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1 Einleitung und Problemstellung

In lebenden Organismen nehmen Biomolekiile wie Proteine und Nukleinsduren
die verschiedensten Aufgaben wahr. Aus der DNA ergibt sich ein Bauplan fiir
die Proteine, die ihrerseits als hochwirksame und hochspezifische Katalysatoren
auftreten konnen oder als Botenstoffe oder auch als Transportmittel fiir andere
Molekiile fungieren.

Proteine setzen sich aus einer Abfolge der 20 natiirlich vorkommenden Ami-
nosduren zusammen, die iiber Amidbindungen miteinander verbunden sind. Die
Abfolge der Aminoséurereste, die das Molekiil bilden, wird als Primarstruktur
eines Proteins bezeichnet. Die Priméarstruktur bestimmt, welche Konformation
das Molekiil einnimmt und welche Funktion es im Organismus ausiibt. Bisher
sind keine Verfahren bekannt, mit deren Hilfe aus der Kenntnis der Aminosau-
resequenz die Struktur oder die Funktion des Proteins vorherbestimmt werden
kann. Es wurde zwar bereits mit sehr hohem Rechenaufwand versucht, die Fal-
tung eines Proteins zu simulieren [1], dennoch war ein rein rechentechnisches
Verfahren bisher nicht erfolgreich. Daher bedient man sich physikalischer Me-
thoden, um die Struktur der Biomolekiile experimentell zu ermitteln.

Zwei Verfahren werden verwendet, um zu hochaufgeldsten Strukturen von
Biomolekiilen zu gelangen. Zum einen kdnnen Roéntgenbeugungs-Experimente
an Einkristallen durchgefiihrt werden. Diese Methode hat den Vorteil, dafs die
Grofe der zu vermessenden Molekiile praktisch unbegrenzt ist [2]. Fiir diese
Art von Strukturaufklirung muff es aber moglich sein, Einkristalle des mo-
lekularen Systems herzustellen. Auch kann nicht mit Gewifsheit davon ausge-
gangen werden, daft die Konformation im Einkristall und in wéfriger Losung
- der natiirlichen Umgebung der meisten Proteine - identisch ist. Auferdem
sind dynamische Parameter, also die Varianzen in der Konformation, mit Beu-
gungsexperimenten nur sehr begrenzt mefibar. Die NMR-Spektroskopie [3-5]
ist die zweite physikalische Methode zur Strukturaufkldrung. Sie ist zwar auf

kleinere Proteine beschrinkt, bietet jedoch den Vorteil, dafs die Biomolekiile in



Losung, also in anndhernd natiirlicher Umgebung, vermessen werden konnen.
Die NMR-Spektroskopie gewahrt aufserdem Einblick in dynamische Vorginge
auf verschiedenen Zeitskalen von 107'? bis 10* s [6,7].

An die Strukturaufklarung mittels NMR oder Rontgenbeugung schliefst sich
die Verfeinerung der dynamischen Struktur mit Hilfe von in silico Verfahren an.
In diesem Zusammenhang ist die Methode der Molekulardynamik-Simulationen
(MD) ein sehr wichtiges Verfahren. In MD-Simulationen werden zeitliche Tra-
jektorien der Konformation von Molekiilen berechnet. Dabei wird die natiirliche
Umgebung meist durch explizite Wassermolekiile in der Rechnung beriicksich-
tigt. Die MD-Simulationen dienen neben der Verfeinerung der Struktur ins-
besondere auch der Identifizierung von korrelierten Bewegungen innerhalb der
Molekiile.

Ziel dieser Arbeit ist es, Verfahren zu entwickeln, mit deren Hilfe aus den
strukturellen Ensembles von MD-Trajektorien sowohl die dynamische Struktur
als auch korrelierte Bewegungen identifiziert und beschrieben werden kénnen.

Als Modellsystem fiir die Methodenentwicklung wird das Enzym Ribonu-
klease T1 (RNase T1) gewahlt. Das Molekiil gehort zu der Gruppe der mikro-
biellen endolytisch spaltenden Hydrolasen. Es spaltet spezifisch einzelstriangige
RNA am 3’-Ende von Guaninnukleotiden, jedoch nicht DNA, doppelstriangige
RNA oder organische Phosphordiester [8-11]. RNase T wurde 1957 erstmals
aus Takadiastase, einem Extrakt des Schimmelpilzes Aspergillus oryzae, isoliert
[12]. Die Sequenz wurde 1965 von Takahashi aufgeklart. RNase T; wird mittler-
weile in groferen Mengen gentechnisch aus E. coli gewonnen [13,14], wodurch
umfangreiche Untersuchungen moglich geworden sind. Mehrere Rontgenstruk-
turanalysen sowohl von unkomplexierter RNase T7 [15] als auch im Komplex
mit verschiedenen Inhibitoren wurden durchgefiihrt [16-29]. Auch mit NMR-
Methoden wurde eine hochaufgelGste Struktur einschliefslich der Hydratation
beschrieben [30-32]. Aber auch Relaxationsparameter, die sich besonders fiir
den Vergleich mit #n silico Experimenten eignen, wurden mit Hilfe der NMR-

Spektroskopie bestimmt [33,34]. RNase T} besteht aus 104 Aminosiureresten,



wobei Cys2 und Cys10 sowie Cys6 und Cys103 durch Disulfidbriicken mitein-
ander verbunden sind. Eine reduktive Spaltung der Disulfidbriicken fiihrt zum
Verlust der enzymatischen Aktivitat [35]. Fiir einen Vergleich mit Stukturen-
semblen aus Molekulardynamik-Rechnungen unterscheidet sich die Struktur des
gefalteten Proteins in wéssriger Losung nicht wesentlich von der Struktur im Kri-
stall. Aminosdurereste 13 bis 29 bilden eine 4,5 Windungen umfassende a-Helix.
Das zentrale flinfstringige S-Faltblatt ist linksgéngig verdrillt und erstreckt sich
iiber die Reste 39-42, 55-62, 76-81, 85-91 und 100-103. Ein kurzes zweistringiges
B-Faltblatt befindet sich im N-terminalen Sequenzabschnitt an den Positionen
4-6 und 9-12.

Im Rahmen dieser Arbeit wird eine MD-Simulation an RNase T durchge-
fiihrt und mit Hilfe der entwickelten Methoden ausgewertet. Dabei sind Kor-
relationen zwischen weit entfernten Atomen von besonderem Interesse, denn
solche korrelierten Bewegungen koénnten etwa konzertierte Bindungsvorginge
oder andere funktionell relevanten Konformationsiibergénge beschreiben [36].
Ichiye und Karplus haben 1991 an Rinderpankreas-Trypsininhibitor (BPTI) Be-
rechnungen durchgefiihrt [37], aus denen hervorging, daf die Korrelation der
Bewegung zwischen zwei Atomen von deren Abstand abhingt. Demnach fallt
zundchst die mittlere Korrelation in BPTI von Eins fiir einen Abstand von Null
bis ungefahr zum Radius des Proteins auf einen signifikant negativen Wert. Vom
Radius bis zum Durchmesser steigt die mittlere Korrelation dann wieder auf po-
sitive Werte an. Dieses Ergebnis legt nahe, daft Atome auf der Oberflache an
gegeniiber liegenden Positionen eine gemeinsame Aufgabe fiir die Funktion des
Biomolekiils haben. Die Aussagen der Autoren [37] wurden in der Vergangen-
heit kontrovers diskutiert [36,38,39]. Es ist strittig, ob der beobachtete Effekt
einen physikalischen Ursprung hat oder ein Artefakt der Kalkulationen ist. Das
Problem bei der Berechnung von Korrelationen bzw. Kovarianzen der Bewegung
ist dadurch begriindet, daft die Strukturen eines Ensembles in kartesischen Ko-
ordinaten vorliegen und vor dem Vergleich iiberlagert werden miissen, um die

globale Bewegung von internen strukturellen Fluktuationen zu trennen. Dazu



wird definiert, welche Gruppe von Atomen die Referenz fiir die Uberlagerung
bildet. Diese Definition ist immer in einem gewissen Mafse willkiirlich, denn in-
nerhalb eines Biomolekiils gibt es keine Atome, die iiber eine Trajektorie hinweg
vollkommen fixiert bleiben. Unterschiedliche Referenzsysteme fithren aber auch
zu unterschiedlichen Kovarianzen. Eine detaillierte Auswertung der Kovarianz-
matrix ist somit mit dem gangigen Verfahren nicht moglich. Die erste Aufgabe
dieser Arbeit ist deswegen die Entwicklung eines Verfahrens zur Trennung von
interner und globaler Bewegung in Biomolekiilen. Das Verfahren soll frei von der
Willkiir der Definition eines Referenzsystems sein, und es soll zu Kovarianzen
fithren, die frei von Resten globaler Bewegung sind.

Aus Kovarianzmatrizen lassen sich durch Diagonalisierung Moden korrelier-
ter Bewegung ermitteln, die die dynamische Struktur beschreiben. Die Anzahl
der Moden, die zur Beschreibung des strukturellen Ensembles bendtigt wer-
den, betrégt etwa ein zehntel der Anzahl der kartesischen Koordinaten [40]. Ein
Nachteil der Beschreibung der dynamischen Struktur im Modenraum liegt dar-
in, daf die Amplituden einzelner Moden immer nur eine globale Information
der Konformation liefern. Lokale Struktureigenschaften, die auch mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie mefibar sind, ergeben sich erst aus der Kombination der
Amplituden aller relevanten Moden. Zur lokalen Beschreibung der dynamischen
Struktur wurden im Rahmen dieser Arbeit Diederwinkel benutzt. Die zweite
Aufgabe dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Verfahrens, das die Popula-
tionen der Diederwinkel in den Strukturen mit einfachen Potentialfunktionen
erklaren kann. Diese Potentialfunktionen kénnten zur weiteren Aufklarung der

dynamischen Struktur von Biomolekiilen dienen.



2 Theoretische Grundlagen und Methoden

2.1 Molekulardynamik-Simulationen

Molekulardynamik-Simulationen beruhen auf den Gesetzen Newton’scher Me-
chanik, obwohl allgemein bekannt ist, dafy sich Systeme auf atomarer Ebene
nach quantenmechanischen Gesetzen verhalten. Ein einfacher Weg, um festzu-

stellen, ob die klassische Naherung realistisch ist, basiert auf der thermischen

2.7 h?
A=\ T @)

wobei M die atomare Masse des Systems, T die absolute Temperatur, kg

de Broglie Wellenlinge A,

die Boltzmann-Konstante und A die Planck-Konstante geteilt durch 27 ist. Die
klassische Naherung ist erfiillt, wenn A < a, wobei a der mittlere Abstand zum
nichsten Nachbarn ist. Fiir niedrige Temperaturen bzw. Massen in der Grofien-
ordnung weniger Dalton ist die Bedingung sicher nicht erfiillt. Nimmt man aber
eine typische physiologische Temperatur von 300 K und eine Masse von 10 kD
an, dann ist A &~ 0.01 A. Der Abstand eines Atoms zu seinem néchsten Nachbarn
betrigt etwa 1 A, womit die Bedingung A < a erfiillt ist. Molekulare Dynamik

lafst sich also tatsdchlich mit Hilfe der Newton’schen Mechanik beschreiben.

2.1.1 Der Integrationsalgorithmus

Der Grundgedanke der Molekulardynamik-Simulation ist die iterative Integrati-
on der Newton’schen Bewegungsgleichungen fiir die Gesamtheit aller Atome ei-
nes molekularen Systems. Es existieren verschiedene Algorithmen fiir die Losung
dieses Problems [41], von denen nur der hier verwendete ,leap-frog™Algorithmus
[42, 43] erldutert wird, der eine Alternative zum ebenfalls weit verbreiteten
Verlet-Algorithmus [44,45] darstellt.

Entwickelt man eine Taylorreihe bis zur dritten Ordnung um die Positionen

der Atome 7 zu den Zeitpunkten ¢+ %und t— %, so erhilt man die Gleichungen



2 und 3. At ist die Lange eines Integrationsschritts emj , a(t) und b (¢) sind die
Geschwindigkeit, die Beschleunigung und die Anderung der Beschleunigung zum

Zeitpunkt ¢.

u(t+%)=@+W-%+@-(%)2+O(At3) (2)

v(t—%)=@—@-%+@-<§>2+O(At3) (3)

2

Subtrahiert man Gleichung 3 von Gleichung 2, so ergibt sich Gleichung 4
mit einem Fehler im dritten Glied der Reihenentwicklung. Gleichung 4 wird zur

iterativen Berechnung der Geschwindigkeiten benutzt.

v<t+%)=v(t—%)+7-m (4)

Unter der Annahme, dafs die mittlere Geschwindigkeit innerhalb des Inte-

grationszeitraums gleich der Geschwindigkeit nach der halben Integrationszeit

ist, ergibt sich Gleichung 5 fiir die iterative Berechnung der Ortskoordinaten.

AN
m(t+At3:m+v<t+7>-At (5)

Abbildung 1 zeigt das Schema der Integrationsmethode. Die Geschwindig-

keiten und die Ortskoordinaten werden um einen Zeitraum von %versetzt be-
rechnet. Der Algorithmus wird ,Jeap-frog” genannt, weil @ und ¥ wie Frosche
gegenseitig iiber ihren Riicken springen. Man geht von gegebenen Ortskoordina-
ten zum Zeitpunkt ¢ = 0 und entsprechend der Simulationstemperatur nach ei-
ne Maxwell-Verteilungsfunktion “zuféllig” ausgewahlten Geschwindigkeiten zum
Zeitpunkt ¢t = —% aus. Uber Kraftkomponenten ﬁ konnen mit Hilfe von
Gleichung 4 unter Verwendung des Zusammenhangs zwischen Kraft und Be-
schleunigung ? = m - @ neue Geschwindigkeiten zum Zeitpunkt ¢ = % be-
rechnet werden. Aus den berechneten Geschwindigkeiten, den Anfangsgeschwin-

digkeiten, sowie den Anfangskoordinaten lassen sich mit Hilfe von Gleichung 5
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t t+0.5At t+At t+1.5At t+2At t+2.5At

Abbildung 1: Die leap-frog-Integrationsmethode: Der Algorithmus wird ,leap-
frog” genannt, weil 2 und ¥ wie Frosche gegenseitig iiber ihren Riicken sprin-
gen.

die Ortskoordinaten zum Zeitpunkt ¢ = At berechnen. Die erhaltene Konfor-

mation erlaubt nun die erneute Berechnung der Kraftkomponenten.

2.1.2 Das Kraftfeld

Die in jedem Zeitschritt zu berechnenden Beschleunigungen werden durch ein
sogenanntes Kraftfeld definiert, das die vollstandige Information iiber die Topo-
logie des des molekularen Systems enthalt. Gleichung 6 beschreibt das Potential
V des Systems in Abhiingigkeit von den Ortskoordinaten 7. Die Differentiati-
on von V beziiglich der Ortskoordinaten fiihrt zu den Kréften ? <VV = ?)
Es wird zwischen bindenden (Bindungslingen, Bindungswinkel, Diederwinkel,
Chiralitdtszentren) und nicht-bindenden (van-der-Waals und elektrostatische)
Wechselwirkungen unterschieden. Die in Gleichung 6 mit dem Index ,,0” gekenn-
zeichneten Groflen sind Gleichgewichtswerte, die durch das Kraftfeld definiert
werden. Der Potentialterm fiir kovalente Bindungen z.B. ist proportional zur
Differenz zwischen dem Gleichgewichtsabstand der beteiligten Atome by und
dem Abstand b, den die beiden Atome in der vorliegenden Struktur aufweisen.
Die Kraftkonstante ky; legt fest, wie stark die Riickstellkraft mit der Verletzung

des Gleichgewichtsabstandes ansteigen soll. Implizit wird durch k;; auch die
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Frequenz der Bindungsschwingung festgelegt. Die Terme fiir die Bindungswin-
kel und Chiralitdtszentren in Gleichung 6 sind analog der Definition der Bin-
dungslangen. Das Potential als Funktion des Diederwinkel ¢ weist abhingig von
den Substituenten Minima bzw. Maxima fiir die gestaffelten und iiberlagerten
Konformationen auf. Die Definitionen der Lennard-Jones- und der Coulomb-
Wechselwirkungen weisen keine harmonischen Potentiale auf und werden durch

die van-der-Waals-Parameter C12 bzw. Cg und die Dielektrizitdtskonstante &,

bestimmt.
V(Z)= 5k (b—bo)” kovalente Bindungen
+ 1. > ke, - (6 — 6)* Bindungswinkel
+ 1Y ke (- 50)2 Chiralitats — Planarititszentren

+ LSk, - (1+cos(n-¢—4))* Torsionswinkel

DIPIFE (0}22 — %‘i) -S(r) Lennard — Jones — Wechselwirkung

+
D=

+
o=

4-T-€0-€rTij

. Z Z 2. (%) -S(r) Coulomb — Wechselwirkung
i

J ©
Die Qualitdt eines Kraftfeldes hangt entscheidend von dessen Parametrisie-
rung ab. Es ergeben sich fiir verschiedene Kraftfelder unterschiedliche Ergebnis-
se bei energetischen Betrachtungen oder Dynamik-Simulationen [46]. Die Kraft-
konstanten und Gleichgewichtsparameter werden in einem sogenannten Parame-
trisierungverfahren iiber quantenmechanische Rechnungen oder {iber den Ver-

gleich mit experimentellen Daten bestimmt.

2.1.3 Der LINCS-Algorithmus

LINCS (LINear Constraint Solver) ist ein Algorithmus der die Bindungslin-
gen nach einem Integrationsschritt auf ihre Gleichgewichtswerte korrigiert [47—
49]. Der LINCS-Algorithmus wird im Rahmen dieser Arbeit angewendet, weil

er stabiler ist und rascher zu Ergebnissen fiihrt als der alternative SHAKE-
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Algorithmus [50].

In einem System mit N Partikeln und N Positionsvektoren Z} wird in Mole-

a: verwandt, wobei mit

kulardynamik-Simulationen Newtons Gesetz ﬁ, =m:
?z- der Kraft-Vektor und mit a} die Beschleunigung auf Atom 4 dargestellt wird.
In dem System treten K zeitunabhingige Zwinge auf, die durch Gleichung 7
beschrieben werden. Hierbei ist g; (7') die Differenz aus dem Gleichgewichts-

bindungsabstand zweier betrachteter Atome und dem tatsichlichen Abstand in

der vorliegenden Struktur |Z;] — 71| .

gj(?)zmT'l)_x_jZ)'_dj:O j=1...,K (7)

Im numerischen Integrationsschema wird LINCS genau wie SHAKE erst
nach einem Integrationsschritt ohne zusétzliche Zwinge angewendet. Der Al-
gorithmus funktioniert in zwei Schritten (s. Abbildung 2). Nachdem die neuen
Koordinaten ohne zusitzlichen Zwang berechnet wurden (Abbildung 2 links),
wird die Projektion der neuen Bindungsvektoren auf die alten Bindungsvek-
toren auf Null gesetzt. Der zweite Schritt bezieht sich auf die Bindungslangen-
Variationen aufgrund von Rotation (Abbildung 2 rechts). Die Gradientenmatrix

der Zwangsgleichungen 7 werden B genannt. Es ergibt sich Gleichung 8:

B_)Mzg‘; (i=1...N, h=1...K) (8)

B ist eine Matrix der Grofle K x 3N und beschreibt die Richtungen der
Zwinge. Gleichung 10 zeigt unter Verwendung der Abkiirzung aus Gleichung 9,
in welchem Verhéltnis die neuen Koordinaten unter Beriicksichtigung der Zwéan-
ge Tirat zu den freien Koordinaten :m stehen [49]. M ist die Massenmatrix

und in 7 stehen die Standarddistanzen der Zwinge d;. Ty1a; entspricht den

Koordinaten in Abbildung 2 Mitte.

T =M 'B" (BM'BY) (9)
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des LINCS-Algorithmus. Die Aktuali-
sierung der Ortskoordinaten eines Integrationsschritts teilt sich in drei Schritte
auf. Zunichst werden ausgehend von der Ursprungskonformation (links hoh-
le Kugeln) neue Koordinaten ohne die Anwendung eines zusédtzlichen Zwangs
(links schwarze Kugeln bzw. Mitte hohle Kugeln) berechnet. Die Projektion
der neuen Bindungsvektoren auf die alten Bindungsvektoren werden auf Null
gesetzt (Mitte schwarze Kugeln bzw. rechts hohle Kugeln). Im letzten Schritt
werden die Bindungsléangen-Variationen aufgrund von Rotation korrigiert.

, —me
wt—i—At = (1 — Tt - Bt) - Z’g_"’_wAt + Tt - 7

unc

(10)
_ _ -1 —une?
= oA, -M7'B;(B,-M'-B)”' (B, o7&, - d)

Im zweiten Schritt werden die Bindungsléngen-Variationen aufgrund von
Rotation korrigiert. Wie aus Abbildung 2 hervorgeht, lassen sich die Langen
pi der Projektionen der korrigierten Bindungsvektoren auf die urspriinglichen

Bindungsvektoren mit Hilfe von Gleichung 11 berechnen.

pi=Q12-d§—l§ mitli:dz"COS(@) (11)

-
Die endgiiltigen Koordinaten z}, »; werden mit Hilfe von Gleichung 12 be-

stimmt [49].

—~ s
ziay=(1—T¢ -By) -Tgar+Te- T (12)
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2.1.4 Simulationsbedingungen

Im Experiment wie auch in vivo findet ein Druck- und Temperaturausgleich mit
der Umgebung statt. In Molekulardynamik-Simulationen werden diese Bedin-
gungen durch Korrekturfaktoren realisiert.

Die Summe aus kinetischer und potentieller Energie eines Simulationssy-
stems wiirde ohne zusétzliche Temperaturregelung immer konstant bleiben, was
einem abgeschlossenen System entsprechen wiirde. Zur Simulation des Warme-
austauschs mit der Umgebung wird das System an ein Warmebad gekoppelt,
was durch einen Korrekturfaktor der Geschwindigkeiten implementiert wird [51].
Der Zusammenhang zwischen kinetischer Energie und Temperatur ist {iber Glei-
chung 13 definiert [52]. N4 bezeichnet die Anzahl der Freiheitsgrade, Ej;p, ist
die kinetische Energie und v; (t) bezeichnet die Geschwindigkeit des Teilchens 7
zum Zeitpunkt ¢.

N

Bhin. () = 3 gmi+02 () = 5 Nag -k T (0 (13)
i=1

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Algorithmus ist eine schwache

Kopplung erster Ordnung.

dIr Ty -T
F a4

Die Differenz zwischen der Systemtemperatur 7" und der Umgebungstempe-
ratur Tp wird nach Gleichung 14 exponentiell mit der Zeitkonstanten 7 abge-
fiihrt. Die ausgetauschte Warme wird iiber einen Skalierungsfaktor A geregelt,

mit dem die Geschwindigkeiten aller Partikel bei jedem Schritt multipliziert

werden.

A T()
A= 1+;-<@—1> (15)

Der Parameter 7p ist ungefdhr aber nicht exakt gleich der Zeitkonstanten 7

der Temperaturkopplung aus Gleichung 14.
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_2'CV'7'T
Ndf-kB

(16)

Cy ist die Wiarmekapazitit des Systems. Der Grund, warum 7 # 7p ist,
liegt darin, daf die Anderung der kinetischen Energie durch die Skalierung der
Geschwindigkeiten teilweise zwischen kinetischer und potentieller Energie um-
verteilt wird und dementsprechend die Anderung in der Temperatur kleiner ist,
als die Skalierungsenergie [48].

Die Druckkopplung basiert auf dem gleichen Grundgedanken wie die Tempe-
raturkopplung. Das System wird an ein “Druckbad” gekoppelt [51]. Der Druck

14t sich mit Hilfe von Gleichung 17 berechnen, wobei das Virial £ Gleichung

18 zu entnehmen ist.

2 —
P= 3T (Erin — E) (17)
= 1 =
E=-3 Y, @-m) F; (18)
Paare i,j

Der Druck wird durch eine Skalierung aller Koordinaten und der Boxgréfie
mit einem Faktor u geregelt, welcher eine kinetischen Relaxation erster Ordnung

des Drucks P zum Referenzdruck P, zur Folge hat.

dP _ P— P

— 1
dt Tp (19)

Der Skalierungsfaktor ist durch Gleichung 20 gegeben, wobei 3 die isotherme

Kompressiblitéit beschreibt.

p=1+2 e - p)| (20)

2.2 Kollektive Bewegungsmoden

Es wurde in den letzten 15 Jahren gezeigt, daf die Vorbereitung und Durchfiih-

rung der Berechnungen der ,einfache” Teil eines Simulationsprojektes ist und
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dafs die Extraktion von biochemisch relevanten Daten aus der Fiille von Infor-
mationen den weitaus schwierigeren Teil darstellt [53]. Eine wichtige Analysen-
methode ist die Berechnung von Moden korrelierter Bewegung. Grundsétzlich
gibt es zwei verschiedene Ansétze, um korrelierte Bewegungen zu ermitteln. Die
Moden konnen aus den atomaren Wechselwirkungen in einer einzelnen expe-
rimentellen Struktur oder aus Konformationsensemblen ermittelt werden [54].
Die Analyse von kollektiven Bewegungen kann zur Erforschung der konforma-
tionellen Energiehyperfliche benutzt werden, um die Effizienz des Samplings zu
verbessern, sowie NMR- und Rontgenstrukturen zu verfeinern [55,56]. Aber auch
funktionell relevante Bewegungen in Richtung von wenigen kollektiven Koordi-
naten, welche dominant zur atomaren Fluktuation beitragen, konnten in einer
Reihe von Studien identifiziert werden. Ein Beispiel ist die MD-Simulation an
CRP : (cAMP), (Komplex des cAM P mit dem cAM P-Rezeptorprotein) [57].
Die Uberfiihrung von der gedffneten in die geschlossene Konformation wird al-
lein durch zwei kollektive Koordinaten beschrieben. Essential dynamics analyses
(EDA) und Normalmodenanalysen (NMA) an GroEL konnten Fluktuationen
in der Richtung der konformationellen Anderung zwischen gebundener und frei-
er Form mit Fluktuationen in der Richtung des Bindungsvorgangs korrelieren
[58-60]. Funktionell relevante Moden wurden auch fiir Aspartat- Transcarba-
mylase [61-63], fiir a-lytische Protease [64, 65|, fiir das serumretinolbindende
Protein [66-68], fiir HIV-1-Integrase [69] sowie fiir Neurophysin [70] mit Hilfe
von EDA (s. Kapitel 2.2.2) und NMA (s. Kapitel 2.2.1) gefunden. Eine weite-
re interessante Anwendung von kollektiven Koordinaten sind Untersuchen von
Entfaltungsvorgéngen [71-74].

Kollektive Koordinaten kdnnen aber auch dazu dienen, einen niedrig dimen-
sionalen Subraum vorherzusagen, in dem signifikante Proteindynamik zu erwar-
ten ist [56]. Die Anzahl der Freiheitsgrade bei der Definition dieses Raumes kann
auf etwa 5% der Anzahl der entsprechenden kartesischen Koordinaten reduziert
werden. Die atomare Fluktuation innerhalb eines solchen Subraumes macht den

Hauptanteil an der gesamten Fluktuation aus [56]. Ein Raum, der durch wenige
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niedrig-frequente Normalmoden aufgespannt wird, wurde ,wichtiger Subraum”
(important subspace”) genannt [75]. Das Konzept wurde zunichst dazu be-
nutzt, um Kristallstrukturen zu verfeinern [76-78]. Spater haben Amadei et al.
den Raum als ,essentiellen Raum” (Essential subspace) bezeichnet und dem Ver-
fahren zur Berechnung des Raumes ausgehend von strukturellen Ensembles den
Namen ,Analyse der essentiellen Dynamik” (,,JEssential Dynamics Analysis”,
EDA) gegeben. Da sich dieser Begriff im allgemeinen Sprachgebrauch durchge-
setzt hat, wird er auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

In manchen Fillen héngt eine kleine Anzahl von Moden mit groffer Amplitu-
de von der Liange der zu Grunde liegenden Simulation ab [79]. Aufierdem wurde
gezeigt, daf sehr langsame Bewegungen vom Kraftfeld abhéingen [80]. Dennoch
sind die Frequenzverteilungen und Fluktuationen bemerkenswert dhnlich [56].
Auflerdem ist der essentielle Subraum in vielen Fallen nahezu unabhéngig von
der Wahl der beschreibenden Koordinaten bei einer NMA [81,82], sowie dem
Einflufl des Solvens [83,84] und den Simulationsbedingungen zur Generierung

eines strukturellen Ensembles fiir eine EDA [85,86].

2.2.1 Normalmodenanalysen

Die Methode der Normalmodenanalyse (NMA) basiert auf der Annahme, daf im
Bereich der thermischen Fluktuation die Hyperfliche der Konformationsenergie
durch eine quadratische Ndherung an einem einzelnen energetischen Minimum
charakterisiert werden kann. Anders ausgedriickt: Man schreibt die Potential-
funktion V (x) um eine Referenzstruktur Z§ als Taylor’sche Reihenentwicklung.
Befindet sich die Referenzstruktur in einem energetischen Minimum, dann ist
der Gradient von V an dieser Stelle gleich dem Nullvektor. Wenn man nun
vollstandige Harmonizitdt voraussetzt, also die Ableitungen dritter und héherer
Ordnung vernachléssigt, dann ist direkt zu zeigen, daf das System durch Rich-
tungsvektoren von Normalmoden 7¢ und Frequenzen w; entsprechend Gleichung
21 beschrieben werden kann [53]. Die Matrix M enthélt die atomaren Massen

auf ihrer Diagonalen. Die Hess’sche Matrix F enthilt die zweiten Ableitungen
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der potentiellen Energie an der Stelle Z3.

M-Y2.F.M1/2 T =w T (21)

Eine direkte Berechnung von Normalmoden eines Molekiils mit N Atomen
enthilt also die numerische Diagonalisierung einer Matrix M~'/2 . F . M~1/2
der Grofie 3N x 3N. Seit etwa 15 Jahren ist es mdoglich, solche Berechnungen
an kleinen Proteinen durchzufiihren [87-89].

Um grofere Proteine analysieren zu konnen, wurden auch Diederwinkel als
alternative Variablen fiir die Berechnung der Hess’schen Matrix benutzt, denn
die Anzahl der Diederwinkel, die die Konformation eines Proteins beschreibt,
betréigt ca. nur ein achtel von der Anzahl der entsprechenden kartesischen Koor-
dinaten [55, 88]. Die Diederwinkel-NMAs wurden auf eine Reihe von Proteinen
wie BPTI [88-91], Crambin [89], Lysozym [89,92], Myoglobin [93, 94|, epider-
maler Wachstumsfaktor von Mausen [95] und G-Aktin [96] angewendet. Der
Vergleich der Ergebnisse aus dem kartesischen Raum mit den Ergebnissen aus
dem Diederwinkelraum hat gezeigt, daff zwar die dominanten Bewegungen mit
niedriger Frequenz nahezu vollstdndig mit der Diederwinkelanalyse erfafst wer-
den, dak die Frequenzen im Diederwinkelraum aber ca. 10 bis 20 % hdher liegen
als im kartesischen Raum [81,82]. Es scheint so, daff das Zulassen von Fluktua-
tionen in den Bindungsldngen und den Bindungswinkeln den indirekten Effekt
hat, daft die Diederwinkel flexibler werden [55].

Eine andere andere Methode, um den Rechenaufwand zu reduzieren, liegt
darin, nicht die gesamte Hess’sche Matrix fiir die Diagonalisierung zu verwenden,
indem die zweiten Ableitungen zwischen weit entfernten Atomen gleich Null ge-
setzt werden. Die Reduktion des Rechenaufwands basiert auf einer Unterteilung
des Molekiils in drei Teile A, B und C, wobei A und C durch B voneinander
rdumlich getrennt werden, sodaft ihre Wechselwirkungen vernachlissigt werden

konnen. In diesem Fall berechnet sich die Hess’sche Matrix nach Gleichung 22.
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Hpa Hpap O
H=| Hpa Hps Hpc (22)
0 Hep Hee

Wechselwirkungen zwischen B und A und zwischen B und C werden durch

die statischen Bedingungen in Gleichung 23 angen&hert.

Hpa-va+Hap-vg=0=Hgc-ve+ Hpe -vB (23)

Dabei sind v4 und vp die Spaltenmatrizen der atomaren Verschiebungen.
Das System l&fit sich nach vp auflésen. So ist es mdglich, die Bewegungsglei-
chung in Termen der Fluktuation allein fiir die Atome in B aufzuschreiben. Da-
durch ist die Diagonalisierung fiir jeden Teil des Systems separat durchzufiihren.
Die Verschiebungen der Atome in A und C' werden als Linearkombination ihrer
eigenen Normalmoden und der Moden aus der statischen Korrelationsanalyse
mit B ausgedriickt. Man kann dann die Matrix aus Gleichung 22 in den re-
duzierten Raum der Bewegungen mit niedrigen Frequenzen transformieren und
letztlich die Diagonalisierung durchfiihren, um angendherte Normalmoden und
ihre Frequenzen zu erhalten [55]. Die Methode fiihrt fiir lineare Molekiile zu
recht exakten Ergebnissen mit Fehlern um 1 bis 2% in den Eigenwerten relativ
zur Berechnung der vollen Hess’schen Matrix [97,98].

Mouawad und Perahia haben vorgeschlagen, Normalmodenanalysen anzuné-
hern, indem Matrizen, die zu diagonalen Blocken der Hess’schen Matrix gehéren,
diagonalisiert werden [61]. Dazu wird das Molekiil zunéchst gedanklich zerteilt
und die diagonalen Blécke der Hess’schen Matrix, die zu den Teilen gehéren,
werden diagonalisiert. Die Hess’sche Matrix wird daraufhin in dem Subraum, der
sich auf die niedrigen Frequenzen der Proteinteile bezieht, erneut diagonalisiert.

Es existieren noch einige andere Verfahren, um schneller oder mit weni-
ger Rechenspeicher Bewegungsmoden aus Hess’schen Matrizen zu berechnen

[87,99-102]. Allen Methoden ist gemeinsam, dafl durch die Vereinfachungen
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insbesondere Korrelationen zwischen weit entfernten Atomen verschwinden kon-
nen.

Aber auch wenn die NMA exakt durchgefiihrt wird, wird eine weitreichen-
de Annahme eingefiihrt: Man geht davon aus, daff im Bereich der thermischen
Fluktuation die Hyperfliche der Konformationsenergie durch eine quadratische
N&herung an ein einzelnes energetisches Minimum charakterisiert werden kann.
Diese Annahme ist fiir physiologische Temperaturen falsch, denn es werden zwei
wichtige Effekte vernachléssigt [54]. Zum einen wird der Einfluf des Losungsmit-
tels bei den Rechnungen aufier acht gelassen, auch wenn in manchen Féllen ei-
nige gebundene Wassermolekiile beriicksichtigt werden. Zum anderen wird auch
ein einzelnes parabolisches Potential approximiert, wenn die Konformationshy-
perfliche mehrere Minima aufweist. Dennoch stimmen die mit Hilfe von NMA
bestimmten unabhingigen harmonischen Moden von Molekiilen relativ gut mit
solchen Moden iiberein, bei denen das Losungsmittel beriicksichtigt wurde und

keine Harmonizitét vorausgesetzt werden mufs [67,103] (s. 2.2.2).

2.2.2 Dynamik aus Strukturensembles

Bereits 1982 haben Studien von Molekulardynamik-Simulationen den Nachweis
fiir kollektive Bewegungen geliefert. Die Analyse von zeitlichen Korrelations-
funktionen von individuellen Atomen in BPTI haben gezeigt, daf atomare Fluk-
tuation als Uberlagerung von lokalen Oszillationen und kollektiven Bewegungen
auf langen Zeitskalen betrachtet werden konnen [104]. Eine Kovarianzanalyse
der atomaren Fluktuation in BPTI hat auflerdem gezeigt, dafs sich benach-
barte Atome insbesondere innerhalb von Sekundarstrukturelementen kollektiv
bewegen [37]. Schon bei den frithen Studien wurde deutlich, daff Methoden zur
Ermittlung unkorrelierter generalisierter Koordinaten von groffem Wert sind.
Die Normalmodenanalyse ist eine Moglichkeit, solche Koordinaten zu berech-
nen. Sie hat aber den Nachteil, daf fiir diese Berechnungen die Form der Ener-
giehyperflichen in Abh#ngigkeit von den Konformationen als rein harmonisch

angenommen werden muf. Doch durch die Projektion von Molekulardynamik-
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oder Monte Carlo-Trajektorien [105-108] auf Normalmoden ist man in der Lage,
die Dynamik ohne eine Annahme von Harmonizitdt zu analysieren.

Ein kollektiver Koordinatensatz kann als Satz von Eigenvektoren der Kovari-
anzmatrix aufgefafit werden. Dieses Verfahren wird im allgemeinen Hauptkom-
ponentenanalyse (PCA = Principal Component Analysis) genannt [56,81]. Ein
Element der Kovarianzmatrix der die Struktur beschreibenden - {iblicherweise

kartesischen - Koordinaten berechnet sich nach Gleichung 24

ik = ((zj — (25)) - (2 — (k) (24)

wobei die Symbole (...) einen Mittelwert tiber das strukturelle Ensemble
darstellen und z;,  die massengewichteten Koordinaten sind. Gleichung 25 ist

die zu Gleichung 24 dquivalente Form in Matrixschreibweise.

C = cov(x) = {(x = (x)) - (x = (x)") (25)

Die Matrix x enthilt in jeder Spalte die Koordinaten genau einer Struktur
und die Werte einer bestimmten Koordinate in einer Zeile. C ist die Kovari-
anzmatrix und enthélt in der Spalte j und Zeile k die Kovarianz der beiden
Koordinaten j und k innerhalb des strukturellen Ensembles. Die Diagonalele-
mente von C enthalten die jeweiligen Varianzen der kartesischen Koordinaten.

Die Kovarianzmatrix ist symmetrisch und kann daher immer durch eine or-
thogonale Koordinatentransformation T zu einer diagonalen Matrix A mit Ei-

genwerten \; diagonalisiert werden [40].

C=T-A-TT (26)

Im transformierten Raum werden die Strukturen in generalisierten Koordi-
naten g beschrieben. Im Gegensatz zu den urspriinglichen Koordinaten in x sind

die generalisierten Koordinaten in q unkorreliert.
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q="17 (x - (x)) (27)

Dementsprechend enthélt die Kovarianzmatrix im transformierten Raum A

ausschliefilich Nullen fiir Elemente aufserhalb der Diagonalen.

A0 0
0 X 0
A= 7 (28)

0 0 0 Xsn

Die Koordinatentransformation T besteht aus orthonormalen Spaltenvek-
toren, die die Bewegungsmoden darstellen. Jeder Mode in T ist genau eine
Varianz ); in A zugeordnet. A; gibt die mittlere quadratische Auslenkung der
Mode innerhalb des strukturellen Ensembles an. Im Rahmen einer EDA wer-
den die Spalten in T so geordnet, daf die Varianzen mit dem Index der Moden

abnehmen.

AM > > A3 > > 3N (29)

2.2.3 Zusammenhang zwischen NMA und EDA

Fiir eine Analyse der essentiellen Dynamik wird die Kovarianzmatrix C diago-
nalisiert, wihrend bei Normalmodenanalysen von der Hess’schen Matrix ausge-
gangen wird. Das Verh&ltnis zwischen diesen beiden Grofen wird aus Gleichung
30 deutlich [56]. kg ist die Boltzmann-Konstante, T' die absolute Temperatur
und H die Hess’sche Matrix.

C=kp-T-H! (30)

Die inverse einer Matrix wird {iblicherweise durch Auflésung von Gleichung
31 nach H™! berechnet. Gleichung 31 fiihrt zu 3N Gleichungssystemen mit 3N

Variablen, die genau dann 16sbar sind, wenn H den vollen Rang hat.

22



H-H'!'=1 (31)

Weil aber bei der NMA keinerlei Rotations- und Translationsfreiheitsgrade
beriicksichtigt werden, hat H nur den Rang von 3N — 6. Deswegen mufs die
inverse Matrix von H {iber eine Singuldrwertzerlegung (SVD = Singular Value
Decomposition) ermittelt werden.

H ist symmetrisch und kann daher immer durch eine orthogonale Koordi-
natentransformation U zu einer diagonalen Matrix S mit Eigenwerten s; diago-

nalisiert werden.

H=U.S.U7T (32)
S1 0 0
0 S92 0

S = (33)
0

Weil H den Rang 3N — 6 hat, sind die sechs kleinsten Eigenwerte s3n—_5 bis
ssn im Rahmen der Genauigkeit gleich Null. Deswegen wird in Gleichung 34

eine reduzierte Singuldrwertmatrix Syeq definiert.

S1 0 0
0 Sg - 0
Srea=| (34)

0 0 0 S3N—6

In der reduzierten Form der Matrix U werden dementsprechend geméaft Glei-

chungen 35 die letzten sechs Spalten vernachléssigt.

Urea = (17{ @ .- M) (35)
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Die inverse Matrix von Syeq lift sich nach Gleichung 36 berechnen, denn

alle Eigenwerte s; in Syeq sind ungleich Null.

stt0 0
0 syt - 0
Seea=1{ . . (36)
. - - 0
0 0 0 sy

Upreq und Ufed sind inverse Matrizen, denn U,eq besteht aus orthonormalen
Spaltenvektoren. Damit ergibt sich Gleichung 37 fiir die Inverse Hess’sche Matrix

HL.

H_l = (Ured : Sred : U;I-;d)_l
(Uz:ed)_l ) (Ured . Sred)_1
(Uz:ed)_l ) Sr_eld : (Ured)_1

_ -1 T
- Ured : Sred : Ured

In der Praxis ist sowohl in der EDA als auch in der NMA der Schritt mit
dem grofiten Rechenaufwand die Diagonalisierung der Kovarianzmatrix bzw.
Hess’schen Matrix. In der EDA kann der Rechenaufwand dadurch verringert
werden, dafl nur Cy-Atome beriicksichtigt werden. Fiir die NMA wurden ver-
einfachte Modelle vorgeschlagen, die mit Hilfe von vereinfachten Kraftfeldern

einige Moden mit grofer Amplitude voraussagen kénnen [109,110].

2.2.4 Projektion von Proteinbewegung auf kollektive Koordinaten

Einer der ersten Ansitze, MD- und MC- Simulationen auf kollektive Koordina-
ten zu projizieren, wurde bereits 1991 an humanem Lysozym durchgefiihrt [111].
Die Projektion auf den Normalmoden-Raum ist jedoch keine sonderlich anschau-
liche Methode zur Beschreibung von Zustandsiibergéingen [112]. Dennoch kén-
nen Zustandsédnderungen beschrieben werden, indem MD-Trajektorien z.B. auf
die Ebene, die durch zwei kollektive Koordinaten aufgespannt werden, projiziert

werden [81]. Mittlerweile ist die EDA eine allgemein gebréuchliche Methode, um
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wichtige Bewegungen in Biomolekiilen zu beschreiben [109,110,113-119].

Bei EDAs sind Losungsmitteleffekte auf zweierlei Weise von Bedeutung. Zum
einen werden Konformationsiibergénge kleiner Amplitude in Wasser beobachtet,
die in vacuo nicht zu beobachten sind [81,83]. Diese Ubergénge gehen mit Ande-
rungen in der Hydratationsstruktur einher [120], weil eine Feinstruktur der freien
Energieoberfliche im Wasser existiert, die im Vakuum nicht beriicksichtigt wird
[121]. Durch erniedrigte Energiebarrieren fiir grofe konformationelle Uberginge
werden globale Uberginge hiufiger in voll solvatisierten als in nur teilweise sol-
vatisierten Modellen beobachtet [56,122]. Der zweite Losungmitteleffekt besteht
in einer {iberaus starken Dampfung der zeitlichen Korrelation von Moden mit
grofier Amplitude [83,84]. Im Fall einer harmonischen Energieoberfliche kann
dieses Problem elegant in NMAs beriicksichtigt werden, wihrend die Anwen-

dung auf Langevin-Dynamik-Simulationen noch nicht geldst ist [56,123,124].

2.2.5 Energiehyperfliche im Raum der kollektiven Koordinaten

Nach den Pionierarbeiten an Myoglobin [125] und BPTI [126-130] werden mitt-
lerweile fiir die meisten Ansétze zur Untersuchung der Energiehyperfliche kol-
lektive Koordinaten verwendet. Ausgehend von nicht-Gaufiverteilten Projek-
tionen von MD-Trajektorien auf kollektive Koordinaten konnten nicht-lineare
Bewegungen mit grofier Amplitude identifiziert werden [40,114]. Weitere Arbei-
ten zum Verstindnis des anharmonischen Aspektes der Bewegung basieren auf
NMAs [112,131]. In den Arbeiten wurde ein sogenannter “Anharmonizititsfak-
tor” eingefiihrt, der eine klare Trennung zwischen harmonischen und anharmo-
nischen Moden zulafst. Es hat sich herausgestellt, daf nur ca. 7 bis 12 % aller
Moden einem anharmonischen Potential zugeordnet sind [56,86,132,133].

Das Minima-Sprung (JAM = Jumping along minima) Modell beruht auf
einer Aufteilung der Kovarianzmatrix aus Gleichung 24 in zwei Summanden

gemafs Gleichung 38.
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¢ = j;‘”lfk e — (@) - (@), — ()

i (39)
+ kgl fr- (:17, - ($l>k) ' (wj - <$j)k)k

Ny ist die Anzahl der konformationellen Zusténde. k ist der Zustandsindex.
(-..) ist der Mittelwert iiber die Zeitperiode, wihrend der sich das System im
k-ten Zustand befunden hat, und fi ist das Verhaltnis der Lange dieser Periode
relativ zur gesamten Simulationszeit. Die erste Zeile von Gleichung 38 représen-
tiert die atomare Fluktuation hervorgerufen durch einen Wechsel des Zustandes.
Die zweite Zeile von Gleichung 38 beschreibt die atomare Fluktuation innerhalb
der Zustdnde. Die Anwendung des Modells hat gezeigt, daf jeder konforma-
tionelle Subzustand ein nahezu harmonisches Potential aufweist. Mit Hilfe der
Anharmonizitatsfaktoren hat die Analyse der Wahrscheinlichkeitsdichtefunktio-
nen ergeben, daff zwischen drei verschiedenen Typen von Moden unterschieden
werden kann: Multihirarchische Moden, hirarchische Moden und harmonische
Moden. In Tabelle 1 sind die Eigenschaften der Gruppen von Moden zusammen-
gefafst. Die Beschreibung der Proteindynamik ist nicht an den nativen Zustand
gebunden, denn selbst in einem erweiterten Konformationsraum trégt immer
noch eine kleine Anzahl von Moden dominierend zu der gesamten Fluktuation
bei [56]. Die Vermutung liegt also nahe, daff es mdglich sein miifite, mit Hilfe
von Hauptkomponentenanalysen auf Faltungssimulationen die Hypothesen der

Faltungsmechanismen zu untersuchen [56].

2.2.6 ,,Sampling” Methoden

Ein grundsétzliches Problem von MD und MC Rechnungen ist die Begrenzung
der Rechenzeit. Trotz stindig steigender Rechengeschwindigkeit ist die bisher
langste MD-Simulation, die berechnet wurde “nur” eine Mikrosekunde lang [1].
Fiir eine solche Simulation wurde ein halbes Jahr Rechenzeit an verschiedenen
Grofsrechnern benétigt. Weil die Kosten fiir eine solche Rechnung enorm sind,

wird versucht, durch zusdtzliche Annahmen das Abtasten des Konformations-
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Multihirarchische Mode Hirarchische Mode Harmonische Mode
Energieoberfliche
nicht Gauf-verteilt, nahezu Gaufi-verteilt, Gauf-verteilt
Wahrscheinlichkeitdichte mehrere Minima ein Minimum ein Minimum
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raums in den Simulationen zu beschleunigen.

Es konnen zusétzliche Potentialterme aufgenommen werden, die auf rea-
len Messwerten an dem System beruhen, wie etwa zeitgemittelte geometrische
Randbedingungen aus NMR-Experimenten [134-136]. Auch die Durchfiihrung
von mehreren parallelen Simulationen ausgehend von derselben Anfangskonfor-
mation ist effizienter als eine lange Simulation zu berechnen [137]. Es existieren
noch andere Ansitze zum effektiven Sampling wie etwa multikanonische MC-
[138,139] und MD-Simulationen [140,141] oder MD mit variablen Zeitschritten
[142].

Ein effizientes Abtasten des essentiellen Konformationsraums mit Hilfe von
kollektiven Koordinaten ist von besonderem Interesse. Denn die kollektiven Ko-
ordinaten mit der grofiten Amplitude gehen mit keinem bzw. nur mit einem
geringen Anstieg der freien Energie einher [40]. So laft sich eine grofe Varianz
in den Konformeren erzielen, ohne den durch die Energie begrenzten Bereich
der thermischen Fluktuation zu verlassen.

Der von Amadei et al. vorgeschlagene Algorithmus basiert auf einem Zu-
satzpotential, welches das System zwingt, den Abstand in kollektiven Koordina-
ten zur Referenzstruktur zu vergrofiern. Der Gradient an dieses Zusatzpotential
zeigt also im transformierten Koordinatenraum von der Referenzstruktur auf
die aktuelle Struktur der Trajektorie [143].

Spater wurde dieser Algorithmus modifiziert. Nach dem modifizierten Algo-
rithmus wird an Stelle des Zusatzpotentials ein Akzeptanzkriterium eingefiihrt.
Nach Berechnung jedes MD-Schrittes wird die neue Konformation nur dann
unverdndert akzeptiert, wenn sie im kollektiven Koordinatenraum einen gro-
feren Abstand zur Referenzstruktur hat als die vorherige Struktur. Sollte die
Simulation sich wieder in Richtung der Referenzstruktur entwickeln, die neue
Struktur also einen geringeren Abstand zur Referenzstruktur aufweisen als ihr
Vorginger, dann wird die Konformation auf die Hyperkugel mit dem vorherigen
Radius projiziert. Der kollektive Koordinatenvektor wird also so verlangert, daff

er wieder die gleiche Linge aufweist wie in der vorherigen Struktur [144].
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Ein eleganter Ansatz zur Regelung der Diversitit des strukturellen En-
sembles einer Simulation sind die Hauptkomponenten-Zwinge (PCR=Principal
Component Restraint). Nach dieser Methode wird die Simulation eines En-
sembles von gleichzeitigen Trajektorien mit Zwangen kombiniert, die auf das
Ensemble der Strukturen im Ganzen wirken. Dabei kann die Varianz des En-

sembles und/oder die mittlere Position des Ensembles geregelt werden [145].

2.2.7 Absolute Entropien

Eine wichtige Anwendung von kartesischen Kovarianzmatrizen ist die Berech-
nung von Konformationsentropien [89,146,147]. Fiir ein kanonisches Ensemble
legt die thermodynamische Bedeutung der Entropie als Mafs fiir das zugingliche
Volumens im Phasenraum den Ansatz nahe, die Entropie aus Mittelwerten der
Kovarianzmatrix C zu berechnen [148]. Karplus und Kushik haben vorgeschla-
gen, die Entropiedifferenzen zweier Konformationen A und B mittels Gleichung
39 zu berechnen, wobei Cp /g die Kovarianzmatrizen eines Satzes von internen

Variablen sind.

det (CB)

1
As—ikBlnm

(39)

Diese Formulierung ist in der Praxis jedoch nicht sonderlich hilfreich, denn es
muf eine Koordinatentransformation durchgefiihrt werden, wenn interne Koor-
dinaten ausgehend von kartesischen Koordinaten aus Molekulardynamik-Simu-
lationen berechnet werden sollen [148]. Die urspriingliche Kovarianzmatrix in
kartesischen Koordinaten ist singuldr, denn der Rang dieser Matrizen wird durch
die zuvor eliminierten drei mdoglichen Rotationsbewegungen und die drei mogli-
chen Translationsbewegungen um insgesamt 6 Dimensionen verringert. Die De-
terminante von Matrizen mit einem nicht vollem Rang ist Null, wodurch Glei-
chung 39 nicht anwendbar ist [148]. Schlitter hat eine sehr elegante Methode
entwickelt, dieses Problem zu umgehen [148-150]. Die Formel basiert auf einer

quantenmechanischen Behandlung von eindimensionalen Freiheitsgraden z mit
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Zusténden |n) mit n € {0,1,2,...}. Die Energie eines jeden Zustandes wird E,
genannt, die Masse von = sei M und der Mittelwert {z) sei gleich Null. Die
kanonische Zustandssumme Z berechnet sich bei einer Temperatur T mit Hilfe

von Gleichung 40.

7 = Z e_"’lé—% (40)
n

Die Wahrscheinlichkeit p,,, das System im Zustand n anzutreffen, wird durch

Gleichung 41 wiedergegeben.

e *8°T
Pn = 7 (41)
Gleichung 42 beschreibt die gesamte Entropie des Systems.
S=—kp-Y pn-In(pn) (42)
n

Fiir einen gegebenen Erwartungswert der Varianz <x2> =3 .Pn <n |x2|n>
wird die Entropie durch Variation der Wahrscheinlichkeiten p,, maximiert. Die
Varianz (z?) und die Normierungsbedingung der Wahrscheinlichkeiten Y, p, =
1 gehen als Lagrange-Multiplikatoren in die Rechnung ein. Das Ergebnis ist die
Bedingung, daff die Energie eines Zustandes proportional zur Varianz des Zu-
stands sein muf. Das System, fiir das diese Bedingung gilt, ist der einfache
harmonische Oszillator (eho). Die Entropie Sep, eines eindimensionalen einfa-

chen harmonischen Oszillators wird durch Gleichung 43 ausgedriickt.

S < Sepo =482 —kp-In(l-e®) (43
a= k’;—“’T

Wie von Schlitter im Detail hergeleitet wurde [148] ist Sep, eine obere Grenze
fiir die tatséchliche Entropie S des Systems. Die Frequenz w des Oszillators
héngt von der quantenmechanisch definierten Varianz <£U2> ab, die durch das

Gleichverteilungstheorem aus Gleichung 44 mit der aus klassischen Simulationen
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berechenbaren klassischen Varianz in Verbindung steht.

m-w?-(2”), =kp-T (44)

Gleichung 44 gilt nur, wenn h-w < kp-T gilt. Diese Ndherung ist gut erfiillt,
denn die hochfrequenten Bewegungen, fiir die die Bedingung nicht gilt, tragen
nur einen sehr geringen Teil zur gesamten Entropie bei [150].

Fiir die Verallgemeinerung von Gleichung 43 fiir mehrere Freiheitsgrade wird
in Gleichung 45 eine einfacher zu handhabende Niherung eingefiihrt. Die Grofse
S’ ist ein rein heuristischer Term, der lediglich noch ein wenig hoher liegt als
Seho, wodurch S’ natiirlich auch eine obere Grenze der tatsichlichen Entropie

S darstellt.

S < Seno < §' = %kB-ln(H;—i)

2 (45)
= lkg-In (14”63}# 'm'<$2>c)

Die nach den Gleichungen 26 und 27 transformierten Koordinaten ¢ sind
unkorreliert. Sie beschreiben also voneinander unabhingige Oszillatoren und
die gesamte Entropie des Systems setzt sich daher gemafs Gleichung 46 aus der
Summe der einzelnen Entropien der Oszillatoren zusammen. Die Varianz der
einzelnen Oszillatoren <q,2,> ist durch die Eigenwerte \; aus den Gleichungen 28

bzw. 26 gegeben.

S<S= lkg -3 [1+E2e - (g2)]
2 i=1 w "

- %kB-lnCﬁ [1+k%_7;2,\,]>

i=1

(46)

Das Produkt aus Gleichung 46 kann auch als Berechnung der Determinan-
te einer entsprechenden Diagonalmatrix interpretiert werden. A und C lassen
sich gem&f Gleichung 27 {iber eine orthogonale Koordinatentransformation in-
einander iiberfithren. Weil Determinanten invariant mit orthogonalen Koordi-
natentransformationen sind, folgt Gleichung 47 aus Gleichung 46, wenn fiir die

Berechnung von C die Massengewichtung beriicksichtigt wurde [148].
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1 LT . e2
S = §k3 -In [det (1 + kt}ﬁ# . C>] (47)

2.3 Berechnung von Ordnungsparametern

Zur Verifizierung von Molekulardynamik-Simulationen werden im Rahmen die-
ser Arbeit Ordnungsparameter S? aus der Trajektorie bestimmt und mit expe-
rimentellen Werten aus NMR-Relaxationsexperimenten verglichen.

Sowohl die Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen * N— und !H—Kernen
als auch die Anisotropie der chemischen Verschiebung der ® N—Kerne haben
einen dominanten EinfluR auf die !® N —Spinrelaxation von Proteinen in Lo-
sung [34]. Weil die Winkelabhingigkeit dieser Wechselwirkungen mit sphari-
schen Tensoren des Ranges Zwei beschrieben werden kann [151], werden die fiir
die NMR-Relaxation relevanten Korrelationsfunktionen C (t) durch Gleichung
48 beschrieben [34].

C (1) = (P2 (pto * Htott)) = i D (Your (Quope) - Yiur (D)) (48)

> |M|<2

Die Kugelflichenfunktionen werden durch Yajs (©) symbolisiert, = {6, ¢}
ist ein Satz sphéarischer Polarwinkel, der die Orientierung des N — H— bzw.
C, — H— Bindungsvektors beschreibt. P, (z) ist das zweite Legendre-Polynom
und p ist der Einheitsvektor entlang der Bindungsachse.

Die Uberfiihrung von NMR-Relaxationsdaten in mikrodynamische Parame-
ter hingt von der Wahl eines geeigneten Modells ab. Der “modellfreie Ansatz”
nach Lipari und Szabo [152,153] ist weit verbreitet, um eine Analyse durchzu-
fiihren, die unabhingig von Details des Bewegungsprozesses ist. Der modellfreie
Ansatz beschreibt die Korrelationsfunktion der Bewegung eines Bindungsvek-
tors mit Hilfe eines generalisierten Ordnungsparameters S? und einer Korrela-
tionszeit 7. S? gibt den Wert der Korrelationsfunktion zum Zeitpunkt ¢ = oo

wieder, wihrend 7 ein Maf fiir die Geschwindigkeit der Bewegung ist.
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Im Rahmen dieser Arbeit werden S2—Werte aus Trajektorien berechnet.
Dazu wird ein modifizierter modellfreier Ansatz verwandt [154,155]. Um ei-
ne schnelle Abnahme von C (t) zu erlauben, wird die Korrelationsfunktion der

Bindungsreorientierung durch Gleichung 49 eingefiihrt.

Ct)=8%+(C, - 8% e~ (49)

C bezeichnet den ersten Zeitschritt der Datenaufnahme Cy = C (t = t1),
wobei t; < 7 vorausgesetzt wird. Wenn man exakte Werte fiir C (t) aus Glei-
chung 48 verwendet, dann lassen sich S? und 7 mit den Gleichungen 50 und 51

bestimmen [34].

=0 =T Y M Gl =7 3 |1 [Vau Gy at] (50
|M|<2 0

|M|<2

oo
1

T:m-/(C(t)—S2)dt (51)
0
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Molekulardynamik-Simulation an RNase 7}
3.1.1 Simulationsbedingungen

Zur Untersuchung der dynamischen Struktur von RNase T; wurde eine aus-
gedehnte Simulation des Proteins in einer mit 8448 Wassermolekiilen gefiillten
kubischen Box mit einer Kantenlinge von 65.5 A durchgefiihrt.

Zur Minimierung des Rechenaufwands wurde mit dem Ansatz der vereinig-
ten Atome gerechnet [48]. Als Anfangsstruktur diente die Energieminimierte
Struktur des NMR-Strukturensembles [31], die zu den experimentellen Rand-
bedingungen die geringsten Verletzungen aufweist. Fiir die zeitliche Integrati-
on wurde der ,Jeap frog’-Algorithmus [42] verwendet. Als Wassermodell wurde
SPC2 gewahlt [48]. Um die Bindungsldngen konstant zu halten wurden der
LINCS-Algorithmus [49] gew&hlt. Dadurch konnte die Integrationszeit fiir einen
Schritt auf 2 fs festgesetzt werden. Das System wurde an ein Warmebad mit 300
K gekoppelt. Die Simulation wurde mit Hilfe des Programmpaketes GROMACS
durchgefiihrt [48].

Von der gesamten Simulationszeit von 15 ns wurden nur die letzten 13 ns
fiir die Auswertung beriicksichtigt, um sicherzustellen, dafs sich das System im

Gleichewicht befindet.

3.2 Analyse der essentiellen Dynamik

Ein zentrales Problem von MD-Rechnungen ist die Beschrinkung durch die
Rechengeschwindigkeit [136]. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte
Simulation an RNase T bendétigte ein ,personal computer” (PC) der jeweils
neuesten Generation ca. 15 Monate. Dennoch wird mit einer gesamten auswert-
baren Simulationszeit von 13 ns noch lange nicht die Periodenldnge der langsam-
sten Bewegungen erreicht. Sehr langsame Bewegungen kénnen durch zusétzliche

Kréfte in die Richtungen dieser langsamen Bewegungen erfasst werden.
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Als Grundlage zur Erfassung dieser konzertierten Bewegungsrichtungen dient
die durchgefiihrte MD-Simulation. Die Analyse der essentiellen Dynamik wurde
mit 26000 Strukturen in einem Abstand von jeweils 500 fs durchgefiihrt. Die
Strukturen enthielten ausschliefflich die C,-Atome eines jeden Aminosiurere-
stes, was fiir die Beschreibung der essentiellen Dynamik ausreicht [40,156].

Die Strukturen wurden auf ihre Schwerpunkte zentriert und auf ihre mittle-
re Struktur {iberlagert. Die Kovarianzmatrix wurde nach Gleichung 25 ermittelt
und in ihr Eigenwertsystem mit den Gleichungen 26 und 27 iberfiihrt. Die
Eigenvektoren mit den héchsten zugeordneten Eigenwerten beschreiben die Be-
wegungsrichtungen mit den niedrigsten Frequenzen [40, 156].

In Abbildung 3 sind die 40 hochsten der insgesamt 312 Eigenwerte nach ab-
nehmender Grofie geordnet dargestellt. Es existieren offensichtlich nur wenige
Eigenwerte, die deutlich von Null verschieden sind. Eine Einteilung der Dynamik
in einen niederdimensionalen essentiellen und einen hochdimensionalen physi-
kalisch stark beschrinkten Konformationsraum ist also prinzipiell méglich. Der
relative Anteil der Dynamik aus der Simulation, der mit den ersten N Eigen-
vektoren dargestellt werden kann, ist Abbildung 4 zu entnehmen. Die relative
Fluktuation berechnet sich aus der relativen kumulativen Summe der Eigenwer-
te. Bereits mit sieben Eigenvektoren 14ft sich iiber 80% der Fluktuation der

Trajektorie darstellen.

3.2.1 Stabilitdt der Eigenvektoren

Die ermittelten Moden miissen innerhalb der Trajektorie stabil sein, um ver-
ldsslich zu sein. Die Ergebnisse sollten demnach nur gering von der Auswahl
des Teils der Trajektorie abhingen, welchen man als Grundlage der Analyse
verwendet.

Die Trajektorie wurde dazu in zwei Hélften aufgeteilt und die EDA getrennt
durchgefiihrt.

Die Abbildung 5 zeigt ein Intensitétsdiagramm der quadratischen inneren

Produkte zwischen allen Eigenvektoren der beiden Halbtrajektorien. Es tritt
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Abbildung 3: Die 40 hochsten der insgesamt 312 Eigenwerte aus der Analyse
der essentiellen Dynamik nach abnehmender Grofe geordnet.

36



0.9

Relative Fluktuation
= o
~ ")

o
o
T

0.4 I I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Eigenvektor Index

Abbildung 4: Relativer Anteil der Dynamik aus der Simulation, der mit den
ersten N Eigenvektoren erfafit wird.

37



300 10.9
10.8
250 5
<] 10.7 c
£
S g
] o
X 200 0.6 g
x
) =
g 105 @
— 150 g
g 10.4 @
[} @
z »
g o
.OE)’ 100 0.3 3
i %
102 &
50
. 0.1
0

50 100 150 200 250 300
Eigenvektor Index 1. Halfte

Abbildung 5: Intensitétsdiagramm des quadratischen inneren Produkts zwischen
allen Eigenvektoren der beiden Halbtrajektorien

keine signifikante Uberlappung zwischen Eigenvektoren mit hohen Eigenwerten
(kleiner Index) und Eigenvektoren mit niedrigen Eigenwerten (hoher Index) der
jeweils anderen Hilfte der Trajektorie auf. Der grofte Teil der Uberlappungen
liegt in der Ndhe der Diagonalen. Die Eigenvektoren beider Halbtrajektorien
und die relative Grofie ihrer Eigenwerte sind also sehr dhnlich.

Weil die ersten Eigenvektoren den mafsgeblichen Anteil der Dynamik be-
schreiben, bediirfen diese einer genaueren Untersuchung, um festzustellen ob
die Ergebnisse der Dynamik in den beiden Halbtrajektorien konsistent sind.
Die einzelnen Vektorsdtze der Halbtrajektorien lassen sich detailliert mit Hilfe
des mittleren kumulativen quadratischen inneren Produktes (ACSIP=,,Average
Cumulative Square Inner Product”) der Eigenvektoren [85,103] quantitativ ver-
gleichen. Die nach Gleichung 52 berechneten ACSIP-Verlaufe geben den Anteil
eines Vektors oder Vektorsatzes an, der durch einen Satz von anderen Vektoren

beschrieben werden kann [85,157].

D 2
ACSIP (k) = % 3 (2 B ) (52)



. B

v, und v, sind die zu vergleichenden Eigenvektoren aus den zwei Daten-
sitzen A und B. D ist die Dimension des Raumes A. k kann zwischen 1 und
3N variieren, wenn N die Anzahl der in der Berechnung der Eigenvektoren
beriicksichtigten Atome ist.

Ein linearer Verlauf zeigt an, daft keine Korrelation zwischen den aufgespann-
ten Rdumen auftritt. Einen konvexen Verlauf erhilt man, wenn der Vektorsatz
B mit den ersten Vektoren von A korreliert. Uberlappung von B mit Eigenvek-
toren niedriger Eigenwerte in A wird durch einen konkaven Verlauf angezeigt
[85,157]. In Abbildung 6 ist der ACSIP der ersten sieben Eigenvektoren der er-
sten Halbtrajektorie (D = 1) dargestellt durch die ersten 100 Moden der zweiten
Halbtrajektorie aufgetragen. Auf der Geraden wiirden ACSIPs liegen, wenn sie
unkorreliert wiren. Der deutlich konvexe Verlauf bestétigt, daf die Rdume, die

durch die ersten Eigenvektoren der Halbtrajektorien aufgespannt werden, im

wesentlichen identisch sind.

3.2.2 Die Modenanzahl fiir den essentiellen Raum

Der essentielle Raum sollte geniigend Eigenvektoren zur Beschreibung der Dy-
namik beinhalten, um mit den entsprechenden Koordinaten die Trajektorie be-
schreiben zu kénnen [143]. Andererseits sollte die Dimension wegen des stei-
genden Aufwands bei einem eventuellen spiteren Abtasten des Raumes nicht
zu hoch gewidhlt werden. In jedem Fall aber diirfen keine Eigenvektoren, die
innerhalb der Trajektorie unreproduzierbar sind, beriicksichtigt werden. In Ab-
bildung 7 erkennt man die ACSIP-Werte der Rdume, die durch die jeweils ersten
N Eigenvektoren der Halbtrajektorien aufgespannt werden. Die Kurve steigt bis
zu einer Anzahl von etwa sieben bis zehn Eigenvektoren auf einen Wert von 0,61
bis 0.66 an und steigt von da an bis zu Eigenvektor 312 langsam auf Eins.

Mit sieben Eigenvektoren sind iiber 80% der Dynamik darstellbar (Abbil-
dung 4) und die relative Uberlappung der Riume aus den Halbtrajektorien
bei dieser Anzahl von Eigenvektoren steigt im Vergleich zu den ersten Eigen-

vektoren nur noch langsam an. Diese Definition ist eher willkiirlich und wird
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Abbildung 7: Relative Uberlappung der Riume, die durch die jeweils ersten N
Eigenvektoren der Halbtrajektorien aufgespannt werden.
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im folgenden durch eine Betrachtung der Fluktuationen entlang der Moden im
transformierten Raum iiberpriift.

Die relativen Verteilungen der Amplituden in den transformierten Koordi-
naten werden in Abbildung 8 fiir die ersten 21 Moden dargestellt. Werden die
Eigenwerte als die Varianzen eines harmonischen Oszillators interpretiert, dann
ergeben sich die Potentialverldufe, die in Abbildung 8 links gestrichelt dargestellt
sind. Auf der rechten Seite von Abbildung 8 erkennt man die Potentialverldufe,
die der Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion aus der Simulation (durchgezogene
Linie) und dem entsprechenden harmonischen Potential (gestrichelt) entspre-
chen. Nach der in Kapitel 2.2.5 vorgestellten Unterteilung der Moden von Kitao
et al. [86] haben die Moden, die den essentiellen Raum bilden, kein harmonisches
Potential. Ab der siebten bis achten Mode trifft die Annahme von unabhingigen
harmonischen Oszillatoren tatsichlich zu, wodurch bestédtigt wird, daft mit den
ersten sieben Eigenvektoren die essentielle Dynamik des Proteins beschrieben

werden kann.

41



Eigemode 1

0.02

0.01

20

0.02

0.01

0.01

10

|
P o
(5]

0.04

0.02

|
[ o

Wabhrscheinlichkeitsdichte—Verteilung

o
=
B

0.02

-15
0.04

5 0 0.5
Eigemode 6

0.02

-15
0.04

-05 0 0.5
Eigemode 7

Eigemode 1

.0
Eigemode 3

-05 _ 0 05
Eigemode 4

0.02

0
15 -1
- 20
©
1S
2
=~ 10
s
€
7]
I
o
15
15
15
15

Amplitude / nm

42




Wabhrscheinlichkeitsdichte-Verteilung

Eigemode 8 Eigemode 8
0.05 20 Y
v /-
\
\
10 /
/)
0 = 0
-15 - -05 0 0.5 15 -15 - 5 0 0 15
Eigemode 9 Eigemode 9
0.05 20 Y
\ /
/
10
7
0 - - 0 - - -
-15 - -05 . 0 0.5 15 -15 - 15
Eigemode 10
0.05 20
/\ )
0 - - 0 -
-15 -1 -05 _. 0 0.5 15 -15 -1 15
Eigemode 11
0.05 - 20
°
S \ !
2 \ /
X
=10 /
8
<
Q
5
0 0
-15 - -05_ 0 0.5 15 -15 - 5 0 15
Eigemode 12 Eigemode 12
20 T
0.05
/
10 \
0 0
-15 - -05_ 0 0.5 15 -15 - -05_ 0 0.5 15
Eigemode 13 Eigemode 13
20 y
0.05 \ i
/
10
0 0
-15 -1 -0.5 0 0.5 15 -15 -1 -05 . 0 0.5 15
Eigemode 14 Eigemode 14
20
/
0.05
\ 1
10 \ /
\
0 0
-15 -1 -0.5 0 0.5 15 -15 -1 -0.5 0 0.5 15

Amplitude / nm

43



Eigemode 15 Eigemode 15

. . : . . 20 . T . . .
1
0.05 \
10
0 0
-15 -1 -05_ 0 0.5 1 15 -15 -1 -05_ 0 0.5 1 15
Eigemode 16 Eigemode 16
. . . . . 20 . T . . .
0.05 \ !
4
10
A
0 0
-15 -1 -05_ 0 0.5 1 15 -15 -1 -05 0 0.5 15
Eigemode 17 Eigemode 17
20 T T
\ )
0.05 \
10
(=2
S 0 — - . - 0 - : : -
3 -1l5 -1 -05_ 0 0.5 1 15 -15 -1 -05 0 0.5 15
= Eigemode 18 Eigemode 18
? o 20 T T
1] °
5 £
2 0.05 2
_% =~ 10
£ 5
5 5
£ I
£ o - - . - &0 - : -
& -15 -1 -05_ 0 0.5 1 15 -15 -1 -05 0 0.5 1 15
= Eigemode 19 Eigemode 19
g 20
2 13 T
\ 1
0.05 \ U
10
0 . . . " 0 . . . .
-15 -1 -05__ 0 0.5 1 15 -15 -1 -05 0 0.5 1 15
Eigemode 20 Eigemode 20
20 T
|
0.05
10
0 - - - - - 0 - : : -
-15 -1 -05__ 0 0.5 1 15 -15 -1 -05_ 0 0.5 1 15
Eigemode 21 Eigemode 21
20
1
0.05 i
10 y
0 0
-15 -1 -0.5 0 0.5 1 15 -15 -1 -0.5 0 0.5 1 15

Amplitude / nm

Abbildung 8: Relative Verteilungen der Amplituden in den transformierten Ko-
ordinaten fiir die ersten 21 Moden (links durchgezogen). Werden die Eigenwerte
als die Varianzen eines harmonischen Oszillators interpretiert, dann ergeben sich
die Potentialverlaufe, die links gestrichelt dargestellt sind. Auf der rechten Sei-
te erkennt man die Potentialverldufe, die der Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion
aus der Simulation (durchgezogene Linie) und dem entsprechenden harmoni-
schen Potential (gestrichelt) entsprechen.



3.2.3 Vergleich mit der PCA-Analyse im Distanzraum

Ein grundsitzliches Problem der Analyse der essentiellen Dynamik aus einer
Trajektorie in kartesischen Koordinaten ist bedingt durch die Trennung der Be-
wegung des gesamten Molekiils von der internen Bewegung. Dieses Problem wird
im allgemeinen durch Uberlagerung der Strukturen auf eine Referenzstruktur
gelost [36,158,159]. Werden interne Strukturkoordinaten wie Distanzen oder
Diederwinkel zur Beschreibung der Trajektorie verwendet, dann ist die globa-
le Bewegungen des Molekiils unabhingig von der internen Dynamik. Das von
Abseher und Nilges vorgeschlagene Verfahren als Alternative zur EDA besteht
aus einer Hauptkomponentenanalyse im Distanzraum (PCA) [36,86]. Fiir die-
se Analyse miissen die Strukturen des Ensembles nicht iiberlagert werden, da
intramolekulare Distanzen unabhingig von Rotation und Translation des Mole-
kiils sind. Durch Vergleich von PCA-Analyse im Distanzraum und EDA lassen
sich die Ergebnisse der EDA somit verifizieren.

Auch bei der PCA im Distanzraum werden ausschlielich die Absténde der
Cy-Atome zueinander beriicksichtigt. Die Ergebnisse der PCA-Analyse sind Ei-
genwerte mit zugeordneten Distanz-Eigenvektoren der Dimension N-(N — 1) /2,
wobei die Anzahl der in der Analyse beriicksichtigten Atome mit N bezeichnet
wird.

Die bisher benutzte Methode zum Vergleich von EDA und PCA-Eigenvektoren
beruht auf einer Reduktion des Informationsgehaltes der beiden Vektorsétze zu
vergleichbaren Grofien [36]. Im folgenden wird diese Methode an RNase T; an-
gewendet.

Die Elemente der PCA-Vektoren konnen alternativ auch in einer Notation
mit zwei Indizes geschrieben werden, wobei jedef Index eine der beteiligten Ato-
me angibt. Fiir die weitere Analyse werden die Eigenvektoren als symmetrische
Matrix mit dem Rang 2 geschrieben. Wie aus Gleichung 53 hervorgeht, haben
diese Matrizen eine Dimension von N x N und enthalten auf ihrer Diagonalen

ausschliefslich Nullen.
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Zum in der Literatur beschriebenen Vergleich mit den EDA-Moden [36] wer-
—

den die Distanzvektoren v%* nach Gleichung 54 zu N-dimensionalen Vektoren
dzs di : : dis
Vyeq reduziert. v, ; ist das k-te Element im Vektor v;cg.
N
iiea =3 ()’ (54)

Die Eigenvektoren der EDA werden nach Gleichung 55 reduziert. v2P A ist

der 3-dimensionale Vektor aus der EDA-Mode v*P :t, der sich auf das Atom k&
bezieht. Der sich ergebende reduzierte EDA-Vektor, der sich aus den Elementen

EDA EDj

Vi reqd Zusammensetzt, wird im weiteren mit v;,;” bezeichnet.

EDA (Wf)2 (55)

Vkred -

Die Vektoren @ und IW beschreiben laut Literatur [36] die gleichen Ei-
genschaften, ndmlich die Bewegungsamplituden der einzelnen Atome innerhalb
einer Mode. Dennoch sind sie nicht nach Gleichung 52 iiber ACSIP-Werte ver-
gleichbar, da die Vektoren der betrachteten Rdume zueinander orthogonal sein
miifiten. Die Ahnlichkeit zwischen den reduzierten Eigenvektoren im Koordinaten-

und im Distanzraum wird mit Hilfe von Korrelationskoeffizienten nach Glei-

chung 56 quantifiziert [160,161].
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In Abbildung 9 ist die Korrelation zwischen dem reduzierten kartesischen
Raum und dem reduzierten Distanzraum fiir die ersten 10 Eigenvektoren fiir
RNase T; dargestellt. Der Grauton der Quadrate kodiert den Korrelationskoef-
fizienten r des jeweiligen Vektorenpaares. Die Zahlen in den Quadraten geben
die Wahrscheinlichkeiten ¢ nach Student an [160,161], mit der die Korrelation
der beiden Vektoren zufillig ist. Werte kleiner als 10~2 sollen eine signifikante
Korrelation anzeigen. Es sind zu jedem reduzierten EDA-Eigenvektor (y-Achse)
mehrere PCA-Eigenvektoren (x-Achse) zu erkennen, mit denen eine hohe Korre-
lation (helle Schattierung) erreicht wird. Bis auf 5 geringe Korrelationen sind alle
anderen Korrelationen zwischen den jeweils ersten zehn Eigenvektoren nach dem
t-Test signifikant. Es 14t sich demnach nicht jedem EDA-Eigenvektor genau ein
PCA-Eigenvektor zuordnen. Im Gegenteil, nahezu jedes Paar von reduzierten
Eigenvektoren scheint korreliert zu sein, wenn auch in unterschiedlichem Aus-
maf. Die hohen Korrelationen verschiedener Paare ist darin zu begriinden, daf
entgegen der Meinung in [36] die aus den urspriinglichen Ergebnissen der beiden
Analysen unterschiedliche Arten von Informationen entfernt worden sind, um
scheinbar vergleichbare Daten zu erhalten. Aus den Ergebnissen der PCA geht
die Information verloren, zu welchen Atomen die Abstinde eines bestimmten
Atoms variieren. Man berechnet die Summe aller Abstandsvarianzen eines be-
stimmten Atoms. Die EDA-Vektoren dagegen enthalten Abstandsinformationen
nur implizit iber die Richtungen im 3-dimensionalen Raum und die Referenz-
struktur, auf die man sich bezieht.

Aufgrund dieses unbefriedigenden Ergebnisses wurde in dieser Arbeit ein
Verfahren entwickelt, wonach man die EDA- und PCA-Raume auch mit der
ACSIP-Methode vergleichen kann. Dazu werden die kartesischen EDA-Vektoren

in Distanz-, also ,quasi-PCA”-Vektoren iiberfiihrt.
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EDA

Abbildung 9: Korrelation zwischen dem reduzierten kartesischen und dem redu-
zierten Distanzraum. Die Zahlen in den Quadraten geben die Wahrscheinlich-
keiten ¢ nach Student an [160,161], mit der die Korrelation der beiden Vektoren
zufillig ist.
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Die Strukturen, die eine Distanzmode reprisentieren, sind mit Gleichung 57

beschrieben.

di = ¢ - v + (di) (57)

Die Distanz dg; zwischen den Atomen i und j ist eine lineare Funktion der
Amplitude ¢%* der Mode I/Tg . Die Distanz bei einer Amplitude von Null ist
gleich der Distanz in der Referenzstruktur (dy;) - normalerweise die mittlere
Distanz im Strukturensemble. Die Ableitung der Distanz nach der Amplitude

. —
der Distanzmode ist der Wert V,‘f}s im Distanzvektor v4%.

8d 18
6q—j’ = v} (58)

Eine kartesische Mode wird durch einen 3N-dimensionalen Vektor v°*"
reprasentiert, der die relativen Geschwindigkeiten aller Atome in den drei Raum-

richtungen des Koordinatensystems beinhaltet. Die durch eine kartesische Mode

erzeugten Strukturen werden durch Gleichung 59 ausgedriickt.

P = (@) +q o (59)

T besteht aus den kartesischen Koordinaten einer Konformation, bei der nur
eine Mode 1/07% relativ zur Referenzstruktur (;; ausgelenkt wurde. Alle karte-
sischen Koordinaten von 7 hiingen linear von der Amplitude ¢°*"* der Mode
ab. Gleichung 59 kann auch als Satz von 3-dimensionalen Vektorgleichungen fiir

jedes Atom k geschrieben werden.

'ﬁ — qcart . ygar% + (-'Ek (60)

Die kartesischen Koordinaten z} des Atoms k werden mit Gleichung 60 be-
rechnet. Die entsprechenden Indizes der kartesischen Moden werden mit V,ﬁ”%
bezeichnet. Die Referenzposition des Atoms k wird (wk; genannt.

Die Distanz dy; zwischen zwei Atomen k und [ ist die Lénge der Differenz
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ihrer kartesischen Koordinaten.

di = |7k — 7| =

ot - (W _ W) + (Q;TS - (7,;‘ (61)

Die Ableitung von dj; nach der Amplitude der kartesischen Mode ¢°®™ zeigt
Gleichung 62, die sich zu Gleichung 63 vereinfachen 1dft, wenn die Ableitung

an der Referenzstruktur berechnet wird, indem ¢ = 0 gesetzt wird.

o _ (F =) (8- G+ (-7

dgeert @ v e ()] (62)
ey (P @)

dgeart ‘(9675 ~ m‘

Eine kartesische Mode und die entsprechende Distanzmode miissen den sel-
ben Effekt auf den Distanzraum haben. Die Ableitungen der Distanzen nach den
jeweiligen Amplituden der Moden ¢%** und ¢t miissen iibereinstimmen. Wenn
man die Abhéngigkeit der Ableitung von ¢°®"* in Gleichung 62 vernachlissigt,
ergibt sich Gleichung 64.

ddry (g°°) N ddy (q°@" = 0) _ ddy

aqcart ~ 6qcart - 6qdz’s (64)

Die Kombination der Gleichungen 58 und 63 mit Gleichung 64 fiihrt zu
Gleichung 65.

(-7 (@ - @)
Vi = (65)

BEE]

Gleichung 65 wird unter Verwendung von Gleichung 53 als Vorschrift zur

—=
Berechnung der Koordinaten von “pseudo-Distanzvektoren” v%%* benutzt.
Die durch die Transformation der EDA-Vektoren berechneten pseudo-Distanzvektoren

sind fast vollsténdig orthogonal zueinander. Die Verteilung der Winkel zwischen
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Abbildung 10: Verteilung der Winkel zwischen den ersten 100 pseudo-PCA-
Vektoren.

den ersten zehn pseudo-PCA Vektoren ist Abbildung 10 zu entnehmen. Unge-
achtet ihrer Winkel zueinander lassen sich die pseudo-Distanzvektoren durch
ACSIP mit den PCA-Vektoren vergleichen, denn die PCA-Vektoren sind exakt
orthogonal zueinander.

In Abbildung 11 sind die ACSIP-Werte der Darstellung der ersten zehn
pseudo-PCA Vektoren durch die ersten zehn PCA-Vektoren gezeigt. Die sig-
moidalen Verliufe zeigen eine erhebliche Ubereinstimmung zwischen den Vek-
torsétzen an. Bis auf Vektor 9 und 10 kdnnen mit den ersten zehn PCA-Vektoren
iiber 90% der jeweiligen pseudo-Distanzvektoren dargestellt werden. Es existie-
ren also keine Korrelationen zwischen niedrig indizierten EDA-Vektoren und
hoch indizierten PCA-Vektoren. Jeder der ersten acht EDA-Vektoren 14t sich
eindeutig einem oder zwei PCA-Vektoren zuordnen. Das Ergebnis des entspre-

chenden in der Literatur beschriebenen Verfahrens [36] (s. Abbildung 9) l&ft
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Abbildung 11: ACSIP-Werte bei der Darstellung der ersten zehn pseudo-PCA
Vektoren durch die ersten zehn PCA-Vektoren. Die Zahlen neben den Kurven
kennzeichnen die Nummer des EDA- Eigenvektors, der dem jeweiligen Verlauf
zu Grunde liegt.

eine solche Zuordnung nicht zu. Die neu entwickelte Methode der Uberfiihrung
der kartesischen Moden in Distanzmoden ist somit dem Standardverfahren vor-
zuziehen.

Der Uberlappungsanteil der ersten 100 transformierten EDA Vektoren mit
den ersten 100 PCA Vektoren ist in Abbildung 12 dargestellt. Man erkennt, daft
Eigenvektoren mit dhnlichem Index einen hohen Uberlappungsanteil aufweisen
und Eigenvektoren, deren Index sehr unterschiedlich ist, keine Uberlappung auf-
weisen.

Mit Hilfe des entwickelten Verfahrens konnte nachgewiesen werden, dafs EDA
und PCA auf die Distanzen sehr dhnliche Auswirkungen haben. Die Frage, ob die
EDA-Moden zusétzliche artifizielle Bewegungen beschreiben, wird im weiteren

genauer untersucht.
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Abbildung 12: Quadratisches inneres Produkt der ersten 100 transformierten
EDA Vektoren mit den ersten 100 PCA-Vektoren
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3.3 Vorurteilsfreie kartesische Moden

Eine Trennung von interner und globaler Bewegung ist fiir Untersuchungen der
internen Dynamik molekularer Systeme zwingend notwendig [36]. Sowohl die
Analyse von MD-Rechnungen, als auch die Interpretation von NMR-Relaxationsdaten
héngen von dieser Trennung ab [152]. Fehler fithren zu einer voreingenommenen
Beschreibung der internen Dynamik [36,162].

Der iibliche Algorithmus zur Entfernung der globalen Bewegung von einer si-
mulierten Trajektorie in kartesischen Koordinaten wird in zwei Schritten durch-
gefiihrt. Zunéchst werden alle Konformeren des strukturellen Ensembles auf
ihren jeweiligen Schwerpunkt zentriert. Danach werden alle Strukturen so ge-
dreht, dafs die mittlere quadratische Abweichung der Atome (MSD bzw. RMSD)
zur mittleren Struktur minimal wird [37,40,158,159].

Korrelationen zwischen weit voneinander entfernten Atomen sind von be-
sonderem Interesse, weil sie im Gegensatz zu Korrelationen von etwa direkt

aneinander gebundenen Atomen nicht trivial sind [36]. Die Einbeziehung von
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mobilen Atomen fiir das Referenzsystem kann zu Korrelationen zwischen weit
entfernten Atomen auf der Oberfliche des Makromolekiils fiihren [38]. Um sol-
che Artefakte zu reduzieren, kénnen auch lediglich die Atome, die den rigiden
Anteil des Molekiils bilden, als Referenzsystem ausgewahlt werden. Ein Nachteil
dieses Ansatzes ist, daft die Wahl einer Gruppe von Atomen das Verschwinden
von wirklichen Korrelationen bewirken kann, denn alle Korrelationen werden
dann relativ zur Bewegung des als rigide angesehenen Anteils berechnet [39].
Zusatzlich kommt die Einbeziehung aller Atome der Null-Drehmoment Bedin-
gung am nichsten [39]. Unter der Null-Drehmomentsbedingung versteht man,
dafs die Ausrichtung der Haupttragheitsachsen des Systems unabhéngig von den
Amplituden der Moden ist.

Die Benutzung interner Variablen, auf die die globale Bewegung keinen Ein-
fluft hat, ist ein moglicher Ansatz, um das Trennungsproblem zu vermeiden.
Van Aalten et al. haben EDA im &/¥-Diederwinkelraum diskutiert, was im
wesentlichen zwei Probleme aufwarf. Die Visualisierung von zuriickgerechneten
Strukturen, die durch die Eigenvektoren beschrieben werden, zeigt physikalisch
unsinnige Strukturen, und die essentiellen Eigenvektoren im &/¥-Raum miis-
sen nicht unbedingt zu grofen Fluktuationen in der 3-dimensionalen Struktur
fithren [157]. Abseher und Nilges haben intramolekulare Distanzen als alterna-
tive Koordinaten benutzt [36]. Kovarianzen im Distanzraum haben aber eine
andere Bedeutung als Kovarianzen, die aus rdumlichen Eigenschaften einzelner
Atome berechnet wurden. Die Distanzkovarianzen beschreiben die Korrelation
der Bewegung von drei oder vier Atomen. Dementsprechend ist die Korrelation
von exakt zwei Atomen nur implizit enthalten und muf in einem nachfolgenden
Schritt berechnet werden. Aufserdem ist es wiinschenswert und manchmal zwin-
gend notwendig, kartesische Moden zu benutzen, wie z.B. zur Identifizierung des
essentiellen Konformationsraums [143-145].

Im Rahmen dieser Arbeit wird eine Methode entwickelt, die es erméglicht
kartesische Moden zu berechnen, die frei von der Voreingenommenheit einer

Uberlagerung und frei von der Wahl einer Untermenge von Atomen als Referenz-
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system sind. Mit diesen Moden konnen korrigierte Kovarianzmatrizen berechnet

werden.

3.3.1 Annahmen und Berechnungsprozeduren

Zunichst werden, wie schon beschrieben, Moden aus einer EDA gewonnen. Glo-
bale und lokale Bewegung werden dabei durch Uberlagerung zur mittleren Struk-
tur unter Beriicksichtigung aller Atome als Referenz getrennt. Der Schliissel zu
dem vorgeschlagenen Algorithmus liegt in der Idee, daft die verbliebene Rota-
tion und Translation in den Moden durch die Addition von kompensierenden
Moden, die reine Rotation/Translation beschreiben, eliminiert werden kann. Die
Gesamtmenge an Bewegung (TAM=Total Amount of Motion) nimmt nur dann
ab, wenn Rotation oder Translation durch die addierten Vektoren kompensiert
wird.

Der Algorithmus zur Entfernung der Rotation und Translation basiert auf
drei Annahmen:

1. Die Menge an Rotation in einer EDA-Mode ist gering relativ
zur gesamten durch die Mode beschriebenen Fluktuation.

Hierbei wird die iibliche Annahme gelockert, daff EDA-Moden reine interne
Bewegung beschreiben. Die EDA-Moden basieren auf einem minimierten RMSD
in kartesischen Koordinaten. Diese Moden beinhalten aber immer noch Reste an
Rotation und Translation, wie in dieser Arbeit gezeigt wird. Fiir kleine Anderun-
gen kann die restliche Rotation in einer EDA-Mode durch einen linearen Vektor
ausgedriickt werden, weil die Winkelabhéingigkeit der Drehung vernachléssigt
werden kann. Die Rotation um eine Achse kann durch die relativen Geschwin-
digkeiten beschrieben werden, die auftreten, wenn die Referenzstruktur um diese
Achse gedreht wird. Die Menge an Rotation kann durch Skalierung der relativen
Geschwindigkeiten reguliert werden.

2. Die gesamte Menge an Bewegung (TAM = Total Amount of
Motion), die durch eine Mode représentiert wird, kann durch die

Summe der massengewichteten Verschiebungen aller Atome in der
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Mode beschrieben werden.

Der TAM-Wert ist ein quantitatives Maf fiir die Summe von interner und
globaler Bewegung in einer Mode. Die Addition von purer Translation/Rotation
hat keinen Einfluft auf die interne Bewegung. Die globale Bewegung des Biomo-
lekiils als Ganzes muf also genau dann abnehmen, wenn der TAM sinkt. Es wird
angenommen, daf eine Mode ohne globale Bewegung dieselben Konformationen
erzeugt, wie eine Mode mit globaler Bewegung. Im letzten Fall enthilt die Mode
nur zusatzliche Rotation und Translation, die zu einem Anstieg der Verschie-
bungen der Atome fiihrt. Daher wird die globale Bewegung kompensiert, wenn
der TAM minimal ist. Zu diesem Zweck wird der TAM als Zielfunktion benutzt.

3. Wenn globale Bewegung identifiziert werden kann, dann kann
diese nicht ein Teil der internen Bewegung sein.

Die interne Bewegung wird also durch Eliminierung einer maximalen Menge
an globaler Bewegung erhalten.

Ausgehend von einer Mode, die mittels EDA berechnet wurde, wird der
TAM durch Addition dreier Rotationsvektoren (ein Vektor pro Rotation um
eine Hauptachse) und dreier Translationsvektoren (ein Vektor pro Translation
in Richtung einer Hauptachse) minimiert. Die sich ergebenden Moden werden in
einem nachfolgenden Schritt orthonormiert und korrigierte Kovarianzmatrizen
werden mit angepassten Eigenwerten zuriickgerechnet.

Mit der Absicht, den Ansatz ausgehend von unterschiedlichen Datensétzen
zu verifizieren, wurde eine Methode entwickelt, PCA-Moden im Distanzraum
in den kartesischen Raum zu iiberfiihren, ohne dabei einen expliziten Uberla-
gerungsalgorithmus zu verwenden. Der Vergleich der Ergebnisse ausgehend von
EDA und PCA im Distanzraum kann dann zur Uberpriifung verwendet werden,
ob vorurteilsfreie kartesische Moden wirklich existieren.

Die beiden Datensétze, einer ausgehend von einer PCA im Distanzraum und
einer ausgehend von einer EDA im kartesischen Raum, sollten in den selben
Moden resultieren, wenn die Voreingenommenheit beziiglich der Wahl des Re-

ferenzsystems durch den vorgeschlagenen Algorithmus eliminiert werden kann.

56



3.3.2 Transformation von Distanzmoden in kartesische Moden

Die Transformation von Distanzmoden in kartesische Moden ist die umgekehrte
Richtung des in Kapitel 3.2.3 beschriebenen Verfahrens. Jetzt wird also eine
Distanzmode ﬁ gesucht, die die Gleichung 65 erfiillt.

Allerdings beinhalten die Distanzvektoren redundante Informationen, weil
bei gegebener Referenzstruktur jede beliebige Komponente eines Eigenvektors
auch aus den anderen Komponenten des Vektors berechnet werden kann. Aufser-
dem sind die Komponenten in dem Distanzvektor nicht selbstkonsistent, wenn
eine konkrete kartesische Referenzstruktur angenommen wird, weil die Geome-
trie im 3-dimensionalen Raum nur spezielle Zusammensetzungen von Distanzen
zuldfit. Es ist also nur in sehr speziellen Fillen moglich, eine Distanzmode zu
finden, die Gleichung 65 exakt erfiillt. Daher wird in Gleichung 66 eine Ziel-
funktion definiert, die minimal wird, wenn der kartesische Vektor der Erfiillung
von Gleichung 65 am néchsten kommt. Die Funktion wird durch die mittleren
Massen ™ der beteiligten Atome k und ! gewichtet. Die Minimierungen
wurden mit Hilfe des Levenberg-Marquart Algorithmus [163] durchgefiihrt, der
auf den Gradienten der Zielfunktion (Gleichung 67) zuriickgreift. V,,lcm steht
fiir den Vektor der partiellen Ableitungen zu den kartesischen Koordinaten des
Atoms [. Alle Komponenten der anfénglichen kartesischen Moden wurden auf

Null gesetzt.

Tdist2cart (Vcar ) =

Sy e () - (G ) — e [ — Gd])”
(66)

V,,ca" (Tpca2ca7"t) = Zi,vzl (mk + ml) :

(@~ 28) ([ ] - (- i7%) (@ - )

Die den Distanzmoden entsprechenden kartesische Moden kénnen somit mit-

(67)
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tels der Gleichungen 66 und 67 berechnet werden, wenn eine Referenzstruktur

angenommen wird.

3.3.3 Verhiltnis zwischen den Amplituden in Distanzraum und den

Amplituden in kartesischen Raum

Die kartesischen Vektoren, die durch Transformation vom Distanzraum in den

kartesischen Raum erzeugt wurden, werden im weiteren l/c‘”E genannt. Die ent-
sprechenden normierten kartesischen Vektoren werden v ; genannt.
cm"f
ﬂ 14
Vcart, — — (68)
14

Die kartesischen Moden und ihre jeweilige Ableitung konnen in Anlehnung

an die Gleichungen 59 und 63 beschrieben werden.
ﬂ — qcart,n A V;art,% + m (69)

0dyy (qcart,n = 0) — (W B W) ] (<ﬂ> B (Tf)) (70)

dgeart:n [(@%) — (1)

Einsetzen von Gleichung 68 fiihrt zu Gleichung 71.

Odu (geortm =0y (™ = v - (@) - (@)

aqcart,n = — (71)

@t — ()|

Vcart

Mit den Gleichungen 63 und 64 erhilt man Gleichung 72, die das quantita-
tive Verhéltnis zwischen den transformierten Variablen im Distanzraum und im

kartesischen Raum beschreibt.

Ody (¢°*0™ =0)
aqca’rt,n -

—1 Odw
6qdis

car

(72)
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3.3.4 Eliminierung des Rotationsanteils und des Translationsanteils

von Bewegungsmoden

Wie schon erwdhnt wird globale und interne Bewegung eines Molekiils bisher
getrennt, indem die Konformeren einer Trajektorie entsprechend einem minima-
len RMSD-Wert relativ zur mittleren Struktur {iberlagert werden. Variationen
der Koordinaten werden danach als interne Bewegung interpretiert. Diese kar-

I/Ej

tesischen Moden, die im weiteren EDA-Moden oder v#P4 genannt werden, ent-

halten immer noch Translations- und Rotationsanteile, wie im Rahmen dieser
—
Arbeit gezeigt wird. Die Subtraktion von Rotation I/T_dt und Translation »"*"

miifite dann ,yorurteilsfreie” (,biasfree”) interne Bewegung uﬁ beschreiben.

Vin% _ Vtrang _ Vro%

bf _
Vo= Vz—n% _ Vtrans _ Vr_o% (73)
Der Rotationsvektor v"°* kann mit Gleichung 74 berechnet werden.
it =3 (d,- x ﬁ) (74)

i=1

Die Vektoren EZ bezeichnen die normierten Hauptachsen des Systems. Der
Ausdruck E,) x T, ist ein Vektor, der das Atom k der Referenzstruktur um die
Hauptachse E,) dreht. Die skalaren Parameter /; legen die Menge an Rotation
fest. Ein Translationsvektor W kann mit Gleichung 75 berechnet werden. Die
skalaren Parameter ¢; legen die Menge an Translation beziiglich der Richtungen

der Hauptachsen fest.

3

-

VZTans — Zti . EZ (75)
i=1

Durch Anwendung von Annahme 2 (Seite 56) kann die Rotations- und Trans-
lationsbewegung durch Minimierung der Zielfunktion in Gleichung 76 in 7 und

? eliminiert werden.
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Die Minimierung von T in [' und 7 fiihrt mit den Gleichungen 74, 75 und

73 zu den vorurteilsfreien Moden.

3.3.5 Berechnung einer neuen Kovarianzmatrix der positionellen Ab-

weichungen

Die Korrelation zwischen atomaren Bewegungen kann durch die Kovarianzma-
trix C der positionellen Abweichungen ausgedriickt werden [40] und berechnet
sich nach Gleichung 25 (Seite 21). Die symmetrische Matrix C kann durch die
orthogonale Koordinatentransformation T zu einer diagonalen Matrix A mit
Eigenwerten \; diagonalisiert werden (Gleichung 26). Die Koordinatentrans-
formation T besteht aus orthonormalen Spaltenvektoren. Die vorurteilsfreien
Moden sind noch nicht orthogonal zueinander. Sie miissen also noch orthogona-
lisiert werden, bevor eine korrigierte Kovarianzmatrix analog zu Gleichung 25
berechnet wird.

Die Mode mit dem grofiten Eigenwert m bleibt wihrend der Ortho-
gonalisierung unveréndert. Von allen anderen Moden werden ihre Projektionen

auf die Eigenvektoren mit hGheren entsprechenden Eigenwerten subtrahiert.
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JOF ()\z)_Z;—:ll (Vortho ()\kj NHf ()\zj) yortho ()\kj
—_— s - 5 5 = wennt > 2
portho ()\z) — JOF ()‘i)—Z;;I (Vortho ()\k) AF ()\1)) yortho ()\k)
——
v () wenn i =1
(77)

Die Transformation T°rthe getzt sich aus den orthonormierten vorurteils-

—_—
freien Vektoren v°7th° ();) zusammen.

\

or o > {
ortho _ ( yortho (1) yOTtho (Xg) e yortho (Asw) ) (78)

Die Kovarianzmatrix CPf kann mit Gleichung 79 berechnet werden. Die
Herleitung zur Ermittlung der Diagonalelemente von A°"*"° den angepassten

Eigenwerten A\¢"t"° ist detailliert im Anhang ab Seite 114 beschrieben.

be — Tortho A Aortho A (Tortho)T (79)
)\(llrtho 0 .. 0
0 Aortho .. 0
Aortho — . 2 ‘ ‘ (80)
- - 0
0 0 0 Aghe

3.3.6 Anwendung auf zwei Modellsysteme

Zwei Modellsysteme werden konstruiert, um den entwickelten Algorithmus zu
testen. Modell 1 zeigt nur eine korrelierte Bewegung, um zu testen, ob in vor-
urteilsfreien Moden immer noch artifizielle Kovarianzen auftreten. Eine zweite
Bewegung, die zur ersten korreliert ist, aber eine wesentlich kleinere Amplitude
aufweist, wird in Modell 2 eingefiihrt, um zu {iberpriifen, ob Korrelationen auch
noch detektierbar sind, wenn sie zwischen weit entfernten Atomen auftreten.
Beide Modelle bestehen aus Pseudomolekiilen, die die Form eines Wiirfels

haben. Eine Kante des Wiirfels wird durch einen Halbkreis (Schlaufe A) ersetzt,
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Abbildung 13: Modell 1: Jeweils 1000 Strukturen des Modellsystems sind auf
unterschiedliche Weise iiberlagert worden. Auf der linken Seite ist nur der rigide
Teil der pseudo-Molekiile ohne Schlaufe A als Referenzsystem fiir die Uberlage-
rung benutzt worden. Durch die scharfe Kontur im {iberlagerten Ensemble wird
angezeigt, dafs bei der Wahl dieses Referenzsystems die Ausrichtung der Ku-
ben im Raum in allen Konformeren identisch ist. Die rechte Seite zeigt dasselbe
strukturelle Ensemble, nachdem die Strukturen mit allen Atomen als Referenz
iiberlagert worden sind. Die Struktur des Ensembles erscheint hier verzerrt,
weil die Ausrichtung der Kuben in den einzelnen Strukturen unterschiedlich ist.
Durch die Wahl eines ungeeigneten Referenzsystems wurde also durch unter-
schiedliche Ausrichtung der einzelnen Strukturen scheinbare Bewegung einfiihrt.

der um die vorherige Kante des Wiirfels rotiert. Zusétzlich fluktuieren alle ,,Ato-
me” stochastisch um ihre definierten Positionen. Die insgesamt 1000 Strukturen
dieses Systems (Modell 1) sind Abbildung 13 zu entnehmen. Auf der linken Seite
von Abbildung 13 ist nur der rigide Teil der Molekiile ohne die Schlaufe als Re-
ferenzsystem fiir die Uberlagerung benutzt worden. Die einzigen Atome, die an
der konzertierten Bewegung beteiligt sind, sind in der Schlaufe lokalisiert. Die
rechte Seite von Abbildung 13 zeigt dasselbe strukturelle Ensemble, nachdem
die Strukturen mit allen Atomen als Referenzsystem {iberlagert worden sind.
Durch den Uberlagerungsalgorithmus ist offensichtlich artifizielle Bewegung in
den starren Teil des Systems eingefiihrt worden. Unter Definition aller Atome
als Referenzsystem fiir die Uberlagerung wurde die Kovarianzmatrix mit Glei-
chung 25 berechnet. Die Betrige der Werte in der resultierenden Matrix sind
Abbildung 14 zu entnehmen. Die kartesischen Koordinaten der Strukturen sind
nach den Atomen geordnet. Die ersten 52 Atome formen den rigiden Koérper

des Wiirfels. Die entsprechenden Nummern der Koordinaten sind 1 bis 156.
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Abbildung 14: Modell 1: Betrige der Kovarianzmatrix bei Definition aller Atome
als Referenzsystem fiir die Uberlagerung der einzelnen Strukturen der Trajek-
torie

Die Koordinaten der Atome 53 bis 62 bilden Schlaufe A und entsprechen den
Koordinaten 157 bis 186. Offensichtlich sind durch die Uberlagerung artifiziel-
le Kovarianzen eingefilhrt worden. Die Artefakte treten sowohl zwischen dem
rigiden Teil und der Schlaufe auf als auch zwischen Atomen die sich beide im
rigiden Teil des Pseudomolekiils befinden.

Fiir das gleiche System wurde eine PCA-Analyse im Distanzraum durch-
gefithrt, um die Kovarianzen der Bewegung ohne Uberlagerungsalgorithmus zu
berechnen. Alle Distanzeigenvektoren wurden in kartesische Moden durch Mini-
mierung der Zielfunktion in Gleichung 66 unter Zuhilfenahme der analytischen
Gradienten aus Gleichung 67 {iberfiihrt. Die sich ergebende Kovarianzmatrix
zeigt die gleichen Artefakte wie die Matrix in Abbildung 14 (nicht abgebildet).
Eine PCA-Analyse im Distanzraum mit anschlieffender Transformation in karte-
sische Moden fiihrt also eine dhnliche Voreingenommenbheit beziiglich der Unter-
scheidung zwischen interner und globaler Bewegung ein, wie eine Uberlagerung

aller Atome. Die Voreingenommenheit wird vermutlich wihrend der Transforma-
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tion eingefiihrt, indem der Nullvektor als anfingliche kartesische Mode gewahlt
wurde. Der Nullvektor erfiillt sowohl die Null-Translationsbedingung - d.h. die
Lage des Schwerpunktes ist unabhingig von der Amplitude des Nullvektors -
als auch die Null-Drehmomentsbedingung (Definition: s. S. 54). Diese beiden
Eigenschaften kommen der minimalen RMSD-Bedingung sehr nahe. Dement-
sprechend sind auch die erzeugten kartesischen Moden nahe bei diesen Bedin-
gungen. Dennoch ist keine explizite Uberlagerungsmethode angewandt worden.
Offensichtlich fiihrt eine PCA von internen Distanzen mit sich anschliefsender
Transformation in den kartesischen Raum nicht direkt zu unvoreingenommenen
kartesischen Moden. Im weiteren wird nicht zwischen kartesischen Moden un-
terschieden, die ausgehend von kartesischen Koordinaten oder ausgehend von
Distanzkoordinaten erzeugt wurden, weil die Ergebnisse vom vorgeschlagenen
Algorithmus fiir die Modellsysteme gleich sind.

Die kartesische Mode mit der hichsten entsprechenden Amplitude ist Ab-
bildung 15(a) zu entnehmen. Der Rotations- und Translations-Anteil der Bewe-
gung wurde in (b) eliminiert. Die artifizielle Bewegung konnte vollstdndig mit
Hilfe des Algorithmus’ eliminiert werden. Das Ergebnis ist unabhangig von der
rdumlichen Orientierung der Referenzstruktur. Man erhélt identische Vektoren,
wenn die 3-dimensionalen Vektoren in (b) auf dieselbe Weise gedreht werden,
wie zuvor die Referenzstruktur gedreht wurde. Das Ergebnis ist ebenfalls na-
hezu unabhingig von der Wahl der Referenzstruktur fiir die Transformation in
den kartesischen Raum. Die Berechnung wurde fiir alle Strukturen des Ensem-
bles als Referenz durchgefiihrt und der geringste Uberlappungsanteil von zwei
beobachteten Vektoren betrug 0.98. Abbildung 16 zeigt exemplarisch die Unter-
“EDA

schiede zwischen einigen anderen Moden v (links) und den entsprechenden
orthogonalisierten vorurteilsfreien Vektoren W (rechts). Nur die ersten bei-
den Eigenvektoren werden durch den Algorithmus mafigeblich beeinflufst. Dieses
Ergebnis ist im Einklang mit der Tatsache, daf die interne Bewegung des Mo-

dells 1 in Abbildung 13 mit exakt zwei kartesischen Moden dargestellt werden
kann.
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Abbildung 15: Modelll: Die kartesische Mode mit der héchsten entsprechenden

Amplitude der EDA ist in (a) abgebildet. Der Rotations- und Translations-
Anteil wurde in (b) eliminiert.
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Abbildung 16: Modell 1: Komponenten der Moden 2, 3, 4 und 100. Die linke
Spalte zeigt die internen Moden wie in Abbildung 15 (a) fiir den ersten Eigen-
vektor. Die rechte Spalte zeigt die entsprechenden vorurteilsfreien kartesischen
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Abbildung 17: Modell 1: Absolute Werte der Kovarianzmatrix, die aus den or-
thogonalisierten vorurteilsfreien Moden mit Gleichung 79 berechnet wurde.

Die Eigenwerte der orthogonalisierten vorurteilsfreien Vektoren im kartesi-
schen Raum wurden mit Hilfe der Gleichungen 105 und 109 (s. Anhang 5.1)
berechnet. Die Kovarianzmatrix, die den orthogonalisierten Moden entspricht,
ergibt sich mit Gleichung 79. Abbildung 17 zeigt ein Intensititsdiagramm der
Betrage dieser Kovarianzmatrix. Nahezu alle artifiziellen Kovarianzen, die in
Abbildung 14 auftreten, wurden eliminiert. Lediglich die Korrelationen inner-
halb der Schlaufe bleibt erhalten. Offensichtlich liefert der entwickelte Algorith-
mus kartesische Moden, die frei von artifiziellen Korrelationen sind. Ein zwei-
tes Modell (Modell 2) wurde entwickelt, um zu {iberpriifen, ob Korrelationen
zwischen Bewegungen von weit entfernten Atomen mit vorurteilsfreien Moden
immer noch detektierbar bleiben. Dazu wurde eine konzertierte Bewegung ge-
ringer Amplitude in Schlaufe B (Atom 33 bis 36, Koordinaten Index 97-108)
auf der gegeniiberliegenden Seite von Schlaufe A eingefiihrt. Abbildung 18 zeigt
die Strukturen von der Seite des Wiirfels aus gesehen. Abbildung 19 zeigt die
absoluten Kovarianzen unter Beriicksichtigung aller Atome als Referenzsystem

(a) und die absoluten Kovarianzen aufgrund der vorurteilsfreien Vektoren (b).
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Schlaufe A

Schlaufe

j}bbildung 18: Modell 2: Dargestellt sind die 1000 Strukturen des Modells nach
Uberlagerung des rigiden Teils der Kuben. Es treten zwei zueinander korrelierte
Bewegungen unterschiedlicher Amplitude in den Schlaufen A und B auf.

Die vorurteilsfreie Matrix in (b) zeigt sowohl die Kovarianzen in Schlaufe A und
Schlaufe B, als auch die Kovarianzen zwischen den beiden Regionen. Folglich eli-
miniert die Methode der vorurteilsfreien Moden keine Korrelationen iiber lange
Distanzen, sondern verbessert die Detektierbarkeit von kleinen Kovarianzen im

Vergleich zu einer EDA.

3.3.7 Anwendung auf ein reales Molekiil: RNase T}

Das beschriebene Verfahren wurde auf die MD-Simulation der RNase 7} ange-
wendet. Fiir die Analyse der Moden wurden ausschlieflich die 104 C,-Atome
beriicksichtigt. Abbildung 20(a) zeigt die mittleren absoluten Kovarianzen der
kartesischen Koordinaten aller C,-Atome wie sie sich mit Hilfe von Gleichung
25 nach Uberlagerung auf die mittlere Struktur ergeben. Diese Kovarianzmatrix
wurde diagonalisiert und die so berechneten Eigenvektoren wurden in orthonor-
mierte vorurteilsfreie Vektoren iiberfiihrt. Die entsprechende Kovarianzmatrix
ist in Abbildung 20(b) dargestellt. Abbildungen 20(c) und (d) zeigen vorurteils-
freie Kovarianzen ausgehend von der PCA-Analyse im Distanzraum, wobei die

Struktur mit dem geringsten (c) und mit dem hochsten (d) RMSD zur mitt-
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Abbildung 19: Modell 2: Absolute Kovarianzen, die sich auf der Uberlagerung
aller Atome (a) und den vorurteilsfreien Moden (b) griinden.
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leren Konformation als Referenzstruktur verwendet wurde. Nur die ersten 100
Distanzvektoren wurden fiir Abbildungen (c) und (d) beriicksichtigt, da der Re-
chenaufwand zur Berechnung der Eigenvektoren sehr grof ist (etwa 14 Stunden
auf einem Athlon 650 MHz pro Eigenvektor). Die Abbildungen 20(b), (c) und (d)
sind fast identisch. Sie zeigen schirfere Konturen als die anfingliche Matrix in
(a). Einige Signale verschwinden vollstdndig. Der Einfluff der Referenzstruktur
ist beeindruckend klein. Die entwickelte Methode fiihrt zu sehr dhnlichen an-
gepassten Kovarianzen, unabhingig vom anfinglichen Datensatz. In Abbildung
21 werden die EDA-Moden mit ihren entsprechenden vorurteilsfreien Moden
verglichen. Wie schon fiir die Modellsysteme beobachtet, nimmt die Amplitude
der ohnehin hohen Komponenten zu und die Amplituden der kleinen “rausch-
dhnlichen” Signale nehmen ab, wenn die EDA-Moden in vorurteilsfreie Moden
iiberfiihrt werden.

Die Kreuzkorrelation ¢ (k,l) zwischen zwei Atomen k und ! kann mit Hilfe

von Gleichung 81 beschrieben werden [37].
(- d) - (7 - @)
J(@-w))-(@-@))

Abbildung 22 zeigt die atomaren Kreuzkorrelationen und mittleren Kreuz-

c(k,l) =

(81)

korrelationen als Funktion der interatomaren Absténde.

Wie Ichiye und Karplus bereits fiir BPTT beobachtet haben [37], steigt auch
fiir RNase T die Kreuzkorrelationen aus der EDA fiir grofle Distanzen in (a)
und (c) an. Dieser Effekt wird fiir vorurteilsfreie Korrelationen nicht beobachtet.
Hier fallt die mittlere Korrelation monoton, was im Widerspruch zu der Inter-
pretation von Ichiye und Karplus steht [37]. Die negative Korrelation wird durch
Anderungen im Gyrationsradius des Proteins hervorgerufen. Wenn sich der Ra-
dius des Proteins dndert, scheinen sich die Atome auf unterschiedlichen Seiten
der Proteinoberfliche in entgegengesetzter Richtung zu bewegen. Ein korrelier-

tes “Atmen” aller Atome wird jedoch nicht unterschieden von einer “Atmung”,
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Abbildung 20: Mittlere absolute Kovarianzen der kartesischen Koordinaten aller
C,-Atome berechnet aus der 13 ns MD-Simulation an RNase T} . Die anféngliche
Kovarianzmatrix ist in (a) abgebildet, und die zuriickgerechneten vorurteilsfrei-
en Kovarianzen aus der EDA sind (b) zu entnehmen. Die Diagramme (c) und (d)
zeigen die vorurteilsfreien Kovarianzen, die man unter Verwendung der PCA-
Analyse im Distanzraum erhilt. Fiir (¢) wurde die Struktur mit dem geringsten
und fiir (d) die Struktur mit dem hochsten RMSD zur mittleren Konformation
als Referenzstruktur fiir die Transformation in den kartesischen Raum benutzt.
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Vergleich der EDA-Vektoren (rot) und der vorurteils-
freien Vektoren (schwarz). Der grofite Effekt der Manipulation ist fiir die ersten
Eigenvektoren mit den dazugehorigen grofiten Eigenwerten zu erkennen.
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Abbildung 22: Kreuzkorrelation und mittlere Kreuzkorrelation von RNase T; als
Funktion der interatomaren Distanz. Die Korrelationen unter Beriicksichtigung
aller Atome fiir die Uberlagerung sind in (a) und (c) dargestellt. (b) und (d)
zeigt die vorurteilsfreien Korrelationen.
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die nur in einer Halfte des Proteins stattfindet. Negative Korrelationen zwi-
schen weit entfernten Atomen wiirden in beiden Féllen berechnet werden. Der
Anstieg der EDA-Kreuzkorrelationen in (a) und (c) ist ein Artefakt des Trans-
lationsteils des Uberlagerungsalgorithmus’. Die Null-Translationsbedingung fiir
den Schwerpunkt fithrt zu artifiziellen, gleichzeitigen Verschiebungen von Ato-
men, die die positiven Korrelationen fiir Atome auf unterschiedlichen Seiten des
Molekiils bewirken.

Die PCA-Analyse im Distanzraum fiir dieselbe Simulation wurde durchge-
fiihrt, um zu iiberpriifen, ob die vorurteilsfreien Vektoren unabhéngig von der
Referenzstruktur reproduzierbar sind. Die Ergebnisse der korrigierten Kovari-
anzmatrix sind bereits anhand Abbildung 20 diskutiert worden. Die Verwendung
der Struktur mit dem hochsten und der Struktur mit dem niedrigsten RMSD
zur mittleren Struktur fiihrte zu nahezu identischen Ergebnissen. In Abbildung
23 werden die vorurteilsfreien Vektoren ausgehend von den Distanzvektoren mit
denen ausgehend von der EDA verglichen. Die beiden Datensitze zeigen eine
hohe Korrelation. Das bedeutet, dafs die vorurteilsfreien Moden unabhingig von
der Art der Koordinaten, die fiir die Matrixdiagonalisierung verwendet werden,

reproduzierbar sind.

3.4 Diederwinkelanalyse

Eine alternative Moglichkeit zur Beschreibung der internen Dynamik ist die
Verwendung von Diederwinkeln (lokale interne Koordinaten). Durch die Ver-
wendung dieser generalisierten Variablen reduziert sich verglichen mit dem kar-
tesischen Raum die Anzahl der fiir die Beschreibung einer Konformation notwen-
digen Variablen. Die Riickgratkonformation eines Aminosaurerestes wird durch
die beiden Winkel ¢ und 9 beschrieben, wihrend 12 kartesische Koordinaten fiir
dieselbe Information beno6tigt werden. Diederwinkel sind aber lokale Struktur-
information, die nicht zwingend mit den globalen Konformationsumwandlungen
korrelieren miissen. Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, ist es in vielen Fillen

dennoch moglich, das Verhalten einzelner Diederwinkel auf ein harmonisches

74



100

90 10.9

80 10.8

70 10.7

60 10.6

50 10.5

10.4

40

30

PINPoId Salauul sayasielpend

20

10

Vorurteilsfreie Moden aus kartesiischen Vektoren

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Vorurteilsfreie Moden aus Distanz—Vektoren

Abbildung 23: RNase T7: Quadratisches inneres Produkt der vorurteilsfreien
Vektoren aus Distanzmoden unter Verwendung der mittleren Struktur als Re-
ferenzstruktur und den vorurteilsfreien Vektoren, die aus einer EDA berechnet
wurden.

Potential zuriickzufiihren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Verteilungen aller Diederwinkel des
Proteinriickgrates von RNase T sowie die Diederwinkel der Seitenketten x; auf
jeweils moglichst einfache harmonische Modelle zuriickgefiihrt.

Das einfachste Modell ist die Darstellung eines Diederwinkels als harmoni-
scher Oszillator. Die entsprechende Definition der freien Energie AG als Funk-
tion des Diederwinkels @ ist eine Parabel mit der Kraftkonstante Ky als Streck-

faktor und dem mittleren Winkel (#) als Symmetrieachse.

AGB) =5 -Kq-(0—(8))’ (82)

Fiir ein kanonisches Strukturensemble wird die Wahrscheinlichkeitsdichte

p (6) mit Gleichung 83 beschrieben [164-166].

AG(8)

p(0) =const-e” ®T (83)

75



Gleichung 84 ergibt sich aus den Gleichungen 82 und 83.

Kg-(6—¢6))2

p(0) =const-e” " 2*T (84)

Das Integral iiber die Wahrscheinlichkeitsdichten p in allen moglichen Werten

fiir @ muf 1 ergeben.

/ p(6)do =1 (85)

Durch Verwendung der Normierung aus Gleichung 85 ergeben sich aus Glei-

chung 84 Gauf’sche Glockenkurven (Gleichungen 86 und 87).

1 _=n?
pO) = —=c = (86)

o=4/— (87)

Bei der Betrachtung von Diederwinkeln tritt das Problem auf, daf die Skala
der Winkel zyklisch ist. Dieser Eigenschaft wird man gerecht, ohne umsténdliche
mathematische Definitionen aufstellen zu miissen, indem die theoretische Funk-
tion in dem Intervall zwischen -540° und +540° berechnet wird. Die Funktions-
werte der drei Perioden werden addiert und dem eigentlichen Intervall zwischen
-180° und +180° zugeordnet. Der durch das Abbrechen der Funktion einge-
fiihrte Fehler ist bei den betrachteten Systemen vernachldssigbar klein, wie im
weiteren gezeigt wird. Die mathematische Umsetzung der Vereinfachung wird

durch Gleichung 88 beschrieben.

2no

1
1 (0+1-27—(8))?
pO) = == 2 (88)
I=-1

In dem Fall, daft mehrere Populationen in einem Diederwinkel auftreten oder
daft die Haufigkeitsverteilung nicht einer Gaufs’schen Verteilungsfunktion ent-

spricht, wird die Ndherungsfunktion durch die Summe von n Gaufi-Funktionen
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mit Gleichung 89 definiert.

(t"—("g))2
(89)

Z \/27mk
Die entsprechende vereinfachte Funktion ist Gleichung 90 zu entnehmen.

1 (o1:27= (51))?
Ay S
£ >k (90)

Die Gewichtungsfaktoren Ay der einzelnen Gauf-Funktionen miissen so ge-

wihlt sein, daf die Summe aller Wahrscheinlichkeitsdichten 1 ergibt:

Y Apmi (91)
k=1

Es treten Abweichungen von Gleichung 91 auf, weil das Integral iiber die
Gauf-Kurven von —oo bis co Eins ergibt, wihrend in dem zu Grunde liegenden
Modell lediglich ein Ausschnitt beriicksichtigt wurde. Daher wurde auf die exak-
te Erfiillung von Gleichung 91 zu Gunsten einer exakteren Funktion verzichtet.

Der Potentialverlauf in Gleichung 92 ergibt sich durch Gleichsetzen der Aus-

driicke aus den Gleichungen 83 und 90 nach Vereinfachung.

(o4r2m (o))

V(@) =—k-T-In 2y (92)
l;lgl mak

Die Form des Potentials in Gleichung 92 ist zwar nicht mehr harmonisch, sie
geht aber fiir ausreichend separierte Kurven in harmonische Potentiale {iber (s.
Abbildung 25 Seite 80).

Die Verteilungsfunktionen, die sich aus der Molekulardynamik-Simulation
ergeben, werden mit Hilfe genau einer Gaufi’schen Verteilungsfunktionen ange-
nahert, wenn die mittlere quadratische Abweichung Tgqyss von Ndherungsfunk-
tion pparmoniscn und tatsdchlicher Verteilung pgimuiation unter einen empirisch
festgelegten Wert von 10™% liegt. Wenn die Abweichung grofer ist, dann wird

die Anzahl der Gaufl-Kurven sukzessiv erhoht bis der Grenzwert unterschritten
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wird.

TG’auss = <(pSimulation (0) — Pharmonisch (0))2> (93)

Die Abbildung 24 zeigt die Verteilungsfunktionen von vier exemplarischen
Diederwinkeln. Die aus der Trajektorie berechnete Verteilung ist in blau dar-
gestellt. Die mit Hilfe von Gleichung 88 bzw. 90 berechneten Wahrscheinlich-
keitsdichten sind in rot abgebildet. Die Verteilung von ¢22 (links oben) 1afst sich
mit Hilfe eines einzigen harmonischen Potentials darstellen. 164 (rechts oben)
zeigt zwei separierte Gauf-verteilte Populationen. Die Einstellungen von ¢gs
(links unten) entsprechen auf den ersten Blick zwar auch zwei Populationen, die
Verteilung der positiven Winkel 14t sich aber erst durch ein weiteres Potential
anndhern. Die Wahrscheinlichkeitsdichte des Diederwinkels 179 ist nicht Gaufs-
verteilt. Man benétigt fliinf harmonische Potentiale, um den Verlauf anzunéhern.

Die Potentiale, die gemifi Gleichung 92 den Verldufen aus Abbildung 24
entsprechenden, sind der Abbildung 25 in rot zu entnehmen. Der Verlauf der
gestrichelten schwarzen Kurven stellen die harmonischen Potentiale dar, die den
einzelnen Populationen entsprechen. Im einfachsten Fall - wie bei ¢9o - verlauft
das Potential {iber den gesamten Winkelbereich parabolisch. Zwei parabolisch
geformte “Potentialtdpfe” sind fiir 164 zu erkennen. Das Potential der Popula-
tion um -79° fiir ¢g5 ist ebenfalls parabolisch. Die zweite Population, die durch
zwei harmonische Potentiale beschrieben wird, entspricht lediglich fiir Winkel,
die grofser als ca. 120° sind, einem harmonischen Potential. Das effektive Po-
tential von ¢, hat nur sehr geringe harmonische Anteile. Die Ergebnisse der
Diederwinkelbetrachtung ist detailliert den Tabellen im Anhang Seite 117 ff. zu
entnehmen. Die Winkelverteilung von 102 der insgesamt 206 Diederwinkel des
Proteinriickgrats entspricht einem einfachen harmonischen Potential. Weitere
69 Winkel weisen zwei harmonische Potentiale auf, wihrend nur 33 Winkel 3
iiberlagerte Parabeln bendtigen. Die Winkelverteilung von nur 2 Diederwinkeln

1383t sich erst mit mehr als drei harmonischen Potentialen nachvollziehen.
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Abbildung 24: Verteilungsfunktionen von Diederwinkeln, die durch 1, 2, 3 bzw.
5 iliberlagerte harmonische Potentiale beschrieben werden kénnen. Die aus der
Trajektorie berechnete Verteilung ist in blau dargestellt. Die mit Hilfe von Glei-
chung 88 bzw. 90 berechneten Wahrscheinlichkeitsdichten sind in rot abgebildet.
Die Diederwinkel sind mit den entsprechenden Aminoséureresten indiziert.
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Abbildung 25: Potentiale, die geméft Gleichung 92 den Verldufen aus Abbil-
dung 24 entsprechen. In rot ist der Potentialverlauf dargestellt, die gestrichel-
ten Linien entsprechen den harmonischen Verldufen, aus denen das Potential
zusammengesetzt ist.
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Abbildung 26 zeigt das Proteinriickgrat der mittleren Struktur der Simu-
lation von RNase T7. Griin eingefirbte Bereiche zeigen Aminosdurereste mit
harmonischem Potential in ¢ bzw. 1. Die Bereiche, fiir die zwei harmonische
Potentiale bené6tigt werden, sind gelb; fiir drei und mehr als drei Potentiale
sind die Bereiche rot und blau eingefdrbt. Die komplette a-Helix zeigt einfa-
che harmonische Potentiale. Auch im restlichen Proteinriickgrat sind die freien
Energien erstaunlich gut durch harmonische Potentialverldufe zu beschreiben.
Fiir nur 7 Reste (6,7%) ist weder der Energieverlauf des ¢ noch des ¢-Winkel
durch héchstens zwei {iberlagerte harmonische Potentiale darstellbar. Fiir 73%
aller Reste konnen beide Riickgratdiederwinkel durch héchstens zwei harmoni-
sche Potentiale beschrieben werden.

Abbildung 27 zeigt eine schematische Darstellung von RNase T7. Die Se-
kundarstrukturelemente sind rot (a-Helix) und gelb (S-Faltblatt) gekennzeich-
net. Hellblaue Reste kennzeichnen Aminosaurereste, von denen genau ein Riick-
gratdiederwinkel durch mehr als zwei harmonische Potentiale zu beschreiben
ist. Dunkelblaue Reste benétigen mindestens drei harmonische Potentiale in
beiden Diederwinkeln. Der Fluktuation der Diederwinkel aller Reste innerhalb
von Sekundirstrukturelementen aufser TYR42 liegen maximal zwei harmoni-
sche Potentiale zu Grunde. Viele Anharmonizititen treten in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den Sekundérstrukturelementen auf. Solche Reste erfiillen ei-
ne “Scharnier-Funktion” fiir die sich anschlieffende Schlaufe, wie in 31, 37, 42,
51-53, 62, 73-74 oder 94. Die Potentiale der Reste 7 und 103 werden vermutlich
durch die Disulfidbriicke zwischen 6 und 103 verformt. Es ist also mdglich, einen
betréchtlichen Anteil der Potentiale der Riickgratdiederwinkel durch sehr einfa-
che differenzierbare Funktionen wiederzugeben. Diese Potentiale beschreiben die
dynamische Struktur eines Proteins mit Hilfe von lokalen Strukturinformatio-
nen, was die Moglichkeit zur Analyse der Dynamik ganz bestimmter Bereiche im
Protein vereinfacht. Die Information iiber den korrelierten Charakter der Bewe-
gung im Protein geht allerdings verloren, konnte aber durch eine EDA erganzt

werden.
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Abbildung 26: Proteinriickgrat von RNase 77 in der mittleren Konformation
der Simulation. Griin eingefarbte Bereiche zeigen Aminosidurereste mit har-
monischem Potential in ¢ (oben) bzw. 7 (unten). Die Bereiche, fiir die zwei
harmonische Potentiale benttigt werden, sind gelb; fiir drei und mehr als drei
Potentiale sind die Bereiche rot und blau eingefirbt.
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der RNase T;. Die Sekundéarstruktu-
relemente sind rot (a-Helix) und gelb (B-Faltblatt) gekennzeichnet. Hellblaue
Kreise kennzeichnen Aminosiurereste, von denen genau ein Riickgratdiederwin-
kel durch mehr als zwei harmonische Potentiale zu beschreiben ist. Reste, die
durch dunkelblaue Kreise gekennzeichnet sind, bendtigen mindestens drei har-
monische Potentiale in beiden Diederwinkeln.
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Ein Anwendungsgebiet der Potentialfunktionen ist die MD im Diederwinkel-
raum. Wenn man die freie Energie der Diederwinkel relativ genau kennt, dann
miifite es auch moglich sein mit Hilfe von vereinfachten Kraftfeldern die Potenti-
alhyperfliche der Konformation der Proteine schneller abzutasten, als dies mit
konventioneller MD m&glich ist. Es wird Bestandteil weiterer Forschung sein,

diese Vermutung niher zu untersuchen.

3.5 Vergleich mit anderen Methoden
3.5.1 Ordnungsparameter

Aus dem strukturellen Ensemble der MD-Simulation lassen sich mit den Glei-
chungen 48 und 50 Ordnungsparameter S? berechnen, die auch mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie zugéinglich sind [152,155]. Die S?—Werte wurden fiir die
N — H— und fiir die Cy, — H,— Bindungsvektoren berechnet und mit den
Ergebnissen aus NMR-Relaxationsexperimenten [33, 167] verglichen. Die Ab-
bildungen 28 und 29 zeigen die 1 — S?-Werte fiir die C,, — Hy— bzw. N —
H—Bindungsvektoren. Rot unterlegt ist das Ergebnis der NMR-Relaxationsexperimente
in seinen Fehlergrenzen. Schwarz sind die Ergebnisse aus der vorurteilsfrei iiber-
lagerten MD-Trajektorie dargestellt. Blau und griin sind die 1 — S?-Werte, die
sich aus zuriickgerechneten Trajektorien (Gleichung 59) ausgehend von der EDA
ergeben. Die 20 (blau) bzw. 40 (griin) Eigenvektoren mit den hichsten Eigenwer-
ten wurden bei der Berechnung nicht beriicksichtigt. Man erkennt innerhalb der
grau unterlegten Sekundirstrukturelemente gute Ubereinstimmungen zwischen
den 1 — $2-Werten aus MD und NMR in beiden Abbildungen.

Innerhalb der Schlaufen sind die 1 — S2-Werte aus der MD-Trajektorie ho-
her, als die mit NMR-Spektroskopie bestimmten Werte. Fiir die Aminosiurere-
ste 30-37, 43-49, 68-74, 82-84, 96-99 und 103-104 liegen die 1 — S2-Werte des
C,— H,-Vektors aus der MD-Trajektorie deutlich iiber den NMR-Werten. Durch
Vernachlissigung der langsamen Moden der Trajektorie (hohe Eigenwerte) wer-

den alle 1 — S2-Werte aufer 62-65, 71, 72 und 96 annshernd in den Bereich
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gebracht, der sich auch aus der NMR ergibt. Das ist ein Indiz dafiir, dafs die
weitreichenden Verdnderungen in der Struktur der Schlaufe nicht mit Hilfe der
NMR-S2—Werte erfasst werden kénnen, weil die entsprechenden Periodenlin-
gen hoher sind, als sie mit NMR-Relaxation nachgewiesen werden kénnen (ca.
102 ns). Innerhalb der Trajektorie waren die Periodenléingen allerdings im obe-
ren Pikosekunden bis unteren Nanosekundenbereich. Erklarbar wire dies etwa
durch zu steile Potentiale im GROMACS-Kraftfeld, was zu héheren Frequenzen
und damit zu einer scheinbar beschleunigten Dynamik fiihrt.

Die MD-1 — S2-Werte der C, — H,-Bindungsvektoren stimmen insgesamt
besser mit den NMR-Experimenten iiberein als die 1 — S2-Werte der N — H-
Bindunsvektoren. Der erhchte 1 — S2-Wert von Rest 30 l#ft sich weder durch
die Betrachtung des N — H-Vektors mittels NMR noch durch die Rontgenstruk-
turanalyse [15] bestétigen. Lediglich in der NMR-Messung am C, — H,-Vektor
des Restes 30 ist ebenfalls ein deutlicher Anstieg der 1 — S2-Werte festzustellen.
Die hohen 1 — S2-Werte der Reste 63-66 und 84-85 werden nicht durch die NMR,
aber durch die Kristallstruktur [15] bestétigt. In den {ibrigen Bereichen stimmt
zumindest die Tendenz der 1 — S?-Werte in MD und NMR fiiberein.

In den unteren Diagrammen der Abbildungen 28 und 29 sind jeweils die B-
Faktoren der Cy- bzw. N- Atome in der Kristallstruktur [15] aufgetragen. In
den Resten 71 und 72 bleiben die MD-1 — S2-Werte auch bei den zuriickgerech-
neten Trajektorien deutlich hher als die NMR-1 — S2-Werte. Die B-Faktoren
in dem Bereich sind allerdings relativ zu den umgebenen Resten erhoht, was auf
auftretende Dynamik hinweist. Der qualitative Verlauf der B-Faktoren korreliert
gut mit den MD-1 — S2-Werten, wenn man von dem Anstieg der B-Faktoren
in den Resten 51 bis 53 absieht. In dem Bereich sind bereits in dem NMR-
Strukturcluster zwei alternative Konformationen gefunden worden, die sich ver-
mutlich in der Kristallstruktur bei der Interpretation als eine Konformationen
in erhShten B-Faktoren niederschlagen [31]. Da aber die auftretende Dynamik
in MD-Simulationen ohnehin wesentlich gréfier ist als in der Kristallstruktur,

schlagen sich die alternativen Riickgratkonformationen nicht in den S2-Werten
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Abbildung 28: Oben: 1—S2-Werte fiir die C, — H,-Bindungsvektoren. Die 1—52-
Werte aus der NMR-Spektroskopie sind in ihren Fehlergrenzen rot unterlegt.
Schwarz sind die Ergebnisse aus der MD-Trajektorie dargestellt. Blau und griin
sind die 1 — S?-Werte, die sich aus zuriickgerechneten Trajektorien ausgehend
von der EDA ergeben. Die ersten 20 (blau) bzw. 40 (griin) Eigenvektoren wurden
bei der Berechnung nicht beriicksichtigt. Unten: B-Faktoren der C,-Atome in
der Kristallstruktur [15].

Innerhalb der grau unterlegten Sekundérstrukturelemente stimmen die 1 — S2-
Werte aus der Simulation und aus der NMR-Spektroskopie gut {iberein. Inner-
halb der Schlaufen sind die 1 — S2-Werte aus der MD-Trajektorie hoher als die
mit NMR-Spektroskopie bestimmten Werte. Fiir die Aminosaurereste 30-37, 43-
49, 68-74, 82-84, 96-99 und 103-104 liegen die 1 — S2-Werte aus der Trajektorie
deutlich {iber den NMR-Werten. Durch Vernachlissigung der langsamen Mo-
den der Trajektorie (hohe Eigenwerte) werden alle 1 — S2-Werte aufier 62-65,
71, 72 und 96 anndhernd in den Bereich gebracht, der sich auch aus der NMR
ergibt. Der qualitative Verlauf der B-Faktoren korreliert gut mit den MD-1— S2-
Werten, wenn man von dem Anstieg der B-Faktoren in den Resten 51 bis 53
absieht.
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Abbildung 29: Oben: 1 — S?-Werte fiir die N — H-Bindungsvektoren. Die 1 — S2-
Werte aus der NMR-Spektroskopie sind in ihren Fehlergrenzen rot unterlegt.
Schwarz sind die Ergebnisse aus der MD-Trajektorie dargestellt. Blau und rot
sind die 1 — S?-Werte, die sich aus zuriickgerechneten Trajektorien ausgehend
von der EDA ergeben. Die ersten 20 (blau) bzw. 40 (rot) Eigenvektoren wurden
bei der Berechnung nicht beriicksichtigt. Unten: B-Faktoren der Amidstickstof-
fatome in der Kristallstruktur [15].

Innerhalb der grau unterlegten Sekundérstrukturelemente stimmen die 1 — S2-
Werte aus der Simulation und aus der NMR-Spektroskopie gut {iberein. Inner-
halb der Schlaufen sind die 1 — S2-Werte aus der MD-Trajektorie héher, als
die mit NMR-Spektroskopie bestimmten Werte. Innerhalb der Schlaufen sind
die 1 — S2-Werte aus der MD-Trajektorie deutlich hdher als die mit NMR-
Spektroskopie bestimmten Werte. Der qualitative Verlauf der B-Faktoren korre-
liert gut mit den MD-1— S2-Werten, wenn man von dem Anstieg der B-Faktoren
in den Resten 51 bis 53 absieht.
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der Simulation nieder.

3.5.2 NMR Struktur-Cluster

Neben den Relaxationsparametern gibt auch das NMR-Losungsstrukturensemble
implizit dynamische Parameter wieder, die zum Vergleich mit den Ergebnissen
von MD-Rechnungen herangezogen werden konnen [31].

Abbildung 30 zeigt die lokalen RMSD Werte der C,-Atome aus dem NMR-
Strukturensemble (a) und aus der MD-Rechnung (b). Die vorurteilsfreien Va-
rianzen unterscheiden sich fiir beide Strukturensembles nur marginal von den
Ergebnissen der klassischen Uberlagerung. Der qualitative Verlauf der lokalen
RMSD Werte stimmt fiir beide Ensembles recht gut iiberein. Die Werte aus der
Distanzgeometrie liegen etwa eine Gréfienordnung niedriger als die Werte aus
der MD.

Die DG-Rechnung (DG = DistanzGeometrie) zeigt im Gegensatz zur MD
eine erhohte Flexiblitidt zu Beginn der a-Helix in den Resten 13 und 14 sowie in-
nerhalb des -Faltblattes im Rest 88. Rest 29 bildet laut NMR-L&sungsstruktur
und Roéntgenstruktur das andere Ende der Helix. Die MD legt aber aufgrund
des RMSD-Wertes nahe, Rest 29 bereits der sich anschlieffenden Schlaufenregi-
on zuzuordnen. Die Flexiblitdt des Schlaufenbereichs der Reste 63 bis 65 ist in
der MD-Trajektorie ebenfalls erhcht, was in den lokalen RMSD Werten der DG
nicht beobachtet werden kann.

Die kartesische Kovarianzmatrix der MD Rechnung ist in Kapitel 3.3.7 be-
reits detailliert diskutiert worden. In Abbildung 31 sind die Kovarianzmatrizen
des NMR-Strukturensembles mit klassischer (a) und vorurteilsfreier Uberlage-
rung (b) dargestellt. Der Einflufi der vorurteilsfreien Superposition ist fiir das
DG-Cluster geringer als fiir die MD-Rechnung (vgl. Abbildung 20). Korrelier-
te Konformationsunterschiede gehen aus dem DG-Cluster nur schlecht hervor.
Das im Vergleich zu Molekulardynamik eher stark vereinfachte physikalische
Kraftfeld der Distanzgeometrie wird von Abstandsbeschrinkungen {iberlagert,

was zu einem verzerrten Korrelationsmuster fiihrt, wenn sich beispielsweise zwei
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Abbildung 30: Lokale RMSD-Werte der Cy-Atome aus dem NMR-
Strukturensemble (a) und aus der MD-Rechnung (b). Die gestrichelten Lini-
en beschreiben die klassischen Varianzen, wahrend die durchgezogenen Linien
vorurteilsfreien Varianzen entsprechen.
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Abbildung 31: Mittlere absolute Kovarianz der kartesischen Koordinaten des
NMR-Strukturensembles. Klassische Uberlagerungen der Strukturen fiihren zu

(a). Die Kovarianzen der zuriickgerechneten vorurteilsfreien Koordinaten sind
in (b) abgebildet.

Abstands-Restriktionen im 3-dimensionalen Raum gegenseitig ausschlieffen.

Die mittlere Verletzung der NOE-Abstandsbeschrankungen pro Aminoséure-
rest ist Abbildung 32 zu entnehmen. Insgesamt werden die Abstands-Restriktionen
vom MD-Cluster (unterbrochene Linie) stirker verletzt als von den DG-Strukturen
(durchgezogene Linie). Das gilt besonders fiir die Schlaufenregionen, wihrend
iiber weite Bereiche der Sekundéarstrukturelemente die Verletzungen etwa gleich
grofs sind.

Abbildung 33 zeigt, zwischen welchen Aminosdureresten Distanzbeschrin-
kungen existieren, die nur vom den Strukturen einer der beiden Methoden
verletzt werden. In Abbildung 33(a) sind die Paare gekennzeichnet, zwischen
denen Abstandsbeschrinkungen existieren, die von den DG-Strukturen weni-
ger verletzt werden, als von den MD-Strukturen. Abbildung 33(b) zeigt den
umgekehrten Fall. Die markierten Positionen in den beiden Diagrammen sind
sehr dhnlich. Das ist ein Hinweis dafiir, daf nicht selbstkonsistente Abstands-
Restriktionen durch das genauere physikalische Kraftfeld der MD gegeneinander
ausgetauscht wurden. In den DG-Rechnungen ist ein Teil des Kraftfeldes durch
die Abstandsbeschrinkungen bestimmt, was dazu fiihrt daf die Beschrankun-

gen weniger verletzt werden als in einer Rechnung, in deren Kraftfeld explizit
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Abbildung 32: Mittlere Verletzung der NOE-Abstandsbeschriankungen pro
Aminosdurerest. Die durchgezogene Linie beschreibt die Ergebnisse des
Distanzgeometrie-Strukturensembles. Die gestrichelte Linie wurde aus den Da-
ten der MD-Rechnung berechnet.
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Abbildung 33: Vergleich der Verletzungen der NOE-Abstandsbeschrankungen.
(a) zeigt, zwischen welchen Resten Abstandsbeschrankungen durch das MD En-
semble stérker verletzt werden als durch die DG-Strukturen. (b) zeigt den um-
gekehrten Fall.
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keine artifiziellen Abstandsenergien eingehen (Abbildung 32). Da die Abstands-
Restriktionen in der MD-Simulation nicht wesentlich stirker verletzt werden und
sich die im Sinne des MD-Kraftfeldes giinstigeren Strukturen auch nicht wesent-
lich von den DG Strukturen unterscheiden (mittlerer RMSD= 3,5 A) ist davon
auszugehen, daft das MD-Strukturensemble auch im Sinne der NMR-Parameter

als verfeinerte dynamische Struktur anzusehen ist.
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Molekulardynamk-Simulation
am Modellprotein Ribonuklease 7} durchgefiihrt. Der Vergleich simulierter Dy-
namik von RNase 77 mit experimentell ermittelten Parametern zur Beschrei-
bung interner Dynamik zeigt eine deutliche Ubereinstimmung der Ergebnisse
beider Methoden. Die aus der MD-Simulation berechneten Ordnungsparame-
ter $2 sind innerhalb der Sekundirstrukturelemente im Einklang mit den Ord-
nungsparametern aus NMR-Relaxationsexperimenten und den B-Faktoren aus
der Kristallstruktur. Wie schon in anderen Untersuchungen gezeigt, ist die simu-
lierte Dynamik der Schlaufenregionen grofser als die experimentell beschriebene
Dynamik. Dennoch sind die Verletzungen der Abstands-Restriktionen aus der
NMR-Strukturbestimmung ausgehend von dem NMR-Strukturcluster und dem
strukturellen Ensemble der Simulation vergleichbar. Das strukturelle Ensem-
ble der Simulation diente als Modell fiir die Anwendung von Methoden, die im
Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurden.

Fiir die unvoreingenommene Trennung von interner und globaler Bewegung
in Biomolekiilen wurde ein neuer Algorithmus eingefiihrt. Das Verfahren be-
steht aus mehreren Schritten. Zun#chst werden die Strukturen “klassisch” iiber-
lagert. Die daraus berechnete Kovarianzmatrix der atomaren Fluktuation wird
diagonalisiert. Im Modenraum werden die globalen Anteile der Bewegung elimi-
niert. Schliefllich werden die korrigierten Moden zu einer berichtigten Kovari-
anzmatrix riicktransformiert. Fiir die Eliminierung wird die “Gesamtmenge an
Bewegung” (TAM) durch Addition von kompensierenden Moden, die reine Ro-
tation/Translation beschreiben, minimiert. Es konnte gezeigt werden, daf die
globalen Anteile der Bewegung eliminiert werden kénnen. Der Algorithmus ist
auf alle kartesische Kovarianzmatrizen anwendbar, unabhingig von der Metho-
de ihrer Generierung. Insbesondere auch Kovarianzmatrizen aus Normalmoden-
analysen koénnen mit diesem Algorithmus korrigiert werden. Die vorurteilsfreie

Trennung wurde auf die Kovarianzmatrizen aus der MD-Simulation an RNase
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T, angewendet. Die entsprechenden Kovarianzmatrizen zeigen scharfe Kontu-
ren. Eine signifikante Anzahl von Kovarianzen aufgrund von globaler Bewegung
konnte durch den Algorithmus eliminiert werden. Mit Hilfe der vorurteilsfreien
Methode wurde zudem gezeigt, daft der zuerst 1991 von Ichiye und Karplus ge-
fundene Anstieg der mittleren Korrelation fiir weit entfernte Atome eine Folge
des Uberlagerungsverfahrens ist.

Eine andere mégliche Anwendung der vorurteilsfreien Trennung ist die Iden-
tifizierung von rigiden Atomen. Dazu wird die anfingliche Mode durch die Dif-
ferenzen der kartesischen Koordinaten von Strukturpaaren ersetzt. Bei Durch-
fithrung einer RMSD-Uberlagerung mit sich anschlieRender Transformation des
kartesischen Differenzvektors zu einer vorurteilsfreien Mode fiihrt zur Identifi-
zierung der am wenigsten mobilen Atome.

Anwendungen der vorurteilsfreien Trennung von globaler und interner Dyna-
mik beinhalten auch Abtast-Methoden zur Aufkldrung des zugénglichen Konfor-
mationsraums. Solche Methoden benétigen in regelmifigen Abstinden Uberla-
gerungen zu einer Referenzstruktur. In diesem Fall sollten die EDA-Moden ver-
wendet werden, denn die “klassische” Uberlagerung ist rechentechnisch weniger
anspruchsvoll als die vorurteilsfreie Methode. Die restliche Rotation und Trans-
lation sollte erst im nachfolgenden Schritt bei der Untersuchung des generierten
Ensembles beriicksichtigt werden. Die Berechnung von Konfigurationsentropi-
en aus Kovarianzmatrizen hingt ebenfalls von der Trennung von interner und
globaler Bewegung ab. Vorurteilsfreie Kovarianzen werden die Prazision der Er-
gebnisse solcher Rechnungen erhéhen.

Es wurde gezeigt, dafs die Beschreibung der dynamischen Struktur mit Hil-
fe von iiberlagerten harmonischen Potentialen im Diederwinkelraum, genau wie
kollektive Koordinaten, zu einer Reduktion der Anzahl der beschreibenden Pa-
rameter fiilhrt. Die freien Energien sind gut durch harmonische Potentialver-
ldufe zu beschreiben. Nur 5 von insgesamt 104 Aminosiureresten weisen einen
Energieverlauf des ¢ und 1-Winkels auf, der durch mehr als zwei {iberlagerte

harmonische Potentiale dargestellt wird. Die Energieverldufe von 76 Amino-
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sdureresten sind sogar in beiden Riickgratdiederwinkeln durch eine oder zwei
iiberlagerte harmonische Potentiale zu beschreiben.

Weitere Untersuchungen werden zeigen, ob die Kombination von lokalen und
globalen generalisierten Koordinaten weitere Fortschritte bei der Aufklarung
des zuganglichen Konformationsraums mit sich bringen wird. Denkbar wire ein
Abtasten des Konformationsraums mit Zusatzpotentialen fiir die Diederwinkel

unter beschleunigter Bewegung in den Moden mit grofier Amplitude.
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5 Anhang

5.1 Herleitung der angepassten Eigenwerte \o*h°

Gleichung 59 fiir die interne Bewegung bezieht sich auf die Ergebnisse einer
EDA. Gleichung 94 zeigt die Definition der Strukturen im essentiellen Raum.
Die generalisierte Koordinate von Mode i wird ¢; genannt. Die Anzahl der Ei-

genvektoren, die den essentiellen Raum aufspannen wird mit n bezeichnet.

? - = Zqi O (94)

Durch Substitution der internen Mode mit Gleichung 73 ergibt sich Glei-

chung 96 unter Benutzung der Abkiirzung aus Gleichung 95.

fi — Vz'nt (Azi _ Vtrans ()‘ls _ Vrot ()\15

n

x— (=Y a (- MO+ OS5+ ) (96)

i=1

Die Konformationen, die sich bei der Auslenkung einer Mode ergeben ist
unabhingig vom Rotationsanteil und vom Translationsanteil der Mode. Auch
die Amplitude, die benétigt wird, um dieselbe Konformation darzustellen, un-
terscheiden sich nicht in Moden mit derselben internen Bewegung und unter-

schiedlichen Rotations- und Translationsanteilen.

P BN S Ay S (97)

Folglich kann die Fluktuation der vorurteilsfreien Moden mit den selben
Werten fiir die internen Koordinaten g; ausgedriickt werden.

Die vorurteilsfreien Vektoren I/_b} und ihre orthogonalisierten Moden spannen
den gleichen Raum auf. Aber die Werte fiir die Koordinaten ¢; und ¢¢"*" sind

unterschiedlich.
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z g - fz S Z qortho . ,,ortho ()‘is (98)

Unter Verwendung von Gleichung 77 ergibt sich Gleichung 99. Gleichung
101 ist eine Vereinfachung von Gleichung 99 unter Benutzung der Abkiirzung

in Gleichung 100.

Ez ) q,ortho A ortho (/\z) o ortho (/\1)_+_

2?22 ¢ - fz A ( ortho ()\z) ‘ ts Z ( ortho be (/\z)) A yortho (/\ks‘ 4
(M) -

\

Z;) 1 ( ortho (3,5 - P (A ) ortho /\;j)

(99)
% 7
be(/\i)_zz 1 (Vortho(/\ )'be(/\z)) ortho(/\ )‘ fOTZ>2
9i =

1 fori=1

(100)
ortho _ ,,0ortho n ortho
S gty M) =21 i~ fi-9i-v (Ai)+ (101)
ST fie S (7 O 7 () - 7 ()

Die Summanden von Gleichung 101 sind in den Gleichungen 102 bzw. 103

nach den orthogonalisierten Moden geordnet.

ortho ortho N\ — n . . . ortho .
Ez_ q; v ()‘1) - Zi:l q; - fz 9gi- ()\z)+ (102)

k;I Zl:k—i—l q fz . (Vortho ()\kj be ()\l)) ortho ()\kj

ortho ortho _ ortho
q; ’ )‘ =dqn- - Jn gn-V
i=1 17

B
Yy (Qi fir g+ i i (Vortho (&-3 v ()\15)) v (\)

Die Werte fiir die Koordinaten der Mode mit dem kleinsten Eigenwert g2mthe
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und der entsprechende neue Eigenwert \o"*"° kann direkt aus Gleichung 103

abgeleitet werden.

q,z’l"tho —_ qn . fn - gn (104)
xerhe = ((qr)”y = ((an- f2-92)") = f2- g2 D (105)

Die Koordinaten der iibrigen Moden und ihre neuen Eigenwerte werden auch

aus Gleichung 103 entnommen.

¢ =g firgi+ > a-fir (VOTtho (As) - v ()\15) (106)
1=it1

n . 2
Ao = <((1102Zw)2> = <<Qi firgit > - fir (1/‘””‘0 ) - v (Azj)) >

I=i+1

Die Vereinfachung von Gleichung 107 fiihrt zu Gleichung ?7.

N = 2 g2 N+ 2 S g S i (V7 ) () g 0 +
? 1\ 2
S F2 - () 0T ) ek

2 Sy S S e (PO AT OW) - (7 O T W) - a)
(108)

Die Moden ™ () ;sind unkorreliert, weil sie aus der Diagonalisierung einer
Kovarianzmatrix resultieren. Folglich miissen alle inneren Produkte der trans-
formierten Koordinaten (g; - gx) gleich Null sein. Mit dieser Vereinfachung ergibt

sich Gleichung 109.

5 5\
7 7

n 2
X = g2t xi+ Y S (O T W) (109)
k=i+1
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5.2 Tabellen der Gaufs’schen Verteilungen der Diederwin-

kel
Aminoséurerest | (¢y) or  Ax  Tgau/10*

CYS 2 -115.8 14.1 047

CYS 2 -110.6 28.8 0.52 0.3913
ASP 3 -115.5 14.0 0.68

ASP 3 -90.7 26.7 0.32 0.3638
TYR 4 -107.5 17.0 1.01 0.9477
THR 5 -78.3 11.8 1.00 0.2820
CYS 6 -92.7 200 1.01 0.4913
GLY 7 -53.8 13.0 0.64

GLY 7 274  33.1 0.21

GLY 7 56.5 15.5 0.15 0.4412
SER 8 -80.0 20.8 0.29

SER 8 -61.5 121 0.69 0.4693
ASN 9 -163.6 12.5 0.42

ASN 9 -142.7 20.3 0.58 0.7449
CYS 10 -80.1 13.6 0.97 0.7541
TYR 11 -111.2  13.1  0.50

TYR 11 -81.2 16.4 0.50 0.3147
SER 12 -89.1 15.7 1.00 0.5261
SER 13 -52.7 9.6 0.99 0.5749
SER 14 -60.9 109 0.99 0.4545
ASP 15 -58.0 9.8 0.99 0.5062
VAL 16 -60.7 9.8 1.00 0.5388
SER 17 -57.8 10.1 0.99 0.4266
THR 18 -62.8 10.1 0.99 0.4922
ALA 19 -59.2 9.7 0.99 0.4189
GLN 20 -56.1 9.1 1.00 0.4320
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Aminoséurerest | (¢;) o; Ar  Tgau/10*
ALA 21 =574 9.7 1.00 0.3669
ALA 22 -59.3 10.0 1.00 0.3586
GLY 23 -56.4 10.8 0.99 0.3596
TYR 24 -51.6 10.8 1.00 0.5134
LYSH 25 -54.4 9.8 0.99 0.3024
LEU 26 -68.3 11.3 0.99 0.4889
HISH 27 -59.8 10.2 0.79
HISH 27 -78.0 18.0 0.21 0.3412
GLU 28 -75.3 170 0.48
GLU 28 -60.3 11.5 0.52 0.4717
ASP 29 -128.0 23.1 0.51
ASP 29 -68.7 14.7 0.51 0.8530
GLY 30 140.2 36.7 0.92
GLY 30 -93.2 222 0.08 0.9612
GLU 31 -116.9 25.8 0.80
GLU 31 -64.1 15.8 0.19 0.3987
THR 32 -90.8 343 0.52
THR 32 -59.5 15.6 0.47 0.4634
VAL 33 -93.7 252 1.01 0.6545
GLY 34 -46.9 28.9 0.06
GLY 34 76.0 242 0.65
GLY 34 70.1  12.0 0.29 0.4038
SER 35 -78.5 284 0.42
SER 35 -58.8 12.0 0.58 0.3974
ASN 36 -95.8 228 0.99 0.6706
SER 37 -78.2 16.6 0.47
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Aminoséurerest | (¢;) oi  Ar  Tgau/10*
SER 37 31.2 255 0.28
SER 37 56.0 134 0.25 0.4242
TYR 38 -131.7 14,5 0.40
TYR 38 -100.1 19.1 0.61 0.3939
PRO 39 -82.8 11.2 0.65
PRO 39 -75.4 6.8 0.36 0.4380
HISH 40 -109.3 14.2 0.63
HISH 40 -81.6 14.3 0.37 0.3457
LYSH 41 -64.9 123 0.99 0.7810
TYR 42 -89.7 222 0.44
TYR 42 -71.3  11.3 0.56 0.4410
ASN 43 -126.1 14.8 0.71
ASN 43 28.2 189 0.26 0.6092
ASN 44 -75.6 109 0.14
ASN 44 -59.0 29.9 0.53
ASN 44 52.5 17,5 0.33 0.6154
TYR 45 -106.6 229 0.89
TYR 45 -51.7 154 0.11 0.3727
GLU 46 -161.4 123 0.31
GLU 46 -134.0 15.0 0.37
GLU 46 -86.5 29.3 0.26 0.7146
GLY 47 120.0 8.9 0.09
GLY 47 151.6 38.2 0.92 0.8675
PHE 48 -103.7 16.2 0.50
PHE 48 -71.2  16.0 0.45 0.6430
ASP 49 -100.7 21.3 1.01 0.4949
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Aminoséurerest | (¢;) o; Ar  Tgau/10*
PHE 50 -115.8 14.7 0.55
PHE 50 -88.0 226 0.45 0.3068
SER 51 -123.1  12.7 0.70
SER 51 -89.2 16.1 0.29 0.3428
VAL 52 -125.3 14.0 0.77
VAL 52 -65.0 24.9 0.22 0.6460
SER 53 -142.8 19.0 0.61
SER 53 -52.4 16.1 0.28
SER 53 38.0 23.0 0.10 0.5819
SER 54 -74.2 195 0.72
SER 54 -63.2 11.0 0.28 0.3770
PRO 55 -85.6 10.5 1.00 0.4124
TYR 56 -105.0 15.1 1.00 0.7110
TYR 57 -101.8 16.2 0.42
TYR 57 -118.0 10.8 0.58 0.3529
GLU 58 -96.6 14.1 1.00 0.5663
TRP 59 -135.8 13.0 1.00 0.5547
PRO 60 -64.5 10.7 1.00 0.5100
ILE 61 -94.7 195 1.01 0.4984
LEU 62 -1474 155 0.12
LEU 62 -124.9 11.8 0.30
LEU 62 -51.4 21.5 0.05
LEU 62 35.2 19.3 0.24
LEU 62 56.0 12.0 0.29
LEU 62 56.0 12.0 0.29 0.4105
SER 63 -100.2 28.1 0.90
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Aminoséurerest | (¢;) o; Ar  Tgau/10*
SER 63 68.8 94 0.11 0.8676
SER 64 -140.6 20.8 0.31
SER 64 -88.3 29.5 0.52
SER 64 53.9 15.1 0.17 0.5710
GLY 65 -78.8 24.8 0.21
GLY 65 76.2 13.5 0.31
GLY 65 104.3 29.6 0.45 0.7435
ASP 66 -99.0 26.2 0.84
ASP 66 -71.3 116 0.15 0.4611
VAL 67 -116.1  16.1  0.22
VAL 67 -56.4 134 0.78 0.4617
TYR 68 -148.6 17.2 0.25
TYR 68 -102.7  20.7 0.73 0.5286
SER 69 -111.2 247  0.42
SER 69 -67.8 175 0.29
SER 69 58.5 21.8 0.28 0.5236
GLY 70 -55.3 14,5 0.24
GLY 70 -13.7 21.1 0.10
GLY 70 62.5 164 0.58 0.9150
GLY 71 -140.4 55.5 0.54
GLY 71 -65.9 11.1 0.07
GLY 71 82.1 21.7 0.40 0.9380
SER 72 -115.8 19.1 0.73
SER 72 -66.9 154 0.25 0.5749
PRO 73 -69.7 129 0.99 0.6590
GLY 74 -59.0 12.7 0.43
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Aminoséurerest | (¢;) o; Ar  Tgau/10*
GLY 74 -71.0 31.8 0.35
GLY 74 67.6 16.7 0.20 0.3879
ALA 75 -61.4 11.7 0.50
ALA 75 -72.0 23.3 0.50 0.3124
ASP 76 -89.3 244 0.30
ASP 76 -69.4 11.7 0.71 0.3413
ARG 77 -129.1 10.1 1.00 0.3340
VAL 78 -95.0 14.5 1.01 0.3801
VAL 79 -105.9 124 1.00 0.6198
PHE 80 -119.7 12,5 1.00 0.4802
ASN 81 -844 158 1.01 0.7507
GLU 82 -59.5 15,5 0.10
GLU 82 28.8 24.8 0.25
GLU 82 58.5 11.1 0.66 0.7078
ASN 83 -104.7 223 0.75
ASN 83 -117.6  12.6 0.25 0.4264
ASN 84 -131.7 15.0 0.77
ASN 84 -63.3 28.9 0.13
ASN 84 61.6 17.1 0.10 0.6394
GLN 85 -131.2 255 0.12
GLN 85 -56.3 14.0 0.70
GLN 85 62.8 11.7 0.15 0.7129
LEU 86 -70.8 13.6 0.99 0.6182
ALA 87 -81.4 153 1.00 0.3937
GLY 88 175.2  13.1 0.98 0.4685
VAL 89 -113.7 14.8 1.00 0.8355
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Aminoséurerest | (¢;) o; Ar  Tgau/10*
ILE 90 -107.3 16.1 1.00 0.7130
THR 91 -1134 173 1.00 0.3458
HISH 92 -81.4 11.8 0.99 0.3811
THR 93 -72.7 146 0.30
THR 93 -111.1 169 0.70 0.2974
GLY 94 -74.7 246 0.22
GLY 94 68.8 15.0 0.09
GLY 94 115.5 229 0.64 0.9937
ALA 95 -126.2 24.5 0.75
ALA 95 -69.4 174 0.26 0.4664
SER 96 -59.0 179 0.48
SER 96 25.1 25.8 0.24
SER 96 51.0 153 0.25 0.5274
GLY 97 -59.1 172 0.13
GLY 97 78.9 94 0.14
GLY 97 99.6 25.1 0.71 0.4937
ASN 98 -93.7 254 1.00 0.7232
ASN 99 -85.1 21.1 0.99 0.8442

PHE 100 -118.2 23.6 0.32
PHE 100 -80.2 11.1 0.69 0.4076
VAL 101 -112.2 159 0.99 0.5612
GLU 102 -62.0 10.7 0.55
GLU 102 -70.3 174 0.45 0.2912
CYS 103 -118.3 155 0.21
CYS 103 -71.2  18.8 0.78 0.4210
THR 104 -122.1 23.7  1.00 0.5563
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Aminoséurerest | (1;) o; Ar  Tgau/10*
ALA 1 138.5 18.5 0.98 0.6973
CYS 2 105.9 16.3 0.98 0.7520
ASP 3 -54.6 148 1.01 0.4080
TYR 4 1103 12.2 1.00 0.5055
THR 5 79.5 17.0 1.00 0.5089
CYS 6 146.3 14.5 0.84
CYS 6 88.4 20.0 0.16 0.3198
GLY 7 -52.8 159 0.76
GLY 7 -100.6 149 0.22 0.3492
SER 8 -53.8 16.7 0.98 0.5002
ASN 9 1459 14.6 0.97 0.9924
CYS 10 97.2 129 0.39
CYS 10 124.7 139 0.62 0.3923
TYR 11 152.5 13.3 1.00 0.3779
SER 12 1624 8.7 0.99 0.6156
SER 13 -43.5 103 1.00 0.3781
SER 14 -47.3 10.6 1.00 0.4737
ASP 15 -48.0 9.1 1.00 0.3874
VAL 16 -48.5 9.3 1.00 0.2597
SER 17 -47.0 10.0 1.00 0.4679
THR 18 -43.5 10.2 1.00 0.3936
ALA 19 -49.7 9.0 1.00 0.3221
GLN 20 -49.8 8.9 0.99 0.4770
ALA 21 -46.2 9.8 1.00 0.4879
ALA 22 -47.8 9.7 1.00 0.4290
GLY 23 -55.6  10.5 1.00 0.3302
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Aminoséurerest | (1;) o; Ar  Tgau/10*
TYR 24 -49.5 104 1.00 0.7298
LYSH 25 -48.4 10.5 0.99 0.8086
LEU 26 -38.9 12.7 0.98 0.9592
HISH 27 -39.8 11.5 0.99 0.5244
GLU 28 -52.6 15.0 0.98 0.4478
ASP 29 -48.1 15.2 0.53
ASP 29 1079 24.1 0.44 0.5729
GLY 30 -177.3  77.0 0.42
GLY 30 -158.4 194 0.57 0.5477
GLU 31 1389 241 0.25
GLU 31 153.7 119 0.38
GLU 31 -54.4 13.8 0.36 0.3491
THR 32 112.5 31.7 0.74
THR 32 1484 142 0.26 0.3768
VAL 33 111.6  26.1 0.53
VAL 33 1294 12.7 0.48 0.3594
GLY 34 1754 134 0.29
GLY 34 -168.2 134 0.34
GLY 34 -106.9 18.8 0.35 0.3855
SER 35 -44.9 16.1 0.97 0.7770
ASN 36 12.3 28.1 0.54
ASN 36 127.2  23.9 0.47 0.4752
SER 37 68.7 25.8 0.37
SER 37 85.2 15.0 0.62 0.3865
TYR 38 130.1 8.1 0.99 0.6120
PRO 39 117.8 155 0.29
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Aminoséurerest | (1;) o; Ar  Tgau/10*
PRO 39 134.2 120 0.71 0.5675
HISH 40 148.0 10.6 0.99 0.5861
LYSH 41 122.0 14.0 0.99 0.9218
TYR 42 -50.4 121 0.25
TYR 42 69.4 16.1 0.13
TYR 42 1272 123 0.59 0.7999
ASN 43 60.0 154 0.20
ASN 43 127.3 225 0.77 0.5579
ASN 44 -52.4  13.0 0.12
ASN 44 69.5 26.6 0.33
ASN 44 116.0 14.0 0.55 0.4067
TYR 45 -58.2 17.1 0.69
TYR 45 -180.0 79.2 0.14
TYR 45 -57.4 9.1 0.17 0.4952
GLU 46 38.4 56.9 0.24
GLU 46 86.2 214 0.76 0.8808
GLY 47 -133.5 31.2 097 0.7981
PHE 48 134.7 14.6 0.99 0.5141
ASP 49 153.8 13.2 0.20
ASP 49 125.3 25.0 0.80 0.3945
PHE 50 139.1 14.0 0.81
PHE 50 116.2 30.6 0.18 0.3594
SER 51 58.0 21.3 0.40
SER 51 -31.6 19.2 0.16
SER 51 75.4 12.0 0.43 0.5061
VAL 52 111.2  14.6 0.08
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Aminoséurerest | (1;) o; Ar  Tgau/10*
VAL 52 167.3 196 0.31
VAL 52 -88.0 14.8 0.60 0.5039
SER 53 107.9 18.7 1.00 0.5832
SER 54 1369 8.5 1.00 0.2151
PRO 55 152.3 165 1.01 0.8068
TYR 56 131.7 10.9 0.54
TYR 56 115.7 15.2 0.46 0.4113
TYR 57 131.2 13.7 1.01 0.4606
GLU 58 130.8 11.5 1.00 0.3563
TRP 59 131.7 9.8 0.99 0.4652
PRO 60 1354 13.7 1.00 0.3829
ILE 61 98.7 16.5 0.97 0.7483
LEU 62 -37.1 122 0.11
LEU 62 82.5 21.8 0.64
LEU 62 129.9 20.7 0.24 0.5537
SER 63 -51.3 17.7 0.71
SER 63 116.1 44.5 0.28 0.9091
SER 64 -40.6 164 0.19
SER 64 106.2 30.5 0.80 0.5997
GLY 65 -1784 26.6 0.39
GLY 65 -89.7 315 0.61 0.5299
ASP 66 -68.4 153 0.18
ASP 66 151.3 18.0 0.78 0.6568
VAL 67 -48.5 156 0.99 0.3565
TYR 68 113.5 193 0.25
TYR 68 82.2 340 048
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Aminoséurerest | (1;) o; Ar  Tgau/10*
TYR 68 -44.6 13.5 0.27 0.4902
SER 69 104.0 254 0.92
SER 69 -63.2  20.1 0.05 0.8844
GLY 70 -101.8 10.7 0.11
GLY 70 -81.7 33.1 0.29
GLY 70 51.9 16.5 0.22
GLY 70 104.6 15.1 0.19
GLY 70 1325 65.9 0.19
GLY 70 132.5 65.9 0.19 0.3433
GLY 71 -75.9 33.8 0.70
GLY 71 53.3 37,5 0.30 0.4749
SER 72 119.8 14.2 0.99 0.6742
PRO 73 -42.8 14.8 0.14
PRO 73 106.7 20.1 0.27
PRO 73 144.0 16.0 0.59 0.3345
GLY 74 133.5 23.6 0.95 0.9775
ALA 75 -51.8 149 0.98 0.6262
ASP 76 120.8 13.0 1.00 0.3822
ARG 77 141.3 12.7 1.00 0.4289
VAL 78 120.3 13.2 1.00 0.2716
VAL 79 119.0 109 1.00 0.3699
PHE 80 1425 109 0.55
PHE 80 156.0 144 0.45 0.5540
ASN 81 121.7 179 0.92
ASN 81 -161.9 17.8 0.08 0.6678
GLU 82 -66.3 176 0.35
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Aminoséurerest | (1;) o; Ar  Tgau/10*
GLU 82 -80.6 11.0 0.65 0.4330
ASN 83 -57.5 129 0.79
ASN 83 79.9 15.1 0.11
ASN 83 156.0 12,9 0.09 0.4821
ASN &4 -45.0 14.2 0.70
ASN 84 68.1 24.0 0.12
ASN 84 1754 23.5 0.15 0.8903
GLN 85 121.2 146 0.99 0.4538
LEU 86 120.8 133 1.01 0.4415
ALA 87 -47.6 11.0 0.99 0.4118
GLY 88 167.8 16.3 1.00 0.3824
VAL 89 113.2 144 1.00 0.5867
ILE 90 122.8 15.6 1.00 0.3339
THR 91 140.1 10.2 0.99 0.4288
HISH 92 87.7 25.1 0.81
HISH 92 81.0 99 0.19 0.4563
THR 93 -54.6 204 0.69
THR 93 123.5 444 0.32 0.9421
GLY 94 -166.9 21.9 0.21
GLY 94 -48.8 56.9 0.24
GLY 94 84.7 259 0.55 0.5833
ALA 95 133.7 254 1.00 0.8438
SER 96 -62.0 25.5 0.12
SER 96 74.8 164 0.29
SER 96 125.5 21.8 0.59 0.4770
GLY 97 -71.6  21.5 0.66
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Aminoséurerest | (1;) o; Ar  Tgau/10*
GLY 97 -83.4 69.2 0.35 0.4870
ASN 98 74.7 179 0.55
ASN 98 128.7 18.9 0.42 0.6333
ASN 99 -53.7 11.9 0.84
ASN 99 94.8 19.8 0.14 0.5293
PHE 100 93.4 129 0.79
PHE 100 1286 18.4 0.22 0.4247
VAL 101 139.9 119 0.99 0.3450
GLU 102 180.0 16.5 0.14
GLU 102 135.6 15.3 0.85 0.3827
CYS 103 131.3 16.7 0.45
CYS 103 -33.1 179 0.22
CYS 103 71.9 293 0.32 0.3852
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Aminosiurerest | (x1:) 0 Ar  Tgau/10*
CYS 2 65.3 104 0.09
CYS 2 178.7 94 0.69
CYS 2 176.8 13.5 0.22 0.3065
ASP 3 -67.9 9.9 0.96 0.5580
TYR 4 -67.9 9.5 097 0.6863
THR 5 39.0 12.1  0.22
THR 5 49.9 83 0.73 0.8555
CYS 6 -176.5 14.3 0.14
CYS 6 -61.3 11.3 0.66
CYS 6 -67.5 185 0.14 0.9941
SER 8 180.0 124 0.06
SER 8 54.1 85 0.79
SER 8 55.5 15.2  0.09 0.8511
ASN 9 -178.5 11.6 0.71
ASN 9 41.2 42 0.02
ASN 9 31.6 5.6 0.01
ASN 9 -61.9 125 0.16
ASN 9 52.2 10.7 0.08 0.9644
CYS 10 -173.5 86 1.00 0.4902
TYR 11 -67.3 94 1.00 0.6163
SER 12 -169.9 10.1 0.16
SER 12 70.5 7.1 0.55
SER 12 73.5 10.9 0.26 0.5092
SER 13 -176.0 11.2 0.24
SER 13 -67.1 11.3 0.33
SER 13 54.1 12.2  0.42 0.3777
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Aminosiurerest | (x1:) 0 Ar  Tgau/10*
SER 14 -60.0 129 0.40
SER 14 54.5 11.5 0.33
SER 14 -176.2 123 0.24 0.4498
ASP 15 -62.8 9.5 0.99 0.5586
VAL 16 174.0 9.7 0.98 0.4627
SER 17 -66.5 11.8 0.42
SER 17 61.2 11.8 0.14
SER 17 -176.2  11.8 0.42 0.5368
THR 18 55.1 9.5 0.56
THR 18 -51.6 10.5 0.42 0.5966
GLN 20 -80.3 14.1 0.16
GLN 20 -71.3 9.3 0.48
GLN 20 -164.3 10.6 0.35 0.4963
TYR 24 159.6 8.6 0.35
TYR 24 180.0 14.0 0.65 0.6100
LYSH 25 -74.9 10.7 0.60
LYSH 25 -170.3 13.2 0.37 0.6982
LEU 26 -110.4 32.7 0.11
LEU 26 -159.6 124 0.14
LEU 26 -84.8 96 0.38
LEU 26 -64.2 10.2 0.36 0.4245
HISH 27 -175.5 11.0 0.98 0.6218
GLU 28 -73.4  11.0 0.40
GLU 28 -168.2 11.5 0.57 0.7947
ASP 29 -166.6 13.5 0.49
ASP 29 -75.1 129 0.48 0.9056
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Aminosiurerest | (x1:) 0 Ar  Tgau/10*
GLU 31 -171.0 10.8 0.49
GLU 31 -129.6 123 0.44
GLU 31 -74.7 16.0 0.08 0.4777
THR 32 -49.7 11.2 0.15
THR 32 56.6 7.8 0.55
THR 32 46.8 104 0.28 0.6511
VAL 33 -176.6 11.0 0.27
VAL 33 -70.4 89 0.29
VAL 33 68.8 88 043 0.4606
SER 35 -175.2 123 0.29
SER 35 -62.9 13.0 0.19
SER 35 56.0 10.8 0.50 0.4303
ASN 36 -164.1 12.6 0.25
ASN 36 -68.6 12.1 0.53
ASN 36 49.8 10.8 0.20 0.4558
SER 37 -170.3 13.0 0.12
SER 37 -62.2 11.8 0.64
SER 37 55.8 11.1 0.20 0.6470
TYR 38 -85.9 7.0 0.63
TYR 38 -74.6  11.1 0.37 0.3258
PRO 39 30.4 6.1 0.77
PRO 39 -3.0 18.1 0.26 1.6777
LYSH 41 -167.7 9.7  0.56
LYSH 41 -156.0 18.5 0.17
LYSH 41 60.2 9.6 0.04
LYSH 41 -74.0 123 0.24 0.5409
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Aminosiurerest | (x1:) 0 Ar  Tgau/10*
TYR 42 -174.2 9.5  0.60
TYR 42 -180.0 6.4 040 0.3000
ASN 43 -70.8 12.2 0.94
ASN 43 -172.0 11.5 0.05 0.3015
ASN 44 -170.1  11.7 0.63
ASN 44 -59.6 10.0 0.29
ASN 44 56.5 9.7 0.07 0.4586
TYR 45 -65.1 12.0 0.84
TYR 45 -170.0 152 0.14 0.9565
GLU 46 -146.5 174 0.12
GLU 46 -165.5 11.0 047
GLU 46 -82.2 164 0.13
GLU 46 -70.1 103 0.19
GLU 46 55.1  10.2 0.08 0.3590
PHE 48 -164.8 12.0 0.56
PHE 48 -85.5 113 0.24
PHE 48 -136.8 24.0 0.17 0.3811
ASP 49 58.9 10.0 0.30
ASP 49 -162.0 129 0.65 0.6018
PHE 50 -69.3 104 0.96 0.7266
SER 51 -172.1 121 0.34
SER 51 -66.9 12.6 0.43
SER 51 55.7 109 0.20 0.3920
VAL 52 -169.4 10.5 0.63
VAL 52 -72.3 10.0 0.27
VAL 52 73.1 9.2 0.06 0.7883
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Aminosiurerest | (x1:) 0 Ar  Tgau/10*
SER 53 -170.8 119 0.55
SER 53 -65.6 13.5 0.38
SER 53 55.0 10.9 0.04 0.7574
SER 54 -175.1 12,5 0.70
SER 54 -68.3 146 0.13
SER 54 57.6 119 0.14 0.5475
PRO 55 -15.0 9.7 0.40
PRO 55 13.0 12.2  0.16
PRO 55 31.0 6.3 045 0.5631
TYR 56 -56.3 7.9 0.58
TYR 56 42.2 9.0 041 0.4939
TYR 57 -61.5 6.7 0.24
TYR 57 -72.4 128 0.75 0.3504
GLU 58 180.0 13.9 0.06
GLU 58 55.6 83 0.65
GLU 58 54.4 126 0.27 0.5854
TRP 59 -1786 81 1.00 0.5219
PRO 60 23.6 83 024
PRO 60 -17.6  10.2 0.18
PRO 60 -28.0 7.1 0.58 0.4240
ILE 61 -1744 84 0.98 0.7492
LEU 62 -159.0 20.8 0.17
LEU 62 -69.5 12.1 0.45
LEU 62 -82.2 151 0.34
LEU 62 54.6 9.8 0.06 0.4136
SER 63 -172.5 119 0.52
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Aminosiurerest | (x1:) 0 Ar  Tgau/10*
SER 63 -63.5 13.7 0.24
SER 63 57.5 11.1 0.20 0.5558
SER 64 -173.2  12.1 0.35
SER 64 55.9 11.6 0.31
SER 64 -63.1 13.2 0.31 0.4477
ASP 66 -173.2 9.5 045
ASP 66 65.9 9.0 0.07
ASP 66 -71.6  14.2 0.18
ASP 66 -165.9 15.8 0.27 0.3678
VAL 67 -71.4 9.0 0.51
VAL 67 1777 121 044 0.7514
TYR 68 -178.0 12.6 0.65
TYR 68 -73.5 114 0.32 0.9817
SER 69 -173.4 12.0 0.43
SER 69 -63.5 13.6 0.33
SER 69 56.3 11.7 0.22 0.4910
SER 72 -175.4 11.5 0.52
SER 72 54.9 11.3 0.19
SER 72 -64.6 13.0 0.27 0.4549
PRO 73 8.6 13.3 0.12
PRO 73 -25.2 8.7 0.39
PRO 73 26.3 6.9 049 0.5240
ASP 76 -55.7 11.8 0.99 0.6065
ARG 77 -69.8 10.8 0.97 0.5804
VAL 78 174.1  11.9 0.07
VAL 78 -70.5 9.3 0.80
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Aminosiurerest | (x1:) 0 Ar  Tgau/10*
VAL 78 65.7 94 0.11 0.5403
VAL 79 -179.6 9.3 0.88
VAL 79 66.8 9.1 0.09 0.4890
PHE 80 60.5 106 0.99 0.8942
ASN 81 -180.0 20.2 0.08
ASN 81 -60.6 9.7 0.70
ASN 81 57.8 9.8 0.22 0.3267
GLU 82 -66.6 11.6 0.44
GLU 82 -1769 74 0.18
GLU 82 -152.8 249 0.37 0.9012
ASN 83 -69.5 10.3 0.33
ASN 83 -169.1 13.2 0.40
ASN 83 -89.9 23.7 0.28 0.4173
ASN &4 -144.4 246 0.12
ASN &4 -71.8  11.2 0.38
ASN &4 -169.0 11.8 0.46
ASN 84 56.7 88 0.04 0.4806
GLN 85 -164.2 13.2 0.63
GLN 85 -73.9 132 0.35 0.4696
LEU 86 -169.6 89 0.83
LEU 86 -159.3 179 0.13 0.5274
VAL 89 -174.1 82 0.99 0.2797
ILE 90 44.2 9.3 0.99 0.4405
THR 91 -175.5 74 1.00 0.5901
HISH 92 -171.5 9.9  0.98 0.9671
THR 93 -52.1 11.8 0.10
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Aminosiurerest | (x1:) 0 Ar  Tgau/10*
THR 93 52.0 9.6 0.80
THR 93 46.7 15.8 0.10 0.3417
SER 96 -173.0 11.7 0.37
SER 96 -65.3 13.0 0.37
SER 96 57.6 124 0.22 0.5659
ASN 98 -167.5 129 0.23
ASN 98 -67.7 11.5 0.73 0.8449
ASN 99 -155.1 14.8 0.59
ASN 99 -81.2 29.5 0.09
ASN 99 52.8 10.0 0.28 0.6648
PHE 100 -73.0 109 0.99 0.4958
VAL 101 -70.2 93 0.36
VAL 101 -178.0 10.6 0.40
VAL 101 69.1 9.8 0.22 0.4962
GLU 102 -83.0 14.9 0.16
GLU 102 -142.8 7.1 0.10
GLU 102 -1529 18.1 0.75 0.4933
CYS 103 -170.1 13.0 0.14
CYS 103 -64.4 11.0 0.62
CYS 103 59.6 10.2  0.23 0.6869
THR 104 54.6 93 046
THR 104 -44.3 132 0.21
THR 104 39.5 15.1 0.32 0.4584
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