Wasserstoff-Brücken ausgebildet, die hier nicht aufgeführt sind, da sie deutlich seltener
vorkommen.
Die Kristall-Struktur weist ebenfalls die SK1 – Serin (2.1 Å) Wasserstoff-Brücke auf, ebenso
wie eine weitere zwischen F -O – Ala-NH (2.0 Å). Die NMR-Struktur hingegen zeigt keine
Wasserstoff-Brücken.
Die Arbeitsgruppe um Prof. Brötz-Oesterhelt untersuchte 2006 die lösemittelfreie Kristall-
Struktur der Enopeptin-Struktur 5 (siehe Tabelle (2) in Anhang A) auf Wasserstoff-Brücken
[11]. Da diese Struktur nur minimal von ADEP1 abweicht, möchten wir hier einen Vergleich
machen. Gefunden wurden zwei Wasserstoff-Brücken: zum einen zwischen Ala-O – F -NH mit
einem Abstand von 2.1 Å und zum anderen zwischen Ala-NH – F -O mit einem Abstand von
2.0 Å. Die zweite Wasserstoff-Brücke haben wir mit dem gleichen Abtand in der Kristall-
Struktur von ADEP1 wiederfinden können, die erste jedoch nicht. Die von uns ermittelten
Konformationen erhalten keine dieser Wasserstoff-Brücken.

Cluster-Vergleich: Nun möchten wir noch auf die Unterschiede bzw. Ähnlichkeiten der
Repräsentanten der ersten fünf Hauptkonformationen eingehen. Zu sehen ist die Überlagerung
der Repräsentanten der größten fünf Cluster in Abbildung 17. Im großen Ring sind zwei
relativ starre Bauelemente in Form des Prolin und des γ-Methyl -Prolin Rings enthalten. Sie
sind verbunden durch flexible Segmente. Dies zeigt sich in der Vielfalt der Positionen, die
die starren (γ-Methyl -) Prolin Ringe relativ zueinander einnehmen können. Besonders die
Peptidbindungen zwischen Prolin und N -Methyl -Alanin und zwischen Alanin und γ-Methyl -
Prolin zeigen häufige Wechsel des Torsionswinkels (Abbildung 44 in Anhang F).
Da die Seitenketten-Konformationen nicht in das Clustering mit einbezogen wurden, sind die
in Abbildung 17 gezeigten Konformationen der Seitenkette zufällig und nicht für das Cluster
repräsentativ.
Sehr ähnlich, bezogen auf die Ringkonformationen, sind sich die Repräsentanten der Cluster
1 und Cluster 2 und die Repräsentanten der Cluster 3 und 4. Am stärksten weichen die
Repräsentanten von Cluster 0 und Cluster 1 und die von Cluster 1 und Cluster 3 voneinander
ab.
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Abbildung 17: Überlagerung der Repräsentanten der größten fünf Cluster. Cluster 0 ist grün, Cluster 1 ist türkis, Cluster
2 ist pink, Cluster 3 ist gelb und Cluster 4 ist rosa. Da die Seitenketten-Konformationen nicht in das Clustering mit einbezogen
wurden, sind die gezeigten Konformationen der Seitenkette zufällig und nicht für das Cluster repräsentativ. Erstellt wurde diese
Grafik mit Pymol.

Eingehen wollen wir letztlich auf die Überlagerung der Kristall-Struktur mit den Repräsen-
tanten des größten Clusters Cluster 0 und Cluster 8, welches der Kristall-Struktur am ähnlichsten
ist. Visuell hervorgehoben ist in den Abbildungen 18 und 19 die Hauptkette der Moleküle zur
besseren Übersicht. Der Repräsentant von Cluster 0 (türkis) zeigt deutliche Abweichungen
von der Kristall-Struktur (pink) mit einem RMSD-Wert, bezogen auf den Ring, von 2.54 Å,
wohingegen der aus Cluster 8 (blau), wie schon erwartet, mehr Übereinstimmungen zeigt. Der
RMSD-Wert des Repräsentanten von Cluster 8 mit der Kristall-Struktur beträgt nur 0.952 Å.
Erzeugt wurden diese Grafiken mit dem Programm Pymol [37].

Abbildung 18: Überlagerung des Repräsentanten aus Clus-
ter 0 in türkis mit der Kristall-Struktur in pink. Der RMSD-Wert
beträgt 2.54 Å

Abbildung 19: Überlagerung des Repräsentanten von
Cluster 8 in blau mit der Kristall-Struktur in pink. Der
RMSD-Wert beträgt 0.95 Å
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4.6 Diskussion

Mithilfe der in dieser Arbeit verwendeten Methoden & Parameter konnten wir zeigen, dass
die erhaltenen Strukturen die experimentellen Konformationen auch in Lösung einnehmen
können. Der Anteil dieser Konformationen ist jedoch nicht so hoch, wie es für eine gute Re-
produktion der experimentellen Strukturen wünschenswert gewesen wäre.
Das könnte verschiedene Gründe haben:

Umgebung: Eine absolute Übereinstimmung zur Kristall-Struktur war nicht zu erwarten,
da Moleküle in Lösung viel beweglicher sind als in einem Kristall. Darüber hinaus ist die Um-
gebung des Moleküls im Kristall eine völlig andere, als in wässriger Lösung.

Solvens: Ein weiterer Grund für die Abweichung zum Experiment könnte die Verwendung
des impliziten Solvens sein. Es ist möglich, dass sich einzelne Wassermoleküle an bestimmte
Stellen des Moleküls anlagern und dadurch andere Teile des Moleküls verdrängen. Diese Ef-
fekte können im impliziten Solvens-Modell nicht realistisch wiedergegeben werden.

Referenz: Zusätzlich sind die von uns verwendeten Methoden noch nicht hinreichend ge-
prüft. Wir hatten gehofft, eine größe Übereinstimmung unserer Konformationen mit der NMR-
Struktur zu erzielen, jedoch tauchten in diesem Zusammenhang die genannten Unstimmigkei-
ten in der Stereochemie der NMR-Referenz-Struktur auf. Wie schon in der Analyse erwähnt,
entsprechen zwei Stereozentren (Cα im N -Methyl -Prolin und das Cα im Phenylalanin) nicht
der angegebenen Stereochemie in der Veröffentlichung [32]. Die zwei Stereozentren wurden
als S-konfiguriert ausgegeben, sind jedoch wie in den Abbildungen 12 und 13 zu sehen, R-
konfiguriert.
Zusätzlich zu den Koordinaten sind in der Veröffentlichung die Inter-Proton-Abstände, auf
deren Basis die NMR-Struktur entwickelt wurde, zwischen ausgewählten Wasserstoffen auf-
geführt. Auch hier konnten wir Unterschiede erkennen. Die angegeben Inter-Proton-Abstände
sind in Tabelle (3) in Anhang E im Verlgeich zur NMR- und Kristall-Struktur aufgeführt. Die
Unterschiede zwischen NMR-Struktur und den angegeben Inter-Proton-Abständen sollten mi-
nimal sein, sie zeigen jedoch Abweichungen von bis zu 59 % . Dieser Befund zeigt wieder, dass
die Angaben, die in der Veröffentlichung gemacht wurden, nicht richtig zur entsprechenden
Struktur passen.
So sind die Vergleiche mit dieser NMR-Struktur nicht zweifelsfrei möglich. Und somit können
wir auch nicht sicher sagen, ob die von uns verwendeten Methoden & Parameter für die Mo-
dellierung von ADEP1 in Wasser geeignet sind. Dafür wäre ein Abgleich mit einer passenden
NMR-Struktur sehr hilfreich.

Modellierung: Das von uns verwendete Kraftfeld ist parametrisiert für 1-4 Wechselwirkun-
gen ohne Skalierungsfaktoren, um eine konsistente Behandlung von 1-4, 1-5 Wechselwirkungen
& höher zu gewährleisten. Darüberhinaus sind alle auftretenden Kombinationen von Atom-
typen für Torsionswinkel explizit parametrisiert worden [30]. Dadurch wird die Benutzung
von allgemeinen Parametern wie beispielsweise im General Amber Kraftfeld [38] vermieden.
Die Modellierung der Moleküle ist damit genauer möglich. Im Zuge dieser Arbeit waren nicht
alle Parameter gegeben und wurden nach bester Übereinstimmung von Atomtypen aus GLY-
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CAM06 [39] bzw. aus dem bereits existierendem Kraftfeld entnommen. In fraglichen Fällen
wurden die Parameter überprüft durch den Abgleich mit QM Rotationskurven mithilfe des
Programms Wolf2pack [31]. Dennoch gibt es hier Optimierungsspielraum, da wir nicht alle von
uns eingefügten Parameter überprüft haben.

Verfahren: Ein weiterer Grund für die hohen Abweichungen könnte die vergleichsweise kurze
Simulationszeit von 100 ns sein. Möglicherweise sind dabei nicht alle Minima gefunden worden,
da Barrieren zwischen den Minima zu hoch waren. Ein Indiz für die zu kurze Simulationszeit
könnte die Energie-Verteilung der Cluster sein. Erwartet haben wir, dass die Konformationen,
die am häufigsten wiedergefunden wurden, auch die energetisch niedrigsten sind. Da dies nicht
der Fall ist, könnte es sein, dass die erhaltenen Konformation nicht repräsentativ sind und /
oder wir nicht den gesamten Konformationsraum gefunden haben. Diese Unsicherheit ließe
sich durch deutlich höhere Simulationszeiten verringern. Das war im Zuge dieser Arbeit durch
die begrenzt Zeit und Rechner-Kapazität leider nicht machbar.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass unsere Ergebnisse unseren Erwartungen im Hinblick
auf die Reproduzierbarkeit der experimentellen Daten, nicht voll entsprechen. Die Kristall-
Strukur konnten wir nur in etwas über 5% der der ermittelten Konformationen wiederfinden,
sodass unsere Methoden & Parameter nocheinmal genauer validiert und überprüft werden soll-
ten. Im Folgenden möchten wir Befunde präsentieren, die die Relevanz der von uns ermittelten
Strukturen dennoch stützen.
Für ADEP1 konnten wir zeigen, dass die Seitenkette sehr flexibel und nicht konformations-
abhängig ist. Der erste Befund deckt sich mit einer früheren Veröffentlichung [32]. Die Tor-
sionswinkel der Peptidbindungen zeigen zwei bevorzugte Verteilungen von circa 180◦ und 0◦

zwischen denen sie wechseln. Die Peptidbindungen sind somit planar, was unseren Erwartun-
gen entspricht. Die Häufigkeit der Wechsel unterscheidet sich je nach Bindung. Die zum Teil
häufigen Wechsel sind ein Indiz dafür, dass wir mit unseren Methoden & Parametern viele
unterschiedliche Konformationen erzeugt und damit zumindest einen größeren Teil des Kon-
formationsraums gefunden haben.
Mithilfe eines Clusterings konnten wir die Hauptkonformationen identifizieren, wobei Cluster
8 die Konformationen enthält, die der Kristall-Struktur mit einem durchschnittlichen RMSD-
Wert von 1.33 Å am ähnlichsten sind.
Die häufigste Wasserstoffbrücke ist die zwischen SK -O – Ser -NH, welche auch in der Kristall-
Struktur vorhanden ist.

31



5 Ausblick

Mithilfe den uns zur Verfügung stehenden experimentellen Daten konnten wir leider nicht ein-
wandfrei zeigen, dass die von uns verwendeten Methoden & Parameter optimal für die Untersu-
chung der Acyl-Depsipepide sind. Eine genauere Prüfung der Methoden & Parameter ist daher
angebracht. Dafür wäre es sinnoll z.B. die Reinstoff Kristall-Struktur von ADEP1 als Referenz-
Struktur zu verwenden. Die gute Reproduzierbarkeit der Kristall-Struktur würde eine konsis-
tente Parametrisierung von Lennard-Jones- und Coulomb-Partialladungen bestätigen. Dies ist
wichtig, da auf dieser Basis die Torsionsparameter ermittelt werden. Zusätzlich könnte man
ADEP1 im expliziten Solvens simulieren, um die Ungenauigkeiten des implizieten-Solvens-
Modells auszuschließen. Anschließend sollten die durch Simulation erhaltenen Konformationen
mit einer neuen, passenden NMR-Struktur in Wasser verglichen werden.

Sollten die Methoden überprüft und für gut befunden, bzw. die Parameter optimiert wer-
den, könnten die verschiedenen Acyl-Depsipepide in unterschiedlichen Szenarien bzw. unter
speziellen Bedingungen untersucht werden, bevor aufwendige und teure Experimente durch-
geführt werden.

Die in Anhang A aufgeführte Wirkstofftabelle zeigt die meisten bisher gefundenen und her-
gestellten Strukturen dieser Stoffklasse. Es wäre sicherlich interessant, ein Acyl-Depsipeptid
zu untersuchen, dass eine höhere Effzienz zeigt als ADEP1, beispielsweise ADEP2, ADEP4,
Enopeptin 6-8, Sturktur 79 und Struktur 80, da diese eine besonders gute Wirkung gegen
ausgesuchte Bakterienspezies zeigen.

Einen besonderen Fokus möchten wir schließlich auf die hohe Flexibilität der Seitenkette von
ADEP1 legen. Da flexible Substrate einen starken Entropie-Verlust bei Anlagerung an die
aktive Seite eines Enzyms haben, ist die Assoziation an das Enzym mit einem hohen energe-
tischen Aufwand verbunden und könnte daher der Grund für die niedrigere Effizienz sein.
In dieser Hinsicht ist ADEP1 für die Herstellung eines wirksamen Antibiotikums eher unge-
eignet.
Interessant wäre die Untersuchung der Anlagerung an die Clp Protease der oben genannten
effizienteren Antibiotika, unter gezielter Einschränkung der Flexibilität der Seitenkette.

Zusätzlich könnte man die Frage stellen, ob sich die Ring-Konformationen der anderen Acyl-
Depsipeptide und der des ADEP1 ähneln oder sogar entsprechen. Dies könnte Aufschluss über
die Frage geben, ob auch die Ring-Konformation maßgeblich an der Wirksamkeit des Antibio-
tikums beteiligt ist oder diese nur von Gestalt und Flexibilität der Seitenkette abhängt.
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Abkürzungsverzeichnis

MRSA asfasdfasdfasdfasdf Methicillin-resistente Bakterienklasse des Staphylococcus areus

ADEP1 Acyl-Depsipeptid-Struktur 1

Clp Name der Protease

DNA Desoxyribonukleinsäure (engl. DeoxyriboNucleic Acid)

NMR Kernspinresonanz (engl. Nuclear Magnetic Resonance)

MD Molekulardynamik

DMSO Dimethylsulfoxid

RMSD mittlere Abweichung (engl. root-mean-square deviation)

Ala Alanin

Pro Prolin

F Phenylalanin

SK1 Seitenkette 1

Ser Serin

GBSA Implizites-Solvens-Modell (engl. Generalized Born Surface
Area Methode)

NOE Inter-Proton Abstände, die mithilfe des Kern- Overhauser Effekts
ermittelt wurden
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6 Anhang

6.1 Anhang A

Tabelle 2: Dabei entspricht B1 = Bacillus subtilis 168 ; B2 = Streptococcus pneumoniae 665
; B3 = Streptococcus pyogenes Wacker ; B4 = Enterococcus faecalis ICB 27159; B5 = Entero-
coccus faecium L 4001; B6 = Staphylococcus aureus NRS 119

Name Sequenz (Anhang B) Effizienz
IC50 [µg/ml]

B1 B2 B3 B4 B5 B6
ADEP 1 SK1-F-S-P-mA-A-mP 0.2 1.6 0.4 0.4 0.4 6.3
ADEP 2 SK2(S)-FF2-S-P-N1-A-mP 0.05 0.05 0.01 ≤ 0.01 0.02 0.4
ADEP 3 SK2(R)-FF2-S-P-N1-A-mP >100 >100 >100 >100 >100 >100
ADEP 4 SK1b-FF2-S-P-N1-A-mP 0.01 0.02 0.02 ≤ 0.01 ≤ 0.01 0.05
ADEP 5 SK2a-FF2-S-P-N2-A-mP - - - - - -
ADEP 6 SK3-FF2-S-P-N3-A-mP - - - - - -
Enopeptin 2 SK1-F-S-P-mA-A-P1 - - - - - -
Enopeptin 3 SK4-F-S-P-mA-A-mP - 0.5 - 1 1 8
Enopeptin 4 SK4-F-S-P-mA-A-P1 - 1 - 2 2 16
Enopeptin 5 SK1b-F-S-P-mA-A-P1 - 0.5 - 2 1 8
Enopeptin 6 SK1b-FF2-S-P-mA-A-P1 - 0.25 - ≤0.125 ≤0.125 0.25
Enopeptin 7 SK1a-FF2-S-P-mA-A-P1 - ≤0.125 - ≤0.125 ≤0.125 1
Enopeptin 8 SK1c-FF2-S-P-mA-A-P1 - ≤0.125 - ≤0.125 ≤0.125 0.5
Enopeptin 9 SK1c-F-S-P-mA-A-P1 - >64 - >64 >64 >64
Enopeptin 10 SK1c-FF-S-P-mA-A-P1 - 0.25 - ≤0.125 ≤0.125 1
Enopeptin 11 SK1c-FF3-S-P-mA-A-P1 - 2 - 1 2 8
71 (ADEP1) SK1-F-S-P-mA-A-mP - 0.5 - 1 1 8
72 (Enop2) SK1-F-S-P-mA-A-P1 - 1 - 2 2 16
73 SK2a-F-S-P-mA-A-P1 - > 64 - > 64 > 64 > 64
74 SK2a-FF-S-P-mA-A-P1 - 0.25 - 0.125 ≤0.125 1
75 SK2a-FF2-S-P-mA-A-P1 - ≤0.125 - 0.125 ≤0.125 0.5
76 SK2a-FF3-S-P-mA-A-P1 - 2 - 1 2 8
77 (Enop7) SK1a-FF2-S-P-mA-A-P1 - ≤0.125 - ≤0.125 ≤0.125 1
78 (ADEP4) SK1b-FF2-S-P-N1-A-mP - ≤0.125 - ≤0.125 ≤0.125 ≤0.125
79 SK1b-FF2-S-P-N4-A-P1 - ≤0.125 - ≤0.125 ≤0.125 0.25
80 SK1b-FF2-S-P-N5-A-P1 - ≤0.125 - ≤0.125 ≤0.125 0.5

Die Tabelle zeigt die bisher untersuchten Strukturen, deren Sequenz und die Wirksamkeit
gegenüber unterschiedlicher Bakterienspezies. Die IC50−Konzentration ist die Konzentration,
bei der die Hälfte der max. Hemmung der Bakterien-Aktivität erreicht ist.
Jeder Artikel verwendet bei der Beschreibung der Strukturen seine eigene Bezeichnung (ADEP
[13]/ Enopeptin [11]/ Sturktur 71-80 [40]).
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6.2 Anhang B

Abbildung 20: Alanin (A) Abbildung 21: N -Methyl-Alanin
(mA) Abbildung 22: Prolin1 (P1)

Abbildung 23: γ-Methyl-Prolin
(mP) Abbildung 24: Prolin (P) Abbildung 25: Phenylalanin (F)

Abbildung 26: 2-Flour-
Phenylalanin (FF)

Abbildung 27: 2,4-Diflour-
Phenylalanin (FF2

Abbildung 28: 2,3,4-Triflour-
Phenylalanin (FF3)
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Abbildung 29: 3-Methyl-
Phenylalanin (mF) Abbildung 30: Neu1 (N1) Abbildung 31: Neu2 (N2)

Abbildung 32: Neu3 (N3) Abbildung 33: Neu4 (N4) Abbildung 34: Neu5 (N5)

Abbildung 35: Seitenkette 1
(SK1)

Abbildung 36: Seitenkette 1a
(SK1a)

Abbildung 37: Seitenkette 1b
(SK1b)
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Abbildung 38: Seitenkette 1c
(SK1c)

Abbildung 39: Seitenkette 2
(SK2)

Abbildung 40: Seitenkette 2a
(SK2a)

Abbildung 41: Seitenkette 3
(SK3)

Abbildung 42: Seitenkette 4
(SK4) Abbildung 43: Serin (S)
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6.3 Anhang C

Wolf2pack

Eine MD-Simulation kann nur so gut sein wie das zugrundeliegene Kraftfeld. Prinzipell werden
Elektronenbewegungen in MD-Simulationen vernachlässigt und nur die Bewegung der Kerne
in einem gemittelten Feld von Elektronen betrachtet. Dies führt zu ungenauen Ergebnissen.
Daher müssen Kraftfelder um Parameter aus QM-Rechnungen ergänzt werden. Die Proze-
dur der Parameterisierung umschließt einige Arbeitsschritte, die das Programm Wolf2Pack
miteinander verbindet. Genauer nachzulesen ist dies in der Veröffentlichung “A modern work-
flow for force-field development - Bridging quantum mechanics and atomistic computational
models”[31].

6.4 Anhang D

Auszüge aus dem Skript für die MD Simulation

Minimierung:
&cntrl
imin=1, maxcyc=1000,
cut=99, igb=2, saltcon=0.2, gbsa=1, surften=0.005,
ntr=1, restraint wt=5.0, restraintmask=’(!@H =)’,
ntb=0,
&end

Aufheizen:
&cntrl
imin=0,
nstlim=50000,dt=0.001,
ntx=1, irest=0, ntb=0, ntc=2, ntf=2,
ntpr=100, ntwe=100, cut=12,
ntt=3, gamma ln=5, igb=5,
nmropt=1,
&end

&wt type=’TEMP0’, istep1=0,istep2=2000,value1=10.,
value2=100., &end
&wt type=’TEMP0’, istep1=2001, istep2=20000, value1=100.0,
value2=300.0, &end
&wt type=’TEMP0’, istep1=20001, istep2=50000, value1=300.0,
value2=700.0, &end
&wt type=’END’ &end

Der heiße Lauf:
&cntrl
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imin=0,
nstlim=50000000,dt=0.002,
ntx=5, irest=1, ntb=0, ntc=2, ntf=2,
ntpr=5000, ntwx=0, ntwr=-5000, ntwe=5000, cut=12,
ntt=3, gamma ln=5, igb=5,
tempi=700, temp0=700,
&end

Abkühlen:
&cntrl
imin=0,
nstlim=250000,dt=0.002,
ntx=5, irest=1, ntb=0, ntc=2, ntf=2,
ntpr=1000, ntwx=25000, ntwe=500, cut=12, ntt=3, gamma ln=5, igb=5,
nmropt=1,
&end
&wt type=’TEMP0’, istep1=0,istep2=1500,value1=700.0,
value2=591.0, &end
&wt type=’TEMP0’, istep1=1501, istep2=5000, value1=591.0,
value2=499.0, &end
&wt type=’TEMP0’, istep1=5001, istep2=8000, value1=499.0,
value2=421.0, &end
&wt type=’TEMP0’, istep1=8001, istep2=14000, value1=421.0,
value2=355.0, &end
&wt type=’TEMP0’, istep1=14001, istep2=22000, value1=355.0,
value2=295.0, &end
&wt type=’TEMP0’, istep1=22001, istep2=25000, value1=295.0,
value2=295.0, &end
&wt type=’END’ &end

Kalter Lauf:
&cntrl
imin=0,
nstlim=5000,dt=0.002,
ntx=5, irest=1, ntb=0, ntc=2, ntf=2,
ntpr=1000, ntwx=1000, ntwe=1000, ntwr=1000, cut=12,
ntt=3, gamma ln=5, igb=5,
tempi=295, temp0=295,
&end

Erläuterung der Abkürzungen

ntx=1 Die Anfangskoordinaten werden ohne Anfangsgeschwindigkeiten gelesen
ntx=0 Sollte irest=1, so werden sowohl Anfangskoordinaten, als auch Anfangsgeschwindigkeiten ge-
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lesen
irest=0 kein Neustart, Angangsgeschwindigkeiten werden nicht gelesen
irest=1 Neustart Rechnung. Anfangsgeschwindigkeiten und Koordinaten werden benötigt. (in Verb.
mit ntx=5)
ntb=0 keine periodischen Randbedingungen
ntc=2 Bindungen mit Wasserstoffen sind festgehalten
ntf=2 Bindungswechselwirkungen mit Wasserstoffen werden ausgelassen
ntpr=100 alle 100 Schritte werden Energie-Informationen in mdout und mdinfo geschrieben
ntwe=100 alle 100 Schritte werden Energien und Temperaturen in mden- Dateien geschrieben
ntwr= −5000 alle 5000 Schritte werden Neustart-Dateien erzeugt, als restrt nstep-Dateien
ntwx=1000 alle 1000 Schritte werden die Koordinaten in die .mdcrd - Dateien geschrieben
ntt=3 Temperatur-Regelung: Langevin-Dynamics mit der Kollisionsfrequenz γ = 5[ 1

ps ] wird verwen-
det. Dabei muss γ nicht zwangsläufig der physikalischen Kollisionsfrequenz entsprechen. Üblich sind
Werte zwischen zwei und fünf.
igb=5 das implizite Solvens-Modell Generalized Born igb5 wird verwendet
cut=12 der Cutoff-Radius, der die Reichweite der nichtbindenden Kräfte beschränkt wird auf 12Å
gesetzt
nmropt=1 Partial-Ladungen werden gelesen
TEMP0=300 Referenztemperatur in [K] bei der das System gehalten wird
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6.5 Anhang E

Tabelle 3: Es sind aufgeführt die Inter-Proton-Abstände in [Å] der Veröffentlichung
(NOEs), der NMR-Struktur und die prozentuale Abweichung der NMR-Struktur von den
veröffentlichten Inter-Proton-Abständen. Zusätzlich sind die Abstände der Kristall-Struktur
und die des Repräsentanten des größten Clusters 0 aufgeführt. Bei mehreren möglichen Proto-
nen (z.B. bei einer CH3-Gruppe), haben wir uns für den Abstand entschieden, der am nächsten
am veröffentlichten Wert liegt. Die Abstandsmessungen wurden mit Pymol durchgeführt.

ProtonA-ProtonB NOEs [32] NMR Kristall Cluster 0 Abweichung NMR

Abstände in [Å] von NOEs [%]

SerNH-PheHα 2.30 3.4 2.4 2.5 46.09
SerHβ-SerNH 2.65 2.3 2.7 2.6 -13.21
AlaNH-AlaHα 2.66 2.9 3.0 2.6 7.52
AlaNH-MeAlaHα 2.87 3.1 3.0 2.3 7.67
AlaNH-SerHα 3.27 3.9 2.5 6.6 19.88
AlaNH-MeAlaNCH3 2.57 2.9 2.6 3.0 12.84
AlaNH-AlaHβ 2.57 2.9 2.8 2.5 12.84
ProHα-SerHα 3.22 4.5 2.4 4.5 39.75
AlaHα-MeProHα 3.65 4.5 2.4 2.5 23.29
AlaHα-AlaHβ 2.92 2.9 3.1 3.1 -0.68
MeAlaHα-MeAlaHβ 2.34 2.4 2.5 2.5 2.56
PheHα-PheHβ 2.74 2.9 2.5 2.9 5.84
MeProHδ-MeProHγ 2.27 2.3 2.3 2.6 1.32
ProHδ-ProHγ 2.05 2.3 2.4 2.3 12.20
MeAlaNCH3-MeAlaHβ 2.44 3.3 3.5 3.1 35.25
ProHβ-ProHγ 2.01 2.4 2.3 2.5 19.40
MeProHγ-MeProCH3 2.30 2.5 2.5 2.2 8.70
ProHγ-MeAlaHβ 2.95 4.7 5.2 5.3 59.32
MeProHβ-MeProCH3 2.70 2.9 2.6 2.8 7.41
SerNH-SerHα 2.81 2.9 3.02 3.0 3.20
MeProHα-MeProHβ 2.56 2.7 2.4 2.7 -6.25

Standardabweichung 0.63 0.69 1.01

In dieser Tabelle ist gut zu erkennen, dass die veröffentlichten Koordinaten (NMR-Struktur)
nicht immer zu den angegebenen Inter-Proton-Abständen passen. Prinzipiell lässt sich sa-
gen, dass Protonen, die an benachbarten Kohlenstoffen sind, eine sehr viel geringere Abwei-
chung zum angegebenen Wert zeigen, als weiter entfernte Protonen. Eine kleinere Abweichung
kommt möglicherweise auch dadurch zustande, dass wir den Abstand mit Pymol nur auf eine
Nachkomma-Stelle angeben können. Zusätzlich könnten geringe Abweichungen durch die Er-
mittlung der NMR-Struktur zustandegekommen sein, wie in der Analyse beschrieben.
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6.6 Anhang F

Zusätzliches Bild-Material

Abbildung 44: Torsionswinkel der einzelnen Peptidbindungen

Abbildung 45: RMSD Vergleich der Cluster zur Kristall- und NMR-Struktur
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Abbildung 46: Energie-Verteilung der größten 9 Cluster
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