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Kapitel 1
EinfUhrung

Die hier vorliegende Arbeit ist in drei Teile gegliedert. Im ersten Teil der Arbeit wer-
den die fur die Durchfiihrung und Analyse verwendeten Methoden kurz vorgestellt. Der
zweite und dritte Teil beinhalten die wissenschaftlichen Arbeiten dieser Dissertation.

Im zweiten Teil werden Studien zur Dissoziation von Insulin-Dimeren vorgestellt, wéh-
rend im dritten Teil MolekUlsimulationen zweier Cytochrom-P-450-Modelle beschrieben
werden. Chemisch und pharmazeutisch sind beide Teile unabhéangig voneinander zu
betrachten; die Gemeinsamkeit der Teile besteht nur in der Berechnung und Analyse
beider Systeme im gleichenGROMACS- Kraftfeld.

Die Studien der Insulin-Dimere dienten urspringlich nur zur Validierung einiger Umge-
bungsparameter des Kraftfeldes, da sie mit etwa 100 Aminosauren ein deutlich klei-
neres System als die Cytochrom-P-450-Modelle darstellen. Das kleinere System der
Insulin-Dimere verkurzte die Rechenzeit, fir die zur Optimierung des umgebenden Me-
diums bendtigten Dynamiken. Diese Berechnungen sind nur von technischem Interesse
und werden daher im Verlauf der Arbeit nicht mehr genauer beschrieben. Als Ergebnis
der Optimierung wird fur die Simulationen der Cytochrom-P-450-Modelle eine isotoni-
sche Kochsalzlésung verwendet.

Im Laufe der Validierungsarbeiten zeigte sich jedoch, dass es mit dem vorliegenden
Kraftfeld méglich ist, die Dissoziation der Insulin-Dimere zu beschreiben. Deshalb ist die
Berechnung dieses Verhalten ebenfalls Gegenstand der Arbeit. Die hier vorgestellten
Simulationen haben allerdings nichts mehr mit den Validierungsrechnungen zu tun und
stellen daher ein eigenstandiges Themengebiet dar.

Das urspringliche Ziel der Entwicklung von Cytochrom-P-450-Modellen ist weiterhin

11



12 KAPITEL 1. EINFUHRUNG

Hauptgegenstand dieser Arbeit.



Teil |

Verwendete Methoden

13






Kapitel 2
Einleitung

Zur Simulation der in dieser Arbeit untersuchten Moleklle wurden zwei unterschied-
liche Molekildynamik-Simulationsanséatze verwendet, ein Equilibrium- und ein Non-
Equilibrium-Ansatz.

Wahrend bei dem Equilibrium-Ansatz von der Startstruktur ausgehend so lange ge-
rechnet wird, bis sich das Modell auf einem gewissen Energieniveau eingependelt hat,
wirkt bei dem Non-Equilibrium-Ansatz auf einen bestimmten Teil des Systems eine au-
Rere Kraft ein. Das hat zur Folge, dass nie ein stabiler Zustand erreicht wird, da das
Modell sich auf die stdndig andernde Umgebung einstellen muss. Mit Hilfe dieser Me-
thode werden dynamische Eigenschaften von Molekillen beobachtet.

Da eine Beschreibung der nattirlichen Umgebung mit den heutigen Rechnerkapazitaten
nur bedingt moéglich ist, wurden einige Vereinfachungen und Néherungen eingefihrt.
Zum einen werden alle atomaren Wechselwirkungen mit Newton’schen Gleichungen
beschrieben. Zum anderen missen lange andauernde Prozesse forciert werden, um in
technisch machbaren Zeitrdumen simulierbar zu werden.

Bei den durchgefiihrten Rechnungen handelt es sich zumeist um Standard-Routinen,
die in den Arbeiten von Schappach und Stahl schon sehr ausfuhrlich beschrieben wur-
den[1,2]. In den folgenden Kapiteln werden daher nur die fur die Erstellung und Analyse
der Modelle und Dynamiken wichtigen Methoden kurz beschrieben. Weitere Informa-
tionen liefert die im jeweiligen Kapitel zitierte Literatur.

15
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Kapitel 3

Methoden zur Berechnung von
Molekulstrukturen

Zur Berechnung von Molekiilstrukturen gibt es verschiedene Ansatze mit unterschiedli-
cher Genauigkeit. Grob kann man diese Ansatze in Kraftfeld-, Semiempirie- und ab initio-
Methoden einteilen. Bei den Kraftfeldmethoden werden Wechselwirkungen mit Hilfe der
klassischen Mechanik berechnet. Semiempirische Methoden sind prinzipiell je nach
Ansatz als vereinfachte ab initio-Methoden zu definieren. Analog zu diesen Methoden
wird die Energie durch Berechnung entsprechend der Schrodinger-Gleichung ermittelt.
Zur Vereinfachung werden allerdings bei semiempirischen Methoden molekulspezifi-
sche Parameter verwendet, die bei ab initio-Methoden nicht in Frage kommen.

Im Folgenden werden nur die fur diese Arbeit verwendeten Methoden beschrieben.

3.1 GROMACS Kraftfeld

Samtliche Energieminimierungen und Dynamiksimulationen dieser Arbeit wurden mit
dem GRomos 96 Kraftfeld [3] des Programmpakets GROMACS [4—8] durchgefiihrt.

Essentieller Bestandteil des GROMACS Kraftfeldes ist es, auf bestimmte Atomgruppen
Krafte austiben zu kénnen, um ein bestimmtes Verhalten zu provozieren oder zu unter-
driicken. Durch die Mdglichkeit der unterschiedlichen Behandlung einzelner Atomgrup-
pen ist das GROMACS Kraftfeld flir komplexe Problemstellungen besonders geeignet.
Fur eine exaktere Berechnung unterschiedlicher Aspekte in der vorliegenden Arbeit
mussten einige Standard-Terme des GROMACS Kraftfeldes durch modifizierte Terme

17



18 KAPITEL 3. METHODEN ZUR BERECHNUNG VON MOLEKULSTRUKTUREN

ersetzt werden. Diese Terme werden im Anschluss gezeigt.

3.1.1 Algorithmen des GROMACS Kraftfeldes

Ein Algorithmus stellt ein Regelwerk dar, das beschreibt, wie die einzelnen Terme sich
zueinander verhalten. Prinzipiell gibt es in GROMACS zwei unterschiedliche Algorith-
men, einmal die Molekular-Dynamiksimulation (MD) und zum anderen die Energiemi-
nimierung (EM).

3.1.1.1 Molekiuldynamik-Simulationen

Eine allgemeine Beschreibung des dem GROMACS zugrunde liegenden Algorithmus
wird in der Tabelle 3.1 gezeigt. Jede Moleklldynamik-Simulation (MD) wie auch die
Energieminimierung (EM) benétigen als Eingangsdaten einen Satz von Ausgangskoor-
dinaten aller zu berechnenden Partikel. Dazu gehdrt auch die Topologie des Systems,
die das Verhalten der einzelnen Partikel zueinander regelt.

Im Folgenden werden nur Interaktions-Energieterme beschrieben, die auf Grund von
Besonderheiten des zu berechnenden Systems verandert werden mussten. Wie in Ta-
belle 3.1 zu sehen ist, handelt es sich nur Anderungen im 3. Schritt des Algorithmus.
Alle weiteren Schritte des Kraftfeldes blieben unverandert und sind im GROMACSs User
Manual [9] ausfuhrlich beschrieben.

3.1.1.2 Energieminimierung

Bei der Energieminimierung werden die Atome (Partikel) eines System nicht nach den
Newton’'schen Bewegungsgleichungen bewegt. Es wird vielmehr entlang der Energie-
hyperflache versucht, die Atome so anzuordnen, dass ihre Struktur ein Minimum der
Energiehyperflache darstellt.

In GROMACS stehen daflr zwei Gradienten-Methoden zur Verfligung: steepest descent
und conjugate gradient. Bei beiden Methoden wird als Kriterium fiir die Suchrichtung
die erste Ableitung (Gradient) der Energiehyperflache verwendet. Die Grof3e und das
Vorzeichen des Gradienten dienen als Richtwerte, um die Entfernung des nachst gele-
genen Energieminimums abzuschétzen. Steepest descent ist die effektivere und robus-
tere Methode von beiden und wird daher meistens fur Strukturen weit vom Energiemi-
nimum genutzt. In der Nédhe des Minimums allerdings lasst die Effektivitat von steepest
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Tabelle 3.1: Allgemeiner MD-Algorithmus

1. Input der Eingangsbedingungen
Potentielle Wechselwirkung V als Funktion der Atompositionen
Position r aller Atome des Systems
Geschwindigkeiten v aller Atome des Systems

Y

wiederhole 2-4 n-mal (n=gewahlter Zeitschritt)

2. Berechnung der Kréfte
Kraft auf ein Atom

_ oV
= oy

erzeugt durch Berechnung der Kraft ungebundener Atompaare:
F=2X;hj

plus Kraft aus gebundener Interaktion, die von 1, 2, 3 oder 4 Atomen abhangen kann,
plus Rickhaltekrafte und externe Kréafte.
Die potentielle und kinetische Energie sowie der Drucktensor werden berechnet.
U
3. Aktualisierung der Konfiguration
Die Bewegung der Atome wird simuliert durch numerische Lésung
der Newton’schen Bewegungsgleichungen:

i _ R
diz 7 M;
%_V%_—'
da — Vb dt T m
U

4. Ausgabe (wenn gewtinscht):
Positionen, Geschwindigkeiten, Energien, Temperatur, Druck, etc.

descent stark nach, da in diesem Fall der Gradient sehr klein wird. In dem Bereich
bietet sich dann die Methode conjugate gradient an, weil auch Gradienten aus den vor-
herigen Minimierungsschritten mit in die Rechnung eingehen und so die Suchrichtung
selbst bei kleinen Gradienten optimal bleibt.

Als Konvergenzkriterien kénnen fir beide Methoden ein Gradient oder eine Anzahl von
Rechenschritten (iterations) festgelegt werden. In der Regel ist der Gradient das aus-
schlaggebende Kriterium.

Fur die Durchfiihrung einer Energieminimierung ergibt sich hieraus, dass zuerst mit
der steepest descent-Methode eine grobe Minimierung durchgefiihrt und anschliel3end
mit der conjugate gradient-Methode eine Feinminimierung erstellt wird. Hierzu werden
zumeist auch die Konvergenzkriterien enger gesetzt.
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3.1.2 Energieterme, Parameter und auf3ere Krafteinwirkungen

Das eigentliche Kraftfeld wird durch zwei Komponenten definiert:

1. Durch die Definition seiner Energiepotentiale und die daraus abzuleitenden Kréaf-
te.

2. Durch die Parameter, die zur Losung der einzelnen Potentiale bendtigt werden.

Im GRomMOS 96 Kraftfeld werden diese Potentialfunktionen mit ihren zugehérigen Pa-
rametern in drei Gruppen eingeteilt:

1. Non-Bonded: Hierbei werden Interaktionen beschrieben, bei denen Atome oder
andere Partikel nicht direkt miteinander verbunden sind. Dazu gehéren Lennard-
Jones- oder Buckingham-, Coulomb- oder modified Coulomb-Potentiale. Diese
Interaktionen werden durch eine sog. neighbour list, einer Liste nicht bindender
Atome und deren Wirkungsradius definiert.

2. Bonded: Zu diesen Interaktionen gehdren kovalente Bindungs-Streckschwingungen
(covalent bond stretching), Winkeldeformationsschwingungen (angle bending),
Diedertorsions-Barrieren (proper dihedrals) und die sog. improper dihedrals. Un-
ter improper dihedrals fallen Potentiale fur die Definition planarer Molektlgruppen
(z.B. in aromatischen Strukturen) und die Definition von chiralen Systemen.

3. Specials: Hier sind die sog. position und distance restraints zu nennen. Dabei
werden entweder fur die Position oder den Abstand bestimmter Atome Krafte
festgelegt, damit diese wéhrend einer Berechnung sich nur in einem bestimmten

Rahmen verdndern kdnnen.

Zur Adaption des Kraftfeldes an die speziellen Gegebenheiten der zu berechnenden
Systeme mussten die folgenden Potentiale verandert oder angepasst werden. Bei den
non bonded-Potentialen zur Berechnung langreichender elektrostatischer Wechselwir-
kungen wurde immer das modifizierte Coulomb-Potential der Particle Mesh-Ewald-
Methode verwendet, da diese wesentlich praziser ist, als das im GROMACS imple-
mentierte Coulomb-Potential. Bei den bonded -Potentialen musste neben dem harmoni-
schen Potential auch auf das anharmonische Morse-Potential zurtickgegriffen werden.
Des Weiteren waren fiir viele Rechnungen bestimmte Definitionen von distance und
position restraints notwendig.
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3.1.2.1 Particle Mesh-Ewald (PME)

PME ist eine weiter entwickelte Ewald-Methode (siehe Formel 3.1) [10-13] zur Berech-
nung lang reichender elektrostatischer Wechselwirkungen in gro3en Systemen, bei der
die reziproke Summe Vg Mit einem particle mesh-Ansatz geldst wird. Die direkte Sum-
me Vgjr und der Eigenterm Vg stammen noch vom urspriinglichen Ewald-Ansatz.

VEwald = Vdir + Vrec +Vo (3.1)

Die direkte Summe beschreibt die elektrostatische Wechselwirkung zwischen den Ato-

men i und | bis zu einem maximalen Abstand von r.

erfc( Br,,n)

VdurZ—ZZZZ Gt ————

I] nx ny nzx

(3.2)

i und g sind die Partialladungen der Atome i und j. f ist der elektronische Umwand-
lungsfaktor f = W = 138,935485(9) kJ mol~1 nm e~2. (ny,ny,n;) = nist der box
index-Vektor und der Stern deutet an, dass Terme mit i = | tbergangen werden sol-
len, wenn (ny, Ny, nz) = (0,0,0). Der Ausdruck rj; n ist der reale Abstand zwischen den

Ladungen. 3 stellt einen Wichtungsfaktor zwischen den einzelnen Summen dar.

Die Eigensumme Vj ist ein Skalierungsterm und dient dazu, dass sich ein Atom bei
periodischen Randbedingungen nicht mit sich selbst addiert.

_Ei 2 (3.3)
U2 -

In der reziproken Summe Ve werden alle Wechselwirkungen ausserhalb des in der
direkten Summe definierten Abstandes berechnet.

—1Ko—1K3—

Vrec— z z z Q(my, Mg, Mg) - (Wrec * Q) (Mg, M, Mg) (3.4)
ml O0mp=0nz=0

Dabei stellt die Matrix Q mit den Dimensionen K1 x Ko x K3 ein gleichférmiges Git-
ter dar, welches die komplette Simulationszelle ausflillt. Auf dieses Gitter werden alle
Punktladungen aus dem entsprechenden Sektor interpoliert. Mit Hilfe dieser Interpola-
tionsfaktoren der Matrix Q wird dann die Wechselwirkungsenergie jedes Atoms aul3er-
halb des Cut-offs berechnet. Fir die Verwendung der Matrix spricht, dass der Algorith-
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mus nur mit Nlog(N) skaliert und damit wesentlich effektiver ist als die herkémmliche
Ewald-Methode, bei der die reziproke Summe mit N2 skaliert.

3.1.2.2 Bindungs-Streckschwingung

Harmonische Schwingung: Beim harmonischen Schwingungspotential kann die Streck-
schwingung zwischen den Atomen i und j durch eine Parabel wie folgt beschrieben

werden: 1,
Vo(rij) = 2k| (rij — bll) (3.5)

Die entsprechende Kraftgleichung lautet:

g
?l(ﬁj}) kl(rU bl])_J (3.6)

Fij

Dabei bestimmt der Parameter kﬂ- als Kraftkonstante, welche Kraft auf die Bindung
einwirken muss, um diese um einen Nanometer aus der idealen Bindungslange bjj der
beiden Atome i und j auszulenken.

Fourth power potential Im GrRomMmos 96 Kraftfeld wird aus Grinden der Effizienz die
folgende Formel zur Berechnung des Streckschwingungspotentials verwendet:

b 242
(rlj) kl ( i bij) (3.7)
Die entsprechende Kraftgleichung lautet:
R (7)) = K (1 — bR (3.9)

Dabei héngt die hierbei verwendete Kraftkonstante wie folgt von der im hamonischen
Potential verwendeten Kraftkonstante kP-"am gp:

2kbb|2J _ kb,harm

Morse-Potential: Das Morse-Potential bietet im Vergleich zum harmonischen Poten-
tial eine prézisere Beschreibung chemischer Bindungen. Im Gegensatz zum harmo-
nischen Potential hat das Morse-Potential einen asymmetrischen Potentialtopf, da die
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Kraft (Steigung) ab einem gewissen Abstand auf Null sinkt. Die funktionelle Form die-
ses Potentials lautet:

Vinorse(1ij) = Dij[1— exp(—Pij (rij — bij))]? (3.9)

Zur Definition des Potentials sind drei Parameter notwendig: Dj; bestimmt die Tiefe
des Potentialtopfes in kJ/mol, Bjj die Steilheit oder die Breite des Topfes und bjj den
Gleichgewichtsabstand zwischen den Atomen i und j.

Der Verlauf des Potentials ist in Kapitel 18 Abbildung 18.2 dargestellt.

3.1.2.3 Position Restraints

Dieses Potential wird genutzt, um Partikel an einer bestimmten Position R; mit der Kraft
Kpr zu fixieren. Hierzu wird folgende Gleichung benutzt:

Vor (ri) = %kpr“i ~Ri|? (3.10)

oder allgemeiner fir alle Raumkoordinaten formuliert:
Vor 1) = S 1Ko 0~ X0+ R )%+ K (3~ 20%2] (3)
Auf diese Weise kdnnen Partikel nicht nur an bestimmten Positionen, sondern auch auf

Ebenen oder Geraden fixiert werden, da fir jede raumliche Dimension folgende Kréafte
separat zu berechnen sind:

F o= —kKp(X—X)
R K- Y) .12
R - (a-2)

Alle Atome, auf die ein position restraint angewendet werden soll, missen in einer
speziellen Liste aufgefiihrt werden. Dort werden auch die Kréfte fir jede Raumrichtung
definiert.
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3.1.2.4 Distance Restraints

Um den Abstand (rjj) der Atome i und j zwischen bestimmten Schwellenwerten halten
zu konnen, werden mittels distance restraints Strafpotentiale auf diese Atome gesetzt.
Damit aber die Beweglichkeit der Atome nicht zu sehr eingeschrénkt wird, ist es im
Gegensatz zu den position restraints erforderlich, unterschiedliche Potentialabschnitte

zu definieren.

Daher wird, falls die Atome sich zu nahe kommen und der Abstand kleiner rg wird,
ein quadratisches Potential verwendet. Im Bereich zwischen rg und r1 bewegen sich
die Atome ohne das Potential des distance restraints. Wird der Abstand groR3er als
r1, so wird wieder ein quadratisches Potential definiert. Reicht dieses Potential nicht
aus und der Abstand Uberschreitet den Wert r», wird statt des quadratischen ein linear
steigendes Potential verwendet. Die Potentiale berechnen sich wie folgt:

Tkar (rij —ro)? fir rj < ro
0 fur ro < rij < rp

Var (i) =19 1, . 12 ) . (3.13)
sKar (rij —r1) fur ry < rjj < 1
Tkar(ra—ra)(2rij—rp—r1) fir rp < rj

Uber die Kraftkonstante kg wird die Steilheit des jeweiligen Potentials definiert und
somit die Rigiditat der Abstande bestimmit.

3.1.3 Energiegruppen

Energiegruppen sind allgemeiner definierte Potentiale und dienen dazu, wahrend einer
GRoMAcCs-Molekiuldynamik oder deren Analyse bestimmten Atomclustern spezifische
Eigenschaften zuzuweisen. Dazu werden die Atome eines Systems in Gruppen einge-
teilt. Maximal 256 Gruppen kdnnen definiert werden; diese missen mindestens einer
der folgenden vier Klassen angehdren:

T-Coupling group: Darin werden die Temperatur-Kopplungsparameter (Referenztem-
peratur, Zeit, Anzahl der Freiheitsgrade) fur jede Gruppe separat definiert.

Freeze group: Atome in dieser Gruppe werden wahrend einer Dynamik festgehalten.

Accelerate group: Auf jedes Atom einer ,accelerate group” wird eine Beschleunigung
a gesetzt, welche einer externen Kraft gleich kommt. Auf diese Weise kann ei-
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ne Dynamik in einem non-equilibrium-Zustand berechnet werden und somit die
Simulation von Transporteigenschaften ermdéglichen.

Energy monitoring group: Wéahrend einer Simulation werden alle wechselseitigen In-
teraktionen zwischen den einzelnen Energiemonitoring-Gruppen aufgezeichnet.
Das geschieht getrennt fur Lennard-Jones- und Coulomb-Terme. Da 256 Grup-
pen definierbar sind, waren so fir jeden Energie-Term 256 x 256 Berechnungen
erforderlich. Da Energieberechnungen aber der aufwendigste Teil einer Simulati-
on sind, sollte diese Méglichkeit nur sehr sparsam genutzt werden.
Interessanter beim Energiemonitoring ist die Mdglichkeit, Energien aus der Ana-
lyse zu entfernen, um dadurch die Simulation deutlich zu beschleunigen.

3.2 Dichtefunktionaltheorie (DFT)

Die Dichtefunktionaltheorie (DFT) wurde vor mehr als 30 Jahren zur Berechnung elek-
tronischer Strukturen von Festkdrpern, Oberflachen und deren Defekten entwickelt.
Erst in den letzten Jahren gewann die Berechnung physikalischer Eigenschaften von
Molekulen mittels DFT an Bedeutung. Heute ist die DFT eine der am héaufigsten ver-
wendeten Methoden zur exakten Beschreibung von Molekdulen.

Streng genommen ist die DFT keine allein stehende Methode. Sie setzt sich vielmehr
aus einer ganzen Reihe von Modellen (Funktionalen) zusammen, die alle versuchen,
die Elektronendichte von Moleklilen mdglichst exakt zu beschreiben. Dabei ist es kaum
madglich, die DFT einer bestimmten Gruppe von Methoden zuzuordnen. Da das Aus-
tausch'-Korrelationsintegral?® nicht exakt bestimmt werden kann, wird die DFT nicht zu
den ab initio-Methoden gezahlt. Weil aber auch keine Integrale vernachlassigt werden
und die Parameter nicht molekuilspezifisch sind, kann man die DFT ebenso wenig den
semiempirischen Methoden zuordnen.

Es ist bei der DFT von Vorteil, dass sie im Gegensatz zum Hartree Fock (HF)-Ansatz
prinzipiell erméglicht, die exakte Energie eines Molekiils zu berechnen, sofern das
Austausch-Korrelations-Potential bekannt ist. Dartiber hinaus ist die DFT im allgemei-
nen schneller als korrelierte ab-initio Methoden [14].

siehe Glossar
2siehe Glossar
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3.2.1 Ansatz der Dichtefunktionaltheorie

Die grundlegende Idee fir alle DFT-Methoden beruht darauf, die elektronische Struktur
von Molekilen nicht Gber Ein- oder Mehrelektronenwellenfunktionen zu beschreiben,
sondern sie auf die Verteilung der Elektronendichte p(r) zurtickzufiihren [15].

p(r) :N/---/|\p(x1,xz,xe,,---,xN)|2dxz---de (3.14)

Voraussetzung dafir ist die in Gleichung 3.14 gezeigte Abhangigkeit der Elektronen-
dichte p(r) von der Wellenfunktion y. Dabei enthalt X; sowohl Raum- als auch Spinko-

ordinaten.

[p)dm =N 3.15)

Mit der Gleichung 3.15 wird gezeigt, dass man durch Integration Gber den gesamten
Raum die Anzahl der Elektronen N erhalt.

Die Elektronendichte muss, wie in Gleichung 3.16 gezeigt wird, flr sehr grol3e Abstande
rieines Elektrons das erste lonisierungspotential | .P. beschreiben.

lim p(r1) = exp(—v'2l.Prj) (3.16)

[1—>o0

Definiert man danach die Energie in Abhangigkeit der Elektronendichte p, erhalt man
fur die Energie folgende Gleichung:

E = E[p] = Vielp] + Te[p] + Veelp] (3.17)

Vke beschreibt die Anziehung zwischen Kern-Elektronen, Vg die Elektron-Elektron-
AbstoRung und T die kinetische Energie der Elektronen. Dabei gilt fiir Vke:

VKe:/p(r)v(r)dr (3.18)

v(r) benennt das externe Potential der Atomkerne. Fir die Wechselwirkung zwischen
den Elektronen Ve lésst sich die Energie als klassische Coulomb-AbstoRung J[p] be-
schreiben, die mit folgender Gleichung berechenbar wird:

1 1
J[p] = é//ap(rl)p(rz)drldrz (3.19)
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Die Elektronendichte p(r) lasst sich, wie Kohn und Sham [16] zeigten, als N nicht
wechselwirkende Elektronen in einem Einelektronenpotential beschreiben. Mittels die-
ses Potentials wird dann mit den Orbitalen ¢(r) die gesamte Dichte der unabhanigen
Elektronen so beschrieben, das sie der Dichte des wechselwirkenden Systems ent-

spricht.
N

p(r) =X |6i(n)? (3.20)

Die kinetische Energie Ts[p] der nicht wechselwirkenden Elektronen lasst sich nach
Kohn und Sham wie folgt formulieren:

1
T=3 [6(-5V)0dr (3.21)

Nun kénnen die Gleichungen 3.18, 3.19 und 3.21 in den Ausdruck 3.17 eingesetzt wer-
den. Daraus ergibt sich fur die Energie des Systems eine Gleichung (3.22), bei der
durch gleichzeitige Addition und Subtraktion von Tg[p]| und J[p] in verschiedenen Ter-
men das Austausch-Korrelationsfunktional Exc[p] definiert werden kann. Nach dieser
Definition setzt sich die Austausch-Korrelationenergie Eyxc[p| aus der Zwei-Elektronen-
Austauschwechselwirkung, aus der dynamischen Elektronenkorrelation und einem Kor-
rekturterm zur kinetischen Energie zusammen.

Elp] = [p(r)v(r)dr+Tgp]+J[p]+ (Te[p] — Ts[p]) + (Vee[p] — I[P])

(3.22)
= [p(r)v(r)dr +Ts[p] + J[p] + Exc[p]
Demnach gilt fur Exc[p] folgende Beziehung:
Exclp] = (Telp] — Ts[p]) + (Veelp] — J[p]) (3.23)

Durch Differenzierung nach der Elektronendichte erhalt man ein Austausch-Korrelations-
Potential Vyc(r) mit folgender Gleichung:

_ Exelp
)

(3.24)

Danach werden Einelektronen- oder Kohn-Sham-Orbitale ¢;(r) mittels Gleichung (3.25)
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berechnet.

—5vrv+ [ P uda () =) 2.29

|r

Mit Hilfe der vorgestellten Gleichungen kann demnach ein Mehrelektronensystem mit
Wechselwirkungen als ein System ohne Wechselwirkungen beschrieben werden. Dies
gilt allerdings nur fir Systeme im elektronischen Grundzustand.

Mit der DFT lieRe sich demzufolge die exakte Grundzustandsenergie berechnen, wenn
das exakte Austausch-Korrelations-Potential bekannt wéare.

3.2.2 Bestimmung der Austausch-Korrelationsenergie Eyc

Da bisher noch keine vollstandige Beschreibung der Austausch-Korrelationsenergie be-
kannt ist, wurden im Laufe der Zeit mehrere unterschiedliche Ansatze (Funktionale) zur
Losung dieses Problems entwickelt. Im folgenden Abschnitt sollen nur die in dieser
Arbeit verwendeten Funktionale beschrieben werden.

Da es flr Exc keine iterative Lésungsméglichkeit gibt, kommen bei der DFT unterschied-
liche Modelle zur Problemlésung zum Einsatz. Nachteil dieser Modelle ist, dass sie auf
Parameter angewiesen sind. Die Parameter lassen sich allerdings durch experimentelle
Daten oder durch ab initio-Methoden bestimmen.

Eines der einfachsten Modelle, die local density approximation (LDA-N&herung), ba-
siert auf der Vorstellung eines homogen in einem Wirfel verteilten Elektronengases
und einer homogen positiven Ladungsverteilung. Dieses ist zur Erhaltung der Elektro-
neutralitdt notwendig und lasst sich als Funktional genau beschreiben. Dabei ist es
ublich, Exc in den Austausch- (Ex) und den Korrelationsanteil (E¢) zu zerlegen.

Exc = Ex|[p] + Ec[p] (3.26)

Der Austauschanteil fir die LDA, der auch Dirac-Austauschterm genannt wird, sieht wie
folgt aus:
3 3.1

Edpl =~ ()3 [ p(niar 3.27)

Da die auf der LDA-N&herung basierenden Rechnungen die Starke von Bindungen
zu grol3 wiedergeben, wurden sog. Gradienten-korrigierte Funktionale eingefiihrt. Bei
diesen auch generalisierte Gradienten-Approximation (GGA) genannten Funktionalen
geht man von einem inhomogenen Elektronengas aus. Hierflir miissen zur Berechnung
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der Austausch-Korrelations-Funktionale neben der Dichte auch die Dichte-Gradienten
(Vp) bertcksichtigt werden.

ESCAp) = [ dr f (o p",Vp", VpP) 329)

Fur die Korrelationsenergie wird heute das nach seinen Entwicklern Lee, Yang und
Parr genannte LY P-Funktional am haufigsten verwendet [17, 18]. Hierbei geht man
von der korrelierten Wellenfunktion fir ein Zweielektronensystem aus, die neben dem
Gradienten auch Terme mit der zweiten Ableitung der Elektronendichte enthalt.

Als Austauschterm wird haufig der Becke 88-Austausch verwendet [19]. Da die Aus-
tauschenergie den grof3ten Teil der Austausch-Korrelations-Energie ausmacht, sollte
sie maglichst genau beschrieben werden. Der von Becke eingeflihrte Austauschterm
A)E(‘BE’ enthalt, wie in Gleichung 3.29 gezeigt wird, einen B-Term. Dieser Term wurde
so definiert, dass die Summe aus LDA- und Becke-Austausch der Austauschenergie
der sechs Edelgase (Helium bis Radon) entspricht. Der Dichtegradient Vp wurde ein-
gefuhrt, um der Gleichung 3.16 zu entsprechen. Erst danach wird das asymptotische

Verhalten der Dichte korrekt wiedergegeben.

gB%8 —  gLDA \B88
B8S _ : X
AT = Bp 1-6Bsinh~1x (3.29)
x = W

p3

Durch die Kombination des Becke-Austauschfunktionals mit einem Gradienten-korrigierten
Korrelationsfunktional lassen sich die Ergebnisse weiter verbessern. Haufig kommt
hierflr eine Kombination des Becke-Austausches mit dem Lee, Yang und Parr-Korrelations-
funktional, auch BLYP genannt, zum Einsatz.

Weitere Verbesserungen brachten die sog. Hybrid-Funktionale. Das bekannteste Funk-
tional dieser Gruppe ist wahrscheinlich das Becke-3-Funktional B3 [20].

EE = (1-a)-EPA+a . ES¥ 1 b. AEBS L ELPA | c. AESCA (3.30)

Der Name Hybrid-Funktional rihrt daher, dass neben den Austausch- und Korrelati-

onsenergien (E5PA ELPA) des LDA-Funktionals, dem Austauschterm EZ8 des Becke-

GGA
EC

Funktionals und dem Gradienten-Korrekturterm A auch ein Hartree-Fock und da-

mit die exakte Hartree-Fock-Austauschenergie in diesem Funktional enthalten ist. Al-
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le diese Terme werden durch die Koeffizienten @, b und ¢ unterschiedlich gewichtet.
Die Koeffizienten wurden durch Fit an experimentellen Daten ermittelt. Heute stellt das
Hybrid-Funktional B3LYP eines der am haufigsten verwendeten Funktionale dar.



Kapitel 4

Methoden zu Analyse und Bau von

Molekulsystemen

In den folgenden Abschnitten werden die in dieser Arbeit verwendeten Methoden zum
Bau und zur Analyse von Molekulen vorgestellit.

4.1 Sekundarstrukturvorhersage mit PSlpred

PSlpred ist ein Sekundarstrukturvorhersage-Programm, das im Internet unter der Adres-
se http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ zu erreichen ist.

Das PSlpred-Programm besteht aus einem neuronalen Netz zur Interpretation eines
Profil-Alignments. Die Vorgehensweise des Programms ist wie folgt:

1. Zunachst wird fur jede bekannte 3D-Struktur ein Profil mit BLASTP [21] erstellt.
Die Datenbank enthalt dabei nur nicht redundante Proteinsequenzen. Bereiche
mit geringem Informationsgehalt werden entfernt.

2. Es erfolgt die Erzeugung eines Alignments zwischen Eingabesequenz und dem
im Schritt 1 generierten Profil Gber eine dynamische Programmierung.

3. Unter Verwendung wissensbasierter Energiepotentiale wird das Alignment aus
Schritt 2 bewertet.

4. Aus den vorhergehenden Schritten werden sechs Parameter abgeleitet:

31
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(a) Qualitat fur das Sequenz-Profil-Alignment aus Schritt 2,

(b) Lange der Eingabesequenz,

(c) Lange der Proteinsequenz des Templates (Vergleichsstruktur),
(d) Summe der paarweisen Energien aus Schritt 3,

(e) Summe der Solvatationsenergien,

(f) Zahl der im Alignment verwendeten Positionen.

5. Mit Hilfe eines neuronalen Netzes wird entschieden, ob das untersuchte Target-
Template-Paar eine gemeinsame Struktur besitzt.

Die au3erordentliche Zuverlassigkeit dieser Alignment-Methode ist hervorzuheben. Vor-
hersagen, die durch das Netzwerk als sicher (,certain”) bezeichnet werden, enthalten
keine falsch-positiven Treffer. Die Vorhersagequalitat liegt bei 80,1 %, womit PSlpred
die zur Zeit qualitativ beste Vorhersage-Methode ist, allerdings nur unter der Voraus-
setzung, dass gentigend homologe Sequenzen gefunden werden [21, 22].

4.2 Homologiemodelling

Fur den Bau von Proteinmodellstrukturen wurde das Programmpaket INSIGHTII ver-
wendet. Dieses bietet mit dem integrierten Modul HoMoLOGY die Mdglichkeit von Se-
quenzalignments auf der Grundlage unterschiedlicher Datenmatrices. Daneben kon-
nen auch anderweitig erzeugte Alignments manuell Gberarbeitet werden.

Innerhalb dieses Alignments werden strukturkonservierte Bereiche definiert. Fur diese
Bereiche werden die Koordinaten der Kristallstruktur auf die Atome der entsprechenden
Sequenzbereiche des zu modellierenden Proteins Ubertragen. Dazu wird ein gemein-
sames System erstellt, in das die Koordinaten der Referenzstruktur (Kristallstruktur) auf
die Atome der zu modellierenden Sequenz kopiert werden. Bei identischen Aminosau-
ren werden alle Koordinaten der Referenz verwendet. Missen sie auf unterschiedliche
Aminoséauren bezogen werden, sind nur die Koordinaten des Proteinriickgrates direkt
Ubertragbar. Bei den Seitenketten werden sie je nach deren Struktur so gut wie mdglich
an die Vorlage angepasst [1].

Fur Sequenzabschnitte, fur die das Programm keine Koordinaten im Referenzmolekiil
findet, sog. Loops, stellt das Programmpaket INSIGHTII eine weitere Methode, den sog.
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Loop search, zur Verfigung. Dieser Loop search durchsucht die PDB-Datenbank nach
einer passenden Struktur [23]. Als Suchkriterien werden die an Loopbereiche angren-
zenden strukturkonservierten Bereiche verwendet. Dazu wird eine Distanzmatrix der
Koordinaten der Co-Atome unterschiedlicher Aminoséuren vor und nach der entspre-
chenden Loop-Struktur (,pre und post Flex-Region”) gebildet. Uber die Lange der pre
und post Flex-Region kann die Préazision der Suche variiert werden; je langkettiger die
beiden Bereiche sind, um so hoher ist die Prazision der Suche. Mit Hilfe einer solchen
Matrix wird in der PDB-Datenbank nach Proteinstrukturen gesucht, die die geforderten
Bedingungen erfiillen. Zehn Strukturen, bei denen die Distanzen sowohl innerhalb als
auch zwischen den pre und post Flex-Regionen am besten mit der Referenzstruktur
Ubereinstimmen, werden in INSIGHTII aufgelistet und stehen einer visuellen Beurtei-
lung zur Verfiigung.

Einen ersten Anhaltspunkt fur die Gite der gefundenen Struktur liefert der nach Glei-
chung 4.1 berechnete RMS-Wert. Dieser ist definiert als Wurzel der Abstandsquadrate
zwischen den Koordinaten (X,Y,2) der zu untersuchenden Struktur und den Koordina-
ten (Xo,Yo,20) der Referenzstruktur. N entspricht der Anzahl der in der pre und post
Flex-Regionen enthaltenen Aminosauren.

S \/i DX+ Yo+ (22 )
i=1

Je kleiner der RMS-Wert, um so besser stimmen die Strukturen Uberein. Danach aber
mussen alle gefundenen Loop-Strukturen visuell kontrolliert werden, da es in der PDB-
Datenbank auch Strukturen gibt, bei denen das Proteinriickgrat unterbrochen ist und
dadurch falsch-positive Treffer erzeugt werden konnten.

Ist eine passende Loop-Struktur gefunden, werden die Koordinaten dieser Struktur
Ubernommen. Das geschieht nach dem gleichen Verfahren wie bei den konservierten
Strukturbereichen.

Da die Loop-Strukturen und die Strukturen der konservierten Bereiche aus unterschied-
lichen Proteinen stammen, ergeben sich fur die Peptidbindungen zwischen diesen Be-
reichen haufig ungiinstige Geometrien und damit extrem hohe Bindungsenergien. Da-
her ist es erforderlich, die Peptid-Bindungen zwischen den unterschiedlichen Bereichen
separat zu optimieren. Hierfur stellt INSIGHTII die ,,Splice Repair”-Routine zur Verfu-
gung.

Bei der Splice Repair-Routine wird nur der Ubergang zwischen zwei Bereichen mini-
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miert. Auf der Seite des konservierten Strukturbereichs werden nur die direkt angren-
zenden Aminosauren minimiert, wahrend in Loop-Bereichen neben der angrenzenden
auch die darauf folgende Aminosaure in die Geometrieminimierung einfliel3t. Die restli-
chen Atome des Proteins werden fixiert. Der fixierte Teil verandert sich nicht und wird
auch nicht in die Energieberechnung einbezogen.

4.3 Uberpriufung der Proteingeometrie mit PROCHECK

In naturlichen Strukturen werden nicht alle theoretisch mdglichen Konformationen von
Proteinmolekilen beobachtet. Aus diesem Grund muss Uberprift werden, ob alle er-
stellten Proteinmodelle sich in diesem natirlich erlaubten Konformationsraum aufhal-
ten. In dieser Arbeit wurde dazu das Programmpaket PROCHECK genutzt [24, 25].

Dieses Programmpaket besteht aus mehreren Routinen, die es ermdglichen, alle wich-
tigen Strukturparameter zu tberprifen und die Ergebnisse grafisch darzustellen.

Zur Beurteilung der meisten Parameter sind in den jeweiligen Routinen Datenbanken
implementiert, die fir jede Aminosaure die in nattrlichen Strukturen vorkommenden
Konformationen enthalten [26, 27].

Als Eingangsdaten bendétigt PROCHECK neben der Struktur auch deren Auflésung.
Die Auflosung bestimmt, wie weit sich die einzelne Aminoséure von den spektrosko-
pisch gefundenen Optimalwerten entfernen darf. Aufldsungen von 2 +-0.5 A gelten als
Standard, da erst in diesem Bereich auch die Seitenkettenkonformationen in réntgen-
kristallografischen Messungen zu erkennen sind [28].

In PROCHECK wird die Gute der zu Uberprifenden Struktur durch sog. G-Faktoren dar-
gestellt. Dabei qilt: Liegen die Abweichungen innerhalb der geforderten Parameter, be-
wegt sich der G-Faktor zwischen 0 und -0.5; nahe der Toleranzwerte liegen die Faktoren
zwischen -0,5 und -1. Alle unter -1 liegenden G-Faktoren beschreiben Strukturen, die
inakzeptabel weit von den Toleranzwerten entfernt sind.

Folgende Parameter werden von PROCHECK Uberpruft:

Bindungslangen, Bindungswinkel: Da Bindungslangen und -winkel in der Regel
in spektroskopischen Messungen nur geringe Abweichungen zeigen, werden diese in
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Abbildung 4.1: Darstellung und Bezeichnung der Diederwinkel in Proteinen

PRocHECK auch dementsprechend hart bewertet [29]. Bei der Bindungslange liegen
Abweichungen von maximal 0,05 A und bei den -winkeln von maximal 10° innerhalb
der Toleranz.

Planaritat der m-Winkel: Der ®w-Winkel ist der Diederwinkel der Peptidbindung und
sollte im Idealfall 180° betragen. Die maximal tolerierte Standardabweichung betragt in
PROCHECK 5,8°.

Vorkommen von cis-Peptiden: Nur in 0,05 % aller bisher bekannten Peptidstruktu-
ren kommen cis-Peptide vor. Ausnahme sind Proline, die mit 5 % deutlich haufiger als
alle anderen Aminosauren in der cis-Konformation vorkommen.

® -¥- Winkelverteilung (Ramachandran-Plot): Der Ramachandran-Plot [30] ist ei-
ner der wichtigsten Qualitatsparameter fur die Struktur von Proteinen. Denn je nach be-
nachbarter Aminosaure sind nur bestimmte ® bzw. W-Winkel méglich, da es sonst zu
energetisch ungunstigen van-der-Waals-Kontakten zwischen nicht kovalent gebunde-
nen Nachbaratomen kommen wirde. Ramachandran et. al. haben durch Untersuchung
des Konformationsraums aller méglichen Dipeptide die Verteilung der energetisch er-
laubten ® und W-Winkel ermittelt. Aus diesen Daten kann der sog. Ramachandran-
Plot, ein zwei-dimensionaler Graph, erstellt werden. Dieser Graph gibt die typischen
Winkelverteilungen aller wichtigen Sekundarstrukturen wider, da diese nur in bestimm-
ten Regionen des Plots auftauchen. Man spricht dann von Regionen der Ramachandran-
Plots. In der Regel werden vier Regioqualitaten unterschieden: Die favorisierten Regio-
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nen stellen Strukturen dar, in denen Aminosauren praktisch die Idealwinkel einnehmen.
Bei geringen Abweichungen fallen die Aminosauren in die sog. erlaubten Regionen.
Weichen die Winkel starker ab, werden diese durch die noch erlaubten Regionen be-
schrieben. Beschreiben Aminosduren Winkel, die nicht in natirlichen Proteinen vor-
kommen, liegen diese in den verbotenen Regionen [31, 32].

Treten Konformationen von Aminosauren auf3erhalb der favorisierten Regionen, in sog.
unerlaubten Regionen auf, kennzeichnet das energetisch ungunstige und damit in der
Regel unrealistische Strukturen.

Ausnahmen davon bilden wegen ihrer besonderen Struktur Glycin und Prolin. Fir diese
Aminosauren miussen separate Plots erstellt werden, da sich die Verteilung der erlaub-
ten und nichterlaubten Regionen drastisch von den anderen Aminosauren unterschei-
det.

Wasserstoffbriicken (H-Brlucken): Das PROCHECK-Programmpaket ermittelt H-Briicken
nach der Methode von Kabsch und Sander [31]. Bei dieser Methode sind alle bisher in
Proteinen bekannten H-Briicken-Geometrien in einer Datenbank erfasst. Die Energie
der Struktur wird in Abhangigkeit von unterschiedlichen Auflésungsfaktoren ermittelt.
Die Prazision der Auflosung bestimmt die Genauigkeit der Geometrie, in der eine H-
Briuicke vorliegen muss, um noch als solche erkannt zu werden. Durch die Anordnung
mehrerer H-Briicken zueinander kann auf das Vorhandensein bestimmter Sekundéar-
strukturen geschlossen werden.

Unerlaubte Van-der-Waals-Kontakte: N&hern sich zwei nicht kovalent gebundene
Atome auf unter 2,6 A, so bezeichnet man das als schlechten Kontakt (bad contact).
Grund dafiir ist eine erfolgende Uberlappung der van-der-Waals-Radien, die zu einer
starken Erhéhung der Lennard-Jones-Energie fuhrt. Strukturen mit einer auf diese Wei-
se erhohten Energie sind normalerweise unginstig und mussen daher weiter bearbeitet

werden.

X1-X2-Winkel: Analog zur der Arbeit von Ramachandran entdeckten Ponder und Ri-
chards [25, 33], dass auch die Seitenketten nur bestimmte Diederwinkel annehmen
kénnen. Diese Winkel sind ebenfall in PROCHECK Uber eine Datenbank verfligbar und
koénnen in &hnlichen Graphen wie der Ramachandran-Plot dargestellt werden.
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Planaritat bestimmter Seitenketten: Da eine Reihe von Aminosauren planare Struk-
turelemente in den Seitenketten besitzen, kbnnen oder missen diese ebenso auf Ein-
haltung der Planaritat Gberprift werden. Hierbei gelten fir aromatische Aminosauren
(Tyr, Phe, Trp, His) maximale Abweichungen von 0,03 A, fiir die kleineren, nicht aroma-
tischen Seitenketten (Asp, Arg, GIn, Glu) sogar nur 0,02 A als Maximalwert.

4.4 Root mean square deviation (RMSD)

Fur die Berechnung der Abweichung der Betragsquadratwurzel wird unter GROMACS
die Routine g_rms verwendet [9]. Die zu analysierende Struktur wird mit einer Referenz
(bei t = 0) Uberlagert und anschlieRend der RMSD-Wert berechnet. Der nach der
folgenden Gleichung (4.2) berechnete Wert gibt somit an, wie weit sich ein Atom eines
Molekils im Zeitraum von to bis t; durchschnittlich von seiner Stelle bewegt hat.

RMSD(ty,tp) = Z||r t1) —ri t2)||2 (4.2)

Darin stellt rj(t) die Position eines Atoms i zum Zeitpunkt t dar. Anzumerken ist, dass
die Uberlagerung nicht mit den Atomen durchgefiihrt werden muss, die zur Berechnung
des RMSD-Wertes verwendet werden.

Diese Routine ermdglicht es auch, statt der Startstruktur von t> = O eine beliebige
Struktur aus dem Verlauf einer Dynamik als Referenzstruktur (t2 = t; — 1) zu verwen-
den. Dann wiirde daraus ein RMSD-Wert in Abhangigkeit von T berechnet.

Alternativ kann der RMSD-Wert auch ohne Uberlagerung mit der Routine g rmsdist
berechnet werden. Dazu dient die folgende Formel:

1NN

RMSD(t sz‘izur” —1ij( )||2 (4.3)
I=1]

Hierbei wird der Abstand rjj zwischen den Atomen i und j zur Zeitt verglichen mit dem
Abstand zwischen den gleichen Atomen zur Zeitt = 0.

Ebenso ist es moglich, statt der definierten Startstruktur zur Zeit t = O Referenzen zu
verwenden, die zum Zeitpunkt T vorkommen . Hierfir muss die Formel 4.2 wie folgt



38 KAPITEL 4. METHODEN ZU ANALYSE UND BAU VON MOLEKULSYSTEMEN

geandert werden:

2

RMSD(t; 1) Z||rI —ri(t—1)||? (4.4)

Diese Berechnung steht mit der Routine g_run_rms zur Verfligung.

4.5 Dihedral Order Parameter (DOP)

Da die Torsionswinkel im GROMACS in einem Bereich von -180° bis 180° dargestellt
werden, kann deren Variabilitat nicht mit normalen linearen, statistischen Methoden
dokumentiert werden. Aus diesem Grund werden dafir DOPs verwendet, bei denen
die Periodizitat der Torsionswinkel ausgeglichen wird. Grundlage fur die DOP ist die
folgende Korrelationsfunktion [34, 35]:

C(t) = (cosg[0(t) —0(T+1)]), (4.5)

Es handelt sich hierbei nicht um ein Produkt zweier Funktionen, wie sie bei solchen
Korrelationsfunktionen ublich sind. Die Gleichung 4.5 kann aber als Summe zweier
Produkte wie folgt formuliert werden:

C(t) = (cog0(t)] cogO(t+1t)] +sinB(t)]sinB(T+1)]), (4.6)

Der klare Vorteil der Gleichung 4.5 im Vergleich zur Gleichung 4.6 besteht darin, dass
man die Korrelation zum Zeitpunkt O direkt berechnen kann:

c0)=1 @4.7)

Kennt man die Diederwinkel-Verteilung p(6) (aus entsprechenden Simulationen) nach
t — oo, wird C(e0) und damit der DOP wie folgt berechnet:

2n 21
_ /0 /0 cos(61 — 02) p(81) p(62) d6y d6, (4.8)

Die Indizes 1 und 2 kennzeichnen die Integranden der jeweiligen Integrale.
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Eine andere Formulierung hierfir ist:

C(e) = [ /0 ™ c0s(6)p(6) de] L [ /0 * sin(6)p(0) de} i (4.9)

Daraus folgt 0 < C(e<) < 1, da es sich um die Summen zweier quadratischer Funktio-
nen handelt. Sehr bewegliche Torsionswinkel streben dem Wert 0 zu, wahrend weniger
bewegliche Winkel einen DOP in der Nahe von 1 bekommen. Analog zu dem Ansatz
von Lipari und Szabo [34, 35] wurde auch hier eine Korrelationsfunktion C(t) mit einer

zweitermigen Exponentialfunktion formuliert:
C(t) = DOP+ (1— DOP) exp(—t /1) (4.10)

Bei dieser Formel stellt T eine Zeitkonstante dar, welche in etwa die Existenzdauer einer
bestimmten Diederwinkelkonformation darstellt. Damit kann mit der Funktion 4.10 die
exakte Korrelationszeit bestimmt werden.

AuRerdem kommt diese Funktion ohne die Definition bestimmter Konformationen aus
wie z.B. die Einteilung in cis- und trans-Konformationen. Die Einteilung in bestimmte
Raume wird dem natirlichen Verhalten eines Torsionswinkels nicht gerecht, da dieser
eine kontinuierliche Verteilungsfunktion beschreibt. Die Funktion 4.5 kann somit auch
fur Torsionswinkel bei Lipiden und anderen Polymeren verwendet werden.



40 KAPITEL 4. METHODEN ZU ANALYSE UND BAU VON MOLEKULSYSTEMEN



Teil 1l

Simulation der Dissoziation von

Insulin-Dimeren

41






Kapitel 5
Einleitung

Diabetes ist eine der am weitesten verbreiteten Stoffwechselstérungen. Nachdem In-
sulin 1920 als den Blutzuckerspiegel senkendes Peptid-Hormon entdeckt worden war,
stellte das eine Revolution in der Therapie des Diabetes Mellitus dar. Leider ist das pan-
kreatische Insulin weder fir eine exogene Handhabung noch fiir die subcutane Injekti-
onstherapie optimal geeignet. Denn trotz mittlerweile groRer Erfahrungen und Anstren-
gungen in der Optimierung der Insulin-Formulierung, ist es bis heute nicht gelungen,
die Glucoseregulation eines gesunden Organismus durch Injektionssubstitution exakt
nachzubilden.

So kann durch die Therapie mit pankreatischem Wildtyp-Insulin zwar der Blutzucker-
spiegel beeinflusst werden, aber durch den langsamen Wirkungseintritt des Wildtyp-
Insulins kommt es wéahrend der Nahrungsaufnahme zur Hyperglykdmie und danach
durch die unnatirlich lange Wirkdauer haufig zu einer Hypoglykamie. Eine prazise Ein-
stellung der Patienten auf die Therapie kann die akuten Auswirkungen dieser Fehlre-
gulierungen zwar minimieren, aber durch das stéandige Auftreten der Fehlregulationen
kommt es bei dem Grol3teil der Patienten (siehe Kapitel 6) zu schwerwiegenden Folge-
erkrankungen.

Um diese Folgeerkrankungen zu verringern, sind vor einigen Jahren Insulinanaloga
mit einem deutlich verbesserten Wirkprofil eingefiihrt worden. Es handelt sich um Ab-
kémmlinge des Human-Insulins, bei denen durch Veranderung bestimmter Aminosau-
ren die Selbstassoziation von Insulinmolekilen im Hexamer-Komplex so beeinflusst
wurde, dass entsprechende Insulin-Formulierungen sehr schnell in die wirksamen Be-
standteile zerfallen. Dies hat einen raschen Wirkungseintritt bei gleichzeitiger Verkuir-
zung der Wirkdauer zur Folge [36, 37].
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Daraus folgt, dass das Wirkprofil direkt von der Dissoziationsgeschwindigkeit des Insulin-
Monomers aus dem verwendeten Insulin-Hexamer einer pharmazeutischen Formulie-
rung abhéangt.

Um also ein Insulin mit optimalem Wirkprofil entwickeln zu kénnen, wére es von ent-
scheidendem Vorteil, den Zerfallsmechanismus der Insulin-Komplexe genau zu ken-
nen. Da dieses mit den bisher verfiigbaren experimentellen Methoden nicht zu leisten
war, sollen in der hier vorliegenden Abhandlung theoretische Methoden zur Aufklarung
des Dissoziationsmechanismus vorgestellt werden.

Fur diese theoretischen Untersuchungen war von Vorteil, dass sowohl fir das Wildtyp-
Human-Insulin als auch fir die schnell wirkenden Insulinanaloga Kristallstrukturen vor-
liegen, die als ideale Basis dienen kdnnen.

Bei den im Folgenden vorgestellten molekildynamischen Simulationen wurde die Dis-
soziation der Insuline in einer physiologischen Kochsalzlésung untersucht. Es sollte
Uberprift werden, ob die aus der Analyse der bekannten Kristallstrukturen gewonne-
nen Erkenntnisse im dynamischen Verhalten der Hexamer-Komplexe wiederzufinden
sind und welche Auswirkung die Mutationen auf das dynamische Verhalten der Kom-
plexe haben. Hierzu wurde mit dem Kraftfeld GROMACS eine spezielle Routine fir die

Dissoziation von Proteinkomplexen entwickelt.



Kapitel 6
Diabetes Mellitus

Diabetes gehdrt zu den héufigsten chronischen Erkankungen; etwa 5% der Bevolke-
rung leiden darunter. Fir Deutschland wird die Zahl der Diabetiker auf 4 Millionen bezif-
fert, von denen etwa 800 000 mit Insulin behandelt werden muissen. Aber nur 200 000
sind Patienten mit einem absoluten Insulinmangel, bei dem die Bauchspeicheldriise
(Pankreas) nicht mehr in der Lage ist, Insulin zu sezernieren. Die restlichen 600 000
Patienten leiden unter einem relativen Insulinmangel, der durch viele unterschiedliche
Faktoren hervorgerufen werden kann [38, 39].

6.1 Symptome und Auswirkungen eines Insulinmangels

Die Bezeichnung Diabetes kommt aus dem Griechischen und kann von dem Wort dia-
banein abgeleitet werden, womit ein réhrenférmiger Becher beschrieben wird. Areatus
(30 n. Chr.) kommentiert dies wie folgt: ,alles was der Patient trinkt, wird unmittelbar,
als wenn es ein Rohr passiert, ausgeschieden”. Mellitus lasst sich aus dem R&mi-
schen ableiten, bedeutet honigstif3 und soll den Geschmack des ausgeschiedenen Ur-
ins beschreiben. Der Geschmack des Urins wird durch Glucose hervorgerufen, die tUber
die Niere zur Senkung des Blutzuckerspiegels ausgeschieden wird. Da es der Niere
aber nur bedingt mdglich ist, Glucose auszuscheiden, leidet der Patient unter erhoh-
tem Harndrang. Dieser ist neben dem standigen Durst das auffalligste Symptom einer
Diabetes mellitus-Erkrankung.

Weitere Symptome eines erhdhten Blutzuckerspiegels (Hyperglykamie) sind stetiger
Hunger durch die mangelnde Glucoseversorgung der Zellen bei gleichzeitigem Ge-
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wichtsverlust. Des weiteren treten haufig Unwohlsein, Mldigkeit, Leistungsminderung,
korperliche Schwache, Immunschwache, trockene und gereizte Haut, Wundheilungs-
stérungen, schlecht verheilende Hautinfektionen und eine gestdrte Sehscharfe auf.
Letztere ist auf die stark osmotische Wirkung der Glucose zurlckzufihren, wodurch
der Augeninnendruck erhéht wird. Dies verursacht die Verschlechterung der Sehstar-
ke, die bis zur Erblindung reichen kann.

Durch das Fehlen von Glucose werden vermehrt Fettsauren in den Zellen verbrannt.
Die gesteigerte Lipolyse in der Leber, im Muskel sowie im Fettgewebe fuhrt zu einem
erhohten Lipidspiegel im Plasma. Bei schweren Fallen kénnen durch den vermehr-
ten Fettabbau und bei gleichzeitig eingeschrankter Endoxidation von Acetyl-CoA im
Citratcyclus vermehrt Ketonkorper im Blut auftreten. Durch die Uberlastung des Ci-
tratcyclus wird im grol3eren Ausmald Acetoacetyl-CoA gebildet. Aus Acetoacetyl-CoA
wird Uber 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA Acetoacetat gebildet, das durch Reduktion
in 3-Hydroxybutyrat Gbergeht. Durch Decarboxylierung ensteht, wie in Abb. 6.1 gezeigt,
Aceton! als Endprodukt der Lipolyse. Durch den Abbau ketogener Aminosauren wird
die Ketogenese weiter verstarkt.
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Abbildung 6.1: Bildung der Ketokérper bei der Lipolyse.

Das Coma Diabeticum ist die schwerste Form der durch Insulinmangel erzeugten Glu-

1Acetacetat, 3-Hydroxybutyrat und Aceton werden, chemisch nicht korrekt, als “Ketonkérper” bezeich-
net.
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coseverwertungsstérung. Durch die erhéhte Bildung von Ketonkérpern wird eine Ketoa-
zidose hervorgerufen. Diese sauren Verbindungen werden als Natrium- oder Kalium-
salze ausgeschieden. Der damit einhergehende Elektrolytverlust wird durch die Glu-
coseausscheidung und den daraus resultierenden Wasserverlust noch verstarkt. Die
Dehydratation fuihrt zur Minderdurchblutung der Gehirns, in deren Folge Bewusstseins-
stérungen und letztendlich Bewusstseinsverlust auftreten kénnen, da das Gehirn nur
unzureichend mit Sauerstoff versorgt wird. Unbehandelt kann dieses Koma zum Tode
fuhren [40].

Neben den akuten Symptomen sind Neuropathien und vor allem Gefal3erkrankungen
(Angiopathien) als Folgeerkrankungen bekannt und treten trotz ausreichender Kontrolle
des Glucosespiegels recht haufig auf.

Etwa 60-90 % aller Diabetiker sind von Neuropathien betroffen, die sich sowohl sen-
sorisch als auch motorisch bemerkbar machen. Geschadigt werden hier sowohl Ner-
ven als auch Schwannsche-Zellen?. Besonders haufig sind sensorische Symptome wie
Taubheitsgefuhle, Parasthesien, nachtliche Wadenkrampfe und Reflexausfélle. Diese
werden meist durch periphere, symmetrische Polyneuropathien hervorgerufen. Bei den
motorischen Symptomen handelt es sich meist um asymmetrische Neuropathien, wel-
che sich haufig durch Muskelschwéchen und Paresen® bemerkbar machen. Weit weni-
ger haufig kommen Neuropathien des autonomen Nervensystems vor. Hierbei handelt
es sich meist um Stérungen mit einem sehr variablen Erscheinungsbild, wie die Sto-
rung der gastrointestinalen Motorik (z.B. verzdgerte Magenentleerung, Obstipation),
orthostatische Dysfunktion und Impotenz, um nur die wichtigsten Beispiele zu nennen.

Bei den Angiopathien kann zwischen der diabetischen Mikro- und der Makroangiopa-
thie unterschieden werden. Mikroangiopathien treten meist an der Niere und der Netz-
haut auf. In der Niere kommt es hierbei zu einer Verdickung der Basalmembran der
glomerularen Kapillaren?, was zur Glomerulosklerose und schlieflich zur Niereninsuf-
fizienz fuhren kann. Mikroangiopathien im Auge auf3ern sich durch Mikroaneurysmen
und kapillare GefalRverschlisse in der Netzhaut (Retinopathie). Durch den GefaRRver-
schluss herrscht im betroffenen Gewebe ein akuter Sauerstoffmangel (Hypoxie), der
die Neubildung von Gefal3en anregt. Wegen der Verletzlichkeit der neugebildeten Ge-
faRe ist die Gefahr von Blutungen in die Netzhaut sehr grof3, was im schlimmsten Fall
zur Erblindung fahren kann.

2siehe Glossar
3siehe Glossar
4siehe Glossar
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Die diabetische Makroangiopathie entspricht der Arteriosklerose eines Nichtdiabeti-
kers. Sie tritt allerdings starker, friiher und haufiger auf. Als verstarkender Faktor fir den
Ausbruch einer Makroangiopathie ist besonders bei Typ ll-Diabetikern Ubergewicht zu
nennen. Auch die bei Diabetes mellitus haufig mitauftretende Hyperlipoproteinamie ist
ein weiterer Angiopathien fordernder Faktor. Aus diesem Grund treten bei Diabetikern
gehéauft Herzinfarkte, arterielle Verschlusskrankheiten oder Apoplexien® in Folge einer
Zerebralsklerose auf.

Neben den bisher beschriebenen Folgen einer Diabetes-Erkrankung sind haufige Hauter-
krankungen wie Ekzeme, Infektionen mit Bakterien und Pilzen sowie Leber- und Gal-
lenwegserkrankungen zu nennen [39, 40].

6.2 Typ I-Diabetes

Da der Typ I-Diabetes mit Insulin behandelt werden muss und meist schon in jungen
Jahren auftritt, nennt man ihn auch IDDM (Insulin Dependent Diabetes Mellitus) oder
juvenilen Diabetes. Dieser Diabetes-Typ wird durch eine Autoimmunerkrankung hervor-
gerufen und I6st ein irreversibles Insulinmangelsyndrom, auch absoluter Insulinmangel

genannt, aus.

Initiatoren dieser Immunreaktion sind wahrscheinlich Membranstrukturen der B-Zellen,
ungewohnliche Strukturen auf gestressten Zellen oder Proteinstrukturen, die als Virus-
antigene auf die Inselzellen wirken. Ein weiteres Indiz fur diese Annahmen sind die im
Blut von Typ I-Diabetikern charakteristischen Antikérper gegen Insulin, Inselzellen und
Glutamatdecarboxylase.

Ausgeldst wird die Reaktion aber erst bei einer genetischen Prédispostition im Zusam-
menspiel mit bestimmten Umweltfaktoren, die das individuelle Diabetesrisiko stark be-
einflussen kénnen. Dabei handelt es sich um individuell sehr unterschiedliche Faktoren
wie Erndahrung, Viruserkrankungen und Umweltgifte. Die Auswirkungen dieser Fakto-
ren kénnen unterschiedlich stark hervortreten, aber auch miteinander gekoppelt sein,
was eine weitere Verstarkung des Diabetes-Risikos zur Folge haben kann. Man hat
allerdings festgestellt, dass sich im letzten halben Jahr vor Ausbruch der Krankheit die
Zerstorung der B-Zellen nicht beschleunigt. Das weist darauf hin, dass diese Umwelt-
einfliisse eine Erkrankung ausldsen, eine genetische Pradispositition fiir den Ausbruch

Ssiehe Glossar
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der Krankheit jedoch alleine nicht ausreichend ist.

Dauert dieser Entziindungsprozess langer an, wird er chronisch und schreitet fort; man
spricht dann von einer Insulinitis. Diese Entziindung der Langerhans’schen Inseln er-
reicht ihre klinische Manifestation erst nach Zerstérung von 80-90 % der 3-Zellmasse
und tritt dann als akuter Insulinmangel zu Tage.

In der Anfangsphase der Insulintherapie kann bei den meisten Patienten eine unter-
schiedlich stark ausgepragte Remissionsphase beobachtet werden, in der die Aktivitat
der Insulinproduktion wieder steigt. Grund dafiir ist die Abnahme der Insulinresistenz,
da sich der Stoffwechsel normalisiert und sich die 3-Zellen-Funktion erholt. Allerdings
ist diese Erholungsphase zeitlich begrenzt. Danach schreitet die Enziindung wieder
fort und zerstort auch die letzten B-Zellen. Erst danach kommt die Entziindung zum
Stillstand, wie an dem drastischen Absinken des Insulin-Zellantikorpertiters erkennbar
ist [39].

6.3 Typ lI-Diabetes

Typ ll-Diabetes, der auch ,Altersdiabetes” oder NIDDM (Non Insulin Dependent Diabe-
tes Mellitus) genannt wird, stellt im Gegensatz zum Typ I-Diabetes eine Stoffwechsel-
stérung der Glucoseregulation dar. Hierbei kann die Glucoseregulation durch verschie-
dene Defekte und Fehlsteuerungen auf unterschiedlichen Ebenen gestért werden.

Es werden beim Typ ll-Diabetes zwei Erkrankungsmechanismen diskutiert. So unter-
scheidet man zwischen einer biochemischen Lasion der veranderten Insulinsekretion
(Hyperinsulindmie, Hypoinsulindmie) oder einer peripheren Insulinresistenz. Leider tre-
ten die beiden Mechanismen nur sehr selten getrennt voneinander auf. Meist tauchen
im Verlauf der Erkrankung an Typ II- Diabetes Defekte beider Formen nacheinander auf
und verursachen oder verstarken sich gegenseitig.

Die drei wichtigsten Defekte, die hierbei ausschlaggebend sind, lassen sich wie folgt
beschreiben:

1. Eine veranderte, abnormale Insulin-Sekretion auf den Stimulus Glucose.

2. Eine reduzierte Fahigkeit von Insulin, die periphere Aufnahme von Glucose in die
Gewebe zu stimulieren (Insulin-Resistenz).
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3. Eine gesteigerte und vermindert hemmbare hepatische Glucoseproduktion trotz
bereits bestehender Hyperglykamie.

Diese Fehlregulationen der Glucosehoméostase werden zum einen durch genetisch
bedingte Veranderung und zum anderen durch die infolge chronischer Hyperglykamie
verringerte Anzahl der Glucosetransporter hervorgerufen.

Die Verringerung der Anzahl der Glucosetransporter ist die nattrliche Antwort des Kor-
pers auf eine standige Uberproduktion von Insulin. Diese ,down regulation” hat leider
einen weiteren Anstieg der Insulinproduktion zur Folge, so dass sich im Laufe der Zeit
die angeborene Insulinresistenz durch eine sogenannte Sekundaresistenz verstarkt.

Zusatzlich kénnen neben diesen Veranderungen auf Rezeptorebene noch Stérungen in
der Postrezeptorebene beobachtet werden, wobei der Glucose-Transportmechanismus
direkt betroffen ist. Dabei werden zwei mogliche Wege unterschieden: Entweder liegt
ein Mangel an Transportproteinen vor, oder die Transportproteine sind durch einen ge-
netischen Defekt nicht bzw. nur bedingt funktionsféahig. Der dadurch ausgeléste Mangel
an Transportproteinen hat zur Folge, dass weder B-Zellen des Pankreas noch Leber-
zellen die Glucose aufnehmen kénnen. Dieses fuhrt zu einer Gluconeogenese und zur
Steigerung der Glycogenolyse in beiden Organen sowie zu einer gesteigerten Insulin-
sekretion des Pankreas. Der erhdhte Insulinspiegel kompensiert den Glucosemangel
in den Zielzellen nur kurzzeitig, da die B-Zellen auf Dauer nicht in der Lage sind, der-
artige Mengen Insulin herzustellen. Zusatzlich sinkt die Aktivitat der Transportproteine
weiter, so dass noch weniger Glucose die Zielzellen erreicht. Fir die Ausbildung die-
ser Glucose-Intoleranz gibt es zur Zeit noch keine eindeutige biochemische Erklarung.
Es steht lediglich fest, dass bei anhaltend hohen Blutzuckerspiegeln die Regulations-
mechanismen des Kérpers immer starker gestort werden und sich aus einem nicht

behandelten Diabetes-Typ Il ein Diabetes-Typ | entwickeln kann [39].

6.4 Weitere Diabetestypen

Hierzu gehoren Diabetes-Erkrankungen, die durch auf3ere Einflisse ausgelost werden.
Die am weitesten verbreiteten Formen solcher Diabetestypen sind Malnutrition-related
Diabetes mellitus (MRDM) und der Gestationsdiabetes.

Der MRDM wird hauptséchlich durch Unterernahrung hervorgerufen. Es werden zwei
Formen dieses Syndroms unterschieden: Der Fibrocalculus Pancreatic Diabetes (FCPD)
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und der Protein deficient Pancreatic Diabetes (PDPD). Charakteristisch fir den FCPD
ist eine steinbildende, chronisch-fibrosierende Pankreatitis und rezidivierende, abdomi-
nelle Beschwerden. Von dieser Diabetesart sind meist junge Patienten unter 30 Jahren
betroffen, die an starker Unterernéhrung leiden. Der Mechanismus, der zum Ausbre-
chen des Diabetes fihrt, ist noch ungeklart. Im Gegensatz dazu ist der PDPD we-
niger exakt charakterisiert. Anfangs wurden Insulin-Resistenz, fehlende Ketoazidose-
Neigung und schwere Malnutrition (ohne Steinbildung) als Symptome angesehen. Da
aber meist klare Abgrenzungen zu den klassischen Formen von Typ I- und Typ IlI-
Diabetes mit zusatzlicher Malnutrition fehlen, wird der PDPD seit 1997 als Malnutrition-
modulated diabetes mellitus (MMDM) bezeichnet.

Der Gestationsdiabetes, auch Schwangerschaftsdiabetes genannt, wird durch Plazen-
tahormone ausgelost, die die Wirksamkeit des Insulins auf mehreren Wegen beein-
flussen. Im allgemeinen kommt es im Verlauf einer Schwangerschaft zu einer zuneh-
menden Insulinresistenz. In den meisten Fallen wird die Insulinresistenz durch erhohte
Insulinproduktion ausgeglichen. In 1-2 % der Schwangerschaften ist der mutterliche
Pankreas nicht mehr in der Lage, den erhdhten Insulinbedarf auszugleichen. Es ent-
steht ein Gestationsdiabetes, der in der Regel nach der Schwangerschaft wieder ab-
klingt. Da eine schlechte Regulation des Blutglucosespiegels der Mutter beim Fotus
bleibende Schaden verursachen kann, ist es dringend notwendig, einen Schwanger-
schaftsdiabetes durch Substitution mit Insulin zu behandeln.

AuRRerdem sind neben dem lipoatropischen Diabetes noch einige Syndrome mit ausge-
pragter Insulinresistenz, genetische Syndrome von Diabetes Mellitus und der iatroge-
ne® Diabetes bekannt. Allerdings sind diese duRerst selten, so dass auf diese Diabe-
tesformen nicht genauer eingegangen werden soll [39].

Ssiehe Glossar
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Kapitel 7
Insulin

Im Pankreas der Saugetiere und vieler anderer Tierspezies sind sogenannte Inselzellen
enthalten. Diese machen etwa 1-3 % des Pankreasgewebes aus und werden in drei
Zelltypen unterteilt. Jeder Zelltyp stellt ein bestimmtes Hormon her. So wird von den
o-Zellen das Glukagon, von den 3-Zellen Insulin und von den seltener vorkommenden
d-Zellen das Somatostatin produziert [41].1

7.1 Biosynthese

Beim Menschen wird das Insulinmolekil zundchst als 107 Aminosauren enthaltendes
Prapro-Insulin synthetisiert (s. Abb. 7.1). Es stellt das priméare Translationsprodukt der
ribosomalen Biosynthese dar, welches in den Raum des endoplasmatischen Retiku-
lums sezerniert wird. Beim Durchtritt durch die Membran des endoplasmatischen Re-
tikulums wird die 24 Aminoséauren lange Pra-Sequenz abgespalten, wodurch das Pro-
Insulin ensteht. Die Pra-Sequenz ist ein Signalpeptid und wird benétigt, um das Protein
als extrazellular zu markieren und die Synthese am rauen, endoplasmatischen Retiku-
lum in dessen Vesikel? zu induzieren.

Das Pro-Insulin gehort strukturell zur gleichen Familie stoffwechselaktiver Wachstums-

faktoren wie das Relaxin® [42,43]. Es kann in drei Sequenzabschnitte unterteilt wer-
den. Die ersten 30 Aminoséauren gehotren zur B-Kette, der ndchste Abschnitt wird als

1Die Inselzelltypen werden in der Literatur auch als A-Zellen, B-Zellen und D-Zellen bezeichnet.

2\esikel gelten auch als extrazellular, da deren Inhalt nie in Kontakt mit dem Cytosol kommt, sondern
mittels Exocytose direkt ausgeschleust wird.

3siehe Glossar
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C-Peptid bezeichnet und ist 35 Aminosauren lang. Den letzten Abschnitt der Sequenz
bildet mit 21 Aminosauren die A-Kette. Das C-Peptid sorgt unter anderem fur die kor-
rekte Faltung des Pro-Insulins. Im nachsten Schritt spaltet die Prohormon-Convertase
das C-Peptid ab. Das geschieht im Golgi-Apparat sowie innerhalb der B-Granula. Als
Spaltprodukte verbleiben Insulin und C-Peptid.

PREPRO ( 1) (41 )
MI PRO ( Al) (AL17 )
HUOMAN ( B1) (B17 )

PIG ( B1) {B17 )
BOVINE ( 1) (17 y
SHEEP ( 1) (17 y
LYSPRO | B1l) (B17 y
ASPART | B1) (B17 y

[ L I L L B B R

PREPRO ( 42) -rreaedlgvggvelgggpgagslgpla (81 )
MI_PRO(  Al&) -RR--—----------Z:= YPGDV--—---- { gap )
HUOMAN ( B1l8&) | e { gap )

PIG { B1l&) A —m e e — o —— { gap )
BOVINE ( 18) Q| ——— e e e - —— { gap )
SHEEP ( 18) 4| ——m e e e e - — - { gap )
LYSPRO [  B18&) KPT |—————mmmmmmmmm oo e mmm - { gap )
LSPART [  B18&) D [ —m e e { gap )

R e I R

FPREFRO ( 82) legslgkrgivegeoctesicslyglenyon (110 )
MI_PRO( gap ) -———-——-— KRGIVEQCCTSICSLYQLENYCHN (RGO )
HOMAN ( gap ) -——-——-—-———— GIVEQCCTSICSLYQLENYCHN (R21 )

PIG( gap ) -------- CIVEQCOTSTICSLYQLENYCON (n21 y
BOVINE ( gap ) ———————— glvegccasveslyglenycon (51 )
SHEEP ( gap ) -—-——-—----- glvegeoccagveslyglenycon (51 )
LYSPRO( gap ) - ——-——-——--—- GIVEQCCTSICSLYQLENYCHN (A2l )
ASPART ( gap ) - ——-——-——-——--- GIVEQCCTSICSLYQLENYCHN (A2l )

Abbildung 7.1: Alignment verschiedener Insulinsequenzen. Die oberste Sequenz ent-
spricht dem menschlichen Prépro-Insulin, die zweite Sequenz ist ein Mini-Pro-Insulin (ein
gentechnologisches Zwischenprodukt, siehe Kapitel 7.2), dann die Sequenz des Human-
Insulins. Danach folgen die Sequenzen vom Schwein, Rind und Schaf. Die beiden letzten
Sequenzen sind die LysPro- und die Aspart-Analoga des Human-Insulins. Die Einfar-
bungen beschreiben die unterschiedlichen Molekildoméanen, so entspricht orange der
Signalsequenz, grun der B-Kette, schwarz ist das C-Peptid und blau die A-Kette. Se-
quenzen, die mit GroRbuchstaben dargestellt wurden, stammen von Kristallstrukturen,
wahrend von den Sequenzen in Kleinbuchstaben keine Koordinaten zur Verfiigung stan-
den. Rot gekennzeichnete Aminosauren sind im Vergleich zum Human-Insulin mutiert.

Das C-Peptid wird nicht weiter proteolytisch abgebaut, so dass sich in den im Golgi-
Apparat entstehenden Sekretgranula Insulin und C-Peptid in aquimolarem Verhaltnis
befinden. Das ist von klinischer Bedeutung, da so durch immunologische Bestimmung
der C-Peptid Konzentration Riickschlisse auf die noch vorhandene Restsekretion von
korpereigenem Insulin mdglich sind [40, 44, 45].
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7.2 Gentechnologische Synthese von Insulin und

seinen Analoga

Da der Bedarf an Insulin weltweit nicht mehr durch natirliche Extrakte des Pankreas
aus Schlachttieren gedeckt werden kann, haben einige Firmen gentechnologische Ver-
fahren entwickelt, um Human-Insulin aus Bakterien oder Hefen herstellen zu kénnen.

Fur die Herstellung aus bakteriellen E. coli-Zellen erweist sich die ungewdhnliche Struk-
tur des Insulins als problematisch. Beide Peptidketten liegen namlich in einem Gen
und mussen zusatzlich Gber ein bestimmtes Disulfidbriickenmuster verbunden werden.
Solche Synthesen sind gentechnologisch nicht einfach umzusetzen, da die Abtrennung
der Signalsequenz und des C-Peptids sowie die Bildung der Disulfidbriicken nicht in der
Gen-Sequenz codiert sind und somit ein spezifisches Leistungsmerkmal der 3-Zellen
darstellen. Weil E. coli-Zellen diese Fahigkeiten nicht besitzen, wurden zunachst die
beiden Peptidketten des Insulins in unterschiedlichen Stammen produziert und dann
zu aktivem Insulin assembliert.

Da dieser Prozess sehr ineffektiv war, ging man schnell dazu tber, Pro-Insulin von E.
coli exprimieren zu lassen. Dabei ist von Vorteil, dass das komplette Insulin-Gen in ei-
nem E. coli-Stamm vorliegt. Da E. coli das Signalpeptid nicht benétigt, wurde statt des-
sen nur ein Methionin-Codon gesetzt. Das ist notwendig, weil die Protein-Biosynthese
praktisch immer mit einem Methionin-Codon startet. Um eine starke Expression des
Peptids zu gewahrleisten, wird der stérkere bakterielle Promotor Tryptophansyntase

verwendet.

Um nach der Expression ein aktives Insulin zu erhalten, muss zunachst mit CNBr oder
CNCI das N-terminale Methionin entfernt werden. AnschlieRend werden durch oxida-
tive Sulfitolyse die korrekten Disulfid-Bindungen geknipft. Nach dem Entfernen des
C-Peptides mittels Carboxypeptidase B und Trypsin erhalt man aktives Insulin in hoher
Ausbeute. Die Firmen Lilly und Aventis stellen nach diesen Verfahren rekombinante
Human-Insuline her. Nachteil dieser Herstellmethode ist jedoch ein nicht unerheblicher
Anteil an Wirts-Protein im Rohmaterial.

Um den Anteil des Wirts-Proteins im Rohmaterial zu verringern, wurde von der Fir-
ma Novo Nordisk die Backerhefe S. cerevisiae als Wirt des Insulin-Gens gewabhlt. Bei
diesem Kunstgriff wird ausgenutzt, dass wegen der Signalsequenz des Insulins dieses
aus der Zelle ausgeschleust und hierbei von einer membranstandigen Hefe-Protease
entfernt wird. Allerdings kann die Hefe das naturliche C-Peptid nicht translatieren; des-
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halb muss ein kinstliches Gen verwendet werden, bei dem das C-Peptid bis auf wenige
Aminoséauren so verkirzt ist, dass die Hefe es verarbeiten kann, ohne seine Funktion
zu verlieren. Dieses kunstliche Gen wird auch ,Mini-Pro-Insulin-Gen” genannt.

Die rekombinanten Hefe-Zellen sezernieren also kein normales Pro-Insulin, sondern
ein ,Mini-Pro-Insulin”, welches allerdings schon korrekt gekntipfte Disulfidbriicken ent-
halt. Zur Entfernung des ,Mini-C-Peptid” wird im wasserarmen Milieu das “Mini-Pro-
Insulin” mit Threonin-Tertiarbutyl-Ester und Trypsin behandelt. Trypsin spaltet dabei zu-
nachst hinter den Lysin-Resten dieses artifiziellen Pro-Insulins und verl&ngert dann in
der Ruckreaktion die B-Kette durch Transpeptidierung um einen Threonin-Ester-Rest.
Nach Hydrolyse des Esters erhélt man aktives Human-Insulin [45].

7.3 Primarstruktur

Im Jahre 1955 gelang es erstmals Frederick Sanger, die Struktur des Insulins aufzu-
klaren. Dabei stellte er fest, dass es sich um ein Proteohormon handelt, das aus zwei
Peptidketten besteht. Die A-Kette enthalt 21 Aminosauren, wéhrend die B-Kette 30 Ami-
nosauren umfasst. Wie aus Abbildung 7.2 hervorgeht, werden beide Ketten durch zwei
Disulfidbriicken miteinander verknipft. Eine dritte Disulfidbriicke innerhalb der A-Kette
ist fur die Stabilisierung essentieller Sekundarstrukturen notwendig [44].

Abbildung 7.2: Insulin-Monomer mit Disulfidbriicken. Die A-Kette ist orange eingefarbt,
die B-Kette rot. Bei den Disulfidbriicken sind C-Atome grin und Schwefelatome gelb
gehalten.
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Derzeit sind die Primarstrukturen des Insulins von weit Uber 20 Spezies bekannt und
bis jetzt ist der Bauplan aller Insuline identisch, wenn auch ein grof3er Prozentsatz der
Aminosauren variiert. Die groRte Ahnlichkeit mit dem Human-Insulin hat das Schweine-
Insulin, bei dem nur das C-terminale Threonin der B-Kette gegen ein Alanin ausge-
tauscht ist (s. Abb. 7.1). Bei den Insulinen des Schafes, des Rindes und des Pferdes
sind zuséatzlich noch die drei Aminosauren A8 bis A10 C-terminal an der intrachenaren
Disulfidbriicke der A-Kette mutiert. Erstaunlich ist, dass bei anderen Arten bis zu 29 der
51 Aminosauren ausgetauscht sein kénnen, ohne dass sich die biologische Aktivitat der
Insuline in verschiedenen experimentellen Systemen entscheidend &ndert [44].

7.4 Sekundar- und Tertiarstruktur

7.4.1 Monomerstruktur

Insulin kommt im Blut wahrscheinlich nur als Monomer vor. Diese Struktur durfte die
einzige Form sein, in der Insulin seine Hormonwirkung entfalten kann.

Fir die Aktivitat des Insulins ist die rdaumliche Struktur des Monomers von entschei-
dender Bedeutung. So stellt die A-Kette eine U-formige Struktur dar, die durch zwei
o-Helices gepragt wird. Die a-Helices erstrecken sich von Aminosaure 1-6 und 16-21.
Die Aminoséaurereste 7-13 haben keine definierte Sekundarstruktur (s. Abb. 7.3).

Abbildung 7.3: Struktur der A-Kette. Rote Bereiche sind a-Helices, griine haben keine
bestimmte Sekundéarstruktur.

Auch die B-Kette bildet eine U-formige Struktur, wobei hier je nach den Umgebungs-
bedingungen, unter denen der Kristall fir die Strukturaufklarung gezichtet wurde, zwei
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Erscheinungsformen bekannt sind. Man unterscheidet ein T- und ein R-Konformer der
B-Kette (s. Abb. 7.4). Beiden Strukturen ist eine zentrale o-Helix von den Aminosauren
9-19, ein Typ 1-Turn von 20-23 und eine B-Faltblattstruktur am C-terminalen Ende der
B-Kette gemeinsam. Der Unterschied der beiden Strukturen liegt nur im N-terminalen
Ende der B-Kette. Dort bildet sich bei der R-Struktur eine o-Helix Uber die Amino-
sauren 1-9 aus, wéhrend bei der T-Konformation keine Sekundarstruktur gebildet wird.
Eine Umwandlung von einer Struktur in die andere kann durch homo- oder heterotrope
Ligand-Bindungswechselwirkungen moduliert werden (s. Kapitel 7.4.3). Als Liganden
fur diese Konversion haben sich Phenole(Phenol, m-Kresol) erwiesen, die auch haufig

zur Konservierung pharmazeutischer Rezepturen genutzt werden.

Abbildung 7.4: Vergleich der B-Kettenkonformationen. Es sind links das T-Konformer,
rechts das R-Konformer und in der Mitte die Rf-Ubergangsstruktur dargestellt. Rote Be-
reiche kennzeichnen auch hier o-Helices, blaue Bereiche sind Turnstrukturen und gelbe
[-Faltblatter, wahrend griine Bereiche keine definierte Sekundarstruktur besitzen. Die
Ziffern entsprechen den jeweiligen Aminosaurenummern der jeweiligen Sequenz.

Die globulare Tertidrstruktur eines Monomers wird durch Assoziation beider Ketten ge-
bildet, indem sich auf der nach oben getffneten U-férmigen B-Kette die A-Kette mit
der Offnung des U’s um 90° gedreht anlagert. Hierbei liegt die A-Kette mit den Amino-
sauren 7-17 Gber den Aminoséauren 9-19 der B-Kette (s. Abb. 7.2). Verbunden werden
die beiden Ketten durch zwei Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen A7 und B7 so-
wie den Cysteinen A20 und B19. Eine dritte Disulfidbriicke zwischen den Aminosauren
Cystein A6 und A1l sorgt fir eine weitere Stabilisierung der Struktur. Bei der Bildung
von Di- und Hexamerstrukturen wird die A-Kette nach aul3en exponiert, wahrend die
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B-Kette im Inneren des Aggregats liegt [46—48].

7.4.2 Dimerstruktur

Zwei Monomere bilden ein Dimer, indem sich das P-Faltblatt der B-Kette des ersten
Monomers antiparallel am B-Faltblatt des zweiten Monomers anlagert. Die Dipole der
in der B-Kette gebildeten o-Helix lassen bei der Annédhrung der Monomere nur die
antiparallele Orientierung zu.

Danach bilden sich zwischen den Aminosaureresten Lysin B29 bzw. B29'4 und Glutamat
B21’ bzw. B21 zwei Salzbriicken aus. Im néchsten Schritt werden zwischen dem Pro-

teinrtickgrat des Phenylalanins B24 bzw. B24’ und des Tyrosins B26’ bzw B26 Wasser-

stoffbriickenbindungen (H-Briicken) gekniipft (siehe Abb. 7.5). Sind diese weitreichen-

den Bindungen etabliert, wird durch hydrophobe Kontakte zwischen den Aminoséaure-

seitenketten die Struktur des Dimers endgiiltig stabilisiert.

Abbildung 7.5: Die Dimerstruktur mit den wichtigsten weitreichenden Wechselwirkun-
gen zwischen den Monomeren. Dargestellt sind die Seitenketten der Lysine (B29) und
der Glutamate (B21), au3erdem das Proteinriickgrat des Phenylalanins B24 und des Ty-
rosins B26 beider Monomere. Die Aminosauren des Monomers B sind dabei durch ein’
gekennzeichnet.

Dimer-Strukturen konnen sich aus den in Kapitel 7.4.1 vorgestellten T- und R-Konformationen
bilden. Dabei treten symmetrisches T2- und Ro- aber auch ein asymmetrisches TR-

“Der Buchstabe gibt die betreffende Kette des Insulins an. Ein Apostroph kennzeichnet das andere
Monomer.
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Dimer auf. Aus diesen drei Strukturen werden bei der Kristallisation die Hexamere auf-
gebaut.

7.4.3 Hexamerstruktur

Um eine Hexamerstruktur auszubilden, werden drei Dimere Uber die Seitenkette des
Histidin B10 mit Zn*-lonen als Chelatkomplex verbunden, so dass man ein Hexamer
auch als Dimer der Zink gebundenen Trimere auffassen konnte. Die Verknupfung der
beiden Trimere erfolgt durch die in Kapitel 7.4.2 beschriebenen Dimer-Bindungen. Je
nach Konformation der B-Kette werden unterschiedliche Koordinationen an den Zn2+-
lonen bevorzugt.

Abbildung 7.6: Komplexstruktur eines TgR3-Hexamers. In blau ist das Proteinriickgrat
des T-Trimer und in gelb das des R-Trimer dargestellt. Die Zr?*-lonen sind in magenta
dargestellt. Der rote Teil des Proteinrlickgrates stellt den Bereich dar, in dem sich T- und
R-Struktur unterscheiden.

Anfanglich wurden fiir die zwei Konformationen der B-Kette drei Komplexstrukturen im
Kristall beobachtet und zwar eine Rg-, eine T3R3- und eine Tg-Struktur. Vor dieser
Nomenklatur wurden die Strukturen nach der Anzahl der gebundenen Zn-lonen und
dem Medium benannt, aus dem sie gewonnen wurden. So wird die Tg-Struktur auch 2
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Zn-, die T3R3-Struktur 4 Zn- und die Rg -Struktur 2 Zn-Phenol-induzierte-Spezies ge-
nannt. Erst in den letzten Jahren konnten bei Forschungen zur Dissoziation von Insulin-
Hexameren noch weitere Ubergangsstrukturen identifiziert werden.

Strukturen wie T3T'3 und R;.;R'3 sind strukturell identisch zu den korrespondierenden Xg-
Strukturen. Sie unterscheiden sich aber in der Besetzung von Ligand-Positionen und
stellen so weitere Schritte in der Transformation der Tg- in die Rg-Struktur dar [49].

Die Strukturen kénnen durch Variation der Konzentration von hetero- und homotropen
Liganden ineinander Uberflihrt werden. Unter heterotropen Liganden versteht man an-
organische, meist ionische Molekile wie CI~, SCN™, CN™, OCN™, N5 und HCO,,
wéhrend homotrope Liganden organische, meist aromatische Substanzen wie Phenol
oder m-Kresol sind. Durch Erhéhung der Konzentration dieser Liganden wird wie in der
Formel 7.1 gezeigt das Gleichgewicht in Richtung der Rg-Struktur verschoben.

To <> TaTs > TaR} < TaRs > RaR; <+ Rg (7.1)

Auf die Bedeutung der Reaktion wird in Abschnitt 7.5 noch genauer eingegangen.

Im Folgenden werden nur die Tg, T3R3 und die Rg Konformation genauer beschrieben.
Zu den T3T'3, T3R:]; und R;),R’3 konnen in Anhang F ebenfalls genauere Beschreibungen
nachgelesen werden.

Te-Struktur: Bei der Tg-Struktur besitzen alle sechs Monomere wie in Kapitel 7.4.1
erwahnt nur von B9 bis B19 eine a-helikale Struktur. Da die Zn%*-lonen mit den
Histidylseitenketten der Histidine B10 wechselwirken, entstehen zwei Chelatzen-
tren sehr nahe an der Oberflache eines Hexamers. In jedem dieser beiden Che-
latzentren wird wie in Abbildung 7.7 gezeigt ein Zn%*-lon mit drei Histidinen B10
und drei Wassermolekilen komplexiert. Diese beiden oktaedrischen Zentren sind
15,9 A entfernt und bilden eine drei-zéhnige Spiegelachse in einer rhomboedri-
schen Kristallstruktur [50].

T3R3-Struktur: Diese Struktur (s. Abb. 7.6) stellt die stabilste Ubergangsstruktur zwi-
schen der Tg- und der Rg-Struktur dar. Hierbei befindet sich ein Chelatzentrum in
der T-, das andere Chelatzentrum in der R-Struktur. Die Struktur bildet sich aus,
wenn nur ionische Liganden vorliegen oder die Konzentration der allosterischen,
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Abbildung 7.7: Ein Zink-Chelatzentrum des Tg-Hexamers. Da hier beide Chelatzentren
identisch sind, wurde nur eines dieser Zentren dargestellt; vollstandig ware die Struktur
der Abbildung 7.6 sehr &hnlich. Dargestellt ist neben dem gelben Proteinriickgrat auch
das Zn?*-lon (magenta) und dessen Liganden, 3 Wasser-Molekile und die drei Seiten-
ketten des Histidin B10 (nach Atomtypen eingeféarbt, siehe Farbtabelle im Anhang). Das
rot gefarbte Proteinrlickgrat hat wie fur das T-Konformer Ublich keine Sekundarstruktur.
Die untere Struktur stellt das Chelatzentrum in der Seitenansicht dar und zeigt die Nahe
des Zentrums zur Oberflache des Komplexes.

aromatischen Liganden zu niedrig ist, um drei der sechs Phenolbindenden Ta-
schen zu besetzen. Die Symmetrie der Struktur ist gestort, da es dem Hexamer
aufgrund hoher Spannungen im Komplex nicht méglich ist, zwei Chelatzentren
auf einer Achse zu etablieren. Aus diesem Grund entstehen auf der R-Seite drei
Chelatzentren, bei denen neben den Histidylseitenketten des Histidins B10 und
des Histidins B5 noch zwei heterotrope Liganden am Komplex beteiligt sind. Die-
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se liegen aul3erhalb der Spiegelachse und zerstdren so die Symmetrie des Kom-
plexes. Neben dieser asymmetrischen, orthorhombischen Struktur gibt es auch
eine symmetrische, rhombische Struktur, die allerdings nur zwei Zn 2t_lonen als
Chelatzentren auf einer Spiegelachse hat. Deshalb ist auch die friilhere Bezeich-
nung 4Zn-Struktur nicht mehr haltbar [51-54].

Re-Struktur: In der Rg-Struktur liegen die Zn-Chelatzentren, wie dies in Abbildung 7.8
der Fall ist, als tetraedrische Komplexe vor. Als Liganden kommen neben Was-
ser auch andere, meist geladene Teilchen in Frage. Haufig werden hier fir die
Kristallographie Cl™ -, flr andere spektroskopische Anwendungen auch SCN ™ -
und CN™-lonen verwendet. Die tetraedrische Chelatisierung ist sehr wichtig fr
die Stabilisierung. Da aber die Metallzentren, wenn Uberhaupt, nur eine gerin-
ge positive Kooperativitat aufeinander austiben, reicht sie nicht fur die endgul-
tige Stabilisierung des Rg-Hexamers aus. Hierfir werden neben den hetero-
tropen Wechselwirkungen der lonen homotrope Wechselwirkungen mit kleinen
aromatischen Molekiilen bendtigt. Diese binden in einer der sechs sog. Phenol-
bindenden Taschen eines Hexamer. Die Bindungstasche liegt im Dimer / Dimer-
Interface und wird von Aminoséuren unterschiedlicher Dimere gebildet. Wie in
Abbildung 7.9 gezeigt ist, wird die Tasche durch die Aminosauren Histidin B5 ei-
nes Dimers und den Aminosauren Cystein A6, A11 und Leucin B11 eines ande-
ren Dimers begrenzt. In der Tg-Struktur wird diese Tasche durch die Seitenkette
des Leucins B6 ausgefillt [55, 56]. Phenol verdrangt diese Seitenkette aus der
Tasche und bildet mit dem Proteinriickgrat der Cysteine zwei H-Briicken. Dabei
wird durch die OH-Gruppe des Phenols eine H-Briicke zum Sauerstoff des Cy-
steins A6 doniert, wahrend von dem Wasserstoff des amidischen Stickstoffs des
Cystein A1l eine H-Briucke akzeptiert wird. Je nach Art des Liganden kommt das
Histidin B5 mehr oder weniger koplanar neben dem Ring zu liegen. Durch diese
Bindung des Liganden werden die Aminoséuren B1 bis B8 in eine helikale Struk-
tur Uberfahrt. Diese Strukturdnderung verlangert die o-Helix der B-Kette, so dass
die Chelatzentren tiefer im Molekdl liegen und dadurch die tetraedrische Struktur
zusatzlich bevorzugt wird. Dadurch bleibt weniger Platz fir Liganden Uber dem
Zn?t-Zentralatom. Diese allosterische Umlagerung stabilisiert das Hexamer so
gut, dass die Lebensdauer der Rg-Struktur im Vergleich zu der Tg-Struktur von
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Abbildung 7.8: Ein Chelatzentrum eines Rg-Hexamers. Oben sind neben dem blauen
Proteinriickgrat das Zn?t-lon und seine Liganden dargestellt. Der rote Teil des gezeig-
ten Proteinriickgrates markiert den Bereich, der in der T-Konformation keine spezifische
Sekundarstruktur besitzt, jetzt aber als a-Helix vorliegt. Die untere Abbildung zeigt nur
das direkt an den Komplex angrenzende Proteinriickgrat. Die drei Helixenden umschlie-
Ben den Komplex, wodurch tber dem Zentralatom nur noch Platz fur einen Liganden
verbleibt. In der Seitenansicht (links unten) ist erkennbar, dass hier das Chelatzentrum
tiefer in der Struktur des Hexamer liegt, als dies beim T-Trimer in Abbildung 7.7 der Fall
ist. Unten rechts ist nochmals die Seitenansicht des T-Chelatzentrums als Vergleich dar-
gestellt.

1,25 min auf 8,17 h ansteigt [57-60]. Unklar ist noch, ob diese allosterische
Strukturdnderung fur die Bindung am Rezeptor wichtig ist, oder ob sie nur fur
die Stabilisierung des Hexamers als Depotform dient. Wissenschaftlich ist diese
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Transformation von der T- in die R-Form interessant, da solche Umwandlungen
in Metalloproteinen sehr haufig sind. Diese kénnen nur sehr schwer beobach-
tet werden, weil meistens die Strukturen nicht oder nur sehr schwer zuganglich
sind [61].

Interessant ist auch, dass diese Ubergénge nicht nur bei Insulin sondern auch bei Pro-
und Mini-Pro-Insulin zu beobachten sind. Allerdings ist bei den Pro-Insulinen durch
ihre eingeschrénkte Beweglichkeit nur eine Transformation bis zur T 3R3-Form mdglich.
Inwiefern dieses Verhalten invivo eine Rolle spielt, ist nicht klar. Bei der Herstellung
pharmazeutischer Rezepturen wird diese Transformation allerdings zur Reinigung von
Rohextrakten genutzt, da T3R3-Komplexe gut kristallisieren [62].

7.5 Dissoziation und Wirkprofil des Insulins

Die Dissoziation der Insulin-Aggregate ist fir die Diabetes-Therapie von zentraler Be-
deutung, da nur das Monomer die hormonelle Wirkung entfaltet.

Fur die Dissoziation kann der folgende Mechanismus formuliert werden:

In einer pharmazeutischen Insulin-Formulierung hat man neben den Insulin-Aggregaten
noch Zusétze, die fir die Haltbarkeit der Formulierung verantwortlich sind und die Phar-
makokinetik beeinflussen. Als Stabilisator fur Insulin-Losungen wurden anfangs nur Zin-
kionen in Form von Zinkoxid oder Zinkacetat zugesetzt, da man wusste, dass Insulin
im Korper tUber Zinkionen komplexiert in den Vesikeln der Langerhans’'schen Zellen
vorliegt. Phenolische Zuséatze sollten anfanglich nur zur Konservierung der Injektions-
I6sung dienen. Es stellte sich jedoch heraus, dass diese wie schon in Kapitel 7.4.3 er-
wahnt zusatzlich eine stabilisierende Wirkung auf die Insulin-Oligomere haben [54,63].
So konnte sogar eine Verzégerung des Wirkungseintritts durch Zusatze von Phenol
beobachtet werden.

Nach der Injektion der Insulin-Formulierung miissen zuerst diese Stabilisatoren von den
Insulin-Aggregaten abdiffundieren, um Insulin die Dissoziation in seine Wirkform zu er-
madglichen. Man geht davon aus, dass zuerst groRere Aggregate in einzelne Hexamere
zerfallen und die Hexamere ihrerseits von der Phenol-induzierten R g-Konformation in

die Tg-Konformation Gibergehen.
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Abbildung 7.9: In der oberen Abbildung wird die Anordnung der Phenolmolekiile in
einem R-Trimer gezeigt. Durch die unterschiedliche Einfarbung der einzelnen Monome-
re (hell-, mittel-, dunkelblau) wird die Lage der Phenole im Bereich der Dimer-Dimer
Kontaktflache (Interface) zur Geltung gebracht. In den beiden unteren Abbildungen wird
der genaue Bindungsmodus eines Phenols in der Seitenansicht (links) und der Aufsicht
(rechts) gezeigt, wobei die H-Briicken zu den Cysteinen A6 und A11 als griin gestrichel-
te Linien dargestellt sind. Die Aminosauren Histidin B5 des hellblauen Monomers und
Leucin B11 des dunkelblauen Monomers vervollstandigen die Bindungstasche.

Die Rg-Konformation ist sehr stabil und wandelt sich erst allméhlich mit sinkender Kon-
zentration der stabilisierenden Phenole in die Tg-Konformation um (s. Abb. 7.10 oder
Funktion 7.1). Wahrend dieser Konformationsdnderungen miissen sich die drei Dime-
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re eines Hexamers gegeneinander verschieben, wodurch sich die Wechselwirkungen
zwischen den Dimeren verringern. Auf diese Weise werden auch die Bindungen zu
den Zink-lonen gelockert und diese werden, da sie im Tg-Hexamer sehr nahe der Kom-
plexoberflache liegen, leicht hydrolysiert. Nach der Dissoziation liegt das Hexamer nur
noch als lockerer Verband (Ié) der drei Dimere vor (s Abb. 7.10). Dieser wird durch Ein-
dringen von Wasser in den zylindrischen Kanal, der vorher durch das Zink verschlossen
war, zerstort. Die Wechselwirkungen zwischen den beiden Monomeren eines Dimers
reichen nicht aus, um das Dimer stabil in Lésung zu halten, so erfolgt nach einiger Zeit
die Spaltung des Dimers in die Monomere.

Wie in Abbildung 7.10 gezeigt kbnnen sowohl Dimere als auch Monomere in die Blut-
bahn diffundieren [64, 65].

Pharmazeutische Formulierung

[-Zn?] :
Rs Te 5 b 1 Dissoziation
10-3M 104M 105M 10-8M Konzentration
j L J L Diffusion
? |

2 1, I Insulin im Blut

Abbildung 7.10: Schematische Darstellung des Dissoziationsmechanismus von Insulin-
Hexameren.

Diese Gegebenheiten fihren dazu, dass bei Einsatz von Formulierungen des Wildtyp-
Human-Insulins zur Behandlung von Diabetes mellitus die Patienten nach der Injektion
von Insulin 10-40 min warten mussen, bis die Wirkung des Insulins eintritt. Die Wirkung
halt dann 5-8 Stunden an. Dieser zeitliche Abstand zwischen Injektion und Wirkungs-
eintritt ist von Nachteil, da so bei zu friher Nahrungsaufnahme die Gefahr von Hy-
perglykéamien erhdht wird. Formulierungen des Wildtyp-Human-Insulins, in denen das
Insulin direkt als Monomer vorliegt, sind jedoch so instabil, dass sie fir den Einsatz
am Patienten ungeeignet sind. Fur die Insulintherapie kommen daher heute bevorzugt
Insulin-Hexamere zum Einsatz, die so schnell zerfallen, dass es zu keinem verzdgerten
Wirkungseintritt nach der Injektion kommt.

Da die Insuline anderer Spezies wie Schweine- oder Rinderinsulin in etwa das gleiche
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Wirkprofil aufweisen und dazu noch immunologische Reaktionen hervorrufen kénnen,
ist deren Verwendung fir die Insulinsubstitution obsolet. Deshalb werden Insuline der
oben genannten Spezies nur noch von Patienten verwendet, die diese Insuline schon
seit Jahren verwenden, ohne dass Komplikationen aufgetreten sind. Aber eine Weiter-
entwicklung dieser Insulinformulierungen findet praktisch nicht mehr statt.

Das gewilnschte Wirkprofil konnte durch gentechnologische Veranderung des Insu-
lins erreicht werden. Die seit einigen Jahren in die Therapie eingefihrten Insulinana-
loga LysPro (1996) und Aspart (1999) besitzen nahezu ein ideales Wirkprofil, um die
Erh6hung des Glucosespiegels nach einer Mahlzeit zu kompensieren. Bei diesen In-
sulinanaloga betragt der Spritz-Ess-Abstand maximal 10 min und die Wirkdauer ist
auf 3-4 Stunden begrenzt. Durch Austausch von Aminosauren am C-terminalen Ende
der B-Kette wurden bei diesen Insulinen die Wechselwirkungen zwischen den Mono-
meren eines Dimers entscheidend geschwécht. So wurde bei dem LysPro-Analogon
die Stellung des Prolins B28 mit der des Lysins B29 einfach vertauscht (s. Abb. 7.5),
wéhrend im Aspart-Analogon das Prolin B28 durch ein Aspartat ersetzt wird. Das hat
zur Folge, dass die Salzbriicke, die im Wildtyp-Insulin zwischen dem Lysin B29 des
einen Monomers und dem Glutamat B21 des anderen Monomers auftritt (s. Kapitel
7.4.2), sterisch verandert wird. Wegen dieser Veranderung wird der positive kooperati-
ve Effekt zwischen den beiden Chelatzentren geschwécht, so dass sie sich kaum noch
gegenseitig stabilisieren kdnnen. Damit wird die Transformation von Rg nach Tg ent-
scheidend vereinfacht und beschleunigt. Genauso ist der I’6-Komplex, in dem das He-
xamer nur noch durch Dimer-Dimer-Wechselwirkungen zusammengehalten wird, stark
geschwécht. Die Dimere verschieben sich bei der Konformationsanderung starker ge-
geneinander als beim Wildtyp-Insulin und die meist hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen den Dimeren kénnen nicht mehr aufrecht erhalten werden. Verschiedene
spektroskopisch arbeitende Forschungsgruppen gehen sogar davon aus, dass sich der
I'6-Komplex schon bei den unterschiedlichen RyTx-Konformeren bilden kann und diese
direkt die Monomere der Insulinanaloga freisetzen. Die Schwachung der Selbstasso-
ziation des Insulins ist also der Grund fur den wesentlich schnelleren Wirkungseintritt
bei den Insulinanaloga [52, 66].

Der exakte Mechanismus ist bei den Insulinanaloga allerdings noch unklar, da die Aus-
wirkungen der Mutationen noch nicht vollstdndig bekannt sind.
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Durchfihrung

Alle bisher gezeigten Daten beruhen entweder auf réntgenkristallografischen oder NMR-
spektroskopischen Methoden oder auf in-vivo Tests in unterschiedlichen Tiermodellen.
Bekannt sind nur Daten weniger spektroskopisch fassbarer Ubergangsstrukturen und
der Verlauf des Blutinsulinspiegels nach der Injektion der unterschiedlichen Insuline.
Eine molekulare Aufklarung des gesamten Dissoziationsmechanismus ist mit den der-
zeitigen bekannten experimentellen Methoden nicht mdglich.

Auch theoretische Methoden stofR3en hier an ihre Grenzen, da es technisch bisher nicht
maglich ist, Berechnungen von Proteinen in einer wassrigen Umgebung in einem Zeit-
fenster von mehreren Minuten, wie dies bei der Dissoziation von Insulinkomplexen nétig
ware, durchzufuhren. Vorteil der theoretischen Methoden ist allerdings, dass man durch
eine sehr gezielte Beeinflussung der Umgebung der zu untersuchenden Molekile Me-
chanismen drastisch beschleunigen kann, um somit zumindest einen groben Einblick
in die Dynamik molekularer Prozesse zu bekommen.

Da die stéarksten Protein-Protein-Wechselwirkungen des Insulins auf der Ebene der
Dimere liegen und diese auch entscheidenden Einfluss auf die Stabilitdt des Hexamer-
Komplexes haben, sind die folgenden Berechnungen an den Dimeren mehrerer Kon-
formere der humanen Wildtyp-Insuline sowie den Kristallstrukturen der in der Therapie
verwendeten Insulinanaloga LysPro und Aspart umgesetzt worden.

69
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8.1 Verwendete Insuline

Als Ausgangsdaten fiur die Molekuldynamiken wurden mehrere Strukturen aus der
Protein-Datenbank [23] verwendet.

Um den Einfluss der unterschiedlichen B-Ketten Konformationen zu untersuchen, wur-
den drei unterschiedliche Konformationen des Human-Insulins verwendet. Als Vertre-
ter der Rg-Konformation wurde die Struktur 1AlY.pdb [67] ausgewahlt. Von diesem
NMR-Ensemble mit 20 Strukturen wurde die erste Struktur (Frame) als Ausgangs-
baustein verwendet. Aus dieser Struktur wurde das erste Dimer des Hexamers ex-
trahiert und fur die weiteren Untersuchungen verwendet. Zur Berechnung der T3R3-
Struktureigenschaften wurde die Struktur 1FUB.pdb [68] verwendet. Da die T g-Struktur
des Human-Insulins in der Protein-Datenbank fehlte, wurde auf die Struktur eines Schweine-
Insulins zurtickgegriffen. Die Struktur 3INS.pdb [46] unterscheidet sich demnach von
der Tg-Struktur des Human-Insulins wie in Abbildung 7.1 gezeigt durch den Austausch
des N-terminalen Threonin gegen ein Alanin, was aber auf die Dissoziationseigen-
schaften keine Auswirkung haben diirfte.

Fur die Untersuchungen zum Zerfall von Insulinanaloga, wurden fir das LysPro-Analo-
gon die Struktur 1LPH.pdb [52] und flir das Aspart-Analogon die Struktur 1ZEG.pdb
[69] verwendet. In diesen Rontgenkristallstrukturen liegt das LysPro-Analogon als T 3R3-
Struktur und das Aspart-Analogon als Rg-Struktur vor.

Da fur die Berechnung immer nur Dimere betrachtet wurden, ergibt sich, dass fir Tg-
Strukturen ein To-Dimer, flr TaR3-Strukturen ein TR-Dimer und fir Rg-Strukturen ent-
sprechend eine Ro-Struktur eingesetzt wurden.

Alle Strukturen wurden zunachst mit dem Programm-Paket Insight Il bearbeitet. Hier-
bei mussten einige Aminoséaurestrukturen noch vervollstandigt werden, da diese nicht
komplett aufgeklart worden waren. AuRerdem wurden bei allen Strukturen das Kristall-
wasser und Zusatzstoffe wie Phenole entfernt, so dass neben dem Protein nur noch
die Zinkionen, falls vorhanden, in den Berechnungen benutzt wurden. Diese Bearbei-
tung ist notig, da ansonsten das GROMACS Kraftfeld die Strukturen nicht als Proteine
erkennt und somit die Strukturen nicht in das fir die Berechnungen nétige GROMACS
Format tbersetzen.

Im nachsten Schritt wurden die Strukturen fir das GRomAcs Kraftfeld (siehe Kapi-

tel 3.1) adaptiert. Dabei musste Uberpruft werden, ob wahrend der Konvertierung der
Proteinkoordinaten auch alle Disulfidbriicken korrekt erkannt wurden. Dieses konnte im
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GROMACS nur durch einen merge Befehl erreicht werden. Das hat zur Folge, dass das
Programm das Dimer als ein einziges Molekil betrachtet und nicht jede Kette als sepa-
rates Molekil behandelt, obwohl alle Termini korrekt gesetzt wurden. Darum wurden in
den folgenden Analysen der Berechnung alle Aminosauren des Dimers von 1 bis 102
durchnummeriert. Auf diese Weise reprasentieren die Aminosauren 1-51 die A- und
B-Kette des ersten Monomers, wahrend die Aminosauren von 52-102 die Ketten des

zweiten Monomers darstellen.

Anschlielend wurden alle Strukturen einer Kraftfeld-Geometrieoptimierung im Vaku-
um unterzogen. Diese ist erforderlich, um etwaige Verzerrungen in der Kristallstruktur
auszugleichen, die sich durch Packungskréafte oder andere auf die kristallografische
Methode zurtickzufiihrende Unscharfen in den Atomkoordinaten ergeben kénnen.

Die so gewonnenen Strukturen stellten die Ausgangsdaten fiir alle weiteren Untersu-
chungen zur Dissoziation der Insulin-Dimere dar.

8.2 Bau der Dissoziationsbox

Fur die Simulationen des Dissoziationsmechanismus wurde die in Abbildung 8.1 ge-
zeigte Wasserbox konstruiert.
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Abbildung 8.1: Darstellung einer Dissoziationsbox. Das Insulin-Dimer ist nach Atomty-
pen koloriert und am linken Rand des Kanals positioniert. Die als Linien gezeigten Was-
sermolekille und die durch Kugeln dargestellten Na- und Cl-lonen fillen als isotonische
NaCl-Lésung die restliche Box auf.

Um eine Dissoziation simulieren zu kénnen, muss fir die getrennten Molekile ge-
nugend Platz zur Verfiigung stehen. Deshalb wurde fir die Dissoziation der Insulin-
Dimere eine Box mit 5 nm H6he, 5 nm Breite und einer Lange von 15 nm erstellt. In
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dieser Box wurde das Insulin-Dimer so positioniert, dass es an einem Ende der Box
mittig zu liegen kommt (Koordinaten(x,y,z)=2,5x2,5x2,5 nm).

Fur die Bestimmung der Boxdimension wurde zuerst um ein Insulin-Dimer eine Box in
der GroR3e des Insulins gelegt und diese in jede Raumrichtung um 0,9 nm verlangert.
Da hierbei sehr unhandliche Gré3en fur die Positionierung heraus kamen, wurden die
Kantenldngen auf die néchst gréRere ganze Zahl aufgerundet (5 nm). Bei der Dimen-
sionierung der Box in x-Richtung wurde die Kantenlange mit 3 multipliziert, um ab-
zusichern, dass fir die Trennung der Molekile gentigend Platz ist. Somit war erreicht,
dass sich die Molekile nach der Trennung auch durch weitreichende Interaktionen nicht
mehr beeinflussen kdnnen.

Weiterhin wurde darauf geachtet, dass alle zu vergleichenden Proteine die gleiche
raumliche Ausrichtung haben, um vergleichbare Bedingungen fiir alle simulierten Pro-

teine zu gewabhrleisten.

Nach der Positionierung des Proteins wurde die Box mit etwa 12 000 Wassermolekiilen
aufgeflllt. Zur Einstellung einer isotonischen Kochsalzlésung, wurden insgesamt 96
Wassermolekile durch je 48 Natrium- bzw. Chlorid-lonen ausgetauscht und zuféllig
Uber die ganze Box verteilt.

Um eventuell nach dem Hinzufligen der isotonischen Lésung entstandene van-der-
Waals-Uberlappungen zu beseitigen, musste das gesamte System einer Geometrie-
optimierung unterzogen werden. Im ersten Schritt wurde dazu die ,steepest-descent”-,
danach die ,conjugate gradient” - Methode (s. Abschnitt 3.1.1.2) verwendet. Erst diese
optimierten Ensembles kénnen fir die weiteren Simulationen verwendet werden, da so
unnatirlich hohe Energien in den Startstrukturen, die zum Abbruch der Dynamik fiihren

wirden, zu vermeiden waren.

8.3 Ablauf einer Simulation

Die eigentliche Dissoziation wurde mittels Molekuldynamik simuliert. Wahrend einer
4 ns (oder 4.000.000 Zeitschritte & 1 fs) langen Dynamik wurden die Wassermoleku-
le in x-Richtung beschleunigt. In den ersten 2 ns wurde fiir die Wassermolekile eine
Beschleunigung von 0.03 nm ps_2 gewahlt. Nach 2 ns wurde die Beschleunigung auf
0.05 nm ps_2 erhoht, um eine vollstandige Trennung zu erreichen. Wahrend der ge-
samten Simulation wurde das Proteinriickgrat der Aminosauren Ser A9 bis Tyr Al4
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eines Monomers mit einer Kraft von 1000 kJ mol 1 festgehalten (siehe Position Res-
traint in Abschnitt 3.1.2.3). Diese Aminosauren wurden gewahlt, da sie nicht an den
Monomer-Monomer-Interaktionen beteiligt sind und keine wichtige Sekundéarstruktur
enthalten. Daher wurde angenommen, dass eine Rlckhaltekraft, die an dieser Stel-
le angreift, den geringstmdglichen Einfluss auf die Trennung der Monomere hat.

Nach der vollstandigen Trennung der Monomere wurde eine 2 ns lange Equilibrierungs-
Dynamik durchgefiihrt. Um Wechselwirkungen zwischen den Monomeren auszuschlie-
Ren, diente als Startstruktur fur diese zweite Dynamik ein Frame, bei dem die Monome-
ren den gré3tmoglichen Abstand voneinander hatten. Wahrend der Dynamik wurden
weder eine Wasserstromung noch eine Rickhaltekraft definiert, damit sich die Mono-
meren maoglichst gut relaxieren kénnen.

Alle beschriebenen Dynamik-Simulationen wurden bei 310 K und mit periodic boundary
conditions! durchgefiihrt.

1Bei periodic boundary conditions wird an jede Seite der Simulationsbox eine weitere Box gespie-
gelt, so dass beim Austritt eines Molekills aus einer Seite der Box dieses auf der anderen Seite wieder
hinzugefuigt wird. So wird die Zahl der Molekiile in der Simulationsbox konstant gehalten.
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Kapitel 9

Dissoziationseigenschaften der

Insuline und der Insulinanaloga

Gemal dem in Kapitel 8.3 beschriebenen Ablauf der Simulation wurden 15 Dynamiken
erstellt; je drei fur jede verwendete Struktur. AnschlieRend wurden die beiden Dyna-
miken, mit denen die Dissoziation der Molekiile simuliert wurde, zu einer ,Trajectorie” !
zusammengefiigt und diese als eine Simulation ausgewertet. Die Simulationen zur Re-
laxation der Molekille nach der Dissoziation wurden nur dann ausgewertet, wenn es
durch die Simulation nicht zur Zerstérung gréerer Teile der Sekundar- und Tertiar-

struktur der Molekule kam.

Um die Dissoziationseigenschaften der Molekile besser darstellen zu kdnnen, werden
in den folgenden Abschnitten zuerst die einzelnen Konformere der humanen Wildtyp-
Insulin-Dimere analysiert, um im Anschluss daran diese Daten mit denen der Insuli-

nanaloga zu vergleichen.

9.1 Vergleich der Wildtyp-Human-Insulin Konformere

Da die Stabilitdt des Human-Insulins entscheidend von der Hexamer-Konformation be-
einflusst wird, wurde fir die Strukturen Rg, T3R3 und Tg je ein Dimer simuliert, um
dessen Dissoziationseigenschaften zu analysieren. Experimentell ist nachgewiesen,
dass erst bei der Tg-Struktur die Dissoziation des Human-Insulins in seine Dimere und
anschlie3end in die Monomere mdglich ist. In den Simulationen spiegelt sich dies nicht

1Eine Trajectorie ist eine Datei, in der die Daten einer Simulation gespeichert werden.
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wider, da es durch eine sehr starke Bindung zwischen den Monomeren beim R »- und
TR-Dimer im Laufe der MD Simulation zur Zerstérung des festgehaltenen Monomers
kommt und damit die Simulationen nur bedingt auswertbar sind.

9.1.1 Zerfallszeiten der Insulin-Konformere

Der Dissoziationszeitpunkt eines Dimers kann sehr gut mittels RMSD-Wert des freien
Monomers ermittelt werden, wenn man den RMSD-Wert in Bezug zu den Koordinaten
der Ausgangsstruktur, d.h. ohne Uberlagerung bestimmt.
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Abbildung 9.1: RMSD- Wert des freien Monomers der Wildtyp-Konformere. Die grine,
gestrichelte Kurve stellt das Ro-Dimer, die rote, unterbrochene Kurve das TR- und die
schwarze, durchgezogene Kurve das To-Dimer dar.

Wie in Abbildung 9.1 zu erkennen ist, zerfallen die Dimere in umgekehrter Reihen-
folge zu den erwarteten Wirkungsprofilen. So sind die R-Dimere nach 2,55 ns, die
TR-Dimere nach 3,03 ns und die T2>-Dimere nach 3,17 ns vollstandig getrennt. Ermittelt
werden die Zerfallzeiten als der Punkt, an dem das freie Monomer durch die Was-
sermolekile beschleunigt wird. Zu diesem Zeitpunkt kann man davon ausgehen, dass
keine Wechselwirkung mehr zwischen den Monomeren stattfindet. Der Dissoziations-
zeitpunkt, gekennzeichnet durch einen abrupten steilen Anstieg des RMSD-Wertes,
wird durch Extrapolation als Schnittpunkt mit der X-Achse ermittelt.
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Die Umkehrung der Zerfallszeiten ist auf den ersten Blick Uberraschend, denn wie in
Kapitel 7.4.3 auf Seite 60 gezeigt sind die Rg- und T3zR3-Hexamere deutlich stabiler. Al-
lerdings kann man aus den im selben Kapitel gezeigten spektroskopischen Daten auch
ersehen, dass sich die A