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E in detailliertes Verstindnis der Wirkung biologischer Molekiile ist eine
Voraussetzung fiir sinnvolle Fortschritte in der Medizin und verwandten Be-
reichen. Die Herausforderung besteht darin, aus vorhandenen Strukturinfor-
mationen zu einem klaren Verstindnis der zugrundeliegenden Funktion des
Systems zu gelangen. In Anbetracht der Komplexitiit von Makromolekiilen
sind Computersimulationen unentbehrlich, um den Zusammenhang zwischen
den molekularen Krifte und einer bestimmten Funktion zu beschreiben. Al-
lerdings ist es praktisch unmaoglich, eine vollstindige und zuverldssige quan-
tenmechanische Beschreibung grofler molekularer Systeme zu verwenden.!!
Die Losung fiir dieses Problem entstand aus der Erkenntnis heraus, dass grofie
Systeme raumlich aufgeteilt werden konnen, und zwar in einen Teil, der
quantenmechanisch beschrieben werden muss (z. B. ein Bereich, in dem Bin-
dungen gebrochen werden), wihrend der Rest des Systems auf einer einfa-
cheren Ebene durch empirische Kraftfelder beschrieben wird. Diese Idee war
besonders wirkungsvoll bei der Entwicklung von kombinierten Quantenme-
chanik/Molekiilmechanik(QM/MM)-Modellen.”’! Hierbei zeigte sich, dass das
Zusammenspiel zwischen den elektrostatischen Effekten der klassischen und
Quantensysteme der Schliissel fiir die Beschreibung der Funktionen von En-
zymen und anderen Biomolekiilen ist. Die Idee der Darstellung komplexer
Systeme in unterschiedlichen Auflosungen sowohl auf der Zeit- als auch auf
der Liingenskala hat sich als sehr niitzlich bei der Modellierung komplexer
Systeme erwiesen. Ausgehend von grobkornigen (coarse grained, CG) Dar-
stellungen, die sich urspriinglich als sehr wirkungsvoll bei der Simulation der
Proteinfaltung erwiesen haben — und die um die Beitrige elektrostatischer
Energien erweitert wurden —, gelangte man zu Modellen, die besonders niitz-
lich fiir die Erforschung der Wirkungsweise molekularer Maschinen sind.
Dieser Ansatz der Verwendung mehrerer Skalen (,, multiscale modeling“) wird
wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Modellierung noch komplexerer
Systeme spielen, einschlieflich Zellen und Zellenansammlungen.
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Einleitung

Die Fahigkeit, komplexe molekulare Systeme zu model-
lieren, ist entscheidend fiir ein besseres Verstdndnis biologi-
scher Systeme, fiir Fortschritte in der molekularen Medizin
und fiir den rationalen Entwurf neuer Materialien und
Funktionseinheiten. Entwicklungen in diese Richtung waren
stets dadurch gebremst, dass die sorgfiltige Modellierung
komplexer Systeme enorme Rechenleistung benotigt. Eine
zuverldssige quantenmechanische Beschreibung von mehr als

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Ladungszentrum, welches 10 A entfernt ist, klassisch statt
quantenmechanisch behandelt werden. Ebenso kann eine
Atombindung, die nicht an einer chemischen Reaktion teil-
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nimmt, wie eine klassische Feder beschrieben werden. Somit
ist es moglich, das System in verschiedene Teile zu zerlegen:
Zum einen in Regionen, in denen die quantenmechanische
Beschreibung notwendig ist (z.B. Bereiche, in denen Bin-
dungen gebrochen werden), und zum anderen in Regionen,
die auf einer einfacheren Ebene mit empirischen Kraftfeldern
dargestellt werden konnen. Diese Idee, die im Riickblick
naheliegend scheint, fithrte zu der Entwicklung des kombi-
nierten Quantenmechanik/Molekiilmechanik(QM/MM)-
Modells. Hier hat sich die Kopplung zwischen den elektro-
statischen Effekten der Quanten- und klassischen Teilsysteme
letztlich als ein Schliissel zur funktionellen Beschreibung von
Enzymen und anderen biologischen Molekiilen erwiesen.

Die Entwicklung des QM/MM-Ansatzes ermoglichte es,
erstmalig auf eine wohldefinierte und logische Weise der
Frage nachzugehen, was tatsédchlich der Ursprung der kata-
lytischen Wirkung von Enzymen sei. Obwohl in einer Viel-
zahl von Arbeiten (siehe Diskussion in Lit. [3-5]) zahlreiche
Moglichkeiten vorgeschlagen wurden, wie Enzyme Reaktio-
nen beschleunigen konnen, gelang es in keiner davon, die
Struktur eines Enzyms direkt mit seiner katalytischen Wir-
kung in Verbindung bringen, noch konnte irgendein Ansatz
gefunden werden, um die Geschwindigkeitskonstanten von
enzymatischen Reaktionen zuverldssig vorherzusagen. Hier
liefert der QM/MM-Ansatz (und insbesondere seine Version
der empirischen Valenzbindung (EVB)) die wahrscheinlich
beste Losung fiir dieses grundlegende Rétsel. Die Idee,
komplexe Systeme so zu beschreiben, dass verschiedene Teile
des Systems auf unterschiedlichen Skalen behandelt werden,
ist sehr allgemein und fand Anwendung in vielen Gebieten,
insbesondere in Studien komplexer biologischer Systeme. Ein
frithes Beispiel dafiir ist unsere vereinfachtes grobkorniges
(coarse-grained, CG) Modell fiir die Proteinfaltung. Der
Fokus auf elektrostatische Modelle fiihrte zu CG-Modellen,
die besonders wirkungsvoll bei der Erforschung der Aktivitét
molekularer Maschinen sind.

Insgesamt ist aus unseren Studien die Anschauung her-
vorgegangen, dass zur Beschreibung von komplexen mole-
kularen Systemen Computer benétigt werden, um eine
Briicke zwischen struktureller und funktioneller Information
schlagen zu konnen. Bei der Wahl des optimalen Modells zur
Beschreibung eines simulierten Systems sollten Computer-
wissenschaftler sorgfiltig die vorhandenen Rechenressourcen
priifen. Hierfiir stellen Multiskalen-Strategien nahezu immer
einen leistungsstarken Weg dar, um verschiedene Systeme mit
unterschiedlichen Zeit- und Lingenskalen zu erforschen. Um
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die Entstehung der Multiskalen-Modellierung zu schildern,
will ich mit einigen Erinnerungen an die frithen Entwicklun-
gen auf dem Gebiet beginnen. Anschlie3end stelle ich einige
spezifische Beispiele vor, von Enzymreaktionen bis hin zu
Reaktionen molekularer Maschinen.

Die Friihphase der Multiskalenmodellierung

Ich wuchs in einem Kibbuz in Israel auf und hatte wenig
Erfahrung mit der Wissenschaft, aber ich experimentierte
gerne mit HeifBluftballons, bastelte Handfeuerwaffen und
beschiftigte mich mit vielen anderen Dingen, die nichts mit
Chemie zu tun hatten. Spater begann ich am Technion (Israel
Institute of Technology) zu studieren und entschied mich eher
zufillig fiir die Chemie. Irgendwann zwischen 1964 und 1965,
wihrend meines dritten Studienjahres, begann ich mich dafiir
zu interessieren, wie es Enzyme bewerkstelligen, chemische
Reaktionen teilweise um bis zu zwanzig Grolenordnungen zu
beschleunigen. Ich begann ein experimentelles Projekt, das
die vielleicht erste NMR-Messung eines sehr schnellen Re-
aktionsschrittes in der katalytischen Reaktion von Chymo-
trypsin hervorgebracht hat. Das Experiment lieferte aber
keinen verniinftigen Hinweis iiber die Herkunft der kataly-
tischen Wirkung. Obwohl ich vermutete, dass elektrostatische
Effekte die Reaktion beschleunigen, zeigten meine Versuche,
dass eine Anderung der Ionenstirke die Katalyse kaum be-
einflusste.’” Dieses Ergebnis deutete (filschlicherweise)
darauf hin, dass elektrostatische Effekte nicht wesentlich zur
Katalyse beitragen.

Nach meiner Zeit am Technion wechselte ich in die Ar-
beitsgruppe von Shneior Lifson, damals Direktor am Weiz-
mann Institute, und @nderte mein Forschungsthema von der
statistischen Mechanik des Helix-Kn#uel-Ubergangs hin zur
Modellierung von Molekiilen mithilfe digitaler Computer. Im
Herbst 1966 begann ich meine Doktorarbeit, in der ich mich
an den ersten Ansédtzen zur Entwicklung des spiteren ,.kon-
sistenten Kraftfelds* (consistent force field, CFF) versuch-
te.5) Mein allgemeiner Ansatz war, Molekiile als Kugeln und
Federn darzustellen (was als Molekiilmechanik (MM) oder
Kraftfeld-Ansatz bekannt wurde), um so Energien, Struktu-
ren und vielleicht sogar Schwingungen wiederzugeben. Die
Uberlegung war, die MM-Parameter so zu verfeinern, dass
die berechneten den beobachteten Eigenschaften moglichst
nahekédmen. Allerdings hatten wir keine Ahnung, wie wir dies
tun sollten. Ich versuchte zunichst, eine Parametrisierung der
Potentialfunktionen von Aminosduren tiber die Betrachtung
cyclischer Amide zu erreichen und erweiterte hierzu einen
von Mordechai Bixon, einem fritheren Schiiler Lifsons, ent-
wickelten Ansatz mit internen Koordinaten."” Leider ist es
im Grunde unmoglich, diesen Ansatz zu formulieren und zu
implementieren, da er analytische Ableitungen von komple-
xen, gegenseitig abhingigen Transformationsmatrizen be-
inhaltet. Zu dieser Zeit war der Einsatz von internen Koor-
dinaten der Schliissel fiir praktikable Programme zur Kon-
formationsanalyse (z.B. Lit.[11,12]). Diese erméglichten
jedoch keine konvergierende Optimierung, weil hierzu die
erste und zweite Ableitung bendtigt wurde. In meiner Ver-
zweiflung versuchte ich, die allgemeine Beschreibung von
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Molekiilen mittels Bindungslédngen und -winkeln aufzugeben
und stattdessen ein kartesisches Koordinatensystem zu ver-
wenden, das nun tatsdchlich alle Probleme mit den analyti-
schen Ableitungen verschwinden lieB3. In kartesischen Koor-
dinaten war es z. B. trivial, die analytischen ersten und zweiten
Ableitungen zu erhalten, welche fiir eine konvergierende
Energieminimierung eines cyclischen Molekiils notig sind.
Dies war in internen Koordinaten nahezu unmoglich, da jede
interne Koordinate von allen ibrigen abhéngt. Liegt die
zweite Ableitung der kartesischen Koordinaten vor, ist fiir die
Berechnung von Schwingungsmoden nur eine einfache Glei-
chung erforderlich. Zuvor verbrachte ich allerdings ein halbes
Jahr mit dem Lesen von Bright Wilsons Buch iiber moleku-
lare Schwingungen!"” und diversen Programmierversuchen,
die praktisch hoffnungslos waren (zumindest fiir cyclische
Molekiile).

Gliicklicherweise hatte das Weizmann Institute einen
spezialisierten Computer namens Golem (benannt nach dem
»Roboter” aus der jiudischen Mythologie, der dem Prager
Rabbiner hilft), der bemerkenswerterweise doppelte Ge-
nauigkeit (,,double precision®) beherrschte. Hierdurch war
ich in der Lage, sehr genaue erste und zweite numerische
Ableitungen zu ermitteln, mit denen ich exakte Minima und
molekulare Schwingungen in einem allgemeinen Molekiil
berechnen konnte. An diesem Punkt begann ich, ein Pro-
gramm zu schreiben, das analytische kartesische Ableitungen
und eine Kraftfeldverfeinerung mittels kleinster Fehlerqua-
drate enthielt. Wéahrend des Sechstagekrieges ruhten die
Arbeiten, und nach meiner Riickkehr an das Weizmann In-
stitute sollte ich auf Michael Levitt treffen. Shneior war eine
grof3e Inspiration aufgrund seiner Erfahrung in der Berech-
nung konsistenter Kraftfeldparameter und aufgrund seiner
beharrlichen Meinung, dass diese Parameter die Realitét
beschreiben konnen, gleichgiiltig ob sie aus dem Experiment
oder der Theorie abgeleitet wurden. So entwickelten wir das
allgemeine CFF-Programm,®!¥! das es uns erlaubte, mithilfe
von MM-Methoden genaue lokale Minima und Schwingun-
gen mittelgroBer Molekiile zu bestimmen. Das Programm
ermoglichte auch eine vollkonsistente Verfeinerung der MM-
Parameter durch Anpassung der berechneten Eigenschaften
an die beobachteten Eigenschaften von Molekiilen und Mo-
lekiilkristallen. Unser CFF-Programm wurde spidter zur
Grundlage aller modernen MM-Simulationsprogramme.!'!
Die Verfeinerung der CFF-Parameter stellte sich als an-
spruchsvolle Aufgabe heraus, weil eine automatische An-
passung an viele unabhingige Eigenschaften notig war. Es
musste sowohl eine automatische Zuweisung von Schwin-
gungen entwickelt werden, als auch eine allgemeine Methode
zur Verfeinerung der Parameter, sodass bekannte Abmes-
sungen der Elementarzellen von Molekiilkristallen reprodu-
ziert werden konnten.”) Im Jahr 1968 begann ich, mit der
Kombination meiner neu entwickelten CFF-Methode (mit
der Beschreibung von Bindungen als Federn mit lokalisierten
Elektronen) und einem Valenzbindungs(VB)-Quantenmo-
dell zu experimentieren.” Das QM(VB)+MM-Modell
konnte dazu beitragen, den extrem grof3en Isotopeneffekt der
chemischen Reaktion von Sauerstoff mit einem mittelgroen
organischen Molekiil zu beschreiben.
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Mit Enzymen im Hinterkopf, begann ich Anfang 1970 ein
Postdoktorat in Harvard bei Martin Karplus. Mein Ziel war
es, das QM + MM-Modell allgemeingiiltiger zu entwickeln.
Karplus und sein Postdoktorand Barry Honig erzielten
damals wichtige Fortschritte bei der Untersuchung von Re-
tinal (dem Chromophor des Sehpigments),'® das ein 127-
Elektronensystem aufweist und daher einen guten Grund
lieferte, ein CFF fiir m-Elektronensysteme zu entwickeln.
Tatsdachlich gelang es mir, eine Molekiilorbital(MO)-Be-
schreibung von Atomen mit w-Elektronen mit einer MM-
Beschreibung von o-Bindungen mit lokalisierten Elektronen
zu vereinen."”’ Anschliefend konnte ich die entsprechenden
Parameter fiir eine vereinheitlichte CFF-Methode konsistent
verfeinern. Dieses QM(MO) + MM-Modell enthielt nur die
Bindungen zwischen der QM- und der MM-Region und
ignorierte damit alle wichtigen (z.B. elektrostatischen)
Kopplungen zwischen diesen Bereichen. Dennoch lieferte das
Modell einen sehr leistungsfihigen und allgemeinen Weg, um
grof3e konjugierte Molekiile zu berechnen. Zudem fand ich in
diesem Projekt heraus, wie man die exakten analytischen
Krifte aus dem QM-Verfahren durch die Fixierung der Mo-
lekiilorbitale und eine Ableitung der Integrale erhilt. Wie
iiblich habe ich diese fundamentale Entdeckung zunéchst
erraten. Danach habe ich meine Idee durch numerische Ab-
leitungen bestitigt und anschlieBend den genauen mathe-
matischen Beweis gefunden.['® Auch hier zeigte sich, dass die
Kombination von Intuition und numerischer Validierung ein
méchtiges Werkzeug darstellt.

Auf jeden Fall konnte mir die OM + MM-Behandlung von
delokalisierten Elektronensystemen immer noch nicht dabei
helfen, Enzyme zu untersuchen. Somit begann ich nach
meiner Riickkehr an das Weizmann Institute 1972 mit der
Entwicklung eines effektiven Hybridorbitalquantenpro-
gramms (QCFF/ALL), das alle Atome in einem relativ klei-
nen Teil eines Molekiils quantenmechanisch behandelte,
wihrend der Rest klassisch dargestellt wurde. Wihrend
dieser Zeit verfestigte sich bei mir das Gefiihl, dass ich
meinen alten Traum von der Berechnung von Enzymen tat-
sdchlich verwirklichen konnte. Kurz darauf kehrte Mike von
seiner Promotion am Medical Research Council (MRC) an
das Weizmann Institute zuriick, und ich begann, eine mogli-
che Kombination meines quantenmechanischen Modells mit
seinen MM-Rechnungen am Lysozym (siche unten) zu un-
tersuchen. Wihrend ich immer noch mit der Entwicklung
meines QCFF/ALL-Ansatzes zu kdmpfen hatte, ergab sich
eines Tages die Gelegenheit, das Problem der Proteinfaltung
mit Mike zu besprechen. In diesem Gesprich entwickelten
wir die wilde Idee, mechanische Molekiilmodelle in einem
schwerelosen Raumschiff zu untersuchen, und wir hatten die
plotzliche Eingebung eines vereinfachten Proteinmodells, in
dem Kugeln Aminoséduren darstellen. Unser Projekt nahm
eine bemerkenswerte Entwicklung, und es schien, dass wir
mithilfe der drastischen Vereinfachungen das kleine Protein
BPTI mit einer iiberschaubaren Zahl von Minimierungs-
schritten falten konnten. Dieses vereinfachte CG-Modell®
schien das so genannte ,Levinthal-Paradoxon“ 16sen zu
konnen.! Letzteres beschreibt die widerspriichliche Tatsa-
che, dass sich Proteine zu einer bestimmten Struktur falten,
obwohl sie eine astronomische Zahl an moglichen Konfor-
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mationen aufweisen und eigentlich niemals den richtigen
Faltungsweg finden diirften. Unsere Simulationen zeigten,
dass die Zahl der relevanten Koordinaten tatsichlich relativ
klein ist und dass der Prozess der Proteinfaltung effektiv si-
muliert werden kann. Dank dieser Fortschritte beim Fal-
tungsproblem gelang es mir, ein EMBO-Stipendium zu er-
halten, sodass ich mit Mike nach seiner Riickkehr an das
MRC zusammenarbeiten konnte.

Enzyme, Elektrostatik und QM /MM

Die dreidimensionalen Strukturen des Enzyms Lysozym,
die Phillips und Mitarbeiter 1967 gelost hatten,'”! gewihrten
einen ersten Einblick in die Struktur des Enzym-Substrat-
Komplexes. Dieser Durchbruch schiirte enorme Hoffnungen,
dass die Enzymkatalyse letztlich verstanden werden konnte.
Phillips schlug vor, dass Enzyme sterische Spannungen auf-
bringen, die das Substrat in eine Struktur zwingen, die sich
niher am so genannten ,,Ubergangszustand“ befindet. In
dieser Konfiguration ist die entscheidende Bindung zwischen
dem Kohlenstoff- und dem Sauerstoffatom des Zuckersub-
strats gebrochen. Dieser Gedanke beruhte teilweise auf der
Beobachtung eines verzerrt aussehenden Zuckerrings und
der Annahme, dass das Protein signifikante Spannungen in-
duzieren kann. Es wurde argumentiert, dass die Spannung die
Barriere fiir den Bindungsbruch und somit auch die Akti-
vierungsenergie der Reaktion verringern kann. Jedoch zeigte
Mike, dass die Spannungsidee problematisch ist, da Enzyme
flexibel sind.”” Es schien mir klar, dass es fiir weitere Fort-
schritte notig sein wiirde, die chemische Reaktion im Enzym
tatsdchlich zu modellieren. Deshalb konzentrierte ich mich
nach meiner Ankunft am MRC im Herbst 1974 darauf, en-
zymatische Reaktionen zu modellieren. Dabei versuchte ich
immer noch, mein QCFF/ALL-Programm irgendwie mit
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Abbildung 1. Die Energetik einer C-O-Bindungspaltung in einem ungekoppel-
ten QM + MM-Modell (oberes Diagramm) und in einem gekoppelten QM/
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Mikes Energieminimierung des Lysozyms zu kombinieren.”"
Der erste Versuch fiihrte zu lacherlich hohen Aktivierungs-
energien (bei denen die Reaktion niemals stattfinden wiirde),
und ich merkte, dass meine Modellierungen in die vollig fal-
sche Richtung liefen. Es zeigte sich schlieBlich, dass der
Bindungsbruch zwischen den Kohlenstoff- und Sauerstoff-
atomen im Zuckersubstrat falsch beschrieben wurde. Das
Problem war, dass die Bindung in einen positiven Kohlenstoff
und einen negativen Sauerstoff gebrochen wird (C* O™), und
dass diese Ladungen von der elektrostatischen Umgebung
des Proteins und des Losungsmittels stabilisiert werden
miissen (siche Abbildung 1).

Die Implementierung des Einflusses externer Ladungen
war nicht einfach, da fast alle fritheren Arbeiten zur Be-
schreibung der Umgebung unzuverldssige Continuum-
Cavity-Modelle verwendeten, in denen der Cavity-Radius ein
im Grunde freier Parameter ist. Hierzu wurde das kompli-
zierte Bild der Konfigurationswechselwirkung (configuration
interaction, CI) verwendet, aus dem sich das Dipolmoment
des gesamten Molekiils ergab. Stattdessen erkannte ich, dass
man vom allgemeinen Ausdruck des quantenmechanischen
selbstkonsistenten Hamilton-Operators ausgehen kann (siche
z.B. Lit. [22]):

F;Z« = Uu,u + %RNMV,NM - ZP‘”’%“’ - Z Qivar = Z ij[j (1)
i

v iFi

Hierin ist U der Hamilton-Operator des Kerns, P die quan-
tenmechanische Bindungsordnung, O die Partialladung eines
Atoms und y das elektronische AbstoBungsintegral; 4 und
v sind die Atomorbitale des i-ten Atoms. Nun werden die
Atome i dem Teil des Systems zugewiesen, der quantenme-
chanisch behandelt werden soll, wihrend die anderen Atome
(mit j bezeichnet) klassisch behandelt werden konnen, vor-
ausgesetzt, dass ihre Ladung konstant ist. Wenn man y durch
e%/r ersetzt, ergibt sich:

)

N - ez .
FL=(F),- 52 = (1), vy
wobei u € A gilt, (111: ;fu den Beitrag der Quantenatome
bezeichnet (typischerweise des geloste Stoffes (S)) und
U, das gesamte elektrostatische Potential der klassi-
schen Atome (typischerweise der Losungsmittelmole-
kiile (s)) an der Position von Atom A beschreibt. Diese
Gleichung kann auf Fille verallgemeinert werden, in
denen die Ladungsverteilung der klassischen Atome
nicht festgelegt ist und durch das Feld der Quanten-
atome polarisiert werden kann.”” Somit ergibt sich der
fiihrende Term des Hamilton-Operators der Substrat-
Losungsmittel-Kopplung durch Addition des Potentials
der Losungsmittelatome zum Hamilton-Operator des
gelosten Stoffes. Die gesamte Potentialenergie ist damit
gegeben durch:

Viow = ES (FS) + E,Ss + E (3)

MM-Modell mit elektrostatischen und sterischen Umgebungseinfliissen (un-

teres Diagramm). Die Dipole kennzeichnen den Effekt der umgebenden La-
dungen. Wie die Abbildung zeigt, ist der Bindungsbruch sehr schwierig, wenn
die Kopplung zwischen der QM- und MM-Region nicht beriicksichtigt wird.
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In dieser Gleichung beschreibt E5(F%) die Energie, die
quantenmechanisch aus der F-Matrix berechnet werden
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kann, in welcher das elektrostatische Potential des Losungs-
mittels enthalten ist (der Vektor fiir simtliche U,). E's, be-
schreibt die nicht-elektrostatische Wechselwirkung zwischen
Substrat und Losungsmittel, und E ist das klassische Kraft-
feld innerhalb des Losungsmittels. In dieser Ndherung wird
der nicht-elektrostatische Term nur durch die klassische Van-
der-Waals-Potentialfunktion abgeschitzt. Bei der Simulation
von sehr grofien gelosten Molekiilen teilen wir manchmal
sogar die Substratregion in Quanten- und klassische Teile.
Die ,,Verbindung® zwischen den Quanten- und den Kklassi-
schen Regionen wird durch ein klassisches Kraftfeld darge-
stellt (welches in E’g, enthalten ist). Die Quantenatome an
den Grenzen sind mit wasserstoffartigen Dummy-Atomen
verbunden, um die Elektronen im Quantensystem auszuba-
lancieren. Das Hauptproblem, mit dem wir 1975 konfrontiert
waren, war die Auswertung der Gro3e und Positionen der
Ladungen in der Umgebung (z.B. Wassermolekiile).
Nachdem ich mehrere Monate in der Bibliothek ver-
bracht und mich mit etlichen Fachleuten {iber elektro-
magnetische Theorie unterhalten hatte, realisierte ich,
dass weder Fachbiicher noch Experten wirklich wuss-
ten, wie man elektrostatische Effekte in Proteinen oder
Losungen am Computer modellieren kann. Ich rief mir
die Erfahrung ins Gedéchtnis, die ich bei der Entwick-
lung des CFF-Modells gemacht hatte: Vergiss, was in
den Biichern steht, die vor dem Aufkommen der
Computer geschrieben wurden, konzentriere dich nur
auf die grundlegende molekulare Ebene und benutze
vereinfachte Modelle.

Ich sah ein, dass wir nicht vorankommen wiirden,
solange wir uns im Rahmen der elektrostatischen
Standardtheorie bewegten, bei der sdmtliche Details
eines Proteins oder des umgebenden Losungsmittels
iiber eine schwer fassbare Dielektrizitdtskonstante
eingebracht werden. Die damals verfiigbare Rechen-
leistung war klar nicht ausreichend, um ein Protein mit
umgebenden atomaren Wassermolekiilen zu modellie-
ren und gleichzeitig sinnvolle Energien zu erhalten.
Nachdem ich mehrere Optionen mit Mike besprochen
hatte, beschlossen wir, die Wassermolekiile als Gitter polari-
sierbarer Langevin-Dipole (das LD-Modell) darzustellen und
die Wechselwirkung dieser Dipole mit den Ladungen im
Protein-Substrat-System und miteinander selbstkonsistent zu
berechnen. Natiirlich war der Schliissel zum Erfolg dieses
Ansatzes, das LD-Modell mithilfe von beobachteten freien
Solvatationsenergien zu kalibrieren. Ein &dhnliches selbst-
konsistentes Verfahren wurde dann fiir die induzierten
Dipole an den Atomen der Proteine eingefiihrt.”! Dieses LD-
Wassermodell fiihrte zu der ersten mikroskopischen Be-
schreibung elektrostatischer Effekte in Proteinen und umging
alle konzeptionellen Fallstricke, die sich aus der Beschreibung
als kontinuierliches Dielektrikum ergeben wiirden. Fiir Kol-
legen, die mit der Vorstellung aufgewachsen waren, dass die
spezielle, hochsymmetrische Struktur der Wassermolekiile
sehr wichtig fiir die enorme Losungsfihigkeit des Wasser ist,
schien dieses Modell natiirlich problematisch zu sein. Am
Ende stellte sich das LD-Gittermodell aber als eine ausge-
zeichnete Néherung fiir die Untersuchung von Losungsmit-
teleffekten heraus. Dies geschah lange vor allen anderen
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mikroskopischen Modellen und auch vor der Entwicklung der
makroskopischen Modelle, die die Proteingestalt beriick-
sichtigen.

Zum ersten Mal konnte schlielich die Energie eines he-
terolytischen Bindungsbruchs in Enzymen und in Losung er-
halten werden, indem ein realistisches elektrostatisches
Modell fiir das Enzym und die umliegenden Wassermolekiile
eingefiithrt und dieses Modell in einen Quanten-Hamilton-
operator integriert wurde. Dieser QM/MM-Ansatz spiegelt
die Erkenntnis wider, dass wir einerseits grole Systeme nicht
quantenmechanisch behandeln koénnen, zugleich aber auch
die Chemie nicht ohne eine Quantenmethode beschreiben
konnen. Unser Ansatz bestand also darin, nur das Reakti-
onszentrum quantenmechanisch zu beschreiben und den Rest
des Proteins und das Losungsmittel klassisch zu behandeln
(Abbildung 2). Dieses Verfahren sowie verwandte Modelle,

QM-Region

Bulk-Region

innere MM-Region

duflere MM-Region

Abbildung 2. Ein QM/MM-Modell des aktiven Zentrums von Lysozym. Das
Enzym ist aufgeteilt in eine kleine reaktive QM-Region und in den Rest des
Systems, der mit einem klassischen MM-Modell beschrieben wird.

die wir nach und nach eingefiihrt haben, wurde als ,,Multi-
skalen-Modellierung“ bekannt. Das QM/MM-Modell legte
nahe, dass Enzyme mithilfe elektrostatischer Felder operie-
ren, um die Aktivierungsbarrieren fiir Bindungsbriiche zu
reduzieren (siche unten). Die Verwendung unseres QM/MM-
Ansatzes zur Simulation der katalytischen Lysozymreaktion
ebnete den Weg fiir moderne Modellierungsstudien von En-
zymwirkungen® als eines der zentralen Themen der mo-
dernen theoretischen Chemie und Biophysik.

Unsere QM/MM-Studien fiihrten zu einem tiefen Ver-
stindnis des Ursprungs der Enzymkatalyse, fiir die sich die
elektrostatische Pridorganisation als entscheidender Faktor
herausstellte.” Genauer gesagt fithrten meine nachfolgen-
den EVB-Studien zu der nicht-trivialen Erkenntnis, dass die
Enzymkatalyse nicht aufgrund der Wechselwirkung zwischen
dem Enzym und dem Substrat stattfindet (wovon die meisten
ausgingen), sondern vielmehr aufgrund von hohen Kosten an
freier Energie fiir die Reorganisation des Losungsmittels in
der Referenzreaktion ohne Enzym (die aufzuwendende
Arbeit fiir die Drehung der Wassermolekiile in Richtung der
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der Reorganisation der umge-
benden Dipole in einer Sy2-Reaktion. Die Ladungen verindern sich
von einer zentrierten Anordnung im Ausgangszustand der Reaktanten
(RS) zu einer delokalisierten Anordnung im Ubergangszustand (TS) in
A) Wasser und B) im aktiven Zentrum eines Enzyms.”l

Ladungen des Ubergangszustands). Wie in Abbildung 3 be-
schrieben, erhoht die Reorganisationsenergie die Aktivie-
rungsbarriere in Losung, wahrend sich im Enzym die polaren
Gruppen, die den Ubergangszustand stabilisieren, nicht
drehen miissen, da sie bereits mit korrekt polarisierten Di-
polen gefaltet sind. In den folgenden Jahren konnte ich auch
beweisen, dass die Anderung der elektrostatischen Reorga-
nisationsenergie fiir fast die gesamte katalytische Wirkung
der Enzyme verantwortlich ist.?) Obwohl wir diesen schwer
fassbaren Ursprung der Katalyse wihrend unserer Studien
am MRC nicht vorhersehen konnten, profitierte ich von dem
allgemeinen Gespiir, dass es irgendwie mit elektrostatischen
Effekten zusammenhingen sollte (sieche hierzu auch den
aufschlussreichen Ubersichtsartikel von Max Perutz?").
Obwohl Max intuitiv die Bedeutung dieses Effekts erkannte,
glaubte er interessanterweise, dass er mit der Stabilisierung
der Ionenpaare in einer schwach dielektrischen Umgebung zu
tun hatte. Ich fand hingegen heraus, dass die aktiven Zentren
des Enzyms in der Tat sehr polar sind, und wies ihn darauf hin,
dass Tonenpaare in einer Olphase mit umgebendem Wasser
nicht sehr stabil wéren. Diese Erkldrung fiihrte schlielich zu
einem Artikel, den er fiir mich an PNAS iibermittelte.”! Die
1975 konzipierten elektrostatischen Modelle waren die Basis
fiir die einheitliche mikroskopische Behandlung biologischer
Modelle, fiir das Verstdndnis der wahren Natur der dielek-
trischen Konstanten von Proteinen™?! und fiir die Simula-
tion der wichtigsten funktionellen Eigenschaften von Protei-
nen, einschlieBlich pK,-Werten, Redoxpotentialen, freien
Bindungsenergien, Ionen- und Protonenleitfihigkeiten® und
Proteinstabilititen.”

In den folgenden Jahren vereinfachten meine Mitarbeiter
und ich den QM/MM-Ansatz drastisch, indem wir die ver-
schiedenen Schritte der Reaktion mit einem Valenzbin-
dungsmodell beschrieben — von mir als empirische Valenz-
bindungs(EVB)-Methode bezeichnet.’!! Dieser Ansatz, der
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die klare Physik der diabatischen Reaktant- und Produktzu-
stinde nutzte, ermoglichte es uns, einen groen Schritt hin zur
Erfiillung meines groen Traums der quantitativen Model-
lierung der Enzymkatalyse zu machen. Er half aulerdem,
populdre Vorschlidge fiir vermeintliche Ursachen der En-
zymkatalyse zu erforschen (und héufig zu widerlegen), dar-
unter entropische Effekte, Destabilisierung des Grundzu-
stands durch Desolvatation, dynamische Effekte, Steuerung
durch Orbitale und andere (siche Diskussion in Lit. [32] und
[26]). Die Fihigkeit, die eigentliche chemische Reaktion im
aktiven Zentrum des Enzyms modellieren zu kénnen, war der
Schliissel zur Erforschung des Geheimnisses der Enzymka-
talyse. Hierdurch konnten die verschiedenen Beitrige zur
Geschwindigkeitskonstante entschliisselt werden, was mit
rein experimentellen Ansédtzen praktisch unmoglich ist. Ins-
gesamt lieferten die QM/MM-Studien eine Losung fiir das
lang anhaltende Rétsel der Herkunft der katalytischen Wir-
kung von Enzymen und ebneten den Weg fiir quantitative
Studien enzymatischer Reaktionen.”” Sie erlaubten es au-
Berdem, das Problem eines gezielten Enzymdesigns auf ra-
tionale Weise anzugehen.™

QM/MM-Ansidtze mit einem Ab-initio-QM-Hamilton-
operator (QM(ai)/MM-Rechnungen) wurden in den letzten
Jahren auf ein Niveau entwickelt, das es ermoglicht, mit einer
geeigneten Stichprobe zuverldssige Freie-Energie-Oberfla-
chen in kondensierter Phase zu erhalten.’¥ Noch beim
Schreiben dieses Aufsatzes erscheint es mir besser, die EVB-
Methode mithilfe von QM(ai)/MM-Rechnungen in Losung zu
kalibrieren und dann zu Studien in Proteinen mit dem EVB-
Ansatz ijberzugehen.[”] Jedoch bin ich mir sicher, dass man in
der Zukunft in der Lage sein wird, konvergierende QM(ai)/
MM-Oberfldchen auch fiir Reaktionen in aktiven Zentren
von Enzymen zu erhalten. Wenn man tiber Multiskalen-Mo-
dellierung im Rahmen von QM/MM und verwandten An-
sédtzen spricht, ist es wichtig zu betonen, dass die allgemeine
Idee als ein ,,Einbettungsansatz*“ bezeichnet werden kann. Im
Rahmen eines solchen Ansatzes sucht man nach dem besten
Weg, die Umgebung des aktiven Systems zu beschreiben.
Hier stellen das Frozen-DFT-(FDFT)- und Constrained-
DFT-(CDFT)-Verfahren zwei der vielversprechendsten
Strategien dar (z.B. Lit. [36]). Beide Ansétze behandeln das
gesamte System auf einem quantenmechanischen DFT-
Niveau mit einem im Prinzip strengen Formalismus,*”! dabei
ist jedoch die Elektronendichte rund um die Hauptregion
nicht Gegenstand der selbstkonsistenten Optimierung und
wird durch grobe Néiherungen bestimmt (einschlieBlich einer
»ireeze-and-thaw*-Strategie). Der CDFT-Ansatz kann als
QM/QM-Ansatz beschrieben werden, aber auch hier besteht
die Grundidee darin, einen Teil des Systems weniger streng
und weniger anspruchsvoll zu beschreiben, um Rechenleis-
tung zu sparen.

Das Primdrereignis beim Sehvorgang und der Auf-
stieg der Molekiildynamiksimulationen in der Biolo-

gie

Anfang der 70er Jahre erkannte ich, dass die klassische
Beschreibung der Ubergéinge zwischen Energieniveaus nicht
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der optimale Weg war, um photochemische Reaktionen
mittlerer und groB3er Molekiile zu beschreiben. Stattdessen
verwendete ich einen semiklassischen Trajektorienansatz —
das Surface-Hopping —, der zur Untersuchung von Gaspha-
senreaktionen sehr kleiner Molekiile eingefiihrt worden
war.®®l Dieser Fortschritt, der sich als konzeptioneller
Durchbruch herausstellen sollte, wurde 1975 verstfentlicht,*!
mit der Photoisomerisierung von Buten als Beispiel. Mit der
Uberzeugung, dass dieser Ansatz der Schliissel zu quantita-
tiven Studien der Photobiologie sei, richtete ich mein
Hauptaugenmerk auf das wichtigste Problem der biologi-
schen Photochemie, ndmlich die primédre Photoisomerisie-
rung des Retinals beim Sehvorgang. Zwar hatte ich mich
bereits wahrend meiner Zeit als Postdoc fiir Retinal interes-
siert (siehe z.B. Lit. [40]), damals galt mein Interesse aber
spektroskopischen und geometrischen Eigenschaften und
nicht dem weitaus spannenderen Problem, was ndmlich im
ersten Schritt des Sehvorgangs geschieht (ein Problem, das
scheinbar vollig unzugénglich fiir theoretische Studien mit
den Standardstrategien zu sein schien). Damals war bekannt,
dass im Auge auftreffendes Licht von der Schiffschen Base
des Retinals, das in dem Protein Rhodopsin eingebettet ist,
absorbiert wird. Nach der Lichtabsorption isomerisiert das
Retinalmolekiil von seiner urspriinglichen 11-cis-Struktur in
eine all-trans-Struktur, was strukturelle Verdnderungen des
Proteins verursacht. Die neu gebildete Proteinform, das
Metarhodopsin, aktiviert die Ubertragung des optischen Si-
gnals an das Gehirn. Spéter wurde entdeckt, dass Metarho-
dopsin ein G-Protein namens Transducin aktiviert und Rho-
dopsin tatsdchlich ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor ist
(GPCR).I*l Es war auch bekannt, dass die primire Lichtab-
sorption zur Photoisomerisierung des Retinalmolekiils in
weniger als 6 Pikosekunden fiihrt (der kiirzesten Zeit, die in
den frithen 70er Jahren gemessen werden konnte). Dariiber
hinaus schien das Fehlen von Strukturinformationen noch
groBere Herausforderungen zu stellen. Obwohl ich eine
Bindung von Retinal an Chymotrypsin in Erwigung zog,
beschloss ich, die Wirkung des Proteins durch einen steri-
schen Hohlraum und ein moégliches internes Gegenion zu
modellieren. Ich benutzte den semiklassischen Surface-Hop-
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ping-Ansatz zur Beschreibung der Schiff-Base des Retinals,
das ich in der anfinglichen 11-cis-Konformation fixierte.*”!
Meine MD-Simulationen, die in Abbildung 4 dargestellt sind,
sagten voraus, dass der Primidrprozess etwa 100 Femtose-
kunden dauert. Bedingt durch eine sehr gro3e nichtadiaba-
tische Kopplung gab es eine enorm hohe Wahrscheinlichkeit
fiir einen Sprung (,,Hopping“) aus dem angeregten Zustand
in den Grundzustand (ein Phinomen, das spiter als konische
Durchschneidung identifiziert wurde). Es ist wichtig zu be-
merken, dass die Ergebnisse dieser Simulationen, die die
erste Verwendung von MD-Simulationen in der Biologie
darstellten, sowohl experimentell™ als auch theoretisch*!
bestétigt worden sind.

Die Molekiildynamiken, die aus diesen Computersimu-
lationen erhalten wurden, zeigten klar auf, wie eine schnelle
Bewegung in einem begrenzten Hohlraum im Protein ohne
starke Kollisionen moglich ist. Genauer gesagt wurde fest-
gestellt, dass die Isomerisierung mit einer konzertierten
Drehung mehrerer Bindungen einhergeht, was ich als
,Pedal“-Bewegung bezeichnete. Um festzustellen, ob das
Pedal-Modell sinnvoll ist, lich ich mir Modellbauteile aus dem
Strukturbiologielabor von Max Perutz und baute ein Modell,
das die konzertierte Bewegung ohne grofie strukturelle Ver-
anderungen reproduzieren konnte. Interessanterweise wurde
diese Bewegung etwa 30 Jahre nach meinem urspriinglichen
Modell durch Ab-initio-Studien bestitigt.*/!

In den folgenden Jahren verwendeten mein langjéhriger
Mitarbeiter Bill Parson und anderel*! die Struktur eines
bakteriellen Reaktionszentrums (RC) und den gleichen se-
miklassischen Ansatz, um das primére Elektronentransfer-
ereignis in der Photosynthese zu modellieren. Sie wiesen
nach, dass der beobachtete 3-ps-Prozess ein sequenzielles
Hopping vom priméren Chlorophyll-Dimer (P*) zu einem
Monomer (B) und dann zu einem zweiten Monomer (H)
umfasst. Auch diese Ergebnisse wurden spéter durch experi-
mentelle Studien bestitigt (z.B. Lit. [46]). Unsere Forschun-
gen fanden zu einer Zeit statt, in der man allgemein davon
ausging, dass das Primarereignis nicht schrittweise stattfinden
konne und vielmehr ein einstufiger Superaustauschprozess
sei. Hier stellte sich die Fahigkeit, die richtige elektrostatische

Abbildung 4. Momentaufnahmen einer simulierten MD-Trajektorie des Priméarereignisses beim Sehvorgang. Die Trajektorie startet mit 11-cis-Reti-
nal im Grundzustand und wechselt nach der Absorption von Licht in einen angeregten Zustand. Hier dreht sich der 11-12-Torsionswinkel barriere-
frei auf 90°, und die Trajektorie wechselt in den Grundzustand in Richtung des trans-Isomers. In der Bewegung wird die Gesamtstruktur kaum
verindert, weil sich die anderen Torsionswinkel entgegengesetzt zum 11-12-Torsionswinkel bewegen. Die Momentaufnahmen wurden aus einem
Film entnommen, der die originale Trajektorie aus Lit. [42] zeigt.
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Energie eines jeden Zwischenzustandes bestimmen zu
konnen, als ein groB3er Vorteil gegeniiber dhnlichen Ansitzen
heraus, die nicht in der Lage waren, von Proteinstrukturen auf
elektrostatische Energien und Redoxpotentiale zu schlieBen.
Obwohl wir vier Jahre warten mussten, um die RC-Koordi-
naten zu erhalten, standen alle Computerprogramme bereit
und wurden seit langer Zeit getestet, sodass wir Ende 1987
lediglich zwei Wochen benétigten, um aus der Struktur des
RC einen detaillierten (und korrekten) Funktionsmechanis-
mus abzuleiten.

Berechnung von freien Energien und thermodyna-
mischen Zyklen

Einer der bemerkenswertesten Fortschritte, die aus der
Verwendung von Computermodellen biologischer Molekiile
hervorgegangen sind, war die Fahigkeit, die relevanten freien
Energien und insbesondere die Energetik geladener Gruppen
in Proteinen auszuwerten. Der erste, noch sehr grobe Ansatz
in diese Richtung wurde 1976 vorgestellt (siche Abbildung 8
in Lit. [2]), bevor quantitativere Freie-Energie-Rechnungen
und gut definierte thermodynamische Zyklen auf mikrosko-
pischer Grundlage mit dem PDLD-Modell eingefiihrt
wurden, das den Weg zur Berechnung von pKs-Werten, !
Redoxenergien,*” Tonentransferenergien!®! und freien Bin-
dungsenergien von Wirkstoffen® ebnete. Nachdem ich den
exzellenten Ubersichtsartikel von Valleau und Toerrie gele-
sen hatte,* begann ich 1977/78 mithilfe von Storungsrech-
nungen der freien Energie (free energy perturbation, FEP)
die Ladung eines Ions in meinem oberfldchenbeschrinkten
Dipol-Wassermodell mit weichen Kugeln (surface-constrai-
ned soft sphere dipole, SCSSD) zu berechnen.™ Dies machte
ich hauptsédchlich, um den Gutachtern des SCSSD-Manu-
skripts zu beweisen, dass der entropische Beitrag zu den
freien Losungsenergien von Ionen gering ist. Die Berech-
nungen ergaben einen sinnvollen Trend, aber ich war zu sehr
damit beschiftigt, mit den Gutachtern iiber andere triviale
Probleme zu streiten, dass ich die vorldaufigen Entropie-Er-
gebnisse nicht verodffentlichte. Dank der immer besser wer-
denden Rechenleistungen konnten wir schlieSlich 1982 mit
Freie-Energie-Rechnungen der Ladungen in vollatomaren
Losungsmodellen beginnen,*!! 1983/84 folgten dann ent-
sprechende Rechnungen an Proteinen.’” Die mikroskopi-
schen FEP-Rechnungen und die entsprechenden Freie-
Energie-Zyklen sind zu einem wichtigen Bestandteil des
Gebiets geworden, vor allem deshalb, weil schon triviale
Verinderungen einiger weniger geloster Atome in Losung®!
und in Proteinen® spannende Ergebnisse liefern. Da ich fest
von der Bedeutung elektrostatischer Energien tiberzeugt war,
empfand ich diese ,alchemistischen Verdnderungen“ als
keine wirkliche Herausforderung und konzentrierte mich
daher weiterhin auf die Berechnung der groflen absoluten
freien Losungsenergie, woraus die ersten FEP-Studien der
freien Energie von ionisierenden Sduren in Proteinen, von
Redoxprozessen (siche Lit.[29]) und von freien Energien
unzihliger enzymatischer Reaktionen hervorgingen.?””! Zu-
sammen mit meinen Mitarbeitern versuchte ich auch, der
Fachwelt die enormen Risiken aufzuzeigen, die sich aus der
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Betrachtung des Potentials der mittleren Kraft (potential of
mean force, PMF) in Studien des biologischen Ladungs-
transports ergeben. Wir wiesen darauf hin, dass die Betrach-
tung des PMF beim Ionentransport durch Ionenkanile
extrem irrefithrend sein kann, da es nicht viel dariiber aussagt,
wie grof3 der Fehler bei der Berechnung der absoluten freien
Losungsenergien ist. Auf der anderen Seite ist die Berech-
nung der absoluten freien Energie der beste Weg, um zu
iiberpriifen, ob das Modell die korrekte Physik erfasst.?*>]
Dieser Aspekt hat damit zu tun, dass formale Strenge oft mit
tatsdchlicher Zuverldssigkeit verwechselt wird. Es dauerte
relativ lange, bis die Fachwelt realisierte, dass die richtigen
Randbedingungen der Schliissel fiir die Zuverldssigkeit von
Ergebnissen sind.

Der Briickenschlag zwischen Zeit- und Ldngenska-
len: vereinfachte grobkérnige Modelle der Funktion
komplexer molekularer Maschinen

Wihrend die MD-Studien ultraschneller photobiologi-
scher Prozesse des oben diskutierten Typs sehr effektiv
sind,™ stellten Simulationen der funktionellen Eigenschaf-
ten, die ldngere Zeitschritte und groBere Systeme beinhalten,
eine viel groBere Herausforderung dar. Tatséchlich ist unsere
Fiahigkeit zur Berechnung funktioneller Eigenschaften noch
heute begrenzt, trotz des exponentiellen Zuwachses von MD-
Simulationen von Proteinen und verwandten Systemen und
den enormen Fortschritten in der Computerleistung (z.B.
Lit. [56,57]). Man trifft hier auf groBe Sampling-Probleme
(wie in Lit. [58] diskutiert), die auch durch ausgekliigelte
Formulierungen, wie etwa in Lit. [59], nicht unbedingt redu-
ziert werden konnen. Wenn man eine sehr lange Trajektorie
laufen lédsst, um eine funktionelle Eigenschaft zu simulieren,
ist es natiirlich problematisch, nur diese einzige zu betrachten,
da sie die Gesamtwirkung nicht notwendigerweise repréasen-
tiert. Dariiber hinaus setzt die Beobachtung einer einzigen
langen Trajektorie eine sorgfiltige Interpretation und ein
allgemeines, reduziertes Modell voraus. Deshalb war es aus
unserer Sicht eindeutig, dass man bei der Simulation kom-
plexer Systeme die Zeit- und Langenskalen durch einfache
Modelle verbriicken muss.

An dieser Stelle riefen wir uns die CG-Idee aus den Tagen
der Proteinfaltung ins Gedichtnis.® Wir stellten uns die
Frage, ob und wie sie zur Untersuchung von Proteinfunktio-
nen verwendet werden konnte. Es war klar, dass diese Auf-
gabe eine verbesserte Berechnung der elektrostatischen
Energien voraussetzte (die der Schliissel fiir Struktur-Funk-
tions-Korrelationen zu sein schienen), und so begannen wir
ein groBangelegtes Projekt, in dem wir ein verbessertes
elektrostatisches Modell entwarfen und auf absolute Prote-
instabilititen kalibrierten.’” Das resultierende CG-Modell
schien das beste Werkzeug zu sein, um von der Struktur
molekularer Maschinen zu ihrer Funktion zu gelangen (siehe
unten). Eine weitere Herausforderung, mit der wir uns be-
fassen mussten, war die Anforderung, dass das Langzeitver-
halten des einfachen Modells den entsprechenden Trend des
vollstandigen Modells wiedergibt. Dieses Problem 19sten wir
mit unserem Renormalisierungsverfahren,® das starke ex-
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terne Krifte auf das vollstindige Modell einwirken ldsst (und
hierdurch grole Konformationsdnderungen in kurzen Zeiten
hervorruft). Die gleichen Krifte legten wir auch an das re-
duzierte Modell an, welches durch eine Langevin-Dynamik
simuliert wurde. Wir verdnderten dann die effektive Reibung
in den Langevin-Dynamiksimulationen so lange, bis sowohl
das vollstdndige als auch das reduzierte Modell die gleiche
zeitabhidngige Reaktion auf die angelegten Krifte zeigten.
Die resultierende Reibung verwendeten wir als optimale
Reibung fiir Simulationen mit dem reduzierten Modell auf
langen Zeitskalen und in Abwesenheit der externen Kraft.
Dieser Renormalisierungsansatz schien mikroskopische Si-
mulationen auf langen Zeitskalen zuverléssig zu reproduzie-
ren® und erlaubte es uns, das Verhalten von komplexen
molekularen Maschinen auf langen Zeitskalen zu erkun-
den.[60'62]

Bei der Entwicklung der oben diskutierten CG- und
Multiskalenmodelle sieht man sich mit der bedeutenden
Frage konfrontiert, wie man die vereinfachte Freie-Energie-
Fliche mit den Ergebnissen in Beziehung setzen kann, die mit
dem vollstindigen Modell erzielt werden wiirden. Hier grif-
fen wir auf das Konzept der Paradynamik (PD) zuriick, indem
wir zuerst die freie CG-Energie ermittelten und dann eine
Storungsrechnung zwischen der CG- und der vollstdndigen
Oberfldche an verschiedenen Schliisselbereichen auf der
Energielandschaft durchfiihrten.” Damit konnten wir unser
CG-Modell in Simulationen von molekularen Maschinen und
anderen komplexen biologischen Systemen verwenden.
Weiter unten werde ich auf einige der instruktivsten Beispiele
aus neuerer Zeit eingehen.

Die F,F,-ATP-Synthase ist ein zelluldres Aggregat, das
aus zwei Rotationsmotoren besteht, dem zytoplasmatischen
Komplex F; und daran gekoppelt der in der Membran ein-
gebettete Komplex F,. Der Fj-Rotor nutzt die Energie des
Protonentransports durch die Zellmembran, um den in der

A. Warshel

Membran eingebetteten c-Ring zu drehen. Der F;-Komplex
koppelt die Rotation des c-Rings mit der zentralen Achse (y-
Untereinheit), um ATP aus ADP und P; zu erzeugen. Trotz
zahlreicher Simulationen und phdnomenologischer Studien
(z.B. Lit. [63,64]) gelang es nicht, den Ursprung der Kopp-
lung zwischen chemischen und mechanischen Ereignissen in
der F,F,-ATP-Synthase konsistent und unvoreingenommen
aufzukldren oder zu simulieren. In mehreren Einzelmole-
kiilexperimenten®! entdeckte man die erstaunliche Anwe-
senheit einer schrittweisen 80°/40°-Drehung des Systems und
fand, dass der chemische Schritt nach dem 80°-Schritt statt-
findet (die Verzogerung vor dem chemischen Schritt wurde
,katalytische Verweilzeit“ genannt). Leider war es ausneh-
mend schwierig, den Ursprung und die Bedeutung der
schrittweisen Kopplung aus struktureller Sicht zu verstehen.
Dies hat zum Teil mit der enormen Systemgrofe und der sehr
langen Zeitskala des Prozesses zu tun, die jenseits von Mil-
lisekunden liegt. Als wir die elektrostatische Freie-Energie-
Flache mit den freien Energien der ATP-Hydrolyse und der
Produktfreisetzung koppelten, konnten wir damit bemer-
kenswerterweise das beobachtete Verhalten des Systems re-
produzieren. Dies beinhaltete die Erzeugung der elektrosta-
tischen Potentialfléche, die eine hohe Energie nach der 80°-
Drehung der y-Achse aufweist (siche Abbildung 5). Nach
Hinzunahme des chemischen Potentials konnte eine funk-
tionale Energieflache reproduziert werden (Lit. [62]), auf der
die 80°-Barriere an die chemische Koordinate der ATP-Hy-
drolyse gekoppelt ist. Dies reproduzierte die experimentell
beobachtete katalytische Verweilzeit bei 80°/40°. Die Details
unserer CG-Modellierung und der entsprechenden Analyse
sind in Lit. [62] gegeben.

Eine weitere ermutigende CG-Studie® konnte zum
ersten Mal die Richtungsabhingigkeit der Kopplung zwi-
schen der antreibenden Kraft und der Drehung des c-Rings in
der Fy-ATPase reproduzieren. Phinomenologische Modelle

D1E2T3

T1D2E3

E1T203

Konformationsanderung der
katalytischen a/f-Untereinheiten

Abbildung 5. Kopplung zwischen der Rotation der y-Achse und der ATP-Hydrolyse in F,-ATPase. Die F,-ATPase ist von der Membranseite (A) und
entlang der Vertikalrichtung parallel zur zentralen y-Achse (B) dargestellt. Die katalytischen a-Untereinheiten sind dunkelblau, dunkelgriin und
orange dargestellt, die 3-Einheiten sind cyan, hellgriin und gelb. Die y-Achse ist magenta dargestellt. Die Verbindungen der 3-Untereinheiten zu
Nukleotiden sind mit T (ATP-gebunden), D (ADP-gebunden) oder E (leer) bezeichnet. C) Die elektrostatische CG-Freie-Energie-Flache der Rotation
der y-Achse gekoppelt mit den a/f3-Konformationsinderungen spiegelt die schrittweisen 80°/40°-Ereignisse wider, die im Text diskutiert sind. Die
Kombination des Diagramms (C) mit der Energetik des chemischen Schrittes (die in Lit. [62] dargestellt ist) liefert eine strukturbasierte Beschrei-
bung der Wirkungsweise von F;-ATPase. Die Abbildung wurde aus Lit. [62] entnommen.
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wurden verwendet, um die Wirkungsweise der c-Ring-
Rotation auf den membranidren Protonentransfer von
sauren in basische Reservoirs zu verstehen.* Eine
quantitative Beziehung zwischen Struktur und Funktion,
die die physikalische Natur der gerichteten Drehung er-
klart, fehlte jedoch vollstiandig. Unser CG-Modell konnte
die elektrostatische Freie-Energie-Fliche der c-Ring-
Drehung gekoppelt mit dem Protonentransport von der
P-Seite (pH 5) zur N-Seite (pH 8) der Membran erzeu-
gen. Die erhaltene Energiefldche zeigte, dass der mole-
kulare Ursprung der gerichteten c-Ring-Drehung
hauptsichlich in der Asymmetrie des Protonentrans-
portpfades zwischen den N- und P-Regionen der Fj-
Einheit zu finden ist, nicht jedoch in der Energetik der
zentral angeordneten Salzbriicke zwischen dem c-Ring
und der Stator-Untereinheit.[!

Ein weiteres interessantes System, das mit unserem
CG-Modell untersucht wurde, ist der Translocon-Kom-
plex, der die Translokation von Polypeptiden durch die
Membran steuert. Wir haben das CG-Modell benutzt, um
mehrere wichtige Fragen iiber dieses System anzugehen,
beginnend mit dem Mechanismus der Membraninsertion
geladener Reste.”) Wir erzielten betrichtliche Fort-
schritte bei der Erforschung der Energetik der Translo-
con-unterstiitzten Proteininsertion und stellten uns die
Aufgabe, das vollstindige Freie-Energie-Profil fiir die
Proteintranslokation iiber den Translocon-Komplex und
die Partitionierung in der Wasser- und Membranphase zu
erhalten. Nachdem wir mehrere Randbedingungen auf
das System anwendeten, erhielten wir ein Freie-Energie-
Profil,”™ das wir benutzen konnten, um den Effekt ver-
schiedener Mutationen und der Bindung des Ribosoms
zu untersuchen. Ein Vergleich mit experimentellen
Daten fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass der Inserti-
onsvorgang wahrscheinlich ein Nichtgleichgewichtspro-
zess ist, und dass die Barriere fiir die Insertion in das
Translocon die Peptidtopologie steuert. Das erhaltene
Freie-Energieprofil erlaubte es uns, extrem anspruchs-
volle und grundlegende Fragen iiber die Art der Kopp-
lung zwischen zwei groflen biologischen Systemen, dem
Translocon und den Ribosomen, zu beantworten. Wir
untersuchten den Ursprung der experimentell beobach-
teten”!! zweiphasigen Zugkraft des Translocons, die die
frisch synthetisierten Peptidketten vom Ribosom ablost.
Wir konnten die experimentellen Effekte reproduzieren
(Lit. [72] und Abbildung 6), indem wir die chemischen
Barrieren der Bildung von Peptidbindungen fiir reguldre
und festgehaltene Peptidsequenzen abschétzten und mit
dem Profil fiir die Translocon-unterstiitzte Insertion in
die Proteinmembran kombinierten und Langevin-Dyna-
miksimulationen fiir das Ribosom/Translocon-Modell
durchfiihrten. Ein weiteres aufschlussreiches Beispiel ist
unsere Simulation der Wirkungsweise spannungsakti-

vierter Ionenkanile.”” Die oben aufgezeigten Beispiele ver-
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Abbildung 6. Simulationen der Kopplung zwischen dem Ribosom und dem
Translocon (TR). Die Simulation beschreibt den Effekt des TR auf festgehalte-
ne Peptide, wobei bei bestimmten Lingen des Linkers L die Kopplung zum
TR die Freisetzung des festgehaltenen Peptids unterstiitzt. Die Zeitabhingig-
keit von Xig und x; ist fiir eine Peptidkette mit 40 und 36 Einheiten darge-
stellt, was einer Linge von L=31 (blau) bzw. L=27 (rot) entspricht. Die x-
Koordinate bezeichnet die Insertionskoordinate und ist in Lit. [72] definiert.
Die Barrieren, die fiir die Langevin-Dynamiksimulationen verwendet wurden,
wurden durch eine Skalierung der Energiewerte mit 0.43 erhalten. Dies er-
laubte eine Simulation des Insertionsprozesses auf einer relativ kurzen Zeit-
skala und eine anschlieRende Abschitzung der relevanten Zeiten fiir die wirk-
lichen Barrieren durch eine entsprechende Boltzmann-Verteilung. Die Mo-
mentaufnahmen im oberen und unteren Teil des Diagramms zeigen die Kon-
figuration der naszierenden Peptidkette fiir L=31 bzw. L=27. Ribosom und
TR sind schematisch dargestellt. Die Startkonfiguration der naszierenden Pro-
teinkette ist cyan dargestellt. Das fithrende Teilchen (x,) ist rot dargestellt,
alle anderen Teilchen, die an die wachsende Kette angefiigt werden, sind ma-
genta dargestellt. Die interpolierten Zeiten (die ohne Skalierung erhalten
werden sollten) fir L=31 und L=27 sind 6 min bzw. 36 min. Die Abbildung
wurde aus Lit. [72] entnommen, die auch eine vollstindige Beschreibung des
Problems und der durchgefiihrten Simulationen enthilt.

Zukiinftige Richtungen

deutlichen, wie wichtig die Berechnung der Freie-Energie-

Profile ist, um ein griindliches Verstidndnis der zugrundelie-
genden Mechanismen verschiedener biologischer Prozesse zu

erlangen.
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Durch die enorme Steigerung der Rechenleistung ist es
nahezu sicher, dass Computersimulationen immr mehr das
zentrale Instrument bei der Modellierung komplexer Systeme
werden. Obwohl es schwierig ist, die exakte zukiinftige Aus-
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richtung des Gebiets vorherzusagen, kann es sinnvoll sein,
einige vielversprechende Entwicklungen zu betrachten. Eine
klare Ausrichtung ist die Bekdmpfung von Wirkstoffresis-
tenzen. An der Wende zum 20. Jahrhundert hatte der Mensch
eine kurze Lebensspanne, vor allem auch durch todliche
Krankheiten bedingt. Die Entdeckung des Penicillins und
anderer Medikamente bot Schutz und Hilfe gegen einige
schwere Krankheiten. In den letzten Jahren begann sich das
Bild jedoch zu wandeln, durch das zunehmende Auftreten
von Wirkstoffresistenzen. Es scheint, als gibe es keine
Zauberkugel: Schliisselmedikamente werden wirkungslos,
zum Teil wegen des iiberméBigen und verantwortungslosen
Einsatzes von Antibiotika. Zudem haben wir Krankheiten
wie HIV, die aufgrund schnell mutierender Erreger schwer zu
bekampfen sind, oder die Malaria, wo es ebenso das Resis-
tenzproblem gibt. Damit ist es unabdingbar geworden, neue
Strategien fiir die gezielte Entwicklung von Wirkstoffen zu
verfolgen. Die Herausforderung besteht darin, die experi-
mentelle Reaktion des Erregers auf verschiedene Medika-
mente vorherzusagen. Es wére ungemein hilfreich, compu-
tergestiitzte Strategien fiir das Studium von Wirkstoffresis-
tenzen einzusetzen, aber fiir einen solchen Ansatz muss die
Moglichkeit effektiver Mutationen drastisch reduziert
werden.

Eine solche Strategie konnte die Tatsache nutzen, dass ein
Virus im Kampf gegen einen bestimmten Wirkstoff die Af-
finitdt zu diesem Wirkstoff verringern und gleichzeitig eine
verniinftige katalytische Effizienz gegen die nativen Substrate
behalten muss. Daher wire es niitzlich, einen Weg zu finden,
das Virus zu iiberlisten, indem wir Inhibitoren entwerfen,
deren Bindung an das Zielenzym nicht durch Mutationen
reduziert werden kann, ohne den k. /K,-Wert deutlich zu
reduzieren. Mit anderen Worten miissen die resistenten Mu-
tationen den K;—Wert fiir den Wirkstoff erhohen und gleich-
zeitig einen verniinftigen k,/Ky-Wert fiir das native Substrat
beibehalten. Eine wirkungsvolle Strategie ist die Berechnung
des Vitalitdatswertes v (y = K;k./Ky) und die Bestimmung
der Wahrscheinlichkeit, dass das Virus auf eine bestimmte
Art mutieren wird. Die Kombination des Vitalitdtswertes mit
anderen Randbedingungen (wie z.B. der Aufrechterhaltung
einer verniinftigen Proteinstabilitit) liefert den Uberlebens-
wert, d.h. die Wahrscheinlichkeit, dass eine bestimmte Mu-
tation in der Gegenwart eines bestimmten Wirkstoffs iiber-
leben wird. Vitalitdtswerte wurden in ersten Studien bereits
berechnet,”*™! und wir sind zuversichtlich, dass man ein ro-
bustes Verfahren entwickeln kann, um das Uberleben von
Virusmutationen vorhersagen und damit Wirkstoffe entwer-
fen zu konnen, die das Resistenzproblem verringern. Andere
Randbedingungen wie Mutationsneigung und weitere Fak-
toren konnen durch Bioinformatikansétze eingefiihrt werden.
Es ist sehr wahrscheinlich, dass ein offensiver Einsatz von
Computersimulationen den Weg ebnet, einen Erreger mit
seinen eigenen Waffen zu schlagen.

Eine weitere spannende Richtung kann die Entwicklung
von Wirkstoffen sein, die in Protein-Protein-Wechselwir-
kungen eingreifen. Hier besteht die Idee darin, die zentralen
Interaktionen zwischen Partnerspezies in Signalleitungsnetz-
werken (z.B. Ras/RAF) zu identifizieren und dann Mole-
kiile basierend auf den Bereichen stdrkster Wechselwirkun-
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gen zu entwerfen (siche die Strategie in Abbildung 49 aus
Lit [77]). Eine andere Richtung, die immer wichtiger werden
wird, ist das rationale Enzymdesign. Mir scheint naheliegend,
dass Ansidtze zum gezielten Design von Enzymen eine rea-
listische Modellierung der katalytischen Wirkung verschie-
dener Entwiirfe beinhalten miissen. Es ist unwahrscheinlich,
dass unverifizierte Vorstellungen von der Funktionsweise von
Enzymen (z.B. die Vorstellung, dass Enzymkatalyse aufgrund
dynamischer Effekte stattfindet), oder Vorstellungen, die auf
Gasphasenmodellierungen basieren, zu kiinstlichen Enzymen
mit groBen katalytischen Wirkungen fithren kénnen. Auf der
anderen Seite miissen Vorgehensweisen, die die katalytischen
Wirkungen bekannter Enzyme reproduzieren konnen, ein
sehr méachtiges Werkzeug fiir das Austesten verschiedener
Entwiirfe sein. Multiskalenmodellierungen der Wirkungs-
weise molekularer Komplexe werden wahrscheinlich bei der
Beschreibung von Signaliibertragungen verwendet werden
und ein immer klareres Verstdndnis zelluldrer Wirkungswei-
sen erlauben. SchlieBlich sollte auch erwihnt werden, dass die
Multiskalenmodellierung ein sehr michtiges Werkzeug auch
fiir die Modellierung nichtbiologischer Systeme darstellt.
Vielversprechende Richtungen sind hier die Entwicklung von
Katalysatoren fiir vielféltige Anwendungen, das Design neuer
Materialien und die Optimierung nanotechnologischer
Funktionseinheiten. Insgesamt wird der Einsatz von Com-
putermodellen wahrscheinlich in jedem Bereich der mole-
kularen Wissenschaft enorm zunehmen, ebenso bei der Mo-
dellierung sehr groBer Systeme, die als makroskopische Sys-
teme betrachtet werden konnen.

Ich danke meiner Frau Tamar, die mich auf meinem wissen-
schaftlichen Lebensweg begleitet hat und mir in schwierigen
wie erfolgreichen Zeiten zur Seite stand.
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Online veroffentlicht am 24. Juli 2014
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