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Kurzzusammenfassung v

Kurzzusammenfassung

Das Ras-Enzym ist unter anderem der zentrale Schalter einer Wachstumssignaltrans-
duktionskaskade innerhalb von eukaryotischen Zellen, die zur Zellteilung führt. In
der Zelle liegt das membrangebundene Protein Ras zunächst in einem deaktivier-
ten, stabilen Zustand vor. Guaninaustauschfaktoren (GEF) aktivieren Ras durch
Austausch des gebundenen Substrats Guanosindiphosphat (GDP) zu Guanosintri-
phosphat (GTP). In der aktiven Form wechselwirken u. a. Raf-Kinasen mit Ras und
leiten das externe Wachstumssignal in den Zellkern weiter. Durch Hydrolyse von
GTP, d. h. Abspalten einer endständigen Phosphatgruppe des Triphosphats, geht
Ras innerhalb von rund 30 Minuten in die inaktive Form über, in der keine Signalwei-
terleitung stattfindet. GTPase-aktivierende Proteine (GAP) binden an aktivem Ras
und regulieren die Signaltransduktion durch Beschleunigung der Hydrolysereaktion
um den Faktor 105 auf etwa 50ms. Die Beschleunigung der Hydrolyse wird haupt-
sächlich durch einen Argininfinger R789GAP hervorgerufen, der in die Bindenische
des Ras-Proteins eingeführt wird und mit dem Triphosphat wechselwirkt. Mutatio-
nen innerhalb des Ras-Proteins können zu Störungen der Hydrolyse führen, sodass
der Abschaltmechanismus von Ras gestört ist. Dies führt zu praktisch permanenter
Weiterleitung des Wachstumssignals und kann damit zu unkontrollierter Zellteilung,
d. h. Tumorbildung, führen.

Zwei Schritte müssen bei der Hydrolysereaktion ablaufen: der Bindungsbruch zwi-
schen dem endständigen γ-Phosphat und dem mittleren β-Phosphat des Triphos-
phats und der nukleophile Angriff eines Wassermoleküls, d. h. die Bildung einer
kovalenten Bindung, mit dem γ-Phosphat. In theoretischen und experimentellen
Untersuchungen von Ras·GTP mit und ohne GAP wurde ein Elektronentransport
vom γ- zum β-Phosphat beobachtet, der für den katalytischen Bindungsbruch statt-
finden muss. Zudem werden β- und γ-Phosphat durch den Enzymkomplex offenbar
in eine starre, ekliptische Struktur gezwungen.

Ziel dieser Arbeit ist, durch eine vergleichende theoretisch-numerische Untersu-
chung von Ras·GTP mit Ras·RasGAP·GTP herauszufinden, wie der zweite Komplex
eine erheblich verbesserte Enzymkatalyse bewirkt. Eigene QM/MM-Simulationen
des Ras·RasGAP·GTP-Komplexes wurden durchgeführt, bei denen das Triphosphat
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mit Methoden der Dichtefunktionaltheorie, die Protein- und Wasserumgebung klas-
sisch mit der Newtonschen Mechanik beschrieben wurde. Im Ras·RasGAP-Komplex
werden, verglichen mit dem Ras-Enzym, Elektronentransport, Verlängerung der Bin-
dung und die deutlich stärker ausgeprägte Verdrillung hin zu einer starren, eklipti-
schen Konformation beobachtet. Das zentrale Ergebnis ist, dass der positiv geladene
Argininfinger nicht direkt aufgrund seiner Ladung zu einer Elektronenverschiebung
im Triphosphat führt, sondern indirekt über Desolvatisierung durch Verdrängung
von Wassermolekülen aus der Bindenische wirkt. Das daraus resultierende verstärk-
te elektrische Feld katalysiert den Bindungsbruch. Das im Grundzustand analysierte
GTP wird in Richtung des Übergangszustandes geschoben, sodass die Hydrolyse hin
zum Produktzustand schneller ablaufen kann.

Weitere QM/MM-Simulationen zeigen, dass eine hypothetische Protonierung des
β-Phosphats unmittelbar zu einem Bruch der Bindung zwischen γ- und β-Phosphat
und der Bildung eines planaren Metaphosphats aus dem γ-Phosphat führt. Dies
könnte durch Protonierung des β-Phosphats und gleichzeitiger Deprotonierung der
benachbarten Aminosäure K16Ras geschehen.

Die letzte Serie von QM/MM-Simulationen betrifft das Folgeintermediats
Ras·RasGAP·GDP·Pi nach der Abspaltung des endständigen Phosphats und der
Bindung des angreifenden Wassermoleküls. Das berechnete IR-Spektrum weist Über-
einstimmungen mit den experimentellen IR-Spektren auf. Die Kopplung der Schwin-
gungen von Mono- und β-Phosphat, die im Experiment durch Isotopenmarkierung
beobachtet wurde, konnte reproduziert werden.
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Zellteilung ist die Antwort auf ein externes Signal, das als Kaskade von der
Zellmembran zum Zellkern weitergeleitet wird. Das guaninnukleotidbindende
Enzym Ras ist der elementare Schalter in der zellulären Signaltransdukti-
onskaskade. Die Regulation wird über GTPase-aktivierende Proteine durch
beschleunigte Hydrolyse von Guanosintriphosphat gesteuert. Die aktuelle
Forschung will durch Verständnis des vollständigen Mechanismus einen Weg
finden, in Zukunft onkogenes Ras in der Zelle abschalten zu können.

1 Ras·RasGAP als zentraler
Schalterkomplex der Signaltransduktion

Proteine sind die molekularen „Maschinen“ in Zellen, die zum Beispiel chemische Re-
aktionen katalysieren, Ionen über Zellmembranen pumpen oder Signalstoffe erken-
nen. Bausteine der Proteine sind zwanzig unterschiedliche Aminosäuren, die über die
Peptidbindung zu einer Kette miteinander verbunden werden. Die Aminosäurense-
quenz und die daraus resultierende räumliche Struktur des Proteins legen Funktion
und Aufgabe im Organismus fest.

Ras ist ein Protein, das als Enzym (Katalysator) der entscheidende Schalter bei
der Zellteilung ist [Barbacid, 1987] (siehe Abb. 1.1). Ras kann in zwei Zuständen
vorliegen: ein- bzw. ausgeschaltet. In der aktiven Form wird ein Signal, welches von
außen an die Zelle gegeben wird, zum Zellkern weitergeleitet, um die Teilung der
Zelle zu initiieren. Inaktives, ausgeschaltetes Ras gibt keine Signale an den Kern wei-
ter und es findet keine Zellteilung statt. Das Umschalten von aktiver in die inaktive
Form und umgekehrt findet durch katalytischen Abbau eines gebundenen Substrats
statt und wird durch Wechselwirkung mit anderen Proteinen geregelt. Bei Punkt-
mutationen einiger wichtiger Aminosäuren bleibt Ras dauerhaft im eingeschalteten
Zustand, eine Deaktivierung ist nicht möglich. Dies führt zu einer kontinuierlichen
Signalweiterleitung und damit zur Tumorbildung aufgrund permanenter Zellteilung.

Normalerweise ist das Ras-Protein zunächst ausgeschaltet. In diesem stabilen
Zustand hat das membranassoziierte Ras das Nukleotid Guanosin-5’-Diphosphat
(GDP) gebunden. Ein äußeres Wachstumssignal wird von einem Protein aufgenom-



1 Ras·RasGAP als zentraler Schalterkomplex der Signaltransduktion 3
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Abbildung 1.1: Schematische, vereinfachte Darstellung der Signaltransduktionskaskade.
Durch einen Wachstumsfaktor außerhalb der Zelle wird der Signalweg angestoßen und
endet mit der Genexpression im Zellkern. Auf diesem Weg spielt das Enzym Ras die ent-
scheidende Rolle als Schalter des Prozesses. Im inaktiven Zustand ist das Nukleotid GDP
gebunden und das Signal kann nicht weitergeleitet werden. Durch Wechselwirkung mit dem
Protein Sos wird GDP durch GTP ausgetauscht und Ras geht durch Änderung der Prote-
instruktur in den aktiven Zustand über. In dieser Konformation kann Ras mit Proteinen
wechselwirken, welche das Wachstumssignal aufnehmen und bis zum Zellkern weitergeben.
Das Abschalten des Mechanismus, d. h. die Deaktivierung von Ras, wird durch eine che-
mische Reaktion realisiert; das endständige γ-Phosphat des GTP wird abgespalten und
abgegeben. So kann Ras durch Konformationsänderung in die inaktive Form übergehen.
Die Regulation dieses Prozesses geschieht über GTPase-aktivierende Proteine (GAP), wel-
che den Prozess der Phosphatabspaltung (Hydrolyse) beschleunigen.

men, welches sich in der Zellmembran befindet. Der Rezeptor leitet dann durch
Konformationsänderung das Signal ins Innere der Zelle, sodass der Proteinkomplex
Grb2·Sos ein Phosphat binden kann. Dadurch wird der Austauschfaktor (GEF) Sos
aktiviert, um am inaktiven Ras·GDP zu binden. Dies führt zu einem Nukleotidaus-
tausch bei Ras: GDP wird abgegeben und Guanosin-5’-Triphosphat (GTP) wird
von Ras aufgenommen. Im GTP-gebundenen Zustand schaltet Ras durch Änderung
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Abbildung 1.2: Kreisprozess des aktiven und inaktiven Ras mit gebundenem GTP und
GDP. In der inaktiven Form bindet Ras das Nukleotid GDP. Ein äußeres Signal kann in
dieser Konformation nicht weitergegeben werden. Durch ein Guaninaustauschfaktor (GEF),
wie das Protein Sos, wird der Austausch von GDP zu GTP initiiert. Im GTP-gebundenen
Zustand ändert Ras die Struktur und geht in die aktive Form über. In diesem Zustand
können Raf-Kinasen mit Ras wechselwirken und das Signal weiterleiten. Die Deaktivie-
rung von Ras wird durch Abspalten eines Phosphats beim GTP (Hydrolyse) realisiert.
Das Phosphat wird abgegeben und Ras kann wieder in die inaktive Form übergeben. GT-
Pase-aktivierende Proteine können diesen Hydrolyseprozess beschleunigen und damit das
Abschalten regulieren.

der Proteinstruktur in den aktiven Zustand. In dieser Konformation kann Ras mit
Raf-Kinasen wechselwirken, welche das Wachstumssignal zum Zellkern weiterleiten
[Wiesmüller und Wittinghofer, 1994]. Dort wird durch Transkriptionsfaktoren die
Zellteilung initiiert. Das Abschalten von Ras wird durch die GTP-Hydrolyse, d. h.
durch Abspalten einer Phosphatgruppe, realisiert (siehe Abb. 1.2); Ras wird daher
auch als GTPase bezeichnet. Durch Abgabe eines Phosphats geht Ras·GDP in die
inaktive Form über. Die Reaktion geschieht innerhalb von 50ms, sobald Ras im
Komplex mit dem GTPase-aktivierende Protein (GAP) vorliegt. Ras alleine benö-
tigt für die intrinsische Hydrolysereaktion etwa 30Minuten, in Wasser gelöstes GTP
ohne Enzym hydrolysiert in 200Tagen. GAP regulieren also diesen Prozess durch
Beschleunigung der Hydrolyse um den Faktor 105 [Wittinghofer et al., 1997]. Der
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Abbildung 1.3: Röntgenstruktur des Ras-Proteins (PDB-ID: 1QRA) [Scheidig et al.,
1999]. Das Ras-Protein besteht aus fünf α-Helices und sechs β-Faltblättern, die durch
zehn Schleifen verbunden sind. Hervorgehoben sind die Bereiche des Proteins, die an der
Bindung des Nukleotids beteiligt sind.

vollständige Signaltransduktionsmechanismus ist ein komplexes Netzwerk, an dem
verschiedene Effektoren, Austauschfaktoren und weitere guaninnukleotidbindende
Proteinen beteiligt sind [Denhardt, 1996; Wittinghofer, 1998; Oda und Kitano, 2006].

1.1 Mechanismus des Ras·RasGAP-Komplexes

Das 21 kDa schwere Ras-Protein besteht in seiner natürlichen Form aus 189 Amino-
säuren. Für experimentelle und theoretische Untersuchungen wird oft das um den
cysteinreichen C-terminalen Strang mit dem Lipidanker (AS 167-189) verkürzte Ras
genutzt. Der Lipidanker hat weder einen Einfluss auf die Hydrolyse noch wechsel-
wirkt er mit Effektorproteinen. Die räumliche Struktur von Ras weist fünf α-Helices
und sechs β-Faltblätter auf, welche durch zehn Schleifen (Loops) verbunden sind
(siehe Abb. 1.3 für das Ras-Protein). Fünf dieser Loops sind direkt an der Bindung
des Nukleotids beteiligt [Wittinghofer et al., 1991]. Der glycinreiche Loop, bestehend
aus den Aminosäuren 9 bis 15, wird als P-Loop bezeichnet und ist ein konservier-
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Abbildung 1.4: Darstellung der Ko-
ordinierungssphäre des Magnesiumi-
ons in Ras. Das zentrale Magne-
siumion (magenta) wird von sechs
umliegenden Sauerstoffatomen tetra-
edrisch koordiniert.

tes Motiv bei G-Proteinen. Der P-Loop wechselwirkt mit dem ersten und zweiten
Phosphat (α- und β-Phosphat) des Nukleotids. Die meisten Effektorproteine und
GAP wechselwirken mit Switch I, einem Loop aus den Aminosäuren 31 bis 40. Die
für die katalytische Reaktion wichtige Aminosäure Gln61Ras befindet sich im sehr
flexiblen Bereich des Switch II (AS 57-65). Beide Switch-Regionen interagieren über
Wasserstoffbrücken mit dem γ-Phosphat des Substrats, wodurch ihre entscheidende
Bedeutung für die Hydrolyse erkennbar ist. Des Weiteren ist ein Magnesiumion in
der GTP-Bindetasche gebunden, welches durch seine zweifach positive Ladung die
starke negative Ladung des GTP kompensiert (siehe Abb. 1.4).

Die Hydrolyse und damit die Deaktivierung des Ras-Proteins geschieht über Ab-
spalten des γ-Phosphats [Feuerstein et al., 1989; Kötting et al., 2006] (vgl. Abb. 1.2
und Abb. 1.5 für die schematische Darstellung der Reaktion). Dazu muss ein nukleo-
phil angreifendes Wassermolekül am γ-Phosphat binden, d. h. das Wassermolekül
bildet durch ein freies Elektronenpaar eine kovalente Bindung am γ-Phosphat aus.
Im Eduktzustand ist das γ-Phosphat zweifach negativ geladen, β- und α-Phosphat
haben jeweils eine Ladung von -1 e0. Im Produktzustand ist das γ-Phosphat abgespal-
ten und hat mit dem Wassermolekül zu H2PO4

- reagiert. Das verbliebene Diphosphat
hat eine Gesamtladung von -3 e0. Während der Reaktion muss das γ-Phosphat eine
negative Ladung, d. h. ein Elektron, an das benachbarte β-Phosphat abgeben. Un-
klar ist, ob zuerst das Wassermolekül am trigonal-planaren γ-Phosphat bindet und
anschließend die Bindung zwischen dem γ-Phosphoratom und dem verbrückenden
Sauerstoffatom O3β zwischen γ- und β-Phosphat gelöst wird (assoziativer Mecha-
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Hydrolysereaktion von Guanosintriphos-
phat. Im Eduktzustand greift ein Wassermolekül nukleophil am γ-Phosphat an. Im Über-
gangszustand bildet sich im assoziativen Weg ein pentavalentes Metaphosphat, im disso-
ziativen Fall Metaphosphat PO3

-. Im Produktzustand hat sich das Monophosphat H2PO4
vom verbliebenen GDP abgespalten.

nismus; es entsteht ein pentavalentes γ-Phosphat PO5H2
2- mit fünf gebundenen

Sauerstoffatomen) oder umgekehrt (dissoziativer Mechanismus; es entsteht ein Me-
taphosphat PO3

- ohne kovalente Bindung zum β-Phosphat und zum angreifenden
Wassermolekül). Nach Abspalten des Phosphats wird dieses vom Enzymsubstrat-
komplex abgegeben und Ras geht in den inaktiven Zustand über [Kötting et al.,
2007].

GTPase-aktivierende Proteine dienen zur Regulation und zum Abschalten des
Ras-Proteins durch beschleunigte Hydrolyse. Dabei legt sich das GAP über die Bin-
denische und führt einen Argininfinger in die Bindetasche ein [Wittinghofer et al.,
1997] (siehe Abb. 1.6 und 1.7). GAP beschleunigt die Hydrolyse um einen Faktor
105. Messungen der Geschwindigkeitskonstanten und des freien Energieprofils für die
einzelnen Reaktionsschritte an Ras [Kötting und Gerwert, 2004] und Ras·RasGAP
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Abbildung 1.6: Röntgenstruktur des Ras·RasGAP·GDP·AlF3-Komplexes (PDB-ID:
1WQ1) [Scheffzek et al., 1997]. Das Ras-Protein ist in blau, GAP in grün, das gebun-
dene Nukleotid GDP·AlF3 als Kalottenmodell dargestellt. Die Strukturunterschiede der
Ras-Proteine aus den beiden Röntgenstrukturen 1QRA und 1WQ1 sind vernachlässigbar.

[Phillips et al., 2003; Kötting et al., 2007] deuten darauf hin, dass die Beschleu-
nigung des Bindungsbruchs durch eine Zunahme der Entropie im GAP-Komplex
zustande kommt; die vollständige GTP-Katalyse hängt von der Enthalpie ab. Die
Energiebarriere für die Hydrolyse in Ras·RasGAP wird gesenkt und die Reaktion
kann schneller ablaufen. Diese experimentelle Beobachtung wurde durch theoreti-
sche Untersuchungen bestätigt [Topol et al., 2004; Grigorenko et al., 2005; Klähn
et al., 2006]. Bisher ist jedoch nicht verstanden, in welcher Weise GAP die GTP-
Hydrolyse konkret beeinflusst und Ras deaktiviert wird.
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Abbildung 1.7: Detailansicht der Bindenische des Ras·RasGAP·GDP·AlF3-Komplexes.
Hervorgehoben sind das gebundene Substrat GDP·AlF3 und wichtige Aminosäuren. K16Ras

und Mg2+ sind an der Koordinierung des Nukleotids beteiligt. S17Ras und T35Ras koordi-
nieren zusammen mit zwei Wassermolekülen (nur ein Wassermolekül ist in der Struktur
aufgelöst) das Magnesiumion. Q61Ras ist für die Heranführung des nukleophil angreifen-
den Wassermoleküls wichtig. Der Argininfinger R789GAP wechselwirkt mit Q61Ras und
den Phosphaten des Substrats.

1.2 Biophysikalische Fragestellung

Punktmutationen der Aminosäuren G12Ras, G13Ras oder Q61Ras führen zu einer
Verlangsamung der intrinsischen GTPase-Reaktion und dadurch zu einer Störung in
der Signaltransduktion. Das onkogene Ras bleibt ungeregelt in seiner aktiven Form
und begünstigt die Tumorbildung [Macara et al., 1996; Vetter und Wittinghofer,
2001].

G13Ras ist über eine Wasserstoffbrücke des Proteinrückgrates mit dem verbrücken-
den Sauerstoff zwischen β- und γ-Phosphat dort verbunden, wo GTP gespalten wird
[Scheidig et al., 1999]. Das benachbarte G12Ras stabilisiert indirekt die Wasserstoff-
brücke. Q61Ras ist für das gerichtete Heranführen des nukleophil angreifenden Was-
sermoleküls verantwortlich [Scheidig et al., 1999]. Eine Mutation dieser Aminosäuren
führt dazu, dass die Hydrolyse nicht mehr stattfinden kann bzw. stark verlangsamt
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stattfindet und Ras nicht mehr in den inaktiven Zustand übergehen kann. Die ge-
nannten Aminosäuren werden daher als onkogene Aminosäuren bezeichnet.

Beim Ras·RasGAP-Komplex hat der Argininfinger R789GAP elementaren Einfluss
auf die Hydrolyse, wie Mutationsstudien gezeigt haben [Ahmadian et al., 1997].
Die Wechselwirkung des Argininfingers mit dem Substrat GTP und Q61Ras ist von
entscheidender Bedeutung für das Verständnis des Reaktionsmechanismus.

Die äußere Steuerung des Abschaltprozesses von Ras ist die Grundlage einer mög-
lichen Krebstherapie. Hierzu muss geklärt werden, welche Faktoren die Deaktivie-
rung von Ras in welcher Form beeinflussen. Grundlegend ist ein Verständnis der
katalytischen Funktion des Ras·RasGAP-Komplexes. Angesichts der vorliegenden
Strukturen stellt sich die Frage, wie Ras·RasGAP die Hydrolysereaktion verglichen
mit Ras um den Faktor 105 beschleunigt. Biophysikalische Methoden können dazu
dienen, diese Frage zu beantworten.

Die GAP-katalysierte GTP-Hydrolyse wird in dieser Arbeit mit gekoppelten klas-
sischen und quantenmechanischen Methoden untersucht. Ziel ist es, auf der Ebene
von Atomen und Elektronen die Wechselwirkung des Ras·RasGAP-Komplexes mit
dem Nukleotid GTP zu verstehen.

Neben der Hydrolyse von GTP ist ein Verständnis anderer Hydrolysemechanismen,
wie z. B. von Adenosintriphosphat (ATP), von großem Interesse. Der Zelle dient
ATP als universeller Energiespeicher. Die Gewinnung von Energie und das Leisten
von Arbeit durch ATP-Hydrolyse funktioniert nach einem ähnlichen Prinzip wie die
GTP-Hydrolyse. Die Untersuchung der GTP-Hydrolyse wird daher auch ein besseres
Verständnis des Mechanismus der ATP-Hydrolyse liefern.
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2 Stand der Forschung

Der Schaltermechanismus des Ras-Enzyms ist Thema einer Vielzahl experimenteller
und theoretischer Untersuchungen der letzten zwanzig Jahre. In den Arbeiten wer-
den auf atomarer und zellulärer Ebene die dynamischen Prozesse der Substratenzym-
komplexe analysiert. Dabei kommen zum einen experimentelle Techniken wie Rönt-
genstrukturanalyse bzw. NMR und zeitaufgelöste Fourier-transformierte Infrarot-
(tr-FTIR) und Ramanspektroskopie, auf der anderen Seite molekülmechanische und
quantenchemische Simulationen zum Einsatz.

2.1 Experimentelle Untersuchungen zur GTP-

Hydrolyse

Die Röntgenstrukturanalyse hat in den letzten Jahren eine große Zahl von Pro-
teinstrukturen von guaninnukleotidbindenden Proteinen (GNBP) aufgeklärt. Die
kleinen, 20 bis 25 kDa schweren Ras-ähnlichen GNBP wie Ras, Ran, Rab, Rap, Ral,
Rac, Rho, Cdc42, Arf und Arl werden aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeit zur so
genannten Ras-Superfamilie zusammengefasst [Goody und Hofmann-Goody, 2002].
Dies hat zu einem tieferen Einblick in die Interaktion der einzelnen Proteine und
Substrate, die an der Signaltransduktion und an Transportprozessen innerhalb der
Zelle beteiligt sind, geführt. Hierzu zählen neben den vielen Strukturen von Ras
(Ras·GTP (aktives Ras mit gebundenem GTP) [Pai et al., 1990; Scheidig et al.,
1999], Ras·GDP (inaktives Ras mit gebundenem GDP) [Tong et al., 1991]) auch
Komplexstrukturen (Ras·RasGAP·GDP·AlF3 (Übergangsstrukturanalogon des En-
zyms Ras mit gebundenem GTPase-aktivierendem Protein; NF1-333, die katalyti-
schen GAP-Domäne von Neurofibromin, wird als GAP verwendet) [Scheffzek et al.,
1997], Ran·GDP·AlFx· RanBP1·Ran·RanGAP (Komplex des Transportproteins Ran
zusammen mit dem zugehörigen Bindeprotein RanBP1 und dem GTPase-aktivie-
renden Protein RanGAP) [Seewald et al., 2002]). Diese Strukturen sind die Basis,
um Aufbau und Interaktion der Substratenzymkomplexe zu verstehen [Vetter und
Wittinghofer, 2001]. Wichtige Elemente der Hydrolyse, wie zum Beispiel der Arginin-
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Abbildung 2.1: Verschiebung der Fre-
quenzbanden des Triphophats in unter-
schiedlichen Umgebungen: GTP gelöst
in Wasser, GTP·Mg gelöst in Wasser,
GTP gebunden in Ras und GTP ge-
bunden im Ras·RasGAP-Komplex [Al-
lin et al., 2001]. Die Bandenpositionen
sind in cm-1 angegeben.

finger beim Ras·RasGAP-Komplex [Wittinghofer et al., 1997] bzw. der Asparagin-
daumen beim Ran·RanGAP-Komplex [Seewald et al., 2002], konnten identifiziert
werden. Mutationsstudien haben gezeigt, dass der Argininfinger der entscheidende
Faktor bei der Hydrolyse ist: Sowohl der Austausch nach Alanin als auch nach Ly-
sin liefert eine deutliche Verschlechterung der Hydrolyserate um den Faktor 5000
[Ahmadian et al., 1997]. Dadurch wird die Katalysefunktion der GAP stark einge-
schränkt und das Ausschalten von aktivem Ras behindert, was zu unkontrollierter
Signalweiterleitung führen kann.

Die tr-FTIR-Spektroskopie dient dazu, auf atomarer Ebene dynamische Pro-
zesse im Nanosekundenbereich aufzulösen. Die Hydrolysereaktion von Ras und
Ras·RasGAP wurde mit dieser Methode untersucht [Cepus et al., 1998; Du et al.,
2000; Allin und Gerwert, 2001; Allin et al., 2001; Kötting et al., 2006]. Werden FTIR-
Spektren von in Wasser gelöstem GTP und an Ras gebundenem GTP verglichen,
ist zu erkennen, dass die Spektren des Substrats auffällige Änderungen zeigen (vgl.
Abb. 2.1). Das Hinzufügen von GAP liefert keine weiteren Änderungen in den Spek-
tren außer einer zusätzlichen νa(PO2)β-Bande bei 1140 cm-1. Die Daten werden der-
art interpretiert, dass die Bandenverschiebung durch Elektronenverschiebung vom γ-
zum β-Phosphat durch die Enzymbindung verursacht wird. Diese Verschiebung ist
ein entscheidender Schritt der Hydrolyse. Die Ladungsverteilung des Liganden rückt
näher an den Produktzustand H2PO4

-·GDP3-, in dem das β-Phosphat ein Elektron
mehr besitzt.

Der Übergang von aktivem Ras in den inaktiven Zustand wurde ebenfalls analy-
siert. Die Dynamik von Switch I, speziell von Thr35, welches über das Magnesiumion
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mit dem GTP wechselwirkt, wurde beobachtet [Spoerner et al., 2001; Kötting et al.,
2007]. Experimentelle Untersuchungen dieser Mutanten haben gezeigt, dass T35Ras

als konservierte Aminosäure essentiell für die Dynamik des Switch I bei den Konfor-
mationsübergängen ist. Durch Austausch von Thr35 nach Serin bzw. Alanin konnten
GTP-gebundene, inaktive Strukturen von Ras analysiert werden.

2.2 Klassische und quantenchemische Simulationen

Neben experimentellen Methoden geben klassische und quantenchemische Simula-
tionen Aufschluss über strukturelle Details und energetische Barrieren entlang von
Reaktionspfaden. Dabei kann die Theorie Daten liefern, welche durch das Experi-
ment nicht zugänglich sind wie z. B. Ladungsverteilungen oder Strukturänderungen
im Subångströmbereich.

Verschiedene Gruppen haben die GTP-Hydrolyse mit quantenmechanischen und
gekoppelten QM/MM-Methoden untersucht. Die Gruppe um Warshel zeigte mit-
hilfe der empirischen Valenzbindungsmethode (EVB) [Warshel und Parson, 2001]
bei verschiedenen Phosphatmonoestern in Lösung und in Proteinumgebung, dass
der assoziative Reaktionsmechanismus in Proteinumgebung minimal stärker bevor-
zugt wird [Klähn et al., 2006]. Ihr berechnetes Energieprofil ist vergleichbar mit
experimentellen Daten [Kötting und Gerwert, 2004]. Die Energiebarrieren bei der
Hydrolysereaktion sinken, wenn Triphosphat in Ras statt in Wasserumgebung unter-
sucht wird. Das Hinzufügen von GAP senkt die Barriere weiter, sodass die Reaktion
beschleunigt wird. Dabei zeigte sich, dass im Ras·RasGAP-Komplex die Reaktion
sowohl assoziativ als auch dissoziativ ablaufen kann, wobei der assoziative Pfad auf-
grund der leicht niedrigeren Energiebarriere bevorzugt wird. Experimentell ist diese
detaillierte Sicht auf den Reaktionspfad nicht möglich.

Die Gruppe um Grigorenko hat die Energiebarrieren der dissoziativen GTP-
Hydrolyse in Wasser [Grigorenko et al., 2006], in Ras [Grigorenko et al., 2007] und
in Ras·RasGAP [Topol et al., 2004; Grigorenko et al., 2005] analysiert. Sie haben
im Proteinkomplex eine Verlängerung der Bindung zwischen dem γ-Phosphoratom
und dem verbrückenden Sauerstoffatom O3β im Ras·RasGAP-Komplex im Vergleich
zu wassergelöstem GTP beobachtet. Die Änderung ihrer Ladungsverteilung der Tri-
phosphatgruppe des GTP in Ras und Ras·RasGAP ist vergleichbar mit der La-
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dungsverteilung von Klähn [Klähn et al., 2005, 2006]. Der Bindungsbruch ist neben
dem Binden des nukleophil angreifenden Wassermoleküls der zweite entscheidende
Schritt bei der Hydrolyse. Eine Verlängerung der Bindung zwischen dem γ-Phos-
phoratom und dem verbrückenden Sauerstoff O3β zwischen dem β- und γ-Phosphat
führt zu einem Metaphosphat und schließlich zu nicht kovalent gebundenem Mo-
nophosphat H2PO4

-. Die Bindungsverlängerung beim GTP in Ras im Vergleich zur
wassergelöstem GTP ist der erste Schritt der Reaktion. Des Weiteren werden die Sau-
erstoffatome des γ- und β-Phosphats in eine ekliptische Position gebracht. In der
Draufsicht auf das γ-Phosphat liegen die Sauerstoffatome des β-Phosphats bei per-
fekter Überlagerung hinter den Sauerstoffatomen des γ-Phosphat. Dieser Zustand ist
energetisch ungünstiger als die gestaffelte Anordnung, da sich die negativ geladenen
Sauerstoffatome gegenseitig abstoßen. Klähn hat beide Effekte ebenfalls beobachtet
[Klähn et al., 2005]. Hinzu kommt die Verschiebung der Elektronen von γ- zu β-
Phosphat, die ebenfalls essenziell für die Reaktion ist. Diese Effekte wurden in den
oben genannten Arbeiten nachgewiesen.

Futatsugi und Mitarbeiter haben gezeigt, dass K16Ras eine Schlüsselrolle für den
molekularen Schaltermechanismus in Ras [Futatsugi et al., 1999; Futatsugi und Tsu-
da, 2001] und Giα1 [Katagiri et al., 2003] spielt. Bei ihren Simulationen weicht die
berechnete Aktivierungsenergie für ihre untersuchte Reaktion mit 42 kcal/mol† zwar
deutlich von dem experimentellen Wert von etwa 20 kcal/mol ab, jedoch wird der sta-
bilisierende Einfluss des K16Ras auf die Wechselwirkung mit dem γ- und β-Phosphat
klar herausgestellt.

Cavalli und Carloni haben in ihrem Ras·RasGAP-System T35Ras und Q61Ras als
Bindungspartner für das nukleophil angreifende Wassermolekül identifiziert [Cavalli
und Carloni, 2002]. Die wichtige Aminosäure K16Ras hat während der Reaktion eine
starke Wasserstoffbrücke mit dem β-Phosphat aufgebaut, sodass ein Proton wegen
der niedrigen Energiebarriere der Wasserstoffbrücke zwischen Lysin und β-Phosphat
lokalisiert war. Dieses delokalisierte Proton kann durch die starke Wechselwirkung
mit dem β-Phosphat die Hydrolysereaktion beschleunigen.

Die Konformationsänderung des Ras-Enzyms in den wichtigen Bereichen des
Switch I und II wurde mithilfe der zielgerichteten, klassischen Molekulardynamik
(TMD) [Schlitter et al., 1994] von Diaz [Diaz et al., 1997] und von Ma und Kar-

† Im Rahmen der Arbeit werden die im Bereich der Biophysik und Biochemie gebräuchlichen
Einheiten und keinen SI-Einheiten verwendet.
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plus [Ma und Karplus, 1997] untersucht, um die beiden Zustände des aktiven und
inaktiven Ras zu analysieren.

Klähn hat den Grundzustand der GTP-Hydrolysereaktion mittels theoretischer
IR-Spektroskopie untersucht [Klähn et al., 2005]. Dabei zeigte sich, dass im Ras-
gebundenen Zustand die Elektronenverteilung im Vergleich zu in Wasser gelöstem
GTP in Richtung des Produktzustandes verschoben wird. Auch wird die Bindung
zwischen dem γ-Phosphoratom und O3β verlängert. Klähn beschreibt allerdings ein
Natriumion, welches am γ-Phosphat koordiniert ist. Der Befund wurde bisher jedoch
weder experimentell noch theoretisch bestätigt.

Bei der Untersuchung der GTP-Hydrolyse haben die Gruppen von Warshel, Gri-
gorenko, Futatsugi und Cavalli artifizielle Subsysteme verwendet. Zwar wurden die
wesentlichen Teile des Proteinsubstratkomplexes in den Simulationen berücksichtigt,
jedoch mussten diese Systeme durch äußere Zwangskräfte stabilisiert werden. Des
Weiteren fließt die vollständige elektrostatische Wechselwirkung der Protein- und
Wasserumgebung nicht in die Simulation mit ein. Die berechneten Energiebarrieren
sind zwar mit experimentellen Werten vergleichbar, jedoch geben diese Werte keinen
Aufschluss darüber, inwiefern die untersuchte Struktur entlang des Reaktionspfades
der natürlichen Struktur entspricht. Die Möglichkeit, dass sich während der Simula-
tion die Struktur derartig ändert, dass sie nicht mehr der natürlichen Konformati-
on entspricht, kann nicht ausgeschlossen werden. Die theoretische IR-Spektroskopie
kann diese Informationen liefern.
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3 Ziel und Vorgehensweise

In dieser Arbeit wird - als erster Schritt der Enzymkatalyse - die Auswirkung der
Ras- und Ras·RasGAP-Proteinumgebung im Grundzustand auf das Substrat vor
der Hydrolyse mit gekoppelten klassischen und quantenmechanischen Methoden un-
tersucht. Durch Vergleich von berechneten IR-Spektren mit experimentellen Ergeb-
nissen aus FTIR-Messungen wird die Güte des Simulationssystems überprüft. Die
Analyse der strukturellen Details und Elektronenverschiebungen soll Aufschluss über
den Mechanismus der GAP-katalysierten GTP-Hydrolyse geben. Das Ras·GTP-Si-
mulationssystem von Klähn wird erneut untersucht und die eigenen Ergebnisse zu
denen Klähns [Klähn et al., 2005] in Beziehung gesetzt, wobei in diesem Fall kein Na-
triumion am γ-Phosphat koordiniert ist. Danach wird das Ras·GTP-System um das
GTPase-aktivierende Protein erweitert, um den Gesamtkomplex zu studieren, wie
er tatsächlich in eukaryotischen Zellen auftritt und die Signaltransduktion reguliert.

Ziel ist es also, durch eine vergleichende theoretisch-numerische Untersuchung
von Ras·GTP mit Ras·RasGAP·GTP herauszufinden, wie der zweite Komplex eine
erheblich bessere Enzymkatalyse bewirkt.

Im folgenden Teil der Arbeit werden die Methoden erläutert, mit denen die
QM/MM-Simulationen durchgeführt werden. Die Dichtefunktionaltheorie wird im
Rahmen der quantenmechanischen Simulationen genutzt, um Details untersuchen zu
können, die klassisch nicht beschrieben werden können, wie z. B. Elektronendichten
und IR-Spektren. Die Newtonsche Mechanik dient als Hilfsmittel, um eine große Zahl
von Atomen über eine große Zeitskala zu simulieren. Gekoppelt werden beide Me-
thoden durch ein Hybridmodell, welches die klassischen und quantenmechanischen
Methoden miteinander verbindet. Die Stärke des Hybridmodells ist, dass sowohl
große Zeitskalen als auch strukturelle Details sehr genau untersucht werden können.
Die Einzelanwendung von rein klassischen bzw. quantenchemischen Methoden kann
dies nicht liefern.

Der dritte Teil der Arbeit befasst sich mit den Ergebnissen der verschiedenen
Simulationssysteme. Zunächst wird die Struktur des Ras·RasGAP·GTP-Komplexes
untersucht. Eine selbst entwickelte Methode zur Abtastung von Proteinoberflächen
zum Auffinden von möglichen Bindestellen von Liganden oder anderen Proteinen
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identifiziert wichtige Stellen an der Oberfläche des Ras-Proteins für die Wechselwir-
kung mit GAP und GTP [te Heesen et al., 2007b]. Die Ergebnisse aus klassischen
Simulationen von Ras-Wildtyp, der Ras-Mutante T35A und des Ras·RasGAP-Kom-
plexes im Grundzustand werden diskutiert. Bei den Simulationen von Ras·RasGAP
wird der Fokus auf die Koordinierung des Argininfingers R789GAP gelegt, da dieser
das entscheidende Element der Hydrolyse ist [Ahmadian et al., 1997]. Der Grundzu-
stand des Ras·GTP·RasGAP-Komplexes wird detailliert mit QM/MM-Simulationen
unter spektraler Kontrolle im Vergleich zu Ras·GTP untersucht. Neben den struktu-
rellen Eigenschaften wird das elektrische Feld, welches durch die Proteinumgebung
am Triphosphat induziert wird, analysiert, um herauszustellen, welche Teile der
Umgebung an der katalytischen Elektronenverschiebung beteiligt sind. Neben dem
Grundzustand wird ein in der Literatur diskutierter möglicher Protonierungszustand
des β-Phosphats untersucht [Allin et al., 2001; Cavalli und Carloni, 2002; Futatsu-
gi und Tsuda, 2001]. Eine mittels FTIR-Spektroskopie identifizierte zusätzliche PO-
Streckschwingung des β-Phosphats bei 1140 cm-1 wird unter theoretischen Gesichts-
punkten bewertet. Schließlich werden strukturelle Details des Intermediatszustandes
Ras·RasGAP·GDP·Pi durch theoretische IR-Spektroskopie analysiert.

Am Schluss der Arbeit werden die Ergebnisse zusammengefasst. Ein Ausblick
wird die Möglichkeiten darlegen, wie das Verständnis der GTP-Hydrolyse durch
theoretische Untersuchungen erweitert werden kann.



Teil II

Methodik
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Die Werkzeuge, um die biophysikalische Fragestellung zu beantworten, sind die
Dichtefunktionaltheorie und die Molekulardynamiksimulation. Die Kopplung
von quantenmechanischen und klassischen Methoden kann die Dynamik
von Proteinen sowohl für große Zeitskalen im Nanosekundenbereich als
auch für kleine Zeitskalen im Femtosekundenbereich beschreiben. Dadurch
ist es möglich, den Phasenraum des Proteins hinreichend abzutasten und
gleichzeitig eine sehr exakte Beschreibung der atomaren Eigenschaften eines
Proteinsubsystems zu gewährleisten.

4 Grundlagen der Dichtefunktionaltheorie

Basis für eine „ab initio“-Beschreibung von Molekülen, d. h. eine Beschreibung der
Moleküle nur unter Verwendung von Naturkonstanten ohne weitere Näherungen, ist
die stationäre Schrödingergleichung eines Vielteilchensystems. Da keine analytisch
geschlossene Lösung der Schrödingergleichung für ein System aus Elektronen und
Atomkernen existiert, wird die Dichtefunktionaltheorie als genaues und sehr effizien-
tes quantentheoretisches Näherungsverfahren genutzt. Hohenberg und Kohn haben
gezeigt, dass der Grundzustand eines Moleküls allein durch die Elektronendichte
ρ(x) beschrieben werden kann [Hohenberg und Kohn, 1964]. Die Elektronendichte
lässt sich aus den Kohn-Sham-Gleichungen [Kohn und Sham, 1965] durch Iteration
berechnen, wobei eine geeignete Näherung für das Austauschkorrelationsfunktional
angegeben werden muss. Eine detaillierte Einführung in die Dichtefunktionaltheorie
wird z. B. bei Levine [Levine, 1999] und bei Marx und Hutter [Marx und Hutter,
2000] gegeben.

4.1 Schrödingergleichung

Die Wellenfunktion für die Elektronen und die Atomkerne wird durch die zeitunab-
hängige, nichtrelativistische Schrödingergleichung beschrieben

H Ψ(x1, . . . ,xN ;R1, . . . ,RM) = E Ψ(x1, . . . ,xN ;R1, . . . ,RM) , (4.1)
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mit der Vielteilchenwellenfunktion Ψ, dem Elektronenkonfigurationsvektor xj =

(ξj, σj) für die Ortskoordinate ξj und dem Elektronenspin σj, den Atomkernko-
ordinaten Ra, den Energieeigenwerten E und dem Hamiltonoperator H für N Elek-
tronen und M Atomkerne. Der Hamiltonoperator beinhaltet die kinetische Energie
der Elektronen Te und Atomkerne TN , die Wechelwirkung der Elektronen mit den
Kernen VNe, der Elektronen untereinander Vee und der Atomkerne miteinander VNN

H = Te + TN + VNe + Vee + VNN (4.2)
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Dabei geben Za die Kernladungszahl, ria den Abstand zwischen Elektron i und
Atomkern a, rij den Abstand zweier Elektronen i und j, Rab den Abstand zweier
Atomkerne a und b und Ma die Masse des Atomkerns a in atomaren Einheiten an.

Im Rahmen der Born-Oppenheimer-Näherung [Born und Oppenheimer, 1927]
kann aufgrund der wesentlich kleineren Elektronenmasse im Vergleich zur Masse
der Atomkerne die Bewegung der Elektronen im äußeren Feld der Kernkonfigurati-
on als instantan angesehen werden. Für den elektronischen Hamilton-Operator gilt
unter dieser Näherung

Hel = T + VNe + Vee (4.4)

= − 1

2

N∑
i=1

∇2
i −

N∑
i=1

M∑
a=1

Za

ria

+
N∑

i=1

N∑
j>i

1

rij

(4.5)

mit der kinetischen Energie der Elektronen T , der potenziellen Energie zwischen
Elektronen und Atomkernen VNe und zwischen den Elektronen untereinander Vee.

Durch Lösen der Schrödingergleichung (4.5) ergeben sich die Wellenfunktion
Ψ(x,R) und die zugehörigen Energieeigenwerte E(R), abhängig von der Kernkon-
figuration R. Aus der Kenntnis beider Größen lassen sich alle Eigenschaften des
Moleküls im Grundzustand ermitteln. Lokale Minima von E(R) geben eine stabile
Konformation des Moleküls wieder. Aus der massengewichteten Hesse-Matrix von
E(R) nahe der stabilen Konfiguration lassen sich die Eigenfrequenzen und -moden
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der Molekülschwingungen berechnen. Diese beschreiben in harmonischer Näherung
das Infrarot- und Raman-Spektrum des Moleküls.

Die Elektronendichte ρ ist die zentrale Größe in der Dichtefunktionaltheorie und
definiert als Integral über alle Spinkoordinaten σi und über alle außer einer räumli-
chen Koordinate x = (r,σ)

ρ(r) = N

∫
. . .

∫
|Ψ(x1, . . . ,xN)|2 dσ1 dx2 . . . dxN . (4.6)

Das elektrostatische Potenzial

Φ(x,R, ρ) =
N∑
a

Za
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−
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|x−R|
dr (4.7)

und das Dipolmoment µ eines Moleküls lassen sich aus der Elektronendichte be-
stimmen. Aus dem Hellmann-Feynman-Theorem [Hellmann, 1937; Feynman, 1939]
können die Kräfte auf die Atomkerne, basierend auf Elektronendichte und elektro-
statischem Potenzial, berechnet werden.

4.2 Kohn-Sham-Gleichungen

Das erste Hohenberg-Kohn-Theorem [Hohenberg und Kohn, 1964] zeigt, dass die
Elektronendichte eindeutig den Hamilton-Operator und damit alle Eigenschaften
des Systems bestimmt. Das Theorem besagt, dass ein externes Potenzial Vext(r) (bis
auf eine Konstante) ein eindeutiges Funktional von ρ(r) ist; wiederum legt Vext(r)

den Hamilton-Operator H fest, sodass der Vielteilchengrundzustand ein eindeutiges
Funktional von ρ(r) ist.

Die Elektronendichte ρ(r) bestimmt N und Vext(r) und damit alle Eigenschaften
des Grundzustands des Systems. Die Gesamtenergie E[ρ] kann geschrieben werden
als

E[ρ] = ENe[ρ] + T [ρ] + Eee[ρ] (4.8)

=

∫
ρ(r) VNe(r,R) dr + FHK[ρ] , (4.9)

FHK[ρ] = T [ρ] + Eee[ρ] . (4.10)
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Das Hohenberg-Kohn-Funktional FHK[ρ] besteht aus den Termen für die kineti-
sche Energie T [ρ] und für die Elektron-Elektron-Wechselwirkung Eee[ρ] und ist der
„Heilige Gral“ der Dichtefunktionaltheorie. Wäre FHK[ρ] bekannt, wäre die Schrödin-
gergleichung exakt gelöst, unabhängig vom System. Die explizite Form der beiden
Funktionale T [ρ] und Eee[ρ] ist nicht bekannt. Bei der Elektron-Elektron-Wechsel-
wirkung Eee[ρ] lässt sich der klassische Teil abspalten

Eee[ρ] =
1

2

∫ ∫
ρ(r1) ρ(r2)

r12

dr1 dr2 + Enkl = J [ρ] + Enkl[ρ] (4.11)

mit dem Coulomb-Integral J [ρ]. Der Term Enkl[ρ] beschreibt die nichtklassische
Elektron-Elektron-Wechselwirkung: die Korrektur der Selbstwechselwirkung, die
Austausch- und die Coulomb-Korrelation. Das Auffinden der expliziten Form der
Funktionale T [ρ] und Eee[ρ] ist die Hauptaufgabe der Dichtefunktionaltheorie.

Das zweite Hohenberg-Kohn-Theorem [Hohenberg und Kohn, 1964] besagt, dass
das Funktional FKH[ρ], welches auf die Grundzustandsenergie des Systems führt,
dann und nur dann die niedrigste Energie liefert, wenn die wahre Grundzustands-
dichte ρ gegeben ist. Diese Aussage folgt direkt aus dem Variationsprinzip

E0 ≤ E[ρ̃] = T [ρ̃] + ENe[ρ̃] + Eee[ρ̃] (4.12)

mit einer beliebigen Testdichte ρ̃.

4.3 Das Austauschkorrelationsfunktional

Die Grundzustandsenergie eines Systems kann geschrieben werden als

E0 = min
(

FHK +

∫
ρ(r) VNe dr

)
. (4.13)

Kohn und Sham schlugen 1965 als Näherung zur Lösung des Problems vor [Kohn
und Sham, 1965], die Wechselwirkungen der Elektronen untereinander nicht zu be-
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rücksichtigt. Damit lassen sich die Ausdrücke für die kinetische Energie TS und die
Dichte ρS exakt angeben.

TS = − 1

2

N∑
i

< Ψi|∇2|Ψi > (4.14)

ρS(r) =
N∑
i

∑
s

|Ψi(r,σ)|2 = ρ(r) ; (4.15)

die Ψi sind die Orbitale des nicht-wechselwirkenden Systems.
Da TS nicht die exakte kinetische Energie ist, machten Kohn und Sham folgenden

Vorschlag für das Funktional F [ρ]

F [ρ] = TS[ρ] + J [ρ] + EXC[ρ] , (4.16)

wobei EXC, die so genannte Austauschkorrelationsenergie, definiert wird durch

EXC := (T [ρ] − TS[ρ]) + (Eee[ρ]− J [ρ]) . (4.17)

Aus Gleichung (4.9) für die Energie folgt

E[ρ] = TS[ρ] + J [ρ] + EXC[ρ] + ENe[ρ] (4.18)

E[ρ] = TS[ρ] +
1

2

∫ ∫
ρ(r1) ρ(r2)

r12

dr1dr2

+ EXC[ρ] +

∫
VNe(r,R) ρ(r) dr

(4.19)

= − 1

2

N∑
i

< Ψi|∇2|Ψi >

+
1

2

N∑
i

N∑
j

|Ψi(r1)|2
1

r12

|Ψj(r2)|2 dr1dr2

+ EXC[ρ] −
N∑
i

∫ M∑
a

Za

ria

|Ψi(r1)|2 dr1 .

(4.20)
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Einzig für EXC kann keine explizite Form angegeben werden. Die resultierenden
Kohn-Sham-Gleichungen für die Einteilchenwellenfunktionen Ψi lauten(

−1

2
∇2 + VS(r1)

)
Ψi = εi Ψi , i = 1, . . . , N (4.21)

VS(r1,R) =

∫
ρ(r2)

r12

dr2 + VXC(r1) −
M∑
a

Za

r1a

. (4.22)

Das Austauschkorrelationspotenzial VXC ist definiert als die funktionelle Ableitung
von EXC nach der Dichte ρ, d. h. VXC = δEXC/δρ. Mit Kenntnis der verschiedenen
Beiträge in den Kohn-Sham-Gleichungen kann das Potenzial VS bestimmt werden,
welches benötigt wird, um es in die Ein-Teilchen-Gleichungen einzusetzen, um daraus
die Orbitale und damit folglich die Grundzustandsdichte und die Grundzustandsener-
gie zu erhalten. Da VS von der Dichte abhängt, müssen die Kohn-Sham-Gleichungen
iterativ gelöst werden. Wären EXC und VXC exakt bekannt, würden die Kohn-Sham-
Gleichungen auf die exakte Grundzustandsenergie führen. Die Kohn-Sham-Orbitale
haben keine physikalische Bedeutung; lediglich das am höchsten besetzte Orbital
εmax ist gleich der Ionisierungsenergie.

Die lokale Dichtenäherung (LDA) ist die Basis für alle genäherten Austausch-
korrelationsfunktionale. Hauptidee des Modells ist das homogene Elektronengas; in
diesem System bewegen sich die negativ geladenen Elektronen in einer positiv ge-
ladenen Ladungsverteilung. Bei der LDA wird angenommen, dass EXC in folgender
Form geschrieben werden kann

ELDA
XC [ρ] =

∫
ρ(r) εXC(ρ(r)) dr . (4.23)

Hier bezeichnet εXC die Austauschkorrelationsenergie pro Teilchen im homogenen
Elektronengas der Dichte ρ(r). Die Größe εXC kann in Terme für den Austausch und
die Korrelation aufgeteilt werden

εXC(ρ(r)) = εX(ρ(r)) + εC(ρ(r)) . (4.24)
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Der Austauschterm εX, der die Austauschenergie eines Elektrons mit einem homo-
genen Elektronengas angibt, wurde von Bloch und Dirac abgeleitet

εX(ρ(r)) = −3

4

(
3 ρ(r)

π

)1/3

. (4.25)

Für den Term der Korrelation εC ist kein expliziter Ausdruck bekannt.
Die lokale Dichtenäherung hat jedoch einige gravierende Schwächen. Die Genau-

igkeit der LDA für die Austauschenergie liegt in der Größenordnung von 10%, wäh-
renddessen die wesentlich kleinere Korrelationsenergie in der Regel um den Faktor
zwei überschätzt wird. Die beiden Fehler heben sich teilweise gegenseitig auf. Die
Erfahrung hat gezeigt, dass die LDA Ionisationsenergien von Atomen, Dissoziations-
energien von Molekülen und Kohäsionsenergien mit einer Genauigkeit von 10-20 %
wiedergibt [Levine, 1999]. Bindungslängen von Molekülen und Festkörper werden
von der LDA mit einer Genauigkeit von etwa 2% bestimmt [Levine, 1999]. Die
moderate Genauigkeit der LDA ist für die meisten Anwendungen in der Quanten-
chemie nicht zufriedenstellend. Die LDA schlägt ebenfalls für Systeme mit schweren
Fermionen fehl, da dort die Elektron-Elektron-Wechselwirkung eine wesentliche Rol-
le spielt.

Um die LDA zu erweitern, wird nicht nur die Dichte ρ(r) an einem Punkt r betrach-
tet, sondern auch der Gradient der Dichte ∇ρ(r) einbezogen, um die Nichthomogeni-
tät der wahren Elektronendichte zu berücksichtigen (generalisierte Gradientennähe-
rung, GGA). Die Austauschkorrelationsenergie wird in folgender Form geschrieben

EGGA
XC [ρα,ρβ] =

∫
f (ρα, ρβ,∇ρα,∇ρβ) dr . (4.26)

In einem anderen Ansatz wurde von Becke [Becke, 1988] das folgende Hybridfunk-
tional eingeführt

Ehyp
XC = α EKS

X + (1− α) EGGA
XC , (4.27)

welches in vielen Quantenchemieprogrammpaketen verwendet wird. Dabei bezeich-
net EKS

X die Austauschenergie, welche aus der exakten Kohn-Sham-Wellenfunktion
berechnet wird, EGGA

XC ist eine geeignete generalisierte Gradientennäherung und α

ein Parameter.
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GGA und Hybridnäherungen haben den Fehler aus der LDA für Atomenergien
von kleinen Molekülen um den Faktor 3–5 verringert. Die verbesserte Genauigkeit
hat die Dichtefunktionaltheorie zu einer wichtigen Komponente der Quantenchemie
gemacht.

Alle Funktionale versagen in Situationen, bei denen sich die Dichte nicht langsam
ändert. Mit entsprechenden Näherungen kann die DFT jedoch auch solche Probleme
behandeln.

Vereinfacht dargestellt lauten die Kohn-Sham-Gleichungen

fKS Ψi = εi Ψi , i = 1, . . . , N . (4.28)

Die meisten Anwendungen in der Quantenchemie machen zur Lösung der Kohn-
Sham-Gleichungen Gebrauch von der LCAO-Entwicklung (linear combination of
atomic orbitals) der Kohn-Sham-Orbitale. In dieser Näherung wird ein Satz von
L vordefinierten Basisfunktionen {ηµ} eingeführt. Die Kohn-Sham-Orbitale werden
linear nach

Ψi =
L∑

µ=1

cµi ηµ (4.29)

entwickelt, die ci sind die Entwicklungskoeffizienten.
Verschiedene DFT-Programme verwenden unterschiedliche Basisfunktionensätze,

nach dem die Molekülorbitale Ψi entwickelt werden. Das Programmpaket Gaussi-
an03 [Frisch et al., 2004] nutzt als Basis die namensgebenden Gaußfunktionen.

Das Dichtefunktionalprogramm CPMD [Hutter et al., 1999] nutzt zur Beschrei-
bung der Molekülorbitale Ψi in einem Volumen ω = (ax × ay)az einer durch die
Vektoren ax, ay und az aufgespannten Zelle ebene Wellen

Ψi(x) =
1√
ω

∑
G<Gcut

cGm exp {i G · x} , (4.30)

wobei cGm die Koeffizienten der zugehörigen Fourierentwicklung sind. In Abb. 4.1
sind die Molekülorbitale von Methyltriphosphat dargestellt. Das Volumen ω, in der
die Elektronendichte berechnet wird, wird als Quantenbox oder QM-Box bezeichnet.
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Abbildung 4.1: Darstellung von berech-
neten Bindungsorbitalen (grün) und den
nicht-bindenden Elektronenpaaren (blau) als
Isooberflächen beim Methyltriphosphat. Die
Struktur des Methyltriphosphats wurde einer
QM/MM-Trajektorie des Ras·RasGAP·GTP-
Enzymsubstratkomplexes entnommen.

Der Betrag Gcut des größten, in der Entwicklung eingeschlossenen Wellenvektors G

gibt die Zahl

NG ≈
2

3
π ω E

3/2
cut (4.31)

der verwendeten Basisfunktionen wieder. Die kinetische Energie Ecut des entspre-
chenden Wellenvektors bestimmt Gcut. Damit die Elektronendichte ρ eines isolierten
Moleküls vollständig beschrieben werden kann, muss die QM-Box ausreichend groß
dimensioniert sein, sodass die Elektronendichte am Rand der QM-Box einen ver-
nachlässigbar kleinen Wert aufweist. Für Hybridrechnungen hat sich gezeigt, dass
ein Abstand von etwa 3,0 Å eines Atomkerns vom Boxrand ausreicht.

Funktionen, die durch ebene Wellen entwickelt werden, lassen sich prinzipiell oh-
ne Informationsverlust als Skalare auf einem Gitter im Ortsraum beschreiben. Das
Abtasttheorem liefert den maximalen Abstand ∆ri der Gitterpunkte abhängig vom
Energiegrenzwert Ecut

∆ri =
1

2
√

2 me Ecut
. (4.32)

Bei einem Energiegrenzwert von Ecut = 80 Ry, der im Rahmen dieser Arbeit bei
den QM-Rechnungen verwendet wird, beträgt der Gitterabstand ∆ri =0,186 Å. Die
Wahl des Basissystems und die Größe der QM-Box bestimmen den Rechenaufwand
für die QM-Simulation.

Um bei der Entwicklung der Wellenfunktion nach ebenen Wellen Rechenzeit zu
sparen, werden möglichst „weiche“ Pseudopotenziale konstruiert, bei denen sich die
Singularität des Coulombpotenzials am Atomkernort entschärft. Durch die Redu-
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zierung der Oszillationen der Valenzelektronwellenfunktion am Ort des Atomkern
werden weniger ebene Wellen zur Beschreibung der Wellenfunktionen benötigt.
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5 Molekulardynamiksimulationen

Im vorherigen Kapitel wurde mit der Dichtefunktionaltheorie eine Methode erläu-
tert, mit der mit heutiger Rechenleistung Simulationsysteme von bis zu hundert Ato-
men auf der Pikosekundenskala mit hoher Genauigkeit beschrieben werden können.
Jedoch ist es nicht möglich, Proteine mit mehreren tausend Atomen inklusive einer
Wasser- bzw. Membranumgebung auf Nano- oder Mikrosekundenskala zu simulieren.
Da Konformationsänderungen von Proteinen allerdings in dieser Zeitskala auftreten,
muss die Proteindynamik mit einem vereinfachten Modell berechnet werden, anstatt
ein „ab initio“-Verfahren zu nutzen. Die klassische Mechanik basierend auf den New-
tonschen Bewegungsgleichungen kann auf atomarer Ebene eine Beschreibung der
dynamischen Prozesse in Proteinen leisten. In der Regel werden die Begriffe „mole-
külmechanische Methoden“ und „Molekulardynamiksimulationen“ verwendet, beide
Begriffe meinen aber das gleiche - die klassische Beschreibung der Dynamik mittels
der Newtonschen Mechanik.

5.1 Kraftfelder und Potenzialgleichung

Bei der Methode der Molekulardynamiksimulation werden die Atome als geladene
Punktmassen betrachtet, welche über Hooksche Federn miteinander verbunden sind.
Die Wechselwirkung der Atome untereinander wird in bindende und nichtbindende
Interaktionen unterschieden.

Ausgangspunkt der Molekulardynamiksimulation sind die Newtonschen Bewe-
gungsgleichungen

mi
d2

dt2
ri(t) = Fi(R(t)) mit i = 1, . . . , N . (5.1)

Dabei beschreibt mi die Masse des i-ten Atoms am Ort ri und Fi(R(t)) die Kraft,
welche durch die Konfiguration R(t) = r1(t), . . . , rN(t) aller Atome auf das Atom i

wirkt. Diese Kraft bestimmt sich aus dem Gradienten einer Potenzialfunktion V

Fi(R(t)) = ∇i V (R(t)) . (5.2)
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Die Potenzialfunktion V wird in einen Term V b(R(t)) für bindende und einen
Term V nb(R(t)) für nichtbindende Wechselwirkungen aufgeteilt. Zusätzlich können
weitere äußere Kräfte V sp(R(t)) der Potenzialfunktion hinzugefügt werden

V (R(t)) = V b(R(t)) + V nb(R(t)) + V sp(R(t)) . (5.3)

Die Form der Wechselwirkungspotenzialterme ist nicht festgelegt, sondern hängt
von der Wahl des Kraftfeldes ab, welches im Rahmen der Molekulardynamiksi-
mulation verwendet wird. Ein Kraftfeld ist ein Satz von empirischen Parametern,
um die Interaktion der Atome zu beschreiben. Im Rahmen dieser Arbeit wird das
CHARMM22-Kraftfeld verwendet [Mackerell et al., 1998].

Bindende Wechselwirkungen

In diesem Kraftfeld setzen sich die bindenden Wechselwirkungsterme folgenderma-
ßen zusammen: Zwei kovalent gebundene Atome i und j werden durch ein harmoni-
sches Potenzial

V
(2)
ij = k

(2)
ij (rij − rij,0)

2 (5.4)

mit der Federkonstanten k
(2)
ij und dem Gleichgewichtsabstand rij,0 beschrieben.

Die Wechselwirkung von drei kovalent gebundenen Atomen i, j und k wird eben-
falls durch ein harmonisches Potenzial wiedergeben

V
(3)
ijk = k

(3)
ijk (φijk − φijk,0)

2 + k
(ub)
ik (rik − rik,0)

2 , (5.5)

wobei k
(3)
ijk die Federkonstante und φijk,0 der Gleichgewichtswinkel ist. Des Wei-

teren werden die beiden Atome i und k durch die so genannte Urey-Bradley-
Wechselwirkung über eine (meist schwache) Hooksche Feder k

(ub)
ik miteinander ver-

bunden.
Ein dritter Term beschreibt die Rotationsbarrieren um eine Bindung zwischen den

Atomen j und k

V
(4)
ijkl =

mijkl∑
τ=1

k
(4)
ijkl,τ [1 + cos (nijkl,τ θijkl + δijkl,τ)] . (5.6)
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Der Diederwinkel θijkl wird durch die beiden Ebenen der Atome i, j, k und j, k,
l aufgespannt. In der Regel wird das Torsionspotenzial V

(4)
ijkl als eine Summe aus

bis zu drei Kosinustermen mijkl = 1, 2, 3 dargestellt, wobei nijkl,τ die Multiplizität
und δijkl,τ die Phasenverschiebung beschreibt. Die Kraftkonstante k

(4)
ijkl,τ gibt für

mijkl = 1 die Barrierenhöhe des Torsionspotenzials an.
Der letzte Term der bindenden Wechselwirkung V

(4,i)
ijkl soll z. B. bei einem sp2-

hybridisierten Kohlenstoffatom i bewirken, dass das zentrale Atom i mit den drei
kovalent gebundenen Atomen j, k und l eine planare Konfiguration anstrebt

V
(4,i)
ijkl = k

(4,i)
ijkl θ2

ijkl . (5.7)

Dieses uneigentliche Diederpotenzial mit dem Diederwinkel θijkl und der Konstanten
k

(4,i)
ijkl wird durch ein harmonisches Potenzial beschrieben.

nichtbindende Wechselwirkungen

Neben den Wechselwirkungen kovalent gebundener Atome müssen auch die Wechsel-
wirkungen berücksichtigt werden, welche durch die elektrostatische Interaktion und
durch die van-der-Waals-Wechselwirkung verursacht werden

V nb(R(t)) =
N∑

i=1

∑
j<i

V
(C)
ij +

N∑
i=1

∑
j<i

V
(LJ)
ij . (5.8)

Das Coulomb-Potenzial beruht auf der elektrostatischen Anziehung bzw. Absto-
ßung geladener Punktteilchen

V
(C)
ij = εij

qi qj

rij

, (5.9)

wobei qi und qj die Partialladung des Atoms i bzw. j beschreibt und die Schal-
terfunktion εij dafür sorgt, dass die Wechselwirkung von einem Atom j, welches
bis zu drei kovalente Bindungen von Atom i entfernt ist, bei der nicht-bindenden
Wechselwirkung berücksichtigt wird.
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Die van-der-Waals-Wechselwirkung wird durch das Lennard-Jones-Potenzial mo-
delliert

V
(LJ)
ij = εij

(
Aij

r12
ij

− Bij

r6
ij

)
. (5.10)

Der quantenmechanische Effekt der Pauli-Abstoßung wird durch das 1/r12-Potenzial
beschrieben, die Anziehung aufgrund der Dipol-Dipol-Wechselwirkung wird durch
das 1/r6-Potenzial reproduziert. Die Schalterfunktion εij sorgt wie bei der Coulomb-
wechselwirkung dafür, dass das Lennard-Jones-Potenzial für Atome, deren Wechsel-
wirkung durch die bindenden Potenziale berücksichtigt wird, nicht erfasst wird.

Während der Rechenaufwand für die bindenden Potenziale linear mit der Anzahl
der Atome N steigt, wächst der Aufwand bei den nicht-bindenden Potenzialen qua-
dratisch. Für das Lennard-Jones-Potenzial ist es eine hinreichend gute Näherung,
die Wechselwirkung für Abstände größer als 10Å zu vernachlässigen. Bei der Cou-
lomb-Wechselwirkung würde dies jedoch zu einer Verfälschung von Struktur und
Dynamik führen [Loncharich und Brooks, 1989; Saito, 1992]. Im nächsten Abschnitt
wird daher ein Algorithmus vorgestellt, um langreichweitige Coulomb-Wechselwir-
kung in der Molekulardynamiksimulation mithilfe des FAMUSAMM-Algorithmus
zu berücksichtigen.

Insgesamt ergibt sich aus den Gleichungen (5.4)–(5.10) das Gesamtpotenzial
V (R(t)), welches sich aus den Einzelsummanden

V (R(t)) = V b(R(t)) + V nb(R(t)) + V sp(R(t)) (5.11)

=
∑
i,j

V
(2)
ij +

∑
i,j,k

V
(3)
ijk +

∑
i,j,k,l

V
(4)
ijkl +

∑
i,j,k,l

V
(4,i)
ijkl

+
N∑

i=1

∑
j<i

V
(C)
ij +

N∑
i=1

∑
j<i

V
(LJ)
ij + V sp(R(t))

(5.12)

zusammensetzt und durch Bildung der Richtungsableitung auf die Kräfte Fi(R(t))

führt.
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Die Bewegungsgleichungen (5.1) werden für jeden Rechenschritt ∆t während der
MD-Simulation über den Leap-Frog-Algorithmus

xi(t + ∆t) = xi(t) + ∆t

(
vi(t− ∆t/2) + ∆t

Fi(t)

mi

)
(5.13)

integriert. Dabei bezeichnet xi(t) den Ort des Teilchens i zur Zeit t mit der Geschwin-
digkeit vi. Die Geschwindigkeiten fließen um einen halben Zeitschritt versetzt in den
Algorithmus ein.

Temperatur- und Druckkopplung

Um das Simulationssystem in einer nativen Temperatur- und Druckumgebung zu un-
tersuchen, wird das System an ein externes Wärmebad und an einen äußeren Druck
gekoppelt. Der Berendsen-Thermostat [Berendsen, 1991] reskaliert bei Abweichung
der Systemtemperatur von der Solltemperatur die Geschwindigkeiten der Atome.
Ähnlich arbeitet der Berendsen-Barostat [Berendsen et al., 1984]; durch Reskalieren
der Teilchenkoordinaten wird der Druck der Simulationszelle an einen von außen
vorgegebenen Druck angepasst.

Periodische Randbedingungen

Damit bei Atomen, die am Rand des Simulationssystems liegen und keine Wechsel-
wirkungspartner außerhalb des Systems haben, keine artifiziellen Effekte entstehen,
wird das Simulationssystem periodisch in alle Raumrichtungen fortgesetzt (siehe
Abb. 5.1).

Dabei wird die Zelle dupliziert und um den Gittervektor verschoben. So wird er-
reicht, dass das Simulationssystem mit Kopien von sich selbst wechselwirken kann.
Die maximale Reichweite der Wechselwirkung wird durch den Durchmesser des Sy-
stems bestimmt. Da Atome nicht mit Kopien von sich wechselwirken dürfen, darf
der maximale Interaktionsradius um ein Atom herum genau dem Systemdurchmesser
entsprechen. Jenseits dieses Radius werden die langreichweitigen Wechselwirkungen
in der Regel durch ein Reaktionsfeld beschrieben.

Die periodische Fortsetzung des Simulationssystems in alle Raumrichtungen und
die Berücksichtigung eines Reaktionsfeldes verringert Artefakte bei der Berechnung
der van-der-Waals- und besonders der Coulomb-Wechselwirkung.
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ri

ri'

vi

vi

[h,k]

[h,k-1]

[h,k+1]
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Abbildung 5.1: Periodische Randbedingungen in zwei Dimensionen. Die zentrale Box
[h,k] ist von eigenen Kopien umgeben. Die kopierten Boxen entstehen durch Verschiebung
der zentralen Box in alle Raumrichtungen entlang der Gittervektoren, sodass ein periodi-
sches Gitter entsteht.

5.2 Der FAMUSAMM-Algorithmus

Um das technische Problem zu lösen, bei der Berechnung der Coulomb-Wechsel-
wirkung nicht die Interaktion aller N Atome untereinander bestimmen zu müssen,
wurde der FAMUSAMM-Algorithmus (fast multiple-timestep structure adapted mul-
tipole method) entwickelt [Niedermeier und Tavan, 1994, 1996; Mathias et al., 2003].

Die Atome werden ab einem bestimmten Abstand nicht mehr einzeln betrachtet,
sondern zu Einheiten größerer Atomgruppen zusammengefasst. Diese Einheiten wer-
den in einem weiteren Schritt zu größeren Clustern gruppiert (siehe Abb. 5.2). Die
elektrostatischen Eigenschaften dieser Gruppen werden durch ihre Monopol- und
Dipolmomente wiedergegeben. Um bei der Berücksichtigung der Periodizität des
Simulatiossystems eine artifizielle Selbstwechselwirkung zu verhindern, wird ab ei-
nem Maximalabstand dmax ein äußeres Reaktionsfeld anstelle eines Vakuums in die
Berechnung der Coulomb-Wechselwirkung einbezogen.

Ein Atom i wechselwirkt in der nullten Hierarchieebene mit den Nachbaratomen
bis zu einem festgelegten Abstand r0 direkt über die jeweiligen Partialladungen.
Atome, die einen Abstand von Atom i haben, der zwischen dem Abstand d0 für
die nullte und d1 für die erste Hierarchieebene liegt, werden zu strukturellen Einhei-
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Abbildung 5.2: Schematische Darstellung des FAMUSAMM-Algorithmus. Im Nahbereich
der nullten Hierarchieebene wird die elektrostatische Wechselwirkung zwischen einem Atom
i und allen Nachbaratomen über die Partialladungen berechnet. In der ersten Hierarchie-
ebene werden Atome zu strukturellen Einheiten zusammengefasst, die durch ihre Gesamt-
ladung und ihr Gesamtdipolmoment mit Atom i wechselwirken. In den höheren Hierarchie-
ebenen werden die Einheiten zu Clustern und weiter zu Superclustern gruppiert, die jeweils
über ihre Monopol- und Dipolmomente interagieren.

ten zusammengefasst. Diese Einheiten interagieren mit ihren Gesamtladungen und
ihrem Gesamtdipolmoment mit Atom i. Dieser Ansatz wird für weitere Hierarchie-
ebenen fortgesetzt, indem die strukturellen Einheiten zu Clustern und die Cluster
zu Superclustern zusammengefasst werden. Die Interaktion mit Atom i findet über
die Ladung und den Dipol des Clusters statt.

Die strukturellen Einheiten und Cluster müssen aufgrund der Dynamik der Ato-
me im Laufe einer MD-Simulation regelmäßig neu organisiert werden. Die Aktua-
lisierungsrate der Atomgruppen hängt von der Hierarchieebene ab; höhere Ebenen
werden seltener aktualisiert als niedrige. Die erste Hierarchieebene wird jeden zwei-
ten Rechenschritt aktualisiert, die zweite jeden vierten usw.

Die Kombination des FAMUSAMM-Algorithmus und eines äußeren Reaktions-
felds führt dazu, dass die Rechenzeit für die Berechnung der Coulomb-Wechselwir-
kung für N Atome nur noch proportional zu N log N statt mit N2 wächst [Barnes
und Hut, 1986]. Artifizielle Effekte durch Abschneiden der Coulomb-Interaktion ab
einem bestimmten Maximalabstand werden nahezu komplett vermieden. Der FA-
MUSAMM-Algorithmus ist damit eine sehr effektive und genaue Methode zur Be-
rechnung des langreichweitigen Coulomb-Potenzials.
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6 Gekoppelte klassische und
quantenmechanische Methoden

Mit rein quantenmechanischen Methoden können mit heutigen Rechenkapazitäten
keine Langzeitsimulationen von Proteinstrukturen durchgeführt werden. Rein klassi-
sche MD-Simulationen können aufgrund ihres vereinfachten Modellcharakters keine
strukturellen Details oder Molekülenergien mit hinreichender Genauigkeit berech-
nen. Erst die Kombination beider Methoden bietet die Möglichkeit, die Vorteile
beider Verfahren zu nutzen. Hierzu wird zunächst das QM/MM-Hybridmodell erläu-
tert, wie es im Programmpaket EGO/CPMD implementiert ist. Anschließend wird
vorgestellt, wie Moleküleigenschaften aus QM/MM-Simulationen berechnet werden.

6.1 Konzept des QM/MM-Hybridmodells

Bei der QM/MM-Simulation werden aus dem Simulationssystem einige Atome ausge-
wählt, welche quantenmechanisch behandelt werden sollen (QM-Atome). Die Dyna-
mik der umliegenden Atome (MM-Atome) wird mit molekülmechanischen Methoden
berechnet. Die QM-Atome müssen mit dem klassischen Teil des Simulationssystems
wechselwirken können. Gleichzeitig müssen die MM-Atome auf die Bewegung der
QM-Atome reagieren. Diese wechselseitige Interaktion wird auf der einen Seite durch
Berücksichtigung von äußeren Potenzialen erreicht, welche für den Kraftaustausch
durch die nicht-bindenden Coulomb- und Lennard-Jones-Wechselwirkungen sorgen.
Auf der anderen Seite muss die Wechselwirkung von QM-Atomen beschrieben wer-
den, die kovalent an MM-Atome gebunden sind. Hierzu wird das SPLAM-Verfahren
(scaled position link atom method) verwendet [Eichinger et al., 1999]. Exemplarisch
ist das Konzept in Abb. 6.1 dargestellt.

Konzept des Link-Atoms

Beim SPLAM-Verfahren wird ein Proton als Link-Atom an der Fragmentschnitt-
stelle zwischen klassischem und quantenmechanischem Teil des Simulationssystems
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Abbildung 6.1: Darstellung des QM/MM-
Hybridmodells. Die Atome, welche quanten-
mechanisch behandelt werden und innerhalb
der QM-Box liegen, sind als Kugeln darge-
stellt, die klassisch beschriebenen Atome als
Sticks. Des Weiteren ist die QM-Box darge-
stellt, in der die Wellenfunktion der QM-Ato-
me berechnet wird. Die Verbindung zwischen
QM und MM-Teil wird durch ein Link-Atom
(gelb) mithilfe des SPLAM-Verfahren reali-
siert [Eichinger et al., 1999].

eingefügt und auf der Verbindungslinie zwischen QM- und MM-Teil platziert. Hier-
bei ist wichtig, dass die Aufteilung zwischen QM und MM an einer unpolaren C-C-
Einfachbindung durchgeführt und das Link-Atom zwischen beiden Kohlenstoffato-
men eingefügt wird, um auftretende artifizielle Effekte bei polaren Bindungen zu
vermeiden. Bei Biomolekülen stellt dies keine Einschränkung dar, da unpolare Koh-
lenstoffbindungen reichlich vorhanden sind. Durch die Einführung des Link-Atoms
ergibt sich ein abgesättigtes QM-Fragment ohne Radikale.

In Abb. 6.1 soll Ethan in einen QM- und einen MM-Teil aufgespalten werden. Das
Proton (dargestellt in gelb) wird zwischen die Kohlenstoffatome des Ethanmoleküls
platziert, sodass zwei Methanmoleküle entstehen, die sich ein Proton teilen.

Das künstliche Wasserstoffatom muss so positioniert werden, dass die Kraft der
neuen H-C-Bindung der ursprünglichen C-C-Bindung entspricht

∇ V
(2)
lq

!
= ∇ V (2)

mq (6.1)

⇒ (rlq − rlq,0) =
kmq

klq
(rmq − rmq,0) . (6.2)

Dabei bezeichnen die Indizes l das Linkatom, q das QM- und m das MM-Atom,
die an der Fragmentschnittstelle beteiligt sind. Die Kraftkonstanten kmq und klq

entsprechen den Federkonstanten aus dem MM-Kraftfeld. Durch die Einführung des
Protons entsteht ein zusätzliches Dipolmoment, welches kompensiert werden muss.
Auch Artefakte bei der Berechnung der Energie müssen über Korrekturterme für die
Coulomb- und van-der-Waals-Wechselwirkung eliminiert werden.
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Abbildung 6.2: Prinzip des Austausches
der nicht-bindenden Wechselwirkung zwi-
schen MM- und QM-Atomen. Aus der Elek-
tronendichte ρ(r) der QM-Atome (grünes Git-
ter) innerhalb der QM-Box wird das Wechsel-
wirkungspotenzial berechnet und fließt in die
Potenzialfunktion zur Berechnung der Kräfte
auf die MM-Atome ein. Umgekehrt gehen die
Partialladungen der MM-Atome (cyan) als ex-
ternes Potenzial in die Kohn-Sham-Gleichun-
gen ein.

Nicht-bindende Wechselwirkungen zwischen MM- und QM-Atomen

Zunächst wird die Wirkung der MM-Atome auf die QM-Box durch Coulomb- und
van-der-Waals-Wechselwirkung beschrieben. Das Prinzip ist in Abb. 6.2 dargestellt.
Das elektrostatische Potenzial ΦMM, welches durch die Partialladung und Dipolmo-
mente der klassisch behandelten Atome erzeugt wird, fließt als äußeres Potenzial
Vext in die Kohn-Sham-Gleichungen (4.21) ein.(

−1

2
∇2 + VS(r1) + Vext

)
Ψi = εi Ψi , i = 1, . . . , N (6.3)

Bei der Berechnung des Potenzials wird analog zur rein klassischen Betrachtung
der FAMUSAMM-Algorithmus verwendet, um den Einfluss von MM-Atomen zu
berücksichtigen, die weit von der QM-Box entfernt sind.

Beim Festlegen der QM-Box können im Rahmen der QM/MM-Simulation MM-
Atome innerhalb der QM-Box liegen und dadurch kann das Coulomb-Potenzial in
der Nähe der Gitterpunkte beliebig große Werte annehmen. In Abb. 6.1 ragen die
Imingruppe und das Sauerstoffatom des Acetamids in die Box. Zur Korrektur dieser
Singularitäten innerhalb der QM-Box werden diese MM-Atome nicht als Punktla-
dungen beschrieben, sondern die Ladung wird gaußförmig verteilt. Die Fehler, die
durch die Ladung klassischer Atome innerhalb der QM-Box entstehen, werden durch
den Gauß-Ansatz minimiert.
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Umgekehrt müssen die QM-Atome auch auf die klassische Umgebung wirken. Für
die QM-Atome werden die Partialladungen entsprechend der ESP-Methode [Singh
und Kollman, 1984] (siehe Abschnitt 6.3) berechnet. Diese Partialladungen werden
im Rahmen des elektrostatischen Potenzials und des FAMUSAMM-Algorithmus be-
rücksichtigt. Für die Lennard-Jones-Wechselwirkung der QM-Atome mit dem klas-
sischen Teil des Simulationssystems werden die klassischen Parameter der QM-Ato-
me entsprechend des verwendeten Kraftfeldes genutzt. Daher ist es im Rahmen
der QM/MM-Simulation notwendig, von den QM-Atomen auch die molekülmecha-
nischen Potenzialparameter zu kennen.

6.2 Theoretische IR-Spektroskopie

Eine wichtige Schnittstelle zwischen QM/MM-Simulationen und experimentellen Da-
ten sind IR-Spektren von Molekülen. Aus QM/MM-Rechnungen kann das charak-
teristische IR-Molekülspektrum bestimmt werden. Gleichzeitig ist das IR-Spektrum
experimentell zugänglich. In diesem Abschnitt wird daher kurz erläutert, wie aus
QM/MM-Simulationen ein theoretisches IR-Spektrum berechnet werden kann, um
einen Vergleich mit experimentellen Daten durchführen zu können.

Ein Infrarotspektrum eines Moleküls entsteht durch die Absorption von elektro-
magnetischer Strahlung. Die IR-Strahlung eines Moleküls führt dazu, dass Bindun-
gen zur Schwingung angeregt werden und Energie absorbiert wird. Anhand von
charakteristischen Frequenzen kann ein Molekül identifiziert werden. Die Absorpti-
on der IR-Strahlung durch das Molekül kann nur stattfinden, wenn das Molekül ein
veränderbares oder induzierbares Dipolmoment besitzt.

Die Dynamik eines Moleküls setzt sich aus der Überlagerung von Translation,
Rotation und Schwingung zusammen, wobei die Schwingungen eine Superposition
aus den Normalschwingungen des Moleküls sind. Die Normalschwingungen sind die
Eigenvektoren mit ihren zugehörigen Eigenwerten, den Schwingungsfrequenzen, die
sich aus der Hesse-Matrix bestimmen lassen. Die massengewichtete Hesse-Matrix
berechnet sich in harmonischer Näherung aus der Krümmung des Energiepotenzials
des Moleküls nahe dem Energieminimum.

Hierzu wird aus einer klassischen MD-Simulation ein Schnappschuss der Trajekto-
rie, also der zeitlichen Entwicklung des Simulationssystems, als Startpunkt für eine
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QM/MM-Simulation verwendet. Nach einer Äquilibrierungsphase wird die Endstruk-
tur der QM/MM-Simulation schockgefroren, d. h. stark energieminimiert. Ziel ist es,
die Endstruktur der QM/MM-Trajektorie „einzufrieren“, um eine energieminimier-
te Struktur zur Berechnung der Hesse-Matrix zu erhalten, die nicht stark von der
QM/MM-Struktur bei Simulationstemperatur abweicht. Ausgehend von der energie-
minimierten Struktur kann die Hesse-Matrix als zweite Ableitung der Potenzialfunk-
tion nach den Ortskoordinaten berechnet werden. Die Eigenwerte und Eigenvekto-
ren der Hesse-Matrix sind die Frequenzen und Normalmoden des Moleküls. Diese
Methode wird als „instantaneous normal mode analysis“ (INMA) bezeichnet. Aus
Vergleichen von experimentellen IR-Spektren mit Spektren aus DFT-Rechnungen
von kleinen Molekülen ist bekannt, dass die Genauigkeit der berechneten Spektren
bei 5–10% liegt [Levine, 1999].

Um ein vollständiges IR-Spektrum berechnen zu können, sind neben den Eigen-
werten und -frequenzen auch die IR-Intensitäten von Interesse. Aus der Änderung
der Dipolmomente an den Kernorten des Moleküls im Energieminimum kann die
Absorptionswahrscheinlichkeit aus Fermis Goldener Regel in doppelt harmonischer
Näherung ermittelt werden. Das Absorptionsspektrum ergibt sich unter Berücksich-
tung der inhomogenen Linienverbreiterung aus

log
I0(ν)

I(ν)
∝
∑

i

(
∂µ(wi)

∂wi

∣∣∣∣
wi=0

)2
1√
2πσi

exp

{
−(νi − ν)2

2σ2
i

}
. (6.4)

Die Intensität I(ν) ist proportional zur Summe über alle Eigenmoden i über die
Gaußverteilung (mit der Breite σi und der Bandenlage νi), gewichtet mit dem Qua-
drat des Dipolgradienten ∂µ(wi)/∂wi.

Die Eigenschwingungen eines Moleküls lassen sich auch durch Fourier-Transforma-
tion des zeitlichen Verlaufs des Dipolmoments aus einer langen QM/MM-Trajektorie
bestimmen. Zwar ist diese Methode genauer als die Berechnung der Hesse-Matrix,
da keine Näherungen verwendet werden, jedoch werden sehr lange QM/MM-Tra-
jektorien benötigt, die mit den zur Verfügung stehenden Rechnerkapazitäten nicht
berechnet werden können. Zudem bietet die massengewichtete Hesse-Matrix den Vor-
teil, dass Effekte einer Isotopenmarkierung, d. h. der Austausch von Atomen durch
schwerere oder leichtere Isotope, sehr schnell untersucht werden können; für die Be-
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stimmung der Spektren aus dem Dipolmoment müsste für eine Isotopenmarkierung
die vollständige QM/MM-Trajektorie neu berechnet werden.

6.3 Bestimmung der Ladungsverteilung

Im Rahmen der Untersuchung der GTP-Hydrolyse ist die Ladungsverteilung inner-
halb eines Moleküls von großem Interesse (siehe Kapitel 2). Da die Ladungen von
Atomen keine Observablen sind, gibt es verschiedene Methoden zur Berechnung der
Ladungsverteilung; im Rahmen dieser Arbeit werden die ESP-Ladungen (electrosta-
tic potential derived partial charges) [Singh und Kollman, 1984] verwendet.

Die Ladungsverteilung wird durch die Partialladung qi an den Kernorten xi reprä-
sentiert. Das Potenzial VESP wird berechnet aus

VESP(x) =
N∑

i=1

e0 (qi + Zi)

|Ri − xi|
, (6.5)

mit der Kernladung Zi, der Elementarladung e0 und dem Kernort Ri für Atom i.
Das Potenzial VESP wird über die Ladungen qi als Parameter an die kontinuierliche
Elektronenverteilung

Vρ(x) =

∫
d3x′ e0 ρ(x′)

|x′
i − xi|

+
N∑

i=1

e0 Zi

|Ri − xi|
(6.6)

angepasst.
Die Raumpunkte, an denen VESP berechnet wird, werden auf einer Fläche um

das Molekül herum gewählt, die einem Vielfachen des van-der-Waals-Radius ent-
spricht. Die berechneten Partialladungen der Atome eignen sich sehr gut für den
Einsatz in klassischen Kraftfeldern. Für die Kopplung von QM- und MM-Fragmen-
ten sind Partialladungen wichtig, die einer natürlichen Ladungsverteilung im Mole-
kül nahe kommen, d. h. ein Feld erzeugen, welches Punktladungen entspricht, da
der klassische Teil des Simulationssystem mit den Partialladungen der QM-Atome
elektrostatisch wechselwirkt. Änderungen der Partialladungen eines Moleküls in un-
terschiedlichen Umgebungen erlauben Rückschlüsse auf den Einfluss der Umgebung
auf die Ladungsverteilung.
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7 Vorgehensweise

Nachdem alle Werkzeuge vorstellt wurden, die im Rahmen dieser Arbeit benötigt
werden, wird in diesem Kapitel beschrieben, wie die biophysikalische Fragestellung
bearbeitet wird. Zunächst wird das Konzept zur Erzeugung einer Stichprobe eines
kanonischen Strukturensembles zur statistischen Absicherung der Ergebnisse vorge-
stellt. Anschließend wird das Vorgehen erläutert, wie aus den Röntgenstrukturen
die zu simulierenden Systeme erstellt werden. Im letzten Abschnitt werden die Si-
mulationsparameter erklärt, die während der klassischen und QM/MM-Simulationen
verwendet werden.

7.1 Stichprobe eines kanonischen Strukturensembles

Für die Standardabweichung σi aus Gleichung (6.4) ist es notwendig, ein Ensem-
ble von mehreren Schnappschüssen aus der Simulation mit den zugehörigen Hesse-
Matrizen zu verwenden, um aus der Mittelung der Einzelspektren das mittlere Spek-
trum statistisch abzusichern. Die Untersuchung einer einzelnen Struktur aus einer
QM/MM-Simulation spiegelt nicht die Struktur des Simulationssystems wider.

Ein Molekül mit N Atomen bewegt sich innerhalb eines 6N -dimensionalen Pha-
senraums; für jedes Atom gibt es drei Orts- und drei Impulsfreiheitsgrade. Die vorge-
stellten Methoden der MD-Simulation und der Dichtefunktionaltheorie haben zum
Ziel, die Dynamik des Moleküls im Phasenraum möglichst exakt wiederzugeben.
Dabei kann die MD-Simulation eine große Zeitskala innerhalb des Phasenraums
auf Kosten der Genauigkeit abdecken, die quantenchemische Beschreibung kann auf
kurzen Zeitskalen die Dynamik im Phasenraum sehr exakt beschreiben. Um ein re-
präsentatives Bild des Moleküls mit seinem Eigenschaften zu erhalten, wird im Rah-
men dieser Arbeit folgendermaßen vorgegangen (siehe Abb. 7.1): Zunächst wird das
Simulationssystem mit klassischen Methoden auf einer großen Zeitskala simuliert.
Ausgehend von Schnappschüssen entlang der klassischen Trajektorie werden kurze
QM/MM-Simulationen gestartet, die sehr genau den Phasenraum reproduzieren kön-
nen. Die Endpunkte der QM/MM-Trajektorien werden genutzt, um dort nach einer
sehr exakten Energieminimierung das zugehörige IR-Spektrum zu berechnen. Die
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Abbildung 7.1: Prinzip der Erzeugung einer Stichprobe eines kanonischen Strukturen-
sembles. Vereinfacht dargestellt ist die dreidimensionale Hyperfläche des 6N -dimensiona-
len Phasenraums, in dem sich das Simulationssystem bewegt. Die schwarze Kurve spiegelt
die natürliche Bewegung eines Moleküls im Phasenraum wider. Die Trajektorie aus einer
klassischen MD-Simulation wird durch die rote Linie repräsentiert; aufgrund ihres Modell-
charakters kann die klassische Simulation zwar nahe der natürlichen Dynamik sein, jedoch
gibt es auch größere Abweichungen. Ausgehend von Schnappschüssen aus der MD-Simu-
lation, dargestellt durch die rot-blauen Kreise, werden QM/MM-Simulationen (in blau)
gestartet, welche die Bewegung im Phasenraum wesentlich exakter beschreiben können.
Jedoch reicht eine einzelne QM/MM-Trajektorie nicht aus, um daraus Rückschlüsse auf
Moleküleigenschaften ziehen zu können. Hierzu wird ein Strukturensemble benötigt, aus
dem durch Mittelung die Moleküleigenschaften repräsentativ bestimmt werden.

Mittelung über die Moleküleigenschaften aller QM/MM-Trajektorien liefert ein sehr
gutes Bild des Moleküls innerhalb des gesamten Phasenraums; die Verwendung von
zu wenigen QM/MM-Trajektorien kann den Phasenraum nicht wiedergeben. Die ge-
mittelten Moleküleigenschaften können dann mit experimentellen Werten verglichen
werden.
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Abbildung 7.2: Der Rhombendodekaeder ist
ein Polyeder mit zwölf rhombenförmigen Flä-
chen und kann periodisch an den Flächen ohne
Rotation fortgesetzt werden.

7.2 Von der Röntgenstruktur zum

Simulationssystem

Um eine möglichst große Vergleichbarkeit mit der Arbeit von Klähn [Klähn et al.,
2005] zu erreichen, wird analog zu dieser Arbeit vorgegangen.

Ausgangspunkt aller QM/MM-Simulationen sind Röntgenstrukturen der zu unter-
suchenden Proteine und Proteinkomplexe. Im Rahmen dieser Arbeit werden für die
Untersuchung des Enzyms Ras mit gebundenem Nukleotid GTP die Röntgenstruk-
tur 1QRA [Scheidig et al., 1999] und für den Proteinkomplex Ras·RasGAP·GTP die
Röntgenstruktur 1WQ1 des Übergangskomplexes Ras·RasGAP·GDP·AlF3 [Scheff-
zek et al., 1997] verwendet.

Alle MD- und QM/MM-Simulationen wurden auf Rechnern des Lehrstuhls für
Biophysik der Ruhr-Universität Bochum durchgeführt. Die HPC-Anlage besteht im
Wesentlichen aus sechs Rechenknoten mit je zwei Intel Xeon CPU mit 2,8GHz und
2 GB Hauptspeicher. Alle Rechenknoten sind mit niedriglatenten Netzwerkadaptern
der Firma Myrinet miteinander vernetzt. Zudem steht ein RAID5-gesicherter Daten-
server mit 2,8TB Speicherplatz zur Verfügung.

Der erste Schritt ist die Korrektur von Fehlstellen innerhalb der Proteinstruk-
tur. Anschließend wird die Optimierung der Röntgenstruktur, die Erzeugung von
Disulfidbrücken innerhalb des Proteins und der Aufbau eines Wasserstoffbrücken-
netzwerks durchgeführt. Mit den heutigen Methoden ist es nur in Ausnahmefäl-
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len möglich, neben den schweren Atomen im Protein auch die Wasserstoffatome
in der Elektronendichte aus der Röntgenstrukturaufklärung zu identifizieren. Die
Unterscheidung von Sauerstoff und Stickstoff in Aminosäurenresten, wie z. B. bei
Glutamin, Asparagin und Histidin, ist nicht immer eindeutig. Mithilfe des HB2-Al-
gorithmus des Programms WHAT IF [Vriend, 1990] wird das Protein protoniert und
Aminosäurenreste auf ihre korrekte Orientierung überprüft. Unbekannte Moleküle
innerhalb eines Proteinsubstratkomplexes müssen zuvor durch den PRODRG-Dienst
[Schüttelkopf und van Aalten, 2004] für WHAT IF parametrisiert werden. Nach der
Protonierung wird mit dem Programmpaket XPLOR [Brunger, 1992] die Startstruk-
tur für die Simulation generiert. Hierzu wird der Proteinsubstratkomplex in eine
Wasserumgebung eingebettet. Zusätzlich werden dem System Natrium- und Chlo-
rionen zugefügt, damit das System auf der einen Seite dem natürlichen Salzgehalt
von 155mmol/l in der Zelle entspricht und auf der anderen Seite das Simulations-
system insgesamt ungeladen ist. Die Form des Simulationssystems entspricht einem
Rhombendodekaeder, da dies ein Körper mit der kleinsten, periodisch fortsetzbaren
Kugelpackung ist (siehe Abb. 7.2).

7.3 Vorgehen bei MD- und QM/MM-Simulationen

Als Simulationssoftware werden im Rahmen dieser Arbeit die Programme EGO-
MMII-1-2 [Eichinger et al., 2000] für den klassischen und CPMD 3.9.2 [Hutter et al.,
1999] für den quantenmechanischen Teil verwendet. Eine QM/MM-Schnittstelle von
EGO verwaltet während der QM/MM-Simulationen das Programm CPMD. Die klas-
sischen Parameter für die MD-Simulationen wurden aus dem Kraftfeld CHARMM22
[Mackerell et al., 1998] entnommen, das GTP wurde von Klähn [Klähn et al., 2005]
parametrisiert. Die Wassermoleküle werden durch das TIP3P-Modell beschrieben
[Jorgensen et al., 1983]. Für die Hamiltonfunktion werden die Funktionale von Becke
[Becke, 1988] und Perdew [Perdew, 1986](BP86) und die Pseudopotenziale von Hart-
wigsen (HGH) [Hartwigsen et al., 1998] genutzt, welche eine sehr genaue Repro-
duktion von IR-Spektren ermöglichen; der Energiegrenzwert Ecut bei den QM/MM-
Simulationen beträgt 80Ry (=̂ 1088 eV =̂ 1,74 · 10-16 J). Für die QM/MM-Trajek-
torien wird als Konvergenzgrenze des Energiegradienten bei der Bestimmung der
Wellenfunktionen 10-6 au (atomic units), bei der Energieminimierung zur Bestim-
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Tabelle 7.1: Flussdiagramm zur Durchführung einer MD-Simulation eines Proteinsubtrat-
komplexes in Wasserumgebung.

Energieminimierung der Wassermolekül- und Gegenionumgebung, Protein fixiert
↓

Aufheizen der Wassermolekül- und Gegenionumgebung auf 300 K bei einer
Zeitschrittweite ∆t=1 fs, Protein fixiert

↓
MD-Simulation der Wassermolekül- und Gegenionumgebung bei 300 K für 1 ns,

∆t=1 fs, Protein fixiert
↓

Energieminimierung des kompletten Simulationssystems
↓

Äquilibrierung des Simulationssystems ohne Temperaturkopplung, Fixierung der
Proteinrückgratatome und des Substrats, harmonische Zusatzpotenziale auf alle

Proteinatome für 25 ps, ∆t=1 fs
↓

Äquilibrierung des Simulationssystems ohne Temperaturkopplung, Fixierung des
Substrats, harmonische Zusatzpotenziale auf alle Proteinatome für 5 ps, ∆t=1 fs

↓
Äquilibrierung des Simulationssystems ohne Temperaturkopplung, harmonische

Zusatzpotenziale auf alle Proteinatome für 10 ps, ∆t=1 fs
↓

Aufheizen des Simulationssystems auf 300K, harmonische Zusatzpotenziale auf
alle Proteinatome, ∆t=1 fs

↓
Freie MD-Simulation des Simulationssystems bei 300K und 1 bar Druck für

200 ps, ∆t=1 fs
↓

Produktionslauf: Freie MD-Simulation des Simulationssystems bei 300 K und
1 bar Druck, ∆t=1 fs

mung der Hesse-Matrix 10-7 au gesetzt. Für weiterführende, rein quantenchemische
Simulationen wurde das Programmpaket Gaussian03 [Frisch et al., 2004] verwendet.
Die Normalmodenanalyse wird mithilfe des Quantenchemieprogramms GAMESS US
[Schmidt et al., 1993] durchgeführt.

Nach der Vorbereitung wird das System äquilibriert, bevor die MD- und QM/MM-
Simulationen durchgeführt werden können. Das einzelnen Simulationsphasen sind in
Tabelle 7.1 als Flussdiagramm dargestellt. Durch dieses Vorgehen ist gewährleistet,
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Tabelle 7.2: Flussdiagramm zur Durchführung einer QM/MM-Simulation, ausgehend von
einem Schnappschuss einer MD-Simulation

Schnappschuss aus einer MD-Simulation bei 300K und einem Druck von 1 bar
↓

Äquilibrierung des Proteinsubstratkomplexes bei einer QM/MM-Simulation bei
300 K und 1 bar für 25 fs, Zeitschrittweite ∆t=0,25 fs

↓
Freie QM/MM-Simulation des Proteinsubstratkomplexes bei 300 K und 1 bar für

125 fs, ∆t=0,25 fs
↓

Energieminimierung der Atome innerhalb der QM-Box, Fixierung aller übrigen
Atome
↓

Berechnung der Hesse-Matrix für die QM-Atome

dass sich zum einen der Proteinsubstratkomplex nicht weit von der Röntgenstruktur
entfernt, zum anderen keine unvorhergesehenen Strukturänderungen von einzelnen
Aminosäuren während der Äquilibrierungsphase auftreten.

Aufgrund der vorhandenen Rechnerkapazitäten ist es mit dem MD-Programm
EGO nicht möglich, Langzeitsimulationen im Bereich von mehreren Nanosekunden
durchzuführen. Innerhalb von 24 Stunden können bei einer Systemgröße von 100000
Atomen lediglich etwa 50 ps bei einer Zeitschrittweite von 1 fs klassisch simuliert
werden. Jedoch zeigen die berechneten Ergebnisse im Vergleich zu experimentell
zugänglichen Messdaten, dass sich das System im Gleichgewicht befindet.

Die MD-Simulation wird im Falle des kleinen Ras·GTP-Simulationssystems für
1 ns durchgeführt, das doppelt so große Ras·RasGAP·GTP-System wird für 0,5 ns
bei einer Temperatur von 300 K und 1 bar Druck mit 1 fs Zeitschrittweite simuliert.
Aus der MD-Simulation werden im Falle des Ras·RasGAP-Komplexes sieben, bei
Ras sechs Strukturschnappschüsse gespeichert, um diese als Ausgangspunkte für
QM/MM-Simulationen zu nutzen.

Das Triphosphat wird während der QM/MM-Simulation quantenmechanisch be-
handelt. Hinzu kommt die angrenzende Methylgruppe, um das Link-Atom zwischen
zwei Kohlenstoffatomen platzieren zu können. Insgesamt besteht die QM-Box aus
siebzehn Atomen und hat eine Gesamtladung von -4 e0. Tabelle 7.2 stellt ein Flussdia-
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gramm für das Vorgehen zur Berechnung einer QM/MM-Trajektorie inklusive der
Bestimmung der Hesse-Matrix dar.



Teil III

Analyse der Enzymsubstratkomplexe
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QM/MM-Simulationen der Enzymsubstratkomplexe zeigen, dass beim
Ras·RasGAP-Komplex die katalytisch wichtige Elektronenverschiebung vom
γ- zum β-Phosphat, die Verlängerung der Bindung zwischen dem γ-Phosphor-
und dem verbrückenden Sauerstoffatom und die ekliptische Orientierung von
γ- und β-Phosphat wesentlich stärker sind als bei Ras·GTP. Der Argininfinger
wechselwirkt dabei nicht über seine positiven Ladung auf die Elektronenvertei-
lung im Triphosphat, sondern verdrängt Wassermoleküle aus der Bindenische.
Das daraus resultierende, verstärkte elektrostatische Feld katalysiert den
Bindungsbruch und die Hydrolysereaktion.

8 Strukturelle Eigenschaften von
Ras·RasGAP im Vergleich zu Ras

Nachdem im vorangegangenen Teil der Arbeit die Methoden vorgestellt wurden, die
zur Beantwortung der biophysikalischen Fragestellung benötigt werden, werden in
diesem Teil die Ergebnisse aus den QM/MM-Simulationen von Ras·GTP und dem
Ras·RasGAP-Komplex präsentiert. Das Hauptaugenmerk wird dabei auf die Rolle
des Argininfingers R789GAP gelegt, um herauszustellen, wie dieser die Hydrolyse
beeinflusst.

Der erste Zugang ist die Untersuchung der Röntgenstrukturen, die von den Prote-
insubstratkomplexen existieren. Als Basis dienen die Strukturen 1QRA (Ras·GTP,
aufgenommen bei 100K) [Scheidig et al., 1999] und 1WQ1 (Übergangsstrukturana-
logon Ras·RasGAP·GDP·AlF3) [Scheffzek et al., 1997]. Erst werden Studien zur Li-
gandenbindung und Proteinproteinwechselwirkung vorgestellt, um markante Stellen
des Ras-Proteins hervorzuheben, welche für die Interaktion mit anderen Proteinen
entscheidend sind. Im Fokus steht die Wechselwirkung von Ras mit GAP. Anschlie-
ßend wird durch den Vergleich unterschiedlicher GAP-Komplexstrukturen ein erstes,
einfaches Modell entwickelt, wie der Ras·GAP-Komplex im Grundzustand die GTP-
Hydrolyse beeinflusst.
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8.1 Identifizierung der Bindestellen von Ras

Zunächst werden Bindestellen des Ras-Enzyms analysiert, um die Wechselwirkung
von Ras mit dem Nukleotid und anderen Proteinen zu verstehen. Hierbei kommt
ein Algorithmus zum Einsatz, der auf empirischen Parametern beruht, die aus Ei-
genschaften von Medikamenten abgeleitet worden sind.

Ligandenbindungsstudien

Die Untersuchung der Proteinoberfläche dient dem Auffinden von Interaktionsstellen
mit anderen Proteinen und Substraten. Eine detaillierte Analyse kann einen tieferen
Einblick in den Aufbau und Mechanismus der Proteinproteinwechselwirkung geben.
In einem kurzen Exkurs wird ein Algorithmus vorgestellt, der im Rahmen eines
Nebenprojektes zur Untersuchung von Proteinligandenwechselwirkungen entwickelt
wurde. Die Anwendung des Algorithmus zur Abtastung einer Proteinoberfläche nach
Wechselwirkungsstellen mit anderen Molekülen gibt auch Aufschluss über die Wech-
selwirkung von Proteinen untereinander und gibt mögliche Interaktionsbereiche auf
der Proteinoberfläche für die Bindung anderer Proteine wieder.

Ligandenbindungsstudien sind im Rahmen der Medikamentenforschung von
großem Interesse, um z. B. Inhibitoren für Proteine im therapeutischen Einsatz
zu identifizieren. Lipinski (Rule-of-Five, RO5) [Lipinski et al., 2001; Lipinski, 2004]
und Congreve (Rule-of-Three, RO3) [Congreve et al., 2003] haben mehrere tausend
Moleküle auf ihre strukturellen Eigenschaften untersucht, die im Rahmen der Me-
dikamentennutzung zum Einsatz kommen. Im Fokus stand die Klassifizierung der
Moleküle nach Molekulargewicht, Fettlöslichkeit und der Anzahl der vorhandenen
Wasserstoffdonoren und -akzeptoren. Aus diesen empirischen Parametern von Ligan-
den wurde ein einfacher, aber robuster Algorithmus entwickelt, um Bindestellen auf
Proteinoberflächen identifizieren zu können [te Heesen et al., 2007b].

TRIDOCK - Ein Algorithmus zur Identifikation von Bindestellen

In Tabelle 8.1 sind die empirischen Parameter von Lipinski für medizinische Wirk-
stoffe, die oral eingenommen werden, und jene von Congreve für kleine Moleküle
zusammengefasst. Die medizinischen Wirkstoffe haben in der Regel eine nanomo-
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lare Bindeaffinität, die von Congreve untersuchten Moleküle binden lediglich mit
mikro- bis millimolarer Affinität.

Tabelle 8.1: Zusammenfassung der empirischen Parameter von Lipinskis Rule-of-Five
(RO5) für orale Medikamente und Congreves Rule-of-Three (RO3) für kleine Moleküle.

Lipinski, RO5 Congreve, RO3
Molekulargewicht ≤ 500 u 300 u
Fettlöslichkeit logP ≤ 5 3
Wasserstoffdonoren ≤ 5 3
Wasserstoffakzeptoren ≤ 10 3
Drehbare Bindungen ≤ - 3

Aus der Tabelle ist die Herkunft der Regelbezeichnungen RO5 und RO3 direkt
ersichtlich. Die Fettlöslichkeit ist definiert als logarithmisches Verhältnis der Konzen-
tration eines Stoffes in Oktanol im Vergleich zur Konzentration in Wasser und ist
ein Maß dafür, wie hydrophob, d. h. wasservermeidend, ein Molekül ist. Als Wasser-
stoffdonoren werden in der Regel Sauerstoff- oder Stickstoffatome bezeichnet, die ein
kovalent gebundenes Wasserstoffatom für eine Wasserstoffbrücke zur Verfügung stel-
len. Umgekehrt sind Wasserstoffakzeptoren die Gegenstücke, die ihrerseits negativ
geladen sind und eine Wasserstoffbrücke über ein Proton eingehen.

Diese Moleküleigenschaften wurden in Eigenschaften auf der Proteinoberfläche
übersetzt, um mithilfe eines Algorithmus Bindestellen von Molekülen zu finden, die
diesen Parametern entsprechen. Die Anzahl der Donoren und Akzeptoren lässt sich
direkt in die Anzahl von Akzeptoren und Donoren auf der Oberfläche übertragen.
Das Molekulargewicht eines Moleküls kann in ein Flächenkriterium und typische
Abstände auf der Oberfläche übersetzt werden. Die Fettlöslichkeit wird nicht be-
rücksichtigt. Eine Übersicht ist in Tabelle 8.2 zu finden.

Um ein Objekt zu erzeugen, welches aus der oben angegebenen Zahl von Dono-
ren und Akzeptoren besteht, bietet es sich an, als Modell eine Zusammensetzung
von mehreren Dreiecken anzunehmen. Die Dreiecke werden dabei von Sauerstoff-
oder Stickstoffatomen aufgespannt. Insgesamt lassen sich aus der Übersetzung der
empirischen Parameter von Lipinski und Congreve fünf Regeln für die Suche nach
Bindestellen auf Proteinoberflächen ableiten:

R1 Die Basiseinheit besteht aus drei Wasserstoffbrückendonoren oder -akzeptoren,
die auf der Proteinoberfläche liegen.
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Tabelle 8.2: Korrespondenz der empirischen Parameter nach Lipinski und Congreve mit
den Eigenschaften auf der Proteinoberfläche. Die ersten beiden Eigenschaften wurden be-
rücksichtigt, die Fettlöslichkeit wurde nicht übertragen und die drehbaren Bindungen eines
Moleküls haben keine Korrespondenz auf der Proteinoberfläche.

Eigenschaften von Medikamenten → Eigenschaften der Bindestelle
Molekulargewicht → Fläche, typische Längen
Donoren, Akzeptoren → Akzeptoren, Donoren
Fettlöslichkeit logP → (hydrophobe Umgebung)
Drehbare Bindungen → (keine Korrespondenz)

Abbildung 8.1: Prinzip der Dreieckskon-
struktion für den TRIDOCK-Algorithmus.
Das Dreieck wird durch drei Donor- bzw.
Akzeptoratome der Proteinoberfläche aufge-
spannt. In der Umgebung um die Kantenmit-
telpunkte und dem Dreiecksmittelpunkt dür-
fen keine Proteinatome zu finden sein.

R2 Ein Dreieck hat eine Fläche von 60-100 Å2, was einem Molekulargewicht von
300–500 u bei einem gleichseitigen Dreieck entspricht.

R3 Eine Seite eines Dreiecks hat eine Kantenlänge von 4–12 Å (12–15 Å entsprechen
einem Molekulargewicht von 300–500 u bei einem gleichseitigen Dreieck).

R4 Im Umkreis von 1,9 Å um den Mittelpunkt einer Dreieckskante darf kein Prote-
inatom liegen.

R5 Im Umkreis von 2,5 Å um den Mittelpunkt des Dreiecks darf ebenfalls kein
Proteinatom liegen.

Das Prinzip der Dreieckskonstruktion ist in Abb. 8.1 dargestellt. Die fünf Regeln
R1–R5 wurden in einen numerischen Algorithmus umgesetzt, um automatisiert nach
Wechselwirkungsstellen auf der Proteinoberfläche zu suchen (siehe Abb. 8.2).

Im ersten Schritt müssen alle Donor- und Akzeptoratome auf der Proteinoberflä-
che identifiziert werden (R1, Abb. 8.2a). Anschließend werden die Abstände zwischen
allen Atompaaren aus der Donor- und Akzeptoratomliste bestimmt und diejenigen
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verworfen, die nicht dem Abstands- (R3) und dem Kantenmittelpunktskriterium
(R4) entsprechen (Abb. 8.2b), sodass nach der Überprüfung aller Abstände zwischen
Donor- und Akzeptoratomen eine Liste mit Abständen existiert, die den Abstandskri-
terien entspricht. Im dritten Schritt werden aus diesen akzeptieren Atomabständen
jeweils drei Atome mit ihren zugehörigen Abständen ausgewählt und Dreiecke ge-
bildet. Diese Dreiecke müssen dem Flächen- (R2) und dem Mittelpunktskriterium
(R5) gehorchen (Abb. 8.2c, d). Die Eigenschaften der erzeugten Dreiecke entsprechen
den fünf oben vorgestellten Regeln. Die Mittelpunkte der Dreiecke werden für die
weitere, visuelle Auswertung der Oberflächenanalyse als Pseudoatome gespeichert
(Abb. 8.2d).

Tests an Proteinen mit bekannten Bindestellen von Inhibitoren (z. B. Lysozym
als Abwehrprotein gegen bakterielle Infektionen) zeigen, dass der Algorithmus unter
Variation der Parameter aus den Regeln R1–R5 sehr robust ist. Die identifizier-
ten Bindestellen werden durch eine Anhäufung von Pseudoatomen markiert. Ein
Vergleich mit anderen Programmen, die Proteinoberflächen nach Bindestellen un-
tersuchen (PASS [Brady und Stouten, 2000] oder CASTp [Binkowski et al., 2003]),
zeigt, dass der entwickelte Algorithmus die identifizierten Bindestellen der anderen
Programme reproduzieren kann. Allerdings werden hydrophobe Höhlen auf Prote-
inoberflächen, wie bei Membranproteinen, von TRIDOCK nicht markiert, da dort
keine Wechselwirkung mit anderen Proteinen oder Liganden stattfinden kann. Von
TRIDOCK werden „Löcher“ in Proteinen identifiziert, die von PASS nicht gefunden
werden. Eine ausführliche Diskussion des Algorithmus ist bei te Heesen [te Heesen
et al., 2007b] zu finden. Obwohl der Ausgangspunkt für die Entwicklung des TRI-
DOCK-Algorithmus die Eigenschaften von kleinen Molekülen war, lassen sich die
abgeleiteten Regeln auch auf die Identifikation von Proteinproteinwechselwirkungs-
stellen anwenden.

Identifikation der Bindestellen von Ras

Der vorgestellte Algorithmus ist eine sehr gute Methode, einen ersten Überblick über
die Wechselwirkungen des Ras-Proteins mit anderen Proteinen zu bekommen (vgl.
auch [Vetter und Wittinghofer, 2001]). In Abb. 8.3 sind die mithilfe des TRIDOCK-
Algorithmus identifizierten möglichen Bindestellen von Ras in seiner aktiven, GTP-
gebundenen und seiner inaktiven, GDP-gebundenen Form (PDB-ID: 1Q21 [Tong
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Abbildung 8.2: Grafische Darstellung des TRIDOCK-Algorithmus. Zunächst werden die
Oberflächendonoren und -akzeptoren identifiziert (a). Im nächsten Schritt werden die Ab-
stände zwischen diesen Atomen berechnet und auf das Abstandskriterium R3 und Kanten-
mittelpunktskriterium R4 überprüft (b). Die rot dargestellten Abstände entsprechen nicht
den Kriterien, der grün dargestellte Abstand erfüllt beide Regeln. Aus den akzeptierten
Abständen mit den zugehörigen Atompaaren werden Dreiecke gebildet (c), welche dem Flä-
chenkriterium R2 und der Mittelpunktsregel R5 entsprechen. Diese Dreiecke werden durch
ein Pseudoatom repräsentiert (d).

et al., 1991]) dargestellt. Bei der Anwendung des TRIDOCK-Algorithmus auf die
beiden Ras-Zustände wurden die Substrate bei der Analyse nicht berücksichtigt.

Die inaktive Form des Ras-Proteins besitzt eine große Bindenische, in der das
Nukleotid GDP gebunden ist (Abb. 8.3a). Der TRIDOCK-Algorithmus identifiziert
diese Bindenische und platziert im Bereich des Triphosphats eine große Anhäufung
von Pseudoatomen, da dort sehr viele mögliche Wasserstoffbrücken ausgebildet wer-
den können. Im Bereich des Guanosins sind nur wenige Pseudoatome zu finden, da
dieser Teil des Nukleotids hauptsächlich durch hydrophobe Wechselwirkungen stabi-
lisiert wird und Wasserstoffbrücken eine untergeordnete Rolle spielen. Der zentrale
Häufungspunkt markiert die Bindestelle des γ-Phosphats, welches bei der Hydrolyse
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Abbildung 8.3: Identifizierte Bindestellen auf der Ras-Oberfläche im inaktiven und ak-
tiven Zustand. Oben sind Vorder- und Rückansicht der inaktiven Ras-Struktur, unten
Vorder- und Rückansicht der aktiven Ras-Struktur dargestellt. Die Substrate wurden bei
Anwendung des TRIDOCK-Algorithmus nicht mitberücksichtigt. Auf der Vorderseite (a,
c) markieren die Pseudoatome (in orange) die Bindenische. In beiden Konformationen ist
die Proteinrückseite flach und zeigt keine markanten Wechselwirkungsstellen.

abgespalten wird. Die Anhäufung von Pseudoatomen ganz links in der Bindenische
deutet auf eine zusätzliche mögliche Bindestelle ohne bisher bekannte Funktion hin.
Die Rückseite (Abb. 8.3b) zeigt eine relativ flache Proteinoberfläche mit wenigen
möglichen Wechselwirkungsstellen. Lediglich der verdeckte Häufungspunkt unten
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Abbildung 8.4: Darstellung der distalen Bindenische von Ras. (a) K949GAP ragt in die
Nische hinein und ist über das Wassermolekül HOH217 mit dem α-Phosphat verbunden.
Die Aminosäure gehört zu einer Schleife des GAP-Proteins, die oberhalb der Bindenische
liegt. (b) Durch Abtasten der Ras-Proteinoberfläche mit dem TRIDOCK-Algorithmus ohne
GAP wird die Bindestelle von K949GAP identifiziert.

links ist Teil des Bereichs des inaktiven Ras, der mit dem Ran-Importin-β-Komplex
wechselwirkt.

Die Frontansicht der aktiven Ras-Form (Abb. 8.3c) zeigt eine deutlich modifizierte
Konformation. Die zusätzliche Nische ist verschwunden, dafür ist oben links eine
neue, identifizierte Nische entstanden. Diese Tasche ist bekannt dafür, dass dort die
Ras-Binde-Domäne (RBD) der Raf-Kinase zur Signalweiterleitung bzw. GAP zur
Beschleunigung der Hydrolyse mit Ras wechselwirken (vgl. Abb. 1.1). Die Rückseite
des aktiven Ras-Proteins (Abb. 8.3d) besitzt keine bekannten Bindestellen für andere
Proteine.

Neben der Identifikation der Bindetasche wird auf der Rückseite der Tasche eine
Nische durch den TRIDOCK-Algorithmus markiert, die GAP für die Wechselwir-
kung mit dem Ras-Protein und dem Nukleotid nutzt (vgl. Abb. 8.4). GAP führt die
konservierte Aminosäure K949GAP, die über ein Wassermolekül mit dem α-Phosphat
des GTP verbunden ist, in die distale Bindenische ein. Des Weiteren sind die Amino-
säuren E31Ras, D33Ras und D38Ras an der Fixierung des Lysins beteiligt. Neben der
Möglichkeit, dass K949GAP mit der zugehörigen Schleife als Modell eines Inhibitors
dienen kann, nutzt GAP die distale Bindenische zur Erkennung des aktiven bzw. in-
aktiven Ras. In der inaktiven Konformation ist die distale Bindenische geschlossen
und GAP kann an Ras nicht binden.
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Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass der entwickelte TRIDOCK-Algorith-
mus primär zur Unterstützung der visuellen Inspektion von Proteinoberflächen dient.
Die markierten Bindenischen sind entweder Bindestellen bei der Proteinproteinwech-
selwirkung oder geben die Position hydrophiler Bereiche von Liganden wieder, die
an der Proteinoberfläche binden. Im Fall von Ras lassen sich bekannte Bereiche iden-
tifizieren (vgl. Abschnitt 1.1), welche von Proteinen zur Wechselwirkung mit Ras ge-
nutzt werden [Vetter und Wittinghofer, 2001]. Die identifizierte distale Bindenische
dient dazu, dass GAP an Ras binden und die Signaltransduktion regulieren kann.
Eine detaillierte Analyse und Diskussion der Ergebnisse ist bei te Heesen [te Heesen
et al., 2007b] zu finden.

Nach der Analyse der Röntgenstruktur von Ras werden im nächsten Abschnitt
Strukturen von Enzymsubstratkomplexen der Ras-Superfamilie untersucht, um
einen ersten Eindruck über die Koordinierung des Argininfingers und den Reakti-
onsmechanismus der GAP-katalysierten Hydrolyse zu bekommen.

8.2 Vergleich unterschiedlicher Komplexstrukturen

Obwohl Röntgenstrukturen statisch sind und das dynamische Verhalten von Pro-
teinen nicht wiedergeben können, sind sie dennoch das wichtigste Hilfsmittel zur
Analyse von Aufbau und Funktion von Proteinen. Durch Vergleich von verwandten
Proteinstrukturen lassen sich auch Rückschlüsse auf grundlegende Mechanismen zie-
hen.

Kosloff und Selinger haben für die GTPase-katalysierte Hydrolyse durch Ras und
andere G-Proteine eine solche Analyse durchgeführt [Kosloff und Selinger, 2003].
Analog zu dieser Publikation werden der Grund- und Übergangszustand der GTP-
Hydrolysereaktion anhand von Röntgenstrukturen für verschiedene Enzymsubstrat-
komplexe untersucht, um eine erste Modellvorstellung zu entwickeln, welche Rolle
der Argininfinger des GAP spielt. Dies soll eine Basis für eigene Untersuchungen in
Form von QM/MM-Simulationen legen.

Die Schwierigkeit bei der Untersuchung von Röntgenstrukturen der GAP-kataly-
sierten GTP-Hydrolyse in Ras ist, dass es keine Grundzustandsstruktur des Kom-
plexes gibt. Für den Ras·RasGAP-Komplex existiert lediglich die Röntgenstruktur
1WQ1, welche ein Analogon der Übergangszustandsstruktur ist: Nach Abspalten des
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Abbildung 8.5: Überlagerung der Röntgenstrukturen von Ras·GTP (1QRA, cyan) und
dem Ras·RasGAP·GDP·AlF3-Komplex (1WQ1, grün). Die Ras-Proteine beider Struktur
weichen im Proteinrückgrat kaum voneinander ab. Ein auffälliger Unterschied ist in der
Orientierung von Q61Ras zu erkennen. In der 1QRA-Struktur zeigt Q61Ras aus der Bin-
detasche heraus, bei der 1WQ1-Struktur ist Q61 über eine Wasserstoffbrücke mit dem
Argininfinger R789GAP verbunden und zeigt in Richtung des γ-Phosphats.

γ-Phosphats vom GTP entsteht GDP·Pi, wobei das Monophosphat Pi in der Bin-
detasche gebunden ist [Kötting et al., 2006]. Dieser Zustand wird durch die Struk-
tur 1WQ1 modelliert, indem als Monophosphatersatz ein Aluminiumfluorid in der
Bindetasche eingebaut wurde. Da die Hydrolysereaktion im Ras·RasGAP-Komplex
innerhalb weniger Millisekunden abläuft, ist es technisch nicht möglich, den Zustand
vor der Hydrolyse in einer Kristallstruktur „einzufrieren“. Jedoch lässt sich anhand
des Vergleichs der Struktur 1WQ1 mit anderen Strukturen festhalten, dass diese
Struktur als Ausgangspunkt für die Untersuchung der GAP-katalysierten GTP-Hy-
drolyse geeignet ist. Auch die berechneten IR-Spektren (siehe Abschnitt 9.2) geben
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Tabelle 8.3: Übersicht über die verglichenen GAP-Übergangsstrukturanaloga aus
Abb. 8.6.

1WQ1 Ras·RasGAP, Substrat: GDP·AlF3

Schalterkomplex in Signalkaskade zur Zellteilung
1GRN Cdc42·Cdc42GAP, Substrat: GDP·AlF3

Regulierung der Ausbildung dünner länglicher Ausstülpungen in
der Plasmamembran

1G4U Rac·SPTP, Substrat: GDP·AlF3

Regulierung der Formation von flachen Ausstülpungen in der Zell-
membran

1TX4 Rho·RhoGAP, Substrat: GDP·AlF4

Formierung und Kontraktion von Stressfasern und Ausbildung von
fokalen Adhäsionskontakten

1HE1 Rac·RacGAP Substrat: GDP·AlF3

Funktion wie 1G4U

die experimentellen FTIR-Spektren in hoher Genauigkeit wieder, sodass die Rönt-
genstruktur 1WQ1 für die Analyse verwendet werden kann.

Zunächst werden die beiden Strukturen Ras·GTP (1QRA) und Ras·RasGAP·GDP·
AlF3 (1WQ1), die im Rahmen dieser Arbeit mit klassischen und quantenmechani-
schen Mitteln untersucht werden, miteinander verglichen (siehe Abb. 8.5). Überla-
gert werden die Rückgratatome der Ras-Proteine. Die mittlere quadratische Abwei-
chung der beiden Strukturen bezogen auf die Cα-Positionen beträgt 0.55 Å. Deutlich
zu erkennen ist, dass die gebundenen Nukleotide GTP und GDP fast perfekt über-
einander liegen. Die Position des Aluminiumfluorids AlF3 in der 1WQ1-Struktur
liegt sehr nahe an der Position des γ-Phosphats beim GTP. Auch die Koordinie-
rung der Magnesiumionen ist ähnlich. Aufgrund der großen Ähnlichkeit der Ras-
Strukturen und der Position der Nukleotide lässt sich der Schluss ziehen, dass die
Ras·RasGAP-Struktur eine sehr gute Basis für die Untersuchung des Grundzustan-
des mit QM/MM-Simulationen ist. Die Struktur 1WQ1 kann als Ausgangspunkt
genutzt werden, eine Grundzustandsstruktur des Ras·RasGAP·GTP-Komplexes zu
generieren. Ein auffälliger Unterschied ist die Orientierung der onkogenen Amino-
säure Q61Ras mit dem zugehörigen Wassermolekül, welches nukleophil am γ-Phos-
phat angreift. In der 1QRA-Struktur zeigt Q61Ras aus der Bindetasche heraus, in
der 1WQ1-Struktur ist Q61Ras über eine Wasserstoffbrücke mit dem Rückgrat des
Argininfingers R789GAP verbunden und zeigt in Richtung des Substrats. Auch das
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Abbildung 8.6: Überlagerung von verschiedenen GDP·AlFx-Übergangsstrukturen mit
Argininfingern. Dargestellt sind die Strukturen 1WQ1 (grün, Ras·RasGAP·GDP·AlF3),
1GRN (magenta, Cdc24·Cdc42GAP·GDP·AlF3), 1G4U (blau, Rac·SPTP·GDP·AlF3),
1TX4 (cyan, Rho·RhoGAP·GDP·AlF4) und 1HE1 (gelb, Rac·RacGAP·GDP·AlF3). Die
Strukturen wurden auf das Nukleotid GDP überlagert. Dargestellt sind das Substrat, der
Switch II-Bereich, der Loop des Argininfingers, das nukleophil angreifende Wassermolekül
und das koordinierte Magnesiumion. Siehe auch Tabelle 8.3.

Wassermolekül in der 1WQ1-Struktur ist trotz des Übergangszustandanalogons in
der korrekten Position für einen nukleophilen Angriff.

Anhand dieser Orientierung lassen sich zwei wichtige Schlussfolgerungen ziehen:
Zum einen kann die 1QRA-Struktur von Ras als Basis für weitere QM/MM-Unter-
suchungen genutzt werden, aber Q61Ras ist für das Heranführen des Wassermoleküls
an das γ-Phosphat noch nicht richtig orientiert. Zum anderen scheint die Wechsel-
wirkung zwischen R789GAP und der Seitenkette von Q61Ras für den durch GAP op-
timierten Hydrolysemechanismus von entscheidender Bedeutung zu sein (vgl. auch
[Wittinghofer et al., 1997; Topol et al., 2004; Grigorenko et al., 2005]). Im Ras-Pro-
tein ist Q61Ras ohne Wechselwirkungspartner und muss ohne äußeren Einfluss die
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Tabelle 8.4: Übersicht über die verglichenen GAP-Grundzustandsstrukturen aus Abb. 8.7.

1GIA Gi-α1-Untereinheit, Substrat: GPPSP
Regulation der Adenylatzyklase (Katalyse der Synthese von cycli-
schem Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenosintriphosphat
(ATP))

1TND Transducin α, Substrat: GPPSP
Wesentlicher Bestandteil der visuellen Signaltransduktionskaskade
in Photorezeptorzellen der Netzhaut

1CIP Gi-α1-Untereinheit, Substrat: GPPNHP
Funktion siehe 1GIA

1AM4 Cdc42·RhoGAP, Substrat GPPNHP
Funktion siehe 1GRN aus Tab. 8.3

korrekte Position einnehmen, um das Wassermolekül für den nukleophilen Angriff
am γ-Phosphat zu koordinieren. Im Ras·RasGAP-Komplex übernimmt der Arginin-
finger die Funktion, Q61Ras über eine Wasserstoffbrücke zu binden und derart zu ori-
entieren, dass das Wassermolekül mit dem γ-Phosphat wechselwirken kann. Durch
diesen zielgerichteten Mechanismus als ersten Schritt der GTP-Hydrolyse kann die
Reaktion im Ras·RasGAP-Komplex schneller ablaufen als bei Ras ohne GAP.

In Abb. 8.6 und Tabelle 8.3 sind verschiedene GAP-Übergangsanalogstrukturen
aus der Ras-Superfamilie auf das Nukleotid GDP überlagert. Obwohl die Enzym-
substratkomplexe unterschiedlich sind, ist das grundlegende Strukturmotiv bei al-
len Strukturen ähnlich. Die Position des GDP·AlFx ist bei allen fünf Komplexen
identisch, und auch der Switch II-Bereich ist sehr ähnlich orientiert. Die Wasser-
stoffbrücke zwischen dem Glutamin (Nε2

Gln) und dem Argininfinger (OArg) ist allen
Strukturen gemein. Trotz leicht unterschiedlicher Form des Loops, der den Arginin-
finger beinhaltet, ist die Koordinierung der Restgruppe des Arginins in den verschie-
denen Übergangsstrukturen fast identisch. Dies lässt den Schluss zu, dass die in der
Struktur 1WQ1 beobachtete Konformation ein natürlicher Zustand des Proteinsub-
stratkomplexes während der Hydrolyse ist und keine artifiziellen Verzerrungen in
der Nähe der Bindetasche zu beobachten sind.

Von GAP-Komplexen existieren bisher keine Strukturen des Grundzustandes, bei
denen der Argininfinger innerhalb der Bindenische orientiert ist. In Abb. 8.7 und
Tab. 8.4 sind verschiedene Röntgenstrukturen dargestellt, die den Grundzustand re-
präsentieren, bei denen der Argininfinger jedoch immer oberhalb der Bindetasche
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Abbildung 8.7: Überlagerung von verschiedenen Grundzustandsstrukturen von GAP-
Komplexen. Dargestellt sind die Strukturen 1GIA (magenta, Gi-α1-Untereinheit·GPPPS),
1TND (blau, Transducinα·GPPPS), 1CIP (gelb, Gi-α1-Untereinheit·GPPNHP), 1AM4
(grau, Cdc42·RhoGAP·GPPNHP) und zum Vergleich die Übergangsstruktur 1WQ1 (grün,
Ras·RasGAP·GDP·AlF3). Die Strukturen wurden auf das Nukleotid überlagert. Darge-
stellt sind das Substrat, der Switch II-Bereich, der Loop des Argininfingers, das nukleophil
angreifende Wassermolekül und das koordinierte Magnesiumion. Siehe auch Tabelle 8.4.

liegt. Einzig in der Grundzustandsstruktur 1TND (blau, Transducinα·GPPPS) zeigt
der Argininfinger in die Tasche und ist am Substrat koordiniert, wie es bei der
Übergangsstruktur 1WQ1 der Fall ist. Bei einem direkten Vergleich der Orientie-
rung des Argininfingers mit dem zugehörigen Loop in den Strukturen 1AM4 (grau,
Cdc42·RhoGAP·GPPNHP) und 1WQ1 liegt die Vermutung nahe, dass zunächst
der Argininfinger außerhalb der Bindenische liegt und sich erst kurz vor Beginn der
Hydrolyse in die Tasche hineindreht. Das stark negative geladene Substrat GTP4-

wechselwirkt mit dem positiv geladenen Arginin, das sich noch außerhalb der Binde-
nische befindet. Durch die Coulomb-Wechselwirkung wird das Arginin inklusive des
Loops in die Bindetasche gezogen. Dabei wird Q61Ras, welches über eine Wasserstoff-



8.2 Vergleich unterschiedlicher Komplexstrukturen 64

Abbildung 8.8: Überlagerung von verschiedenen Strukturen mit caged·GTP. Dargestellt
sind die Strukturen 1GNP (gelb, Ras·cagedGPPNHP), 1GNQ (cyan, Ras·cagedGTP)
und 1GNR (magenta, Ras·cagedGTP) und zum Vergleich die Übergangsstruktur
1WQ1 (grün, Ras·RasGAP·GDP·AlF3) und die Grundzustandsstruktur 1AM4 (grau,
Cdc42·RhoGAP·GPPNHP). Die Strukturen wurden auf das Nukleotid überlagert. Darge-
stellt sind das Substrat, der Switch II-Bereich, der Loop des Argininfingers, das nukleophil
angreifende Wassermolekül und das koordinierte Magnesiumion. Die caged-Gruppe ist als
Ring oberhalb des Nukleotids zu erkennen.

brücke mit dem Rückgrat des Argininfingers verbunden ist, mitgezogen und in die
Orientierung gebracht, um das Wasser für den nukleophilen Angriff am γ-Phosphat
zu koordinieren.

Die Orientierung des Argininfingers beim Cdc42·RhoGAP·GPPNHP-Komplex
oberhalb der Bindenische lässt sich erklären, wenn die Struktur mit Röntgenstruktu-
ren des Ras-Proteins mit gebundenem caged·GTP verglichen wird (siehe Abb. 8.8).
Die caged-Verbindung am GTP dient experimentell dazu, die Hydrolysereaktion
von außen zu initiieren. Solange am GTP die caged-Gruppe gebunden ist, kann die
Hydrolyse nicht stattfinden. Durch einen Laserblitz wird die caged-Verbindung ab-
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gelöst, sodass die Reaktion ablaufen kann. In Abb. 8.8 ist zu erkennen, dass die
caged-Gruppe, die am γ-Phosphat gebunden ist, das Eindringen des Argininfingers
in die Bindenische verhindert. Solange caged·GTP im Ras·RasGAP-Komplex vor-
liegt, wird der Argininfinger inklusive des zugehörigen Loops oberhalb der Nische
liegen, wie in Struktur 1AM4 zu erkennen ist. Nach Abspalten der Gruppe wird
sich der Argininfinger in die Bindetasche drehen und dabei Q61Ras in die korrekte
Position ziehen, damit der nukleophile Angriff des Wassermoleküls am γ-Phosphat
stattfinden kann.

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Analyse der Röntgenstrukturen
eine erste Modellvorstellung liefert, wie die Proteine Ras und GAP im Grundzustand
wechselwirken, damit die Hydrolysereaktion ablaufen kann. Das Ras-Protein bindet
das Nukleotid GTP, bevor GAP an Ras koordiniert. Bei der Wechselwirkung wird
der Argininfinger in die Bindenische eingeführt. Diese Bewegung mit der zugehörigen
Folgekoordinierung von Q61Ras ist von entscheidender Bedeutung für das zielgerich-
tete Heranführen des Wassermoleküls an das γ-Phosphat. Dieser Mechanismus ist
ein wichtiger Teil der beschleunigten Gesamtreaktion. Wie sich zeigen wird, spielen
aber auch elektrostatische Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle, die durch
den Argininfinger beeinflusst werden, um die GTP-Hydrolyse zu beschleunigen.
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9 Beitrag des Ras·RasGAP-Komplexes zur
Katalyse

Nach der Diskussion der Röntgenstrukturen werden in diesem Kapitel die Ergeb-
nisse aus den QM/MM-Simulationen analysiert. Zunächst werden die klassischen
Simulationen von Ras und Ras·RasGAP vorgestellt. Im nächsten Schritt werden
die berechneten IR-Spektren, strukturelle Details und die Elektronenverteilung des
Triphosphats gebunden in Ras und Ras·RasGAP aus den QM/MM-Simulationen
diskutiert. Die elektrischen Felder, die an den Atomen des Triphosphats durch die
umgebenden Atome induziert werden, werden analysiert. GAP verdrängt durch das
Einführen des Argininfingers in die Bindenische Wassermoleküle und verstärkt da-
durch die elektrischen Felder, was die katalytische Elektronenverschiebung vom γ-
zum β-Phosphat erklärt. Dies ist das zentrale Ergebnis dieser Arbeit.

9.1 MD-Simulation von Ras und Ras·RasGAP

Die klassischen MD-Simulationen sind Ausgangspunkt für die anschließenden
QM/MM-Simulationen. Zu Beginn werden der Aufbau der Modellsysteme für die
Simulationen an Ras und an Ras·RasGAP vorgestellt. Anschließend werden die Er-
gebnisse der MD-Simulationen des Enzymsubtratkomplexes Ras·GTP dargestellt.
Für dieses System Ras·GTP wurden neben der Simulation des Wildtyps, d. h. des
Proteins mit seiner natürlichen Aminosäurensequenz, auch MD-Simulationen der
Mutanten T35A und T35S durchgeführt, um zu untersuchen, wie Ras von der akti-
ven Form in eine inaktive, GTP-gebundene Form übergeht. Schließlich werden die
Resultate der klassischen Simulationen am Ras·RasGAP-Komplex präsentiert. Da-
bei steht die Koordinierung des Argininfingers im Vordergrund.

Modellierung der Simulationssysteme

In Abb. 9.1 ist das rhombendodekaedrische Simulationssystem des Ras·RasGAP-
Komplexes dargestellt. Das System für Simulationen an Ras·GTP sieht vergleich-
bar aus, hat jedoch einen kleineren Radius. Das Ras-System besteht insgesamt aus
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40472 Atomen, davon 2622 Proteinatome, 44 GTP-Atome, ein Magnesiumion, 39
Natriumionen, 32 Chlorionen und 12578 Wassermoleküle bei einem Innenradius des
Rhombendodekaeders von 47,1Å. Die Zahl der Natrium- und Chlorionen setzt sich
aus der Gesamtladung des Proteinsubstratkomplexes (-7 e0) und der Anzahl der
Wassermoleküle zusammen. Um einen natürlichen Salzgehalt von 155 mmol/l in der
Zelle zu reproduzieren, muss für je 360 Wassermoleküle ein Gegenionenpaar dem
Simulationssystem hinzugefügt werden. Im Ras-Protein gibt es drei Histidine, die
von WHAT IF doppelt protoniert werden, sodass diese Aminosäuren einfach positiv
geladen sind. Des Weiteren dreht WHAT IF bei der Optimierung des Wasserstoff-
brückennetzwerks die Kopfgruppe von Q61Ras. Allen übrigen Aminosäuren werden
Wasserstoffatome entsprechend ihrer Protonierung bei pH 7 hinzugefügt. Spektro-
skopische Untersuchungen des GTP haben gezeigt, dass das γ-Phosphat nicht proto-
niert ist [Cheng et al., 2001]. Jedoch ist nicht auszuschließen, dass unter Umständen
das β-Phosphat protoniert ist (siehe Kapitel 10); bei Ras ohne gebundenem GAP
tritt keine β-Protonierung auf. [Allin et al., 2001; Cavalli und Carloni, 2002]. In
den Simulationen, die in diesem Kapitel vorgestellt werden, bleiben alle Phosphate
unprotoniert.

Das Simulationssystem des Ras·RasGAP-Komplexes ist etwa zweieinhalb Mal
größer als das Ras-System. Insgesamt beinhaltet das Ras·RasGAP-System 119995
Atome, davon 7797 Proteinatome, 44 GTP-Atome, ein Magnesiumion, 111 Natri-
umionen, 97 Chlorionen und 37315 Wassermoleküle. Der Rhombendodekaeder hat
einen Innenradius von 60,0 Å. Obwohl der Proteinkomplex einen Durchmesser von
etwa 80,0Å hat, wurde der Radius der Simulationsbox auf 60,0 Å beschränkt, um
Rechenzeit zu sparen. Ein System mit 80,0Å Radius würde rund 400000 Atome
beinhalten; mit den zur Verfügung stehenden Rechenkapazitäten kann ein System
dieser Größe nicht simulieren werden. Daher wurde als Kompromiss ein kleineres
Simulationssystem gewählt, wobei Artefakte bei der langreichweitigen Wechselwir-
kung durch die periodischen Randbedingungen vernachlässigbar sind. Die in der
Röntgenstruktur fehlenden Reste der Aminosäuren A122Ras, Y952GAP, T983GAP,
T984GAP, E985GAP, H986GAP, S987GAP und R988GAP wurden modelliert. Da sich
diese Aminosäuren außen am Proteinkomplex befinden und keinen direkten Einfluss
auf die Hydrolysereaktion haben, wurde bei der Modellierung der Seitengruppen le-
diglich darauf geachtet, dass es keine sterischen Überlappungen gibt. Durch Optimie-
rung des Wasserstoffbrückennetzwerks wurden die Histidine H166Ras und H1005GAP
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Abbildung 9.1: Rhombendodekaedrische Simulationszelle des Ras·RasGAP-Komplexes.
Ras ist dargestellt in hellblau, RasGAP in dunkelgrün, Natriumionen in gelb, Chlorionen in
grün, das Substrat GTP als Kalottenmodell. Das vollständige Simulationssystem beinhaltet
119995 Atome und hat einen Radius von 60 Å.

doppelt protoniert, die Histidine H94Ras, H762GAP, H847GAP, H883GAP, H965GAP

und H986GAP am Nδ1
His protoniert und die Histidine H27Ras, H736GAP, H743GAP,

H811GAP, H812GAP, H999GAP und H1012GAP am Nε1
His protoniert. Kopfgruppen

von Aminosäuren aus der Röntgenstruktur wurden nicht rotiert. Das Aluminium-
fluorid AlF3 aus der 1WQ1-Röntgenstruktur wird durch ein Phosphat ersetzt und
eine kovalente Bindung zwischen Pγ und O3β eingefügt. Während der Energiemini-
mierung ändert das ergänzte γ-Phosphat seine ursprüngliche planare Konformation
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Abbildung 9.2: Umgebung des
Triphosphats, entnommen aus einer
QM/MM-Trajektorie. Die Atome des
GTP, die quantenmechanisch behan-
delt werden, sind als Ball&Sticks,
die Aminosäuren K16Ras, Q61Ras

und R789GAP und alle Wasser in
der Bindenische sind als Sticks und
das Magnesiumion in magenta darge-
stellt. Beim nukleophilen Angriff nä-
hert sich das Wassermolekül von links
dem γ-Phosphat.

zur phosphattypischen tetraedrischen Struktur. Des Weiteren muss ein Wassermole-
kül ergänzt werden, welches das Magnesiumion koordiniert (vgl. Abb. 1.7). In der
Struktur 1WQ1 ist das Magnesiumion nur an fünf Sauerstoffatomen koordiniert,
obwohl Magnesium sechsfach koordiniert sein muss, damit die äußerten Elektronen-
schalen abgesättigt sind. Daher wurde ein Wassermolekül der Struktur an die Stelle
hinzugefügt, an der das Wassermolekül in der Ras-Struktur 1QRA zu finden ist.

In Abb. 9.2 sind die Atome als Kugeln hervorgehoben, die während der QM/MM-
Simulationen quantenmechanisch behandelt werden. Neben den Sauerstoff- und
Phosphoratomen wird ein Kohlenstoffatom C5’ inklusive der beiden zugehörigen Pro-
tonen in die QM-Box integriert, um das Linkatom zwischen zwei Kohlenstoffatome
zu platzieren (vgl. Abschnitt 6.1). Klähn hat in seiner Arbeit gezeigt, dass diese Wahl
des QM-Systems ausreichend ist, um die wesentlichen Einflüsse des Ras-Proteins auf
die GTP-Hydrolyse beschreiben zu können [Klähn et al., 2005]. Das Magnesiumion
wird aus zwei Gründen nicht mit in die QM-Box integriert. Wenn das Mg2+-Ion
quantenmechanisch behandelt werden soll, müssen auch alle koordinierenden Sau-
erstoffatome quantenchemisch berücksichtigt werden, d. h. beide Wassermoleküle,
Thr35Ras und Ser17Ras müssten ebenfalls in der QM-Box liegen. Dies führt zu ei-
ner Vervierfachung des Boxvolumens und damit zu einem sehr starken Anstieg der
benötigen Rechenzeit für QM/MM-Simulationen. Hinzu kommt, dass sich bei einer
größeren QM-Box auch die Äquilibrierungsphase deutlich verlängert. Des Weiteren
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Abbildung 9.3: Überlagerung der
sechs Schnappschüsse aus der MD-
Simulation von Ras (hellblau) nach
500 ps, 581 ps, 690 ps, 799 ps, 909 ps
und 1000 ps und der Röntgenstruk-
tur 1QRA (grün). Die MD-Struktu-
ren weichen im Mittel um 1,01 Å von
der Röntgenstruktur ab.

ist Magnesium ein „hartes“ Ion. Quantenchemische Untersuchungen verschiedener
Gruppen [Dudev und Lim, 1999; Dudev et al., 1999; Bock et al., 2003] an Magne-
sium zeigen, dass die Ladung des Magnesiums von +2 e0 unabhängig von der Um-
gebung nahezu unverändert bleibt. Eigene quantenchemische Testsimulationen von
Magnesium inklusive der Koordinierungspartner konnten diesen Befund bestätigen.
Auch die Koordinierungssphäre um das Ion herum bleibt stabil unter Austausch
der koordinierenden Gruppen. Daher ist es eine hinreichend gute Näherung, dass
Magnesiumion klassisch und nicht quantenmechanisch zu behandeln. Der artifizielle
Einfluss des klassisch behandelten Ions auf die QM-Box ist vermutlich vernachlässig-
bar. Zudem reproduzieren die berechneten IR-Spektren die experimentellen Daten
im Rahmen der Rechengenauigkeit, sodass dieses Modellsystem mit dem quantenme-
chanisch behandelten Triphosphat ausreichend für die Untersuchung der Hydrolyse
ist.

MD-Simulation von Ras

Zunächst wird die MD-Simulation an Ras analysiert. In Abb. 9.3 wurden sechs reprä-
sentative Schnappschüsse nach 500 ps, 581 ps, 690 ps, 799 ps, 909 ps und 1000 ps aus
der MD-Simulation auf die Röntgenstruktur 1QRA überlagert. Im Mittel weichen
die Strukturen um 1,01Å von der Röntgenstruktur ab. Die Orientierung des Nu-
kleotids ist in allen Strukturen sehr ähnlich. Mit jeder dieser MD-Strukturen wurde
ein QM/MM-Simulationen durchgeführt, um die Dynamik des Triphosphats exakter
beschreiben zu können.
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Klähn hat in seinen Untersuchungen am Ras-Protein festgestellt, dass ein Na-
triumion am γ-Phosphat koordiniert ist [Klähn et al., 2005]. In Abb. 9.4 ist ein
Schnappschuss aus den MD-Simulationen von Klähn (in rot) dargestellt. Deutlich
zu erkennen ist, dass das Natriumion unterhalb des γ-Phosphats an den zwei nicht-
verbrückenden Sauerstoffatomen des Phosphats koordiniert ist. Das positiv geladene
Natriumion beeinflusst durch seine direkte Nähe zum γ-Phosphat sowohl die direk-
te Umgebung als auch die Ladungsverteilung des Triphosphats. In der Literatur ist
bisher kein Natriumion diskutiert worden, das am γ-Phosphat koordiniert ist und
die GTP-Hydrolyse des Ras-Proteins beeinflusst. Auch konnten eigene MD-Simula-
tionen den Befund von Klähn nicht reproduzieren. Weder bei den Simulationen mit
EGO und dem CHARMM22-Kraftfeld noch Simulationen mit dem GROMACS-Pro-
grammpaket [van der Spoel et al., 2005] und dem GROMOS96-Kraftfeld [Stocker
und van Gunsteren, 2000] ist ein Natriumion am γ-Phosphat koordiniert. Die Ge-
genüberstellung eines Schnappschusses aus einer eigenen MD-Simulation mit einem
Schnappschuss von Klähn in Abb. 9.4 zeigt, dass das Natriumion die umliegenden
Wassermoleküle zu verdrängen scheint und einen nukleophilen Angriff eines Was-
sermoleküls verhindert. Lediglich das Plausibilitätsargument, dass ein koordinier-
tes Natriumion am Triphosphat die Ladungen in der Bindenische absättigt (-4 e0

vom GTP, +2 e0 vom Magnesiumion, +1 e0 von K16Ras und +1 e0 vom Natriumion),
spricht für ein Natriumion innerhalb der Bindetasche. Anhand der berechneten IR-
Spektren (vgl. Abschnitt 9.2) kann nicht entschieden werden, ob ein Natriumion am
γ-Phosphat koordiniert, da die Spektren aus beiden Simulationen die FTIR-Daten
reproduzieren. Da es aufgrund der eigenen Simulationen keinen Hinweis darauf gibt,
dass ein Natriumion am γ-Phosphat koordiniert, wird dieser Fall in der weiteren
Diskussion nicht berücksichtigt.

MD-Simulation von Ras-Mutanten T35S und T35A

Neben der MD-Simulation des Ras-Wildtyps als Ausgangspunkt für QM/MM-Simu-
lationen wurden auch Mutationsstudien des Ras-Proteins durchgeführt. Experimen-
telle Untersuchungen haben gezeigt, dass der Austausch von T35Ras Alanin (T35A)
dazu führt, dass Ras trotz gebundenem GTP in die inaktive Form übergeht und
eine Wechselwirkung mit GAP oder Raf-Kinasen nicht mehr möglich ist. Ras mit
ausgetauschtem Serin (T35S) kann mit Raf-Kinasen wechselwirken und dabei von
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Abbildung 9.4: Vergleich eines Schnapp-
schusses aus einer MD-Simulation von Klähn
(rot) [Klähn et al., 2005] und einer eigenen
MD-Simulation (blau). In der Struktur von
Klähn koordiniert ein Natriumion (orange)
am γ-Phosphat des Triphosphats und beein-
flusst die Position der umliegenden Wasser-
moleküle und durch seine positive Ladung die
Elektronenverteilung des TP. In den eigenen
MD-Simulationen hat nie ein Natriumion am
γ-Phosphat koordiniert.

der inaktiven in die aktive Form übergehen [Spoerner et al., 2001; Iuga et al., 2004;
Kötting et al., 2007]. T35Ras interagiert in der aktiven Konformation mit dem zu-
gehörigen Switch I mit dem Magnesiumion (vgl. Abb. 1.4). Im inaktiven Zustand
ist die Verbindung gebrochen und Switch I hat sich vom Magnesiumion entfernt.
Um die experimentellen Befunde zu überprüfen, wurde in der Ras-Struktur T35Ras

gegen Alanin bzw. Serin ausgetauscht und jeweils eine MD-Simulation durchgeführt.
Das Hauptaugenmerk wird auf die Abstände zwischen Mg2+ und Oγ1

T35, Oγ
S35 bzw.

Cα
A35 gelegt.
In Abb. 9.5 ist der dynamische Verlauf der repräsentativen Abstände der T35S-

bzw. T35A-Simulationen dargestellt. Im oberen Teil der Abbildung ist zu erkennen,
dass der Abstand zwischen Oγ

S35 der Mutante bzw. Oγ1
T35 der Wildtyp-Simulatio-

nen und dem Magnesiumion über die gesamte Simulationszeit stabil bei 2,2Å liegt.
Die Öffnung von Switch I bei der T35S-Mutante kann nicht beobachtet werden. Die
Studie der T35A-Mutante zeigt jedoch einen eindeutigen Öffnungsmechanismus von
Switch I. Der Abstand zwischen Cα

A35 und Mg2+ wächst nach rund 500 ps Simula-
tionsdauer auf 7,2 Å, geht für kurze Zeit auf 9,5Å und stabilisiert sich nach 1,3 ns
bei 7,5 Å. In Abb. 9.6 sind die beiden Zustände der T35A-Mutante (geschlossen in
grün, offen in blau) überlagert. Deutlich zu erkennen ist, dass sich Switch I vom
Magnesiumion entfernt hat und damit die Bindetasche geöffnet ist.

Obwohl die MD-Simulationen mit 1,5 ns Länge kurz sind, zeigt sich bei der T35A-
Mutante schon der Öffnungsmechanismus und damit der Übergang des Ras-Proteins
in die inaktive Form. Die Simulationszeit scheint für die T35S-Mutante jedoch zu
kurz zu sein, um den Mechanismus zu beobachten. Da mit EGO und der vorhandenen
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Abbildung 9.5: Zeitlicher Verlauf der repräsentativen Abstände von T35S und T35A zum
Magnesiumion; die breiten Linien repräsentieren einen gemittelten Wert aus 50 Zeitschrit-
ten. In der oberen Zeile sind die Struktur und die dynamische Änderung der Abstände
zwischen Oγ

S35 der Mutante bzw. Oγ1
T35 der Wildtyp-Simulationen und dem Magnesi-

umion dargestellt. Deutlich zu erkennen ist, dass die T35S-Mutante im Laufe der MD-
Simulation keine Öffnung des Switch I zeigt. Die Abstände (grau) blieben bei etwa 2,2 Å,
ebenso wie die Vergleichsrechnungen mit Ras WT (rot) und Ras·RasGAP (grün). Unten
sind die Abstände zwischen Cα

T/A35 und Mg2+ gezeigt. Die Simulation der T35A-Mutan-
te (blau) zeigt einen deutlichen Öffnungsmechanismus von Switch I. Der Abstand wächst
schnell auf etwa 7,2 Å, geht kurzfristig sogar auf 9,5 Å und stabilisiert sich bei 7,5 Å.

Rechenkapazität keine klassischen Langzeitsimulationen im Bereich von 10 – 30 ns
möglich sind, sind Simulationen mit GROMACS in Vorbereitung, da GROMACS
solche Langzeitsimulationen durch hochoptimierte MD-Algorithmen ermöglicht.
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Abbildung 9.6: Überlagerung zwei-
er Strukturen der Ras-Mutanten
T35A nach der Äquilibrierungsphase
(grün) und nach 1,5 ns (blau). T35A
hat sich deutlich vom Magnesiumion
entfernt und durch die Bewegung von
Switch I ist die Bindenische geöffnet.
Ras ist im Laufe der MD-Simulation
von der aktiven in die inaktive Form
übergegangen.

Abbildung 9.7: Überlagerung der
sieben Schnappschüsse aus der MD-
Simulation des Ras·RasGAP-Komple-
xes (hell) nach 555 ps, 616 ps, 678 ps,
739 ps, 800 ps, 861 ps und 923 ps und
der Röntgenstruktur 1WQ1 (dunkel).
Die MD-Strukturen weichen im Mit-
tel um 1,50 Å von der Röntgenstruk-
tur ab. Die Koordinierung des Ar-
gininfingers R789GAP am GTP ist
während der Simulation stabil.

MD-Simulationen des Ras·RasGAP-Komplexes

In Abb. 9.7 ist die Überlagerung der sieben Schnappschüsse aus der MD-Simulati-
on des Ras·RasGAP-Komplexes und der Röntgenstruktur 1WQ1 zu erkennen. Die
mittlere Abweichung der MD-Strukturen von der Röntgenstruktur beträgt 1,50 Å.
Sowohl die Orientierung des Nukleotids als auch die Koordinierung des Argininfin-
gers R789GAP sind stabil über die gesamte Simulationszeit. Jedoch ist die Frage zu
klären, ob die Position des Argininfingers innerhalb der Bindenische der natürlichen
Konformation entspricht. Hierzu wird auf Teile der berechneten IR-Spektren vorge-
griffen, um zu zeigen, dass die aus der MD-Simulation folgende Orientierung des
Argininfingers der natürlichen Position sehr nahe kommt und auch dass die Wechsel-
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Abbildung 9.8: Unterschiedliche Koordinierung des Argininfingers am Triphosphat. Oben
links (a) ist die Orientierung des Argininfingers in der Röntgenstruktur 1WQ1 zu erkennen.
Oben rechts (b) ist eine unnatürliche Wechselwirkung des Argininfingers mit dem Substrat
dargestellt. Eine Imingruppe interagiert direkt mit dem α-Phosphat. Dies führt zu einer
Blauverschiebung der zugehörigen νa(PO2)α-Bande von 1260 cm-1 auf 1342 cm-1, die den
experimentellen Daten widerspricht. Unten links (c) ist eine natürliche Koordinierung des
Argininfingers gezeigt, die unter spektraler Kontrolle bestätigt wurde. Die Wechselwirkun-
gen der Imingruppen mit den Wassermolekülen ist wesentlich für die Katalysereaktion.
Unten rechts (d) sind die drei Konformationen für den direkten Vergleich überlagert.

wirkung des Argininfingers über Wasserstoffbrücken mit dem Triphosphat korrekt
wiedergegeben wird.

Abbildung 9.8 zeigt eine unnatürliche und eine natürliche Koordinierung des Ar-
gininfingers innerhalb der Bindenische. Beide Strukturen wurden aus QM/MM-Si-
mulationen durch unterschiedliche Äquilibrierungsphasen gewonnen. In Abb. 9.8a
ist die Startkonfiguration aus der Röntgenstruktur zu erkennen. Die eingezeichneten
Wasserstoffbrücken zeigen, dass der Argininfinger in dieser Konformation mit dem
Aluminiumfluorid und schwach mit dem α-Phosphat wechselwirkt. Zudem besteht
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eine Verbindung zwischen Q61Ras und dem Rückgrat des Argininfingers. Abb. 9.8b
zeigt eine Orientierung des Argininfingers, welche durch zu schnelles Äquilibrieren
des Simulationssystems entstanden ist, die beim Vergleich von berechneten IR-Spek-
tren und gemessenen FTIR-Spektren (vgl. Abb. 2.1 und Abb. 9.12) als unnatürlich
klassifiziert werden kann. Die direkte Wechselwirkung zwischen einer Imingruppe des
Argininfingers und des α-Phosphats führt zu einer Blauverschiebung der νa(PO2)α-
Bande um 82 cm-1 von 1260 cm-1 auf 1342 cm-1. Da die Frequenzverschiebung grö-
ßer als die Rechengenauigkeit bei der Bestimmung von IR-Spektren ist, kann diese
Konformation mit der direkten Wechselwirkung zwischen R789GAP und α-Phosphat
ausgeschlossen werden. Abb. 9.8c stellt eine Koordinierung des Argininfingers inner-
halb der Bindenische dar, die aufgrund des Vergleichs der theoretischen und expe-
rimentellen IR-Spektren als natürlich angesehen werden kann. Wichtig scheinen die
Interaktionen der Imingruppen mit den Wassermolekülen zu sein, die in der Binde-
tasche des Ras·RasGAP-Komplexes vorhanden sind. Eine Imingruppe von R789GAP

wechselwirkt mit dem Wassermolekül HOH202, welches eine Wasserstoffbrücke zum
α-Phosphat ausbildet. Der Vergleich der Bandenpositionen der asymmetrischen PO2-
Streckschwingung des α-Phosphats zeigt, dass in dieser Konformation die berechnete
und die experimentelle Bande im Rahmen der Rechengenauigkeit fast identisch sind.
Sowohl bei Klähn [Klähn et al., 2006] als auch bei Grigorenko [Grigorenko et al.,
2005] und Topol [Topol et al., 2004] fehlt HOH202 als Bindeglied zwischen R789GAP

und α-Phosphat. Die genannten Autoren können bei der quantenchemischen Unter-
suchung des Reaktionspfades aus den berechneten Energiebarrieren ihre Struktur
nicht direkt mit experimentellen Daten vergleichen, sodass die von ihnen berech-
neten Energieprofile Fehler aufweisen können. Eine fehlerhafte Koordinierung des
Argininfingers wird Einfluss auf Struktur und Ladungsverteilung des Triphosphats
haben und kann dadurch die untersuchten Reaktionspfade verfälschen.

Neben der Fragestellung, wie der Argininfinger R789GAP innerhalb der Bindeni-
sche koordiniert ist, wurde der Frage nachgegangen, wie sich der Argininfinger in
die Bindenische bewegt und mit dem Triphosphat wechselwirkt. Anhand von ex-
perimentellen Untersuchungen wurde ein „Falltürmechanismus“ bei der GAP-kata-
lysierten GTP-Hydrolyse formuliert. Wie in Abb. 8.8 zu erkennen ist, liegt in der
Cdc42·RhoGAP-Struktur 1AM4 der Argininfinger mit dem zugehörigen Loop außer-
halb der Bindenische. Sobald sich der Argininfinger in die Bindetasche bewegt und
direkt mit dem Triphosphat wechselwirkt, beginnt die Hydrolysereaktion. Mithilfe
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Abbildung 9.9: Vergleich der Startstruktur (hell) nach der Äquilibrierungsphase und
der Struktur nach 1 ns MD-Simulation (dunkel) zur Untersuchung der Bewegung des Ar-
gininfingers in die Bindetasche. Ausgangspunkt für die Konformation des Argininfingers
R789GAP mit dem zugehörigen Loop ist die Cdc42·RhoGAP-Struktur (PDB-ID: 1AM4)
(siehe Abb. 8.8). Der Graph zeigt den Abstand zwischen der Imingruppe (schwarz) bzw.
des Rückgrats (rot) von R789GAP zum nichtverbrückenden Sauerstoffatom O3γ. Beide Kur-
ven zeigen keine deutliche Annäherung des Argininfingers an das Triphosphat und damit
keine Bewegung in die Bindenische.

von MD-Simulationen wurde versucht, diese Bewegung des Argininfingers zu repro-
duzieren. Hierzu wurde in der Struktur des Übergangsstrukturanalogons 1WQ1 die
Konformation des Argininfingers inklusive des Loops analog zur Position des Loops
von RhoGAP aus der Röntgenstruktur 1AM4 modelliert (Abb. 9.9). Nach einer Äqui-
librierungsphase von 500 ps wurde eine freie MD-Simulation von 1 ns Länge gestartet,
um die Bewegung des Argininfingers zu beobachten. Wie im Graphen der Abb. 9.9 zu
erkennen ist, tritt während der Simulation keine Bewegung des Argininfingers in die
Bindetasche auf. Der Abstand zwischen der Imingruppe des Argininfingers und des
nicht-verbrückenden Sauerstoffatoms O3γ schwankt erst bei ca. 6,5 Å und stabilisiert
sich nach etwa 600 ps bei 5,0 Å. Eine Bewegung des Loops, repräsentiert durch den
Abstand von Cα

R789-O3γ in Richtung Bindenische ist nicht zu erkennen. Daher kann
festgehalten werden, dass die Bewegung des Argininfingers in die Bindenische und
die direkte Wechselwirkung mit dem Triphosphat nicht mit den Zeitskalen aufgelöst
werden kann, die mit dem EGO-Programmpaket mithilfe klassischer MD-Simula-
tionen erreicht werden. Die Bewegung von R789GAP und des zugehörigen Loops in
die Bindetasche kann nur mit Langzeitsimulationen untersucht werden, die mit dem
EGO-Programmpaket nicht durchgeführt werden können.
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Nachdem gezeigt wurde, dass die klassischen MD-Simulationen von Ras·GTP und
des Ras·RasGAP-Komplexes stabil sind und als Ausgangspunkt für die QM/MM-
Simulationen dienen können, werden im folgenden Abschnitt die IR-Spektren und
die strukturellen Details des GTP diskutiert.

9.2 Strukturelle Details der

Enzymsubstratkomplexe

Bei der Diskussion der Ergebnisse aus den QM/MM-Simulationen von Ras und
Ras· RasGAP werden zunächst die berechneten IR-Spektren aus den Schnappschüs-
sen mit den experimentellen Werten der FTIR-Spektren [Cepus et al., 1998; Du
et al., 2000; Allin et al., 2001; Allin und Gerwert, 2001; Kötting et al., 2006] vergli-
chen, um sicherzustellen, dass die Strukturen der QM/MM-Trajektorien natürlichen
Konformationen entsprechen. Anschließend werden strukturelle Details und die La-
dungsverteilungen analysiert, um auf den Einfluss von GAP auf die GTP-Hydrolyse
schließen zu können. Hierbei wird der Fokus auf das elektrostatische Feld gelegt,
welches an den QM-Atomen durch die Umgebung induziert wird, da diese Größe
eine Erklärung für den beschleunigten Reaktionsmechanismus geben kann.

IR-Spektren der Ras- und Ras·RasGAP-Komplexe

Die theoretische IR-Spektroskopie ist eine sehr gute Methode, um durch den Ver-
gleich mit experimentellen Spektren Strukturen aus QM/MM-Simulationen auf ihre
natürliche Konformation zu untersuchen. Obwohl die Genauigkeit der berechneten
Spektren bei etwa 40 cm-1 liegt, ist die Methode geeignet, Konformationen zu über-
prüfen. So führen zum Beispiel Wasserstoffbrücken, die in Simulationen entstehen,
in natürlichen Strukturen jedoch nicht vorkommen, zu einer Blauverschiebung der
Frequenzen der beteiligten Atomgruppen, wie das Beispiel mit dem Wassermolekül
zwischen Argininfinger und α-Phosphat aus Abb. 9.8 zeigt. Allerdings ist die Metho-
de der theoretischen IR-Spektroskopie nicht sensitiv genug, um z. B. strukturelle Än-
derungen einer Atomgruppe im Subångströmbereich zu identifizieren. Diese Daten
können jedoch aus den einzelnen QM/MM-Trajektorien extrahiert und statistisch
abgesichert werden.



9.2 Strukturelle Details der Enzymsubstratkomplexe 79

900

1000

1100

1200

1300

k/cm-1

800

1259

1192
1182

1063

1106

1048

973

886

840

νa(PO2)α

νa(PO2)β
νa(PO3)γ

νs(PO2)β
νs(PO2)α

νs(PO3)γ

νs(OPβO)

νa(OPβO)

νa(PO3)γ

αβγ

Ras

berechnet
Ras

1263

1219

1157

1124
1090

953

895

878

1143

exp. FTIR
Ras

Ras
αβγ αβγ

Ras

1241

1222
1160

1096
1089

1041
979

941

868

berechnet
Ras [Klähn]

Abbildung 9.10: Vergleich der berechneten Frequenzen der Ras·GTP-Simulation (links)
mit den experimentellen Daten (Mitte) [Cepus et al., 1998; Du et al., 2000; Allin und
Gerwert, 2001] und den Bandenpositionen von Klähn (rechts) [Klähn et al., 2005]. Quali-
tativ sind die beiden berechneten Spektren mit einer relativen Abweichung von 3,2 % von
den FTIR-Spektren gleich gut, obwohl die Bandenlage der theoretischen Spektren leicht
unterschiedlich ist.

In Abb. 9.10 sind die berechneten Frequenzen der Ras·GTP-Simulation zu er-
kennen. Zum Vergleich sind die gemessenen Bandenlagen aus tr-FTIR-Messungen
[Cepus et al., 1998; Du et al., 2000; Allin und Gerwert, 2001] und die berechneten
Frequenzen von Klähn [Klähn et al., 2005] dargestellt. Tabelle 9.1 gibt die Lage, In-
tensität und Halbwertsbreite der einzelnen Eigenmoden wieder. Die Frequenzen wur-
den durch Analyse der massengewichteten Normalmoden zugeordnet. Symmetrische
und asymmetrische Streckschwingungen, bei denen die verbrückenden Sauerstoffato-
me nicht mitschwingen, werden mit νa/s(PO2/3)α/β/γ, die Streckschwingungen, bei
denen der verbrückende Sauerstoff beteiligt ist, mit νa/s(OPβO) bezeichnet. Neben
den Banden in den Abb. 9.10 und Abb. 9.11 können weitere, tiefer liegende Fre-
quenzen von Streck-, Biege- und Torsionsschwingungen zugeordnet werden, jedoch
wurden bisher diese Banden nicht experimentell mit FTIR-Spektroskopie identifi-
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Tabelle 9.1: Lage ν der Mode in cm-1, Intensität in beliebigen Einheiten und die Stan-
dardabweichung σ in cm-1 der berechneten Banden des Ras·GTP-Komplexes.

Mode ν/cm-1 Intensität σ/cm-1

νa(PO2)α 1259 25 8,6
νa(PO2)β 1192 75 17,6
νa(PO3)γ 1182 30 22,2
νa(PO3)γ 1106 29 14,6
νs(PO2)α 1063 23 24,5
νs(PO2)β 1048 13 19,2
νs(PO3)γ 973 10 6,0
νs(POβO) 886 26 32,3
νa(POβO) 840 100 27,2

ziert. Die berechneten IR-Spektren weisen eine relative Abweichung von 3,2 % von
den experimentellen Daten auf und liegen damit innerhalb der Rechengenauigkeit
der QM/MM-Simulationen.

Die berechneten Spektren von Ras·GTP links in Abb. 9.10 und von Klähn (rechts)
sind von vergleichbar guter Qualität. Der Einfluss des von Klähn beobachteten Na-
triumions am γ-Phosphat hat einen Effekt unterhalb der Rechengenauigkeit auf die
freien P-O-Streckschwingungen. Von daher kann aufgrund der IR-Spektren keine
Aussage darüber getroffen werden, ob ein Natiumion in der Bindenische koordiniert
ist oder nicht. Anhand der niedrigsten Banden, den νa/s(OPβO)-Streckschwingung-
en, kann überprüft werden, ob sich das QM-System im Gleichgewicht befindet. Wenn
die Banden blauverschoben sind, dann sind die Bindungen im Triphosphatrückgrat
(Pγ-O3β-Pβ-O3α-Pα-O5’) zu kurz und das QM-System ist nicht äquilibriert, wie Ver-
gleichssimulationen mit Strukturen gezeigt haben, die sofort energieminimiert und
nicht für 150 fs quantenchemisch simuliert wurden. Sowohl die eigenen als auch die
Spektren von Klähn weisen bei den νa/s(OPβO)-Streckschwingungen eine im Rah-
men der Rechengenauigkeit gute Übereinstimmung mit den experimentellen Ban-
denpositionen auf, sodass sich beide Systeme daher im Gleichgewicht befinden. Bei
den relativen Intensitäten und Breiten der Banden zeigt sich eine Übereinstimmung
mit den experimentellen Daten. Die asymmetrischen Schwingungen der Phosphate
haben eine größere Intensität und eine kleinere Halbwertsbreite als die symmetri-
schen Schwingungen. Diese Beobachtung deckt sich auch mit den Ergebnissen von
Klähn [Klähn et al., 2005].
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Abbildung 9.11: Vergleich des
berechneten IR-Spektrums des
Ras·RasGAP-Komplexes (links)
mit dem experimentellen FTIR-
Spektrum (rechts) [Allin et al., 2001;
Kötting et al., 2006]. Das berechnete
Spektrum weicht um 3,2 % von
den experimentellen Daten ab. Die
zusätzliche νa(PO2)β-Bande bei
1140 cm-1, markiert mit *, wird
im Fließtext und in Kapitel 10
diskutiert.

In Abbildung 9.11 ist das berechnete IR-Spektrum des Ras·RasGAP-Komplexes
dem experimentellen Spektrum [Allin et al., 2001; Kötting et al., 2006] gegenüberge-
stellt. Tabelle 9.2 gibt die Lage, Intensität und Halbwertsbreite der einzelnen Eigen-
moden wieder. Die mittlere Abweichung des berechneten Spektrums beträgt 3,2 %
vom FTIR-Spektrum. Auch im Falle der QM/MM-Simulationen an Ras·RasGAP
ist an den niederfrequenten Streckschwingungen zu erkennen, dass das Quantensy-
stem äquilibriert ist. Bei den FTIR-Messungen wurden zwei νa(PO2)β-Banden bei
1217 cm-1 und 1140 cm-1 identifiziert. Die niedrigere Bande ist zurzeit Diskussion
neuer FTIR-Messungen am Ras·RasGAP-Komplex [Kötting et al., 2008]. Durch eine
Protonierung des β-Phosphats und einer Deprotonierung von K16Ras (vgl. [Caval-
li und Carloni, 2002]) konnte diese Bande mit QM/MM-Simulationen reproduziert
werden. In Kapitel 10 wird die mögliche Herkunft dieser zusätzlichen Bande im De-
tail diskutiert. Die Intensitäten und Halbwertsbreiten der Banden aus den QM/MM-
Simulationen reproduzieren ebenfalls die experimentellen Daten.

Die berechneten und experimentellen IR-Spektren von Ras·GTP und des Ras·
RasGAP·GTP-Komplexes sind in Abb. 9.12 gegenübergestellt. Deutlich zu erken-
nen ist, dass sowohl die berechneten Spektren als auch die FTIR-Spektren starke
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Abbildung 9.12: Gegenüberstellung der Spektren des Ras-Proteins und des Ras·RasGAP-
Komplexes. Links sind die Ras-Spektren, rechts die Ras·RasGAP-Spektren dargestellt. Die
berechneten (jeweils links) und die gemessenen (jeweils rechts) IR-Spektren sind grundsätz-
lich ähnlich, d. h. die Bandenlage bei den berechneten Spektren ist fast identisch und auch
die gemessenen Spektren zeigen kaum Unterschiede, obwohl die Spektren in Ras und im
Ras·RasGAP-Komplex aufgenommen wurden.

Tabelle 9.2: Lage ν der Mode in cm-1, Intensität in beliebigen Einheiten und die Stan-
dardabweichung σ in cm-1der berechneten Banden des Ras·RasGAP·GTP-Komplexes.

Mode ν/cm-1 Intensität σ/cm-1

νa(PO2)α 1256 58 7,4
νa(PO3)γ 1195 56 13,6
νa(PO2)β 1188 100 8,1
νa(PO3)γ 1110 54 13,2
νs(PO2)α 1054 26 18,5
νs(PO2)β 1046 31 26,5
νs(PO3)γ 967 8 18,5
νs(POβO) 892 40 40,3
νa(POβO) 842 65 26,6

Ähnlichkeiten in der Bandenverteilung aufweisen, obwohl es sich auf der einen Sei-
te nur um das Ras-Enzym handelt und auf der anderen Seite der Ras·RasGAP-
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Komplex untersucht wurde. Dies lässt den Schluss zu, dass der Einfluss von GAP
auf die PO2/3-Streckschwingungen vernachlässigbar ist. Wie die folgenden Abschnit-
te zeigen werden, können größere Frequenzverschiebungen bei den niederfrequen-
ten Biege- und Torsionsschwingungen erwartet werden, die der FTIR-Spektroskopie
technisch zurzeit noch nicht zugänglich sind. Für die quantenchemische Analyse
dieser niederfrequenten Banden sind Langzeittrajektorien des Quantensystems im
Pikosekundenbereich nötig, da diese Schwingungen deutlich länger brauchen, um zu
äquilibrieren. Mit den zur Verfügung stehenden Rechnerkapazitäten können jedoch
nur die hochfrequenten Streckschwingungen theoretisch untersucht werden.

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die theoretische IR-Spektroskopie
zwar eine sehr sensitive Methode ist, um Fehler wie z. B. falsche Wasserstoffbrücken
in Strukturen zu identifizieren, jedoch keine Aussagen über strukturelle Details im
Subångströmbereich oder Ladungsverteilungen anhand von Frequenzverschiebungen
im Spektrum möglich sind. Da der Fehler von berechneten IR-Spektren ca. 5 % liegt,
lässt die Theorie keine Rückschlüsse auf Frequenzänderungen zu, die kleiner als
30–40 cm-1 Wellenzahlen sind; lediglich Tendenzen lassen sich aus den berechneten
Spektren erkennen. Dennoch dienen IR-Spektren aus QM/MM-Simulationen zur
Überprüfung der Konformation des QM-Systems. Sofern berechnete und experimen-
tell bestimmte Spektren übereinstimmen, können aus den QM/MM-Trajektorien
verschiedene Eigenschaften des Systems, wie strukturelle Details und Elektronen-
verteilungen, extrahiert und interpretiert werden. Nachdem gezeigt wurde, dass die
berechneten Spektren im Rahmen der Rechengenauigkeit mit den experimentellen
Daten übereinstimmen, werden nun die strukturellen Details des Triphosphats dis-
kutiert.

Strukturelle Details des Triphosphats

In Tabelle 9.3 sind die doppelt gemittelten Werte aus den sechs Ras- und sieben
Ras·RasGAP-QM/MM-Trajektorien aufgelistet. Anhand der einzelnen Abstände,
Winkel und Diederwinkel ist deutlich zu erkennen, dass sich durch Hinzufügen von
GAP zu Ras·GTP die meisten Werte nicht ändern. Speziell die Abstände zwischen
den nicht-verbrückenden Sauerstoff- und Phosphoratomen ändern sich nicht, wo-
durch zu erklären ist, wieso sich die PO2/3-Streckschwingungen im Spektrum nicht
ändern. Sowohl im Experiment als auch bei den berechneten IR-Spektren hat GAP
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Abbildung 9.13: Links: Verlängerung der Bindung zwischen Pγ und O3β bei in
Wasser gelöstem GTP (1,70 Å, grün), GTP gebunden in Ras (1,76 Å, cyan) und in
Ras·RasGAP (1,83 Å, orange). Rechts: Fast perfekte Überlagerung von γ- und β-Phosphat
im Ras·RasGAP-Komplex (0,6 °, orange) im Vergleich zu Ras (-5,5 °, cyan).

keinen direkten Einfluss auf die asymmetrischen und symmetrischen Streckschwing-
ungen des Triphosphats. Der Abstand vom Magnesiumion zu den beiden koordinie-
renden Sauerstoffatomen O2γ und O2β ist in beiden Systemen gleich. Die Winkel im
Triphosphatrückgrat und die tetraedrische Form des γ-Phosphats ändern sich nicht,
wenn GAP an Ras bindet.

Auffällig ist, dass GAP die wesentliche Bindung zwischen Pγ und O3β schwächt;
im Grundzustand des Ras-Proteins beträgt der Abstand 1,76Å, im Ras·RasGAP-
Komplex wird die Bindung um 0,07Å auf 1,83 Å gestreckt. Dadurch wächst der Ab-
stand zwischen Pγ und Pβ von 3,19 Å in Ras auf 3,26Å in Ras·RasGAP. Der Abstand
der Aminosäure K16Ras zum β-Phosphat verkürzt sich von 1,82 Å auf 1,72 Å (vgl.
[Futatsugi et al., 1999]). Dies kann ein weiteres Argument dafür sein, dass durch
den kürzeren Abstand H1ζ

K16-O1β ein Proton mit dem β-Phosphat teilt (siehe Kapi-
tel 10). Der Diederwinkel O2γ-Pγ-Pβ-O2β ändert sich von -5,5 ° in Ras auf eine fast
perfekt ekliptische Konformation von 0,6 ° in Ras·RasGAP. Diese Ergebnisse decken
sich mit den Arbeiten von Klähn [Klähn et al., 2005] und Grigorenko [Grigorenko
et al., 2007].

Die Verlängerung der Bindung Pγ-O3β ist in Abb. 9.13 dargestellt. Im Grundzu-
stand vor Beginn der Hydrolyse wird die Bindung vom Enzym bereits gestreckt.
GAP bereitet die Hydrolysereaktion durch die Bindungsverlängerung und die eklip-
tische Struktur von β- und γ-Phosphat vor. Ras ohne gebundenes GAP zwingt
das Substrat GTP, im Vergleich zu GTP in Wasser (vgl. [Klähn et al., 2005]),
näher an den Übergangszustand der assoziativen bzw. dissoziativen Reaktion. Im
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Tabelle 9.3: Berechnete strukturelle Details des Triphosphats gebunden an Ras und
Ras·RasGAP. Die Atomnamen sind in Abb. 9.2 definiert. Die Werte sind doppelte Mit-
telwerte über die QM/MM-Trajektorien. Die Abstände sind in Å, die Winkel und Dieder-
winkel in ° angegeben. Das Hinzufügen von GAP zeigt Änderungen bei einigen markanten
Parametern. Die meisten Werte sind identisch, jedoch wird die Bindung zwischen Pγ und
O3β geschwächt und dadurch wächst der Abstand zwischen Pγ und Pβ. K16Ras nähert sich
dem β-Phosphat und der Diederwinkel O2γ-Pγ-Pβ-O2β ist nahezu perfekt ekliptisch.

Abstand (Å) Pγ-O1γ Pγ-O2γ Pγ-O3γ

Ras 1,52 ± 0,03 1,55 ± 0,04 1,55 ± 0,03
Ras·RasGAP 1,51 ± 0,02 1,54 ± 0,03 1,50 ± 0,02
Abstand (Å) Pγ-O3β Pβ-O1β Pβ-O2β

Ras 1,76 ± 0,06 1,51 ± 0,04 1,53 ± 0,03
Ras·RasGAP 1,83 ± 0,09 1,51 ± 0,04 1,53 ± 0,03
Abstand (Å) Pβ-O3β Pβ-O3α Pα-O1α

Ras 1,62 ± 0,04 1,62 ± 0,04 1,49 ± 0,03
Ras·RasGAP 1,62 ± 0,04 1,64 ± 0,05 1,49 ± 0,02
Abstand (Å) Pα-O2α Pα-O3α Pα-O5’
Ras 1,50 ± 0,03 1,71 ± 0,05 1,68 ± 0,05
Ras·RasGAP 1,50 ± 0,02 1,68 ± 0,05 1,70 ± 0,05
Abstand (Å) O5’-C5’ O2γ-O2β Pγ-Pβ

Ras 1,46 ± 0,03 3,51 ± 0,20 3,19 ± 0,09
Ras·RasGAP 1,46 ± 0,03 3,51 ± 0,19 3,26 ± 0,10
Abstand (Å) O2γ-Mg2+ O2β-Mg2+ O1γ-H3ζ

K16

Ras 1,92 ± 0,04 1,97 ± 0,09 1,63 ± 0,08
Ras·RasGAP 1,91 ± 0,04 1,97 ± 0,08 1,64 ± 0,09
Abstand (Å) O1β-H1ζ

K16 O3γ-Hη12
R789

Ras 1,82 ± 0,11 —
Ras·RasGAP 1,72 ± 0,10 1,74 ± 0,10
Winkel (°) ∠ Pγ-O3β-Pβ ∠ O3β-Pβ-O3α ∠ Pβ-O3α-Pα

Ras 142,7 ± 9,4 105,6 ± 5,1 125,5 ± 4,2
Ras·RasGAP 143,3 ± 8,2 105,5 ± 5,8 125,3 ± 3,8
Winkel (°) ∠ O3α-Pα-O5’ ∠ Pα-O5’-C5’ ∠ O1γ-Pγ-O3β

Ras 96,7 ± 3,3 119,8 ± 4,3 107,7 ± 4,2
Ras·RasGAP 96,1 ± 2,9 117,6 ± 3,9 106,7 ± 4,2
Winkel (°) ∠ O2γ-Pγ-O3β ∠ O3γ-Pγ-O3β

Ras 103,9 ± 6,4 100,9 ± 4,2
Ras·RasGAP 101,9 ± 4,3 100,9 ± 3,8
Torsion (°) O2γ-Pγ-O3β-Pβ O2γ-Pγ-Pβ-O2β

Ras -60,5 ± 17,2 -5,5 ± 5,1
Ras·RasGAP -58,6 ± 11,6 0,6 ± 3,9

Ras·RasGAP-Komplex ist dieser Effekt noch einmal verstärkt. Neben der Bindungs-
verlängerung werden von Ras und GAP auch schon im Grundzustand Elektronen
vom γ- zum β-Phosphat verschoben, wie im folgenden Abschnitt diskutiert wird.
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9.3 Katalytische Ladungsverteilung des

Triphosphats

Die Änderung der Elektronendichte und die damit verbundene Verschiebung von
Ladungen innerhalb des Triphosphats durch die umgebenden Proteine und Wasser-
moleküle hat einen starken Einfluss auf die Hydrolysereaktion. Um vom Produkt-
zum Eduktzustand zu kommen, muss im Laufe der vollständigen Reaktion ein Elek-
tron vom γ- zum β-Phosphat transferiert werden. In diesem Abschnitt werden die
doppelt gemittelten ESP-Ladungen aus den QM/MM-Simulationen von Ras·GTP
und dem Ras·RasGAP-Komplex präsentiert. GAP verstärkt die Elektronenverschie-
bung im Grundzustand. Durch die Analyse des elektrischen Feldes, das durch die
Umgebung auf die Atome des Triphosphats induziert wird, wird dafür eine Erklä-
rung gegeben werden. Das Hinzufügen von GAP zu Ras·GTP führt zur Verdrängung
von Wassermolekülen aus der Bindenische, die am Substrat gebunden sind. Zudem
wird die Bindetasche durch GAP von der Wasserumgebung abgeschottet, sodass
kein Wasser in die Nische eindringen kann. Dies führt zu einer Verstärkung der
elektrischen Felder, die eine Verschiebung der Elektronen in Richtung β-Phosphat
induzieren.

Elektronenverschiebung durch Ras·RasGAP

Zunächst werden die Partialladungen der einzelnen Atome des Triphosphats unter-
sucht. Die Werte wurden durch doppelte Mittelung aus den QM/MM-Trajektorien
bestimmt (vgl. Tabelle 9.4). Die beiden Sauerstoffatome O2γ und O2β, die an der Ko-
ordinierung des Magnesiumions beteiligt sind, haben in beiden Simulationssystemen
eine leicht negativere Ladung als die anderen Sauerstoffatome des γ- und β-Phos-
phats, die mit K16Ras bzw. R789GAP wechselwirken. Wie schon bei den strukturellen
Details sind die Partialladungen der Sauerstoffatome in beiden Systemen annähernd
konstant. Die Zugabe von GAP zum Ras·GTP führt dazu, dass die Elektronendichte
beim verbrückenden Sauerstoffatom O3β anwächst. Die Gesamtladung des β-Phos-
phats ist bei Ras und Ras·RasGAP gleich, jedoch führt GAP dazu, dass Elektronen
vom γ- zum β-Phosphat verschoben werden. Das γ-Phosphat ist etwas positiver
geladen, dafür ist das α-Phosphat leicht negativer geladen. Bei der Methylgruppe
ist keine Änderung zu erkennen, wenn GAP an Ras bindet. Diese Beobachtungen
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Tabelle 9.4: ESP-Ladungen des Triphosphats gebunden an Ras und Ras·RasGAP, be-
stimmt aus der doppelten Mittelung der QM/MM-Trajektorien. Die Atomnamen sind in
Abb. 9.2 definiert. Alle Partialladungen sind in Einheiten der Elementarladung e0 gegeben.
Die Reihen entsprechen dem γ-, β-, α-Phosphat und der Methylgruppe. Die letzte Spalte
gibt die Gesamtladung der jeweiligen Gruppe an. Die mittlere Abweichung beträgt 0.04 e0.

Pγ O1γ O2γ O3γ

∑
γ

Ras +1,55 -0,97 -1,11 -0,91 -1,44
Ras·RasGAP +1,52 -0,92 -1,08 -0,87 -1,35

Pβ O1β O2β O3β O3α

∑
β

Ras +1,13 -0,84 -1,01 -0,78 -0,39 -1,89
Ras·RasGAP +1,04 -0,82 -0,96 -0,88 -0,27 -1,89

Pα O1α O2α O5’
∑

α

Ras +1,35 -0,77 -0,80 -0,68 -0,90
Ras·RasGAP +1,24 -0,72 -0,77 -0,73 -0,98

C5’ H5’ H5” C4’
∑

Methyl

Ras +0,10 +0,05 +0,09 -0,01 +0,23
Ras·RasGAP +0,09 +0,05 +0,07 +0,01 +0,22

werden von Grigorenko [Grigorenko et al., 2007] bestätigt, obwohl die von ihm er-
mittelte Ladungsverteilung der Phosphate zu polar scheint, um im Rahmen einer
QM/MM-Simulation die elektrostatische Wechselwirkung mit dem klassischen Teil
des Simulationssytems korrekt zu beschreiben. Die Ladungsverteilung von Ras·GTP
entspricht der Verteilung von Klähn [Klähn et al., 2005], bei der das Natriumion am
γ-Phosphat nicht berücksichtigt wurde.

Tabelle 9.5 zeigt die Verschiebung der Elektronen im Triphosphat bei in Was-
ser gelöstem GTP (nach [Klähn et al., 2005]), GTP gebunden in Ras und im
Ras·RasGAP-Komplex. Im Vergleich ist deutlich zu erkennen, dass die Zugabe von
GAP zu einem verstärkten Elektronentransport vom γ- zum β-Phosphat von 0,25 e0

in Ras·RasGAP statt 0,16 e0 in Ras führt. Im Gegenzug stammen die Elektronen
vom α-Phosphat, wenn GAP nicht an Ras gebunden ist (0,25 e0 in Ras bzw. 0,16 e0

in Ras·RasGAP). Die beobachtete stärkere Elektronenverschiebung vom γ- zum β-
Phosphat ist ein wichtiger vorbereitender Schritt für die Hydrolysereaktion, speziell
für die Schwächung der Bindung zwischen Pγ und O3β. In beiden Komplexen nähert
sich die Ladungsverteilung des α-β-Phosphats sehr nahe an die Ladungsverteilung
des Produktzustandes an, in dem das γ-Phosphat die Ladung -1 e0 erreicht.
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Tabelle 9.5: Die Gesamtladungen der γ-, β-, α-Phosphat und der Methylgruppe sind in
der Einheit der Elementarladung e0 angegeben. Die Richtung der Elektronenverschiebung
wird durch die Pfeile dargestellt. Die Stärke der Verschiebung wird durch die Werte über
den Pfeilen kenntlich gemacht. Die mittlere Abweichung beträgt 0.04 e0.

Pγ Pβ Pα Methyl
GTP in Wasser -1,60 -1,48 -1,02 +0,10
Ras -1,44 0,16−→ -1,89 0,25←− -0,90 0,13←− +0,23
Ras·RasGAP -1,35 0,25−→ -1,89 0,16←− -0,98 0,12←− +0,22

Der Enzymsubstratkomplex Ras·GTP rückt folglich den Grundzustand des Tri-
phosphats auch in Richtung eines Übergangszustandes, und die Wechselwirkung mit
GAP verstärkt diesen Effekt [Klähn et al., 2006]. Dies ist in Abbildung 9.14 unter
Einführung zweier Reaktionskoordinaten dargestellt: R1 als Abstand zwischen Pγ

und O3β und R2 als Abstand zwischen Pγ und dem nukleophil angreifenden Wasser-
molekül. Ras und in noch stärkerem Maße Ras·RasGAP schieben den Grundzustand
des Triphosphats näher an einen Übergangszustand, der zwischen Edukt- (ES) und
Produktzustand (PS) an noch unbekannter Position auftreten muss, vgl. Modelle
von Klähn [Klähn et al., 2006]. Neben der Verlängerung der Bindung (R1) bestä-
tigt die Verschiebung der Elektronen von γ- zum β-Phosphat diese Beobachtung.
Die vorgestellten Simulationen können keinen Übergangszustand erreichen, da die
Konfiguration nicht als Ziel hat, den kompletten Reaktionspfad der Hydrolyse zu
reproduzieren.

Umgebungsinduziertes elektrisches Feld

Um die Ursache der katalytischen Elektronenverschiebung zu verstehen, wurde das
elektrische Feld analysiert, welches die Protein- und Wasserumgebung auf die QM-
Atome des Triphosphats induzieren. Der Einfluss des positiv geladenen Argininfin-
gers R789GAP steht dabei im Fokus, da dieser wesentlich an der Beschleunigung
der Hydrolysereaktion beteiligt ist. Um allein die Wechselwirkung der Umgebung
auf das Substrat zu untersuchen, wurde bei der Betrachtung die Ladung der QM-
Atome untereinander jedoch nicht mitberücksichtigt. Die elektrischen Feldvektoren
wurden an den Positionen der QM-Atomkerne aus den energieminimierten QM/MM-
Strukturen berechnet und über alle Schnappschüsse gemittelt.
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Abbildung 9.14: Berechneter Einfluss von Ras und Ras·RasGAP auf den Reaktions-
pfad (vgl. [Klähn et al., 2006]). Links sind die Definitionen der Reaktionskoordinate R1
als Abstand zwischen Pγ und O3β und R2 als Abstand zwischen Pγ und dem nukleophil
angreifenden Wassermolekül dargestellt. Rechts ist zu erkennen, dass Ras (1) die Reakti-
onskoordinate R1 vom Eduktzustand (ES) in Richtung des Produktzustandes (PS) schiebt.
Im Ras·RasGAP-Komplex (2) wird der Eduktzustand noch stärker in Richtung des Pro-
duktzustandes gebracht. In beiden Fällen rückt der Grundzustand der Systeme näher an
einen Übergangszustand heran. Die Änderung von R2 ist in den Betrachtungen nicht be-
rücksichtigt.

Das elektrische Feld E(x), welches durch eine kontinuierliche Ladungsverteilung
ρ(x) induziert wird, berechnet sich aus

E(x) =

∫
dx′ ρ(x′)

x− x′

|x− x′|3
. (9.1)

Bei einer Menge von Punktladungen qi im Raum ergibt sich

E(x) =
∑

i

qi
x− xi

|x− xi|3
. (9.2)

Gleichung (9.2) wurde hier mit den klassischen Partialladungen der Atome aus
dem CHARMM22-Kraftfeld verwendet. Um das elektrische Feld mit den Elektronen-
verschiebungen vergleichen zu können, werden die E-Feldvektoren über die Atome
gemittelt, die zur jeweiligen Phosphatgruppe gehören. Die Kraft auf die Elektronen
bestimmt sich aus F(x) = −e0E(x) und wird auf die Verbindungslinie zwischen dem
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Tabelle 9.6: Elektrostatische Kräfte (in nN), die an den Orten der QM-Atome des Tri-
phosphats auf ein Elektron wirken, projiziert auf die Verbindungslinie zwischen γ- und β-
Phosphoratom. Die einzelnen Zeilen entsprechen den Kräften von ¶: Gesamtkraft aller um-
gebenden Atome, ·: Einfluss des Magnesiumions, ¸: Einfluss von K16Ras, ¹: Einfluss von
R789GAP, º: Einfluss aller Atome außer Mg2+, K16Ras und R789GAP. Die Spalten geben
die Kräfte in Ras und in Ras·RasGAP an. Die Spalte ganz rechts ist die resultierende Kraft
auf die Elektronen, wenn GAP an Ras bindet. Die Vorzeichen geben die Richtung der Kräf-
te entlang der Verbindungslinie an; positive Kräfte wirken in Richtung des β-Phosphats,
negative in Richtung des γ-Phosphats.

¶ Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ 3,10 ± 1,02 4,01 ± 0,93 0,92 ± 0,51
β -3,90 ± 0,68 -3,37 ± 0,87 0,53 ± 0,51
α -2,18 ± 0,53 -1,86 ± 0,48 0,32 ± 0,16

· (Mg) Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ 4,64 ± 0,66 4,55 ± 0,69 -0,08 ± 0,02
β -3,68 ± 0,54 -3,67 ± 0,86 0,01 ± 0,00
α -1,62 ± 0,21 -1,60 ± 0,19 0,02 ± 0,00

¸ (K16) Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ 1,16 ± 0,23 1,13 ± 0,19 -0,03 ± 0,01
β -0,70 ± 0,21 -0,71 ± 0,18 -0,02 ± 0,01
α -0,23 ± 0,03 -0,23 ± 0,03 0,00 ± 0,00

¹ (R789) Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ 0,01 ± 0,53
β -0,48 ± 0,05
α -0,71 ± 0,10

º (Rest) Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ -2,70 ± 0,82 -1,68 ± 0,53 1,02 ± 0,64
β 0,48 ± 0,37 1,49 ± 0,39 1,02 ± 1,05
α -0,33 ± 0,49 0,68 ± 0,44 1,00 ± 2,16

γ- und β-Phosphoratom projiziert. Damit lassen sich die Effekte auf die katalytische
Verschiebung der Elektronen im Triphosphat durch die Änderung der Umgebung di-
rekt untersuchen. Die Projektionen, die im Folgenden analysiert werden, liegen auf
der Nanonewtonskala mit einem mittleren Fehler < 1 nN. Die einzelnen Kompo-
nenten des elektrischen Feldes lassen sich aufgrund des additiven Charakters von
Gl. (9.2) separieren. Der Einfluss von K16Ras, R789GAP, dem Magnesiumion und
der Proteinwasserumgebung sind in Tabelle 9.6 zusammengefasst und in Abb. 9.15
dargestellt. Da die Kräfte auf das α-Phosphat vernachlässigbar sind, wird der Fokus
in der Abbildung auf das β- und γ-Phosphat gelegt.
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Tabelle 9.7: Desolvatisierungseffekt am Triphosphat. Dargestellt sind die elektrostatische
Kräfte (in nN), die an den Orten der QM-Atome des Triphosphats auf ein Elektron wir-
ken, projiziert auf die Verbindungslinie zwischen γ- und β-Phosphoratom. Die einzelnen
Zeilen entsprechen den Kräften von ¶: Einfluss des Ras-Proteins ohne K16Ras in beiden
Systemen, ·: Einfluss der Wassermoleküle im Ras·GTP-Komplex in einem Abstand bis
5 Å vom Triphosphat, ¸: Einfluss von GAP im Ras·RasGAP-Komplex, ¹: Vergleich des
Einflusses von GAP inklusive aller Wassermoleküle des Ras·RasGAP-Systems mit dem
Einfluss aller Wassermoleküle des Ras-Systems ohne gebundenes GAP. Die Vorzeichen ge-
ben die Richtung der Kräfte entlang der Verbindungslinie an; positive Kräfte wirken in
Richtung des β-Phosphats, negative in Richtung des γ-Phosphats. Die Spalte ganz rechts
ist die resultierende Kraft auf die Elektronen, wenn GAP an Ras bindet.

¶ Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ -0.61 ± 0,32 -0,58 ± 0,33 0,03 ± 0,03
β 0,97 ± 0,32 1,34 ± 0,35 0,37 ± 0,22
α 0,64 ± 0,28 0,96 ± 0,26 0,31 ± 0,22
· Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ -1,08 ± 0,88
β -0,51 ± 0,24
α -0,50 ± 0,28
¸ Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ -0,25 ± 0,09
β -0,37 ± 0,11
α -0,36 ± 0,13
¹ Ras Ras·RasGAP Ras·RasGAP - Ras
γ -2,08 ± 0,78 -1,11 ± 0,38 0,97 ± 0,47
β -0,50 ± 0,24 -0,39 ± 0,22 0,11 ± 0,08
α -1,37 ± 0,32 -1,47 ± 0,37 -0,10 ± 0,04

Die Einzelaufstellung der elektrostatischen Kräfte in Tabelle 9.6 und 9.7 zeigt
deutlich, dass die Atome der Proteine und das Magnesiumion auf die - verglichen
mit Ras - stärkere Verschiebung der Elektronen von γ- zum β-Phosphat einen ver-
nachlässigbaren Einfluss haben. Das zweifach positiv geladene Magnesiumion hat
den stärksten Einfluss auf die elektrostatischen Kräfte, jedoch ist der Beitrag in bei-
den Proteinsubstratkomplexen vergleichbar. Einen etwas schwächeren Beitrag auf
die Kräfte hat K16Ras, doch auch hier ist die Bedeutung für die Elektronenverschie-
bung vernachlässigbar. Der Argininfinger hat für die Elektronenverschiebung von γ-
in Richtung β-Phosphat überhaupt keine Bedeutung, jedoch werden Elektronen von
β- in Richtung γ-Phosphat gezogen, um am verbrückenden Sauerstoff O3β zu kumu-
lieren. Das Magnesiumion und K16Ras tragen durch ihre Anordnung zwischen β- und
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γ-Phosphat ebenfalls dazu bei. Katalytisch wichtig ist die berechnete Verschiebung
vom γ- zum β-Phosphat (siehe Tab. 9.5) durch eine per Definition stärkere Kraft
beim γ-Phosphat, wie sie in Tab. 9.6(1) tatsächlich auftritt. Sie geht nicht auf die
geladenen Gruppen Mg2+, K16Ras oder R789GAP zurück, wie Tab. 9.7(5) zeigt.

Die bei der Analyse der ESP-Ladungen beobachtete Elektronenverschiebung lässt
sich erst erklären, wenn der Desolvatisierungseffekt durch Verdrängung der Was-
sermoleküle untersucht wird (Tab. 9.7). Das Protein GAP hat wenig und zudem
kontraproduktiven (Vorzeichen) Einfluss auf die Elektronenverschiebung in Rich-
tung β-Phosphat (Tab. 9.7(3)). Wenn GAP an Ras bindet, werden Wassermoleküle
aus der Bindenische verdrängt (siehe Abb. 9.16), deren Effekt Tab. 9.7(4) zeigt: Im
Ras·GTP-Komplex ist die Bindetasche mit Wassermolekülen gefüllt, die eine star-
ke Rückstellkraft von -2,1 nN auf die Elektronen am γ-Phosphat induzieren. Bindet
GAP an diesen Komplex, so werden die Wassermoleküle verdrängt und die Rückstell-
kraft sinkt auf -1,1 nN. Das elektrostatische Feld am Triphosphat hat sich verändert,
sodass eine resultierende Kraft von 1,0 nN auf die Elektronen von γ- in Richtung β-
Phosphat wirkt.

In Ras sind im zeitlichen Mittel vier bis sechs Wassermoleküle über Wasserstoff-
brücken am β- und γ-Phosphat gebunden. Im Ras·RasGAP-Komplex bleibt nur
eins von diesen Wassermolekülen in der Bindenische übrig, das für die Hydrolyse
benötigt wird. Darüber hinaus werden in beiden Komplexen drei konservierte struk-
turelle Wassermoleküle am Magnesiumion und dem α-Phosphat identifiziert (vgl.
Abb. 9.2). Die Wassermoleküle in Ras induzieren eine Kraft von -1,0 nN an jeder
Phosphatgruppe (Tab. 9.7(4)). Diese Wassermoleküle verhindern die funktionelle
Ladungsverschiebung (negatives Vorzeichen in Tab. 9.7) und halten die Elektronen
am γ-Phosphat (vgl. Abb. 9.15a). Im Ras·RasGAP-Komplex werden die elektrosta-
tischen Kräfte nicht mehr durch Wassermoleküle geschwächt. Abb. 9.15b zeigt eine
stärkere resultierende Kraft (4,0 nN anstatt 3,1 nN) am γ-Phosphat, was zu einer
stärkeren Verschiebung der Elektronen weg vom γ- und hin zum β-Phosphat führt.
Am β-Phosphat führen die fehlenden Wassermoleküle dazu, dass die resultierende
Kraft die Elektronen am β-Phosphat hält und dadurch die funktionelle Elektronen-
verschiebung verstärkt (-3,4 nN anstatt -3,9 nN), ein Elektronentransport von β- in
Richtung des γ-Phosphats findet nicht statt.
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Abbildung 9.15: Gemittelte elektrostatische Kräfte der MM-Umgebung auf die Elektro-
nen des γ- und β-Phosphats des TP in Ras (a) und Ras·RasGAP (b). Die Vektoren wurden
auf die Verbindungslinie zwischen den beiden Phosphaten projiziert und in beiden Fällen
normiert. Der Beitrag von K16Ras ist in cyan, von Mg2+ in magenta, von R789GAP in
orange und von allen übrigen Protein- und Umgebungsatomen in grün dargestellt. Der
Einfluss des Argininfingers ist vernachlässigbar, lediglich der Beitrag der Wasserumgebung
ändert sich beim Übergang von Ras zu Ras·RasGAP. Das Anwachsen der resultierenden
Kraft für die Elektronenverschiebung vom γ- zum β-Phosphat ist durch die Verdrängung
der Wassermoleküle aus der Bindenische durch GAP zu erklären.

9.4 Diskussion

Die QM/MM-Simulationen des Grundzustandes von Ras und Ras·RasGAP können
erklären, warum die Komplexierung mit GAP in der Lage ist, die Hydrolysereaktion
zu beschleunigen. Das auffälligste Merkmal beim Übergang von Ras zu Ras·RasGAP
ist der Elektronentransport von 0,25 e0 vom γ- zum β-Phosphat bei konstanter La-
dung des β-Phosphats. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Erkenntnissen der Gruppe
um Grigorenko [Grigorenko et al., 2007] trotz des unterschiedlichen theoretischen
Ansatzes und ist analog zu den Ergebnissen von Klähn [Klähn et al., 2005]. Die
Elektronenverschiebung ist der erste Schritt der Reaktion in Richtung Übergangs-
und Produktzustand, die aus QM/MM-Simulationen näherungsweise bekannt sind
[Klähn et al., 2006]. Die von Allin et al. [Allin et al., 2001] vorgeschlagene Erklärung,
dass der positiv geladene Argininfinger durch Elektronenverschiebung zur Rotver-
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schiebung der νa(PO2)β-Bande von 1217 cm-1 nach 1140 cm-1 führt, kann anhand
der berechneten IR-Spektren und ESP-Ladungen ausgeschlossen werden. In Kapi-
tel 10 wird eine mögliche Erklärung für diese Bandenverschiebung durch Protonie-
rung des β-Phosphats und Deprotonierung von K16Ras gegeben. Die Analyse der
strukturellen Details hat gezeigt, dass die Bindung Pγ-O3β, die während der Hy-
drolyse bricht, und der Abstand zwischen den beiden Phosphoratomen Pγ und Pβ

im Ras·RasGAP-Komplex im Vergleich zum Ras-Protein bereits um weitere 0,1 Å
gestreckt sind. Abbildung 9.14 verdeutlicht die Annäherung an den Produktzustand
ohne im Detail auf die Frage einzugehen, ob die Hydrolysereaktion eher assoziativ
oder dissoziativ abläuft. Offensichtlich gehen die strukturellen Änderungen einher
mit einem Anwachsen der freien Energie des GTP, da diese für den Aufbau einer
wenig wahrscheinlichen Konformation benötigt wird. Dies wurde schon früher durch
den Vergleich des Überlagerungswinkels von Pγ-Pβ in Wasser und Ras gezeigt [Klähn
et al., 2005]. Im Ras·RasGAP-Komplex wird eine fast perfekte ekliptische Konfor-
mation identifiziert, die Teil eines nichtspezifizierten Hochenergiezustandes ist. Die-
ser Zustand lässt sich durch die zusätzliche Fixierung des γ-Phosphats über eine
Wasserstoffbrücke zwischen dem nicht-verbrückenden Sauerstoffatoms O3γ und der
Imingruppe des Argininfingers R789GAP erklären.

Im Übergangszustand des Ras·RasGAP-Komplexes zeigt der Argininfinger in die
Bindenische und wird daher verantwortlich für die beschleunigte Katalyse (≈ 105)
gemacht [Wittinghofer et al., 1997]. Häufig wurde als Erklärung vorgeschlagen, dass
der Argininfinger R789GAP mit seiner positiven Ladung die Reaktion beschleunigt
[Scheffzek et al., 1997; Allin et al., 2001]. Des Weiteren orientiert R789GAP die Ami-
nosäure Q61Ras und positioniert das angreifende Wassermolekül [Scheffzek et al.,
1997]. Austausch des Argininfingers durch Alanin oder Lysin reduziert die Kataly-
sereaktion um einen Faktor von 5000 [Ahmadian et al., 1997]; nur der Argininfinger
passt perfekt in die Bindetasche.

Das Hauptergebnis der bisher vorgestellten Untersuchung zeigt, dass die positive
Ladung des Argininfingers einen vernachlässigbaren Einfluss auf das elektrische Feld
an den Phosphatatompositionen hat. Die Ladung dient demnach zur Verankerung
des Argininfingers in der Nische, der katalytische Effekt entsteht durch Verdrängung
von Wassermolekülen [te Heesen et al., 2007a].

Der Desolvatisierungseffekt durch die Wasserverdrängung wird im Strukturver-
gleich in Abb. 9.16 sichtbar. In Ras ist die Bindenische halb geöffnet, die Aminosäu-
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Abbildung 9.16: In der Bindenische von Ras (a) wird das Triphosphat durch Wassermo-
leküle abgedeckt. Die Wassermoleküle, die durch GAP, speziell durch R789GAP, aus der
Nische verdrängt werden, sind in dunkelblau dargestellt. Die verbleibenden vier Wassermo-
leküle (zwei Wassermoleküle sind am Mg2+, ein Wassermolekül am α-Phosphat gebunden
und ein Wassermolekül greift nukleophil am γ-Phosphat an) sind in cyan hervorgehoben.
Im Ras·RasGAP-Komplex (b) verdrängt der Argininfinger (im grünen Kalottenmodell)
alle bis auf ein Wassermolekül vom β- und γ-Phosphat. RasGAP (in grün) bedeckt die
Bindenische vollständig.

ren P34Ras und Y32Ras sind zu weit entfernt, um als Deckel für die Tasche zu dienen
(vgl. Abb. 9.16a). Vier bis sechs Wassermoleküle sind in Kontakt mit dem β- und γ-
Phosphat und machen rund 84% des elektrischen Feldes aus, das durch die Wasser-
umgebung erzeugt wird. Die zweite Wasserschicht beinhaltet 13–14 Wassermoleküle
und trägt mit 16% zum elektrischen Feld bei. Die Wassermoleküle haben eine mittle-
re Orientierung durch die ionischen Ladungen. Deren Feld ist ein Reaktionsfeld, das
natürlich das ionische Feld in der Nische schwächt und daher die Reaktionsraten ab-
schwächen kann [Fersht, 2004]. Erst im Ras·RasGAP-Komplex sind die ungestörten
vollen elektrostatischen Kräfte, die durch Mg2+ und K16Ras induziert werden, in der
Lage, den Bindungsbruch bei der Hydrolyse zu katalysieren. Dieses Prinzip der Was-
serverdrängung und dem damit verbundenem Entropieanstieg beim Bindungsbruch
wurde auch bei anderen Reaktionen festgestellt [Loftfield et al., 1980; Valentine
et al., 1998]. Die Energiebarriere des zweiten Schritts der Reaktion, dem Verlassen
des abgespaltenen Monophosphats aus der Bindenische, hängt nicht von der Entro-
pie, sondern hauptsächlich von der Enthalpie ab, die durch die Desolvatisierung nicht
beeinflusst zu werden scheint [Kötting et al., 2008].
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10 Hypothetische Protonierung des
β-Phosphats

Nachdem der Grundzustand des Ras·RasGAP-Komplexes im vorherigen Kapitel dis-
kutiert wurde, wird in diesem Kapitel die von Allin et al. [Allin et al., 2001] iden-
tifizierte zweite asymmetrische β-Streckschwingung bei 1140 cm-1 untersucht, um
das experimentelle Spektrum vollständig mithilfe der theoretischen IR-Spektrosko-
pie beschreiben zu können. Die Modellvorstellung von Allin et al. ist, dass die beiden
νa(PO2)β-Banden bei 1217 cm-1 und 1140 cm-1 durch zwei unterschiedliche Konfor-
mationen der (Sp)-PO--Gruppe, also der PO-Bindung, die zum K16Ras zeigt, zu-
stande kommt. Diese beiden Konformationen sollen durch einen starken Elektronen-
transport zum β-Phosphat entstehen, sodass die zweite Bande um 77 cm-1 rotver-
schoben wird. Als Kandidat für diesen starken Elektronentransport kommt laut Allin
et al. nur der Argininfinger R789GAP in Frage, obwohl dieser keine direkte Wechsel-
wirkung mit den nicht-verbrückenden Sauerstoffatomen des β-Phosphats hat. Wie
Abschnitt 9.3 gezeigt hat, ist der Einfluss des Argininfingers auf die katalytische
Ladungsverteilung vernachlässigbar.

Neuere tr-FTIR-Messungen am Ras·RasGAP-Komplex und eine Wiederholung
der Auswertung der Originaldaten von Allin stellen diese zweite β-Bande in Frage
[Kötting et al., 2008]. Anhand der neuen Datensätze scheint lediglich eine νa(PO2)β-
Bande bei 1217 cm-1 zu existieren, die zweite Bande bei 1140 cm-1 kann nicht repro-
duziert werden. Die Diskussion der neuen Messdaten ist jedoch nicht abgeschlossen,
sodass nicht auszuschließen ist, dass zwei νa(PO2)β-Banden im Ras·RasGAP-Kom-
plex existieren.

Aus theoretischer Sicht kann ein Vorschlag für die Existenz zweier νa(PO2)β-Ban-
den gemacht werden. Basierend auf den QM-Simulationen von Cavalli und Carlo-
ni [Cavalli und Carloni, 2002] sowie Futatsugi et al. [Futatsugi et al., 1999] wird
in diesem Kapitel der Ansatz untersucht, ob eine Protonierung des β-Phosphats
und eine Deprotonierung von K16Ras dazu führen (siehe Abb. 10.1), dass die asym-
metrische β-Streckschwingung von 1217 cm-1 nach 1140 cm-1 um 77 cm-1 verschiebt.
Hierzu wird zunächst ein einfaches Modell aus drei gekoppelten harmonischen Os-
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Abbildung 10.1: Darstellung des protonier-
ten β-Phosphats und deprotonierten K16Ras.
Das Proton des Lysins, welches zum β-Phos-
phat zeigt, wird kovalent am Sauerstoffatom
O1β gebunden. Zwischen H1β und Nζ

K16 ent-
steht eine Wasserstoffbrücke. K16Ras ist da-
mit ungeladen, die Gesamtladung des GTP
beträgt -3 e0.

zillatoren untersucht, welches die H-O-P-O-Gruppe des β-Phosphats reproduzieren
soll. In diesem Modell wird der unprotonierte Zustand, bei dem das Proton von
K16Ras über eine Wasserstoffbrücke mit dem β-Phosphat wechselwirkt, und der
protonierte Zustand, bei dem das Proton kovalent am Sauerstoffatom des β-Phos-
phats gebunden ist, analysiert. Dieses simple Modell liefert eine Rotverschiebung
der νa(PO)2-Streckschwingung um 63 cm-1 und liegt damit in der Größenordnung
der experimentell beobachteten Rotverschiebung der β-Bande. Basierend auf diesem
einfachen Modell werden QM-Simulationen mit dem Gaussian03-Programmpaket an
einem Modellsystem des Triphosphats durchgeführt. Das Modellsystem beinhaltet
ein Methyltriphosphat, ein Magnesiumion und Methylammonium als Analogon für
K16Ras. Auch dieses Modell liefert bei Protonierung des β-Phosphats und Deproto-
nierung des Methylammonium zu Methylamin eine Rotverschiebung der νa(PO2)β-
Bande um 80 cm-1. Aufgrund der Reproduktion der Rotverschiebung der β-Bande
aus den Modellsystemen wurde eine QM/MM-Simulation mit dem EGO/CPMD-
Programmpaket mit protoniertem β-Phosphat und deprotoniertem K16Ras durchge-
führt, um anhand der Untersuchung des Ras·RasGAP-Komplexes zu zeigen, dass
diese Protonierung des β-Phosphats eine Erklärung für die zweite νa(PO2)β-Bande
bei 1140 cm-1 ist. Wie aus den QM/MM-Simulationen hervorgeht, hat die Protonie-
rung zur Folge, dass die Bindung zwischen Pγ und O3β gebrochen ist und sich ein
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FHO F*OP FPO

FH···O FOP FPO

H PO O

H PO O

Abbildung 10.2: Vereinfachtes Modellsy-
stems des β-Phosphats mit den zwei nicht-ver-
brückenden Sauerstoffatomen und einem Pro-
ton. Im oberen Fall wechselwirkt das Proton
über eine Wasserstoffbrücke mit dem Sauer-
stoffatom, im unteren Fall ist das Proton ko-
valent gebunden.

Metaphosphat PO3
- bildet, sodass der Schluss gezogen werden kann, dass die Proto-

nierung des β-Phosphats zu einer noch stärkeren Verschiebung des Grundzustandes
des Triphosphats zum Übergangszustand führt.

10.1 Vorbereitende Untersuchungen

Ausgangspunkt der Untersuchung der hypothetischen Protonierung des β-Phosphats
ist die Analyse eines Systems gekoppelter harmonischer Oszillatoren. In Abb. 10.2
ist das vereinfachte Modellsystem des β-Phosphats dargestellt, welches dem System
entspricht, das bei den νa/s(PO2)β-Moden schwingt. An dem Phosphoratom sind
die beiden nicht-verbrückenden Sauerstoffatome kovalent gebunden. Die Bindung
wird in der klassischen Mechanik in einfachster Näherung über das Hooksche Ge-
setz mit einem harmonischen Potenzial beschrieben. Zusätzlich wird das Proton in
dem Modell berücksichtigt, welches im ersten Fall über eine Wasserstoffbrücke mit
dem Sauerstoffatom wechselwirkt (β-Phosphat unprotoniert, K16Ras protoniert) und
im zweiten Fall kovalent am Sauerstoffatom gebunden ist (β-Phosphat protoniert,
K16Ras deprotoniert).

Durch die Protonierung ändert sich die Federkonstante zwischen Sauerstoff und
Proton und gleichzeitig die Federkonstante zwischen protoniertem Sauerstoff und
dem Phosphoratom. Die Federkonstanten wurden den Phosphatparametern von
Klähn [Klähn et al., 2004] für das CHARMM22-Kraftfeld entnommen, um die Wech-
selwirkung der Atome im Rahmen der Newtonschen Mechanik beschreiben zu kön-
nen. Im unprotonierten Fall sind die Federkonstanten FOP und FPO zwischen dem
Phosphoratom und dem beiden nicht-verbrückenden Sauerstoffatomen identisch. Die
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Federkonstante FH· · ·O entspricht der Stärke einer Wasserstoffbrücke, die ungefähr
10 % der Stärke einer kovalenten Bindung besitzt. Im protonierten Zustand ist das
Proton kovalent mit der Federkonstanten FHO an dem Sauerstoffatom gebunden.
Gleichzeitig wird die Bindung FOP zwischen dem protonierten Sauerstoff- und dem
Phosphoratom um den Faktor vier geschwächt.

Das System der drei gekoppelten harmonischen Oszillatoren wird mithilfe des
Langrange-Verfahrens gelöst. Die Auslenkung der vier Atome werden mit xH(t) für
das Proton mit der Masse mH, xOH(t) für das Sauerstoffatom, welches zum Proton
zeigt, mit der Masse mOH, xP(t) für das Phosphoratom mit der Masse mP und xO für
das nichtverbrückende Sauerstoffatom mit der Masse mO bezeichnet. Im Rahmen des
Modells werden lediglich die harmonischen Potenziale zweier benachbarter Atome
berücksichtigt. Für die potenzielle Energie V des Systems gilt dann

V =
1

2
FHO (xOH(t) − xH(t))2 +

1

2
FOP (xP(t) − xOH(t))2

+
1

2
FPO (xO(t) − xP(t))2 .

(10.1)

Die kinetische Energie T der Atome lautet

T =
1

2
mH ẋH(t)2 +

1

2
mOH ẋOH(t)2

+
1

2
mP ẋP(t)2 +

1

2
mO ẋO(t)2 .

(10.2)

Aus der Langrange-Gleichung

∂

∂t

∂L

∂q̇
− ∂L

∂q
= 0 (10.3)

mit der Langrange-Funktion L = T − V und einer generalisierten Koordinate q(t)

folgt ein Gleichungssystem mit vier Gleichungen

mHẍH(t) + FHO (xH(t)− xOH(t)) = 0, (10.4)

mOHẍOH(t) + FHO (xOH(t)− xH(t)) + FOP (xOH(t)− xP(t)) = 0, (10.5)

mPẍP(t) + FPO (xO(t)− xP(t)) + FOP (xP(t)− xOH(t)) = 0, (10.6)

mOẍO(t) + FPO (xO(t)− xP(t)) = 0. (10.7)
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Mit dem Ansatz xi(t) = Ai sin(ωt) mit der Amplitude A und der Eigenfrequenz ω

für die Beschreibung der harmonischen Schwingung der einzelnen Atome ergibt sich
folgende Gleichung für die Eigenfrequenz ω

ω8 mHmOHmPmO

−ω6 [FHO(mH + mOH)mPmO + FOPmH(mOH + mP)mO

+FPOmHmOH(mP + mO)]

+ω4 [(FOPFPOmH(mOH + mP)

+FOP(FPOmH + FHO(mH + mOH + mP))mO

+FHOFPO(mH + mOH)(mP + mO)]

−ω2FHOFOPFPO(mH + mOH + mP + mO) = 0 .

(10.8)

Werden die Federkonstanten FH· · ·O = 36 N/m, FOP = FPO = 275 N/m für den un-
protonierten Fall und FHO = 36N/m, F ∗

OP = 68 N/m und FPO = 275 N/m für den
protonierten Fall eingesetzt, so ergeben sich folgende Eigenfrequenzen ν , umgerech-
net aus den Frequenzen ω, und Eigenmoden des gekoppelten Oszillatorsystems

νa(PO2) νs(PO2) ν(HO)
νunprotoniert (H· · ·O-P-O) 738 cm-1 524 cm-1 840 cm-1

νprotoniert (H-O-P-O) 675 cm-1 298 cm-1 2543 cm-1

∆(νu − νp) 63 cm-1 226 cm-1 -1703 cm-1

Durch die Protonierung der PO2-Gruppe verschiebt sich die asymmetrische Streck-
schwingung von 738 cm-1 nach 675 cm-1 um 63 cm-1 und liegt damit in der Grö-
ßenordnung der experimentell beobachteten Rotverschiebung der νa(PO2)β-Bande
von 77 cm-1. Gleichzeitig verschiebt sich die niedriger liegende symmetrische Streck-
schwingung der PO2-Gruppe um 226 cm-1. Experimentell müsste diese Verschiebung
ebenfalls zu beobachten sein, jedoch liegt die νs(PO2)β-Bande in der Messung bei
1124 cm-1 und müsste laut des Modells im Falle einer Protonierung um rund 200 cm-1

rotverschoben sein. Da tr-FTIR-Messungen in diesem Frequenzbereich mit heutigen
Mitteln technisch sehr schwierig sind und die symmetrischen Streckschwingungen die
IR-Strahlung nur schwach absorbieren, ist eine Identifikation einer zweiten νs(PO2)β-
Bande bisher nicht erfolgt. Dennoch kann anhand des einfachen Oszillatormodells
ein Erklärungsvorschlag für das Auftreten einer zweiten, rotverschobenen νa(PO2)β-
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Abbildung 10.3: Modellsystem der QM-Simulationen mit Gaussian03. Das System be-
steht aus Methyltriphosphat, dem Magnesiumion und Methylammonium. Links ist der Zu-
stand mit unprotoniertem β-Phosphat, rechts das protonierte β-Phosphat und das deproto-
nierte Methylammonium dargestellt. Durch die Protonierung verschieben die νa/s(PO2)β-
Banden zu tieferen Wellenzahlen. Die Rotverschiebung der νa(PO2)β-Bande liegt in der
Größenordnung der gemessenen Bandenverschiebung.

Bande gegeben werden. Im Ras·RasGAP-Komplex treten zwei Zustände gleichzei-
tig auf: unprotoniertes und protoniertes β-Phosphat mit den zugehörigen νs(PO2)β-
Banden bei 1217 cm-1 und 1140 cm-1. Im nächsten Schritt wird durch QM-Simula-
tionen mithilfe des Gaussian03-Programmpakets anhand eines vereinfachten Modell-
systems des Triphosphats die Beobachtung aus der Betrachtung der gekoppelten
harmonischen Oszillatoren überprüft.

In Abbildung 10.3 ist das Modellsystem der QM-Simulationen mit Gaussian03 dar-
gestellt. Neben dem Methyltriphosphat werden das Magnesiumion und Methylam-
monium als Lysinanalogon berücksichtigt. Im Rahmen der Simulationen werden die
Koordinaten der Methylgruppe des Triphosphats und das Magnesiumion fixiert. Des
Weiteren werden die Bindungen zwischen den Protonen und dem Stickstoffatom des
Methylammoniums und im Fall des protonierten β-Phosphats die Bindung zwischen
verbrückendem Sauerstoff O3β und Pγ und die Bindung des Wasserstoffatoms zum
Sauerstoffatom O1β fixiert. Ausgangsstruktur ist ein Schnappschuss aus der MD-Si-
mulation des Ras·RasGAP-Komplexes. Diese Struktur wird quantenchemisch ener-
gieminimiert und anschließend die Hesse-Matrix berechnet, um die Eigenfrequenzen
und Eigenmoden des Systems zu bestimmen. Bei den QM-Simulationen kommt das
B3LYP-Funktional mit dem 6-31++G**-Basissatz zum Einsatz.

Aufgrund des artifiziellen Modellsystems werden lediglich die νa/s(PO2)β-Banden
diskutiert. Das Simulationssystem ist zu klein, um sämtliche Eigenschwingungen
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des Triphosphats korrekt wiedergeben zu können; entscheidend ist die Verschiebung
der β-Banden durch die Protonierung des β-Phosphats. In Abb. 10.3 sind die Fre-
quenzverschiebungen der νa/s(PO2)β-Banden dargestellt. Die νa(PO2)β-Bande ver-
schiebt von 1167 cm-1 nach 1101 cm-1 um 66 cm-1, die νs(PO2)β-Bande verschiebt
von 962 cm-1 nach 892 cm-1 um 70 cm-1. Die Verschiebung der νa(PO2)β-Bande liegt
wie schon beim Modell der gekoppelten harmonischen Oszillatoren in der Größenord-
nung der gemessenen Verschiebung um 77 cm-1. Der Unterschied in der Verschiebung
der νs(PO2)β-Bande kommt dadurch zustande, dass bei den harmonischen Oszillato-
ren das nichtverbrückende Sauerstoffatom keinen weiteren Wechselwirkungspartner
besitzt, während bei dem QM-Simulationen dieses Sauerstoffatom stark mit dem
Magnesiumion wechselwirkt und dadurch eine veränderte Bandenverschiebung be-
obachtet wird.

Aus den Voruntersuchungen lässt sich festhalten, dass der Vorschlag der Proto-
nierung des β-Phosphats und der Deprotonierung von K16Ras eine sehr plausible
Erklärung dafür liefert, wieso in tr-FTIR-Messungen zwei νa(PO2)β-Banden auf-
treten können. Um die Beobachtung aus den Voruntersuchungen zu untermauern,
werden daher QM/MM-Simulationen mit dem EGO/CPMD-Programmpaket und
nach dem in den Kapiteln 7 und 9 vorgestellten Protokoll durchgeführt.

10.2 QM/MM-Simulationen von β-protoniertem TP

Um im Rahmen der QM/MM-Simulationen die Schnappschüsse aus der klassischen
Simulation zu erhalten, müssen zunächst die Partialladungen des am β-Phosphat
protonierten Triphosphats berechnet werden. Hierzu wird das Simulationssystem
des Ras·RasGAP-Komplexes aus Kapitel 9 modifiziert: Das Proton H1ζ

K16 wird ent-
fernt und dafür ein Proton H1β kovalent an das O1β gebunden. Das Simulations-
system wird für 70 ps äquilibriert und anschließend wird eine MD-Simulation von
80 ps Länge durchgeführt. Nach 36 ps, 56 ps und 80 ps werden QM/MM-Simulationen
von 150 fs Länge durchgeführt, um aus den QM/MM-Trajektorien durch doppelte
Mittelung über die drei Trajektorien und 125 fs Simulationsdauer die neuen Partial-
ladungen für das protonierte Triphosphat zu bestimmen. Die neuen Partialladungen,
die für den Produktionslauf des protonierten Triphosphats verwendet werden, sind
in Tabelle 10.1 angegeben. Die Partialladungen für das unprotonierte Lysin wurden
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Tabelle 10.1: Partialladungen für die MD-Simulationen des protonierten β-Phosphats.
Zum Vergleich sind die Partialladungen des Triphosphats nach Klähn [Klähn et al., 2005]
dargestellt, die in den MD-Simulationen des unprotonierten Triphosphats verwendet wer-
den. Die Ladungen sind in der Elementarladung e0 angegeben.

Pγ O1γ O2γ O3γ

prot. β +1,50 -0,91 -0,91 -0,91
TP +1,49 -1,01 -1,01 -1,01

Pβ O1β H1β O2β O3β O3α

prot. β +1,04 -0,65 +0,53 -0,91 -0,87 -0,19
TP +1,49 -1,01 — -1,01 -0,79 -0,28

Pα O1α O2α O5’
prot. β +1,08 -0,65 -0,65 -0,69
TP +0,99 -0,69 -0,69 -0,66

C5’ H5’ H5” C4’
prot. β +0,05 +0,07 +0,07 +0,11
TP +0,07 +0,06 +0,06 +0,11

Cε Hε Nζ Hζ

Lys0 +0,35 +0,05 -1,28 +0,415
Lys+ +0,21 +0,05 -0,30 +0,33

empirisch abgeleitet. Die bindenden Wechselwirkungsparameter für das protonier-
te β-Phosphat wurden den CHARMM22-Parametern für das Monophosphat nach
Klähn [Klähn et al., 2004] entnommen.

Mit den Partialladungen für K16Ras und dem am β-Phosphat protonierten Triphos-
phat wurde nach der Äquilibrierungsphase eine MD-Simulation des Ras·RasGAP-
Komplexes durchgeführt. Ausgehend von sechs Schnappschüssen nach 0 ps, 100 ps,
261 ps, 323 ps, 419 ps und 500 ps wurden QM/MM-Simulationen angeschlossen, um
strukturelle Details, die Ladungsverteilung und die IR-Spektren zu bestimmen. Eine
Überlagerung der Endstrukturen der sechs QM/MM-Trajektorien ist in Abb. 10.4
dargestellt.

Die Endstrukturen der QM/MM-Trajektorien wurden energieminimiert und an-
schließend die Hesse-Matrizen berechnet, um daraus die Eigenfrequenzen und Ei-
genmoden des Triphosphats zu bestimmen. In Abb. 10.5 sind die berechneten IR-
Spektren des am β-Phosphat protonierten GTP dargestellt und den Spektren des
unprotonierten GTP sowie den experimentellen tr-FTIR-Daten gegenübergestellt.
Tabelle 10.2 gibt die Lage, Intensität und Halbwertsbreite der einzelnen Eigenmo-
den wieder. Das berechnete IR-Spektrum des protonierten Triphosphats weist einige
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Abbildung 10.4: Überlagerung der sechs
Endstrukturen aus den QM/MM-Simulatio-
nen des Ras·RasGAP-Komplexes mit dem am
β-Phosphat protonierten Triphosphat nach
0 ps, 10 ps, 261 ps, 323 ps, 419 ps und 500 ps.
Auffällig ist, dass durch die Protonierung des
β-Phosphats die Bindung zwischen Pγ und
O3β bricht und ein Metaphosphat PO3

- ent-
steht.

Unterschiede zum unprotonierten Triphosphat auf. Die meisten Unterschiede lassen
sich durch den Bindungsbruch zwischen Pγ und O3β und das Abspalten des γ-Phos-
phats erklären (vgl. Abschnitt 10.3). Bei dem neu entstandenen Metaphosphat PO3

-

sind die asymmetrischen γ-Banden wegen der veränderten Wechselwirkung mit dem
verbliebenen Diphosphat blauverschoben. Auch die νa/s(OPβO)-Streckschwingung-
en sind zu höheren Wellenzahlen verschoben. Der Einfluss des Bindungsbruchs auf
das α-Phosphat ist vernachlässigbar, da die νa/s(PO2)α-Banden in beiden Systemen
im Rahmen der Rechengenauigkeit die gleiche Bandenlage aufweisen. Das Abspalten
des γ-Phosphats hat auch keinen direkten Einfluss auf die νa/s(PO2)β-Banden des
protonierten β-Phosphats, wie aus der Analyse der Eigenmoden deutlich hervorgeht.
Der Vergleich der νa(PO2)β-Bande im unprotonierten und protonierten Fall zeigt ei-
ne Verschiebung von 1188 cm-1 nach 1125 cm-1 um 63 cm-1. Da die Rotverschiebung
größer als die Rechengenauigkeit bei der Bestimmung von IR-Spektren ist, ist die Ver-
schiebung der Bande nicht auf Rechenungenauigkeiten zurückzuführen. Wie schon
die Modellsysteme zuvor gezeigt haben, liegt die berechnete Bandenverschiebung
der νa(PO2)β-Bande in der Größenordnung der gemessenen Bandenverschiebung.
Des Weiteren kann aufgrund der QM/MM-Simulation eine verschobene Bandenlage
der νs(PO2)β-Bande von 900 cm-1 vorhergesagt werden.

Der beschriebene Nebeneffekt der QM/MM-Simulationen des protonierten Tri-
phosphats im Ras·RasGAP-Komplex, dass sich das γ-Phosphat abspaltet und ein
Metaphosphat bildet, ist auch bei Cavalli und Carloni [Cavalli und Carloni, 2002]
aufgetreten, jedoch unter umgekehrten Voraussetzungen. Cavalli und Carloni ha-
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Abbildung 10.5: Vergleich des berechneten IR-Spektrums des unprotonierten
Ras·RasGAP-Komplexes (links) mit dem experimentellen tr-FTIR-Spektrum (rechts) [Al-
lin et al., 2001; Kötting et al., 2006] und dem IR-Spektrum des am β-Phosphat protonierten
Triphosphat. Die experimentell beobachtete Verschiebung der νa(PO2)β-Bande kann mit
den QM/MM-Simulationen reproduziert werden. Des Weiteren kann die Verschiebung der
νs(PO2)β-Bande vorhergesagt werden. Rechts sind die beiden berechneten Bandenpositio-
nen bei 1188 cm-1 im unprotonierten Fall und 1125 cm-1 im protonierten Fall hervorgeho-
ben.

ben den Übergangszustand mit abgespaltenem γ-Phosphat untersucht und dabei ei-
ne Deprotonierung von K16Ras und eine Protonierung des β-Phosphats beobachtet.
Nachdem die Protonierung des β-Phosphats anhand der berechneten IR-Spektren
als eine Erklärung für die Verschiebung der νa(PO2)β-Bande dient, wird im nächsten
Abschnitt auf die strukturellen Details und die Ladungsverteilung eingegangen.
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Tabelle 10.2: Lage ν der Mode in cm-1, Intensität in beliebigen Einheiten und die Stan-
dardabweichung σ in cm-1 der berechneten Banden des Ras·RasGAP·GTP-Komplexes mit
protoniertem β-Phosphat.

Mode ν/cm-1 Intensität σ/cm-1

νa(PO3)γ 1282 46 32,6
νa(PO2)α 1278 41 13,3
νa(PO3)γ 1181 64 39,5
νa(PO2)β 1125 42 9,3
νs(PO2)α 1062 30 13,0
νs(POβO) 1008 100 73,8
νs(PO3)γ 969 20 23,9
νa(POβO) 957 49 48,5
νs(PO2)β 900 46 22,2

10.3 Geometrie und Ladungsverteilung des

β-protonierten TP

Der Vergleich der strukturellen Details des protonierten und unprotonierten Triphos-
phats aus den QM/MM-Trajektorien ist in Tabelle 10.3 dargestellt. Die meisten
Abstände und Winkel sind in beiden Systemen nahezu identisch, jedoch gibt es ein
paar markante Änderungen. Wie schon im vorangegangen Abschnitt erwähnt, ist die
Bindung zwischen Pγ und O3β gebrochen; der Abstand ist von 1,83Å im unprotonier-
ten Fall auf 2,06Å im protonierten Fall angewachsen. Gleichzeitig sind die Winkel
O1γ-Pγ-O3β, O2γ-Pγ-O3β und O3γ-Pγ-O3β näher an eine rechtwinklige Konformati-
on gerückt. Beide Faktoren bestätigen die Beobachtung, dass sich ein annähernd
planares Metaphosphat PO3

- aus dem gebundenen γ-Phosphat im unprotonierten
Ras·RasGAP-Komplex gebildet hat. Ein Rückschluss auf die Art des Hydrolyseme-
chanismus, assoziativ oder dissoziativ, kann nicht getroffen werden, da die Rolle
des nukleophil angreifenden Wassermoleküls in der Simulation nicht berücksichtigt
wurde. Die Untersuchungen von Cavalli und Carloni decken diese Ergebnisse. Der
Abstand der Sauerstoffatome O2γ und O2β zum Magnesiumion bleibt im protonier-
ten Zustand unverändert, jedoch vergrößert sich aufgrund des Bindungsbruchs der
Abstand zwischen den beiden Phosphoratomen Pγ und Pβ von 3,26 Å auf 3,44 Å. Die
fast perfekt ekliptische Struktur von γ- und β-Phosphat wird im protonierten Fall
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Tabelle 10.3: Berechnete strukturelle Details des Triphosphats gebunden an Ras und
Ras·RasGAP. Die Atomnamen sind in Abb. 9.2 definiert. Die Werte sind doppelte Mit-
telwerte über die QM/MM-Trajektorien. Die Abstände sind in Å, die Winkel und Dieder-
winkel in ° angegeben. Das Hinzufügen von GAP zeigt Änderungen bei einigen markanten
Parametern. Die meisten Werte sind identisch, jedoch wird die Bindung zwischen Pγ und
O3β geschwächt und dadurch wächst der Abstand zwischen Pγ und Pβ. K16Ras nähert sich
dem β-Phosphat und der Diederwinkel O2γ-Pγ-Pβ-O2β ist nahezu perfekt ekliptisch.

Abstand (Å) Pγ-O1γ Pγ-O2γ Pγ-O3γ

prot. β-Phosphat 1,49 ± 0,02 1,53 ± 0,03 1,50 ± 0,02
Ras·RasGAP 1,51 ± 0,02 1,54 ± 0,03 1,50 ± 0,02
Abstand (Å) Pγ-O3β Pβ-O1β O1β-H1β

prot. β-Phosphat 2,06 ± 0,18 1,62 ± 0,05 1,02 ± 0,03
Ras·RasGAP 1,83 ± 0,09 1,51 ± 0,04 —
Abstand (Å) Pβ-O2β Pβ-O3β Pβ-O3α

prot. β-Phosphat 1,52 ± 0,04 1,57 ± 0,05 1,59 ± 0,07
Ras·RasGAP 1,53 ± 0,03 1,62 ± 0,04 1,64 ± 0,05
Abstand (Å) Pα-O1α Pα-O2α Pα-O3α

prot. β-Phosphat 1,49 ± 0,03 1,50 ± 0,04 1,73 ± 0,11
Ras·RasGAP 1,49 ± 0,02 1,50 ± 0,02 1,68 ± 0,05
Abstand (Å) Pα-O5’ O5’-C5’ O2γ-O2β

prot. β-Phosphat 1,70 ± 0,05 1,48 ± 0,04 3,48 ± 0,19
Ras·RasGAP 1,70 ± 0,05 1,46 ± 0,03 3,51 ± 0,19
Abstand (Å) Pγ-Pβ O2γ-Mg2+ O2β-Mg2+

prot. β-Phosphat 3,44 ± 0,18 1,91 ± 0,05 1,93 ± 0,06
Ras·RasGAP 3,26 ± 0,10 1,91 ± 0,04 1,97 ± 0,08
Abstand (Å) O1γ-H3ζ

K16 O1β-H1ζ
K16* O3γ-Hη12

R789

prot. β-Phosphat 1,98 ± 0,13 1,69 ± 0,09 1,77 ± 0,12
Ras·RasGAP 1,64 ± 0,09 1,72 ± 0,10 1,74 ± 0,10
Winkel (°) ∠ Pγ-O3β-Pβ ∠ O3β-Pβ-O3α ∠ Pβ-O3α-Pα

prot. β-Phosphat 143,9 ± 9,0 108,6 ± 6,3 129,2 ± 4,2
Ras·RasGAP 143,3 ± 8,2 105,5 ± 5,8 125,3 ± 3,8
Winkel (°) ∠ O3α-Pα-O5’ ∠ Pα-O5’-C5’ ∠ O1γ-Pγ-O3β

prot. β-Phosphat 94,9 ± 3,5 115,4 ± 2,7 101,9 ± 4,4
Ras·RasGAP 96,1 ± 2,9 117,6 ± 3,9 106,7 ± 4,2
Winkel (°) ∠ O2γ-Pγ-O3β ∠ O3γ-Pγ-O3β

prot. β-Phosphat 97,7 ± 5,8 99,9 ± 5,6
Ras·RasGAP 101,9 ± 4,3 100,9 ± 3,8
Torsion (°) O2γ-Pγ-O3β-Pβ O2γ-Pγ-Pβ-O2β

prot. β-Phosphat -34,9 ± 12,5 -8,3 ± 3,7
Ras·RasGAP -58,6 ± 11,6 0,6 ± 3,9

ein wenig gelöst, was ebenfalls auf das Bilden des Metaphosphats zurückzuführen
ist.

Der Bindungsbruch und der damit verbundene wichtige Schritt der Hydrolyse
wird in der freien QM/MM-Simulation ohne äußere Einwirkungen beobachtet. Einzig
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Tabelle 10.4: ESP-Ladungen des β-protonierten Triphosphats und Vergleichswerte im un-
protonierten Ras·RasGAP-Komplex, bestimmt aus der doppelten Mittelung der QM/MM-
Trajektorien. Die Atomnamen sind in Abb. 9.2 definiert. Alle Partialladungen sind in Ein-
heiten der Elementarladung e0 gegeben. Die Reihen entsprechen dem γ-, β-, α-Phosphat
und der Methylgruppe. Die letzte Spalte gibt die Gesamtladung der jeweiligen Gruppe
an. Die mittlere Abweichung der Werte aus der protonierten β-Phosphatrechnung beträgt
0.06 e0.

Pγ O1γ O2γ O3γ

∑
γ

prot. β +1,66 -0,82 -1,11 -0,87 -1,13
RasGAP +1,52 -0,92 -1,08 -0,87 -1,35

Pβ O1β H1β O2β O3β O3α

∑
β

prot. β +1,08 -0,66 +0,52 -0,96 -0,93 -0,24 -1,18
RasGAP +1,04 -0,82 -0,96 -0,88 -0,27 -1,89

Pα O1α O2α O5’
∑

α

prot. β +1,21 -0,68 -0,74 -0,69 -0,89
RasGAP +1,24 -0,72 -0,77 -0,73 -0,98

C5’ H5’ H5” C4’
∑

Methyl

prot. β +0,04 +0,07 +0,08 +0,02 +0,21
RasGAP +0,09 +0,05 +0,07 +0,01 +0,22

die Protonierung des β-Phosphats führt zum Bruch der Pγ-O3β-Bindung und des
Bildung eines Metaphosphats. Der nukleophile Angriff des Wassermoleküls ist nicht
berücksichtigt.

In Tabelle 10.4 sind die ESP-Ladungen aus den QM/MM-Trajektorien des proto-
nierten und unprotonierten Triphosphats zusammengefasst. Durch die Protonierung
hat sich die Gesamtladung des Triphosphats von -4 e0 auf -3 e0 erhöht. Das Metaphos-
phat PO3

-, welches sich aus dem γ-Phosphat gebildet hat, hat eine Gesamtladung
von -1,13 e0 und damit fast die Ladung von -1 e0 erreicht, die das Monophosphat
H2PO4

- nach dem Pi-Release, d. h. der Abgabe des Monophosphats aus der Binde-
nische des Ras·RasGAP-Komplexes, hat.

10.4 Diskussion

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Protonierung des β-Phosphats eine
plausible Erklärung für das Auftreten einer zweiten νa(PO2)β-Bande bei 1140 cm-1

ist, die bei Allin et al. [Allin et al., 2001] experimentell beobachtet wurde. Im Expe-
riment treten zwei Zustände des Ras·RasGAP-Komplexes parallel auf: ein unproto-
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Abbildung 10.6: Berechneter Einfluss des am β-Phosphat protonierten GTP im
Ras·RasGAP-Komplex auf den Reaktionspfad als Erweiterung von Abb. 9.14. Links sind
die Definitionen der Reaktionskoordinate R1 als Abstand zwischen Pγ und O3β und R2 als
Abstand zwischen Pγ und dem nukleophil angreifenden Wassermolekül dargestellt. Rechts
ist zu erkennen, dass die Protonierung (3) die Reaktionskoordinate R1 vom Eduktzustand
(ES) wesentlich stärker in Richtung des Produktzustandes (PS) schiebt als im Ras·RasGAP-
Komplex (2) oder in Ras ohne RasGAP (1). Die Änderung von R2 ist in den Betrachtungen
nicht berücksichtigt.

niertes β-Phosphat mit einer νa(PO2)β-Bande bei 1217 cm-1 und ein protoniertes β-
Phosphat mit einer νa(PO2)β-Bande bei 1140 cm-1. In den QM/MM-Simulationen
wird die νa(PO2)β-Bande im unprotonierten Fall bei 1188 cm-1, die νa(PO2)β-Bande
im protonierten Fall bei 1125 cm-1 identifiziert. Die theoretisch bestimmte Banden-
verschiebung von 63 cm-1 ist größer als die Rechengenauigkeit und daher signifikant.
Aus den QM/MM-Simulationen geht hervor, dass die Protonierung nicht unwahr-
scheinlich ist, da im Ras·RasGAP-Komplex das K16Ras näher an das β-Phosphat
heranrückt als im Ras-Protein ohne RasGAP. Sowohl Cavalli und Carloni [Cavalli
und Carloni, 2002] als auch Futatsugi [Futatsugi et al., 1999] bestätigen diese Beob-
achtung. Sobald das β-Phosphat protoniert ist, wird die Bindung zwischen Pγ und
O3β gebrochen und das γ-Phosphat wird abgespalten. Auch dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Cavalli und Carloni. Anschaulich ist dies in Abb. 10.6 in Analogie
zu Abb. 9.14 und zu Klähn [Klähn et al., 2006] dargestellt. Der Abstand zwischen
Pγ und O3β als erste Reaktionskoordinate R1 wächst durch die Protonierung wei-
ter an und rückt den Grundzustand stark in Richtung eines Übergangszustands.
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Inwiefern das nukleophil angreifende Wasser in die Reaktion eingreift, kann nicht
analysiert werden, da das EGO/CPMD-Programmpaket keine Möglichkeit bietet,
den vollständigen Reaktionspfad zu untersuchen.

Obwohl die zweite νa(PO2)β-Bande zurzeit experimentell hinterfragt wird [Köt-
ting et al., 2008], kann die vorgestellte Analyse eines am β-Phosphat protonierten
GTP die bisher veröffentlichen Daten reproduzieren und eine Erklärung für das
Auftreten der zwei νa(PO2)β-Banden liefern. Zudem decken sich die Ergebnisse mit
theoretischen Untersuchungen anderer Gruppen. Ob die Protonierung tatsächlich
auftritt und wie dies die Hydrolysereaktion beeinflusst, können nur weitere theoreti-
sche und experimentelle Untersuchungen zeigen.
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11 Folgeintermediat GDP·Pi

Die Untersuchung des Grundzustandes des Ras·RasGAP·GTP-Komplexes in Kapi-
tel 9 hat gezeigt, dass GAP den Grundzustand des GTP durch Desolvatisierung der
Bindenische in Richtung eines nicht näher spezifizierten Übergangszustands bringt,
sodass die Hydrolysereaktion schneller ablaufen kann. In diesem Kapitel wird der
Folgeintermediatskomplex Ras·RasGAP·GDP·Pi nach der vollständigen Abspaltung
des γ-Phosphats und der Bildung eines Monophosphats H2PO4

- analysiert.
Experimentell wird folgende Reaktion bei der GTP-Hydrolyse beobachtet [Allin

et al., 2001; Kötting et al., 2006, 2007]

Rasoff·RasGAP·GTP → Rason·RasGAP·GTP 


Rason·RasGAP·GDP·Pi → Rasoff·RasGAP·GDP + Pi .

In Kapitel 9 wurde die Vorbereitung auf den ersten Reaktionsschritt mithilfe von
QM/MM-Simulationen untersucht. Beim Substrat GTP hat sich das γ-Phosphat
vollständig abgespalten und das nukleophil angreifende Wassermolekül ist kovalent
am Monophosphat gebunden, sodass sich H2PO4

- gebildet hat. In diesem Zustand
kann sich sowohl aus dem GDP·Pi wieder ein GTP unter Abspaltung eines Wasser-
moleküls bilden als auch der Pi-Release kann eingeleitet werden. Im Rahmen des Pi-
Release muss sich RasGAP vom Ras-Protein lösen und Ras muss vom aktiven in
den inaktiven Zustand übergehen.

In den QM/MM-Simulationen werden unter spektraler Kontrolle analog zu den
Kapiteln 9 und 10 die strukturellen Eigenschaften und Ladungsverteilungen des
gebundenen Substrats GDP·Pi bestimmt und diskutiert. Des Weiteren werden die
Kopplungseigenschaften des GDP mit dem Monophosphat durch Isotopenmarkie-
rung des β- und Monophosphats untersucht und mit experimentellen Daten vergli-
chen. Als Referenz für die berechneten IR-Spektren dienen die tr-FTIR-Daten von
Allin et al. [Allin et al., 2001] und Kötting et al. [Kötting et al., 2006, 2007].



11.1 Modellierung des GDP·Pi-Intermediatszustands 112

Abbildung 11.1: Startstruktur
des Ras·RasGAP·GDP·Pi-Kom-
plexes, modelliert aus dem
Übergangsstrukturanalogon
Ras·RasGAP·GDP·AlF3. Der
Abstand zwischen dem β- und
Monophosphat beträgt 4,0 Å.

11.1 Modellierung des

GDP·Pi-Intermediatszustands

Analog zu Abschnitt 10.2 beim protonierten β-Phosphat des GTP müssen zunächst
das GDP und das Monophosphat H2PO4

- parametrisiert werden. Hierfür wurde aus
der Startstruktur des Ras·RasGAP·GTP-Komplexes beim Substrat GTP das end-
ständige γ-Phosphat abgespalten und ein Monophosphat generiert. Das nukleophil
angreifende Wassermolekül wurde aus der Struktur entfernt. Der Abstand zwischen
β-Phosphat und dem Monophosphat beträgt 4,0 Å (siehe Abb. 11.1).

Um eine freie MD-Simulation des Ras·RasGAP·GDP·Pi-Komplexes durchführen
zu können, werden die Partialladungen für das GDP und das Monophosphat Pi

benötigt. Hierzu wird die Startstruktur energieminimiert, aufgeheizt und für 70 ps
äquilibriert. Eine kurze MD-Simulation von 80 ps Länge wird daran angeschlossen.
Nach 18 ps, 44 ps, 70 ps und 80 ps werden QM/MM-Simulationen von einer Dauer
von 125 fs bei einer Zeitschrittweite von 0,25 fs durchgeführt, um aus der doppelten
Mittelung der vier Trajektorien die Partialladungen zu berechnen. Die neu parame-
trisierten Partialladungen sind in Tabelle 11.1 angegeben.

Die bindenden Wechselwirkungsparameter für das GDP wurden entsprechend der
GTP-Parametrisierung übernommen, die Parameter für das Monophosphat H2PO4

-

wurden aus den Untersuchungen von Klähn zu Monophosphaten in wässriger Lösung
entnommen [Klähn et al., 2004].
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Tabelle 11.1: Partialladungen für die MD-Simulationen von GDP und dem Monophos-
phat. Die Ladungen sind in der Elementarladung e0 angegeben.

Pi O1i O2i O3i H3i O4i H4i

+1,30 -0,97 -0,97 -0,72 +0,43 -0,72 +0,43
Pβ O1β O2β O3β O3α

+1,30 -0,87 -0,87 -0,87 -0,29
Pα O1α O2α O5’

+1,22 -0,77 -0,77 -0,71
C5’ H5’ H5” C4’

+0,10 +0,05 +0,05 +0,00

11.2 QM/MM-Simulationen des

Intermediatszustands

Mithilfe der neu bestimmten Partialladungen wurde der Ras·RasGAP·GDP·Pi-Kom-
plex klassisch simuliert. Nach der Äquilibrierungsphase von 500 ps wurde eine freie
MD-Simulation von 500 ps Länge durchgeführt. Nach 65 ps, 127 ps, 251 ps, 313 ps,
376 ps und 437 ps wurden QM/MM-Simulationen an die Schnappschüsse angeschlos-
sen, um die IR-Spektren, die strukturellen Details, die Ladungsverteilung zu be-
stimmen. Eine Überlagerung der sechs Schnappschüsse ist in Abb. 11.2 links dar-
gestellt. Bei den QM/MM-Trajektorien wird abweichend zur Durchführung in den
vorherigen Kapiteln die Zeitschrittweite von 0,25 fs auf 0,1 fs verkleinert. Im Ge-
genzug wurde die Äquilibrierungsphase nach Umstellen vom klassischen Kraftfeld
auf die QM/MM-Simulation auf 1000 Zeitschritte verlängert. Der Produktionslauf
der QM/MM-Trajektorien beträgt ebenfalls 1000 Zeitschritte. Die Veränderung der
QM/MM-Simulationsparameter ist nötig, um zum einen die Dynamik der Protonen
des Monophosphats besser beschreiben und zum anderen das Verhalten des GDP·Pi

genauer reproduzieren zu können.
In Abb. 11.2 rechts ist ein Schnappschuss nach einer QM/MM-Trajektorie des

Ras·RasGAP·GDP·Pi-Komplexes der Röntgenstruktur des Übergangsstrukturana-
logons Ras·RasGAP·GDP·AlF3 (1WQ1) und der Rab11·GDP·Pi-Röntgenstruktur
(PDB-ID: 1OIX) [Pasqualato und Cherfils, 2005] auf das Substrat GDP überlagert.
Sowohl die Position des Monophosphats bzw. des Aluminiumfluorids als auch des
Magnesiumions in der Bindenische ist sehr ähnlich. Die QM/MM-Simulationen lie-
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Abbildung 11.2: (a) Überlagerung der sechs Schnappschüsse aus der freien MD-Si-
mulation des Ras·RasGAP·GDP·Pi-Komplexes nach 65 ps, 127 ps, 251 ps, 313 ps, 376 ps
und 437 ps. (b) Vergleich eines Schnappschusses nach einer QM/MM-Trajektorie des
Ras·RasGAP·GDP·Pi-Komplexes (blau) mit der Röntgenstruktur des Übergangsstruktur-
analogons Ras·RasGAP·GDP·AlF3 (grün, 1WQ1) und der Rab11·GDP·Pi-Struktur (rot,
1OIX) [Pasqualato und Cherfils, 2005]. Die Strukturen wurden auf das Substrat GDP
überlagert. Die Position des Monophosphats bzw. des Aluminiumfluorids und des Magne-
siumions stimmen in allen drei Strukturen sehr gut überein.

fern also keine artifizielle Struktur, die weit entfernt von experimentellen Zuständen
ist.

Die Endstrukturen der QM/MM-Trajektorien wurden nach dem Protokoll aus
Kapitel 7 energieminimiert, um anschließend die Hesse-Matrix zu berechnen. Die
Eigenwerte und -moden des Mono- und Diphosphats wurden durch die Analyse
der massengewichteten Normalmoden gewonnen. Die Hesse-Matrizen der einzelnen
Schnappschüsse dienen auch als Basis für die Untersuchung der Isotopenmarkierung
von Mono- und β-Phosphat.

In Abb. 11.3 ist das berechnete IR-Spektrum des Ras·RasGAP·GDP·Pi-Komple-
xes dargestellt. Die Bandenpositionen und -breiten mit der zugehörigen Intensität
sind in Tabelle 11.2 verzeichnet. Im Vergleich dazu sind die experimentellen tr-FTIR-
Spektren des in der Bindenische gebundenen Pi und des gelösten Monophosphats
inklusive des GDP nach dem Pi-Release angegeben [Allin et al., 2001]. Die ex-
perimentellen asymmetrischen GDP-Banden im Intermediatszustand GDP·Pi sind
nicht angegeben. Die νa/s(H2PO4

-)-Banden sind die asymmetrischen und symme-
trischen PO2-Streckschwingungen der nichtprotonierten Sauerstoffatome des Mono-
phosphats.



11.2 QM/MM-Simulationen des Intermediatszustands 115

900

1000

1100

1200

1300

k/cm-1

berechnet
GDP·Pi

1249

1197

1154

1060

960

1028

νa(PO2)α

νa(PO3)β

νs(PO3)β

νs(PO2)α
νs(H2PO4

-)

νa(H2PO4
-)

RasGAP

Ras
αβPi

1230

1191

1116

1138

1078

992

exp. FTIR
Pi

exp. FTIR
GDP + Pi

νa(PO3)β

RasGAP

Ras
αβPi

1104

νa(PO2)α

νa(PO3)β

νs(H2PO4
-)

νa(H2PO4
-)

νa(PO3)β

RasGAP

Ras
αβPi

1059

Abbildung 11.3: Darstellung des berechneten IR-Spektrums des Ras·RasGAP·GDP·Pi-
Komplexes (links) und Vergleich mit den experimentellen tr-FTIR-Spektren des Monophos-
phats gebunden in Ras·RasGAP (Mitte) und nach dem Pi-Release mit den Eigenmoden
des GDP (rechts) [Allin et al., 2001].

Tabelle 11.2: Lage ν der Mode in cm-1, Intensität in beliebigen Einheiten und die Stan-
dardabweichung σ in cm-1 der berechneten Banden des Ras·RasGAP·GDP·Pi-Komplexes
mit protoniertem β-Phosphat.

Mode ν/cm-1 Intensität σ/cm-1

νa(PO2)α 1249 64 20,4
νa(H2PO4

-) 1197 59 3,1
νa(PO3)β 1154 78 199
νs(PO2)α 1060 40 11,2
νs(H2PO4

-) 1059 100 25,4
νa(PO3)β 1028 42 28,9
νs(PO3)β 960 58 11,1

Grundsätzlich lässt sich festhalten, dass die PO2-Streckschwingungen des gebunde-
nen Monophosphats den gemessenen Banden im Rahmen der Rechengenauigkeit ent-
sprechen. Die Abweichung der symmetrischen Streckschwingung ν(H2PO4

-) ist wahr-
scheinlich auf die unterschiedliche Wechselwirkung mit der Umgebung im Vergleich
zum Experiment zurückzuführen. Die Lage der Eigenmoden des Diphosphats sind



11.2 QM/MM-Simulationen des Intermediatszustands 116

Pi

O

18O

H18O 18OH Pi

18O

18O

HO 18OH

Pi

O

O

HO OH Pβ

O

O

O GMP18O Pi

O

O

HO OH Pβ

18O

18O

18O GMP18O

(a) γ18O3

(c) β18O1 (d) β18O4

(b) γ18O3

Abbildung 11.4: Erläuterung zu den untersuchten Isotopenmarkierungen von β- und
Monophosphat. (a) und (b) zeigen die beiden Markierungen des Monophosphats (γ18O3).
Ein Sauerstoffatom bleibt unmarkiert, da dieses im Experiment zum kovalent gebundenen
Wassermolekül gehört, welches nicht markiert wurde. (c) zeigt ein einfach markiertes β-
Phosphat, bei dem eines der drei nicht-verbrückenden Sauerstoffatome isotopenmarkiert
wurde (β18O1). (d) repräsentiert vierfach markiertes β-Phosphat (β18O4). Die zugehörigen
Bandenverschiebungen sind in Tabelle 11.3 dargestellt. In rot sind die Atome markiert, die
an der νa/sPO2-Streckschwingung hauptsächlich beteiligt sind.

vergleichbar mit der Lage der Banden im tr-FTIR-Spektrum im Ras·RasGAP·GDP-
Komplex nach dem Pi-Release.

Bei der experimentellen Untersuchung des Einflusses der Isotopenmarkierung der
Phosphate konnte Kötting eine Kopplung der Schwingungen zwischen β- und ab-
gespaltenem Monophosphat nachweisen [Kötting et al., 2006]. Eine Isotopenmarkie-
rung des β-Phosphats führt zu einer Rotverschiebung der Streckschwingungen des
Monophosphats. Diese Beobachtung kann durch Isotopenmarkierung in der massen-
gewichteten Hesse-Matrix bestätigt werden. Analog zu den Experimenten wurden
die Sauerstoffatome mit einer Masse von 16 a. u. der Phosphate durch 18O-Sauer-
stoffatome mit einer Masse von 18 a. u. ersetzt. Die im Experiment verwendeten
Isotopenmarkierungen von β- und Monophosphat sind in Abb. 11.4 dargestellt.

In Tabelle 11.3 werden die experimentell bestimmten Verschiebungen der
νa/s(PO2)-Streckschwingungen des Monophosphats [Kötting et al., 2006] mit den
berechneten Bandenverschiebungen verglichen. Die ersten beiden Spalten zeigen
die relativen Verschiebungen der νa(PO2)-Streckschwingung durch die beiden un-
terschiedlichen Markierungen des Monophosphats. Die Änderung der Bandenlagen
kann durch die berechnete Isotopenmarkierung wiedergegeben werden. In der drit-
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Tabelle 11.3: Verschiebung der νa(PO2)-Streckschwingung (erste und zweite Spalte) und
der νs(PO2)-Streckschwingung (dritte bis fünfte Spalte) des Monophosphats durch Isoto-
penmarkierung. Die Bezeichnung der unterschiedlichen Markierungen sind in Abb. 11.4
dargestellt. Sowohl die experimentell beobachtete Verschiebung durch die Isotopenmarkie-
rung des Monophosphats in den ersten beiden Spalten als auch die Verschiebung durch die
Markierung des β-Phosphats kann durch die theoretisch durchgeführten Isotopenmarkie-
rungen reproduziert werden.

(a) γ18O3 (b) γ18O3 (c) β18O1 (d) β18O4 (a/b) γ18O3

∆νexp 16 cm-1 32 cm-1 5 cm-1 12 cm-1 20 cm-1

∆νtheo 14 cm-1 28 cm-1 2 cm-1 7 cm-1 23 cm-1

ten bis fünften Spalte wird dargestellt, dass die Relativverschiebungen der νs(PO2)-
Streckschwingung aus Experiment und Theorie ebenfalls vergleichbar sind.

Obwohl keine kovalente Bindung zwischen β- und Monophosphat besteht, sind
die Schwingungen beider Phosphate miteinander gekoppelt. Durch die Isotopen-
markierung der Sauerstoffatome des β-Phosphats verschieben die νa/s(PO2)-Streck-
schwingungen des Monophosphat zu kleineren Wellenzahlen. Eine Markierung des γ-
Phosphats führt zu zwei unterschiedlich starken Verschiebungen der νa(PO2)-Streck-
schwingung des Monophosphats. Die experimentelle Beobachtung kann durch die
Untersuchung der isotopenmarkierten IR-Spektren reproduziert werden. Da experi-
mentell vor der Hydrolyse das Triphosphat markiert wird und während der Hydroly-
sereaktion ein unmarkiertes Wassermolekül am γ-Phosphat bindet, sind beim abge-
spaltenen Monophosphat nur drei der vier Sauerstoffatome isotopenmarkiert. Falls
die beiden protonierten Sauerstoffatome und ein nicht-protoniertes Sauerstoffatom
isotopenmarkiert sind, verschiebt die Streckschwingung um 16 cm-1 im Experiment
bzw. um 14 cm-1 aus den Hesse-Matrizen. Sind beide nicht-protonierten Sauerstoff-
atome und nur ein protoniertes Sauerstoffatom isotopenmarkiert, verschiebt sich die
Bande um 32 cm-1 im Experiment bzw. 28 cm-1 anhand der theoretischen Daten.

Wird das β-Phosphat isotopenmarkiert, tritt experimentell und in den Rechnun-
gen eine Rotverschiebung der νs(PO2)-Streckschwingung auf. Ist nur ein Sauerstoff-
atom des β-Phosphats isotopenmarkiert, verschiebt die Bande im Experiment um
5 cm-1 bzw. in der massengewichteten Hesse-Matrix um 2 cm-1. Die etwas kleineren
Verschiebungen der Streckschwingungen des Monophosphats können damit erklärt
werden, dass der Abstand von Mono- und β-Phosphat im Experiment kleiner ist
als in den QM/MM-Simulationen und dadurch die Kopplung schwächer ist. Sind al-
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Abbildung 11.5: Übersicht über die Atom-
bezeichnungen von GDP·Pi, gebunden im
Ras·RasGAP-Komplex. Die Struktur ent-
spricht der energieminimierten Struktur des
QM/MM-Schnappschusses nach 165 ps.

le Sauerstoffatome des β-Phosphats markiert, wächst die Verschiebung auf 12 cm-1

bzw. 7 cm-1 an. Eine Änderung des Schwingungsverhaltens des β-Phosphats hat also
sowohl experimentell als auch theoretisch einen direkten Einfluss auf die Bandenla-
ge des Monophosphats. Die schwingenden Atome des β-Phosphats induzierten im
Monophosphat ein Dipolmoment und umgekehrt, sodass die Schwingungen der Phos-
phate korrelieren. Kötting hat eine nachgewiesen, dass die Stärke der Kopplung etwa
mit dem reziproken kubischen Abstand zwischen den Phosphaten abnimmt [Kötting
et al., 2006], wie es aus der Nahfeldnäherung beim Hertzschen Dipol in der Elektro-
dynamik folgt.

11.3 Struktur und Ladungsverteilung von GDP·Pi

Da das berechnete IR-Spektrum und die Folgen der Isotopenmarkierung vergleichbar
ist, werden in diesem Abschnitt die strukturellen Details und die Ladungsverteilung
des GDP·Pi analysiert und mit der Struktur sowie den Partialladungen des GTP im
Grundzustand in Beziehung gesetzt. In Tabelle 11.4 sind die Strukturdetails aus der
doppelten Mittelung der sechs QM/MM-Trajektorien aufgelistet; die Atombezeich-
nungen sind in Abb. 11.5 definiert.

Die Abstände der nicht-verbrückenden bzw. nicht-protonierten Sauerstoffatome
zu den Phosphoratomen sind bei GDP·Pi und dem GTP sehr ähnlich. Der Abstand
zwischen dem β-Phosphoratom und dem Phosphoratom des Monophosphats beträgt
4,38Å und ist im Vergleich zum GTP vor der Hydrolyse von 3,26Å um 1,12 Å
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Tabelle 11.4: Berechnete strukturelle Details des Intermediatszustands mit Mono- und
Diphosphat gebunden an Ras·RasGAP im Vergleich zum Triphosphat im Grundzustand.
Die Atomnamen vom Mono- und Diphosphat sind in Abb. 11.5 definiert. Die Werte sind
doppelte Mittelwerte über sechs QM/MM-Trajektorien. Die Abstände sind in Å, die Winkel
und Diederwinkel in ° angegeben.

Abstand (Å) Pi-O1i Pi-O2i Pi-O3i
GDP·Pi 1,51 ± 0,03 1,52 ± 0,04 1,66 ± 0,07
GTP 1,51 ± 0,02 1,54 ± 0,03 1,50 ± 0,02
Abstand (Å) Pi-O4i O3i-H3i O4i-H4i
GDP·Pi 1,62 ± 0,04 1,00 ± 0,02 1,10 ± 0,08
GTP — — —
Abstand (Å) Pβ-O1β Pβ-O2β Pβ-O3β

GDP·Pi 1,52 ± 0,03 1,55 ± 0,04 1,56 ± 0,04
GTP 1,51 ± 0,04 1,53 ± 0,03 1,62 ± 0,04
Abstand (Å) Pβ-O3α Pα-O1α Pα-O2α

GDP·Pi 1,67 ± 0,06 1,50 ± 0,03 1,50 ± 0,03
GTP 1,64 ± 0,05 1,49 ± 0,02 1,50 ± 0,02
Abstand (Å) Pα-O3α Pα-O5’ O5’-C5’
GDP·Pi 1,65 ± 0,05 1,75 ± 0,05 1,45 ± 0,04
GTP 1,68 ± 0,05 1,70 ± 0,05 1,46 ± 0,03
Abstand (Å) O2i-O2β H4i-O3β Pγ-Pβ

GDP·Pi 3,77 ± 0,16 1,51 ± 0,14 4,34 ± 0,09
GTP 3,51 ± 0,19 — 3,26 ± 0,10
Abstand (Å) O2i-Mg2+ O2β-Mg2+ O3β-Mg2+

GDP·Pi 2,08 ± 0,14 1,93 ± 0,08 2,64 ± 0,19
GTP 1,91 ± 0,04 1,97 ± 0,08 2,46 ± 0,34
Abstand (Å) O1i-H3ζ

K16 O1β-H1ζ
K16 O4i-Hη12

R789

GDP·Pi 1,96 ± 0,09 2,03 ± 0,12 2,37 ± 0,15
GTP 1,64 ± 0,09 1,72 ± 0,10 1,74 ± 0,10
Winkel (°) ∠ O3β-Pβ-O3α ∠ Pβ-O3α-Pα ∠ O3α-Pα-O5’
GDP·Pi 103,9 ± 4,5 125,0 ± 3,8 96,4 ± 3,6
GTP 105,5 ± 5,8 125,3 ± 3,8 96,1 ± 2,9
Winkel (°) ∠ Pα-O5’-C5’ ∠ O1i-Pγ-O2i ∠ O1i-Pγ-O3i
GDP·Pi 115,6 ± 3,4 116,8 ± 5,2 110,8 ± 4,9
GTP 117,6 ± 3,9 106,7 ± 4,2 106,7 ± 4,2
Winkel/Torsion (°) ∠ O1i-Pγ-O4i O2γ-Pγ-O3β-Pβ

GDP·Pi 109,6 ± 4,1 -32,0 ± 7,6
GTP 101,9 ± 4,3 0,6 ± 3,9

angewachsen. Die stark ekliptische Konformation von γ- und β-Phosphat ist nach
der Hydrolyse aufgelöst.

Die aus den QM/MM-Trajektorien ermittelten Partialladungen der einzelnen Ato-
me des Mono- und Diphosphats sind in Tabelle 11.5 zusammengefasst. Im Vergleich
dazu sind die Partialladungen des Triphosphats, gebunden im Ras·RasGAP-Kom-
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Tabelle 11.5: ESP-Ladungen des Mono- und des Diphosphats, gebunden im Ras·RasGAP-
Komplex, und Vergleichswerte des Triphosphats, bestimmt aus der doppelten Mittelung der
QM/MM-Trajektorien. Die Atomnamen sind in Abb. 11.5 definiert. Alle Partialladungen
sind in Einheiten der Elementarladung e0 gegeben. Die Reihen entsprechen dem Mono-, β-,
α-Phosphat und der Methylgruppe. Die letzte Spalte gibt die Gesamtladung der jeweiligen
Gruppe an. Die mittlere Abweichung der Werte aus der GDP·Pi-Rechnung beträgt 0.05 e0.

Pi O1i O2i O3i H3i O4i H4i
∑

Pi
GDP·Pi +1,41 -0,95 -1,05 -0,56 +0,37 -0,88 +0,51 -1,15
GTP +1,52 -0,92 -1,08 -0,87 -1,35

Pβ O1β O2β O3β O3α

∑
β

GDP·Pi +0,85 -0,78 -0,97 -0,87 -0,25 -2,02
GTP +1,04 -0,82 -0,96 -0,88 -0,27 -1,89

Pα O1α O2α O5’
∑

α

GDP·Pi +1,20 -0,71 -0,76 -0,74 -1,01
GTP +1,24 -0,72 -0,77 -0,73 -0,98

C5’ H5’ H5” C4’
∑

Methyl
GDP·Pi +0,07 +0,05 +0,08 -0,02 +0,18
GTP +0,09 +0,05 +0,07 +0,01 +0,22

plex, im Grundzustand angegeben. Speziell beim β- und γ-Phosphat sind leichte
Änderungen zu erkennen, die zusätzlich zur Bindung des nukleophil angreifenden
Wassermoleküls auftreten. Die Polarität der Bindungen zwischen dem Phosphora-
tom und den Sauerstoffatomen wächst weiter an. Insgesamt hat das in der Bindeta-
sche gebundene Monophosphat fast die Ladung von -1 e0. Auch das Diphosphat hat
mit einer Gesamtladung von -2,85 e0 fast den Produktzustand mit einer Ladung von
-3 e0 erreicht.

Deutlich wird dies durch den Vergleich der Elektronenverschiebungen innerhalb
des Substrats in Tabelle 11.6. Die Verschiebung der Elektronen vom γ- zum β-Phos-
phat nach dem Bindungsbruch zwischen Pγ und O3β und der kovalenten Bindung
des Wassermoleküls im Ras·RasGAP-Komplex ist mit 0,45 e0 deutlich stärker als
vor der Hydrolyse mit 0,25 e0. Der katalytische Elektronentransport, der durch die
Desolvatisierung der Bindetasche durch RasGAP und den Argininfinger hervorge-
rufen wird, ist also fast abgeschlossen. Die Partialladung von -0,14 e0, welche die
Ladung des Monophosphats H2PO4

- zu negativ wirken lässt, ist durch die Bindung
des Monophosphats in der Nische des Ras·RasGAP-Komplexes zu erklären. Im nicht-
gebundenen Zustand nach dem Pi-Release wird die Ladung des Monophosphats auf
-1 e0 anwachsen.
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Tabelle 11.6: Die Gesamtladungen der Mono-, γ-, β-, α-Phosphate und der Methylgruppe
sind in der Einheit der Elementarladung e0 angegeben. Die Richtung der Elektronenver-
schiebung wird durch die Pfeile dargestellt. Die Stärke der Verschiebung wird durch die
Werte über den Pfeilen kenntlich gemacht. Die mittlere Abweichung beträgt 0.04 e0.

Pγ/i Pβ Pα Methyl
GTP in Wasser -1,60 -1,48 -1,02 +0,10
Ras -1,44 0,16−→ -1,89 0,25←− -0,90 0,13←− +0,23
Ras·RasGAP -1,35 0,25−→ -1,89 0,16←− -0,98 0,12←− +0,22
GDP·Pi -1,15 0,45−→ -2,02 0,08←− -1,01 0,08←− +0,18

11.4 Diskussion

Die Untersuchung des Intermediatszustands GDP·Pi zeigt, dass die katalytische Elek-
tronenverschiebung fast abgeschlossen ist. Das berechnete IR-Spektrum reproduziert
die experimentell bestimmten FTIR-Spektren vor und nach dem Verlassen des Mo-
nophosphats aus der Bindenische. Die Ladungsverteilung der einzelnen Phosphate
entspricht fast dem Produktzustand, bei dem das Monophosphat eine Ladung von
-1 e0 und das GDP eine Ladung von -3 e0 hat. Die Orientierung der Protonen am Mo-
nophosphat ändert sich während der MD-Simulation (vgl. Abb. 11.1 und 11.2 bzw.
11.5). In der stabilen Konformation wechselwirkt das Proton H3i mit dem Sauerstoff-
atom Oγ1

Q61 und das zweite Proton H4i mit dem Sauerstoffatom O3β
GDP, welches vor

der Hydrolyse kovalent mit Pγ verbunden ist. Während der QM/MM-Simulationen
bleibt diese Konformation erhalten.

Die untersuchte Isotopenmarkierung von Mono- und β-Phosphat kann die expe-
rimentell beobachteten Verschiebungen der νa/s(PO2)-Streckschwingungen wieder-
geben. Eine Markierung der Sauerstoffatome des β-Phosphats führt zu einer Rot-
verschiebung der Frequenzen beim Monophosphat. Die Schwingungen der beiden
Phosphate sind trotz der fehlenden kovalenten Bindung gekoppelt, da beide Phos-
phate wechselseitig Dipolmomente induzieren. Die Stärke der Kopplung ist reziprok
zum kubischen Abstand der beiden Phosphate.



Teil IV

Zusammenfassung
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Die Komplexierung von Ras·GTP mit GAP bringt den Grundzustand des
Substrats GTP näher an einen Übergangszustand. Der Argininfinger ist nur
indirekt an der Hydrolyse beteiligt. Der Ras·RasGAP-Komplex wirkt durch
Eliminierung von Wassermolekülen aus der Bindenische.

12 Schlussfolgerungen

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln die Ergebnisse der Untersuchung der
GAP-katalysierten GTP-Hydrolyse vorgestellt und diskutiert wurden, werden an
dieser Stelle die zentralen Schlussfolgerungen der Arbeit zusammengefasst.

Der Ras·RasGAP-Komplex bringt im Vergleich zu Ras·GTP den
Grundzustand des Substrats näher an einen nicht näher spezifizierten
Übergangszustand. QM/MM-Simulationen von in Wasser gelöstem GTP über
Ras·GTP hin zum Ras·RasGAP·GTP-Komplex haben gezeigt, dass im Grundzu-
stand der Bindungsbruch im Triphosphat zwischen Pγ und dem verbrückenden Sau-
erstoffatom O3β schrittweise vorbereitet wird. Die experimentellen tr-FTIR-Spektren
konnten mittels theoretischer IR-Spektroskopie - im Rahmen der Rechengenauigkeit
- reproduziert werden. Die strukturellen Details des Triphosphats weisen einige weni-
ge markante Änderungen auf, wenn GAP an Ras·GTP bindet: Die Bindung zwischen
Pγ und O3β wird verlängert, der Abstand zwischen Pγ und Pβ wächst und γ- und
β-Phosphat werden in eine starre, ekliptische Konformation gezwungen. Der Grund-
zustand wird also in Richtung eines nicht genau spezifizierten Übergangszustands
geschoben, womit die GTP-Hydrolyse vorbereitet wird.

Der Argininfinger ist nur indirekt an der Hydrolyse beteiligt. Die bis-
herige Vorstellung, dass der Argininfinger über seine positive Ladung mit dem Tri-
phosphat wechselwirkt und damit direkt die GTP-Hydrolyse beschleunigt, konnte
widerlegt werden. Wie in experimentellen Untersuchungen gezeigt wurde, ist der
Argininfinger für die katalytische Reaktion essentiell wichtig, jedoch ist der Ein-
fluss indirekt. Der Argininfinger führt Q61Ras und damit das nukleophil angreifende
Wassermolekül zielgerichtet an das γ-Phosphat heran, um die GTP-Hydrolyse zu
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initiieren. Die Analyse der Elektronenverschiebung und elektrischen Felder am Tri-
phosphat aus QM/MM-Simulationen zeigt, dass der Einfluss des Argininfingers auf
β- und γ-Phosphat vernachlässigbar ist. Die positive Ladung hat keine Wirkung auf
den katalytischen Elektronentransport von γ- zum β-Phosphat.

Der Ras·RasGAP-Komplex wirkt durch Eliminierung von Wassermo-
lekülen aus der Bindenische (Desolvatisierung). GAP und speziell der Ar-
gininfinger verdrängen die Wassermoleküle aus der Bindenische des Enzymsubstrat-
komplexes Ras·GTP. Dies resultiert in einer Verstärkung der elektrischen Felder
am Triphosphat und damit in einer Verschiebung der Elektronen vom γ- zum β-
Phosphat. Der Einfluss der umliegenden geladenen Gruppen, Mg2+ und K16Ras, auf
die Elektronenverschiebung ist in Ras·GTP und Ras·RasGAP·GTP vergleichbar, so-
dass keine resultierende Kraft auf die Elektronen am γ-Phosphat in Richtung des β-
Phosphats wirkt, wenn GAP an Ras bindet. Die Wassermoleküle in der Bindenische
induzieren bei Ras eine rückstellende Kraft auf die Elektronen am γ-Phosphat. GAP
entfernt diese Wassermoleküle aus der Bindetasche und die Elektronen fließen zum
β-Phosphat, sodass die Bindung zwischen Pγ und O3β geschwächt und damit die
Hydrolyse vorbereitet wird.

Eine hypothetische Protonierung des β-Phosphats kann den Bindungs-
bruch forcieren. Die untersuchte Protonierung des β-Phosphats und Deproto-
nierung von K16Ras erklärt die experimentell beobachtete Rotverschiebung der
νa(PO2)β-Bande von 1217 cm-1 nach 1140 cm-1. Die Protonierung führt zum Bruch
der Bindung zwischen Pγ und O3β und zur Bildung eines Metaphosphats PO3

- aus
dem γ-Phosphat.

Die Schwingungen von Mono- und β-Phosphat im Intermediatszustand
sind gekoppelt. Beim proteingebundenen GDP·Pi sind die PO2-Streckschwingung-
en des Monophosphats nicht unabhängig, sondern koppeln mit den Streckschwing-
ungen des β-Phosphats. Die Phosphate induzieren wechselseitig ein Dipolmoment,
das analog zum Hertzschen Dipol reziprok mit dem kubischen Abstand zwischen
den Phosphaten schwächer wird.

In Abbildung 12.1 sind die zentralen Schlussfolgerungen dieser Arbeit zusammen-
fassend dargestellt. Oben ist der Vergleich der Pγ-O3β-Bindungslänge von wasserge-
löstem GTP, Ras·GTP und dem Ras·RasGAP·GTP-Komplex gezeigt. Die Bindung
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wird schrittweise verlängert, sodass der Bindungsbruch schon im Grundzustand des
Proteinsubstatkomplexes vorbereitet wird. Zudem zwingt GAP β- und γ-Phosphat
in eine starre, ekliptische Konformation. In der Mitte ist der Einfluss der einzelnen
Gruppen des Proteinsubstatkomplexes auf die elektrischen Felder am Triphosphat
zu erkennen. Die Wirkung von Mg2+ (magenta) und K16Ras (cyan) sind in beiden
Systemen vergleichbar, der Argininfinger R789GAP (orange) hat eine vernachlässig-
bare Wirkung auf den Elektronentransport von γ- zum β-Phosphat. Entscheidend
ist die Änderung der Umgebung des Triphosphats, speziell die Verdrängung der Was-
sermoleküle aus der Bindenische. In Abb. 12.1 unten links ist zu erkennen, dass im
Ras·GTP-Komplex die Bindetasche mit Wassermolekülen gefüllt ist. Die Wassermo-
leküle induzieren eine rückstellende Kraft auf die Elektronen am γ-Phosphat. GAP
(Abb. 12.1 unten rechts) verdrängt die meisten Wassermoleküle aus der Nische bis
auf vier konservierte Wassermoleküle. Durch die Verdrängung der Wassermoleküle
fehlt die Rückstellkraft und die Elektronen können verstärkt vom γ- zum β-Phos-
phat fließen, um die Bindung zwischen Pγ und O3β zu schwächen und die Hydrolyse
zu beschleunigen.
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Abbildung 12.1: Zusammenfassende Darstellung der zentralen Schlussfolgerungen. Oben
ist der durch GAP forcierte Bindungsbruch zwischen Pγ und O3β und die starre, eklipti-
sche Konformation zu erkennen. In der Mitte sind die induzierten elektrischen Felder in
Ras (links) und Ras·RasGAP (rechts) und die damit verbundene resultierende Kraft auf
die Elektronen am γ-Phosphat in Richtung β-Phosphat dargestellt. Unten ist die offene
Bindenische bei Ras·GTP (links) und die verdeckte Bindenische im Ras·RasGAP·GTP-
Komplex (rechts) gezeigt. Die in dunkelblau dargestellten Wassermoleküle werden durch
GAP aus der Bindetasche verdrängt.
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13 Ausblick und Erweiterung der
Modellsysteme

Die Untersuchung des Ras·RasGAP-Komplexes hat gezeigt, dass die Verdrängung
der Wassermoleküle aus der Bindenische der katalytisch wichtige Schritt bei der
GTP-Hydrolysereaktion ist. Anhand weiterer Enzymsubstratkomplexe aus der Ras-
Superfamilie soll analysiert werden, wie diese Komplexe die GTP-Hydrolyse beein-
flussen. Rho·RhoGAP führt wie der Ras·RasGAP-Komplex einen Argininfinger in
die Bindetasche ein, Rap·RapGAP einen Asparagindaumen, beim Ran·RanGAP-
Komplex findet die Wechselwirkung ohne eine spezifische Aminosäure statt [Witting-
hofer, 2006]. Die Analyse dieser Komplexe kann detaillierten Aufschluss über den
prinzipiellen Vorgang der GTP-Hydrolyse geben. Speziell die Beobachtung, dass die
Verdrängung von Wassermolekülen aus der Bindenische entscheidend für die Elek-
tronenverschiebung ist und damit für die Schwächung der Bindung zwischen Pγ und
O3β sorgt, kann an den anderen Komplexen der Ras-Superfamilie überprüft werden.

Neben der Analyse einzelner Zustände der GTP-Hydrolyse wie dem Grundzustand
oder dem GDP·Pi-Intermediat ist eine detaillierte Untersuchung des kompletten Re-
aktionspfades von Interesse. Eine Kombination der theoretischen IR-Spektroskopie
mit der Berechnung von Energieprofilen kann ein tieferes Verständnis der Hydrolyse-
reaktion liefern. So kann möglicherweise die thermodynamische Frage geklärt werden,
ob die Verdrängung der Wassermoleküle aus der Bindenische zu einem Entropiege-
winn führt und damit die freie Energien und Aktivierungsbarrieren der Hydrolyse
zu erklären sind. Da diese Untersuchung weder mit dem GROMACS/CPMD- noch
mit dem EGO/CPMD-Programmpaket direkt durchgeführt werden können, werden
hierzu Programmerweiterungen benötigt, um die Reaktionspfade abzutasten.

Zurzeit wird der Wechsel der QM/MM-Simulationssoftware von EGO/CPMD auf
GROMACS/CPMD vorbereitet. Die MD-Software GROMACS hat im Vergleich zu
EGO den Vorteil, bei gleicher Rechenkapazität längere Trajektorien berechnen zu
können. Jedoch werden klassische Parameter für das GTP im GROMACS-Kraftfeld
benötigt. Die Reparametrisierung ist fast abgeschlossen, sodass in Kürze klassische
Langzeitsimulationen von GTP- bzw. ATP-bindenden Proteinen durchgeführt wer-
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den können. Die Kopplung des klassischen Teils mit QM-Simulationen soll über die
GROMACS/CPMD-Schnittstelle von Biswas und Gogonea [Biswas und Gogonea,
2005] realisiert werden. Erste Tests dieser Schnittstelle sind angelaufen. Ziel soll
es mit der Verwendung des GROMACS/CPMD-Programmpakets sein, längere MD-
Trajektorien zu berechnen, um den Phasenraum klassisch länger abtasten zu können.
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