ZUSCHRIFTEN

Eine 200 ns lange Simulation der reversiblen Faltung
eines B-Aminosédureheptapeptids

Die obere Reihe mit Strukturen zeigt ,Schnapp- Dessen helicale Konformation wird wiederholt einge-

schiisse” verschiedener entfalteter Konformationen zu nommen, was sich auch am Verlauf der mittleren qua-

unterschiedlichen Zeitpunkten der Simulation, die dratischen Abweichung (,root-mean-square deviation®,

durch (blaue) Pfeile gekennzeichnet sind; die untere RMSD) der Positionen der Hauptkettenatome von der

Reihe zeigt den gefalteten Zustand (rote Pfeile). auf NMR-Experimenten basierenden Modellstruktur
der gesamten Simulation erkennen lasst.

Mehr dazu auf den folgenden Seiten.
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Der Schliissel zum Verstindnis des
Proteinfaltungsproblems liegt in der richtigen
Beschreibung des denaturierten Zustandes™*

Wilfred F. van Gunsteren,* Roland Biirgi,
Christine Peter und Xavier Daura

Die Vorhersage des Faltungsprozesses eines Proteins, d.h.
seines stabilsten Konformers, der relativen Stabilitit der
verschiedenen moglichen Konformationen und der Faltungs-
kinetik als Funktion von Temperatur und Losungsmittel-
zusammensetzung, ist eine der grundlegenden, langjéhrigen
Herausforderungen der Molekularbiologie.l"2 Wegen der
riesigen Ausdehnung des Konformationsraumes eines Pro-
teins einerseits und der vergleichsweise kleinen Energieunter-
schiede zwischen nativen und denaturierten Konformationen
andererseits ist dies immer noch ein ungelostes Problem.Pl
Nimmt man drei mogliche unterschiedliche Konformationen
pro Hauptketten-¢- oder -y-Winkel pro Aminosdurerest an,
dann hat ein Peptid aus zehn Aminosidureresten bereits 3202
10° mogliche Konformationen, ein Protein mit 100 Amino-
sdureresten ungefihr 10°. Der Konformationsraum, der
einem Polypeptid zuginglich ist, wichst exponentiell mit
dessen Lénge, was keinerlei Hoffnung darauf zuldsst, jemals
alle moglichen Konformationen durchzutesten. Die Natur
probiert jedoch wéahrend des Faltungsprozesses auch nicht alle
Konformationen aus, sondern beschrinkt sich auf eine
gewisse Teilmenge, die einen Faltungsweg bildet. Es ist sehr
schwierig, wenn nicht sogar unmdéglich, diese Faltungswege
experimentell mit atomarer Prézision aufzukldren.># Mit
Hilfe der immer groBer werdenden Rechenleistung von
Computern wurde es jedoch moglich, die reversible Faltung
kleiner Peptide zu simulieren.>”) Die Analyse thermodyna-
mischer Gleichgewichte zwischen gefaltetem und ungefalte-
tem Zustand ergibt, dass der entfaltete oder denaturierte
Zustand aus einer vergleichsweise kleinen Zahl von Kon-
formationen besteht,®! die nicht exponentiell mit der Linge
des Peptides anwéchst. Die Simulation solcher Gleichgewich-
te erfordert nicht nur eine genaue Beschreibung des gefalte-
ten, sondern auch, und zwar ganz wesentlich, des entfalteten
Zustandes, um die richtigen Besetzungszahlen von und die
Ubergangswahrscheinlichkeiten zwischen gefalteten und ent-
falteten Konformationen zu erhalten.

Die stabilste Struktur eines Proteins hingt von seiner
Aminosiuresequenz, dem Losungsmittel (Zusammensetzung,
pH) und einigen thermodynamischen Umgebungsvariablen
(Temperatur, Druck) ab. Atomare Wechselwirkungen be-
stimmen das Gleichgewicht zwischen gefalteten und entfalte-
ten Konformeren. Mit Computersimulationen des statistisch-
mechanischen Ensembles kann dieses Gleichgewicht berech-
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net werden, Molekiildynamik(MD)-Simulationen konnen die
dazugehorende Faltungskinetik liefern. Angesichts der riesi-
gen Zahl von Konformationen, die im Prinzip den entfalteten
Zustand beschreiben, hielt man jedoch eine MD-Simulation
des Faltungs-/Entfaltungsgleichgewichtes in atomarer Auf-
16sung fiir unméglich.’! In Faltungsstudien wurden verein-
fachte Modelle verwendet, bei denen z.B. jeder Aminosdure-
rest als ein einziges wechselwirkendes Objekt betrachtet
wurde,> 1% die Freiheitsgrade des Losungsmittels ganz ver-
nachlissigt!®'?l oder nur niherungsweise durch ihre mittlere
Wechselwirkung (,,mean-field“)["¥] beriicksichtigt wurden
oder Bewegungen auf Gitterpunkte beschrinkt wurden.['4]
Oft wurden Kraftfeldparameter so abgestimmt, dass sie eine
bestimmte gefaltete Konformation bevorzugten,!'> 1 oder es
wurde ein spezieller Faltungsweg vorausgesetzt.['’]

Diese Studien ermoglichten Erkenntnisse iiber potentielle
Faltungmechanismen, konnten aber nicht klidren, welche der
Realitit entsprechen,l'”! weil die Modelle vereinfacht waren
oder bestimmte Losungen bevorzugten. Andererseits kon-
zentrieren sich Studien zur Vorhersage der Struktur von
Proteinen!'”! darauf, den richtigen gefalteten Zustand vor-
herzusagen, ohne das Faltungs-/Entfaltungsgleichgewicht
oder die -kinetik zu betrachten und ohne die Abhingigkeit
der Struktur von Temperatur oder Losungsmittel zu beriick-
sichtigen.

Wir wollen uns hier dem Problem der Proteinfaltung unter
einem anderen Gesichtspunkt ndhern. Durch die Analyse
dynamischer Simulationen der reversiblen Faltung von Pep-
tiden unterschiedlicher Zusammensetzung, in verschiedenen
Losungsmitteln und bei verschiedenen Temperaturen in
verschiedene Sekundirstrukturen wird gezeigt, dass der
denaturierte Zustand dieser Peptide bei weitem weniger
Konformationen umfasst, als man auf Grund der Konforma-
tionsfreiheitsgrade annehmen wiirde. Bei einem Peptid mit
ungefdhr 20 Bindungen, um die freie Rotation moglich ist,
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Abbildung 1. Thermodynamische Gleichgewichte, die Schliisselprozesse
der Molekularbiologie darstellen. Um auf einem Computer die korrekte
Verteilung und die Kinetik der Umwandlung zwischen den gezeigten
Konformationen zu simulieren, wurde das fiir Biomolekiile allgemein
giiltige Kraftfeld, das die interatomaren Wechselwirkungen beschreibt,!'*]
anhand physikalisch-chemischer Zustandsdaten kleiner polarer und apo-
larer Molekiile in kondensierter Phase abgestimmt. Rot: Protein- oder
Lipidmolekiile; blau: Wassermolekiile oder Liganden (groBere Fliche), die
an ein Protein binden oder eine Lipidmembran durchdringen.
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machen etwa 10°-10* Konformationen
den denaturierten Zustand aus. Dieses
geringe Ausmal} des denaturierten Zu-
standes erkldrt, warum sich diese Pep-
tide innerhalb einer Zeitspanne von
Nanosekunden falten.

Dehnt man diese Argumentation auf
Proteine aus, die sich in einem Zeitraum
von Millisekunden falten, so erstreckt
sich ihr denaturierter Zustand auf gro-
BenordnungsmiBig 10° Konformatio-
nen — ein Vielfaches weniger als die
oben angefiihrten 10%. Dies macht die
Simulation der Faltung eines Proteins
auf atomarer Ebene in naher Zukunft
moglich, vorausgesetzt, ein Kraftfeld ist
vorhanden, das den entfalteten Zustand
mit ausreichender Genauigkeit charak-
terisiert. Wenn der denaturierte Zu-
stand falsch wiedergegeben wird, be-
steht keine Hoffnung, das korrekte
Gleichgewicht zu simulieren. Daher ist
es sinnlos, das Kraftfeld basierend auf
einer statistischen Analyse gefalteter
Strukturen aufzubauen: Eine korrekte
Beschreibung der denaturierten Stuktu-
ren ist ebenfalls erforderlich.

Angesichts des Mangels an experi-
mentellen Daten iiber den denaturier-
ten Zustand ist die richtige Vorgehens-
weise die, das Kraftfeld auf physikali-
schen Prinzipien aufzubauen: auf den
Wechselwirkungen zwischen Atomen
und Molekiilen in der kondensierten
Phase. Wir zeigen hier, dass ein atoma-
res Kraftfeld fiir Biomolekiile aller Art,
dessen Parameter anhand experiment-
eller Zustandsdaten hydrophil/hydro-
phober Wechselwirkungen kleiner Mo-
lekiile in kondensierter Phase bestimmt
wurden, geeignet ist, zuverldssig und
reversibel mehrere Peptide in eine
Vielzahl nativer Strukturen zu falten,
und dies unabhingig von den Anfangs-
strukturen der Simulationen.

Abbildung 1 veranschaulicht die ther-
modynamischen Gleichgewichte, die
man gern mit Hilfe eines einzigen, all-
gemeinen Kraftfeldes fiir Biomolekiile
simulieren wiirde.'®! Einer der Schliis-
selfaktoren in diesen Gleichgewichten
ist die relative Stdrke von polar-polaren,
polar-apolaren und apolar-apolaren
Wechselwirkungen. Bei dem hier ver-
wendeten, in GROMOS96 implemen-
tierten Kraftfeld' wurden die nicht
bindenden Wechselwirkungen anhand
von Zustandsdaten fiir Losungen kali-
briert. Die sechs untersuchten Peptide
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Abbildung 2. Faltung von Peptiden in verschiedene Sekundérstrukturen. Fiir jedes der sechs Peptide
(siche Tabelle 1) ist folgendes dargestellt: die chemische Formel, eine ausgestreckte Struktur, die als
Ausgangskonformation der MD-Simulationen diente, eine gefaltete Struktur (gelb), die anhand von
NMR-Experimenten modelliert wurde, und, dariiber gelegt, eine gefaltete Struktur (blau) aus den
MD-Simulationen des Faltungs-/Entfaltungsgleichgewichts. Im Falle des aus acht Resten bestehenden
a-Aminosdurepeptids E deuten sowohl das Experiment als auch die Simulation auf das Vorliegen
ungefihr gleich stark besetzter Konformationen (M- und P-, - und 3,,-Helices) hin, von denen nur
eine abgebildet ist.
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sind in Abbildung 2 zusammen mit der experimentell be-

stimmten stabilsten Stuktur dargestellt. Die wichtigsten

Parameter, die die sechs Systeme und die Simulationen

charakterisieren, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Eine erfolg-

reiche Studie iiber Peptidfaltung mit Hilfe von Simulationen
sollte die folgenden Ergebnisse liefern:

1. Die gefaltete Strukur sollte im Rahmen einer gegebenen Ab-
weichung der experimentellen Modellstruktur entsprechen.

2. Der Faltungsvorgang sollte reversibel sein, sollte also
wiederholt beobachtet werden.

3. Die Verteilung zwischen gefalteten und entfalteten Kon-
formationen im gesamten Ensemble sollte korrekt sein,
z.B. sollten die Gibbs-Energie der Faltung, AG;,4, und der
Schmelzpunkt, T, korrekt sein.

4. Die Faltungskinetik sollte korrekt sein.

5. All dies sollte unter Verwendung eines einzigen, allgemein
giiltigen Kraftfeldes fiir eine Vielzahl von Peptiden,
Losungsmitteln und Strukturen erreicht werden.

Die Abbildungen 2 und 3 sowie Tabelle 1 zeigen, dass sich
die sechs Peptide reversibel zur richtigen Struktur falten; die

Zwei Resultate zeichnen sich in Tabelle 1 besonders ab:
Erstens ist das verwendete Kraftfeld in der Lage, zuverlissig
den stabilsten Sekundéarstrukturtyp abhingig von Peptidzu-
sammensetzung und Losungsmitteltyp vorherzusagen. Zwei-
tens ist die Zahl verschiedener Konformere, die den denatu-
rierten (entfalteten) Zustand ausmachen, duBerst gering. Der
denaturierte Zustand von Peptiden ist demnach von wesent-
lich geringerem Ausmaf3 als erwartet, in einem Temperatur-
bereich zwischen 300 und 360 K wird nur ein winziger
Bruchteil der moglichen Konformationen tatsdchlich ange-
nommen.

Daraus ergibt sich, dass es moglich sein sollte, das Gleich-
gewicht zwischen gefalteten und entfalteten Strukturen zu
simulieren, vorausgesetzt, ein Kraftfeld ist vorhanden, das
zuverldssig die charakteristischen Eigenschaften dieses be-
grenzten denaturierten Zustandes beschreibt. Die Studie von
gefalteten Strukturen allein®” wird nicht ausreichen, um das
Problem der Proteinfaltung zu l6sen. Der Schliissel zur
Aufklarung des Proteinfaltungsproblems liegt eher im ge-
nauen Verstdndnis des denaturierten Zustandes.

mittleren quadratischen Abweichungen (,,root mean square®,
RMS) der Positionen der Hauptkettenatome von der auf
NMR-Experimenten basierenden Modellstruktur betragen
weniger als 0.06 nm. Es liegen weder zuverldssige experi-
mentelle Vergleichsdaten zu AGy,4 als Funktion der Tempe-
ratur noch zu T, vor.

Methoden

Die MD-Simulationen wurden unter Verwendung des GROMOS96-Pro-
grammpaketes!"¥! und des Kraftfeldes 43A11°1 ausgefiihrt. Die Wasser-
stoffatome der aliphatischen CH,-Gruppen wurden sowohl in den Peptiden
als auch in den Losungsmittelmolekiilen implizit représentiert (,,united

Tabelle 1. Reversible Faltung von sechs Peptiden.[?

System A B C D E F
Peptidtyp a-Aminoxy B-Amino a-Amino
stabile Struktur (Exp.) Helix Helix Schleife Helix Helix pB-Schleife
Strukturtyp P-1.8 P-12/10  10-gliedrige Schleife  M-3;, M,Pa3, 3:5
Losungsmittel CHCl, MeOH MeOH MeOH  DMSO H,O
Simulationsparameter

Zahl der Aminosédurereste 3 6 6 7 8 10
Zahl der Peptidatome 39 56 64 64 75 110
Losungsmittelmolekiile 672 1435 1453 962 1119 4585
Atome im System 3399 4361 4423 2950 4551 13865
Rotationsfreiheitsgrade in der Hauptkette 9 18 18 21 16 20
Temperatur T [K] 340 340 340 340 340 353
Linge der Simulation [ns] 72 50 100 200 150 32

Simulation der Faltung

gefaltete Struktur (Sim.) Helix Helix Schleife Helix Helix f-Schleife
P-1.8¢ P-12/10  10-gliedrige Schleife M-3,, M,Pa3, 3:5

RMS-Abweichung zwischen gefalteter Struktur und exp. Modell [nm]  0.01 0.01 0.03 0.01 0.03 0.06

RMS-Abweichung zwischen ausgestreckten Konf. und Exp. [nm] 0.20 0.36 0.40 0.52 0.32 0.70

RMSD-Kriterium gefaltet/entfaltet [nm] 0.07 0.08 0.08 0.10 0.10 0.12

Zahl ungefalteter Konformationen 148 129 286 360 344 57

Zahl der Faltungsvorginge 40 6 15 23 9 2

geschiitzte Gibbs-Energie der Faltung AGy,4 [k mol™] 5 5 6 2 11 14

geschitzte Schmelztemperatur 7, [K] 33020 - - 330+£10 320+10 -

[a] Der obere Teil der Tabelle zeigt den Typ des Peptids, die stabilste Konformation (bestimmt mittels NMR-Experimenten; siche auch Abbildung 2) und das
Losungsmittel, das sowohl im Experiment als auch in der Simulation verwendet wurde. Der mittlere Teil der Tabelle zeigt die wichtigsten
Simulationsparameter, die die verschiedenen Systeme auszeichnen. Die Zahl der Konformationsfreiheitsgrade der Peptide wird durch die Zahl der ,.frei
rotierbaren* Torsionswinkel in der Hauptkette angegeben. Obwohl fiir jedes Peptid bei mehreren Temperaturen Simulationen durchgefiihrt wurden, sind
hier nur Ergebnisse fiir jeweils eine Temperatur (die am nichsten der Schmelztemperatur liegende) aufgefiihrt. Weitere Daten zu dem a-
Aminoxysidurepeptid finden sich in Lit. [21], zu den Peptiden aus sechs 3-Aminosédureresten in Lit. [6, 22], zu dem -Aminosdureheptapeptid in Lit. [5],
zu dem a-Aminosidureoctapeptid in Lit. [23] und zu dem a-Aminosduredecapeptid in Lit. [24]. Der untere Teil der Tabelle zeigt die Ergebnisse der
Simulationen: die stabilste Konformation, deren mittlere quadratische Abweichung (RMSD) der Hauptkettenatompositionen von der NMR-Modell-
struktur, den RMSD-Wert einer ausgestreckten Konformation von der NMR-Modellstruktur, den RMSD-Wert, der verwendet wurde, um zwischen
gefalteten und entfalteten Konformationen zu unterscheiden, die Zahl ungefalteter Konformationen, die den denaturierten Zustand des Peptids bilden, die
Zahl der (Ent-)Faltungsvorgédnge (siche auch Abbildung 3) und grobe Abschitzungen der Gibbs-Energie der Faltung, AGy,,, die iiber das Verhiltnis von
gefalteten zu ungefalteten Konformationen bestimmt wurde, und, soweit ausreichende Daten zur Verfiigung standen, der Schmelztemperatur der Peptide,
T, die durch ein 1:1-Verhiltnis von gefalteten zu entfalteten Konformationen bestimmt ist.
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Abbildung 3. Dynamik der reversiblen Faltung von Peptiden. Fiir jedes der sechs Peptide (sieche [11] M.-H. Hao, H. A. Scheraga, J. Mol. Biol.

Tabelle 1 und Abbildung 2) ist die mittlere quadratische Abweichung (,,root-mean-square deviation®,

1998, 277, 973 - 983.

RMSD) der Positionen der Hauptkettenatome der simulierten Strukturen von der aus dem NMR- [12] a) E. Alm, D. Baker, Proc. Natl. Acad. Sci.

Experiment bestimmten Modellstruktur als Funktion der Zeit dargestellt. AuBer im Fall des a-
Aminoxysauretripeptids A wurden die Atome der ersten und letzten Reste ausgelassen, sowohl bei der
Uberlagerung der Strukturen durch Translation und Rotation als auch bei der Berechnung der RMS-

USA 1999, 96, 11305-11310; b) R. L.
Baldwin, G.D. Rose, Trends Biochem.
Sci. 1999, 24, 26 -33.

Abweichungen. Die gestrichelten waagerechten Linien zeigen die RMS-Abweichung an, die als [13] a) M. Schaefer, C. Bartels, M. Karplus, J.

Kriterium verwendet wurde, um korrekt gefaltete Strukturen zu bestimmen.

atoms“). Es wurden periodische Randbedingungen verwendet, mit Simula-
tionszellen in Form eines Quaders oder eines Oktaeders mit gekappten
Ecken. Die nicht bindenden Wechselwirkungen wurden in einem Abstand
von 1.4 nm abgeschnitten, und die elektrostatischen Wechselwirkungen
jenseits dieses Radius wurden in Wasser, DMSO und Chloroform durch ein
Poisson-Boltzmann-Reaktionsfeld angendhert. Alle Bindungslidngen (in
Losungsmittel und Peptid) wurden fixiert, ebenso die Bindungswinkel im
Losungsmittel. Die Zeitschritte bei der Integration betrugen 2 fs, und die
Systeme wurden durch schwache Kopplung an Temperatur- und Druck-
bader bei konstanter Temperatur und konstantem Druck (1 atm) gehalten.

Die Ergebnisse der Simulationen sind wegen der vergleichsweise langen
Simulationsdauer unabhéngig von den verschiedenen Ausgangsstrukturen.
Die Peptidstrukturen der Trajektorie (in Intervallen von 0.1 ns) wurden
wie folgt zu Konformationsgruppierungen zusammengefasst:®! Die Zahl
nichster Nachbarn, d.h. die Zahl der Strukturen, die ein bestimmtes
Ahnlichkeitskriterium erfiillen, wurde fiir jede Struktur der Trajektorie
bestimmt, wobei als Kriterium fiir die Ahnlichkeit zwischen zwei Struk-
turen die RMS-Abweichung der Positionen ihrer Hauptkettenatome
diente. Die Struktur mit der groiten Zahl von Nachbarn wurde dann als
Reprisentant der ersten (am stirksten besetzten) Konformation, des so
genannten ersten Clusters von Strukturen, ausgewihlt. Nach dem Ent-
fernen aller Strukturen, die zu diesem ersten Cluster gehoren, aus dem
Ensemble aller Strukturen der Trajektorie wurde dieses Verfahren wieder-
holt, um den zweiten Cluster, die zweite Konformation, zu finden, usw.
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