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Kurzzusammenfassung

Das Ras-Enzym ist unter anderem der zentrale Schalter einer Wachstumssignaltrans-
duktionskaskade innerhalb von eukaryotischen Zellen, die zur Zellteilung fiihrt. In
der Zelle liegt das membrangebundene Protein Ras zunéchst 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 endstdndigen Phosphatgruppe des Triphosphats, geht
Ras innerhalb von rund 30 Minuten in die inaktive Form {iber, 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 10° auf etwa 50 ms. Die Beschleunigung der Hydrolyse wird haupt-
sichlich durch einen Argininfinger R789%AP hervorgerufen, der in die Bindenische
des Ras-Proteins eingefiihrt wird und mit dem Triphosphat wechselwirkt. Mutatio-
nen innerhalb des Ras-Proteins kénnen zu Stérungen der Hydrolyse fiihren, sodass
der Abschaltmechanismus von Ras gestort ist. Dies fithrt zu praktisch permanenter
Weiterleitung des Wachstumssignals und kann damit zu unkontrollierter Zellteilung,
d. h. Tumorbildung, fiihren.

Zwei Schritte miissen bei der Hydrolysereaktion ablaufen: der Bindungsbruch zwi-
schen dem endstdndigen y-Phosphat und dem mittleren -Phosphat des Triphos-
phats und der nukleophile Angriff eines Wassermolekiils, d. h. die Bildung einer
kovalenten Bindung, mit dem <y-Phosphat. In theoretischen und experimentellen
Untersuchungen von Ras-GTP mit und ohne GAP wurde ein Elektronentransport
vom Y- zum [(3-Phosphat beobachtet, der fiir den katalytischen Bindungsbruch statt-
finden muss. Zudem werden (3- und y-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 durchgefiihrt, 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, Verlangerung der Bin-
dung und die deutlich starker ausgepriagte 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 fiihrt, sondern indirekt iiber Desolvatisierung durch Verdrdngung
von Wassermolekiilen aus der Bindenische wirkt. Das daraus resultierende verstark-
te elektrische Feld katalysiert den Bindungsbruch. Das im Grundzustand analysierte
GTP wird in Richtung des Ubergangszustandes geschoben, sodass die Hydrolyse hin
zum Produktzustand schneller ablaufen kann.

Weitere QM /MM-Simulationen zeigen, dass eine hypothetische Protonierung des
[3-Phosphats unmittelbar zu einem Bruch der Bindung zwischen y- und (3-Phosphat
und der Bildung eines planaren Metaphosphats aus dem <y-Phosphat fithrt. Dies
konnte durch Protonierung des -Phosphats und gleichzeitiger Deprotonierung der
benachbarten Aminosiure K16%2 geschehen.

Die letzte Serie von QM/MM-Simulationen betrifft das Folgeintermediats
Ras-RasGAP-GDP-P; nach der Abspaltung des endsténdigen Phosphats und der
Bindung des angreifenden Wassermolekiils. Das berechnete IR-Spektrum weist Uber-
einstimmungen mit den experimentellen IR-Spektren auf. Die Kopplung der Schwin-
gungen von Mono- und [3-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 zelluldren Signaltransdukti-
onskaskade. Die Regulation wird iiber GTPase-aktivierende Proteine durch
beschleunigte Hydrolyse von Guanosintriphosphat gesteuert. Die aktuelle
Forschung will durch Verstdndnis des vollstindigen Mechanismus einen Weg

finden, in Zukunft onkogenes Ras in der Zelle abschalten zu koénnen.

1 Ras-RasGAP als zentraler

Schalterkomplex der Signaltransduktion

Proteine sind die molekularen ,Maschinen“ in Zellen, die zum Beispiel chemische Re-
aktionen katalysieren, Ionen iiber Zellmembranen pumpen oder Signalstoffe erken-
nen. Bausteine der Proteine sind zwanzig unterschiedliche Aminoséuren, die iiber die
Peptidbindung zu einer Kette miteinander verbunden werden. Die Aminosaurense-
quenz und die daraus resultierende raumliche 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] (siche Abb. 1.1). Ras kann in zwei Zusténden
vorliegen: ein- bzw. ausgeschaltet. In der aktiven Form wird ein Signal, welches von
auken 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 Aminoséduren bleibt Ras dauerhaft im eingeschalteten
Zustand, eine Deaktivierung ist nicht moglich. Dies fiihrt zu einer kontinuierlichen
Signalweiterleitung und damit zur Tumorbildung aufgrund permanenter Zellteilung.

Normalerweise ist das Ras-Protein zunédchst ausgeschaltet. In diesem stabilen
Zustand hat das membranassoziierte Ras das Nukleotid Guanosin-5’-Diphosphat

(GDP) gebunden. Ein duferes Wachstumssignal wird von einem Protein aufgenom-
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Abbildung 1.1: Schematische, vereinfachte Darstellung der Signaltransduktionskaskade.
Durch einen Wachstumsfaktor auflerhalb der Zelle wird der Signalweg angestofen 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 Anderung der Prote-
instruktur in den aktiven Zustand iiber. 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 endstéandige y-Phosphat des GTP wird abgespalten und
abgegeben. So kann Ras durch Konformationséinderung in die inaktive Form iibergehen.
Die Regulation dieses Prozesses geschieht iiber GTPase-aktivierende Proteine (GAP), wel-
che den Prozess der Phosphatabspaltung (Hydrolyse) beschleunigen.

men, welches sich in der Zellmembran befindet. Der Rezeptor leitet dann durch
Konformationsdnderung 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 fiihrt 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 Anderung
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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 &ufseres 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 dndert Ras die Struktur und geht in die aktive Form iiber. In diesem Zustand
kénnen 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 iibergeben. GT-
Pase-aktivierende Proteine konnen 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
[Wiesmiiller 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 (sieche Abb. 1.2); Ras wird daher
auch als GTPase bezeichnet. Durch Abgabe eines Phosphats geht Ras-GDP in die
inaktive Form iiber. Die Reaktion geschieht innerhalb von 50ms, sobald Ras im
Komplex mit dem GTPase-aktivierende Protein (GAP) vorliegt. Ras alleine beno-
tigt fiir die intrinsische Hydrolysereaktion etwa 30 Minuten, in Wasser gelostes GTP
ohne Enzym hydrolysiert in 200 Tagen. GAP regulieren also diesen Prozess durch
Beschleunigung der Hydrolyse um den Faktor 10° [Wittinghofer et al., 1997]. Der
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witch T (31-40)

Abbildung 1.3: Rontgenstruktur des Ras-Proteins (PDB-ID: 1QRA) [Scheidig et al.,
1999]. Das Ras-Protein besteht aus fiinf o-Helices und sechs B-Faltbldttern, die durch
zehn Schleifen verbunden sind. Hervorgehoben sind die Bereiche des Proteins, die an der
Bindung des Nukleotids beteiligt sind.

vollstéandige 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 natiirlichen Form aus 189 Amino-
sduren. Fiir experimentelle und theoretische Untersuchungen wird oft das um den
cysteinreichen C-terminalen Strang mit dem Lipidanker (AS 167-189) verkiirzte Ras
genutzt. Der Lipidanker hat weder einen Einfluss auf die Hydrolyse noch wechsel-
wirkt er mit Effektorproteinen. Die rdumliche Struktur von Ras weist fiinf «-Helices
und sechs B-Faltblitter auf, welche durch zehn Schleifen (Loops) verbunden sind
(siehe Abb. 1.3 fiir das Ras-Protein). Fiinf dieser Loops sind direkt an der Bindung
des Nukleotids beteiligt [Wittinghofer et al., 1991]. Der glycinreiche Loop, bestehend

aus den Aminosduren 9 bis 15, wird als P-Loop bezeichnet und ist ein konservier-
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HOH1003

Abbildung 1.4: Darstellung der Ko-
ordinierungssphéare 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 (- und B-Phosphat) des Nukleotids. Die meisten Effektorproteine und
GAP wechselwirken mit Switch I, einem Loop aus den Aminosduren 31 bis 40. Die
fir die katalytische Reaktion wichtige Aminosiure Gln61%% befindet sich im sehr
flexiblen Bereich des Switch I (AS 57-65). Beide Switch-Regionen interagieren tiber
Wasserstoffbriicken mit dem y-Phosphat des Substrats, wodurch ihre entscheidende
Bedeutung fiir 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 (siche Abb. 1.4).

Die Hydrolyse und damit die Deaktivierung des Ras-Proteins geschieht iiber Ab-
spalten des y-Phosphats [Feuerstein et al., 1989; Kotting et al., 2006] (vgl. Abb. 1.2
und Abb. 1.5 fiir die schematische Darstellung der Reaktion). Dazu muss ein nukleo-
phil angreifendes Wassermolekiil am y-Phosphat binden, d. h. das Wassermolekiil
bildet durch ein freies Elektronenpaar eine kovalente Bindung am y-Phosphat aus.
Im Eduktzustand ist das y-Phosphat zweifach negativ geladen, [3- und «-Phosphat
haben jeweils eine Ladung von -1 ey. Im Produktzustand ist das yv-Phosphat abgespal-
ten und hat mit dem Wassermolekiil zu HoPO, reagiert. Das verbliebene Diphosphat
hat eine Gesamtladung von -3 e;. Wéahrend der Reaktion muss das y-Phosphat eine
negative Ladung, d. h. ein Elektron, an das benachbarte [3-Phosphat abgeben. Un-
klar ist, ob zuerst das Wassermolekiil am trigonal-planaren y-Phosphat bindet und
anschliefsend die Bindung zwischen dem y-Phosphoratom und dem verbriickenden

Sauerstoffatom Ogp zwischen y- und -Phosphat gelost wird (assoziativer Mecha-
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assoziativ
OO0 O (0]
\/ Il Il
H—0— l:y—O—II)B—O - I:a— 0—Gua
OH O O
H (0] O O 0O (0] 0]
\ Il Il Il 1l | Il
0 0= IIDY—O—II’B—O P O—Gua  OH— 1|>Y—o 0 —1I>B—0 - lia— 0—Gua
H o o 0 OH o o)
dissoziativ
H (ONN0) e} 0]
N Y4 I Il
O ll)y--- o—1I>B—o - I:a— O—Gua
H o o 0
Edukt Ubergangszustand Produkt

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Hydrolysereaktion von Guanosintriphos-
phat. Im Eduktzustand greift ein Wassermolekiil nukleophil am y-Phosphat an. Im Uber-
gangszustand bildet sich im assoziativen Weg ein pentavalentes Metaphosphat, im disso-
ziativen Fall Metaphosphat PO3™. Im Produktzustand hat sich das Monophosphat HoPOy
vom verbliebenen GDP abgespalten.

nismus; es entsteht ein pentavalentes y-Phosphat POsHy?* mit fiinf gebundenen
Sauerstoffatomen) oder umgekehrt (dissoziativer Mechanismus; es entsteht ein Me-
taphosphat PO3 ohne kovalente Bindung zum (-Phosphat und zum angreifenden
Wassermolekiil). Nach Abspalten des Phosphats wird dieses vom Enzymsubstrat-
komplex abgegeben und Ras geht in den inaktiven Zustand iiber [Kétting et al.,
2007].

GTPase-aktivierende Proteine dienen zur Regulation und zum Abschalten des
Ras-Proteins durch beschleunigte Hydrolyse. Dabei legt sich das GAP iiber die Bin-
denische und fiihrt einen Argininfinger in die Bindetasche ein [Wittinghofer et al.,
1997| (sieche Abb. 1.6 und 1.7). GAP beschleunigt die Hydrolyse um einen Faktor
10%. Messungen der Geschwindigkeitskonstanten und des freien Energieprofils fiir die
einzelnen Reaktionsschritte an Ras [Kotting und Gerwert, 2004] und Ras-RasGAP
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Abbildung 1.6: Rontgenstruktur des Ras-RasGAP-GDP-AlF3-Komplexes (PDB-ID:
1WQ1) [Scheffzek et al., 1997]. Das Ras-Protein ist in blau, GAP in griin, das gebun-
dene Nukleotid GDP-AlF3 als Kalottenmodell dargestellt. Die Strukturunterschiede der
Ras-Proteine aus den beiden Rontgenstrukturen 1QRA und 1WQ1 sind vernachléssighar.

[Phillips et al., 2003; Kotting et al., 2007] deuten darauf hin, dass die Beschleu-
nigung des Bindungsbruchs durch eine Zunahme der Entropie im GAP-Komplex
zustande kommt; die vollstindige GTP-Katalyse hingt von der Enthalpie ab. Die
Energiebarriere fiir die Hydrolyse in Ras-RasGAP wird gesenkt und die Reaktion
kann schneller ablaufen. Diese experimentelle Beobachtung wurde durch theoreti-
sche Untersuchungen bestétigt [Topol et al., 2004; Grigorenko et al., 2005; Klihn
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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S 1 7Ras

3

Abbildung 1.7: Detailansicht der Bindenische des Ras-RasGAP-GDP-AlFs-Komplexes.
Hervorgehoben sind das gebundene Substrat GDP-AlF3 und wichtige Aminosiuren. K168
und Mg?* sind an der Koordinierung des Nukleotids beteiligt. S17%2% und T35%2% koordi-
nieren zusammen mit zwei Wassermolekiilen (nur ein Wassermolekiil ist in der Struktur
aufgelost) das Magnesiumion. Q6172 ist fiir die Heranfiihrung des nukleophil angreifen-
den Wassermolekiils wichtig. Der Argininfinger R789%AF wechselwirkt mit Q617 und
den Phosphaten des Substrats.

1.2 Biophysikalische Fragestellung

Punktmutationen der Aminosiuren G128 G138 oder Q618 fithren zu einer
Verlangsamung der intrinsischen GTPase-Reaktion und dadurch zu einer Stérung in
der Signaltransduktion. Das onkogene Ras bleibt ungeregelt in seiner aktiven Form
und begiinstigt die Tumorbildung [Macara et al., 1996; Vetter und Wittinghofer,
2001].

G13R2s ist {iber eine Wasserstoffbriicke des Proteinriickgrates mit dem verbriicken-
den Sauerstoff zwischen 3- und y-Phosphat dort verbunden, wo GTP gespalten wird
[Scheidig et al., 1999]. Das benachbarte G128 stabilisiert indirekt die Wasserstoff-
briicke. Q6172 ist fiir das gerichtete Heranfiihren des nukleophil angreifenden Was-
sermolekiils verantwortlich [Scheidig et al., 1999]. Eine Mutation dieser Aminoséduren

fithrt dazu, dass die Hydrolyse nicht mehr stattfinden kann bzw. stark verlangsamt
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stattfindet und Ras nicht mehr in den inaktiven Zustand iibergehen kann. Die ge-
nannten Aminosduren werden daher als onkogene Aminosduren bezeichnet.

Beim Ras-RasGAP-Komplex hat der Argininfinger R789%AF elementaren Einfluss
auf die Hydrolyse, wie Mutationsstudien gezeigt haben [Ahmadian et al., 1997|.
Die Wechselwirkung des Argininfingers mit dem Substrat GTP und Q617 ist von
entscheidender Bedeutung fiir das Verstandnis des Reaktionsmechanismus.

Die dufsere Steuerung des Abschaltprozesses von Ras ist die Grundlage einer mog-
lichen Krebstherapie. Hierzu muss geklart werden, welche Faktoren die Deaktivie-
rung von Ras in welcher Form beeinflussen. Grundlegend ist ein Verstédndnis 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 10° beschleunigt. Biophysikalische Methoden kénnen 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 Verstédndnis anderer Hydrolysemechanismen,
wie z. B. von Adenosintriphosphat (ATP), von grofem Interesse. Der Zelle dient
ATP als universeller Energiespeicher. Die Gewinnung von Energie und das Leisten
von Arbeit durch ATP-Hydrolyse funktioniert nach einem dhnlichen Prinzip wie die
GTP-Hydrolyse. Die Untersuchung der GTP-Hydrolyse wird daher auch ein besseres
Verstandnis 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 zellularer Ebene die dynamischen Prozesse der Substratenzym-
komplexe analysiert. Dabei kommen zum einen experimentelle Techniken wie Ront-
genstrukturanalyse bzw. NMR und zeitaufgeloste Fourier-transformierte Infrarot-
(tr-FTIR) und Ramanspektroskopie, auf der anderen Seite molekiilmechanische und

quantenchemische Simulationen zum Einsatz.

2.1 Experimentelle Untersuchungen zur GTP-
Hydrolyse

Die Rontgenstrukturanalyse hat in den letzten Jahren eine grofe Zahl von Pro-
teinstrukturen von guaninnukleotidbindenden Proteinen (GNBP) aufgeklirt. Die
kleinen, 20 bis 25 kDa schweren Ras-dhnlichen GNBP wie Ras, Ran, Rab, Rap, Ral,
Rac, Rho, Cdc42, Arf und Arl werden aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit 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, gefiihrt. Hierzu zéhlen 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-AlIF; (Ubergangsstrukturanalogon des En-
zyms Ras mit gebundenem GTPase-aktivierendem Protein; NF1-333, die katalyti-
schen GAP-Doméne von Neurofibromin, wird als GAP verwendet) [Scheffzek et al.,
1997], Ran-GDP-AIF,- RanBP1-Ran-RanGAP (Komplex des Transportproteins Ran
zusammen mit dem zugehorigen 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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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-
schrinkt und das Ausschalten von aktivem Ras behindert, was zu unkontrollierter
Signalweiterleitung fiihren kann.

Die tr-FTIR-Spektroskopie dient dazu, auf atomarer Ebene dynamische Pro-
zesse im Nanosekundenbereich aufzulosen. 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; Kotting et al., 2006]. Werden FTIR-
Spektren von in Wasser gelostem GTP und an Ras gebundenem GTP verglichen,
ist zu erkennen, dass die Spektren des Substrats auffillige Anderungen zeigen (vgl.
Abb. 2.1). Das Hinzufiigen von GAP liefert keine weiteren Anderungen in den Spek-
tren aufer einer zusétzlichen v,(PO3)s-Bande bei 1140 cm™. Die Daten werden der-
art interpretiert, dass die Bandenverschiebung durch Elektronenverschiebung vom y-
zum (-Phosphat durch die Enzymbindung verursacht wird. Diese Verschiebung ist
ein entscheidender Schritt der Hydrolyse. Die Ladungsverteilung des Liganden riickt
niher an den Produktzustand HyPO, -GDP?%, in dem das B-Phosphat ein Elektron
mehr besitzt.

Der Ubergang von aktivem Ras in den inaktiven Zustand wurde ebenfalls analy-

siert. Die Dynamik von Switch I, speziell von Thr35, welches iiber das Magnesiumion
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mit dem GTP wechselwirkt, wurde beobachtet [Spoerner et al., 2001; Kétting et al.,
2007]. Experimentelle Untersuchungen dieser Mutanten haben gezeigt, dass T35%2
als konservierte Aminoséure essentiell fiir die Dynamik des Switch I bei den Konfor-
mationsiibergéngen 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 iiber strukturelle Details und energetische Barrieren entlang von
Reaktionspfaden. Dabei kann die Theorie Daten liefern, welche durch das Experi-
ment nicht zuginglich sind wie z. B. Ladungsverteilungen oder Strukturdnderungen
im Subangstrombereich.

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 Losung und in Proteinumgebung, dass
der assoziative Reaktionsmechanismus in Proteinumgebung minimal stérker bevor-
zugt wird [Kldhn et al., 2006]. Ihr berechnetes Energieprofil ist vergleichbar mit
experimentellen Daten [Kotting und Gerwert, 2004|. Die Energiebarrieren bei der
Hydrolysereaktion sinken, wenn Triphosphat in Ras statt in Wasserumgebung unter-
sucht wird. Das Hinzufiigen 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 moglich.

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 Verlangerung der Bindung zwischen dem y-Phosphoratom
und dem verbriickenden Sauerstoffatom Osg im Ras-RasGAP-Komplex im Vergleich
zu wassergelostem GTP beobachtet. Die Anderung ihrer Ladungsverteilung der Tri-

phosphatgruppe des GTP in Ras und Ras-RasGAP ist vergleichbar mit der La-
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dungsverteilung von Kldhn [Klahn et al., 2005, 2006]. Der Bindungsbruch ist neben
dem Binden des nukleophil angreifenden Wassermolekiils der zweite entscheidende
Schritt bei der Hydrolyse. Eine Verlangerung der Bindung zwischen dem <y-Phos-
phoratom und dem verbriickenden Sauerstoff Osg zwischen dem {3- und y-Phosphat
fithrt zu einem Metaphosphat und schlieflich zu nicht kovalent gebundenem Mo-
nophosphat H,PO,". Die Bindungsverléngerung beim GTP in Ras im Vergleich zur
wassergelostem GTP ist der erste Schritt der Reaktion. Des Weiteren werden die Sau-
erstoffatome des y- und (-Phosphats in eine ekliptische Position gebracht. In der
Draufsicht auf das y-Phosphat liegen die Sauerstoffatome des 3-Phosphats bei per-
fekter Uberlagerung hinter den Sauerstoffatomen des y-Phosphat. Dieser Zustand ist
energetisch ungilinstiger als die gestaffelte Anordnung, da sich die negativ geladenen
Sauerstoffatome gegenseitig abstofen. Klahn hat beide Effekte ebenfalls beobachtet
|[Kl&dhn et al., 2005]. Hinzu kommt die Verschiebung der Elektronen von y- zu (-
Phosphat, die ebenfalls essenziell fiir die Reaktion ist. Diese Effekte wurden in den
oben genannten Arbeiten nachgewiesen.

Futatsugi und Mitarbeiter haben gezeigt, dass K168 eine Schliisselrolle fiir den
molekularen Schaltermechanismus in Ras [Futatsugi et al., 1999; Futatsugi und Tsu-
da, 2001] und Gixl [Katagiri et al., 2003| spielt. Bei ihren Simulationen weicht die
berechnete Aktivierungsenergie fiir 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 K165%2 auf die Wechselwirkung mit dem y- und 3-Phosphat
klar herausgestellt.

Cavalli und Carloni haben in ihrem Ras-RasGAP-System T35%% und Q617 als
Bindungspartner fiir das nukleophil angreifende Wassermolekiil identifiziert |[Cavalli
und Carloni, 2002]. Die wichtige Aminosiure K165 hat wiihrend der Reaktion eine
starke Wasserstoffbriicke mit dem [3-Phosphat aufgebaut, sodass ein Proton wegen
der niedrigen Energiebarriere der Wasserstoftbriicke zwischen Lysin und (3-Phosphat
lokalisiert war. Dieses delokalisierte Proton kann durch die starke Wechselwirkung
mit dem [3-Phosphat die Hydrolysereaktion beschleunigen.

Die Konformationséinderung 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-

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

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

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 berticksichtigt,
jedoch mussten diese Systeme durch duflere Zwangskréfte stabilisiert werden. Des
Weiteren flieft die vollstiandige 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 dariiber, inwiefern die untersuchte Struktur entlang des Reaktionspfades
der natiirlichen Struktur entspricht. Die Moglichkeit, dass sich wiahrend der Simula-
tion die Struktur derartig dndert, dass sie nicht mehr der natiirlichen 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 Giite des Simulationssystems iiberpriift. Die
Analyse der strukturellen Details und Elektronenverschiebungen soll Aufschluss iiber
den Mechanismus der GAP-katalysierten GTP-Hydrolyse geben. Das Ras-GTP-Si-
mulationssystem von Kldhn wird erneut untersucht und die eigenen Ergebnisse zu
denen Klahns [Kl&hn et al., 2005] in Beziehung gesetzt, wobei in diesem Fall kein Na-
triumion am y-Phosphat koordiniert ist. Danach wird das Ras-GTP-System um das
GTPase-aktivierende Protein erweitert, um den Gesamtkomplex zu studieren, wie
er tatsdchlich 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 erlédutert, mit denen die
QM /MM-Simulationen durchgefiihrt werden. Die Dichtefunktionaltheorie wird im
Rahmen der quantenmechanischen Simulationen genutzt, um Details untersuchen zu
konnen, die klassisch nicht beschrieben werden konnen, wie z. B. Elektronendichten
und IR-Spektren. Die Newtonsche Mechanik dient als Hilfsmittel, um eine grofse Zahl
von Atomen iiber eine grofse Zeitskala zu simulieren. Gekoppelt werden beide Me-
thoden durch ein Hybridmodell, welches die klassischen und quantenmechanischen
Methoden miteinander verbindet. Die Stédrke des Hybridmodells ist, dass sowohl
grofe Zeitskalen als auch strukturelle Details sehr genau untersucht werden koénnen.
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. Zunéchst wird die Struktur des Ras-RasGAP-GTP-Komplexes
untersucht. Eine selbst entwickelte Methode zur Abtastung von Proteinoberflachen

zum Auffinden von méglichen Bindestellen von Liganden oder anderen Proteinen
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identifiziert wichtige Stellen an der Oberflache des Ras-Proteins fiir 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 R789%AY 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 moglicher Protonierungszustand
des B-Phosphats untersucht [Allin et al., 2001; Cavalli und Carloni, 2002; Futatsu-
gi und Tsuda, 2001]. Eine mittels FTIR-Spektroskopie identifizierte zusétzliche PO-
Streckschwingung des 3-Phosphats bei 1140 cm™ wird unter theoretischen Gesichts-
punkten bewertet. Schliefllich werden strukturelle Details des Intermediatszustandes
Ras-RasGAP-GDP-P; durch theoretische IR-Spektroskopie analysiert.

Am Schluss der Arbeit werden die Ergebnisse zusammengefasst. Ein Ausblick
wird die Moglichkeiten darlegen, wie das Verstiandnis der GTP-Hydrolyse durch

theoretische Untersuchungen erweitert werden kann.
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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 fiir groke Zeitskalen im Nanosekundenbereich als
auch fiir kleine Zeitskalen im Femtosekundenbereich beschreiben. Dadurch
ist es moglich, den Phasenraum des Proteins hinreichend abzutasten und
gleichzeitig eine sehr exakte Beschreibung der atomaren Eigenschaften eines

Proteinsubsystems zu gewahrleisten.

4 Grundlagen der Dichtefunktionaltheorie

Basis fiir eine ,ab initio“-Beschreibung von Molekiilen, d. h. eine Beschreibung der
Molekiile nur unter Verwendung von Naturkonstanten ohne weitere Naherungen, ist
die stationdre Schrodingergleichung eines Vielteilchensystems. Da keine analytisch
geschlossene Losung der Schrodingergleichung fiir ein System aus Elektronen und
Atomkernen existiert, wird die Dichtefunktionaltheorie als genaues und sehr effizien-
tes quantentheoretisches Naherungsverfahren genutzt. Hohenberg und Kohn haben
gezeigt, dass der Grundzustand eines Molekiils allein durch die Elektronendichte
p(x) beschrieben werden kann [Hohenberg und Kohn, 1964|. Die Elektronendichte
lasst sich aus den Kohn-Sham-Gleichungen [Kohn und Sham, 1965] durch Iteration
berechnen, wobei eine geeignete Naherung fiir das Austauschkorrelationsfunktional
angegeben werden muss. Eine detaillierte Einfiihrung in die Dichtefunktionaltheorie
wird z. B. bei Levine [Levine, 1999] und bei Marx und Hutter [Marx und Hutter,
2000] gegeben.

4.1 Schrodingergleichung

Die Wellenfunktion fir die Elektronen und die Atomkerne wird durch die zeitunab-

héangige, nichtrelativistische Schrodingergleichung beschrieben

HW(Xl,...,XN;Rl,...,RM):EW(Xl,...,XN;Rl,...,RM> y (41)
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mit der Vielteilchenwellenfunktion ¥, dem Elektronenkonfigurationsvektor x; =
(&;,0;) fiir die Ortskoordinate &; und dem Elektronenspin o;, den Atomkernko-
ordinaten R,, den Energieeigenwerten F und dem Hamiltonoperator H fiir N Elek-
tronen und M Atomkerne. Der Hamiltonoperator beinhaltet die kinetische Energie
der Elektronen 7, und Atomkerne T, die Wechelwirkung der Elektronen mit den

Kernen V., der Elektronen untereinander V,, und der Atomkerne miteinander Vyy

H =T + Ty + Vne + Vee + Van (4.2)
N M
1 1 1
= — _§ Vi - = \V
2 i=1 ' 2 a=1 M, "
N M 7 N N 1 M N 7 7 (43)
a a &b
DD D DD DD DD D
1 -1 ia —1 ng — ab
=1 a= = i>i a=1 b>a

Dabei geben Z, die Kernladungszahl, r;, den Abstand zwischen Elektron 7 und
Atomkern a, 7;; den Abstand zweier Elektronen ¢ und j, R, den Abstand zweier
Atomkerne a und b und M, die Masse des Atomkerns a in atomaren Einheiten an.
Im Rahmen der Born-Oppenheimer-Naherung [Born und Oppenheimer, 1927]
kann aufgrund der wesentlich kleineren Elektronenmasse im Vergleich zur Masse
der Atomkerne die Bewegung der Elektronen im &ufseren Feld der Kernkonfigurati-
on als instantan angesehen werden. Fiir den elektronischen Hamilton-Operator gilt

unter dieser Naherung

Hel =T + VNe + ‘/ee (44)

1N
:_§ZV§_
i=1

DD I D (45

v i=1 j>i Y

]

= i=1 a=1

mit der kinetischen Energie der Elektronen T, der potenziellen Energie zwischen
Elektronen und Atomkernen Vy, und zwischen den Elektronen untereinander V..
Durch Losen der Schrodingergleichung (4.5) ergeben sich die Wellenfunktion
Y(x,R) und die zugehorigen Energieeigenwerte E(R), abhingig von der Kernkon-
figuration R. Aus der Kenntnis beider Grofen lassen sich alle Eigenschaften des
Molekiils im Grundzustand ermitteln. Lokale Minima von E(R) geben eine stabile
Konformation des Molekiils wieder. Aus der massengewichteten Hesse-Matrix von

E(R) nahe der stabilen Konfiguration lassen sich die Eigenfrequenzen und -moden
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der Molekiilschwingungen berechnen. Diese beschreiben in harmonischer Naherung
das Infrarot- und Raman-Spektrum des Molekiils.

Die Elektronendichte p ist die zentrale Grofe in der Dichtefunktionaltheorie und
definiert als Integral {iber alle Spinkoordinaten o; und tiber alle aufser einer raumli-

chen Koordinate x = (r,0)

p(r) = N// W(x1,...,xy)]> doy dx,...dxy . (4.6)
Das elektrostatische Potenzial

Zo p(x,R)
x—ra| Jv [x-R|

N
(x,R.p) = > dr (4.7)
und das Dipolmoment p eines Molekiils lassen sich aus der Elektronendichte be-
stimmen. Aus dem Hellmann-Feynman-Theorem [Hellmann, 1937; Feynman, 1939]
konnen die Krafte 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 Vo (r) (bis
auf eine Konstante) ein eindeutiges Funktional von p(r) ist; wiederum legt Vi (r)
den Hamilton-Operator H fest, sodass der Vielteilchengrundzustand ein eindeutiges
Funktional von p(r) ist.

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

als

Elp] = Enelp] + Tlp] + Eeelp] (4.8)
= / p(r) Vie(r,R) dr + Fux[p] | (4.9)

Tlpl + Eelp) - (4.10)

=

~

)
I
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Das Hohenberg-Kohn-Funktional Fyk[p] besteht aus den Termen fiir die kineti-
sche Energie T'[p| und fiir die Elektron-Elektron-Wechselwirkung E..[p] und ist der
,Heilige Gral“ der Dichtefunktionaltheorie. Wére Fyk[p| bekannt, wére die Schrodin-
gergleichung exakt geldst, unabhéngig vom System. Die explizite Form der beiden
Funktionale T'[p] und E..[p] ist nicht bekannt. Bei der Elektron-Elektron-Wechsel-
wirkung E..[p] lasst sich der klassische Teil abspalten

Eee[p] = % //%51.2)611‘1 dI‘Q -+ Enkl = J[p] -+ Enkl[p] (411)

mit dem Coulomb-Integral J[p]. Der Term Eynu[p] beschreibt die nichtklassische
Elektron-Elektron-Wechselwirkung: die Korrektur der Selbstwechselwirkung, die
Austausch- und die Coulomb-Korrelation. Das Auffinden der expliziten Form der
Funktionale T'[p] und E..[p] ist die Hauptaufgabe der Dichtefunktionaltheorie.

Das zweite Hohenberg-Kohn-Theorem [Hohenberg und Kohn, 1964] besagt, dass
das Funktional Fgp[p], welches auf die Grundzustandsenergie des Systems fiihrt,
dann und nur dann die niedrigste Energie liefert, wenn die wahre Grundzustands-

dichte p gegeben ist. Diese Aussage folgt direkt aus dem Variationsprinzip

By < E[f] = Tl + Excd] + Euld (4.12)

mit einer beliebigen Testdichte p.

4.3 Das Austauschkorrelationsfunktional

Die Grundzustandsenergie eines Systems kann geschrieben werden als

Fy — min <FHK + / o) Ve dr) | (4.13)

Kohn und Sham schlugen 1965 als Ndherung zur Losung des Problems vor [Kohn

und Sham, 1965]|, die Wechselwirkungen der Elektronen untereinander nicht zu be-
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riicksichtigt. Damit lassen sich die Ausdriicke fiir die kinetische Energie Ts und die

Dichte pg exakt angeben.
1N
T = — 3 E <Y\ VAY; > (4.14)

ps(r) = Z > [Wiro)? = px) ; (4.15)

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

Vorschlag fiir das Funktional F'[p]
Flp] = Tslp] + Jlpl + Exclo] (4.16)

wobei Fxc, die so genannte Austauschkorrelationsenergie, definiert wird durch

Exc = (Tlp] — Tslp]) + (Eeelpl = Jlp]) - (4.17)
Aus Gleichung (4.9) fiir die Energie folgt

Elp| = Tslp] + Jlp] + Exclpl + Enelp] (4.18)

Elp] = // pr1) plrz) drydry o)

+ Exclp] + / VNe(r,R) p(r) dr

1 N
= - 52 <Y | VAY; >
1 N Z N 1
Ty ZZ [Wi(r) —[¥j(r2)|” drydr (4.20)

+ Exclp] Z/Z Wi(ry)|? dr,
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Einzig fiir Fxc kann keine explizite Form angegeben werden. Die resultierenden

Kohn-Sham-Gleichungen fiir die Einteilchenwellenfunktionen W¥; lauten

1
<—§ V2+V5(r1)> \PZ = &; \yz s 1 = 1,...,N (421)
M
r Za
VS(I'l,R) = / P7(“ 2) dI‘Q + ch(rl) — E r— . (422)
12 . la

Das Austauschkorrelationspotenzial V¢ ist definiert als die funktionelle Ableitung
von Exc nach der Dichte p, d. h. Vx¢ = dFExc/dp. Mit Kenntnis der verschiedenen
Beitrage in den Kohn-Sham-Gleichungen kann das Potenzial Vs bestimmt werden,
welches ben6tigt 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 Vg von der Dichte abhéngt, miissen die Kohn-Sham-Gleichungen
iterativ gelost werden. Wiren Exc und Vxc exakt bekannt, wiirden die Kohn-Sham-
Gleichungen auf die exakte Grundzustandsenergie fithren. Die Kohn-Sham-Orbitale
haben keine physikalische Bedeutung; lediglich das am hochsten besetzte Orbital
€max 18t gleich der Ionisierungsenergie.

Die lokale Dichtendherung (LDA) ist die Basis fiir alle gendherten 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 Ex¢ in folgender

Form geschrieben werden kann

EX0) = [ plo) exclp(e) dr (4.23)

Hier bezeichnet exc die Austauschkorrelationsenergie pro Teilchen im homogenen
Elektronengas der Dichte p(r). Die Grofe exc kann in Terme fiir den Austausch und

die Korrelation aufgeteilt werden

exo(p(r)) = ex(p(r)) + eclp(r)) - (4.24)
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Der Austauschterm ex, der die Austauschenergie eines Elektrons mit einem homo-

genen Elektronengas angibt, wurde von Bloch und Dirac abgeleitet

P 173
x(p(e) = 2 (3p( )) | (4.25)

™

Fiir den Term der Korrelation e¢ ist kein expliziter Ausdruck bekannt.

Die lokale Dichtendherung hat jedoch einige gravierende Schwichen. Die Genau-
igkeit der LDA fiir die Austauschenergie liegt in der Grofenordnung von 10 %, wéah-
renddessen die wesentlich kleinere Korrelationsenergie in der Regel um den Faktor
zwei liberschatzt wird. Die beiden Fehler heben sich teilweise gegenseitig auf. Die
Erfahrung hat gezeigt, dass die LDA Ionisationsenergien von Atomen, Dissoziations-
energien von Molekiilen und Kohésionsenergien mit einer Genauigkeit von 10-20 %
wiedergibt |Levine, 1999]. Bindungslangen von Molekiilen und Festkorper werden
von der LDA mit einer Genauigkeit von etwa 2% bestimmt |[Levine, 1999|. Die
moderate Genauigkeit der LDA ist fiir die meisten Anwendungen in der Quanten-
chemie nicht zufriedenstellend. Die LDA schléagt ebenfalls fiir 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 p(r) an einem Punkt r betrach-
tet, sondern auch der Gradient der Dichte Vp(r) einbezogen, um die Nichthomogeni-
tét der wahren Elektronendichte zu beriicksichtigen (generalisierte Gradientennihe-

rung, GGA). Die Austauschkorrelationsenergie wird in folgender Form geschrieben

E)%SA[pa7p,5] - / f(paap[%mevPﬂ) dr . (426)

In einem anderen Ansatz wurde von Becke [Becke, 1988| das folgende Hybridfunk-

tional eingefiihrt
ESY = a BSS 4+ (1—a) BSSA (4.27)

welches in vielen Quantenchemieprogrammpaketen verwendet wird. Dabei bezeich-
net EX5 die Austauschenergie, welche aus der exakten Kohn-Sham-Wellenfunktion
berechnet wird, E$S? ist eine geeignete generalisierte Gradientenniherung und o

ein Parameter.
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GGA und Hybridn&herungen haben den Fehler aus der LDA fiir Atomenergien
von kleinen Molekiilen 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
andert. Mit entsprechenden Naherungen kann die DF'T jedoch auch solche Probleme
behandeln.

Vereinfacht dargestellt lauten die Kohn-Sham-Gleichungen

Sy, = v, | i =1,....N . (4.28)

Die meisten Anwendungen in der Quantenchemie machen zur Losung der Kohn-
Sham-Gleichungen Gebrauch von der LCAO-Entwicklung (linear combination of
atomic orbitals) der Kohn-Sham-Orbitale. In dieser Naherung wird ein Satz von
L vordefinierten Basisfunktionen {7, } eingefiihrt. Die Kohn-Sham-Orbitale werden

linear nach

L
\yi = Z Cm‘ 77# (429)

p=1

entwickelt, die ¢; sind die Entwicklungskoeffizienten.

Verschiedene DFT-Programme verwenden unterschiedliche Basisfunktionensétze,
nach dem die Molekiilorbitale ¥; entwickelt werden. Das Programmpaket Gaussi-
an03 |Frisch et al., 2004| nutzt als Basis die namensgebenden Gaufsfunktionen.

Das Dichtefunktionalprogramm CPMD [Hutter et al., 1999| nutzt zur Beschrei-
bung der Molekiilorbitale ¥; in einem Volumen w = (a, X a,)a, einer durch die
Vektoren a,, a, und a, aufgespannten Zelle ebene Wellen

Y. (x) = Z cg,, exp{i G-x} (4.30)

1
\/a G<cht

wobei cg,, die Koeffizienten der zugehorigen Fourierentwicklung sind. In Abb. 4.1
sind die Molekiilorbitale von Methyltriphosphat dargestellt. Das Volumen w, 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 (griin) und den
nicht-bindenden Elektronenpaaren (blau) als
Isooberflachen beim Methyltriphosphat. Die
Struktur des Methyltriphosphats wurde einer
QM/MM-Trajektorie des Ras-RasGAP-GTP-

Enzymsubstratkomplexes entnommen.

Der Betrag G des grofiten, in der Entwicklung eingeschlossenen Wellenvektors G
gibt die Zahl

cut

2
No ~ gmw EX? (4.31)

der verwendeten Basisfunktionen wieder. Die kinetische Energie E., des entspre-
chenden Wellenvektors bestimmt G.,;. Damit die Elektronendichte p eines isolierten
Molekiils vollstéandig beschrieben werden kann, muss die QM-Box ausreichend grofs
dimensioniert sein, sodass die Elektronendichte am Rand der QM-Box einen ver-
nachléssigbar kleinen Wert aufweist. Fiir Hybridrechnungen hat sich gezeigt, dass
ein Abstand von etwa 3,0 A 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 Ar; der Gitterpunkte abhédngig vom

Energiegrenzwert Fey

Ar; = 1 : (4.32)
2v/2 m, Eeyt
Bei einem Energiegrenzwert von E.,; = 80Ry, der im Rahmen dieser Arbeit bei
den QM-Rechnungen verwendet wird, betrigt der Gitterabstand Ar; =0,186 A. Die
Wahl des Basissystems und die Grofe der QM-Box bestimmen den Rechenaufwand
fiir die QM-Simulation.
Um bei der Entwicklung der Wellenfunktion nach ebenen Wellen Rechenzeit zu

sparen, werden moglichst ,weiche* Pseudopotenziale konstruiert, bei denen sich die

Singularitdt des Coulombpotenzials am Atomkernort entschérft. Durch die Redu-
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zierung der Oszillationen der Valenzelektronwellenfunktion am Ort des Atomkern

werden weniger ebene Wellen zur Beschreibung der Wellenfunktionen benétigt.
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5 Molekulardynamiksimulationen

Im vorherigen Kapitel wurde mit der Dichtefunktionaltheorie eine Methode erldu-
tert, mit der mit heutiger Rechenleistung Simulationsysteme von bis zu hundert Ato-
men auf der Pikosekundenskala mit hoher Genauigkeit beschrieben werden kénnen.
Jedoch ist es nicht moglich, Proteine mit mehreren tausend Atomen inklusive einer
Wasser- bzw. Membranumgebung auf Nano- oder Mikrosekundenskala zu simulieren.
Da Konformationsédnderungen 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-
kiilmechanische 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 iiber 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
P2
K r;(t) = F;(R(t)) miti = 1,...,N . (5.1)
Dabei beschreibt m; die Masse des i-ten Atoms am Ort r; und F;(R(¢)) die Kraft,
welche durch die Konfiguration R(t) = ry(¢),...,ry(t) aller Atome auf das Atom i

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

F.(R() = V: V(R(t)) . (5.2)
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Die Potenzialfunktion V wird in einen Term VP"(R(t)) fiir bindende und einen
Term V" (R(t)) fiir nichtbindende Wechselwirkungen aufgeteilt. Zusitzlich konnen

weitere dufsere Krifte VP(R(t)) der Potenzialfunktion hinzugefiigt werden
V(R(t) = VP(R(t) + V™(R()) + VP(R() . (5.3)

Die Form der Wechselwirkungspotenzialterme ist nicht festgelegt, sondern héangt
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-
fsen zusammen: Zwei kovalent gebundene Atome ¢ und j werden durch ein harmoni-
sches Potenzial
2 2 2
VD = k2 (ry — ri0) (5.4)
mit der Federkonstanten kz(f) und dem Gleichgewichtsabstand 7;;, beschrieben.

Die Wechselwirkung von drei kovalent gebundenen Atomen ¢, j und k wird eben-

falls durch ein harmonisches Potenzial wiedergeben
V) = k) (e — duro)® + Ky (ra — ran)® (5.5)

wobei kl(f,i die Federkonstante und ¢;j;0 der Gleichgewichtswinkel ist. Des Wei-
teren werden die beiden Atome ¢ und k£ durch die so genannte Urey-Bradley-
Wechselwirkung iber eine (meist schwache) Hooksche Feder k:i(;jb) miteinander ver-
bunden.

Ein dritter Term beschreibt die Rotationsbarrieren um eine Bindung zwischen den

Atomen 7 und k

M5kl

Vi = > ko [1+ cos (i O + Sijue)] - (5.6)
=1
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Der Diederwinkel 0,j;; wird durch die beiden Ebenen der Atome i, j, k und j, k,
[ aufgespannt. In der Regel wird das Torsionspotenzial Vly,?l als eine Summe aus
bis zu drei Kosinustermen m;,; = 1,2, 3 dargestellt, wobei n;ji . die Multiplizitat
und §;;x .~ die Phasenverschiebung beschreibt. Die Kraftkonstante kl.(;.l,zm gibt fiir
m;jr = 1 die Barrierenhohe des Torsionspotenzials an.

Der letzte Term der bindenden Wechselwirkung Vzﬁ; ) soll z. B. bei einem sp*-
hybridisierten Kohlenstoffatom i bewirken, dass das zentrale Atom ¢ mit den drei

kovalent gebundenen Atomen j, k und [ eine planare Konfiguration anstrebt
4, Ay
V;'g‘k;z) = kz(jkl) G?jkl . (5-7)

Dieses uneigentliche Diederpotenzial mit dem Diederwinkel 0;;,; und der Konstanten

kg;l,;? wird durch ein harmonisches Potenzial beschrieben.

nichtbindende Wechselwirkungen

Neben den Wechselwirkungen kovalent gebundener Atome miissen auch die Wechsel-
wirkungen beriicksichtigt werden, welche durch die elektrostatische Interaktion und

durch die van-der-Waals-Wechselwirkung verursacht werden
N N
n C LJ
VRR@M) = 303 v v (5.8)
=1 j<i =1 j<i

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

c 4 q;
A (5.9)

Tij
wobei ¢; und ¢; die Partialladung des Atoms ¢ bzw. j beschreibt und die Schal-
terfunktion ¢;; dafiir sorgt, dass die Wechselwirkung von einem Atom j, welches
bis zu drei kovalente Bindungen von Atom ¢ entfernt ist, bei der nicht-bindenden

Wechselwirkung berticksichtigt wird.
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Die van-der-Waals-Wechselwirkung wird durch das Lennard-Jones-Potenzial mo-
delliert

‘/;ELJ) = Ez'j (Tg — 6]> . (510)

s T
Der quantenmechanische Effekt der Pauli-Abstoung wird durch das 1/r'?-Potenzial
beschrieben, die Anziehung aufgrund der Dipol-Dipol-Wechselwirkung wird durch
das 1/r5-Potenzial reproduziert. Die Schalterfunktion ¢;; sorgt wie bei der Coulomb-
wechselwirkung dafiir, dass das Lennard-Jones-Potenzial fiir Atome, deren Wechsel-
wirkung durch die bindenden Potenziale beriicksichtigt wird, nicht erfasst wird.

Wiéhrend der Rechenaufwand fiir die bindenden Potenziale linear mit der Anzahl
der Atome N steigt, wichst der Aufwand bei den nicht-bindenden Potenzialen qua-
dratisch. Fiir das Lennard-Jones-Potenzial ist es eine hinreichend gute N&aherung,
die Wechselwirkung fiir Absténde grofer als 10 A zu vernachlissigen. Bei der Cou-
lomb-Wechselwirkung wiirde dies jedoch zu einer Verfilschung von Struktur und
Dynamik fithren [Loncharich und Brooks, 1989; Saito, 1992]. Im néchsten Abschnitt
wird daher ein Algorithmus vorgestellt, um langreichweitige Coulomb-Wechselwir-
kung in der Molekulardynamiksimulation mithilfe des FAMUSAMM-Algorithmus
zu berticksichtigen.

Insgesamt ergibt sich aus den Gleichungen (5.4)—(5.10) das Gesamtpotenzial

V(R(t)), welches sich aus den Einzelsummanden

V(R(t)) = VP(R()) + V™(R(t)) + VP(R(1)) (5.11)
2 3 4 4.
=3 v+ v+ S v+ > vl
] 4,5,k ,7,k,l 0,5,k,1
N N (5.12)
C LJ S
+ 32 VT Y VR 4+ VR®RG)
i=1 j<i i=1 j<i

zusammensetzt und durch Bildung der Richtungsableitung auf die Kréfte F;(R(?))
fithrt.
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Die Bewegungsgleichungen (5.1) werden fiir jeden Rechenschritt At wahrend der
MD-Simulation iiber den Leap-Frog-Algorithmus

)

integriert. Dabei bezeichnet x;(¢) den Ort des Teilchens ¢ zur Zeit ¢ mit der Geschwin-
digkeit v;. Die Geschwindigkeiten fliefsen 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 Wéarmebad und an einen dufseren Druck
gekoppelt. Der Berendsen-Thermostat [Berendsen, 1991] reskaliert bei Abweichung
der Systemtemperatur von der Solltemperatur die Geschwindigkeiten der Atome.
Ahnlich arbeitet der Berendsen-Barostat [Berendsen et al., 1984]; durch Reskalieren
der Teilchenkoordinaten wird der Druck der Simulationszelle an einen von aufen

vorgegebenen Druck angepasst.

Periodische Randbedingungen

Damit bei Atomen, die am Rand des Simulationssystems liegen und keine Wechsel-
wirkungspartner aufserhalb 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 diirfen, 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 Beriicksichtigung eines Reaktionsfeldes verringert Artefakte bei der Berechnung

der van-der-Waals- und besonders der Coulomb-Wechselwirkung.
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[h-1,k-1] [h,k-1] [h+1,k-1]
0| ¢ o
[h-1,k] [hk] [h+1,k]
LV
OV +@1 ¢
[h-1,k+1] [hk+1] | [het1k+1]

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 losen, bei der Berechnung der Coulomb-Wechsel-
wirkung nicht die Interaktion aller N Atome untereinander bestimmen zu miissen,
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 groferer Atomgruppen zusammengefasst. Diese Einheiten wer-
den in einem weiteren Schritt zu groferen Clustern gruppiert (siehe Abb. 5.2). Die
elektrostatischen Eigenschaften dieser Gruppen werden durch ihre Monopol- und
Dipolmomente wiedergegeben. Um bei der Beriicksichtigung der Periodizitat des
Simulatiossystems eine artifizielle Selbstwechselwirkung zu verhindern, wird ab ei-
nem Maximalabstand d,,.x ein dufseres Reaktionsfeld anstelle eines Vakuums in die
Berechnung der Coulomb-Wechselwirkung einbezogen.

Ein Atom ¢ wechselwirkt in der nullten Hierarchieebene mit den Nachbaratomen
bis zu einem festgelegten Abstand rq direkt iiber die jeweiligen Partialladungen.
Atome, die einen Abstand von Atom ¢ haben, der zwischen dem Abstand d, fiir

die nullte und d; fiir die erste Hierarchieebene liegt, werden zu strukturellen Einhei-
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Partialladungen strukturelle Cluster
Einheiten

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung des FAMUSAMM-Algorithmus. Im Nahbereich
der nullten Hierarchieebene wird die elektrostatische Wechselwirkung zwischen einem Atom
7 und allen Nachbaratomen {iber 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 hoheren Hierarchie-
ebenen werden die Einheiten zu Clustern und weiter zu Superclustern gruppiert, die jeweils
iiber ihre Monopol- und Dipolmomente interagieren.

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

Die strukturellen Einheiten und Cluster miissen aufgrund der Dynamik der Ato-
me im Laufe einer MD-Simulation regelméfig neu organisiert werden. Die Aktua-
lisierungsrate der Atomgruppen héngt von der Hierarchieebene ab; hohere 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 dufseren Reaktions-
felds fiihrt dazu, dass die Rechenzeit fiir die Berechnung der Coulomb-Wechselwir-
kung fiir N Atome nur noch proportional zu N log N statt mit N? wiichst [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 konnen mit heutigen Rechenkapazititen
keine Langzeitsimulationen von Proteinstrukturen durchgefiihrt werden. Rein klassi-
sche MD-Simulationen kénnen aufgrund ihres vereinfachten Modellcharakters keine
strukturellen Details oder Molekiilenergien mit hinreichender Genauigkeit berech-
nen. Erst die Kombination beider Methoden bietet die Moglichkeit, die Vorteile
beider Verfahren zu nutzen. Hierzu wird zunéchst das QM /MM-Hybridmodell erlau-
tert, wie es im Programmpaket EGO/CPMD implementiert ist. Anschliefend wird

vorgestellt, wie Molekiileigenschaften 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-
wéhlt, welche quantenmechanisch behandelt werden sollen (QM-Atome). Die Dyna-
mik der umliegenden Atome (MM-Atome) wird mit molekiilmechanischen Methoden
berechnet. Die QM-Atome miissen mit dem klassischen Teil des Simulationssystems
wechselwirken konnen. Gleichzeitig miissen die MM-Atome auf die Bewegung der
QM-Atome reagieren. Diese wechselseitige Interaktion wird auf der einen Seite durch
Berticksichtigung von dufleren Potenzialen erreicht, welche fiir 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].

eingefiigt 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 durchgefiihrt und das Link-Atom zwischen beiden Kohlenstoffato-
men eingefiigt wird, um auftretende artifizielle Effekte bei polaren Bindungen zu
vermeiden. Bei Biomolekiilen stellt dies keine Einschriankung dar, da unpolare Koh-
lenstoffbindungen reichlich vorhanden sind. Durch die Einfithrung des Link-Atoms
ergibt sich ein abgeséttigtes 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 Ethanmolekiils
platziert, sodass zwei Methanmolekiile entstehen, die sich ein Proton teilen.

Das kiinstliche Wasserstoffatom muss so positioniert werden, dass die Kraft der

neuen H-C-Bindung der urspriinglichen C-C-Bindung entspricht

!
vy =vve (6.1)
Km
= (qu - rlq,o) = k_q(rmq - qu,O) . (62)
lq

Dabei bezeichnen die Indizes 1 das Linkatom, q das QM- und m das MM-Atom,
die an der Fragmentschnittstelle beteiligt sind. Die Kraftkonstanten kn,q und ki,
entsprechen den Federkonstanten aus dem MM-Kraftfeld. Durch die Einfiihrung des
Protons entsteht ein zuséatzliches Dipolmoment, welches kompensiert werden muss.
Auch Artefakte bei der Berechnung der Energie miissen {iber Korrekturterme fiir die

Coulomb- und van-der-Waals-Wechselwirkung eliminiert werden.
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, Abbildung 6.2: Prinzip des Austausches

elektrostatisch/es der nicht-bindenden Wechselwirkung zwi-

Feld @y (r) schen MM- und QM-Atomen. Aus der Elek-

: /" » tronendichte p(r) der QM-Atome (griines Git-

elektrytatischog / /X ter) innerhalb der QM-Box wird das Wechsel-
Feld ®qp(r) 4

wirkungspotenzial berechnet und fliefst in die
Potenzialfunktion zur Berechnung der Kréfte
auf die MM-Atome ein. Umgekehrt gehen die
Partialladungen der MM-Atome (cyan) als ex-
ternes Potenzial in die Kohn-Sham-Gleichun-
gen ein.

QE

Nicht-bindende Wechselwirkungen zwischen MM- und QM-Atomen

Zunachst 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 @y, welches durch die Partialladung und Dipolmo-

mente der klassisch behandelten Atome erzeugt wird, flieft als &uferes Potenzial
Vext in die Kohn-Sham-Gleichungen (4.21) ein.

1
<—§ V2+V5(r1) —+ ‘/ext> \Pz = &; WZ s 1 = ]_,...,N (63)

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

Beim Festlegen der QM-Box konnen im Rahmen der QM /MM-Simulation MM-
Atome innerhalb der QM-Box liegen und dadurch kann das Coulomb-Potenzial in
der Néahe der Gitterpunkte beliebig grofse Werte annehmen. In Abb. 6.1 ragen die
Imingruppe und das Sauerstoffatom des Acetamids in die Box. Zur Korrektur dieser
Singularitdten innerhalb der QM-Box werden diese MM-Atome nicht als Punktla-
dungen beschrieben, sondern die Ladung wird gaufsférmig verteilt. Die Fehler, die
durch die Ladung klassischer Atome innerhalb der QM-Box entstehen, werden durch

den Gaufi-Ansatz minimiert.
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Umgekehrt miissen die QM-Atome auch auf die klassische Umgebung wirken. Fiir
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-
riicksichtigt. Fiir 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 molekiilmecha-

nischen Potenzialparameter zu kennen.

6.2 Theoretische IR-Spektroskopie

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

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

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

Hierzu wird aus einer klassischen MD-Simulation ein Schnappschuss der Trajekto-

rie, also der zeitlichen Entwicklung des Simulationssystems, als Startpunkt fiir eine
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QM /MM-Simulation verwendet. Nach einer Aquilibrierungsphase 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 Molekiils. Diese
Methode wird als ,jinstantaneous normal mode analysis“ (INMA) bezeichnet. Aus
Vergleichen von experimentellen IR-Spektren mit Spektren aus DFT-Rechnungen
von kleinen Molekiilen ist bekannt, dass die Genauigkeit der berechneten Spektren
bei 5-10 % liegt [Levine, 1999].

Um ein vollstdndiges IR-Spektrum berechnen zu koénnen, sind neben den Eigen-
werten und -frequenzen auch die IR-Intensititen von Interesse. Aus der Anderung
der Dipolmomente an den Kernorten des Molekiils im Energieminimum kann die
Absorptionswahrscheinlichkeit aus Fermis Goldener Regel in doppelt harmonischer
Néherung ermittelt werden. Das Absorptionsspektrum ergibt sich unter Beriicksich-

tung der inhomogenen Linienverbreiterung aus

[0 % 0 W; ’ 1 Vi —V 2
log% o Z < ggul) wi:o) Nore exp{_( 2022) } (6.4)

Die Intensitat I(v) ist proportional zur Summe iiber alle Eigenmoden i {iber die

Gaukverteilung (mit der Breite o; und der Bandenlage v;), gewichtet mit dem Qua-
drat des Dipolgradienten op(w;)/0w;.

Die Eigenschwingungen eines Molekiils 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 Ndherungen verwendet werden, jedoch werden sehr lange QM /MM-Tra~
jektorien benétigt, die mit den zur Verfiigung stehenden Rechnerkapazitéiten nicht
berechnet werden kénnen. 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 kénnen; fiir die Be-
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stimmung der Spektren aus dem Dipolmoment miisste fiir eine Isotopenmarkierung
die vollstandige QM /MM-Trajektorie neu berechnet werden.

6.3 Bestimmung der Ladungsverteilung

Im Rahmen der Untersuchung der GTP-Hydrolyse ist die Ladungsverteilung inner-
halb eines Molekiils von grofem Interesse (siche 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 ¢; an den Kernorten x; repré-

sentiert. Das Potenzial Vgsp wird berechnet aus

N
eo (¢ + Zi
Visr(x) = 3 8t ©9
i=1 t E

mit der Kernladung Z;, der Elementarladung ey und dem Kernort R; fiir Atom 1.
Das Potenzial Vigp wird iiber die Ladungen ¢; als Parameter an die kontinuierliche

Elektronenverteilung

V(x) = /d3 fﬁg p_Xl Z |R (6.6)

angepasst.

Die Raumpunkte, an denen Vgsp berechnet wird, werden auf einer Flache um
das Molekiil herum gewéhlt, die einem Vielfachen des van-der-Waals-Radius ent-
spricht. Die berechneten Partialladungen der Atome eignen sich sehr gut fiir den
Einsatz in klassischen Kraftfeldern. Fiir die Kopplung von QM- und MM-Fragmen-
ten sind Partialladungen wichtig, die einer natiirlichen Ladungsverteilung im Mole-
kiil nahe kommen, d. h. ein Feld erzeugen, welches Punktladungen entspricht, da
der klassische Teil des Simulationssystem mit den Partialladungen der QM-Atome
elektrostatisch wechselwirkt. Anderungen der Partialladungen eines Molekiils in un-
terschiedlichen Umgebungen erlauben Riickschliisse auf den Einfluss der Umgebung

auf die Ladungsverteilung.
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7 Vorgehensweise

Nachdem alle Werkzeuge vorstellt wurden, die im Rahmen dieser Arbeit bendtigt
werden, wird in diesem Kapitel beschrieben, wie die biophysikalische Fragestellung
bearbeitet wird. Zunéchst wird das Konzept zur Erzeugung einer Stichprobe eines
kanonischen Strukturensembles zur statistischen Absicherung der Ergebnisse vorge-
stellt. Anschliefflend wird das Vorgehen erlédutert, wie aus den Rontgenstrukturen
die zu simulierenden Systeme erstellt werden. Im letzten Abschnitt werden die Si-
mulationsparameter erklért, die wiahrend der klassischen und QM /MM-Simulationen

verwendet werden.

7.1 Stichprobe eines kanonischen Strukturensembles

Fiir die Standardabweichung o; aus Gleichung (6.4) ist es notwendig, ein Ensem-
ble von mehreren Schnappschiissen aus der Simulation mit den zugehorigen 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 Molekiil mit N Atomen bewegt sich innerhalb eines 6/N-dimensionalen Pha-
senraums; fiir 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 Molekiils im Phasenraum moglichst exakt wiederzugeben.
Dabei kann die MD-Simulation eine grofse 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-
priasentatives Bild des Molekiils mit seinem Eigenschaften zu erhalten, wird im Rah-
men dieser Arbeit folgendermafen vorgegangen (sieche Abb. 7.1): Zunéchst wird das
Simulationssystem mit klassischen Methoden auf einer grofen Zeitskala simuliert.
Ausgehend von Schnappschiissen entlang der klassischen Trajektorie werden kurze
QM /MM-Simulationen gestartet, die sehr genau den Phasenraum reproduzieren kon-
nen. Die Endpunkte der QM /MM-Trajektorien werden genutzt, um dort nach einer

sehr exakten Energieminimierung das zugehorige 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 Hyperflache des 6/N-dimensiona-
len Phasenraums, in dem sich das Simulationssystem bewegt. Die schwarze Kurve spiegelt
die natiirliche Bewegung eines Molekiils im Phasenraum wider. Die Trajektorie aus einer
klassischen MD-Simulation wird durch die rote Linie représentiert; aufgrund ihres Modell-
charakters kann die klassische Simulation zwar nahe der natiirlichen Dynamik sein, jedoch
gibt es auch grofere Abweichungen. Ausgehend von Schnappschiissen 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 koénnen.
Jedoch reicht eine einzelne QM/MM-Trajektorie nicht aus, um daraus Riickschliisse auf
Molekiileigenschaften ziehen zu kénnen. Hierzu wird ein Strukturensemble benotigt, aus
dem durch Mittelung die Molekiileigenschaften repriasentativ bestimmt werden.

Mittelung iiber die Molekiileigenschaften aller QM /MM-Trajektorien liefert ein sehr
gutes Bild des Molekiils innerhalb des gesamten Phasenraums; die Verwendung von
zu wenigen QM /MM-Trajektorien kann den Phasenraum nicht wiedergeben. Die ge-
mittelten Molekiileigenschaften konnen dann mit experimentellen Werten verglichen

werden.
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Abbildung 7.2: Der Rhombendodekaeder ist
ein Polyeder mit zwo6lf rhombenférmigen Fla-
chen und kann periodisch an den Flachen ohne
Rotation fortgesetzt werden.

7.2 Von der Rontgenstruktur zum

Simulationssystem

Um eine moglichst grofe Vergleichbarkeit mit der Arbeit von Kldhn [Kldhn et al.,
2005] zu erreichen, wird analog zu dieser Arbeit vorgegangen.

Ausgangspunkt aller QM /MM-Simulationen sind Réntgenstrukturen der zu unter-
suchenden Proteine und Proteinkomplexe. Im Rahmen dieser Arbeit werden fiir die
Untersuchung des Enzyms Ras mit gebundenem Nukleotid GTP die Rontgenstruk-
tur IQRA [Scheidig et al., 1999] und fiir den Proteinkomplex Ras-RasGAP-GTP die
Rontgenstruktur 1WQ1 des Ubergangskomplexes Ras-RasGAP-GDP-AIF; [Scheff-
zek et al., 1997| verwendet.

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

Der erste Schritt ist die Korrektur von Fehlstellen innerhalb der Proteinstruk-
tur. Anschlieffend wird die Optimierung der Rontgenstruktur, die Erzeugung von
Disulfidbriicken innerhalb des Proteins und der Aufbau eines Wasserstoffbriicken-

netzwerks durchgefithrt. Mit den heutigen Methoden ist es nur in Ausnahmefél-
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len moglich, neben den schweren Atomen im Protein auch die Wasserstoffatome
in der Elektronendichte aus der Rontgenstrukturaufklarung zu identifizieren. Die
Unterscheidung von Sauerstoff und Stickstoff in Aminosdurenresten, 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
Aminosédurenreste auf ihre korrekte Orientierung tiberpriift. Unbekannte Molekiile
innerhalb eines Proteinsubstratkomplexes miissen zuvor durch den PRODRG-Dienst
[Schiittelkopf und van Aalten, 2004] fiir WHAT IF parametrisiert werden. Nach der
Protonierung wird mit dem Programmpaket XPLOR, [Brunger, 1992] die Startstruk-
tur fiir die Simulation generiert. Hierzu wird der Proteinsubstratkomplex in eine
Wasserumgebung eingebettet. Zuséatzlich werden dem System Natrium- und Chlo-
rionen zugefiigt, damit das System auf der einen Seite dem natiirlichen 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 Korper 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] fiir den klassischen und CPMD 3.9.2 [Hutter et al.,
1999] fiir den quantenmechanischen Teil verwendet. Eine QM /MM-Schnittstelle von
EGO verwaltet wihrend der QM /MM-Simulationen das Programm CPMD. Die klas-
sischen Parameter fiir die MD-Simulationen wurden aus dem Kraftfeld CHARMM22
[Mackerell et al., 1998| entnommen, das GTP wurde von Kldhn [Klahn et al., 2005]
parametrisiert. Die Wassermolekiile werden durch das TIP3P-Modell beschrieben
[Jorgensen et al., 1983|. Fiir 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 ermdoglichen; der Energiegrenzwert E.. bei den QM /MM-
Simulationen betragt 80 Ry (= 1088eV = 1,74 - 10716 J). Fiir die QM/MM-Trajek-
torien wird als Konvergenzgrenze des Energiegradienten bei der Bestimmung der

Wellenfunktionen 10%au (atomic units), bei der Energieminimierung zur Bestim-
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Tabelle 7.1: Flussdiagramm zur Durchfiihrung einer MD-Simulation eines Proteinsubtrat-
komplexes in Wasserumgebung.

Energieminimierung der Wassermolekiil- und Gegenionumgebung, Protein fixiert

!
Autheizen der Wassermolekiil- und Gegenionumgebung auf 300 K bei einer
Zeitschrittweite At=1fs, Protein fixiert

!

MD-Simulation der Wassermolekiil- und Gegenionumgebung bei 300 K fiir 1 ns,

At=1fs, Protein fixiert

!

Energieminimierung des kompletten Simulationssystems

l

Aquilibrierung des Simulationssystems ohne Temperaturkopplung, Fixierung der
Proteinriickgratatome und des Substrats, harmonische Zusatzpotenziale auf alle
Proteinatome fiir 25 ps, At=11s

l

Aquilibrierung des Simulationssystems ohne Temperaturkopplung, Fixierung des
Substrats, harmonische Zusatzpotenziale auf alle Proteinatome fiir 5 ps, At=1fs

l

Aquilibrierung des Simulationssystems ohne Temperaturkopplung, harmonische
Zusatzpotenziale auf alle Proteinatome fiir 10 ps, At=1fs

l

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

|
Freie MD-Simulation des Simulationssystems bei 300 K und 1 bar Druck fiir

200 ps, At=11s
l

Produktionslauf: Freie MD-Simulation des Simulationssystems bei 300 K und
1bar Druck, At=11{s

mung der Hesse-Matrix 1077 au gesetzt. Fiir weiterfiihrende, rein quantenchemische
Simulationen wurde das Programmpaket Gaussian03 [Frisch et al., 2004| verwendet.
Die Normalmodenanalyse wird mithilfe des Quantenchemieprogramms GAMESS US
[Schmidt et al., 1993] durchgefiihrt.

Nach der Vorbereitung wird das System &dquilibriert, bevor die MD- und QM /MM-
Simulationen durchgefiihrt werden kénnen. Das einzelnen Simulationsphasen sind in

Tabelle 7.1 als Flussdiagramm dargestellt. Durch dieses Vorgehen ist gewéahrleistet,
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Tabelle 7.2: Flussdiagramm zur Durchfiihrung einer QM /MM-Simulation, ausgehend von
einem Schnappschuss einer MD-Simulation

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

!
Aquilibrierung des Proteinsubstratkomplexes bei einer QM /MM-Simulation bei

300 K und 1bar fiir 25fs, Zeitschrittweite At=0,25fs

!
Freie QM /MM-Simulation des Proteinsubstratkomplexes bei 300 K und 1 bar fiir

125 fs, At=0,25fs
!

Energieminimierung der Atome innerhalb der QM-Box, Fixierung aller iibrigen
Atome

!
Berechnung der Hesse-Matrix fiir die QM-Atome

dass sich zum einen der Proteinsubstratkomplex nicht weit von der Rontgenstruktur
entfernt, zum anderen keine unvorhergesehenen Strukturidnderungen von einzelnen
Aminoséuren wihrend der Aquilibrierungsphase auftreten.

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

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

Das Triphosphat wird wéhrend der QM /MM-Simulation quantenmechanisch be-
handelt. Hinzu kommt die angrenzende Methylgruppe, um das Link-Atom zwischen
zwei Kohlenstoffatomen platzieren zu konnen. Insgesamt besteht die QM-Box aus

siebzehn Atomen und hat eine Gesamtladung von -4 ey. Tabelle 7.2 stellt ein Flussdia-
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gramm fiir das Vorgehen zur Berechnung einer QM /MM-Trajektorie inklusive der

Bestimmung der Hesse-Matrix dar.



Teil 111

Analyse der Enzymsubstratkomplexe
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QM/MM-Simulationen der Enzymsubstratkomplexe zeigen, dass beim
Ras-RasGAP-Komplex die katalytisch wichtige Elektronenverschiebung vom
v- zum (3-Phosphat, die Verldngerung der Bindung zwischen dem y-Phosphor-
und dem verbriickenden Sauerstoffatom und die ekliptische Orientierung von
v- und (-Phosphat wesentlich stérker sind als bei Ras-GTP. Der Argininfinger
wechselwirkt dabei nicht iiber seine positiven Ladung auf die Elektronenvertei-
lung im Triphosphat, sondern verdréingt Wassermolekiile aus der Bindenische.
Das daraus resultierende, verstarkte 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 benotigt werden, werden in
diesem Teil die Ergebnisse aus den QM/MM-Simulationen von Ras-GTP und dem
Ras-RasGAP-Komplex prasentiert. Das Hauptaugenmerk wird dabei auf die Rolle
des Argininfingers R789%AP gelegt, um herauszustellen, wie dieser die Hydrolyse
beeinflusst.

Der erste Zugang ist die Untersuchung der Rontgenstrukturen, die von den Prote-
insubstratkomplexen existieren. Als Basis dienen die Strukturen 1QRA (Ras-GTP,
aufgenommen bei 100 K) [Scheidig et al., 1999] und 1WQ1 (Ubergangsstrukturana-
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 fiir die Interaktion mit anderen Proteinen
entscheidend sind. Im Fokus steht die Wechselwirkung von Ras mit GAP. Anschlie-
flend 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

Zunachst 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 Proteinoberfliche 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 Proteinoberflache nach
Wechselwirkungsstellen mit anderen Molekiilen gibt auch Aufschluss iiber die Wech-
selwirkung von Proteinen untereinander und gibt mogliche Interaktionsbereiche auf
der Proteinoberflache fiir die Bindung anderer Proteine wieder.
Ligandenbindungsstudien sind im Rahmen der Medikamentenforschung von
grofem Interesse, um z. B. Inhibitoren fiir 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
Molekiile auf ihre strukturellen Eigenschaften untersucht, die im Rahmen der Me-
dikamentennutzung zum Einsatz kommen. Im Fokus stand die Klassifizierung der
Molekiile nach Molekulargewicht, Fettloslichkeit 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

Proteinoberfldchen identifizieren zu kénnen [te Heesen et al., 2007b].

TRIDOCK - Ein Algorithmus zur Identifikation von Bindestellen

In Tabelle 8.1 sind die empirischen Parameter von Lipinski fiir medizinische Wirk-
stoffe, die oral eingenommen werden, und jene von Congreve fiir kleine Molekiile

zusammengefasst. Die medizinischen Wirkstoffe haben in der Regel eine nanomo-
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lare Bindeaffinitéit, die von Congreve untersuchten Molekiile binden lediglich mit

mikro- bis millimolarer Affinitat.

Tabelle 8.1: Zusammenfassung der empirischen Parameter von Lipinskis Rule-of-Five
(ROb) fiir orale Medikamente und Congreves Rule-of-Three (RO3) fiir kleine Molekiile.

Lipinski, RO5 Congreve, RO3

Molekulargewicht < 500 u 300 u
Fettloslichkeit 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 Fettloslichkeit ist definiert als logarithmisches Verhiltnis der Konzen-
tration eines Stoffes in Oktanol im Vergleich zur Konzentration in Wasser und ist
ein Mafs dafiir, wie hydrophob, d. h. wasservermeidend, ein Molekiil ist. Als Wasser-
stoffdonoren werden in der Regel Sauerstoff- oder Stickstoffatome bezeichnet, die ein
kovalent gebundenes Wasserstoffatom fiir eine Wasserstoftbriicke zur Verfiigung stel-
len. Umgekehrt sind Wasserstoffakzeptoren die Gegenstiicke, die ihrerseits negativ
geladen sind und eine Wasserstoftbriicke iiber ein Proton eingehen.

Diese Molekiileigenschaften wurden in Eigenschaften auf der Proteinoberfliche
iibersetzt, um mithilfe eines Algorithmus Bindestellen von Molekiilen zu finden, die
diesen Parametern entsprechen. Die Anzahl der Donoren und Akzeptoren ldsst sich
direkt in die Anzahl von Akzeptoren und Donoren auf der Oberfliche iibertragen.
Das Molekulargewicht eines Molekiils kann in ein Flachenkriterium und typische
Abstidnde auf der Oberflache iibersetzt werden. Die Fettloslichkeit wird nicht be-
riicksichtigt. Eine Ubersicht 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 Ubersetzung der
empirischen Parameter von Lipinski und Congreve fiinf Regeln fiir die Suche nach

Bindestellen auf Proteinoberflachen ableiten:

R1 Die Basiseinheit besteht aus drei Wasserstoffbriickendonoren oder -akzeptoren,

die auf der Proteinoberfléache liegen.
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Tabelle 8.2: Korrespondenz der empirischen Parameter nach Lipinski und Congreve mit
den Eigenschaften auf der Proteinoberfliche. Die ersten beiden Eigenschaften wurden be-
riicksichtigt, die Fettloslichkeit wurde nicht ibertragen und die drehbaren Bindungen eines
Molekiils haben keine Korrespondenz auf der Proteinoberfléche.

Eigenschaften der Bindestelle
Fléche, typische Langen
Akzeptoren, Donoren
(hydrophobe Umgebung)
(keine Korrespondenz)

Eigenschaften von Medikamenten
Molekulargewicht

Donoren, Akzeptoren
Fettloslichkeit logP

Drehbare Bindungen

LU

Donor/ Kanten-
Akzeptor Donor/

= mittelBunkt Akzeptor

---- - Abbildung 8.1: Prinzip der Dreieckskon-

struktion fiir den TRIDOCK-Algorithmus.
Das Dreieck wird durch drei Donor- bzw.
Akzeptoratome der Proteinoberfliche aufge-
spannt. In der Umgebung um die Kantenmit-

Kanten-
mittelpunkt Kantenmittel-

punkt

Donor/
Akzeptor telpunkte und dem Dreiecksmittelpunkt diir-

fen keine Proteinatome zu finden sein.

R2 Ein Dreieck hat eine Fliache von 60-100 A2, was einem Molekulargewicht von
300-500u bei einem gleichseitigen Dreieck entspricht.

R3 Eine Seite eines Dreiecks hat eine Kantenlinge von 4-12 A (12-15 A entsprechen

einem Molekulargewicht von 300-500u bei einem gleichseitigen Dreieck).

R4 Im Umkreis von 1,9 A um den Mittelpunkt einer Dreieckskante darf kein Prote-

inatom liegen.

R5 Im Umkreis von 2,5A um den Mittelpunkt des Dreiecks darf ebenfalls kein

Proteinatom liegen.

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

Im ersten Schritt miissen alle Donor- und Akzeptoratome auf der Proteinoberfla-
che identifiziert werden (R1, Abb. 8.2a). Anschliefsend werden die Abstande 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 Uberpriifung aller Absténde zwischen
Donor- und Akzeptoratomen eine Liste mit Abstédnden existiert, die den Abstandskri-
terien entspricht. Im dritten Schritt werden aus diesen akzeptieren Atomabstdnden
jeweils drei Atome mit ihren zugehorigen Abstianden ausgewéhlt und Dreiecke ge-
bildet. Diese Dreiecke miissen dem Fldchen- (R2) und dem Mittelpunktskriterium
(R5) gehorchen (Abb. 8.2¢, d). Die Eigenschaften der erzeugten Dreiecke entsprechen
den fiinf oben vorgestellten Regeln. Die Mittelpunkte der Dreiecke werden fiir die
weitere, visuelle Auswertung der Oberflichenanalyse 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 Anhdufung von Pseudoatomen markiert. Ein
Vergleich mit anderen Programmen, die Proteinoberflichen 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 Hohlen auf Prote-
inoberflichen, wie bei Membranproteinen, von TRIDOCK nicht markiert, da dort
keine Wechselwirkung mit anderen Proteinen oder Liganden stattfinden kann. Von
TRIDOCK werden ,LLocher” in Proteinen identifiziert, die von PASS nicht gefunden
werden. Eine ausfiihrliche Diskussion des Algorithmus ist bei te Heesen [te Heesen
et al., 2007b| zu finden. Obwohl der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung des TRI-
DOCK-Algorithmus die Eigenschaften von kleinen Molekiilen 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 Uberblick iiber
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 moglichen 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. Zunéchst werden die
Oberflachendonoren und -akzeptoren identifiziert (a). Im néchsten Schritt werden die Ab-
stdnde zwischen diesen Atomen berechnet und auf das Abstandskriterium R3 und Kanten-
mittelpunktskriterium R4 tiberpriift (b). Die rot dargestellten Absténde entsprechen nicht
den Kriterien, der griin dargestellte Abstand erfiillt beide Regeln. Aus den akzeptierten
Absténden mit den zugehorigen Atompaaren werden Dreiecke gebildet (c¢), welche dem Fl&-
chenkriterium R2 und der Mittelpunktsregel R5 entsprechen. Diese Dreiecke werden durch
ein Pseudoatom représentiert (d).

et al., 1991|) dargestellt. Bei der Anwendung des TRIDOCK-Algorithmus auf die
beiden Ras-Zustdnde wurden die Substrate bei der Analyse nicht beriicksichtigt.
Die inaktive Form des Ras-Proteins besitzt eine grofse Bindenische, in der das
Nukleotid GDP gebunden ist (Abb. 8.3a). Der TRIDOCK-Algorithmus identifiziert
diese Bindenische und platziert im Bereich des Triphosphats eine grofe Anhadufung
von Pseudoatomen, da dort sehr viele mogliche Wasserstoftbriicken ausgebildet wer-
den koénnen. Im Bereich des Guanosins sind nur wenige Pseudoatome zu finden, da
dieser Teil des Nukleotids hauptséchlich durch hydrophobe Wechselwirkungen stabi-
lisiert wird und Wasserstoftbriicken eine untergeordnete Rolle spielen. Der zentrale

Haufungspunkt markiert die Bindestelle des y-Phosphats, welches bei der Hydrolyse
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Abbildung 8.3: Identifizierte Bindestellen auf der Ras-Oberfliche im inaktiven und ak-
tiven Zustand. Oben sind Vorder- und Riickansicht der inaktiven Ras-Struktur, unten
Vorder- und Riickansicht der aktiven Ras-Struktur dargestellt. Die Substrate wurden bei
Anwendung des TRIDOCK-Algorithmus nicht mitberiicksichtigt. Auf der Vorderseite (a,
c¢) markieren die Pseudoatome (in orange) die Bindenische. In beiden Konformationen ist
die Proteinriickseite flach und zeigt keine markanten Wechselwirkungsstellen.

abgespalten wird. Die Anhdufung von Pseudoatomen ganz links in der Bindenische
deutet auf eine zuséitzliche mogliche Bindestelle ohne bisher bekannte Funktion hin.
Die Riickseite (Abb. 8.3b) zeigt eine relativ flache Proteinoberfliche mit wenigen

moglichen Wechselwirkungsstellen. Lediglich der verdeckte Haufungspunkt unten
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(a) (b)

Abbildung 8.4: Darstellung der distalen Bindenische von Ras. (a) K949%AP ragt in die
Nische hinein und ist iiber das Wassermolekiil HOH217 mit dem o-Phosphat verbunden.
Die Aminoséure gehort zu einer Schleife des GAP-Proteins, die oberhalb der Bindenische
liegt. (b) Durch Abtasten der Ras-Proteinoberfliche mit dem TRIDOCK-Algorithmus ohne
GAP wird die Bindestelle von K949GAF identifiziert.

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

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

Neben der Identifikation der Bindetasche wird auf der Riickseite der Tasche eine
Nische durch den TRIDOCK-Algorithmus markiert, die GAP fiir die Wechselwir-
kung mit dem Ras-Protein und dem Nukleotid nutzt (vgl. Abb. 8.4). GAP fiihrt die
konservierte Aminosiure K949%AP die iiber ein Wassermolekiil mit dem o-Phosphat
des GTP verbunden ist, in die distale Bindenische ein. Des Weiteren sind die Amino-
sduren E318% D338 und D38R2 an der Fixierung des Lysins beteiligt. Neben der
Moglichkeit, dass K949%AF mit der zugehérigen 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 lasst sich festhalten, dass der entwickelte TRIDOCK-Algorith-
mus primar zur Unterstiitzung der visuellen Inspektion von Proteinoberflachen dient.
Die markierten Bindenischen sind entweder Bindestellen bei der Proteinproteinwech-
selwirkung oder geben die Position hydrophiler Bereiche von Liganden wieder, die
an der Proteinoberfliche 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 Rontgenstruktur von Ras werden im néchsten Abschnitt
Strukturen von Enzymsubstratkomplexen der Ras-Superfamilie untersucht, um
einen ersten Eindruck {iber die Koordinierung des Argininfingers und den Reakti-

onsmechanismus der GAP-katalysierten Hydrolyse zu bekommen.

8.2 Vergleich unterschiedlicher Komplexstrukturen

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

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

Die Schwierigkeit bei der Untersuchung von Rontgenstrukturen der GAP-kataly-
sierten GTP-Hydrolyse in Ras ist, dass es keine Grundzustandsstruktur des Kom-
plexes gibt. Fiir den Ras-RasGAP-Komplex existiert lediglich die Rontgenstruktur
1WQ1, welche ein Analogon der Ubergangszustandsstruktur ist: Nach Abspalten des
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Abbildung 8.5: Uberlagerung der Réntgenstrukturen von Ras-GTP (1QRA, cyan) und
dem Ras-RasGAP-GDP-AlFs-Komplex (1IWQ1, griin). Die Ras-Proteine beider Struktur
weichen im Proteinriickgrat kaum voneinander ab. Ein auffilliger Unterschied ist in der
Orientierung von Q6172 zu erkennen. In der 1QRA-Struktur zeigt Q6172 aus der Bin-
detasche heraus, bei der 1WQ1-Struktur ist Q61 iiber eine Wasserstoffbriicke mit dem
Argininfinger R789%AP verbunden und zeigt in Richtung des y-Phosphats.

v-Phosphats vom GTP entsteht GDP-P;, wobei das Monophosphat P; in der Bin-
detasche gebunden ist [Kotting et al., 2006]. Dieser Zustand wird durch die Struk-
tur IWQ1 modelliert, indem als Monophosphatersatz ein Aluminiumfluorid in der
Bindetasche eingebaut wurde. Da die Hydrolysereaktion im Ras-RasGAP-Komplex
innerhalb weniger Millisekunden abléuft, ist es technisch nicht moglich, den Zustand
vor der Hydrolyse in einer Kristallstruktur ,einzufrieren”. Jedoch ldsst sich anhand
des Vergleichs der Struktur 1WQ1 mit anderen Strukturen festhalten, dass diese
Struktur als Ausgangspunkt fiir die Untersuchung der GAP-katalysierten GTP-Hy-
drolyse geeignet ist. Auch die berechneten IR-Spektren (siche Abschnitt 9.2) geben
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Tabelle 8.3: Ubersicht iiber die verglichenen GAP-Ubergangsstrukturanaloga aus
Abb. 8.6.

1WQ1 Ras-RasGAP, Substrat: GDP-AlF;
Schalterkomplex in Signalkaskade zur Zellteilung

1GRN Cdc42-Cdc42GAP, Substrat: GDP-AlF5
Regulierung der Ausbildung diinner langlicher Ausstiilpungen in
der Plasmamembran

1G4U  Rac-SPTP, Substrat: GDP-AlF;
Regulierung der Formation von flachen Ausstiilpungen in der Zell-
membran

1TX4 Rho-RhoGAP, Substrat: GDP-AlF,
Formierung und Kontraktion von Stressfasern und Ausbildung von
fokalen Adhésionskontakten

1HE1 Rac-RacGAP Substrat: GDP-AlF5
Funktion wie 1G4U

die experimentellen FTIR-Spektren in hoher Genauigkeit wieder, sodass die Ront-
genstruktur 1IWQ1 fiir die Analyse verwendet werden kann.

Zunéchst werden die beiden Strukturen Ras-GTP (1QRA) und Ras-RasGAP-GDP-
AlF3 (1IWQ1), die im Rahmen dieser Arbeit mit klassischen und quantenmechani-
schen Mitteln untersucht werden, miteinander verglichen (siche Abb. 8.5). Uberla-
gert werden die Riickgratatome der Ras-Proteine. Die mittlere quadratische Abwei-
chung der beiden Strukturen bezogen auf die Cy-Positionen betrégt 0.55 A. Deutlich
zu erkennen ist, dass die gebundenen Nukleotide GTP und GDP fast perfekt iiber-
einander liegen. Die Position des Aluminiumfluorids AlFj3 in der 1WQ1-Struktur
liegt sehr nahe an der Position des y-Phosphats beim GTP. Auch die Koordinie-
rung der Magnesiumionen ist dhnlich. Aufgrund der grofen Ahnlichkeit der Ras-
Strukturen und der Position der Nukleotide lédsst sich der Schluss ziehen, dass die
Ras-RasGAP-Struktur eine sehr gute Basis fiir 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 auffilliger Unterschied ist die Orientierung der onkogenen Amino-
sdure Q617 mit dem zugehorigen Wassermolekiil, welches nukleophil am y-Phos-
phat angreift. In der 1QRA-Struktur zeigt Q617 aus der Bindetasche heraus, in
der 1TWQ1-Struktur ist Q6172 {iber eine Wasserstoffbriicke mit dem Riickgrat des
Argininfingers R789%4" verbunden und zeigt in Richtung des Substrats. Auch das
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Abbildung 8.6: Uberlagerung von verschiedenen GDP-AIF,-Ubergangsstrukturen mit
Argininfingern. Dargestellt sind die Strukturen 1WQ1 (griin, 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 {iberlagert. Dargestellt sind das Substrat, der
Switch II-Bereich, der Loop des Argininfingers, das nukleophil angreifende Wassermolekiil
und das koordinierte Magnesiumion. Siehe auch Tabelle 8.3.

Wassermolekiil in der 1WQ1-Struktur ist trotz des Ubergangszustandanalogons in
der korrekten Position fiir einen nukleophilen Angriff.

Anhand dieser Orientierung lassen sich zwei wichtige Schlussfolgerungen ziehen:
Zum einen kann die 1QRA-Struktur von Ras als Basis fiir weitere QM /MM-Unter-
suchungen genutzt werden, aber Q6172 ist fiir das Heranfiihren des Wassermolekiils
an das y-Phosphat noch nicht richtig orientiert. Zum anderen scheint die Wechsel-
wirkung zwischen R789%AF und der Seitenkette von Q617 fiir 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 Q6182 ohne Wechselwirkungspartner und muss ohne dufieren Einfluss die
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Tabelle 8.4: Ubersicht iiber die verglichenen GAP-Grundzustandsstrukturen aus Abb. 8.7.

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

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

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

1AM4 Cdc42-RhoGAP, Substrat GPPNHP
Funktion siche 1GRN aus Tab. 8.3

korrekte Position einnehmen, um das Wassermolekiil fiir den nukleophilen Angriff
am y-Phosphat zu koordinieren. Im Ras-RasGAP-Komplex ibernimmt der Arginin-
finger die Funktion, Q6152 iiber eine Wasserstoffbriicke zu binden und derart zu ori-
entieren, dass das Wassermolekiil mit dem y-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-Ubergangsanalogstrukturen
aus der Ras-Superfamilie auf das Nukleotid GDP {iberlagert. Obwohl die Enzym-
substratkomplexe unterschiedlich sind, ist das grundlegende Strukturmotiv bei al-
len Strukturen &hnlich. Die Position des GDP-AIF, ist bei allen fiinf Komplexen
identisch, und auch der Switch II-Bereich ist sehr @hnlich orientiert. Die Wasser-
stoffbriicke zwischen dem Glutamin (N%™) und dem Argininfinger (OA™®) 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 Ubergangsstrukturen fast identisch. Dies lésst den Schluss zu, dass die in der
Struktur IWQ1 beobachtete Konformation ein natiirlicher Zustand des Proteinsub-
stratkomplexes wihrend der Hydrolyse ist und keine artifiziellen Verzerrungen in
der Nédhe 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 Rontgenstrukturen dargestellt, die den Grundzustand re-

préasentieren, bei denen der Argininfinger jedoch immer oberhalb der Bindetasche
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Abbildung 8.7: Uberlagerung von verschiedenen Grundzustandsstrukturen von GAP-
Komplexen. Dargestellt sind die Strukturen 1GIA (magenta, Gi-al-Untereinheit-GPPPS),
1TND (blau, Transducinax-GPPPS), 1CIP (gelb, Gi-al-Untereinheit-GPPNHP), 1AM4
(grau, Cdc42-RhoGAP-GPPNHP) und zum Vergleich die Ubergangsstruktur 1WQ1 (griin,
Ras-RasGAP-GDP-AlF3). Die Strukturen wurden auf das Nukleotid tiberlagert. Darge-
stellt sind das Substrat, der Switch II-Bereich, der Loop des Argininfingers, das nukleophil
angreifende Wassermolekiil und das koordinierte Magnesiumion. Siehe auch Tabelle 8.4.

liegt. Einzig in der Grundzustandsstruktur 1TND (blau, Transducina-GPPPS) zeigt
der Argininfinger in die Tasche und ist am Substrat koordiniert, wie es bei der
Ubergangsstruktur 1WQ1 der Fall ist. Bei einem direkten Vergleich der Orientie-
rung des Argininfingers mit dem zugehorigen Loop in den Strukturen 1AM4 (grau,
Cdc42-RhoGAP-GPPNHP) und 1WQ1 liegt die Vermutung nahe, dass zunéchst
der Argininfinger auferhalb der Bindenische liegt und sich erst kurz vor Beginn der
Hydrolyse in die Tasche hineindreht. Das stark negative geladene Substrat GTP*
wechselwirkt mit dem positiv geladenen Arginin, das sich noch aufserhalb der Binde-
nische befindet. Durch die Coulomb-Wechselwirkung wird das Arginin inklusive des

Loops in die Bindetasche gezogen. Dabei wird Q61%#%, welches iiber eine Wasserstoff-
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Abbildung 8.8: Uberlagerung 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 Ubergangsstruktur
IWQ1 (griin, Ras-RasGAP-GDP-AlF3) und die Grundzustandsstruktur 1AM4 (grau,
Cdc42-RhoGAP-GPPNHP). Die Strukturen wurden auf das Nukleotid tiberlagert. Darge-
stellt sind das Substrat, der Switch II-Bereich, der Loop des Argininfingers, das nukleophil
angreifende Wassermolekiil und das koordinierte Magnesiumion. Die caged-Gruppe ist als
Ring oberhalb des Nukleotids zu erkennen.

briicke mit dem Riickgrat des Argininfingers verbunden ist, mitgezogen und in die
Orientierung gebracht, um das Wasser fiir den nukleophilen Angriff am y-Phosphat
zu koordinieren.

Die Orientierung des Argininfingers beim Cdc42-RhoGAP-GPPNHP-Komplex
oberhalb der Bindenische lésst sich erklaren, wenn die Struktur mit Rontgenstruktu-
ren des Ras-Proteins mit gebundenem caged-GTP verglichen wird (sieche Abb. 8.8).
Die caged-Verbindung am GTP dient experimentell dazu, die Hydrolysereaktion
von aufsen 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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gelost, sodass die Reaktion ablaufen kann. In Abb. 8.8 ist zu erkennen, dass die
caged-Gruppe, die am y-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 zugehérigen 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 Q6182 in die korrekte
Position ziehen, damit der nukleophile Angriff des Wassermolekiils am y-Phosphat
stattfinden kann.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Analyse der Rontgenstrukturen
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 eingefiihrt. Diese Bewegung mit der zugehorigen
Folgekoordinierung von Q6172 ist von entscheidender Bedeutung fiir das zielgerich-
tete Heranfithren des Wassermolekiils an das y-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 Rontgenstrukturen werden in diesem Kapitel die Ergeb-
nisse aus den QM/MM-Simulationen analysiert. Zunéchst werden die klassischen
Simulationen von Ras und Ras-RasGAP vorgestellt. Im néchsten 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 verdrangt durch das
Einfithren des Argininfingers in die Bindenische Wassermolekiile und verstirkt da-
durch die elektrischen Felder, was die katalytische Elektronenverschiebung vom +y-

zum 3-Phosphat erklart. Dies ist das zentrale Ergebnis dieser Arbeit.

9.1 MD-Simulation von Ras und Ras-RasGAP

Die klassischen MD-Simulationen sind Ausgangspunkt fiir die anschlieffenden
QM/MM-Simulationen. Zu Beginn werden der Aufbau der Modellsysteme fiir die
Simulationen an Ras und an Ras-RasGAP vorgestellt. Anschliefend werden die Er-
gebnisse der MD-Simulationen des Enzymsubtratkomplexes Ras-GTP dargestellt.
Fiir dieses System Ras-GTP wurden neben der Simulation des Wildtyps, d. h. des
Proteins mit seiner natiirlichen Aminosdurensequenz, auch MD-Simulationen der
Mutanten T35A und T35S durchgefiihrt, um zu untersuchen, wie Ras von der akti-
ven Form in eine inaktive, GTP-gebundene Form {ibergeht. Schlieflich werden die
Resultate der klassischen Simulationen am Ras-RasGAP-Komplex prasentiert. 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 fiir Simulationen an Ras-GTP sieht vergleich-

bar aus, hat jedoch einen kleineren Radius. Das Ras-System besteht insgesamt aus



9.1 MD-Simulation von Ras und Ras-RasGAP 67

40472 Atomen, davon 2622 Proteinatome, 44 GTP-Atome, ein Magnesiumion, 39
Natriumionen, 32 Chlorionen und 12578 Wassermolekiile bei einem Innenradius des
Rhombendodekaeders von 47,1 A. Die Zahl der Natrium- und Chlorionen setzt sich
aus der Gesamtladung des Proteinsubstratkomplexes (-7¢p) und der Anzahl der
Wassermolekiile zusammen. Um einen natiirlichen Salzgehalt von 155 mmol/1 in der
Zelle zu reproduzieren, muss fiir je 360 Wassermolekiile ein Gegenionenpaar dem
Simulationssystem hinzugefiigt werden. Im Ras-Protein gibt es drei Histidine, die
von WHAT IF doppelt protoniert werden, sodass diese Aminosauren einfach positiv
geladen sind. Des Weiteren dreht WHAT IF bei der Optimierung des Wasserstoff-
briickennetzwerks die Kopfgruppe von Q61%25. Allen {ibrigen Aminoséuren werden
Wasserstoffatome entsprechend ihrer Protonierung bei pH 7 hinzugefiigt. Spektro-
skopische Untersuchungen des GTP haben gezeigt, dass das y-Phosphat nicht proto-
niert ist [Cheng et al., 2001]. Jedoch ist nicht auszuschliefen, dass unter Umsténden
das B-Phosphat protoniert ist (sieche Kapitel 10); bei Ras ohne gebundenem GAP
tritt keine PB-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
grofer 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 Wassermolekiile. Der Rhombendodekaeder hat
einen Innenradius von 60,0 A. Obwohl der Proteinkomplex einen Durchmesser von
etwa 80,0 A hat, wurde der Radius der Simulationsbox auf 60,0 A beschrinkt, um
Rechenzeit zu sparen. Ein System mit 80,0 A Radius wiirde rund 400000 Atome
beinhalten; mit den zur Verfiigung stehenden Rechenkapazititen kann ein System
dieser Grofse nicht simulieren werden. Daher wurde als Kompromiss ein kleineres
Simulationssystem gewéhlt, wobei Artefakte bei der langreichweitigen Wechselwir-
kung durch die periodischen Randbedingungen vernachlassighar sind. Die in der
Réntgenstruktur fehlenden Reste der Aminosduren A122R#s  Y952GAP  T9g3GAP
TO84GAP  F985GAT  HO86EAP  S987GAP yund RISSEAP wurden modelliert. Da sich
diese Aminosduren aufsen 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 Uberlappungen gibt. Durch Optimie-

rung des Wasserstoffbriickennetzwerks wurden die Histidine H166%% und H1005%AF
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Abbildung 9.1: Rhombendodekaedrische Simulationszelle des Ras-RasGAP-Komplexes.
Ras ist dargestellt in hellblau, RasGAP in dunkelgriin, Natriumionen in gelb, Chlorionen in
griin, das Substrat GTP als Kalottenmodell. Das vollstdndige Simulationssystem beinhaltet
119995 Atome und hat einen Radius von 60 A.

doppelt protoniert, die Histidine H94R2s H762GAP H847GAP H8{3GAP  H965%AP
und HI986%AF am Njs; ™ protoniert und die Histidine H27%2s, H736GAY HT743CGAP,
H8119AP  H812GAF  H999%AP und H101294F am N7 protoniert. Kopfgruppen
von Aminosduren aus der Rontgenstruktur wurden nicht rotiert. Das Aluminium-
fluorid AlFj3 aus der IWQ1-Rontgenstruktur wird durch ein Phosphat ersetzt und
eine kovalente Bindung zwischen P, und Osp eingefiigt. Wahrend der Energiemini-

mierung dndert das ergdnzte y-Phosphat seine urspriingliche 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 Aminosiduren K1682s Qe1Ras
und R789GAF und alle Wasser in
der Bindenische sind als Sticks und
das Magnesiumion in magenta darge-
stellt. Beim nukleophilen Angriff n&-
hert sich das Wassermolekiil von links
dem y-Phosphat.

zur phosphattypischen tetraedrischen Struktur. Des Weiteren muss ein Wassermole-
kiil ergénzt werden, welches das Magnesiumion koordiniert (vgl. Abb. 1.7). In der
Struktur 1WQ1 ist das Magnesiumion nur an fiinf Sauerstoffatomen koordiniert,
obwohl Magnesium sechsfach koordiniert sein muss, damit die duferten Elektronen-
schalen abgeséttigt sind. Daher wurde ein Wassermolekiil der Struktur an die Stelle
hinzugefiigt, an der das Wassermolekiil in der Ras-Struktur 1QRA zu finden ist.

In Abb. 9.2 sind die Atome als Kugeln hervorgehoben, die wihrend der QM /MM-
Simulationen quantenmechanisch behandelt werden. Neben den Sauerstoff- und
Phosphoratomen wird ein Kohlenstoffatom Cs’ inklusive der beiden zugehorigen Pro-
tonen in die QM-Box integriert, um das Linkatom zwischen zwei Kohlenstoffatome
zu platzieren (vgl. Abschnitt 6.1). Kldhn hat in seiner Arbeit gezeigt, dass diese Wahl
des QM-Systems ausreichend ist, um die wesentlichen Einfliisse des Ras-Proteins auf
die GTP-Hydrolyse beschreiben zu kénnen [Kldhn et al., 2005]. Das Magnesiumion
wird aus zwei Griinden nicht mit in die QM-Box integriert. Wenn das Mg?*-Ion
quantenmechanisch behandelt werden soll, miissen auch alle koordinierenden Sau-
erstoffatome quantenchemisch beriicksichtigt werden, d. h. beide Wassermolekiile,
Thr35%% und Ser17R2 miissten ebenfalls in der QM-Box liegen. Dies fiihrt zu ei-
ner Vervierfachung des Boxvolumens und damit zu einem sehr starken Anstieg der
benétigen Rechenzeit fiir QM /MM-Simulationen. Hinzu kommt, dass sich bei einer

groferen QM-Box auch die Aquilibrierungsphase deutlich verlingert. Des Weiteren
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Abbildung 9.3: Uberlagerung der
sechs Schnappschiisse aus der MD-
Simulation von Ras (hellblau) nach
500 ps, 581 ps, 690 ps, 799 ps, 909 ps
und 1000ps und der Rontgenstruk-
tur 1QRA (griin). Die MD-Struktu-
ren weichen im Mittel um 1,01 A von
der Rontgenstruktur 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 e, unabhéngig von der Um-
gebung nahezu unverdndert bleibt. Eigene quantenchemische Testsimulationen von
Magnesium inklusive der Koordinierungspartner konnten diesen Befund bestéatigen.
Auch die Koordinierungssphiare um das Ion herum bleibt stabil unter Austausch
der koordinierenden Gruppen. Daher ist es eine hinreichend gute Néherung, dass
Magnesiumion klassisch und nicht quantenmechanisch zu behandeln. Der artifizielle
Einfluss des klassisch behandelten Tons auf die QM-Box ist vermutlich vernachléssig-
bar. Zudem reproduzieren die berechneten IR-Spektren die experimentellen Daten
im Rahmen der Rechengenauigkeit, sodass dieses Modellsystem mit dem quantenme-
chanisch behandelten Triphosphat ausreichend fiir die Untersuchung der Hydrolyse

ist.

MD-Simulation von Ras

Zunichst wird die MD-Simulation an Ras analysiert. In Abb. 9.3 wurden sechs repra-
sentative Schnappschiisse nach 500 ps, 581 ps, 690 ps, 799 ps, 909 ps und 1000 ps aus
der MD-Simulation auf die Rontgenstruktur 1QRA iiberlagert. Im Mittel weichen
die Strukturen um 1,01 A von der Rontgenstruktur ab. Die Orientierung des Nu-
kleotids ist in allen Strukturen sehr dhnlich. Mit jeder dieser MD-Strukturen wurde
ein QM /MM-Simulationen durchgefiihrt, um die Dynamik des Triphosphats exakter

beschreiben zu konnen.
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Kldhn hat in seinen Untersuchungen am Ras-Protein festgestellt, dass ein Na-
triumion am y-Phosphat koordiniert ist [Kldhn et al., 2005]. In Abb. 9.4 ist ein
Schnappschuss aus den MD-Simulationen von Klahn (in rot) dargestellt. Deutlich
zu erkennen ist, dass das Natriumion unterhalb des y-Phosphats an den zwei nicht-
verbriickenden Sauerstoffatomen des Phosphats koordiniert ist. Das positiv geladene
Natriumion beeinflusst durch seine direkte Ndhe zum y-Phosphat sowohl die direk-
te Umgebung als auch die Ladungsverteilung des Triphosphats. In der Literatur ist
bisher kein Natriumion diskutiert worden, das am y-Phosphat koordiniert ist und
die GTP-Hydrolyse des Ras-Proteins beeinflusst. Auch konnten eigene MD-Simula-
tionen den Befund von Kldhn nicht reproduzieren. Weder bei den Simulationen mit
EGO und dem CHARMMZ22-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 y-Phosphat koordiniert. Die Ge-
geniiberstellung eines Schnappschusses aus einer eigenen MD-Simulation mit einem
Schnappschuss von Kldhn in Abb. 9.4 zeigt, dass das Natriumion die umliegenden
Wassermolekiile zu verdréngen scheint und einen nukleophilen Angriff eines Was-
sermolekiils verhindert. Lediglich das Plausibilitatsargument, dass ein koordinier-
tes Natriumion am Triphosphat die Ladungen in der Bindenische absattigt (-4 e
vom GTP, +2e; vom Magnesiumion, +1 ey von K16%% und +1 ey vom Natriumion),
spricht fiir ein Natriumion innerhalb der Bindetasche. Anhand der berechneten IR-
Spektren (vgl. Abschnitt 9.2) kann nicht entschieden werden, ob ein Natriumion am
v-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 y-Phosphat koordiniert, wird dieser Fall in der weiteren

Diskussion nicht beriicksichtigt.

MD-Simulation von Ras-Mutanten T35S und T35A

Neben der MD-Simulation des Ras-Wildtyps als Ausgangspunkt fiir QM /MM-Simu-
lationen wurden auch Mutationsstudien des Ras-Proteins durchgefiihrt. Experimen-
telle Untersuchungen haben gezeigt, dass der Austausch von T35%* Alanin (T35A)
dazu fiihrt, dass Ras trotz gebundenem GTP in die inaktive Form iibergeht und
eine Wechselwirkung mit GAP oder Raf-Kinasen nicht mehr moglich 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 Kldhn
(rot) [Kléhn et al., 2005] und einer eigenen
MD-Simulation (blau). In der Struktur von
Kléhn koordiniert ein Natriumion (orange)
am y-Phosphat des Triphosphats und beein-
flusst die Position der umliegenden Wasser-
molekiile und durch seine positive Ladung die
Elektronenverteilung des TP. In den eigenen
MD-Simulationen hat nie ein Natriumion am
v-Phosphat koordiniert.

der inaktiven in die aktive Form iibergehen [Spoerner et al., 2001; Tuga et al., 2004;
Kétting et al., 2007]. T35% interagiert in der aktiven Konformation mit dem zu-
gehorigen 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 {iberpriifen, wurde in der Ras-Struktur T35%a
gegen Alanin bzw. Serin ausgetauscht und jeweils eine MD-Simulation durchgefiihrt.

T35 S35
, 07 bzw.

Das Hauptaugenmerk wird auf die Abstdnde zwischen Mg*" und O,
Co M3 gelegt.

In Abb. 9.5 ist der dynamische Verlauf der reprasentativen Abstinde der T35S-
bzw. T35A-Simulationen dargestellt. Im oberen Teil der Abbildung ist zu erkennen,
dass der Abstand zwischen O,%3 der Mutante bzw. O, der Wildtyp-Simulatio-
nen und dem Magnesiumion iiber die gesamte Simulationszeit stabil bei 2,2 A liegt.
Die Offnung von Switch I bei der T35S-Mutante kann nicht beobachtet werden. Die
Studie der T35A-Mutante zeigt jedoch einen eindeutigen Offnungsmechanismus von
Switch I. Der Abstand zwischen C,*3® und Mg?" wichst nach rund 500 ps Simula-
tionsdauer auf 7,2 A, geht fiir kurze Zeit auf 9,5 A und stabilisiert sich nach 1,3 ns
bei 7,5A. In Abb. 9.6 sind die beiden Zustéinde der T35A-Mutante (geschlossen in
griin, offen in blau) tiberlagert. Deutlich zu erkennen ist, dass sich Switch I vom
Magnesiumion entfernt hat und damit die Bindetasche getfinet ist.

Obwohl die MD-Simulationen mit 1,5 ns Lange kurz sind, zeigt sich bei der T35A-
Mutante schon der Offnungsmechanismus und damit der Ubergang des Ras-Proteins
in die inaktive Form. Die Simulationszeit scheint fiir 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 repriasentativen Abstdnde von T35S und T35A zum
Magnesiumion; die breiten Linien reprasentieren einen gemittelten Wert aus 50 Zeitschrit-
ten. In der oberen Zeile sind die Struktur und die dynamische Anderung der Abstinde
zwischen OYS?’5 der Mutante bzw. Oy11?® der Wildtyp-Simulationen und dem Magnesi-
umion dargestellt. Deutlich zu erkennen ist, dass die T355-Mutante im Laufe der MD-
Simulation keine Offnung des Switch I zeigt. Die Abstéinde (grau) blieben bei etwa 2,2 A,
ebenso wie die Vergleichsrechnungen mit Ras WT (rot) und Ras-RasGAP (griin). Unten
sind die Absténde zwischen CyT/435 und Mg?* gezeigt. Die Simulation der T35A-Mutan-
te (blau) zeigt einen deutlichen Offnungsmechanismus von Switch I. Der Abstand wichst
schnell auf etwa 7,2 A, geht kurzfristig sogar auf 9,5 A und stabilisiert sich bei 7,5 A.

Rechenkapazitat keine klassischen Langzeitsimulationen im Bereich von 10 — 30 ns
moglich sind, sind Simulationen mit GROMACS in Vorbereitung, da GROMACS

solche Langzeitsimulationen durch hochoptimierte MD-Algorithmen ermoglicht.
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Abbildung 9.6: Uberlagerung zwei-
er Strukturen der Ras-Mutanten
T35A nach der Aquilibrierungsphase
(griin) und nach 1,5ns (blau). T35A
hat sich deutlich vom Magnesiumion
entfernt und durch die Bewegung von
Switch I ist die Bindenische gedffnet.
Ras ist im Laufe der MD-Simulation
von der aktiven in die inaktive Form
iibergegangen.

Abbildung 9.7: Uberlagerung der
sieben Schnappschiisse 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 Rontgenstruktur 1IWQ1 (dunkel).
Die MD-Strukturen weichen im Mit-
tel um 1,50 A von der Réntgenstruk-
tur ab. Die Koordinierung des Ar-
gininfingers R789SAF am GTP ist
wihrend der Simulation stabil.

MD-Simulationen des Ras-RasGAP-Komplexes

In Abb. 9.7 ist die Uberlagerung der sieben Schnappschiisse aus der MD-Simulati-
on des Ras-RasGAP-Komplexes und der Rontgenstruktur IWQ1 zu erkennen. Die
mittlere Abweichung der MD-Strukturen von der Rontgenstruktur betrégt 1,50 A.
Sowohl die Orientierung des Nukleotids als auch die Koordinierung des Argininfin-
gers R789%AF sind stabil iiber die gesamte Simulationszeit. Jedoch ist die Frage zu
klaren, ob die Position des Argininfingers innerhalb der Bindenische der natiirlichen
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 natiirlichen 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 Rontgenstruktur 1WQ1 zu erkennen.
Oben rechts (b) ist eine unnatiirliche Wechselwirkung des Argininfingers mit dem Substrat
dargestellt. Eine Imingruppe interagiert direkt mit dem o-Phosphat. Dies fiihrt zu einer
Blauverschiebung der zugehorigen v,(POz)-Bande von 1260 cm™ auf 1342 cm™, die den
experimentellen Daten widerspricht. Unten links (c) ist eine natiirliche Koordinierung des
Argininfingers gezeigt, die unter spektraler Kontrolle bestéatigt wurde. Die Wechselwirkun-
gen der Imingruppen mit den Wassermolekiilen ist wesentlich fiir die Katalysereaktion.
Unten rechts (d) sind die drei Konformationen fiir den direkten Vergleich iiberlagert.

wirkung des Argininfingers iiber Wasserstoftbriicken mit dem Triphosphat korrekt
wiedergegeben wird.

Abbildung 9.8 zeigt eine unnatiirliche und eine natiirliche Koordinierung des Ar-
gininfingers innerhalb der Bindenische. Beide Strukturen wurden aus QM /MM-Si-
mulationen durch unterschiedliche Aquilibrierungsphasen gewonnen. In Abb. 9.8a
ist die Startkonfiguration aus der Rontgenstruktur zu erkennen. Die eingezeichneten
Wasserstoffbriicken zeigen, dass der Argininfinger in dieser Konformation mit dem

Aluminiumfluorid und schwach mit dem «-Phosphat wechselwirkt. Zudem besteht
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eine Verbindung zwischen Q6182 und dem Riickgrat des Argininfingers. Abb. 9.8b
zeigt eine Orientierung des Argininfingers, welche durch zu schnelles Aquilibrieren
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 unnatiirlich
klassifiziert werden kann. Die direkte Wechselwirkung zwischen einer Imingruppe des
Argininfingers und des «-Phosphats fithrt zu einer Blauverschiebung der v,(POz)4-

U auf 1342cm™. Da die Frequenzverschiebung gro-

Bande um 82cm™ von 1260 cm
fer als die Rechengenauigkeit bei der Bestimmung von IR-Spektren ist, kann diese
Konformation mit der direkten Wechselwirkung zwischen R789%F und o-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 natiirlich angesehen werden kann. Wichtig scheinen die
Interaktionen der Imingruppen mit den Wassermolekiilen zu sein, die in der Binde-
tasche des Ras-RasGAP-Komplexes vorhanden sind. Eine Imingruppe von R789%AP
wechselwirkt mit dem Wassermolekiil HOH202, welches eine Wasserstoffbriicke zum
-Phosphat ausbildet. Der Vergleich der Bandenpositionen der asymmetrischen PO,-
Streckschwingung des a-Phosphats zeigt, dass in dieser Konformation die berechnete
und die experimentelle Bande im Rahmen der Rechengenauigkeit fast identisch sind.
Sowohl bei Kldhn [Kldhn et al., 2006] als auch bei Grigorenko [Grigorenko et al.,
2005 und Topol [Topol et al., 2004] fehlt HOH202 als Bindeglied zwischen R789%AF
und o-Phosphat. Die genannten Autoren kénnen 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 konnen. Eine fehlerhafte Koordinierung des
Argininfingers wird Einfluss auf Struktur und Ladungsverteilung des Triphosphats
haben und kann dadurch die untersuchten Reaktionspfade verfélschen.

Neben der Fragestellung, wie der Argininfinger R789%AY 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 ,Falltiirmechanismus® 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 zugehérigen Loop aufser-
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 Aquilibrierungsphase und
der Struktur nach 1ns MD-Simulation (dunkel) zur Untersuchung der Bewegung des Ar-
gininfingers in die Bindetasche. Ausgangspunkt fiir die Konformation des Argininfingers
R789%AP mit dem zugehorigen Loop ist die Cdc42-RhoGAP-Struktur (PDB-ID: 1AM4)
(sieche Abb. 8.8). Der Graph zeigt den Abstand zwischen der Imingruppe (schwarz) bzw.
des Riickgrats (rot) von R789%AF zum nichtverbriickenden Sauerstoffatom Oz, . Beide Kur-
ven zeigen keine deutliche Annéherung 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 Ubergangsstrukturanalogons 1IWQ1 die
Konformation des Argininfingers inklusive des Loops analog zur Position des Loops
von RhoGAP aus der Réntgenstruktur 1AM4 modelliert (Abb. 9.9). Nach einer Aqui-
librierungsphase von 500 ps wurde eine freie MD-Simulation von 1 ns Lange gestartet,
um die Bewegung des Argininfingers zu beobachten. Wie im Graphen der Abb. 9.9 zu
erkennen ist, tritt wihrend der Simulation keine Bewegung des Argininfingers in die
Bindetasche auf. Der Abstand zwischen der Imingruppe des Argininfingers und des
nicht-verbriickenden Sauerstoffatoms Os, schwankt erst bei ca. 6,5 A und stabilisiert
sich nach etwa 600 ps bei 5,0 A. Eine Bewegung des Loops, représentiert durch den
Abstand von Co*™%-03, 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 aufgelost
werden kann, die mit dem EGO-Programmpaket mithilfe klassischer MD-Simula-
tionen erreicht werden. Die Bewegung von R789%AF und des zugehéorigen Loops in
die Bindetasche kann nur mit Langzeitsimulationen untersucht werden, die mit dem

EGO-Programmpaket nicht durchgefiihrt werden konnen.
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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 fiir die QM/MM-
Simulationen dienen kénnen, 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 zunéchst die berechneten IR-Spektren aus den Schnappschiis-
sen mit den experimentellen Werten der FTIR-Spektren [Cepus et al., 1998; Du
et al., 2000; Allin et al., 2001; Allin und Gerwert, 2001; Kotting et al., 2006] vergli-
chen, um sicherzustellen, dass die Strukturen der QM /MM-Trajektorien natiirlichen
Konformationen entsprechen. Anschliefsend werden strukturelle Details und die La-
dungsverteilungen analysiert, um auf den Einfluss von GAP auf die GTP-Hydrolyse
schlieffen zu konnen. Hierbei wird der Fokus auf das elektrostatische Feld gelegt,
welches an den QM-Atomen durch die Umgebung induziert wird, da diese Grofe

eine Erklarung fiir 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
natiirliche Konformation zu untersuchen. Obwohl die Genauigkeit der berechneten
Spektren bei etwa 40 cm™! liegt, ist die Methode geeignet, Konformationen zu iiber-
priifen. So fiihren zum Beispiel Wasserstoftbriicken, die in Simulationen entstehen,
in natiirlichen Strukturen jedoch nicht vorkommen, zu einer Blauverschiebung der
Frequenzen der beteiligten Atomgruppen, wie das Beispiel mit dem Wassermolekiil
zwischen Argininfinger und «-Phosphat aus Abb. 9.8 zeigt. Allerdings ist die Metho-
de der theoretischen IR-Spektroskopie nicht sensitiv genug, um z. B. strukturelle An-
derungen einer Atomgruppe im Subangstrombereich zu identifizieren. Diese Daten
konnen jedoch aus den einzelnen QM/MM-Trajektorien extrahiert und statistisch

abgesichert werden.
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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 Klédhn (rechts) [Kldhn 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 Kldhn [Kldhn et al., 2005| dargestellt. Tabelle 9.1 gibt die Lage, In-
tensitat und Halbwertsbreite der einzelnen Eigenmoden wieder. Die Frequenzen wur-
den durch Analyse der massengewichteten Normalmoden zugeordnet. Symmetrische
und asymmetrische Streckschwingungen, bei denen die verbriickenden Sauerstoffato-
me nicht mitschwingen, werden mit v,/s(POg/3)a/p/y, die Streckschwingungen, bei
denen der verbriickende Sauerstoff beteiligt ist, mit v,/,s(OPgO) bezeichnet. Neben
den Banden in den Abb. 9.10 und Abb. 9.11 kénnen 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 v der Mode in cm™!, Intensitit in beliebigen Einheiten und die Stan-
dardabweichung ¢ in cm™ der berechneten Banden des Ras-GTP-Komplexes.

Mode v/em?  Intensitit o/cm™
'Va(POQ)(x 1259 25 8,6
va(POy)s 1102 75 17,6
vo(POs), 1182 30 99,9
vo(PO3)y 1106 29 14,6
v.(POs)y 1063 23 24,5
vo(POy)p 1048 13 19,2
v,(POy), 973 10 6,0
vi(POR0) 886 2 32,3
va(POG0) 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 Kldhn (rechts)
sind von vergleichbar guter Qualitdt. Der Einfluss des von Kldhn beobachteten Na-
triumions am y-Phosphat hat einen Effekt unterhalb der Rechengenauigkeit auf die
freien P-O-Streckschwingungen. Von daher kann aufgrund der IR-Spektren keine
Aussage dariiber getroffen werden, ob ein Natiumion in der Bindenische koordiniert
ist oder nicht. Anhand der niedrigsten Banden, den v,/(OPO)-Streckschwingung-
en, kann tiberpriift werden, ob sich das QM-System im Gleichgewicht befindet. Wenn
die Banden blauverschoben sind, dann sind die Bindungen im Triphosphatriickgrat
(Py-O3p-P3-034-P«-O5') zu kurz und das QM-System ist nicht dquilibriert, wie Ver-
gleichssimulationen mit Strukturen gezeigt haben, die sofort energieminimiert und
nicht fiir 150 fs quantenchemisch simuliert wurden. Sowohl die eigenen als auch die
Spektren von Klédhn weisen bei den v, /s(OPgO)-Streckschwingungen eine im Rah-
men der Rechengenauigkeit gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Ban-
denpositionen auf, sodass sich beide Systeme daher im Gleichgewicht befinden. Bei
den relativen Intensititen und Breiten der Banden zeigt sich eine Ubereinstimmung
mit den experimentellen Daten. Die asymmetrischen Schwingungen der Phosphate
haben eine grofsere Intensitdt und eine kleinere Halbwertsbreite als die symmetri-
schen Schwingungen. Diese Beobachtung deckt sich auch mit den Ergebnissen von
Kldhn [Kldhn et al., 2005].
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In Abbildung 9.11 ist das berechnete IR-Spektrum des Ras-RasGAP-Komplexes
dem experimentellen Spektrum [Allin et al., 2001; Kotting et al., 2006] gegeniiberge-
stellt. Tabelle 9.2 gibt die Lage, Intensitat und Halbwertsbreite der einzelnen Eigen-
moden wieder. Die mittlere Abweichung des berechneten Spektrums betriagt 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 &quilibriert ist. Bei den FTIR-Messungen wurden zwei v,(PO)g-Banden bei
1217cm™ und 1140 cm™ identifiziert. Die niedrigere Bande ist zurzeit Diskussion
neuer FTIR-Messungen am Ras-RasGAP-Komplex [Kotting et al., 2008]. Durch eine
Protonierung des B-Phosphats und einer Deprotonierung von K168 (vgl. [Caval-
li und Carloni, 2002|) konnte diese Bande mit QM /MM-Simulationen reproduziert
werden. In Kapitel 10 wird die mogliche Herkunft dieser zusétzlichen Bande im De-
tail diskutiert. Die Intensitaten 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 gegeniibergestellt. Deutlich zu erken-
nen ist, dass sowohl die berechneten Spektren als auch die FTIR-Spektren starke
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Abbildung 9.12: Gegeniiberstellung 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 grundsétz-
lich dhnlich, 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 v der Mode in cm™, Intensitit in beliebigen Einheiten und die Stan-
dardabweichung o in cm™'der berechneten Banden des Ras-RasGAP-GTP-Komplexes.

Mode v/em!  Intensitit o/cm
Va(PO2)« 1256 58 7,4
vo(POs), 1195 56 13,6
v,(POy)y 1188 100 8,1
vo(POy), 1110 54 13.2
v(POy)s 1054 26 18,5
vs(PO2)g 1046 31 26,5
v.(POy), 967 8 18,5
v,(POZ0) 892 40 40,3
vo(POz0) 842 65 26,6

Ahnlichkeiten 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 ldsst den Schluss zu, dass der Einfluss von GAP
auf die PO, /3-Streckschwingungen vernachléssigbar ist. Wie die folgenden Abschnit-
te zeigen werden, konnen grofere Frequenzverschiebungen bei den niederfrequen-
ten Biege- und Torsionsschwingungen erwartet werden, die der FTIR-Spektroskopie
technisch zurzeit noch nicht zugénglich sind. Fiir die quantenchemische Analyse
dieser niederfrequenten Banden sind Langzeittrajektorien des Quantensystems im
Pikosekundenbereich nétig, da diese Schwingungen deutlich ldnger brauchen, um zu
dquilibrieren. Mit den zur Verfiigung stehenden Rechnerkapazitidten kénnen jedoch
nur die hochfrequenten Streckschwingungen theoretisch untersucht werden.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die theoretische IR-Spektroskopie
zwar eine sehr sensitive Methode ist, um Fehler wie z. B. falsche Wasserstoffbriicken
in Strukturen zu identifizieren, jedoch keine Aussagen iiber strukturelle Details im
Subangstrombereich oder Ladungsverteilungen anhand von Frequenzverschiebungen
im Spektrum moglich sind. Da der Fehler von berechneten IR-Spektren ca. 5% liegt,
lasst die Theorie keine Riickschliisse auf Frequenzénderungen zu, die kleiner als
30-40 cm™ Wellenzahlen sind; lediglich Tendenzen lassen sich aus den berechneten
Spektren erkennen. Dennoch dienen IR-Spektren aus QM/MM-Simulationen zur
Uberpriifung der Konformation des QM-Systems. Sofern berechnete und experimen-
tell bestimmte Spektren tibereinstimmen, kénnen 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 iibereinstimmen, 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 Absténde,
Winkel und Diederwinkel ist deutlich zu erkennen, dass sich durch Hinzufiigen von
GAP zu Ras-GTP die meisten Werte nicht éndern. Speziell die Abstéinde zwischen
den nicht-verbriickenden Sauerstoff- und Phosphoratomen &ndern sich nicht, wo-
durch zu erkldren ist, wieso sich die POy/3-Streckschwingungen im Spektrum nicht

andern. Sowohl im Experiment als auch bei den berechneten IR-Spektren hat GAP
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GTp
1’70 A\

R‘“(J/\ 1,76A
Ap

Ras-GAP

Abbildung 9.13: Links: Verlingerung der Bindung zwischen P, und Ozp bei in
Wasser gelostem GTP (1,70 A, griin), GTP gebunden in Ras (1,76 A, cyan) und in
Ras-RasGAP (1,83 A, orange). Rechts: Fast perfekte Uberlagerung von y- und B-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 O, und Oy ist in beiden Systemen gleich. Die Winkel im
Triphosphatriickgrat und die tetraedrische Form des y-Phosphats d&ndern sich nicht,
wenn GAP an Ras bindet.

Auffallig ist, dass GAP die wesentliche Bindung zwischen P, und Osp schwécht;
im Grundzustand des Ras-Proteins betrigt der Abstand 1,76 A, im Ras-RasGAP-
Komplex wird die Bindung um 0,07 A auf 1,83 A gestreckt. Dadurch wéchst der Ab-
stand zwischen P, und Pg von 3,19 A in Ras auf 3,26 A in Ras-RasGAP. Der Abstand
der Aminosdure K168 zum B-Phosphat verkiirzt sich von 1,82 A auf 1,72 A (vgl.
[Futatsugi et al., 1999]). Dies kann ein weiteres Argument dafiir sein, dass durch
den kiirzeren Abstand H;/*'5-O;5 ein Proton mit dem B-Phosphat teilt (siehe Kapi-
tel 10). Der Diederwinkel Oq,-P,-Pg-Oop &ndert 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 Klidhn [Kldhn et al., 2005] und Grigorenko |Grigorenko
et al., 2007].

Die Verlangerung der Bindung P,-Osp 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 Bindungsverlangerung und die eklip-
tische Struktur von {3- und y-Phosphat vor. Ras ohne gebundenes GAP zwingt
das Substrat GTP, im Vergleich zu GTP in Wasser (vgl. [Kldhn et al., 2005]),

niher an den Ubergangszustand 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 iiber die QM/MM-Trajektorien. Die Abstande sind in A, die Winkel und Dieder-
winkel in ° angegeben. Das Hinzufiigen von GAP zeigt Anderungen bei einigen markanten
Parametern. Die meisten Werte sind identisch, jedoch wird die Bindung zwischen P, und
O3p geschwicht und dadurch wichst der Abstand zwischen P, und Pg. K1682s nihert sich
dem B-Phosphat und der Diederwinkel Ogy-Py-Pg-Ogp ist nahezu perfekt ekliptisch.

Abstand (A) P'y_Olv PY—OQ—Y Py—Ogy
Ras 1,52 + 0,03 1,55 + 0,04 1,55 + 0,03
RasRasGAP 1,51 + 0,02 1,54 + 0,03 1,50 + 0,02
Abstand (A) Py-ngg Plg—Olf, PB—OQB
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 (A) Pﬁ—OgB PB‘OScx P“—Olcx
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 (A) Pa-Ooq Pa-Osq Po-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 (A) O5’—C57 OQV—OQB PY_PB
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 (A) Ogy-Mg? " O2p-Mg®" O1,-Hj 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 (A) Olﬁ—HlaKlﬁ Ogy-Hn12R789

Ras 1,82 £ 0,11 —

RasRasGAP 1,72 £ 0,10 1,74 £ 0,10

Winkel (°) £ P,-O3p-Pp Z O3p-Pp-O34 £ Pp-034-Py
Ras 142,7 + 9.4 105,6 + 5,1 1255 + 4,2
Ras-RasGAP 143,3 £ 8,2 105,5 £ 5,8 125,3 £ 3.8
Winkel (o) V4 Oga-P“-O57 / P‘X-O5’—C5’ / Oly-Py-Og,ﬁ
Ras 96,7 £ 3,3 119,8 £ 4,3 107,77 £ 4,2
Ras-RasGAP 96,1 + 2,9 117,6 + 3,9 106,7 4+ 4,2
Winkel (o) / OQY—PY—O:‘)B / Ogy—Py—O:;B

Ras 103,9 + 6,4 100,9 + 4,2

Ras-RasGAP 101,9 + 4,3 100,9 + 3,8

Torsion (°)

OQ'Y—P'Y—OS{B—PB

OQY_PV_PS —Oz B

Ras
Ras-RasGAP

60,5 + 17,2
58,6 &+ 11,6

5,5 + 5,1
0,6 + 3,9

Ras-RasGAP-Komplex ist dieser Effekt noch einmal verstarkt. Neben der Bindungs-
verlangerung werden von Ras und GAP auch schon im Grundzustand Elektronen

vom Y- zum [3-Phosphat verschoben, wie im folgenden Abschnitt diskutiert wird.
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9.3 Katalytische Ladungsverteilung des
Triphosphats

Die Anderung der Elektronendichte und die damit verbundene Verschiebung von
Ladungen innerhalb des Triphosphats durch die umgebenden Proteine und Wasser-
molekiile hat einen starken Einfluss auf die Hydrolysereaktion. Um vom Produkt-
zum Eduktzustand zu kommen, muss im Laufe der vollstdndigen Reaktion ein Elek-
tron vom y- zum (-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 présentiert. GAP verstéarkt die Elektronenverschie-
bung im Grundzustand. Durch die Analyse des elektrischen Feldes, das durch die
Umgebung auf die Atome des Triphosphats induziert wird, wird dafiir eine Erkla-
rung gegeben werden. Das Hinzufiigen von GAP zu Ras-GTP fiihrt zur Verdrangung
von Wassermolekiilen 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 fiihrt zu einer Verstdrkung der
elektrischen Felder, die eine Verschiebung der Elektronen in Richtung (3-Phosphat

induzieren.

Elektronenverschiebung durch Ras-RasGAP

Zunéchst 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 Og, und O, die an der Ko-
ordinierung des Magnesiumions beteiligt sind, haben in beiden Simulationssystemen
eine leicht negativere Ladung als die anderen Sauerstoffatome des y- und (3-Phos-
phats, die mit K1682 bzw. R789%AP wechselwirken. Wie schon bei den strukturellen
Details sind die Partialladungen der Sauerstoffatome in beiden Systemen ann&dhernd
konstant. Die Zugabe von GAP zum Ras-GTP fiihrt dazu, dass die Elektronendichte
beim verbriickenden Sauerstoffatom Osg anwéchst. Die Gesamtladung des 3-Phos-
phats ist bei Ras und Ras-RasGAP gleich, jedoch fithrt GAP dazu, dass Elektronen
vom Y- zum [3-Phosphat verschoben werden. Das y-Phosphat ist etwas positiver
geladen, dafiir ist das a-Phosphat leicht negativer geladen. Bei der Methylgruppe

ist keine Anderung 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 ey gegeben.
Die Reihen entsprechen dem y-, 3-, a-Phosphat und der Methylgruppe. Die letzte Spalte
gibt die Gesamtladung der jeweiligen Gruppe an. Die mittlere Abweichung betragt 0.04 eg.

Pv Olv OQV O3Y Ey
Ras +1,55 -0,97 -1,11 -0,91 -1,44
Ras-RasGAP +1,52 -0,92 -1,08 -0,87 -1,35
Pﬁ 01[3 02[5 03[3 030( ZB
Ras +1,13 -084 -1,01 -0,78 -0,39 -1,89
Ras-RasGAP +1,04 -0,82 -0,96 -0,88 -0,27 -1,89
Poc Olzx OZoc O57 Z(X
Ras +1,35 -0,77 -0,80 -0,68 -0,9
Ras-RasGAP 41,24 -0,72 -0,77 -0,73 -0,98
Cs’ Hs’ Hs” Cy ZMethyl
Ras +0,10 +0,05 +0,09 -0,01 +0,23
Ras-RasGAP +0,09 +0,05 40,07 40,01 +0,22

werden von Grigorenko |[Grigorenko et al., 2007| bestatigt, 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 Kldhn [Kl&hn et al., 2005|, bei der das Natriumion am
v-Phosphat nicht berticksichtigt wurde.

Tabelle 9.5 zeigt die Verschiebung der Elektronen im Triphosphat bei in Was-
ser gelostem GTP (nach [Kldahn 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 verstarkten Elektronentransport vom y- zum [3-Phosphat von 0,25 e
in Ras-RasGAP statt 0,16¢y in Ras fiihrt. Im Gegenzug stammen die Elektronen
vom «-Phosphat, wenn GAP nicht an Ras gebunden ist (0,25 ¢ in Ras bzw. 0,16 ¢
in Ras-RasGAP). Die beobachtete stirkere Elektronenverschiebung vom y- zum (-
Phosphat ist ein wichtiger vorbereitender Schritt fiir die Hydrolysereaktion, speziell
fiir die Schwéchung der Bindung zwischen P, und Osg. In beiden Komplexen néhert
sich die Ladungsverteilung des o-{3-Phosphats sehr nahe an die Ladungsverteilung

des Produktzustandes an, in dem das y-Phosphat die Ladung -1 eq erreicht.
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Tabelle 9.5: Die Gesamtladungen der y-, 3-, a-Phosphat und der Methylgruppe sind in
der Einheit der Elementarladung eg angegeben. Die Richtung der Elektronenverschiebung
wird durch die Pfeile dargestellt. Die Stérke der Verschiebung wird durch die Werte iiber
den Pfeilen kenntlich gemacht. Die mittlere Abweichung betriagt 0.04 eg.

P, Pg P, Methyl
GTP in Wasser -1,60 -1,48 -1,02 +0,10
Ras 44 28 189 22 090 2B 1023

0,25 0,12

Ras-RasGAP -1,35 — -189 +— -098 +— 40,22

Der Enzymsubstratkomplex Ras-GTP riickt folglich den Grundzustand des Tri-
phosphats auch in Richtung eines Ubergangszustandes, und die Wechselwirkung mit
GAP verstéarkt diesen Effekt [Kldhn et al., 2006]. Dies ist in Abbildung 9.14 unter
Einfiihrung zweier Reaktionskoordinaten dargestellt: R1 als Abstand zwischen P,
und Osp und R2 als Abstand zwischen P, und dem nukleophil angreifenden Wasser-
molekiil. Ras und in noch stirkerem Mafe Ras-RasGAP schieben den Grundzustand
des Triphosphats niher an einen Ubergangszustand, der zwischen Edukt- (ES) und
Produktzustand (PS) an noch unbekannter Position auftreten muss, vgl. Modelle
von Kldhn [Klédhn et al., 2006]. Neben der Verldngerung der Bindung (R1) besté-
tigt die Verschiebung der Elektronen von y- zum (-Phosphat diese Beobachtung.
Die vorgestellten Simulationen kénnen keinen Ubergangszustand 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 mitberiicksichtigt. Die elektrischen Feldvektoren
wurden an den Positionen der QM-Atomkerne aus den energieminimierten QM /MM-

Strukturen berechnet und iiber alle Schnappschiisse gemittelt.
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Abbildung 9.14: Berechneter Einfluss von Ras und Ras-RasGAP auf den Reaktions-
pfad (vgl. [Kl&dhn et al., 2006]). Links sind die Definitionen der Reaktionskoordinate R1
als Abstand zwischen P, und Ogg und R2 als Abstand zwischen P, und dem nukleophil
angreifenden Wassermolekiil 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 stérker in Richtung des Pro-
duktzustandes gebracht. In beiden Féllen riickt der Grundzustand der Systeme n&her an
einen Ubergangszustand heran. Die Anderung von R2 ist in den Betrachtungen nicht be-
riicksichtigt.

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

x —x

E(x) = / dx' p(x') (9.1)

|x — x|

Bei einer Menge von Punktladungen ¢; im Raum ergibt sich

Z G (9.2)

[x —x[?

Gleichung (9.2) wurde hier mit den klassischen Partialladungen der Atome aus
dem CHARMMZ22-Kraftfeld verwendet. Um das elektrische Feld mit den Elektronen-
verschiebungen vergleichen zu konnen, werden die E-Feldvektoren iiber die Atome
gemittelt, die zur jeweiligen Phosphatgruppe gehoren. Die Kraft auf die Elektronen

bestimmt sich aus F(x) = —egE(x) und wird auf die Verbindungslinie zwischen dem
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Tabelle 9.6: Elektrostatische Kréafte (in nN), die an den Orten der QM-Atome des Tri-
phosphats auf ein Elektron wirken, projiziert auf die Verbindungslinie zwischen y- und f3-
Phosphoratom. Die einzelnen Zeilen entsprechen den Kréften von @: Gesamtkraft aller um-
gebenden Atome, @: Einfluss des Magnesiumions, ®: Einfluss von K1682%, @: Einfluss von
R789GAP  @: Einfluss aller Atome auker Mg?", K168 und R789%AP. Die Spalten geben
die Krifte 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 Kréaf-
te entlang der Verbindungslinie an; positive Kréfte wirken in Richtung des {3-Phosphats,
negative in Richtung des y-Phosphats.

(1] Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
Y 3,10 + 1,02 401 + 0,93 0,92 + 0,51
B -3,90 + 0,68 -3,37 £ 0,87 0,53 £ 0,51
® =218+ 0,53  -1,86 + 0,48 0,32 + 0,16
0 (Mg) Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
Yy 4,64 £ 0,66 4,55 £+ 0,69 -0,08 £ 0,02
B -3.68+ 054  -3,67 + 0,86 0,01 + 0,00
o -1,62+021  -1,60 + 0,19 0,02 + 0,00
® (K16) Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
Yy 116 £ 0.23 1,13 + 0,19 20,03 + 0,01
B -070+ 021  -0,71 + 0,18 -0,02 + 0,01
® -023+0,03  -0.23+ 0,03 0,00 + 0,00
O (R789) Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
Y 0,01 £ 0,53
B 20,48 + 0,05
o 20,71 =+ 0,10
® (Rest) Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
Y 270+082  -1.68 £ 053 1,02 + 0,64
B 048+ 0,37 1,49 + 0,39 1,02 + 1,05
«x -0,33 £ 0,49 0,68 £ 0,44 1,00 £ 2,16

v- und B-Phosphoratom projiziert. Damit lassen sich die Effekte auf die katalytische
Verschiebung der Elektronen im Triphosphat durch die Anderung der Umgebung di-
rekt untersuchen. Die Projektionen, die im Folgenden analysiert werden, liegen auf
der Nanonewtonskala mit einem mittleren Fehler < 1nN. Die einzelnen Kompo-
nenten des elektrischen Feldes lassen sich aufgrund des additiven Charakters von
Gl. (9.2) separieren. Der Einfluss von K1682 R789%AF dem Magnesiumion und
der Proteinwasserumgebung sind in Tabelle 9.6 zusammengefasst und in Abb. 9.15
dargestellt. Da die Kréafte auf das a-Phosphat vernachléssigbar sind, wird der Fokus
in der Abbildung auf das [3- und y-Phosphat gelegt.
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Tabelle 9.7: Desolvatisierungseffekt am Triphosphat. Dargestellt sind die elektrostatische
Krifte (in nN), die an den Orten der QM-Atome des Triphosphats auf ein Elektron wir-
ken, projiziert auf die Verbindungslinie zwischen y- und {3-Phosphoratom. Die einzelnen
Zeilen entsprechen den Kriften von @®: Einfluss des Ras-Proteins ohne K16%2% in beiden
Systemen, @: Einfluss der Wassermolekiile im Ras-GTP-Komplex in einem Abstand bis
5A vom Triphosphat, ®: Einfluss von GAP im Ras-RasGAP-Komplex, @®: Vergleich des
Einflusses von GAP inklusive aller Wassermolekiile des Ras-RasGAP-Systems mit dem
Einfluss aller Wassermolekiile des Ras-Systems ohne gebundenes GAP. Die Vorzeichen ge-
ben die Richtung der Kréfte entlang der Verbindungslinie an; positive Kréafte wirken in
Richtung des 3-Phosphats, negative in Richtung des y-Phosphats. Die Spalte ganz rechts
ist die resultierende Kraft auf die Elektronen, wenn GAP an Ras bindet.

(1] Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
vy -061+032  -0,58 + 0,33 0,03 + 0,03
0,97 + 0,32 1,34 £ 0,35 0,37 + 0,22

o 0,64 £0,28 0,96 + 0,26 0,31 + 0,22
(2] Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
v -1,08 + 0,88

p -0,51 + 0,24

o -0,50 + 0,28

® Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
Y -0,25 + 0,09

B -0,37 £ 0,11

o4 -0,36 £+ 0,13

(4] Ras Ras-RasGAP Ras-RasGAP - Ras
Y -2,08 £0,78 -1,11 £+ 0,38 0,97 + 0,47

p -0,50 + 0,24 -0,39 £+ 0,22 0,11 + 0,08

o« -1,37 £ 0,32 -1,47 £ 0,37 -0,10 £+ 0,04

Die Einzelaufstellung der elektrostatischen Kréfte in Tabelle 9.6 und 9.7 zeigt
deutlich, dass die Atome der Proteine und das Magnesiumion auf die - verglichen
mit Ras - stidrkere Verschiebung der Elektronen von y- zum (3-Phosphat einen ver-
nachléssighbaren Einfluss haben. Das zweifach positiv geladene Magnesiumion hat
den stéirksten Einfluss auf die elektrostatischen Kréfte, jedoch ist der Beitrag in bei-
den Proteinsubstratkomplexen vergleichbar. Einen etwas schwécheren Beitrag auf
die Krifte hat K1682, doch auch hier ist die Bedeutung fiir die Elektronenverschie-
bung vernachléssigbar. Der Argininfinger hat fiir die Elektronenverschiebung von y-
in Richtung (3-Phosphat tiberhaupt keine Bedeutung, jedoch werden Elektronen von
- in Richtung y-Phosphat gezogen, um am verbriickenden Sauerstoff Osg zu kumu-

lieren. Das Magnesiumion und K168 tragen durch ihre Anordnung zwischen {3- und
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v-Phosphat ebenfalls dazu bei. Katalytisch wichtig ist die berechnete Verschiebung
vom y- zum f-Phosphat (siehe Tab. 9.5) durch eine per Definition starkere Kraft
beim y-Phosphat, wie sie in Tab. 9.6(1) tatséchlich auftritt. Sie geht nicht auf die
geladenen Gruppen Mg? ", K16% oder R789%AF zuriick, wie Tab. 9.7(5) zeigt.

Die bei der Analyse der ESP-Ladungen beobachtete Elektronenverschiebung lasst
sich erst erkldren, wenn der Desolvatisierungseffekt durch Verdriangung der Was-
sermolekiile untersucht wird (Tab. 9.7). Das Protein GAP hat wenig und zudem
kontraproduktiven (Vorzeichen) Einfluss auf die Elektronenverschiebung in Rich-
tung 3-Phosphat (Tab. 9.7(3)). Wenn GAP an Ras bindet, werden Wassermolekiile
aus der Bindenische verdringt (siche Abb. 9.16), deren Effekt Tab. 9.7(4) zeigt: Im
Ras-GTP-Komplex ist die Bindetasche mit Wassermolekiilen gefiillt, die eine star-
ke Riickstellkraft von -2,1 nN auf die Elektronen am y-Phosphat induzieren. Bindet
GAP an diesen Komplex, so werden die Wassermolekiile verdrangt und die Riickstell-
kraft sinkt auf -1,1 nN. Das elektrostatische Feld am Triphosphat hat sich verandert,
sodass eine resultierende Kraft von 1,0nN auf die Elektronen von - in Richtung f3-
Phosphat wirkt.

In Ras sind im zeitlichen Mittel vier bis sechs Wassermolekiile iiber Wasserstoft-
briicken am (3- und y-Phosphat gebunden. Im Ras-RasGAP-Komplex bleibt nur
eins von diesen Wassermolekiilen in der Bindenische iibrig, das fiir die Hydrolyse
benétigt wird. Dartiber hinaus werden in beiden Komplexen drei konservierte struk-
turelle Wassermolekiile am Magnesiumion und dem o-Phosphat identifiziert (vgl.
Abb. 9.2). Die Wassermolekiile in Ras induzieren eine Kraft von -1,0nN an jeder
Phosphatgruppe (Tab. 9.7(4)). Diese Wassermolekiile verhindern die funktionelle
Ladungsverschiebung (negatives Vorzeichen in Tab. 9.7) und halten die Elektronen
am y-Phosphat (vgl. Abb. 9.15a). Im Ras-RasGAP-Komplex werden die elektrosta-
tischen Kréfte nicht mehr durch Wassermolekiile geschwécht. Abb. 9.15b zeigt eine
stiarkere resultierende Kraft (4,0nN anstatt 3,1nN) am y-Phosphat, was zu einer
starkeren Verschiebung der Elektronen weg vom y- und hin zum (3-Phosphat fiihrt.
Am (-Phosphat fithren die fehlenden Wassermolekiile dazu, dass die resultierende
Kraft die Elektronen am (-Phosphat hélt und dadurch die funktionelle Elektronen-
verschiebung verstéarkt (-3,4nN anstatt -3,9nN), ein Elektronentransport von f3- in
Richtung des y-Phosphats findet nicht statt.
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(a) (b)

K168 K16

Abbildung 9.15: Gemittelte elektrostatische Krafte der MM-Umgebung auf die Elektro-
nen des y- und 3-Phosphats des TP in Ras (a) und Ras-RasGAP (b). Die Vektoren wurden
auf die Verbindungslinie zwischen den beiden Phosphaten projiziert und in beiden Féallen
normiert. Der Beitrag von K1682 ist in cyan, von Mg?" in magenta, von R789GAF in
orange und von allen iibrigen Protein- und Umgebungsatomen in griin dargestellt. Der
Einfluss des Argininfingers ist vernachléssigbar, lediglich der Beitrag der Wasserumgebung
andert sich beim Ubergang von Ras zu Ras-RasGAP. Das Anwachsen der resultierenden
Kraft fiir die Elektronenverschiebung vom y- zum {3-Phosphat ist durch die Verdrangung
der Wassermolekiile aus der Bindenische durch GAP zu erkléren.

9.4 Diskussion

Die QM /MM-Simulationen des Grundzustandes von Ras und Ras-RasGAP kénnen
erkldaren, warum die Komplexierung mit GAP in der Lage ist, die Hydrolysereaktion
zu beschleunigen. Das auffilligste Merkmal beim Ubergang von Ras zu Ras-RasGAP
ist der Elektronentransport von 0,25e; vom y- zum [3-Phosphat bei konstanter La-
dung des 3-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 Kldhn [Kldhn et al., 2005]. Die
Elektronenverschiebung ist der erste Schritt der Reaktion in Richtung Ubergangs-
und Produktzustand, die aus QM/MM-Simulationen ndherungsweise bekannt sind
|[Kl&hn et al., 2006]. Die von Allin et al. [Allin et al., 2001| vorgeschlagene Erklarung,

dass der positiv geladene Argininfinger durch Elektronenverschiebung zur Rotver-
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schiebung der v,(PO3)s-Bande von 1217cm™ nach 1140 cm™ fiihrt, kann anhand
der berechneten IR-Spektren und ESP-Ladungen ausgeschlossen werden. In Kapi-
tel 10 wird eine mogliche Erklarung fiir diese Bandenverschiebung durch Protonie-
rung des B-Phosphats und Deprotonierung von K16%2 gegeben. Die Analyse der
strukturellen Details hat gezeigt, dass die Bindung P,-Osg, die wihrend der Hy-
drolyse bricht, und der Abstand zwischen den beiden Phosphoratomen P, und Py
im Ras-RasGAP-Komplex im Vergleich zum Ras-Protein bereits um weitere 0,1 A
gestreckt sind. Abbildung 9.14 verdeutlicht die Anndherung an den Produktzustand
ohne im Detail auf die Frage einzugehen, ob die Hydrolysereaktion eher assoziativ
oder dissoziativ ablauft. Offensichtlich gehen die strukturellen Anderungen einher
mit einem Anwachsen der freien Energie des GTP, da diese fiir den Aufbau einer
wenig wahrscheinlichen Konformation benotigt wird. Dies wurde schon frither durch
den Vergleich des Uberlagerungswinkels von P,-Pg in Wasser und Ras gezeigt [Kldhn
et al., 2005]. Im Ras-RasGAP-Komplex wird eine fast perfekte ekliptische Konfor-
mation identifiziert, die Teil eines nichtspezifizierten Hochenergiezustandes ist. Die-
ser Zustand lasst sich durch die zusétzliche Fixierung des y-Phosphats iiber eine
Wasserstoffbriicke zwischen dem nicht-verbriickenden Sauerstoffatoms Oz, und der
Imingruppe des Argininfingers R789%AP erkliren.

Im Ubergangszustand des Ras-RasGAP-Komplexes zeigt der Argininfinger in die
Bindenische und wird daher verantwortlich fiir die beschleunigte Katalyse (~ 10°)
gemacht [Wittinghofer et al., 1997]. Haufig wurde als Erkldrung vorgeschlagen, dass
der Argininfinger R789%AF mit seiner positiven Ladung die Reaktion beschleunigt
[Scheffzek et al., 1997; Allin et al., 2001]. Des Weiteren orientiert R789%AP die Ami-
nosiure Q6174 und positioniert das angreifende Wassermolekiil [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 vernachléssigbaren 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 Verdringung
von Wassermolekiilen [te Heesen et al., 2007a].

Der Desolvatisierungseffekt durch die Wasserverdringung wird im Strukturver-
gleich in Abb. 9.16 sichtbar. In Ras ist die Bindenische halb gedffnet, die Aminoséu-
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Abbildung 9.16: In der Bindenische von Ras (a) wird das Triphosphat durch Wassermo-
lekiile abgedeckt. Die Wassermolekiile, die durch GAP, speziell durch R789GAP | aus der
Nische verdrangt werden, sind in dunkelblau dargestellt. Die verbleibenden vier Wassermo-
lekiile (zwei Wassermolekiile sind am Mg?", ein Wassermolekiil am o-Phosphat gebunden
und ein Wassermolekiil greift nukleophil am y-Phosphat an) sind in cyan hervorgehoben.
Im Ras-RasGAP-Komplex (b) verdréngt der Argininfinger (im griinen Kalottenmodell)
alle bis auf ein Wassermolekiil vom {3- und y-Phosphat. RasGAP (in griin) bedeckt die
Bindenische vollstandig.

ren P348 und Y3282 sind zu weit entfernt, um als Deckel fiir die Tasche zu dienen
(vgl. Abb. 9.16a). Vier bis sechs Wassermolekiile sind in Kontakt mit dem (- und y-
Phosphat und machen rund 84 % des elektrischen Feldes aus, das durch die Wasser-
umgebung erzeugt wird. Die zweite Wasserschicht beinhaltet 13-14 Wassermolekiile
und tragt mit 16 % zum elektrischen Feld bei. Die Wassermolekiile haben eine mittle-
re Orientierung durch die ionischen Ladungen. Deren Feld ist ein Reaktionsfeld, das
natiirlich das ionische Feld in der Nische schwécht und daher die Reaktionsraten ab-
schwéchen kann |Fersht, 2004]. Erst im Ras-RasGAP-Komplex sind die ungestorten
vollen elektrostatischen Krifte, die durch Mg?™ und K16%2 induziert werden, in der
Lage, den Bindungsbruch bei der Hydrolyse zu katalysieren. Dieses Prinzip der Was-
serverdrangung 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, hdngt nicht von der Entro-
pie, sondern hauptséachlich von der Enthalpie ab, die durch die Desolvatisierung nicht

beeinflusst zu werden scheint [Kétting et al., 2008].
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10 Hypothetische Protonierung des
3-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-

I untersucht, um

tifizierte zweite asymmetrische (3-Streckschwingung bei 1140 cm’
das experimentelle Spektrum vollstandig mithilfe der theoretischen IR-Spektrosko-
pie beschreiben zu kénnen. Die Modellvorstellung von Allin et al. ist, dass die beiden
v, (PO3)p-Banden bei 1217 cm™ und 1140 cm™ durch zwei unterschiedliche Konfor-

6Ras

mationen der (Sp)-PO-Gruppe, also der PO-Bindung, die zum K1 zeigt, zu-

stande kommt. Diese beiden Konformationen sollen durch einen starken Elektronen-

1

transport zum (-Phosphat entstehen, sodass die zweite Bande um 77 cm™ rotver-

schoben wird. Als Kandidat fiir diesen starken Elektronentransport kommt laut Allin

9GAP in Frage, obwohl dieser keine direkte Wechsel-

et al. nur der Argininfinger R78
wirkung mit den nicht-verbriickenden Sauerstoffatomen des 3-Phosphats hat. Wie
Abschnitt 9.3 gezeigt hat, ist der Einfluss des Argininfingers auf die katalytische
Ladungsverteilung vernachlassigbar.

Neuere tr-FTIR-Messungen am Ras-RasGAP-Komplex und eine Wiederholung
der Auswertung der Originaldaten von Allin stellen diese zweite (3-Bande in Frage
|[K6tting et al., 2008]. Anhand der neuen Datensétze scheint lediglich eine v,(POs)g-
Bande bei 1217 cm™ zu existieren, die zweite Bande bei 1140 cm™ kann nicht repro-
duziert werden. Die Diskussion der neuen Messdaten ist jedoch nicht abgeschlossen,
sodass nicht auszuschliefen ist, dass zwei v,(PO2)p-Banden im Ras-RasGAP-Kom-
plex existieren.

Aus theoretischer Sicht kann ein Vorschlag fiir die Existenz zweier v,(PO,)s-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 (-Phosphats
und eine Deprotonierung von K16%2 dazu fiihren (siche Abb. 10.1), dass die asym-
metrische B-Streckschwingung von 1217 cm™ nach 1140 cm™ um 77 cm™ verschiebt.

Hierzu wird zunéchst ein einfaches Modell aus drei gekoppelten harmonischen Os-
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Abbildung 10.1: Darstellung des protonier-
ten B-Phosphats und deprotonierten K16Ras,
Das Proton des Lysins, welches zum -Phos-
phat zeigt, wird kovalent am Sauerstoffatom
O1p gebunden. Zwischen Hyg und N¢K16 ent-
steht eine Wasserstoffbriicke. K16R2$ ist da-
mit ungeladen, die Gesamtladung des GTP
/ betrégt -3 eg.

zillatoren untersucht, welches die H-O-P-O-Gruppe des [3-Phosphats reproduzieren
soll. In diesem Modell wird der unprotonierte Zustand, bei dem das Proton von
K16%2 {iber eine Wasserstoffbriicke mit dem [B-Phosphat wechselwirkt, und der
protonierte Zustand, bei dem das Proton kovalent am Sauerstoffatom des 3-Phos-
phats gebunden ist, analysiert. Dieses simple Modell liefert eine Rotverschiebung
der v,(PO),-Streckschwingung um 63 cm™ und liegt damit in der GroRenordnung
der experimentell beobachteten Rotverschiebung der 3-Bande. Basierend auf diesem
einfachen Modell werden QM-Simulationen mit dem Gaussian03-Programmpaket an
einem Modellsystem des Triphosphats durchgefiihrt. Das Modellsystem beinhaltet
ein Methyltriphosphat, ein Magnesiumion und Methylammonium als Analogon fiir
K16%25. Auch dieses Modell liefert bei Protonierung des p-Phosphats und Deproto-
nierung des Methylammonium zu Methylamin eine Rotverschiebung der v,(POs)g-
Bande um 80 cm™. Aufgrund der Reproduktion der Rotverschiebung der B-Bande
aus den Modellsystemen wurde eine QM/MM-Simulation mit dem EGO/CPMD-
Programmpaket mit protoniertem B-Phosphat und deprotoniertem K16% durchge-
fiihrt, um anhand der Untersuchung des Ras-RasGAP-Komplexes zu zeigen, dass
diese Protonierung des 3-Phosphats eine Erklérung fiir die zweite v,(POs)s-Bande
bei 1140 cm™ ist. Wie aus den QM /MM-Simulationen hervorgeht, hat die Protonie-

rung zur Folge, dass die Bindung zwischen P, und Ogsg gebrochen ist und sich ein
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Abbildung 10.2: Vereinfachtes Modellsy-

stems des -Phosphats mit den zwei nicht-ver-

briickenden Sauerstoffatomen und einem Pro-

F F F ton. Im oberen Fall wechselwirkt das Proton

HO op PO iiber eine Wasserstoffbriicke mit dem Sauer-

@ )OU! 000 ‘.G ) 0000 stoffatom, im unteren Fall ist das Proton ko-
valent gebunden.

Metaphosphat POj3™ bildet, sodass der Schluss gezogen werden kann, dass die Proto-
nierung des (3-Phosphats zu einer noch stéirkeren Verschiebung des Grundzustandes

des Triphosphats zum Ubergangszustand fiihrt.

10.1 Vorbereitende Untersuchungen

Ausgangspunkt der Untersuchung der hypothetischen Protonierung des 3-Phosphats
ist die Analyse eines Systems gekoppelter harmonischer Oszillatoren. In Abb. 10.2
ist das vereinfachte Modellsystem des (3-Phosphats dargestellt, welches dem System
entspricht, das bei den v,/(PO2)g-Moden schwingt. An dem Phosphoratom sind
die beiden nicht-verbriickenden Sauerstoffatome kovalent gebunden. Die Bindung
wird in der klassischen Mechanik in einfachster Ndaherung tiber das Hooksche Ge-
setz mit einem harmonischen Potenzial beschrieben. Zuséatzlich wird das Proton in
dem Modell beriicksichtigt, welches im ersten Fall iiber eine Wasserstoftbriicke mit
dem Sauerstoffatom wechselwirkt (3-Phosphat unprotoniert, K16%2 protoniert) und
im zweiten Fall kovalent am Sauerstoffatom gebunden ist (3-Phosphat protoniert,
K16"#s deprotoniert).

Durch die Protonierung éndert sich die Federkonstante zwischen Sauerstoff und
Proton und gleichzeitig die Federkonstante zwischen protoniertem Sauerstoff und
dem Phosphoratom. Die Federkonstanten wurden den Phosphatparametern von
Kléhn [Kldhn et al., 2004] fiir das CHARMM?22-Kraftfeld entnommen, um die Wech-
selwirkung der Atome im Rahmen der Newtonschen Mechanik beschreiben zu kon-
nen. Im unprotonierten Fall sind die Federkonstanten Fop und F'po zwischen dem

Phosphoratom und dem beiden nicht-verbriickenden Sauerstoffatomen identisch. Die
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Federkonstante F'y...o entspricht der Stérke einer Wasserstoffbriicke, die ungefahr
10 % der Starke einer kovalenten Bindung besitzt. Im protonierten Zustand ist das
Proton kovalent mit der Federkonstanten F'po an dem Sauerstoffatom gebunden.
Gleichzeitig wird die Bindung Fop zwischen dem protonierten Sauerstoff- und dem
Phosphoratom um den Faktor vier geschwécht.

Das System der drei gekoppelten harmonischen Oszillatoren wird mithilfe des
Langrange-Verfahrens gelost. Die Auslenkung der vier Atome werden mit zy(¢) fiir
das Proton mit der Masse my, zon(t) fir das Sauerstoffatom, welches zum Proton
zeigt, mit der Masse mopy, zp(t) fiir das Phosphoratom mit der Masse mp und z¢ fiir
das nichtverbriickende Sauerstoffatom mit der Masse mq bezeichnet. Im Rahmen des
Modells werden lediglich die harmonischen Potenziale zweier benachbarter Atome

beriicksichtigt. Fiir die potenzielle Energie V' des Systems gilt dann

V = 3 Fo (ron(t) — n(t)) + 5 For (av(t) — won(t))’
1 (10.1)
+ 5 Fro (zo(t) — zp(t))?

Die kinetische Energie T' der Atome lautet

1 1

T = — My I'H(t)2 + — TOH {i’OH(t)Q
2 2
(10.2)
1 _ 9 1 _ 9
+ 5 mp .Z‘p(t) -+ 5 mo .To(t)
Aus der Langrange-Gleichung
0 0L oL
—_ = _ = = 10.3
at 0q dq ( )

mit der Langrange-Funktion L = 7" — V und einer generalisierten Koordinate ¢(t)

folgt ein Gleichungssystem mit vier Gleichungen

muZn(t) + Fuo (xu(t) — zou(t)) =0, (10.4)
mouion(t) + Fuo (zou(t) — zu(t)) + Fop (zon(t) — zp(t)) =0, (10.5)
mpip(t) + Fro (zo(t) — xp(t)) + Fop (zp(t) — zon(t)) =0, (10.6)
moZo(t) + Fpo (xo(t) — zp(t)) = 0. (10.7)
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Mit dem Ansatz z;(t) = A, sin(wt) mit der Amplitude A und der Eigenfrequenz w
fiir die Beschreibung der harmonischen Schwingung der einzelnen Atome ergibt sich

folgende Gleichung fiir die Eigenfrequenz w

w® mamogmpmo
—w® [Fio(mu + mon)mpmo + Fopmu(mon + mp)mo
+Fpomumon(mp + mo)]
+w! [(Fop Fromu(momn + mp) (10.8)
+Fop(Fromu + Fuo(mu + moun + mp))mo
+FuoFro(mu + mon) (mp + mo)]

—W2FHQFQPFPQ(mH + ™MoH + mpe + mo) = 0

Werden die Federkonstanten Fy...o = 36 N/m, Fop = Fpo = 275N /m fiir den un-
protonierten Fall und Fyo = 36 N/m, Fip = 68 N/m und Fpo = 275N/m fiir den
protonierten Fall eingesetzt, so ergeben sich folgende Eigenfrequenzen v , umgerech-

net aus den Frequenzen w, und Eigenmoden des gekoppelten Oszillatorsystems

Va(PO2)  vs(POy) v(HO)

Vunprotoniert (H+ - O-P-O)  738cm™ 524 cm! 840 cm™!
Viprotoniert (H-O-P-0)  675cm™  298cm™ 2543 cm™!
A(vy—7vp) 63cm™ 226cm™t -1703 cm™?

Durch die Protonierung der PO,-Gruppe verschiebt sich die asymmetrische Streck-

! und liegt damit in der Gro-

schwingung von 738cm™ nach 675cm™ um 63 cm
fenordnung der experimentell beobachteten Rotverschiebung der v,(PO,)g-Bande
von 77 cm™. Gleichzeitig verschiebt sich die niedriger liegende symmetrische Streck-
schwingung der PO,-Gruppe um 226 cm™ . Experimentell miisste diese Verschiebung
ebenfalls zu beobachten sein, jedoch liegt die v4(PO3)g-Bande in der Messung bei
1124 cm™ und miisste laut des Modells im Falle einer Protonierung um rund 200 cm™!
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 v4(POs)g-
Bande bisher nicht erfolgt. Dennoch kann anhand des einfachen Oszillatormodells

ein Erklarungsvorschlag fiir das Auftreten einer zweiten, rotverschobenen v,(POs)g-
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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 (3-Phosphat, rechts das protonierte 3-Phosphat und das deproto-
nierte Methylammonium dargestellt. Durch die Protonierung verschieben die v, /s(POz2)p-
Banden zu tieferen Wellenzahlen. Die Rotverschiebung der v,(PO2)g-Bande liegt in der
Grofsenordnung der gemessenen Bandenverschiebung.

Bande gegeben werden. Im Ras-RasGAP-Komplex treten zwei Zusténde gleichzei-
tig auf: unprotoniertes und protoniertes 3-Phosphat mit den zugehérigen v4(POs)g-
Banden bei 1217 cm™ und 1140 cm™. Im nichsten 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 {iberpriift.

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 beriicksichtigt. 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 -Phosphats die Bindung zwischen
verbriickendem Sauerstoff Osg und P, und die Bindung des Wasserstoffatoms zum
Sauerstoffatom Op fixiert. Ausgangsstruktur ist ein Schnappschuss aus der MD-Si-
mulation des Ras-RasGAP-Komplexes. Diese Struktur wird quantenchemisch ener-
gieminimiert und anschlieftend 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 v, s(PO5)g-Banden

diskutiert. Das Simulationssystem ist zu klein, um sédmtliche Eigenschwingungen
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des Triphosphats korrekt wiedergeben zu konnen; entscheidend ist die Verschiebung
der B-Banden durch die Protonierung des 3-Phosphats. In Abb. 10.3 sind die Fre-
quenzverschiebungen der v, /(PO2)g-Banden dargestellt. Die v,(PO,)g-Bande ver-
schiebt von 1167 cm™ nach 1101 ecm™ um 66 cm™, die v4(PO3)g-Bande verschiebt
von 962 cm™ nach 892 cm™ um 70 cm™. Die Verschiebung der v,(PO3)g-Bande liegt
wie schon beim Modell der gekoppelten harmonischen Oszillatoren in der Gréfsenord-
nung der gemessenen Verschiebung um 77 cm™. Der Unterschied in der Verschiebung
der v4(PO2)p-Bande kommt dadurch zustande, dass bei den harmonischen Oszillato-
ren das nichtverbriickende Sauerstoffatom keinen weiteren Wechselwirkungspartner
besitzt, wihrend bei dem QM-Simulationen dieses Sauerstoffatom stark mit dem
Magnesiumion wechselwirkt und dadurch eine verédnderte Bandenverschiebung be-
obachtet wird.

Aus den Voruntersuchungen lésst sich festhalten, dass der Vorschlag der Proto-
nierung des B-Phosphats und der Deprotonierung von K16%8 eine sehr plausible
Erklérung dafiir liefert, wieso in tr-FTIR-Messungen zwei v,(PO2)s-Banden auf-
treten konnen. 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 durchgefiihrt.

10.2 QM /MM-Simulationen von {3-protoniertem TP

Um im Rahmen der QM /MM-Simulationen die Schnappschiisse aus der klassischen
Simulation zu erhalten, miissen zunéichst die Partialladungen des am (-Phosphat
protonierten Triphosphats berechnet werden. Hierzu wird das Simulationssystem
des Ras-RasGAP-Komplexes aus Kapitel 9 modifiziert: Das Proton H;/%'¢ wird ent-
fernt und dafiir ein Proton H;g kovalent an das O3 gebunden. Das Simulations-
system wird fiir 70 ps aquilibriert und anschlieffend wird eine MD-Simulation von
80 ps Lange durchgefiihrt. Nach 36 ps, 56 ps und 80 ps werden QM /MM-Simulationen
von 150fs Lange durchgefiihrt, um aus den QM/MM-Trajektorien durch doppelte
Mittelung iiber die drei Trajektorien und 125 fs Simulationsdauer die neuen Partial-
ladungen fiir das protonierte Triphosphat zu bestimmen. Die neuen Partialladungen,
die fiir den Produktionslauf des protonierten Triphosphats verwendet werden, sind

in Tabelle 10.1 angegeben. Die Partialladungen fiir das unprotonierte Lysin wurden
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Tabelle 10.1: Partialladungen fiir die MD-Simulationen des protonierten (3-Phosphats.
Zum Vergleich sind die Partialladungen des Triphosphats nach Kléhn [Kl&hn et al., 2005]
dargestellt, die in den MD-Simulationen des unprotonierten Triphosphats verwendet wer-
den. Die Ladungen sind in der Elementarladung ey angegeben.

Py Oly Ogy Ogy
prot. 3 +1,50 -0,91 -0,91 -0,91
TP +1,49 -1,01 -1,01 -1,01
P‘g 015 Hlfg OQB ngg Og(x
prot. @ +1,04 -0,65 +0,53 -091 -0,87 -0,19
TP +1,49 -1,01 — -1,01  -0,79 -0,28
Poc Oloc Oer 057
prot. B +1,08 -0,65 -0,65 -0,69
TP +0,99 -0,69 -0,69 -0,66

C57 H57 H577 C47
prot. B +0,05 +0,07 10,07 +0,11
TP 10,07 40,06 +0,06 0,11

C. . N, H,
Lys 40,35 10,06 -128 +0,415
Lys®  +021 +0,05 -0,30 +0,33

empirisch abgeleitet. Die bindenden Wechselwirkungsparameter fiir das protonier-
te 3-Phosphat wurden den CHARMM22-Parametern fiir das Monophosphat nach
Kléhn [Kldhn et al., 2004] entnommen.

Mit den Partialladungen fiir K16%% und dem am B-Phosphat protonierten Triphos-
phat wurde nach der Aquilibrierungsphase eine MD-Simulation des Ras-RasGAP-
Komplexes durchgefiihrt. Ausgehend von sechs Schnappschiissen nach 0ps, 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
Uberlagerung der Endstrukturen der sechs QM /MM-Trajektorien ist in Abb. 10.4
dargestellt.

Die Endstrukturen der QM/MM-Trajektorien wurden energieminimiert und an-
schliefend 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 [3-Phosphat protonierten GTP dargestellt und den Spektren des
unprotonierten GTP sowie den experimentellen tr-FTIR-Daten gegeniibergestellt.
Tabelle 10.2 gibt die Lage, Intensitat und Halbwertsbreite der einzelnen Eigenmo-

den wieder. Das berechnete IR-Spektrum des protonierten Triphosphats weist einige
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Abbildung 10.4: Uberlagerung der sechs
Endstrukturen aus den QM/MM-Simulatio-
nen des Ras-RasGAP-Komplexes mit dem am
[3-Phosphat protonierten Triphosphat nach
Ops, 10ps, 261 ps, 323 ps, 419 ps und 500 ps.
Auffallig ist, dass durch die Protonierung des
-Phosphats die Bindung zwischen P, und
Ogp bricht und ein Metaphosphat PO3™ ent-
steht.

Unterschiede zum unprotonierten Triphosphat auf. Die meisten Unterschiede lassen
sich durch den Bindungsbruch zwischen P, und Osp und das Abspalten des y-Phos-
phats erkldren (vgl. Abschnitt 10.3). Bei dem neu entstandenen Metaphosphat PO3
sind die asymmetrischen y-Banden wegen der veranderten Wechselwirkung mit dem
verbliebenen Diphosphat blauverschoben. Auch die v, /s(OPzO)-Streckschwingung-
en sind zu hoheren Wellenzahlen verschoben. Der Einfluss des Bindungsbruchs auf
das «-Phosphat ist vernachléassigbar, da die v, /S(POQ)(X—Banden in beiden Systemen
im Rahmen der Rechengenauigkeit die gleiche Bandenlage aufweisen. Das Abspalten
des y-Phosphats hat auch keinen direkten Einfluss auf die v,,s(PO;)g-Banden des
protonierten (3-Phosphats, wie aus der Analyse der Eigenmoden deutlich hervorgeht.
Der Vergleich der v,(PO2)g-Bande im unprotonierten und protonierten Fall zeigt ei-
ne Verschiebung von 1188 cm™ nach 1125cm™ um 63 cm™. Da die Rotverschiebung
grofser als die Rechengenauigkeit bei der Bestimmung von IR-Spektren ist, ist die Ver-
schiebung der Bande nicht auf Rechenungenauigkeiten zuriickzufithren. Wie schon
die Modellsysteme zuvor gezeigt haben, liegt die berechnete Bandenverschiebung
der v,(PO2)p-Bande in der Grokenordnung der gemessenen Bandenverschiebung.
Des Weiteren kann aufgrund der QM /MM-Simulation eine verschobene Bandenlage
der v4(POy)p-Bande von 900 cm™ vorhergesagt werden.

Der beschriebene Nebeneffekt der QM /MM-Simulationen des protonierten Tri-
phosphats im Ras-RasGAP-Komplex, dass sich das y-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; Kotting et al., 2006] und dem IR-Spektrum des am B-Phosphat protonierten
Triphosphat. Die experimentell beobachtete Verschiebung der v,(PO3)g-Bande kann mit
den QM/MM-Simulationen reproduziert werden. Des Weiteren kann die Verschiebung der
vs(PO2)p-Bande vorhergesagt werden. Rechts sind die beiden berechneten Bandenpositio-
nen bei 1188 cm™' im unprotonierten Fall und 1125cm™ im protonierten Fall hervorgeho-
ben.

ben den Ubergangszustand mit abgespaltenem y-Phosphat untersucht und dabei ei-
ne Deprotonierung von K16%2% und eine Protonierung des B-Phosphats beobachtet.
Nachdem die Protonierung des [3-Phosphats anhand der berechneten IR-Spektren
als eine Erkldrung fiir die Verschiebung der v,(PO,)g-Bande dient, wird im néchsten

Abschnitt auf die strukturellen Details und die Ladungsverteilung eingegangen.
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Tabelle 10.2: Lage v der Mode in cm™, Intensitéit in beliebigen Einheiten und die Stan-
dardabweichung o in cm™ der berechneten Banden des Ras-RasGAP-GTP-Komplexes mit
protoniertem (-Phosphat.

Mode v/em?  Intensitit o/cm™
v.(POy), 1282 16 32,6
va(POs) 1278 A1 13,3
va(POs), 1181 64 39,5
vo(POy)p 1125 42 9,3
v,(POs)o 1062 30 13,0
v,(PO;0) 1008 100 73.8
v,(POy), 969 20 23,9
vo(POGO) 957 49 48,5
v(POs)s 900 46 22,2

10.3 Geometrie und Ladungsverteilung des

3-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
Absténde und Winkel sind in beiden Systemen nahezu identisch, jedoch gibt es ein
paar markante Anderungen. Wie schon im vorangegangen Abschnitt erwihnt, ist die
Bindung zwischen P, und Osg gebrochen; der Abstand ist von 1,83 A im unprotonier-
ten Fall auf 2,06 A im protonierten Fall angewachsen. Gleichzeitig sind die Winkel
01,-P,-O3p, O2/-P,-03p und O3,-P,-O3p naher an eine rechtwinklige Konformati-
on geriickt. Beide Faktoren bestédtigen die Beobachtung, dass sich ein anndhernd
planares Metaphosphat PO3;™ aus dem gebundenen y-Phosphat im unprotonierten
Ras-RasGAP-Komplex gebildet hat. Ein Riickschluss auf die Art des Hydrolyseme-
chanismus, assoziativ oder dissoziativ, kann nicht getroffen werden, da die Rolle
des nukleophil angreifenden Wassermolekiils in der Simulation nicht berticksichtigt
wurde. Die Untersuchungen von Cavalli und Carloni decken diese Ergebnisse. Der
Abstand der Sauerstoffatome Oy, und O, zum Magnesiumion bleibt im protonier-
ten Zustand unveradndert, jedoch vergrofert sich aufgrund des Bindungsbruchs der
Abstand zwischen den beiden Phosphoratomen P, und Py von 3,26 A auf 3,44 A. Die
fast perfekt ekliptische Struktur von y- und (3-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 iiber die QM/MM-Trajektorien. Die Abstande sind in A, die Winkel und Dieder-
winkel in ° angegeben. Das Hinzufiigen von GAP zeigt Anderungen bei einigen markanten
Parametern. Die meisten Werte sind identisch, jedoch wird die Bindung zwischen P, und
O3p geschwicht und dadurch wichst der Abstand zwischen P, und Pg. K1682s nihert sich
dem B-Phosphat und der Diederwinkel Ogy-Py-Pg-Ogp ist nahezu perfekt ekliptisch.

Abstand (A) Py‘Oly P—Y—OQY Py—03y
prot. B-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 (A) Py—Ogﬁ P[;,-O1[5 01‘3—H15
prot. p-Phosphat 2,06 + 0,18 1,62 + 0,05 1,02 + 0,03
Ras-RasGAP 1,83 + 0,09 1,51 £ 0,04 —
Abstand (A) PB—OQB PB—Ogﬁ PB‘O?)oc
prot. B-Phosphat 1,52 + 0,04 1,57 + 0,05 1,59 + 0,07
Ras-RasGAP 1,563 + 0,03 1,62 + 0,04 1,64 £+ 0,05
Abstand (A) Po-O1a Po-Osq Po-O34
prot. 3-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 (A) P(x—05’ O5’—C5’ OQV—OQB
prot. -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 (A) P,-Pg Ogy-Mg? " O2p-Mg®"
prot. 3-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 (A) Oly—chKlﬁ Ol(g—ngKm* Ogy-Hn12R789
prot. 3-Phosphat 1,98 4+ 0,13 1,69 4+ 0,09 1,77 + 0,12
Ras-RasGAP 1,64 + 0,09 1,72 + 0,10 1,74 + 0,10
Winkel (°) £ P-0O3p-Pp Z O3p-Pp-O34 £ Pp-O34-Py
prot. p-Phosphat 143,9 + 9.0 108,6 £+ 6,3 129,2 +£ 4,2
Ras-RasGAP 143,3 £ 8,2 105,5 £+ 5,8 1253 £ 3,8
Winkel (0) / 03“-130(-057 V4 PO(-O5’-C57 V4 Oly-Py-Ogﬁ
prot. B-Phosphat 94,9 £ 3,5 115,4 £ 2,7 1019 £ 44
Ras-RasGAP 96,1 + 2,9 1176 + 3,9 106,7 + 4,2
Winkel (o) / O2Y—PY—036 / Ogy—Py—ngg

prot. B-Phosphat 97,7 £ 5,8 99,9 + 5.6

Ras-RasGAP 101,9 + 4,3 100,9 + 3,8

Torsion (°) O2y-P,-033-Pg O2,-P,-P-O9p

prot. 3-Phosphat -34,9 +£ 12,5 -8,3 £ 3,7

Ras-RasGAP -58,6 + 11,6 0,6 £ 3,9

ein wenig geldst, was ebenfalls auf das Bilden des Metaphosphats zuriickzufiihren
ist.
Der Bindungsbruch und der damit verbundene wichtige Schritt der Hydrolyse

wird in der freien QM /MM-Simulation ohne dufere Einwirkungen beobachtet. Einzig
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Tabelle 10.4: ESP-Ladungen des [3-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 ey gegeben. Die Reihen entsprechen dem vy-, 3-, a-Phosphat
und der Methylgruppe. Die letzte Spalte gibt die Gesamtladung der jeweiligen Gruppe
an. Die mittlere Abweichung der Werte aus der protonierten (3-Phosphatrechnung betrigt

0.06 €.

Pv Olv O2v O3v Zy
prot. +1,66 -0,82 -1,11 -0,87 -1,13
RasGAP +1,52 -0,92 -1,08 -0,87 -1,35
Pg Oip Hip O Ozp  Osg 25
prot. +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
P(x Oloc Oro 057 Z(x
prot. +1,21 -0,68 -0,74 -0,69 -0,8
RasGAP +1,24 -0,72 -0,77 -0,73 -0,98
Cs’ Hy’ Hs” Cy > Methy!
prot. 3 +0,04 +0,07 +0,08 40,02 +0,21
RasGAP +0,09 +0,06 +0,07 +0,01 +0,22

die Protonierung des (3-Phosphats fiilhrt zum Bruch der P,-Osg-Bindung und des
Bildung eines Metaphosphats. Der nukleophile Angriff des Wassermolekiils ist nicht
berticksichtigt.

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 ey auf -3 ey erhéht. Das Metaphos-
phat POj", welches sich aus dem y-Phosphat gebildet hat, hat eine Gesamtladung
von -1,13¢ey und damit fast die Ladung von -1eq erreicht, die das Monophosphat
HoPO,4 nach dem Pi-Release, d. h. der Abgabe des Monophosphats aus der Binde-
nische des Ras-RasGAP-Komplexes, hat.

10.4 Diskussion

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Protonierung des 3-Phosphats eine
plausible Erklarung fiir das Auftreten einer zweiten v,(PO)g-Bande bei 1140 cm™
ist, die bei Allin et al. [Allin et al., 2001| experimentell beobachtet wurde. Im Expe-

riment treten zwei Zusténde des Ras-RasGAP-Komplexes parallel auf: ein unproto-
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Abbildung 10.6: Berechneter Einfluss des am [(-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 P, und Ogg und R2 als
Abstand zwischen P, und dem nukleophil angreifenden Wassermolekiil dargestellt. Rechts
ist zu erkennen, dass die Protonierung (3) die Reaktionskoordinate R1 vom Eduktzustand
(ES) wesentlich starker in Richtung des Produktzustandes (PS) schiebt als im Ras-RasGAP-
Komplex (2) oder in Ras ohne RasGAP (1). Die Anderung von R2 ist in den Betrachtungen
nicht bertiicksichtigt.

niertes B-Phosphat mit einer v,(POy)s-Bande bei 1217 cm™ und ein protoniertes -
Phosphat mit einer v,(POz)g-Bande bei 1140 cm™. In den QM/MM-Simulationen
wird die v,(PO,)g-Bande im unprotonierten Fall bei 1188 cm™, die v,(PO3)s-Bande
im protonierten Fall bei 1125 cm™ identifiziert. Die theoretisch bestimmte Banden-
verschiebung von 63 cm™ ist grofer 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 K168 niher an das B-Phosphat
heranriickt als im Ras-Protein ohne RasGAP. Sowohl Cavalli und Carloni [Cavalli
und Carloni, 2002] als auch Futatsugi [Futatsugi et al., 1999| bestétigen diese Beob-
achtung. Sobald das -Phosphat protoniert ist, wird die Bindung zwischen P, und
Ogp gebrochen und das y-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 Klédhn [Kl&hn et al., 2006] dargestellt. Der Abstand zwischen
P, und Ogsp als erste Reaktionskoordinate R1 wachst durch die Protonierung wei-

ter an und riickt den Grundzustand stark in Richtung eines Ubergangszustands.



10.4 Diskussion 110

Inwiefern das nukleophil angreifende Wasser in die Reaktion eingreift, kann nicht
analysiert werden, da das EGO/CPMD-Programmpaket keine Moglichkeit bietet,
den vollstéandigen Reaktionspfad zu untersuchen.

Obwohl die zweite v,(PO2)s-Bande zurzeit experimentell hinterfragt wird [K&t-
ting et al., 2008], kann die vorgestellte Analyse eines am (-Phosphat protonierten
GTP die bisher veroffentlichen Daten reproduzieren und eine Erklarung fiir das
Auftreten der zwei v,(PO2)s-Banden liefern. Zudem decken sich die Ergebnisse mit
theoretischen Untersuchungen anderer Gruppen. Ob die Protonierung tatséchlich
auftritt und wie dies die Hydrolysereaktion beeinflusst, konnen nur weitere theoreti-

sche und experimentelle Untersuchungen zeigen.
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11 Folgeintermediat GDP-P;

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 niher spezifizierten Ubergangszustands bringt,
sodass die Hydrolysereaktion schneller ablaufen kann. In diesem Kapitel wird der
Folgeintermediatskomplex Ras-RasGAP-GDP-P; nach der vollstéandigen Abspaltung
des y-Phosphats und der Bildung eines Monophosphats HoPO,™ analysiert.

Experimentell wird folgende Reaktion bei der GTP-Hydrolyse beobachtet [Allin
et al., 2001; Kotting et al., 2006, 2007|

Ras.g:RasGAP-GTP — Ras,,-RasGAP-GTP =
Rasy,-RasGAP-GDP-P; — Ras,g-RasGAP-GDP + P;

In Kapitel 9 wurde die Vorbereitung auf den ersten Reaktionsschritt mithilfe von
QM/MM-Simulationen untersucht. Beim Substrat GTP hat sich das y-Phosphat
vollstandig abgespalten und das nukleophil angreifende Wassermolekiil ist kovalent
am Monophosphat gebunden, sodass sich HyPO, gebildet hat. In diesem Zustand
kann sich sowohl aus dem GDP-P; wieder ein GTP unter Abspaltung eines Wasser-
molekiils bilden als auch der P;-Release kann eingeleitet werden. Im Rahmen des P;-
Release muss sich RasGAP vom Ras-Protein 16sen und Ras muss vom aktiven in
den inaktiven Zustand iibergehen.

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-P; bestimmt und diskutiert. Des Weiteren werden die
Kopplungseigenschaften des GDP mit dem Monophosphat durch Isotopenmarkie-
rung des 3- und Monophosphats untersucht und mit experimentellen Daten vergli-
chen. Als Referenz fiir die berechneten IR-Spektren dienen die tr-FTIR-Daten von
Allin et al. [Allin et al., 2001] und Koétting et al. [Kotting et al., 2006, 2007].
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Abbildung 11.1: Startstruktur
des Ras-RasGAP-GDP-P;-Kom-

plexes, modelliert aus dem
Ubergangsstrukturanalogon
Ras-RasGAP-GDP-AlFs. Der

Abstand zwischen dem (- wund
Monophosphat betrégt 4,0 A.

11.1 Modellierung des
GDP-P;-Intermediatszustands

Analog zu Abschnitt 10.2 beim protonierten 3-Phosphat des GTP miissen zunéchst
das GDP und das Monophosphat HoPO,~ parametrisiert werden. Hierfiir wurde aus
der Startstruktur des Ras-RasGAP-GTP-Komplexes beim Substrat GTP das end-
standige y-Phosphat abgespalten und ein Monophosphat generiert. Das nukleophil
angreifende Wassermolekiil wurde aus der Struktur entfernt. Der Abstand zwischen
B-Phosphat und dem Monophosphat betrigt 4,0 A (siche Abb. 11.1).

Um eine freie MD-Simulation des Ras-RasGAP-GDP-P;-Komplexes durchfiihren
zu konnen, werden die Partialladungen fiir das GDP und das Monophosphat P;
bendtigt. Hierzu wird die Startstruktur energieminimiert, aufgeheizt und fiir 70 ps
aquilibriert. Eine kurze MD-Simulation von 80 ps Linge wird daran angeschlossen.
Nach 18ps, 44 ps, 70 ps und 80 ps werden QM /MM-Simulationen von einer Dauer
von 125 fs bei einer Zeitschrittweite von 0,25 fs durchgefiihrt, 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 fiir das GDP wurden entsprechend der
GTP-Parametrisierung iibernommen, die Parameter fiir das Monophosphat HyPO,4
wurden aus den Untersuchungen von Klahn zu Monophosphaten in wéssriger Losung
entnommen |[Klidhn et al., 2004].
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Tabelle 11.1: Partialladungen fiir die MD-Simulationen von GDP und dem Monophos-
phat. Die Ladungen sind in der Elementarladung ey angegeben.

Pi Oli OQi O3i H3i O4i H4i
+1,30 -097 -0,97 -0,72 +0,43 -0,72 +0,43
P[g 01[3 Ogﬁ 03[5 03“

+1,30 -087 -0,87 -0,87 -0,29

Poc Oloc Och O57

+1,22 -0,77 -0,77 -0,71

G Hy Hy Cf

+0,10 40,05 +0,05 40,00

11.2 QM /MM-Simulationen des

Intermediatszustands

Mithilfe der neu bestimmten Partialladungen wurde der Ras-RasGAP-GDP-P;-Kom-
plex klassisch simuliert. Nach der Aquilibrierungsphase von 500 ps wurde eine freie
MD-Simulation von 500 ps Lénge durchgefiihrt. Nach 65 ps, 127 ps, 251 ps, 313 ps,
376 ps und 437 ps wurden QM /MM-Simulationen an die Schnappschiisse angeschlos-
sen, um die IR-Spektren, die strukturellen Details, die Ladungsverteilung zu be-
stimmen. Eine Uberlagerung der sechs Schnappschiisse ist in Abb. 11.2 links dar-
gestellt. Bei den QM /MM-Trajektorien wird abweichend zur Durchfiihrung in den
vorherigen Kapiteln die Zeitschrittweite von 0,25fs auf 0,1fs verkleinert. Im Ge-
genzug wurde die Aquilibrierungsphase nach Umstellen vom klassischen Kraftfeld
auf die QM/MM-Simulation auf 1000 Zeitschritte verldngert. Der Produktionslauf
der QM /MM-Trajektorien betriagt ebenfalls 1000 Zeitschritte. Die Verdnderung der
QM /MM-Simulationsparameter ist nétig, um zum einen die Dynamik der Protonen
des Monophosphats besser beschreiben und zum anderen das Verhalten des GDP-P;
genauer reproduzieren zu konnen.

In Abb. 11.2 rechts ist ein Schnappschuss nach einer QM /MM-Trajektorie des
Ras-RasGAP-GDP-P;-Komplexes der Rontgenstruktur des Ubergangsstrukturana-
logons Ras-RasGAP-GDP-AlF; (1WQ1) und der Rab11-GDP-P;-Réntgenstruktur
(PDB-ID: 10IX) [Pasqualato und Cherfils, 2005] auf das Substrat GDP iiberlagert.
Sowohl die Position des Monophosphats bzw. des Aluminiumfluorids als auch des

Magnesiumions in der Bindenische ist sehr dhnlich. Die QM/MM-Simulationen lie-
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Abbildung 11.2: (a) Uberlagerung der sechs Schnappschiisse aus der freien MD-Si-
mulation des Ras-RasGAP-GDP-P;-Komplexes nach 65 ps, 127 ps, 251 ps, 313 ps, 376 ps
und 437ps. (b) Vergleich eines Schnappschusses nach einer QM/MM-Trajektorie des
Ras-RasGAP-GDP-P;-Komplexes (blau) mit der Rontgenstruktur des Ubergangsstruktur-
analogons Ras-RasGAP-GDP-AlF3 (grin, IWQ1) und der Rab11-GDP-P;-Struktur (rot,
10IX) [Pasqualato und Cherfils, 2005]. Die Strukturen wurden auf das Substrat GDP
iiberlagert. Die Position des Monophosphats bzw. des Aluminiumfluorids und des Magne-
siumions stimmen in allen drei Strukturen sehr gut {iberein.

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

Die Endstrukturen der QM/MM-Trajektorien wurden nach dem Protokoll aus
Kapitel 7 energieminimiert, um anschliefend 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
Schnappschiisse dienen auch als Basis fiir die Untersuchung der Isotopenmarkierung
von Mono- und 3-Phosphat.

In Abb. 11.3 ist das berechnete IR-Spektrum des Ras-RasGAP-GDP-P;-Komple-
xes dargestellt. Die Bandenpositionen und -breiten mit der zugehorigen Intensitét
sind in Tabelle 11.2 verzeichnet. Im Vergleich dazu sind die experimentellen tr-FTIR-
Spektren des in der Bindenische gebundenen P; und des gelésten Monophosphats
inklusive des GDP nach dem Pj-Release angegeben [Allin et al., 2001]. Die ex-
perimentellen asymmetrischen GDP-Banden im Intermediatszustand GDP-P; sind
nicht angegeben. Die v,/(HyPO, )-Banden sind die asymmetrischen und symme-
trischen POs-Streckschwingungen der nichtprotonierten Sauerstoffatome des Mono-

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

Tabelle 11.2: Lage v der Mode in cm™, Intensitéit in beliebigen Einheiten und die Stan-
dardabweichung o in cm™ der berechneten Banden des Ras-RasGAP-GDP-P;-Komplexes
mit protoniertem (3-Phosphat.

Mode v/em?  Intensitit o/cm™
v.(POs)a 1249 64 20.4
v (H,PO,) 1197 59 3,1
vo(POy)p 1154 78 199
vo(POs)« 1060 40 11,2
vs(H2PO4) 1059 100 25,4
va(PO3)s 1028 42 28,9
v,(PO3)p 960 58 11,1

Grundsatzlich lasst sich festhalten, dass die POy-Streckschwingungen des gebunde-
nen Monophosphats den gemessenen Banden im Rahmen der Rechengenauigkeit ent-
sprechen. Die Abweichung der symmetrischen Streckschwingung v(H,PO,) ist wahr-
scheinlich auf die unterschiedliche Wechselwirkung mit der Umgebung im Vergleich

zum Experiment zuriickzufiihren. Die Lage der Eigenmoden des Diphosphats sind
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Abbildung 11.4: Erlduterung zu den untersuchten Isotopenmarkierungen von 3- und
Monophosphat. (a) und (b) zeigen die beiden Markierungen des Monophosphats (y'¥O3).
Ein Sauerstoffatom bleibt unmarkiert, da dieses im Experiment zum kovalent gebundenen
Wassermolekiil gehort, welches nicht markiert wurde. (c¢) zeigt ein einfach markiertes {3-
Phosphat, bei dem eines der drei nicht-verbriickenden Sauerstoffatome isotopenmarkiert
wurde (3'801). (d) reprisentiert vierfach markiertes -Phosphat (3'804). Die zugehorigen
Bandenverschiebungen sind in Tabelle 11.3 dargestellt. In rot sind die Atome markiert, die
an der v, s PO2-Streckschwingung hauptsachlich beteiligt sind.

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

Bei der experimentellen Untersuchung des Einflusses der Isotopenmarkierung der
Phosphate konnte Kotting eine Kopplung der Schwingungen zwischen (- und ab-
gespaltenem Monophosphat nachweisen [Kotting et al., 2006]. Eine Isotopenmarkie-
rung des (3-Phosphats fithrt zu einer Rotverschiebung der Streckschwingungen des
Monophosphats. Diese Beobachtung kann durch Isotopenmarkierung in der massen-
gewichteten Hesse-Matrix bestétigt werden. Analog zu den Experimenten wurden
die Sauerstoffatome mit einer Masse von 16a. u. der Phosphate durch '80O-Sauer-
stoffatome mit einer Masse von 18a. u. ersetzt. Die im Experiment verwendeten
[sotopenmarkierungen von [3- und Monophosphat sind in Abb. 11.4 dargestellt.

In Tabelle 11.3 werden die experimentell bestimmten Verschiebungen der
Va/s(PO2)-Streckschwingungen des Monophosphats [Koétting et al., 2006] mit den
berechneten Bandenverschiebungen verglichen. Die ersten beiden Spalten zeigen
die relativen Verschiebungen der v,(PO;)-Streckschwingung durch die beiden un-
terschiedlichen Markierungen des Monophosphats. Die Anderung der Bandenlagen

kann durch die berechnete Isotopenmarkierung wiedergegeben werden. In der drit-
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Tabelle 11.3: Verschiebung der v,(PO2)-Streckschwingung (erste und zweite Spalte) und
der v¢(PO2)-Streckschwingung (dritte bis fiinfte 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 (-Phosphats kann durch die theoretisch durchgefiihrten Isotopenmarkie-
rungen reproduziert werden.

(a) ¥°O3 (b) y*Os (c) B*O: (d) B®O4 (a/b) ¥°Os
AVexp 16 cm™ 32cm! 5cm? 12cm™ 20 cm™
AViheo ldcm™ 28 e 2cm™t 7cm™? 23 cm™

ten bis fiinften Spalte wird dargestellt, dass die Relativverschiebungen der v¢(PO,)-
Streckschwingung aus Experiment und Theorie ebenfalls vergleichbar sind.

Obwohl keine kovalente Bindung zwischen [3- und Monophosphat besteht, sind
die Schwingungen beider Phosphate miteinander gekoppelt. Durch die Isotopen-
markierung der Sauerstoffatome des f-Phosphats verschieben die v, s(PO3)-Streck-
schwingungen des Monophosphat zu kleineren Wellenzahlen. Eine Markierung des y-
Phosphats fithrt zu zwei unterschiedlich starken Verschiebungen der v,(PO,)-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 wéhrend der Hydroly-
sereaktion ein unmarkiertes Wassermolekiil am y-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™ im Experiment

bzw. um 14 cm™

aus den Hesse-Matrizen. Sind beide nicht-protonierten Sauerstoff-
atome und nur ein protoniertes Sauerstoffatom isotopenmarkiert, verschiebt sich die
Bande um 32 cm™ im Experiment bzw. 28 cm™ anhand der theoretischen Daten.
Wird das -Phosphat isotopenmarkiert, tritt experimentell und in den Rechnun-
gen eine Rotverschiebung der v4(PO,)-Streckschwingung auf. Ist nur ein Sauerstoft-
atom des 3-Phosphats isotopenmarkiert, verschiebt die Bande im Experiment um
5cm ™t bzw. in der massengewichteten Hesse-Matrix um 2cm™. Die etwas kleineren
Verschiebungen der Streckschwingungen des Monophosphats konnen damit erklért
werden, dass der Abstand von Mono- und (-Phosphat im Experiment kleiner ist

als in den QM /MM-Simulationen und dadurch die Kopplung schwécher ist. Sind al-
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Abbildung 11.5: Ubersicht iiber die Atom-
bezeichnungen von GDP-P;, gebunden im
Ras-RasGAP-Komplex. Die Struktur ent-
spricht der energieminimierten Struktur des
QM /MM-Schnappschusses nach 165 ps.

le Sauerstoffatome des 3-Phosphats markiert, wichst die Verschiebung auf 12 cm™
bzw. 7cm™ an. Eine Anderung des Schwingungsverhaltens des B-Phosphats hat also
sowohl experimentell als auch theoretisch einen direkten Einfluss auf die Bandenla-
ge des Monophosphats. Die schwingenden Atome des (3-Phosphats induzierten im
Monophosphat ein Dipolmoment und umgekehrt, sodass die Schwingungen der Phos-
phate korrelieren. Kotting hat eine nachgewiesen, dass die Stiarke der Kopplung etwa
mit dem reziproken kubischen Abstand zwischen den Phosphaten abnimmt [Kétting
et al., 2006], wie es aus der Nahfeldndherung beim Hertzschen Dipol in der Elektro-
dynamik folgt.

11.3 Struktur und Ladungsverteilung von GDP-P;

Da das berechnete IR-Spektrum und die Folgen der Isotopenmarkierung vergleichbar
ist, werden in diesem Abschnitt die strukturellen Details und die Ladungsverteilung
des GDP-P; 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 Abstédnde der nicht-verbriickenden bzw. nicht-protonierten Sauerstoffatome
zu den Phosphoratomen sind bei GDP-P; und dem GTP sehr &hnlich. Der Abstand
zwischen dem (3-Phosphoratom und dem Phosphoratom des Monophosphats betragt
4,38 A und ist im Vergleich zum GTP vor der Hydrolyse von 3,26 A um 1,12A
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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 tiber sechs QM /MM-Trajektorien. Die Absténde sind in A, die Winkel
und Diederwinkel in ° angegeben.

Abstand (A) Pi‘Oli Pi-Ogi Pi-Ogi
GDP P, 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 (A) P;-Oy O3;-Hs; Oy4-Hy;
GDP-P; 1,62 + 0,04 1,00 + 0,02 1,10 + 0,08
GTP — — —
Abstand (A) Pg-O1p Pp-O2p Pp-O3p
GDP-P; 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 (A) Pg-O3« Py-O14 Py-O24
GDP.P 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 (A) P“—Og‘x P,;,(—O-;)7 05’—05’
GDP-P; 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 (A) 021-025 H4i—03[5 PY_Pﬁ
GDP-P; 3,77 £ 0,16 1,51 + 0,14 4,34 + 0,09
GTP 3,51 + 0,19 — 3,26 + 0,10
Abstand (A) O9-Mg?" O9p-Mg? " O3p-Mg? "
GDP-P; 208 + 0,14 1,93 £ 0,08 2,64 + 0,19
GTP 1,91 + 0,04 1,97 + 0,08 2,46 + 0,34
Abstand (A) 01;-H3 16 O1p-Hy K1° O4-Hy 12 B89
GDP P 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 (o) / O3[3-P[3-O3(X / P[S'O3oc'Poc / Oga-P“—O5’
GDP P, 103,9 + 4,5 1250 + 3.8 96,4 £ 3.6
GTP 105,5 4+ 5,8 1253 + 3.8 96,1 + 2,9
Winkel (o) Z P(,(—Og,7—057 Z Oli—P—Y—OQi Z Oli—Py—Ogi
GDP-P; 1156 + 3.4 116,8 + 5,2 110,8 + 4,9
GTP 117,6 & 3,9 106,7 4 4,2 106,7 4 4,2
Winkel/Torsion (°) £ 01;-P-O4  O2y-P,-O35-Pp

GDP-P; 109,6 + 4,1 32,0 £ 7,6

GTP 101,9 + 4,3 0,6 + 3,9

angewachsen. Die stark ekliptische Konformation von y- und (3-Phosphat ist nach
der Hydrolyse aufgelOst.

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 ey gegeben. Die Reihen entsprechen dem Mono-, [3-,
«-Phosphat und der Methylgruppe. Die letzte Spalte gibt die Gesamtladung der jeweiligen
Gruppe an. Die mittlere Abweichung der Werte aus der GDP-P;-Rechnung betréagt 0.05 eq.

Py Oui Og;i Os;i Ha; Oui Hy; > opi
GDPD, 1141 095 -1,06 056 1037 -088 1051 -L15
GTP +1,52  -0,92 -1,08 -0,87 -1,35
Pg Oip O Oz Osa 28
GDP-P; +0,85 -0,78 -0,97 -0,87 -0,25 -2,02
GTP  +104 -082 -096 -0,88 -027 -1,89
Py,  Oix Oza Oy >
GDPP; 120 -071 076 -0.7 “1,0
GTP +1,24 -0,72 -0,77 -0,73 -0,98
Cs’ Hs’ Hs” Cy’ > Methyl
GDP.P, 10,07 10,05 0,08 -0,02 70,18
GTP 40,09 +0,05 40,07 0,01 10,22

plex, im Grundzustand angegeben. Speziell beim 3- und y-Phosphat sind leichte
Anderungen zu erkennen, die zusitzlich zur Bindung des nukleophil angreifenden
Wassermolekiils auftreten. Die Polaritdat der Bindungen zwischen dem Phosphora-
tom und den Sauerstoffatomen wichst weiter an. Insgesamt hat das in der Bindeta-
sche gebundene Monophosphat fast die Ladung von -1 ey. Auch das Diphosphat hat
mit einer Gesamtladung von -2,85 e fast den Produktzustand mit einer Ladung von
-3 ¢eg erreicht.

Deutlich wird dies durch den Vergleich der Elektronenverschiebungen innerhalb
des Substrats in Tabelle 11.6. Die Verschiebung der Elektronen vom y- zum {3-Phos-
phat nach dem Bindungsbruch zwischen P, und Ogsz und der kovalenten Bindung
des Wassermolekiils im Ras-RasGAP-Komplex ist mit 0,45ey deutlich starker als
vor der Hydrolyse mit 0,25 eq. 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 ey, welche die
Ladung des Monophosphats HoPO4 zu negativ wirken lésst, ist durch die Bindung
des Monophosphats in der Nische des Ras-RasGAP-Komplexes zu erklédren. Im nicht-
gebundenen Zustand nach dem P;-Release wird die Ladung des Monophosphats auf

-1 ey anwachsen.
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Tabelle 11.6: Die Gesamtladungen der Mono-, y-, 3-, ®-Phosphate und der Methylgruppe
sind in der Einheit der Elementarladung ey angegeben. Die Richtung der Elektronenver-
schiebung wird durch die Pfeile dargestellt. Die Stédrke der Verschiebung wird durch die
Werte {iber den Pfeilen kenntlich gemacht. Die mittlere Abweichung betragt 0.04 eg.

Py P, P, Methyl

GTP in Wasser -1,60 -1,48 -1,02 +0,10

Ras 44 28 189 22 090 2B 1023

RasRasCAP  -1,35 22 _189 2% 98 &2 1092
) 0,45 0,08 0,08

GDP-Pi -1,15 — -202 — -101 +— 40,18

11.4 Diskussion

Die Untersuchung des Intermediatszustands GDP-P; 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 e und das GDP eine Ladung von -3 ey hat. Die Orientierung der Protonen am Mo-
nophosphat éndert sich wihrend der MD-Simulation (vgl. Abb. 11.1 und 11.2 bzw.
11.5). In der stabilen Konformation wechselwirkt das Proton Hg; mit dem Sauerstoff-

GDP welches vor

atom Oleﬁl und das zweite Proton Hy mit dem Sauerstoffatom Osp
der Hydrolyse kovalent mit P, verbunden ist. Wéhrend der QM /MM-Simulationen
bleibt diese Konformation erhalten.

Die untersuchte Isotopenmarkierung von Mono- und (3-Phosphat kann die expe-
rimentell beobachteten Verschiebungen der v, s(PO,)-Streckschwingungen wieder-
geben. Eine Markierung der Sauerstoffatome des (3-Phosphats fiihrt 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 Stéirke der Kopplung ist reziprok

zum kubischen Abstand der beiden Phosphate.
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Zusammenfassung
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Die Komplexierung von Ras-GTP mit GAP bringt den Grundzustand des
Substrats GTP niher an einen Ubergangszustand. Der Argininfinger ist nur
indirekt an der Hydrolyse beteiligt. Der Ras-RasGAP-Komplex wirkt durch

Eliminierung von Wassermolekiilen 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 naher an einen nicht niher spezifizierten
Ubergangszustand. QM/MM-Simulationen von in Wasser gelostem GTP iiber
Ras-GTP hin zum Ras-RasGAP-GTP-Komplex haben gezeigt, dass im Grundzu-
stand der Bindungsbruch im Triphosphat zwischen P, und dem verbriickenden Sau-
erstoffatom Ogsp 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 Anderungen auf, wenn GAP an Ras-GTP bindet: Die Bindung zwischen
P, und Osp wird verlangert, der Abstand zwischen P, und Pg wéchst und y- und
[3-Phosphat werden in eine starre, ekliptische Konformation gezwungen. Der Grund-
zustand wird also in Richtung eines nicht genau spezifizierten Ubergangszustands

geschoben, womit die GTP-Hydrolyse vorbereitet wird.

Der Argininfinger ist nur indirekt an der Hydrolyse beteiligt. Die bis-
herige Vorstellung, dass der Argininfinger iiber 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 fiir die katalytische Reaktion essentiell wichtig, jedoch ist der Ein-
fluss indirekt. Der Argininfinger fiihrt Q6182 und damit das nukleophil angreifende
Wassermolekiil zielgerichtet an das y-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
[3- und y-Phosphat vernachlassigbar ist. Die positive Ladung hat keine Wirkung auf
den katalytischen Elektronentransport von y- zum (-Phosphat.

Der Ras-RasGAP-Komplex wirkt durch Eliminierung von Wassermo-
lekiilen aus der Bindenische (Desolvatisierung). GAP und speziell der Ar-
gininfinger verdrangen die Wassermolekiile aus der Bindenische des Enzymsubstrat-
komplexes Ras-GTP. Dies resultiert in einer Verstarkung der elektrischen Felder
am Triphosphat und damit in einer Verschiebung der Elektronen vom <y- zum [3-
Phosphat. Der Einfluss der umliegenden geladenen Gruppen, Mg?* und K168, auf
die Elektronenverschiebung ist in Ras-GTP und Ras-RasGAP-GTP vergleichbar, so-
dass keine resultierende Kraft auf die Elektronen am y-Phosphat in Richtung des 3-
Phosphats wirkt, wenn GAP an Ras bindet. Die Wassermolekiile in der Bindenische
induzieren bei Ras eine riickstellende Kraft auf die Elektronen am y-Phosphat. GAP
entfernt diese Wassermolekiile aus der Bindetasche und die Elektronen fliefsen zum
-Phosphat, sodass die Bindung zwischen P, und O3z geschwécht und damit die
Hydrolyse vorbereitet wird.

Eine hypothetische Protonierung des [3-Phosphats kann den Bindungs-
bruch forcieren. Die untersuchte Protonierung des (-Phosphats und Deproto-
nierung von K1682 erklirt die experimentell beobachtete Rotverschiebung der
v,(PO3)p-Bande von 1217 cm™ nach 1140 cm™. Die Protonierung fiihrt zum Bruch
der Bindung zwischen P, und Osp und zur Bildung eines Metaphosphats PO3™ aus
dem y-Phosphat.

Die Schwingungen von Mono- und (3-Phosphat im Intermediatszustand
sind gekoppelt. Beim proteingebundenen GDP-P; sind die PO,-Streckschwingung-
en des Monophosphats nicht unabhéngig, sondern koppeln mit den Streckschwing-
ungen des (3-Phosphats. Die Phosphate induzieren wechselseitig ein Dipolmoment,
das analog zum Hertzschen Dipol reziprok mit dem kubischen Abstand zwischen

den Phosphaten schwécher wird.

In Abbildung 12.1 sind die zentralen Schlussfolgerungen dieser Arbeit zusammen-
fassend dargestellt. Oben ist der Vergleich der P,-Osg-Bindungslange von wasserge-
16stem GTP, Ras-GTP und dem Ras-RasGAP-GTP-Komplex gezeigt. Die Bindung
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wird schrittweise verldngert, sodass der Bindungsbruch schon im Grundzustand des
Proteinsubstatkomplexes vorbereitet wird. Zudem zwingt GAP 3- und y-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 Mg?" (magenta) und K16%% (cyan) sind in beiden
Systemen vergleichbar, der Argininfinger R789%AF (orange) hat eine vernachlissig-
bare Wirkung auf den Elektronentransport von y- zum (3-Phosphat. Entscheidend
ist die Anderung der Umgebung des Triphosphats, speziell die Verdringung der Was-
sermolekiile aus der Bindenische. In Abb. 12.1 unten links ist zu erkennen, dass im
Ras-GTP-Komplex die Bindetasche mit Wassermolekiilen gefiillt ist. Die Wassermo-
lekiile induzieren eine riickstellende Kraft auf die Elektronen am y-Phosphat. GAP
(Abb. 12.1 unten rechts) verdrangt die meisten Wassermolekiile aus der Nische bis
auf vier konservierte Wassermolekiile. Durch die Verdrangung der Wassermolekiile
fehlt die Riickstellkraft und die Elektronen kénnen verstirkt vom <y- zum [3-Phos-
phat fliefen, um die Bindung zwischen P, und Osp zu schwéchen 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 P, und Osg 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 y-Phosphat in Richtung (3-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 Wassermolekiile werden durch

GAP aus der Bindetasche verdriangt.
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13 Ausblick und Erweiterung der
Modellsysteme

Die Untersuchung des Ras-RasGAP-Komplexes hat gezeigt, dass die Verdrangung
der Wassermolekiile 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 fiihrt 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 Aminoséure statt [Witting-
hofer, 2006|. Die Analyse dieser Komplexe kann detaillierten Aufschluss tiber den
prinzipiellen Vorgang der GTP-Hydrolyse geben. Speziell die Beobachtung, dass die
Verdrangung von Wassermolekiilen aus der Bindenische entscheidend fiir die Elek-
tronenverschiebung ist und damit fiir die Schwéchung der Bindung zwischen P, und
Ogp sorgt, kann an den anderen Komplexen der Ras-Superfamilie iiberpriift werden.
Neben der Analyse einzelner Zustéinde der GTP-Hydrolyse wie dem Grundzustand
oder dem GDP-P;-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 Verstdndnis der Hydrolyse-
reaktion liefern. So kann moglicherweise die thermodynamische Frage geklart werden,
ob die Verdrangung der Wassermolekiile aus der Bindenische zu einem Entropiege-
winn fithrt und damit die freie Energien und Aktivierungsbarrieren der Hydrolyse
zu erkldren sind. Da diese Untersuchung weder mit dem GROMACS/CPMD- noch
mit dem EGO/CPMD-Programmpaket direkt durchgefiihrt werden kénnen, werden
hierzu Programmerweiterungen benétigt, 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 Rechenkapazitit langere Trajektorien berechnen zu
konnen. Jedoch werden klassische Parameter fiir das GTP im GROMACS-Kraftfeld
benotigt. Die Reparametrisierung ist fast abgeschlossen, sodass in Kiirze klassische

Langzeitsimulationen von GTP- bzw. ATP-bindenden Proteinen durchgefiihrt wer-
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den koénnen. Die Kopplung des klassischen Teils mit QM-Simulationen soll iiber 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, langere MD-

Trajektorien zu berechnen, um den Phasenraum klassisch langer abtasten zu konnen.
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