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1. Einleitung

1. Einleitung

"Carbohydrates, as everybody knows, form a comprehensive group of naturally occurring
substances, which include innumerable sugars and sugar derivatives, as well as high-
molecular carbohydrates (polysaccharides) like starch and cellulose in plants and glycogen
in animals. A polysaccharide molecule is composed of a large number of sugar or sugar-like
units. Carbohydrates are of great importance in biology. The unique reaction, which makes
life possible on Earth, namely the assimilation of the green plants, produces sugar, from
which originate, not only all carbohydrates but, indirectly, also all other components of liv-

ing organisms.""

Dieser Auszug aus einer Rede von K. Myrbéck spricht Starke und Glycogen als Energiespei-
cher im Organismus und Zellulose als Stiitzgeriist in der pflanzlichen Zelle an, die durch ihre
biochemische Funktion als Voraussetzung des Lebens auf der Erde angesehen werden kon-
nen. Uber 90% aller Proteine besitzen oligosaccharidische Bestandteile und werden von die-
sen in ihrer Loslichkeit, in ihren Transportwegen und in ihrer Stabilitdt beeinflusst. Auch in

Zellerkennungsprozessen spielen Kohlenhydratkomponenten eine wichtige Rolle.

Monosaccharide kénnen zu hochmolekularen Einheiten aufgebaut werden. Dabei wird eine
gro3e Anzahl von Enzymen benétigt, die zur Klasse der Glycosyltransferasen (GT) gehoren.
Bei diesen enzymatisch katalysierten Glycosylierungen werden aktivierte Monosaccharide
auf einen Akzeptor {libertragen, der entweder ein Saccharid, Oligosaccharid, eine Aminosau-
re, ein Peptid, Protein oder Lipid ist. Allgemein werden Glycosyltransferasen in Leloir-Weg-
und Nicht-Leloir-Weg-Enzyme eingeteilt. Bei den Enzymen der ersten, groBeren Gruppe
dienen Monosaccharide, die {iber eine Pyrophosphatgruppe an ein Nucleosid verkniipft sind,

als Substrate.

Uridindiphosphorglucose (UDP-Glc) wurde 1949 von L. F. Leloir als erstes Substrat einer
solchen Glycosyltransferasereaktion identifiziert und der Substanzklasse der Zuckernucleo-
tide zugeordnet. Im Jahr 1970 erhielt Leloir filir seine Arbeiten an diesen Zuckernucleotiden
den Nobelpreis. Inzwischen wird vermutet, dass ein paar hundert verschiedene Glycosyl-
transferasen und ihre entsprechenden Gene fiir die Synthese von Glycokonjugaten bei den

Saugetieren verantwortlich sind.
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Mit der Entdeckung ihres groflen pharmakologischen Potenzials werden Oligosaccharide
verstérkt in vitro synthetisiert. Da sie jedoch in groBeren Mengen auf rein chemischem Weg
kaum zuginglich sind, finden GTs auch im Labor vermehrt ihre Anwendung.? Inzwischen
sind iiber 30 verschiedene GTs kloniert und klassifiziert.”* Die erste geklonte GT ist
UDP-Galactose:N-acetyl-D-Glucosamin-B-1,4-Galactosyltransferase-T1  (B4Gal-T1),” die
inzwischen eines der am besten charakterisierten Enzyme darstellt. Da sich diese Arbeit in
wesentlichen Aspekten mit der B4GalT beschéftigt, soll im Folgenden kurz auf ihr Vor-
kommen, auf Strukturmerkmale und ihre biologische Bedeutung eingegangen werden. In
Kapitel 7 werden die Enzym-Substrat-Wechselwirkung und der Katalysemechanismus de-

taillierter beschrieben.

1.1. B-1,4-Galactosyltransferase (GalT)

GTs treten in praktisch allen Organismen auf, angefangen bei Bakterien und Pilzen {iber
Pflanzen bis hin zu allen iibrigen Tieren. Der menschliche Organismus besitzt praktisch in
jeder Korperzelle GTs, die jedoch nicht frei 16slich, sondern membrangebunden vorliegen.
Die GTs bilden Cluster, die in bestimmten Organellen der eukaryotischen Zelle lokalisiert
sind: Im endoplasmatischen Reticulum und im Golgi-Komplex. Das endoplasmatische Reti-
culum ist ein netzformiges System aus Kanélen und Sickchen, die von einer Membran um-
hiillt sind, und steht mit dem Zellkern in Verbindung. Es dient dem Transport von Stoffen
und der Synthese von Lipiden. Der Golgi-Komplex besteht aus flachen Stapeln und Blis-
chen. Dort werden die Oligosaccharide aufgebaut und Proteine zur spiteren Ausscheidung
angereichert. Die Bldschen bringen Stoffe an die Zelloberflache und bilden gleichzeitig neue

Zellmembranen.

B1,4-Galactosyltransferase (EC 2.4.1.38/90) iibertrdgt Galactose, die als Uridindiphosphor-
galactose aktiviert ist, auf einen Glucosebaustein. Das Enzym ist identisch mit dem A Pro-
tein von Lactosesynthase (EC 2.4.1.22), das neben der B4GalT noch das Coenzym
a-Lactalbumin benétigt. Diese Coenzym verdndert die Affinitdt zum Akzeptor. Wahrend das
freie Enzym bevorzugt N-Acetyllactosaminstrukturen bildet, wird in Anwesenheit des Coen-
zyms Lactose synthetisiert. Diese Affinitdtsdnderung des Enzyms wird vor allem bei Sauge-

tieren wihrend der Schwangerschaft beobachtet. Im Gegensatz zur o-1,4-Galactosyl-
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transferasereaktion lduft die Reaktion von B4GalT unter Inversion am anomeren Zentrum
der Galactose ab. Die Galactose wird dabei hoch selektiv an die 4-Position des Glucosebau-

steins gekniipft (Abbildung 1-1).

OH oH
0 o)
HO
OH 6 o | NH OH
o)
o_ll_o._ll_o /K + HO
- N~ o HO&/O\RZ
I_ I_ O R1
OH OH
B4GalT
OH OH
HO Q
O HO R?
OH "OH R
R': OH, NAc

RZ: H, Saccharid, Protein oder Lipid

Abbildung 1-1: Ubertragung von Galactose auf einen Glucosebaustein in der B-1,4-Galacto-
syltransferasereaktion.

Durch bioinformatische Methoden wurden grofle Unterschiede in der Primérstruktur ver-
schiedener GTs aufgedeckt. Dennoch besitzen sie einige gemeinsame charakteristische
Strukturmerkmale von Typ II membrangebundenen Enzymen: Ein kurzes Stiick des N-ter-
minalen Endes ist im Cytoplasma lokalisiert, gefolgt von einem einzelnen transmembranen
Segment. Es schlief3t sich eine Stammregion unterschiedlicher Lange an, durch die sich das
Enzym wie an einem Arm bewegen kann. Das grofle C-terminale Ende stellt das katalytische
Zentrum dar.’ Bei B4GalT bilden die ersten 129 Aminosduren des N-terminalen Endes die-
sen beweglichen Arm, die fiir die Aktivitit des Enzyms nicht entscheidend sind. Jedoch ist
ein Verlust der Transferaseaktivitdt zu beobachten, wenn weitere 13 Aminosduren fehlen.’

Die Stammregion der B4GalT ist proteasesensitiv, wodurch es zu einer Abspaltung des En-

3
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zyms von der Membran kommen kann. Das hieraus resultierende 16sliche Enzym ist fiir die
Galactosyltransferaseaktivitit verantwortlich, die in Milch, im Blutserum oder im Speichel

beobachtet wird.?

Bis zum Zeitpunkt des Schreibens dieser Arbeit waren sieben unterschiedliche menschliche
Gene identifiziert, die verschiedene, aktive Proteine mit unterschiedlichen Affinititen zum
Akzeptor codieren und zur p4GalT Familie gehoren.”'%''>!>!% Einige B4GalT-Gene, wie
beispielsweise B4GalT1, kommen praktisch in allen menschlichen Geweben vor und sind
sowohl flir N-Acetyllactosaminstrukturen in Glycokonjugaten als auch fiir die Lactosebil-
dung verantwortlich, wihrend andere eine eher untergeordnete Rolle spielen.'™'® Die GalTs
T1 - T4 iibertragen Gal auf GlcNAc in verschiedenen Glycokonjugaten,””'' T5 und T6 hin-

13,12 . . .
312 Wie schon erwihnt, weisen

gegen verwenden Glc in Glucosylceramiden als Akzeptor.
GTs sehr starke Unterschiede in der Primérstruktur auf und selbst B4GalT-Gensequenzen
unterscheiden sich deutlich. In den eukaryotischen Zellen wurden jedoch vier kurze invari-
ante Peptidsequenzen identifiziert, von denen das DxD (Asp x Asp) Motiv mit einer Aus-
nahme in allen Gensequenzen gefunden wurde.* Wie sich spiter herausstellte, spielt mindes-

tens eine Aminosdure eine wesentliche Rolle bei der Komplexierung eines zweiwertigen

Kations am katalytischen Zentrum.'®

Geklonte cDNA, die membrangebundene f4GalT des Rinds codiert, enthdlt 402 Aminoséu-
ren und besitzt ein Molekulargewicht von 44876 Da. Aus Rindermilch gewonnene GalT be-
sitzt zwei unterschiedliche Molekulargewichte von 51 kDa und 42 kDa. Da die Proteinse-
quenzanalyse der isolierten GalT aus Rindermilch mit der Gensequenz des Klons iiberein-
stimmt, ist die Differenz im Molekulargewicht vermutlich auf unterschiedliche Glycosylie-
rungen zuriickzufiihren. Zwei Aminosdurereste (Asp90 und Aspl117) konnten hierbei mit

Oligosacchariden verkniipft sein."”

Neben der Funktion des Enzyms, Saccharide und Proteine etc. zu glycosylieren, wird bei
Maéusen auf der Oberfldche von Spermazellen eine Rezeptorwirkung der B4GalT beobachtet,

18,19 . .
> Dariiber hinaus wurden durch Aus-

die bei der Befruchtung der Eizelle eine Rolle spielt.
schaltung des B4GalT Gens die pathologischen Effekte eines f4GalT-Mangels untersucht.
Maiuse ohne GalT werden zwar normal geboren, zeigen jedoch Wachstumsverzug, hohe
Sterblichkeit, Wucherungen auf den Epithelzellen der Haut, eine Erweiterung des Diinn-

darms, spirlichen Haarwuchs, schlecht entwickelte Lungen und Dehydrierung.”**' AuBer-

4
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dem spielen Galactosyltransferaseenzyme eine Schliisselrolle bei der Schleimbildung im
menschlichen Organismus. Die Menge der menschlichen Magenschleimhaut korreliert direkt
mit der Galactosyltransferaseaktivitit.”> Jedoch wird bei Sdugetieren erst nach der Geburt

eine Galactosyltransferaseaktivitit beobachtet.

Verédnderte Galactosyltransferaseaktivititen werden auch mit einigen Krankheiten in Ver-
bindung gebracht. Bei bestimmten Krebsformen tritt eine veridnderte, hiufig unkontrollierte
Glycosylierung auf.** Rheumatoide Arthritis wird ebenfalls mit einem Defekt der Galacto-
syltransferaseaktivitit in Verbindung gebracht, da eine Oligosaccharidkette des Glycopro-

teins Immunoglobulin IgG nicht mehr galactosyliert ist.”

1.2. Zuckernucleotide

Acht natiirliche Donorsubstrate UDP-Glc, UDP-Gal, UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, GDP-
Man, GDP-Fuc, UDP-GIcUA, CMP-NeuAc werden von den Leloir-Weg-Glycosyltrans-
ferasen verwendet. Auf Grund des Diphosphats sind sie energiereiche Verbindungen und
besitzen somit gute Eigenschaften als Donorsubstrate, da das Gleichgewicht auf Seiten der
Produkte liegt. Aus den hohen Energien resultieren aber auch thermische Instabilitidt und
Hydrolyseempfindlichkeit.”” Auf Grund der synthetischen Bedeutung der Zuckernucleotide
sind ihre Konformationen in Losung von groBBem Interesse. Jedoch war zu Beginn dieser
Arbeit nur sehr wenig tiber ihre dreidimensionale Struktur bekannt.**** Aus konformativer
Sicht konnen Zuckernucleotide sinnvoller Weise in die drei Untereinheiten Nucleotid,
Diphosphat und Pyranose aufgegliedert werden. Die Kristallstruktur zeigte die rdumliche
Struktur von UDP-Glc,?® lieB jedoch nur wenige Riickschliisse auf die Konformation in L&-
sung zu. Mit Hilfe NMR-spektroskopischer Methoden wurde die Konformation von Zucker-
nucleotiden in Losung niher untersucht.” Allerdings war die Datenmenge nicht ausreichend
um ein vollstdndiges Bild zu erhalten. Wihrend iiber die Pyranose und das Nucleotid ge-
nauere Aussagen getroffen werden konnten, herrschte beim Diphosphat groBBere Unsicher-

heit.”’
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1.3. Nucleoside

Der Nucleosidteil der Zuckernucleotide ist per se ebenfalls von grolem Interesse. Nucleosi-
de besitzen nicht nur grole Bedeutung als Speicher genetischer Information. Das Augen-
merk richtet sich verstérkt auf ihre antiviralen und antitumoren Eigenschaften.30’3l Speziell
gegen den menschlichen Immunschwéche Virus Typ 1 (HIV-1) waren bis Anfang des Jahres
2001 sechs Nucleosid Reverstranskriptase Inhibitoren (NRTIs), vier Protease Inhibitoren und
nur drei weitere nicht Nucleosid Reverstranskriptase Inhibitoren bei der FDA als Therapeu-
tikum gemeldet. Und auch fiir die zukiinftige Entwicklung werden den NRTIs die besten
Chancen eingerdumt.’” Als erste Behandlungskur gegen AIDS wird zurzeit hiufig ein Kom-
biprdparat mit drei aktiven Bestandteilen eingesetzt,”> das aus den Nucleosiden AZT
(3'-Azido-3'-desoxythymidin)**, 3TC (B-L-2',3'-Didesoxy-3'-thiacytidin)*> und einem Pro-
tease Inhibitor besteht. Besonderes Interesse gilt ihrer Konformation® in Losung, da eine
Korrelation zwischen den antiviralen Eigenschaften der Nucleoside und ihrer rdumlichen
Struktur eindeutig nachgewiesen wurde.*®*’ Thre Wechselwirkungen mit der Reverstran-

skriptase des HIV wurden kiirzlich in einer Molecular-Modeling-Untersuchung aufgeklirt.*®
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2. Problemstellung

In praktisch allen lebenden Organismen spielen Galactosyltransferasereaktionen eine zen-
trale Rolle und bekommen auch in vitro eine immer stirkere Bedeutung. Fiir das Versténdnis
von Galactosyltransferasereaktionen sind die Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und
seinem Donorsubstrat entscheidend. Da ihr Zusammenwirken bisher nur unzureichend ver-
standen wird, soll in dieser Arbeit die Konformation des natiirlichen Donorsubstrats UDP-
Gal und einiger modifizierter aktiver Vertreter in Lésung mit NMR- und Molecular-
Modeling-Methoden untersucht und mit ithrer Aktivitit am Enzym korreliert werden. Um
dartiber hinaus Vorhersagen iiber die Aktivitdt modifizierter Donorsubstrate zu ermoglichen,

wird der Enzym-Substrat-Komplex in die Betrachtung mit einbezogen.

Die Konformationsanalyse von Zuckernucleotiden in Losung ist eine komplexe Aufgaben-
stellung, die in mehrere Teilprobleme zerlegt werden soll. Zunéchst soll der Nucleosidteil
eingehender untersucht werden, da einige Aspekte im konformativen Verhalten nicht ein-
deutig geklart sind. Der Diphosphatteil kann mit NMR-Methoden nicht ausreichend analy-
siert werden. Daher sollen rechnerische Parameter entwickelt werden, um das Methodenar-
senal zu vervollstindigen und um schlief3lich ein komplettes Bild von der Konformation und

dem flexiblen Verhalten der Zuckernucleotide zu erhalten.
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3. Methoden

3.1. Einfiihrung

Zur Konformationsanalyse von Nucleosiden und Zuckernucleotiden stehen prinzipiell eine
Reihe von Methoden zur Verfligung. Fiir geloste Substanzen erlangte in den letzten Jahren
die NMR-Spektroskopie besondere Bedeutung. Uber die riumliche Struktur und das dyna-
mische Verhalten von Molekiilen liefert sie im Wesentlichen Informationen durch die skala-
ren Kopplungen von Atomkernen und durch NOE-Effekte. Eine eindeutige Konformations-
zuordnung aus diesen NMR-Daten erweist sich bei flexiblen Systemen, die in mehr als ei-
nem Zustand vorliegen, aus mehreren Griinden als schwierig. Die NMR-Daten spiegeln le-
diglich Mittelwerte iiber einen ganzen Konformationsraum wieder, aus denen nicht ohne
Weiteres einzelne Zusténde erhalten werden konnen. NOEs sind nicht immer proportional zu
den Kernabstdnden und aus Kopplungskonstanten lassen sich auf Grund der Natur der Kar-
plus-Beziehung meist keine eindeutigen Torsionswinkel berechnen. SchlieBlich ist die
Quantitdt der NMR-Daten oft einfach nicht ausreichend, so dass das System hiufig unterbe-

stimmt 1st.

Mit Hilfe von molekiildynamischen (MD) Simulationen ldsst sich ein vollstindiges Ensem-
ble aller Konformationen in Losung generieren, das in der Lage ist, makroskopische Eigen-
schaften zu beschreiben. Da solche MD-Rechnungen auf Grund der momentanen Rechenge-
schwindigkeit zurzeit nur mit Kraftfeldmethoden, allenfalls mit semiempirischen Methoden
moglich sind und viele Ndherungen enthalten, ist es zweckméBig, aus den MD-Simulationen
makroskopische Daten, wie z.B. NMR-Daten, zu berechnen und diese mit den experimentell
ermittelten zu vergleichen. Schon im Vorfeld offenbarte eine Diskrepanz zwischen Theorie
und Experiment Fehler bei den MD-Simulationen,” so dass aus den NMR-Experimenten

Randbedingungen erstellt wurden, die den MD-Simulationen auferlegt wurden.
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3.2. NMR-Spektroskopie

Fiir die Konformationsanalyse der hier untersuchten Molekiile wurde neben eindimensiona-
len (1D) NMR-Experimenten auf Grund von Signaliiberlagerungen auch zweidimensionale
(2D) Techniken verwendet, wie gs-DQF-H,H-COSY-, TOCSY-, gs-HSQC- und gs-HMBC-
Experimente. Allerdings bilden einige hier untersuchte Molekiile trotz hoher
Magnetfeldstirken Spinsysteme hoherer Ordnung, die erst mit Hilfe des Computerpro-
gramms LAOCOONS5* interpretiert werden konnten. Um weitere wichtige konformative
Parameter zu erhalten, wurden NOESY-Experimente bei verschiedenen Mischzeiten und
Experimente zur Ermittlung von C,H-long-range Kopplungen durchgefiihrt. Durch Auswer-
tung der NMR-Experimente wurden fiir die Konformationsanalyse vicinale Kopplungskon-
stanten und NOE-Aufbaukurven erhalten, die Informationen iiber die Orientierung be-
stimmter Torsionswinkel und iiber Kernabstinde einzelner Protonen geben. Die wichtigsten
hier verwendeten Experimente sollen nur kurz erortert werden, da sie anderweitig detailliert

beschrieben sind.*!

3.2.1. Skalare Kopplung

Die Spins von Atomkernen kénnen {iber Elektronen meist entlang von Bindungen skalar mit-
einander gekoppelt sein und erzeugen so die Feinstruktur von NMR-Signalen. Besondere Be-
deutung fiir die Konformationsanalyse erlangten *J-Kopplungen, da sie von den Torsionswin-
keln der beteiligten Atomkerne abhingig sind (vgl. Kapitel 3.3.8). Bei grofleren Molekiilen
kann eine Signaliiberlagerung die Zuordnung der Resonanzen und den dazugehorigen Kopp-
lungen erschweren. Eine Reihe 2D Techniken ermoglicht trotz Signaliiberlagerung die Zuord-
nung von Protonen, wie z.B. das H,H—COSY—42, das J-aufgeloste 1H—43, das E.COSY-* oder
das P.E.COSY-Experiment™.

Wihrend sich das normale H,H-COSY Experiment lediglich zur Zuordnung der Signale eig-
net, lassen sich bei 2D J-aufgelosten Spektren die Kopplungskonstanten bestimmen. Aller-
dings sind die 2D J-NMR-Spektren in t; phasenmoduliert und daher nicht zu reinen Phasen
korrigierbar. Die gemischten Phasen flihren zu verfdlschten Linienabstéinden, so dass die

Bestimmung von Kopplungskonstanten unzuverlissig wird.*' Geeigneter sind E.COSY- und
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P.E.COSY-Experimente, die eine Prizisionsbestimmung von Kopplungskonstanten zulas-

sen. Thre Auswertung ist jedoch vergleichsweise schwierig. *!

In dieser Arbeit wurde das gradientenselektierte doppelquantengefilterte H,H-COSY-Experi-
ment*® sowohl zur Zuordnung der Signale als auch zur Bestimmung der Kopplungskonstan-
ten gewihlt, falls eine Uberlagerung von Signalen dieses erforderte. Der Doppelquantenfilter
wird durch zwei 180° Pulse und die z-Gradienten verwirklicht und sorgt fiir kleine Diagonal-
signale. Auflerdem kann das FID, im Gegensatz zum normalen H,H-COSY, quadratisch de-
tektiert werden, so dass nach phasensensitiver Fourier-Transformation die aktive Kopplung
in Antiphase und alle anderen Kopplungen in-Phase erscheinen. Bei ausreichend guter Auf-
16sung in t, koénnen die Kopplungskonstanten direkt aus den Kreuzsignalen erhalten oder
nach inverser Fourier-Transformation einer Spur des 2D Spektrums, anschlieBendem Zero-
Filling und Retransformation aus dem 1D Spektrum gewonnen werden.

H 90° 90°  180° ° 180°

90
I I ]nnn]’lﬁvhvn,.
d1 t1 d20 d20 UU””

Gradient d13 o d16 d13‘d16 “
| ‘ | 1 |
1

g1 g2

Abbildung 3-1: Pulsschema des gradientenselektierten, phasensensitiven, doppelquantenge-
filterten H,H-COSY Experiments.

3.2.2. Dipolare Kopplung

Die dipolare Kopplung spielt eine vollig andere Rolle als die skalare, da sie ein Relaxati-
onsphidnomen ist. Sie beruht auf der Wechselwirkung der magnetischen Momente zweier
Spins durch den Raum. Die schnelle Umorientierung der Molekiile in Losung, die durch die
Korrelationszeit t. definiert ist, erzeugt an den Orten der Spins magnetische Wechselfelder,
die zu einer gegenseitigen Beeinflussung und schlieBlich zur Relaxation der Kerne fiihren.
Allerdings relaxieren die Spins nicht unabhéngig voneinander. Vielmehr wird bei diesem
Prozess Magnetisierung von einem Kern auf den anderen iibertragen. Der Austausch von
Magnetisierung der Kerne kommt durch die Polarisierung in z-Richtung I. zu Stande. Diese
Ubertragung der z-Magnetisierung wird als NOE-Effekt bezeichnet und allgemein als Ande-
10
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rung der Intensitit eines Signals I bezeichnet, die durch die Anderung des Besetzungsver-

hiltnis eines zweiten Spins S erfolgt (Gleichung 3-2).*’

Prinzipiell relaxieren die Kerne nach der Anregung wieder in den Grundzustand. Entschei-
dend fiir den NOE sind die Ubergangswahrscheinlichkeiten der Nullquanten- (W) und der
Doppelquanteniibergdnge (7,). Ob vorwiegend W, oder W, wirkt, ist von der Korrelations-
zeit T, und somit von der Molekiilgrole abhingig. Wenn die Korrelationszeit gro3er als die
reziproke Spektrometerfrequenz ®, ist, die Umorietierung also vergleichsweise langsam
stattfindet, finden vorwiegend die niederfrequenten Nullquanteniiberginge W, statt. Der
NOE wird negativ und kann bis zu 100% der urspriinglichen Signalintensitét I, betragen. Bei
kleinen Molekiilen und schneller Umorientierung herrschen die hochfrequenten Doppel-
quanteniibergénge W, vor. Der NOE ist positiv und besitzt maximal 50% der Ausgangs-

signalintensitét.

Die Solomongleichung formuliert die Intensititsinderung einer Resonanz I durch Stérung
einer anderen Resonanz S (NOE) in Abhingigkeit der Ubergangswahrscheinlichkeiten, wo-

bei die Intensitdten [ und S proportional zu den longitudinalen Operatoren I, und S; sind,

a, :_(12 —12)(W0 + 20, +W2)+(Sz —SS)(W0 +,)

dt Gleichung 3-1

Wobei der Term Wy+W,+W, die longitudinale Relaxationsrate p;s und Wy+W, die Kreuzre-
laxationsrate ojg ist. Bei Sattigung des Kerns S ist die Intensitétsdnderung des Kerns I eine
einfache Funktion der Relaxationsraten,
c
f1(8)=1Cs Gleichung 3-2
YiPis

wobei y das gyromagnetische Verhiltnis des Kerns darstellt. Der Quotient yg/y; ist bei homo-
nuclearen Experimenten naturgemifl eins. In einem Multi-Spin-System verliert der NOE

seine direkte Abhdngigkeit zu einem einzelnen Kern. Vielmehr wechselwirkt er mit einer

Vielzahl von anderen Kernen (

Gleichung 3-3) — ein Effekt, der vor allem bei ldngeren Mischzeiten auftritt. Diese Spindif-
fusion hat Einfluss auf die Signalintensitdt eines betrachteten Kerns, weshalb die Gleichung

3-2 erweitert werden muss:

11
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”1;"6 _ZfX(S)rI;(é

S) = .
f[ ( ) 1’]max I”[;é + Z r[;(ﬁ
X

Gleichung 3-3

S5+o’t} —4o*t}

Gleichung 3-4
10+ 230’1 +4m 't} 8

n max =

Nmax beschreibt die maximale NOE-Verstarkung. Aus einer derartigen Gleichung lassen sich
nicht ohne weiteres Kernabstinde bestimmen. Andererseits konnen aber bei Kenntnis aller
Kernabstinde Signalintensititen berechnet werden, die als Vergleich zwischen Experiment

und Theorie dienen (vgl. Kapitel 3.3.9).

1D* oder 2D* NOESY-Experimente kénnen unter Verwendung kiirzerer Mischzeiten
durchgefiihrt werden, wobei ndherungsweise Gleichung 3-2 gilt. Da allerdings der NOE ein
Relaxationsprozess ist, baut er sich exponentiell mit der Zeit auf, so dass bei ldngeren
Mischzeiten groflere NOEs zu erwarten sind. Die eindimensionale Variante besitzt naturge-
mal eine gute Auflésung und ein gutes Signal-Rausch-Verhéltnis. Um jedoch alle relevanten
Kerne zu erfassen, miissen vergleichsweise viele Experimente durchgefiihrt werden, was mit
langen Messzeiten verbunden ist. Vorteilhafter sind 2D NOESY-Experimente, die zeitgleich
alle relevanten NOEs erfassen und die in dieser Arbeit zur Konformationsanalyse von

Nucleosiden und Zuckernucleotiden durchgefiihrt wurden.

3.2.3. C,H-Fernkopplungen

Wie in Kapitel 5 noch genauer erldutert werden wird, beschréankt sich die Konformations-
analyse von Nucleosidstrukturen auf drei Parameter, wobei H,H-Kopplungskonstanten le-
diglich tiber y und ¢ Aufschluss geben kénnen. Zur Analyse der Orientierung der Base hin-
gegen konnen heteronucleare Kopplungen zwischen Kohlenstoffatomen und Wasserstoffa-
tomen herangezogen werden. Diese C,H-Kopplungen sind prinzipiell aus einfachen 1D ge-
koppelten *C-Experimenten erhltlich. GroBe Nachteile bestehen jedoch neben der Unemp-
findlichkeit der *C-Experimente in der starken Aufspaltung der '*C-Signale, wodurch eine
Interpretation der Spektren selten mdglich ist und sich die Intensitdt nochmals verringert.

Selektive Anregung bestimmter “C-Resonanzen vereinfachen die Interpretation erheblich.

12
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In jiingerer Zeit wurden deshalb 1D gradientenselektierte HMBC-"" und HSQC-Experi-

mente”’ fiir die Bestimmung von C,H-Fernkopplungen entwickelt.

Das Experiment, das in dieser Arbeit verwendet wurde, wurde 1994 von Freeman et al.’*

1> durch den Einsatz von z-Gradienten verbessert.

vorgeschlagen und 1996 von Nishida et a
Es verwendet selektive Pulse zu Beginn der Pulssequenz. Durch den WALTZ-16-Entkoppler
werden alle Protonenresonanzen gesittigt und die gewiinschte *C-Resonanz durch einen
Halb-Gauss-Puls selektiv angeregt. In der nachfolgenden Zeit entwickeln sich nur die
Kopplungen und chemischen Verschiebungen der Protonenresonanzen, die mit dem selektiv
angeregten *C-Signal koppeln, und werden anschlieBend auf dem 'H-Kanal detektiert. Der
BIRD-Filter auf dem 'H- und "*C-Kanal dient zur Unterdriickung unerwiinschter Signale von
an '“C-gebundenen Protonen. Die z-Gradienten eliminieren das Losungsmittelsignal, so dass
nach Hadamard-Transformation artefaktfreie 1D Spektren resultieren. Die aktive C,H-
Kopplung erscheint als Antiphase-Signal, wihrend alle iibrigen H,H-Kopplungen in-Phase
sind. Die Pulsfolge dhnelt einem einfachen COSY-Experiments mit Ausnahme des BIRD-

Filters, der sich jedoch nur auf an '*C-gebundene Protonen auswirkt.

—V’ BIRD ‘4—

H 90°  180°  90° 90°

WALTZ-16

13 180° 90°

selektiver 90°-Puls

]

Gradient | ‘

g1 g2

Abbildung 3-2: Pulssequenz eines gradientenselektierten Hadamard-Experiments zur Be-
stimmung von C,H-Fernkopplungen.
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3.3. Rechenmethoden
3.3.1. Ab initio Rechnungen

Sédmtliche quantenmechanische Rechnungen basieren auf der Schrodinger-Gleichung. Auf
Grund der Beobachtung, dass sich Elektronen sowohl wie Teilchen als auch wie Wellen ver-
halten, wurde die Schrédinger-Gleichung aus dem Welle-Teilchen-Dualismus von de Bro-
glie und der Beschreibung einer Welle aus der Physik hergeleitet. Die zeitunabhidngige For-

mulierung dieser Gleichung findet Losungen zur Beschreibung der Energien £ von Syste-

men in Abhingigkeit einer Wellenfunktion ¥, wobei A den Hamilton-Operator darstellt:
HY = EY Gleichung 3-5

Die konkreten Losungen dieser Gleichung hingen von den jeweiligen Randbedingungen des
betreffenden Problems ab. Fiir ein Einelektronensystem kann die Schrodinger-Gleichung
durch den Separationsansatz der drei Raumkoordinaten exakt gelost werden und fiihrt fiir das
Wasserstoffatom zu den s-, p-, d- und f-Atomorbitalen der unterschiedlichen Perioden. Die-
ser Separationsansatz, der fiir ein einzelnes Elektron exakt moglich ist, kann bei Mehr-
elektronenproblemen nicht mehr durchgefiihrt werden. Insofern bedient man sich eines Ver-
fahrens nach der Hartree-Fock-Theorie (HF). Die Wellenfunktion fiir das erste Elektron wird
vom Wasserstoff iibernommen. Damit wird die Funktion eines zweiten Elektrons berechen-
bar. Die Losung wird fiir das zweite Elektron vorgegeben und damit wieder das erste Elek-
tron berechnet. Diese Prozedur wird solange durchgefiihrt (Iteration) bis die Wellenfunktio-
nen in vorgegebenen Grenzen konstant bleiben (SCF-Verfahren, self consistent field).
Nachteil dieser Methode ist, dass die Elektronen wie ein statisches Feld aufgefasst werden
und nicht berticksichtigt wird, dass sich die gleichgeladenen beweglichen Elektronen aus-
weichen werden. Die nach der HF Methode berechneten Energien liegen also immer héher
als die tatsdchlichen. Neuere Ansétze tragen dieser Problematik Rechnung und kénnen die
Wechselwirkung der Elektronen untereinander besser berticksichtigen (CI, configuration
interaction; MP2, MP4, usw., Mgller-Plesset-Storungstheorie). Die so erhaltenen Atomorbi-
tale werden fiir weitere Rechnungen durch mathematische Funktionen (Basissitze) ausge-
driickt. Die heutzutage gebrauchlichsten Basissitze sind split-valence Basissdtze und werden
durch Gaussfunktionen beschrieben wie beispielsweise 6-31G™*. In dieser Arbeit wurde
meist der 6-31G*-Basissatz™ verwendet, in dem die Rumpforbitale der Atome durch sechs

Gaussfunktionen und die Valenzorbitale durch einen 3/1-Split von Gaussfunktionen angeni-
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hert sind. Zusétzlich beinhaltet dieser Basissatz noch d-Orbitale (Polarisationsfunktionen).
Eine korrekte Berechnung der zweifach negativ geladenen Diphosphate schliefit auch einen
Satz von diffusen Funktionen (6-31+G*) mit ein, wodurch hypervalente Verbindungen bes-
ser berechnet werden konnen. Auf Grund der zur Verfiigung stehenden Rechenkapazititen

konnte dieser Basissatz allerdings nur teilweise verwendet werden.

Zur Berechnung von Wellenfunktionen eines Molekiils aus den Atomorbitalen werden nach
der MO-LCAO-Theorie (molecular orbitals-linear combination of atomic orbitals) die Basis-
satze der Atome linearkombiniert. Linearkombination bedeutet hier eine Addition der ein-
zelnen Wellenfunktionen der Atome mit geeigneten Koeffizienten unter Beriicksichtigung
des Pauli-Prinzips, welches besagt, dass jedes Orbital (Molekiil- oder Atomorbital) mit zwei
Elektronen besetzt sein kann, diese jedoch einen unterschiedlichen Spin besitzen miissen

(antisymmetrische Wellenfunktionen).

Die Linearkombination der Atomorbitale nach der MO-LCAO-Theorie ergibt schlielich
dieselbe Anzahl von Molekiilorbitalen. Es miissen noch geeignete Koeffizienten fiir die
Wellenfunktionen gefunden werden. Hierzu bedient man sich des Variationstheorems, wel-
ches postuliert, dass die Wellenfunktion ¥, die zur geringsten Energie fiihrt, den Grundzu-
stand darstellt. Die werden Koeffizienten so angepasst, dass die ersten Ableitungen der
Wellenfunktionen Null werden. Bei der Suche der Nullstellen treten viele Integrale auf. Sie
werden in Coulomb-, Austausch- und Uberlappungsintegrale unterteilt. In der Behandlung
dieser Integrale liegt der Unterschied zwischen ab initio und semiempirischen Methoden
(vgl. Kapitel 3.3.2). Wéhrend ab initio Methoden diese Integrale berechnen, werden sie in
semiempirischen Methoden nur teilweise rechnerisch geldst, andernfalls experimentelle Da-
ten bzw. zuvor berechnete Parameter zur Losung dieser Integrale verwendet oder teilweise
gar nicht beriicksichtigt. Wie bei den Atomorbitalen schwerer Elemente tritt bei Molekiilor-
bitalen ebenfalls das Problem der Wechselwirkung der Elektronen untereinander auf. Auch
in der MO-LCAO Theorie bedient man sich des Hartree-Fock-Ansatzes (HF), der CI- oder

Moller-Plesset-Methode zur Berechnung der Wechselwirkung der Elektronen untereinander.

15



3. Methoden

3.3.2. Semiempirische Rechnungen

Berechnungen mit ab initio Methoden konnen mittlerweile sehr genaue Aussagen iiber Bil-
dungsenthalpien, Ionisationspotentiale, Dipolmomente, chemische Verschiebungen in NMR-
Spektren und Geometrien von Molekiilen wiedergeben. Auf Grund der Komplexitdt dieser
Rechnung besitzen sie jedoch den Nachteil, dass sie sogar heutzutage bei hohen Rechenleistun-
gen auf vergleichsweise kleine Systeme beschrinkt sind. In der historischen Entwicklung waren
ohnehin aufwendige ab initio Rechnungen zunichst nicht praktikabel. Somit wurde nach Losun-
gen gesucht, dennoch Zustandsenergien, Bildungsenthalpien, Dipolmomente, etc. von chemi-
schen Verbindungen vorhersagen zu konnen. Hieraus resultierte der Ansatz von semiempiri-
schen Rechnungen, die auch heute noch bei grofleren Systemen oder komplexeren Fragestellun-

gen ihre Anwendung finden.

Wie unter Kapitel 3.3.1 bereits erwihnt, basieren die semiempirischen Rechnungen ebenso wie
ab initio Methoden auf der Schrédinger-Gleichung. Beim Ldsen dieser Gleichung fiir Molekiile
nach dem MO-LCAO Modell treten eine Vielzahl von Integralen auf. Semiempirische Metho-
den unterscheiden sich in der Behandlung dieser Integrale. Wéhrend sich zu Beginn der Ent-
wicklung die Molekiilorbital-Theorie von Hiickel auf die Berechnung des n-Systems von aro-
matischen Verbindungen konzentrierte und die Integrale der o-Bindungen einfach auf Null
setzte, werden in der CNDO-Methode™® (complete neglect of differential overlap) nur die Colo-
umbintegrale geldst. Die auch heute noch verbreitete MNDO-Methode®’ (modified neglect of
diatomic overlap) verbesserte den CNDO-Ansatz. Uberlappungsintegrale werden jedoch auch
weiterhin bei keiner semiempirischen Methode beriicksichtigt. Die heute géingigsten Methoden
sind AM1°® (Austin Model 1) und PMm3”? (Parametric Model 3). Sie verwenden einen minimalen
Basissatz von einem s- und drei p-Orbitalen pro Atom. Die bei der Berechnung der Wellenfunk-
tion auftretenden Integrale werden dabei teilweise durch Parametersétze gelost, die aus empiri-
schen Daten gewonnen wurden (AM1) oder rein mathematischer Natur sind (PM3). Letztere
schien zur Berechnung des Diphosphats am besten geeignet, da sie eine hohere Genauigkeit bei
hypervalenten Verbindungen und n-Systemen besitzt als AM1 oder MNDO. Jedoch treten unter
anderem Fehler in der Berechnung von Fiinfringen und der amidischen Bindungen auf. Auch
Nitro- und phosphorhaltige Verbindungen sind problematisch. Thre Aussagen sind also kritisch
zu betrachten und konnen in ihrer Qualitdt nicht an ab initio Methoden heranreichen. Auch

Kraftfeldmethoden sind in vielen Fillen deutlich besser geeignet.
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3.3.3. RESP-Partialladungen

Das Konzept von Partialladungen an Atomen ist hilfreich fiir die Beschreibung von Reakti-
vititen und physikalischen Eigenschaften. Auch molekiilmechanische und -dynamische
Rechnungen benétigen Partialladungen. Die Exaktheit, mit der solche Simulationen physi-
kalische Eigenschaften berechnen, ist stark von der Qualitit dieser Ladungen abhingig. Auf
Grund der Natur der Dichteverteilung der Elektronen am Kern existieren leider keine "wah-
ren" Ladungen, so dass Atomladungen nach gegebenen Erfordernissen konstruiert werden
miissen. Das fiithrt zu einer Reihe von verschiedenen Modellen. Fiir molekiilmechanische
und -dynamische Rechnungen haben sich Ladungen etabliert, die ab initio auf dem 6-31G*-
Niveau berechnet werden. Aus den Wellenfunktionen wird das Elektrostatische Potential
(ESP) fiir eine groBe Anzahl an Netzpunkten, die um das Molekiil angeordnet sind, nach der
Methode von Singh und Kollman® kalkuliert. Diese Methode reproduziert das quantenme-
chanische Multipolmoment recht gut und somit intermolekulare Wechselwirkungen. Damit
sind ESP-Ladungen natiirlich basissatzabhingig, jedoch ldngst nicht so stark wie die Mulli-

ken Populationsanalyse.

Der 6-31G*-Basissatz iiberbewertet die Polaritdt und somit auch die Dipolmomente der
Molekiile. In dem hier verwendeten RESP-Modell®' (restraint electrostatic potential) werden
aus diesem Grund den quantenmechanischen ESP-Ladungen Randbedingungen in Form ei-
ner hyperbolischen Funktion speziell fiir die weniger polaren Molekiilteile auferlegt. Die
polaren Gruppen bleiben weitgehend unbeeinflusst. Dieses Modell fiihrt zu Ladungen, die
die experimentelle freie Losungsenthalpie und intermolekulare Wechselwirkungen gut wie-
dergeben. Fiir molekiilmechanische Berechnungen miissen zudem notwendige Symmetrie-
funktionen eingefiihrt werden, die beispielsweise die Ladungen von Wasserstoffatomen an
frei drehbaren Methylgruppen mitteln. Die Ladungen kdnnen von einer Konformation eva-

luiert werden oder Mittelwerte von mehreren Konformationen darstellen.

3.3.4. Molekiildynamische (MD) Simulationen

Bei dem Ziel, das Verhalten von Molekiilen in Losung mit theoretischen Modellen zu be-
schreiben oder sogar vorherzusagen, stellen sich prinzipiell zwei Probleme. Erstens wird ein
Modell benétigt, welches die Energie des Systems in Abhéngigkeit von seinen Freiheitsgra-

den exakt beschreibt. Zweitens muss eine Simulation den Konformationsraum eines Systems
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vollstdndig absuchen und die Mikrozusténde richtig gewichten, um makroskopische Eigen-
schaften zu evaluieren. Fiir dieses Absuchen des Konformationsraums haben sich zwei ver-
schieden Algorithmen durchgesetzt. Der MMC-Algorithmus (Metropolis Monte Carlo) er-
zeugt ein Ensemble von Gleichgewichtszustinden nach der Boltzmannstatistik. Er ist in der
Lage, groBe Anderungen in der Topologie des Molekiils schnell zu generieren, hat aber kei-

ne zeitliche Korrelation.

In dieser Arbeit wird der Konformationsraum der Molekiile mit dem MD-Algorithmus®
(Molekiildynamik) durchsucht. Durch Integration der Newtonschen Bewegungsgleichung
aller Atome des Systems generiert er ein Ensemble von Mikrozustdnden, welches das Ver-

halten eines Molekiils in Losung vollstindig reflektiert. Das Prinzip ist folgendes:

Auf jedes einzelne Atom mit der Masse m; des zu betrachtenden Molekiils mit einer defi-
nierten Startkonformation wirkt eine Kraft (F;), die von einer Startgeschwindigkeit und somit
der kinetischen Energie des Gesamtsystems abhédngig ist und zunichst frei gewéhlt werden
kann. Durch diese Kraft werden die Atome im Molekiil beschleunigt:

d’x

F =-VE=m — Gleichung 3-6
i i i dtz

mit der Masse m, des Atoms i und dem Gradienten V, beziiglich des Ortsvektors ¥,. Aus der

resultierenden Geschwindigkeit der Atome v{(f) konnen die neuen Positionen der Atome

X,(t + dt) bei Kenntnis der alten Position berechnet werden X, () :

X(t+dh) = Ivi (t%)dt — %, (1) Gleichung 3-7
t* stellt das zeitliche Mittel zwischen ¢ und ¢+dt dar. Die neue Geschwindigkeit v, (¢ + dt)
wird aus der alten Geschwindigkeit und der Beschleunigung a, erhalten:

V.(t+dt)=v.(0)+ j a.dt Gleichung 3-8

Die Beschleunigung ist nach Gleichung 3-6 ein Gradient der Energie, die durch ab initio,
semiempirischen oder Kraftfeldmethoden berechnet wird. Der neue Ort wird erneut nach
Gleichung 3-7 ermittelt und daraus wieder die neue Geschwindigkeit nach Gleichung 3-8

erhalten. Der MD-Algorithmus bewegt sich also immer zwischen Gleichung 3-7 und
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Gleichung 3-8 hin und her. Die kinetische Energie und damit die Temperatur des Systems
resultiert aus den Geschwindigkeiten der Atome. Mit Hilfe des Berendsen Algorithmus®
wird die Geschwindigkeit in definierten Zeitintervallen angepasst, um die Temperatur kon-
stant zu halten. Im Gegensatz zu MMC-Rechnungen sind MD-Simulationen streng determi-
nistisch. Bei gegebener Geometrie und Anfangsgeschwindigkeit flihren sie stets zum glei-
chen Ergebnis. Es resultiert ein Ensemble von Mikrozustinden, das die thermodynamischen
Eigenschaften des Systems vollstindig beschreiben kann. Die freie Enthalpie wird dadurch

berechenbar:

AG=-RTInK Gleichung 3-9

3.3.5. Das AMBER-Kraftfeld

Fiir groBBere Systeme und komplexere Fragestellungen wie solvatisierte Proteine oder das
Verhalten von flexiblen Molekiilen in Losung ist es unumgénglich, ein Modell zu entwik-
keln, welches die Zustdnde eines Systems schnell und dabei moglichst genau beschreibt. Da
der Aufwand quantenmechanischer Rechnungen in der dritten Potenz mit der Anzahl von
Atomen steigt, miissen fiir eine akzeptable Rechengeschwindigkeit viele Ndherungen und
Vereinfachungen eingefiihrt werden, wobei die gewiinschten Eigenschaften trotzdem recht
exakt beschrieben werden sollten. Im Bereich der Organischen Chemie wurde ein Modell
entwickelt, das Molekiile als ein System von Massepunkten in einem Potenzialfeld be-
schreibt. In diesem Modell unterliegen die Atome den Gesetzen der klassischen Mechanik.
Das Potenzialfeld wird als Kraftfeld bezeichnet. Das am meisten verbreitete Kraftfeld
MM2% wurde bereits in den siebziger Jahren entwickelt und spiter durch MM3* verbessert.
Die Idee, die sich hinter einem Kraftfeld verbirgt, ist die Moglichkeit der Separation in ei-
nem Molekiil. Dabei wird angenommen, ein Molekiil sei aus Einzelteilen aufgebaut, die sich
stets in einer bestimmten Art und Weise verhalten bzw. immer die gleiche Wirkung ausiiben.
Unter dieser Annahme konnen diese Einzelteile mit bestimmten Parametern beschrieben
werden, die auch dann gleich bleiben, wenn die Teile anders aneinander gesetzt werden.
Diese Parameter sind z.B. Gleichgewichtsbindungslidngen, Torsionspotenziale fiir bestimmte
Diederwinkel, van-der-Waals-Radien, Partialladungen etc.. Sie wurden frither aus experi-

mentellen Daten, heute vermehrt aus quantenmechanischen Rechnungen gewonnen. Dabei

19



3. Methoden

bleiben die Parameter meist auf die Molekiilsorte beschrinkt, fiir die sie entwickelt wurden.

Fiir neuartige Probleme werden wieder neue Parameter benotigt.

Der erste Schritt bei der Berechnung von Molekiillen mit molekiilmechanischen oder
-dynamischen Methoden muss also zunéchst die Suche nach dem passenden Kraftfeld bein-
halten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach einem Kraftfeld gesucht, das in der Lage ist,

Zuckernucleotide, Nucleoside und ein Enzym zu berechnen.

Kollman et al. entwickelten 1984 ein Kraftfeld, das spiter AMBER91% genannt wurde. Es
basiert auf MM2® und einem Kraftfeld speziell fiir Biopolymere.”® Die MM2-
Kraftfeldterme wurden stark vereinfacht, die Parameter fiir Furanosen optimiert und neue fiir
Phosphate, Pyridine, Pyrimidine und alle natiirlichen Aminoséduren hinzugefiigt. Somit ist es
speziell auf die Berechnung von Nucleotiden, Peptiden und Proteinen ausgelegt. In der neue-
ren Version AMBER94°” werden die Ladungen neu behandelt (RESP) und die Wasserstoff-
briickenterme entfallen (vgl. Gleichung 3-10). AMBER94 behandelt Losungsmittelmolekiile
explizit. Deshalb miissen Simulationen in der Gasphasen oder mit implizitem Losungsmittel
weiterhin mit AMBERO91 durchgefiihrt werden. Mit einem erweiterten Parametersatz fiir
AMBER9Y]I ist es inzwischen moglich auch Saccharide zu berechnen.’®® Insofern scheint
AMBER fiir das Problem der Berechnung von Nucleosiden und der GalT gut geeignet zu

sein.

Auch fiir das Diphosphat wurden Parameter fiir das AMBER91-Kraftfeld entwickelt.”” Da
diese jedoch auf semiempirischen Rechnungen beruhen, die bei phosphorylierten Verbin-
dungen problematisch sind, wurden sie nach einem Test nicht weiter verwendet (vgl. Kapitel

4). Die mathematische Beschreibung fiir das AMBER-Kraftfeld lautet:

ZKr(r—rO)z + ZKe ©-0,)"+ Z%[l+cos(n(|) -]+

Bindung Winkel Torsion

N2 £\ 6 i i
1 AfeAfeg* ﬁ B ﬁ +H—BiuckenH—Biucken & ~ & . Gleichung 3-10
vow, = 5 7 o

J= ij ij ij i

j=1 i>j
Atome Atome q q
J

z K (r -7,
EEL i>7 Randbedinounoen
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mit

K, : Kraftkonstante der jeweiligen Bindung

ro : Gleichgewichtsabstand

Ky : Kraftkonstante des Bindungswinkels

0o : Gleichgewichtsbindungswinkel

V, : 'V : Torsionspotenzial, n : Anzahl der Torsionsmaxima

Y : erstes Maximum des Torsionswinkels

VDWs : Skalierfaktor fiir die van-der-Waals-Wechselwirkungen

s; : Van-der-Waals-Parameter

R;  : Van-der-Waals-Radius

rij : Abstand zwischen Atom i und Atom ]

Cij : Koeffizient der abstoenden Wechselwirkungen zwischen Wasserstoff
und Protonen-Akzeptor

Dy : Koeffizient der anziehenden Wechselwirkungen

EELs : Skalierfaktor fiir die Elektrostatischen Wechselwirkungen

qi : Ladung des Atoms i

€ : Dielektrizititskonstante

Der Coulomb-Term der Kraftfeldgleichung macht oft die groften Schwierigkeiten, da die
Wechselwirkungen proportional zu ' sind und somit sehr viele Atompaare beriicksichtigt
werden miissen. In der Praxis wird haufig ein Abbruchradius festgelegt, ab dem diese Wech-
selwirkungen nicht mehr berechnet werden. Vor der Entwicklung von AMBER94 wurde das
Losungsmittel implizit behandelt. Das bedeutet, dass in AMBERO91 keine Losungsmittel-
molekiile formuliert werden, € bei Gasphasensimulationen jedoch so angepasst wird, dass
das Dielektrikum dem Losungsmittel angenédhert wird. Dabei wurden Werte zwischen € =4 -
80 C*/Jm’' verwendet. Auch eine distanzabhiingige Dielektrizititskonstante fiihrte in vielen

Féllen zu guten Resultaten und wurde in dieser Arbeit ebenfalls verwendet.

Mit Hilfe des letzten Terms konnen Randbedingungen im Kraftfeld definiert werden, die
hiufig durch eine quadratische Funktion ausgedriickt werden. In AMBER lésst sich auch
eine hyperbolische Funktion definieren, die in Kapitel 3.3.6 noch ndher beschrieben werden

wird.

Die Beschreibung der Wechselwirkungen zwischen Losungsmittel und gelostem Stoff sind
fiir eine korrekte Wiedergabe der Energie von wesentlicher Bedeutung. Jedoch werden Si-
mulationen mit expliziten Losungsmittelmolekiilen sehr rechenintensiv, so dass sie fiir lén-
gere Simulationen ungeeignet sind. In dieser Arbeit wurden alle MD-Simulationen mit AM-

BER91 bzw. mit PM3/AMBER91 durchgefiihrt. Die Geometrie des Enzym-Substrat-
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Komplexes hingegen wurde in einem Kubus mit Wassermolekiilen (TIP3) mit AM-
BER94/99 optimiert. Jedoch stellt auch die Berechnung eines isolierten Molekiils oder En-
zyms in einer Losungsmittelumgebung eine Vereinfachung dar, da in der Realitét eine Viel-
zahl von gelosten Substanzen vorliegen, die alle untereinander wechselwirken konnen. Den
grofiten Einfluss haben dabei nichtbindende elektrostatische Wechselwirkungen. Die PME-
Methode (Particle Mesh Ewald) berechnet die vollstindigen elektrostatischen Wechselwir-
kungen der Einheitszellen untereinander, so dass ein makroskopisches Gesamtgitter aus ein-
zelnen Wiirfeln simuliert wird. In dieser Arbeit wurde diese Methode bei Geometrieoptimie-

rungen des Enzyms mit explizitem Lésungsmittel angewandt.

3.3.6. Zeitlich gemittelte Randbedingungen

Eine der Stirken der NMR-Spektroskopie ist die Moglichkeit, dynamische Prozesse inner-
halb flexibler Molekiile zu beschreiben.”” Jedoch wurden mit den Ansitzen von DG-
Methoden (Distance Geometry) und MD-Rechnungen mit Randbedingungen Techniken
entwickelt, die eine einzige Struktur erzeugen sollen, die sdmtliche experimentelle Daten
korrekt beschreibt. In MD-Rechnungen mit Randbedingungen werden dem Molekiil Straf-
terme in Form von hyperbolischen Funktionen auferlegt. Beispielsweise werden aus NOE-
Daten Abstinde ermittelt, die das Molekiil nicht mehr verlassen darf. Eine realistischere
Funktion sollte dem Molekiil jedoch erlauben, zwischen zwei oder mehreren Zustinden hin
und her zu springen und dabei lediglich einen zeitlich gemittelten Zustand nicht verlassen.
Diese zeitlich gemittelten Randbedingungen wurden zunéchst fiir Protonendistanzen entwik-
kelt” und spiter auf zeitlich gemittelte Torsionswinkel bzw. Kopplungskonstanten iibertra-
gen.” Die potenzielle Energie der Randbedingung wird in AMBER durch einen Term aus-
gedriickt, der eine ebene Grundlinie hat, ab definierten Punkten »2 und »3 parabolisch und ab
rl und r4 linear verlduft. Die Kraftkonstanten &2 und A3 beschreiben die parabolische Funk-

tion:

b k2 k3 4

r2 r3
Abbildung 3-3: Form des Energieterms von Randbedingungen im AMBER-Kraftfeld.
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t
’7 — (ljeft'/rr(t _ tv)fExponent dtv)fl/Exponent Gleichung 3_11
T 0
mit
r : zeitlich gemittelte interne Koordinate
t : momentane Zeit
T : Konstante fiir den Exponentialabfall
r(t" : Wert der internen Koordinate zur Zeit t'
Exponent : 3 bei NOE-Distanzen fiir grole Molekiile

6 bei NOE-Disatnzen fiir kleine Molekiile
-1 fiir Torsionswinkel und Kopplungskonstanten

Ein normales statistisches Mittel hat sich nicht durchgesetzt, da bei ldngerer Simulations-
dauer die Randbedingungen immer weniger sensitiv fiir den momentanen Zustand des Mole-
kiils werden. Durch die Exponentialfunktion in Gleichung 3-11 werden diejenigen Zustidnde
starker gewichtet, die kiirzere Zeit zuriickliegen. Problematisch bei dieser Formulierung sind
Protonendistanzen, da sie in dritter bzw. sechster Potenz in die Gleichung einflieBen und
dadurch grof3e Instabilitidten in den MD-Rechnungen verursachen. Aus diesem Grund wer-

den die Krifte nicht durch Ableitung der potenziellen Energie erhalten, sondern durch eine
73,75

pseudo-Kraft Formulierung

Aus vicinalen NMR-Kopplungskonstanten lassen sich meist keine direkten Randbedingun-
gen formulieren, da sie hiufig keinen eindeutigen Aufschluss iiber einen Torsionswinkel
geben. Diese dennoch sehr wertvolle Information iiber die Orientierung eines bestimmten
Torsionswinkels kann jedoch iiber eine Randbedingung in die Kraftfeldrechnung einflie3en,

die durch eine allgemeine Karplus-Beziehung definiert ist:

J =Acos’$ +Bcosd +C Gleichung 3-12

Fiir viele Systeme existieren solche Karplus-Beziehungen (vgl. Kapitel 3.3.8). Die meisten
entsprechen der formalen Erscheinung von Gleichung 3-12. Die Koeffizienten A, B und C
sind dem betreffenden System jeweils angepasst. Speziell fiir *Jy y-Kopplungen hat sich je-
doch eine etwas komplexere Gleichung’® durchgesetzt’’, die die Art und Orientierung der
Substituenten berticksichtigt. Diese Gleichung ldsst sich teilweise nur unter Hinnahme von

Fehlern in die allgemeine Form transformieren.
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3.3.7. Quantenmechanische/molekiilmechanische Rechnungen (QM/MM)

Bei der Modellierung von unterschiedlichen Systemen sind immer wieder Vor- und Nach-
teile der Methoden zu diskutieren, die fiir die Berechnung der Energien verwendet werden.
Wihrend quantenmechanische ab initio und Dichtefunktionalmethoden (DFT) zurzeit die
genauesten Aussagen treffen, liefern semiempirische Methoden héufig nur fiir spezielle Pro-
bleme gute Resultate. Jedoch ist der Rechenaufwand in den ersten Fillen betrachtlich. Mole-
kiilmechanische Rechnungen besitzen zwar eine hohe Rechengeschwindigkeit, reichen in
ihrer Genauigkeit nur selten an ab initio Rechnungen heran. Zudem besitzen sie den Nach-
teil, elektronisch angeregte Zustdnde und Bindungsbriiche nicht beschreiben zu konnen. Be-
rechnungen von Reaktionen bleiben somit auf quantenmechanische Methoden beschrinkt. In
einem Ansatz, der bereits in den siebziger Jahren entwickelt wurde und damals seiner Zeit
voraus war, wurde versucht, quantenmechanische und molekiilmechanische Methoden
(QM/MM) miteinander so zu kombinieren, dass sich ihre Nachteile weitgehend eliminie-
ren.”® Das Molekiil wird mit molekiilmechanischen Methoden beschrieben, besonders inter-
essante Teile hingegen werden quantenmechanisch behandelt, wie beispielsweise das re-
aktive Zentrum eines Enzyms oder Molekiilteile, an denen Bindungsbriiche auftreten. In
neuerer Zeit wurde dieser Ansatz wieder aufgegriffen und molekiilmechanische Rechnungen
mit semiempirischen’’, HF ab initio®® und Dichtefunktionalmethoden®' kombiniert. Dabei
wurden nicht nur Energieminimierungen”*** sondern auch MMC-"" und MD-***#!2

Simulationen durchgefiihrt.

Der QM/MM-Ansatz unterteilt die Energie E,; eines Systems in drei Komponenten, einen
rein quantenmechanischen Teil Egy, einen vollstindig molekiilmechanischen Teil £y, und

einen Mischterm Eoyy:

Eeff = EQM +Eyy + EQM/MM Gleichung 3-13

Bei der Suche nach der Wellenfunktion entsprechend der Gleichung 3-5 kann der molekiil-

mechanische Teil vom Integral entfernt werden:

Ey = <T‘ﬁQM + I:[QM/MM|LP> + By Gleichung 3-14
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Den Schliisselterm stellt 7 oy dar. Die potenzielle Energie des Hamiltonoperators ist ein

Ausdruck fiir die Wechselwirkung zwischen molekiilmechanischem Atom und der Elektro-

nenwolke des quantenmechanischen Atoms und wird durch einen Lennard-Jones Term be-

schrieben’”
‘]M Ay By ]
V = + .
oM | MM | 1M| Z |RAM| %(Rﬁw RS, Gleichung 3-15
mit
qm : Partialladung des molekiilmechanischen Atoms M
Fit : Abstand des quantenmechanischen Elektrons zum molekiilmechanischen Atom M
Z4 : Kernladung des quantenmechanischen Atoms A
R : Abstand zwischen dem quantenmechanischen Atom A und dem

molekiilmechanischen Atom M
A, Bayr : Lennard-Jones-Parameter fiir das quantenmechanische Atom A, das mit dem
molekiilmechanischen Atom M wechselwirkt

Der erste Term der Gleichung 3-15 ist besonders entscheidend, da hierdurch die quantenme-
chanische Region von der molekiilmechanischen beeinflusst wird. Er reprisentiert die Kern-
Elektron-Wechselwirkung und wird explizit im quantenmechanischen Hamilton-Operator
eingearbeitet. Dadurch reagiert die elektronische Struktur der quantenmechanischen Region
auf die molekiilmechanische Umgebung. Die letzten beiden Summenterme werden erst ad-
diert, nachdem die Wellenfunktion durch die SCF-Prozedur festgelegt ist. Damit beeinflus-
sen sie zwar nicht direkt die Wellenfunktion, jedoch die Geometrie des Gesamtsystems und

damit die elektronische Struktur in nachfolgenden SCF-Zyklen.

Gekoppelte quantenmechanische/molekiilmechanische Rechnungen sind hinreichend
schnell, um auch komplexere Fragestellungen zu beantworten. So kann das dynamische
Verhalten von Molekiilen in Losung simuliert werden, wobei einzelne Molekiilteile quan-
tenmechanisch behandelt werden. Wie unter Kapitel 3.3.4 bereits erwdhnt wurde, bendtigen
MD-Simulationen Kontrollfunktionen, die sowohl die Temperatur als auch den Druck kon-
stant halten. Wéhrend bei einfachen molekiilmechanischen Rechnungen eine einfache Ska-
lierfunktion® geniigt, wurde in neuerer Zeit die Methode der Nosé-Hoover-Kette* (NHC)
entwickelt, die eine effizientere Kopplung an die gewiinschte Temperatur ermoglicht. Der
entscheidende Vorteil ist, dass bis zu drei Ketten von Thermostaten zur Verfiigung stehen,

an die das System gekoppelt ist. Sie ermoglichen z.B. die getrennte Behandlung von Lo-
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sungsmittel und gelostem Stoff und umgehen somit Probleme von heilem Solvent und kal-
tem Losungsmittel. Auch in QM/MM-Rechnungen wird sowohl die quantenmechanische als
auch die molekiilmechanische Region mit getrennten Ketten verkniipft. Prinzipiell berechnet
diese Methode aus der potenziellen Energie V(r), die das Kraftfeld liefert, aus den Impulsen
der Teilchen p; mit der Masse m; und der Temperatur 7, die jeweils an spezielle Ketten von
Thermostaten mit der Masse Q; gekoppelt sind, eine Gesamtenergie E. Diese Gesamtenergie

wird wihrend der MD-Simulation konstant gehalten:

N 2 M p? M
E(p.r.p, £) =V (r)+ Zzp—f . Z% + N KTE, + 3 KTE, Gleichung 3-16

i=1 i i=1 i i=1

mit

Vir) : Potenzielle Energie

N : Anzahl der Atome

V% : Impuls

m; : Masse des i-ten Atoms

M : Anzahl der Thermostate

€ und pe : Thermostatvariable und ihr Impuls

i : Masse des Thermostaten
Ny : Anzahl der Freiheitsgrade
k : Boltzmannkonstante

Dieses Prinzip ldsst sich auf den Druck ausweiten, so dass Simulationen bei konstanter
Temperatur oder bei konstantem Druck mit der NHC-Methode durchgefiihrt werden konnen.
Der Berendsen MD-Algorithmus62 (vgl. Kapitel 3.3.4) ist bei QM/MM-MD-Simulationen
durch einen modifizierten Verlet-Algorithmus® ersetzt worden. Es hat sich gezeigt, dass

dieser reversible Integrator die Simulationsgeschwindigkeit entscheidend erhoht.™

3.3.8. Karplus-Beziehungen

Wie in Kapitel 3.2 bereits erwéhnt, konnen die Kernspins skalar miteinander gekoppelt sein,
wobei den vicinalen *J-Kopplungen besondere Bedeutung fiir die Konformationsaufklirung
zukommt. Denn die Stirke der Kopplung hingt neben der betrachteten Kernsorte und der
elektronischen Umgebung wesentlich von ihrer Orientierung ab, die bei *J-Kopplungen vor
allem durch den Diederwinkel definiert ist. Bereits in den sechziger Jahren wurde ein ma-

thematischer Zusammenhang zwischen vicinale *J-Kopplungen und Torsionswinkel ent-
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deckt™ (siche Gleichung 3-12), die als Karplus-Bezichung bezeichnet wird. Da es sich um
eine Cosinusfunktion handelt, 1dsst sich aus der GroBe der Kopplungskonstante jedoch nicht
eindeutig ein Torsionswinkel bestimmen. Werden jedoch durch Rechenmodelle, seien sie
quantenmechanischer oder molekiilmechanischer Natur, Torsionswinkel erhalten, so kdnnen
mit Hilfe von Karplus-Beziehungen 3JH,H-76’86, 3JC,H-87’88, 3JF,H-89, 3JP,H-90’91 und 3JC,P-90

Kopplungskonstanten eindeutig berechnet werden.

3.3.9. NOE-Aufbaukurven

Neben Kopplungskonstanten sind NOE-Verstarkungen der zweite wichtige Parameter, der
aus NMR-Experimenten zur Konformationsanalyse verwendet wird. Wie in Kapitel 3.2.2
erwéhnt, lassen sich auf Grund der Spindiffusion aus NOE-Verstirkungen keine direkten
Kernabstinde bestimmen. Bei bekannten Kernabstinden konnen jedoch NOE-Signale nach
dem Relaxationsmatixverfahren’® berechnet werden. Hierbei wird eine Matrix A berechnet,
die alle Informationen eines NOESY-Spektrums beinhaltet. Sie wird in Abhdngigkeit einer

Kreuzrelaxationsmatrix R ausgedriickt:

dA

— R[A -1] Gleichung 3-17

Diese Gleichung wird formal gelost durch:
A =exp[-Rr7,, ] Gleichung 3-18

Dabei ist die Potenzreihe nach der Taylorschen Formel:

exp[-Rt,,]=1-Rt, + %Rzrm2 — %R%nf.,. Gleichung 3-19
mit
i Pir O G in ]
G, P, . . C,,
R=| . ) . ) ) Gleichung 3-20
_G nl GnZ . . pn n
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Anhand der Gleichung 3-19 wird klar, dass sich der NOE bei kurzen Mischzeiten, also klei-

nem T,,, auf die ersten beiden Terme der rechten Seite beschrankt und somit linear aufbaut.

Die Ubergangswahrscheinlichkeiten, die zur Berechnung der Diagonal- und Nicht-Diagonal-
elemente der Relaxationsmatrix R verwendet werden, sind unter anderem von der Korrelati-
onszeit t. abhingig. Obwohl MD-Simulationen prinzipiell Aussagen tliber die Korrelationszeit
treffen konnen, werden sie hdufig entweder durch empirische Relaxationsmessungen bestimmt
oder wie in dieser Arbeit durch Eichung an festen Protonendistanzen vorgenommen. Dabei
wird mit Ausnahme von frei rotierbaren Methylgruppen eine isotrope Molekiilbewegung vor-
ausgesetzt und eine einheitliche Korrelationszeit angenommen — eine prinzipiell unnétige Ein-

schrinkung, die bei sehr flexiblen Molekiilen zu falschen Ergebnissen fithren kann.”

3.4. Konformationsbeschreibung cyclischer Systeme

Torsionswinkel innerhalb cyclischer Systeme variieren naturgemill nicht unabhéingig von-
einander. Vielmehr bewirkt die Anderung eines Torsionswinkels Abweichungen anderer
Torsionswinkel. Folglich ist die Anzahl der Freiheitsgrade cyclischer Systeme um drei redu-
ziert ist. Ein Konzept von Altona und Sundaralingam® wurde spéter von Cremer und Pople
allgemeingiiltig fiir cyclische Systeme beliebiger GroBe formuliert”™, wodurch der Konfor-
mationsraum beispielsweise von Fiinfringen mit Hilfe zweier Pseudorotationsparameter ¢
und q beschrieben wird. In einem Fiinfring konnen drei oder vier Atome in einer Ebene lie-
gen und entsprechend zwei oder ein Atom aus der Ebene herausragen. q beschreibt die Star-
ke der Auslenkung. Bei Riboseringen von Nucleosiden ist q relativ konstant (Kapitel 5),
wihrend ¢ stark variiert. Mit Hilfe von ¢ werden die Atome des Rings definiert, die aus der
Ebene ausgelenkt sind. Ribosen von Nucleosiden befinden sich hdufig in einer C3'-endo-
CE, ¢ = 288° oder ¢ = -72°) oder C2-endo-Konformation (’E, ¢ = 72°). Hierbei ist das
Kohlenstoffatom C3' bzw. C2' oberhalb der Ebene lokalisiert, die von den restlichen vier
Atomen aufgespannt wird (sieche auch Abbildung 5-3). Da Fiinfringe in Lésungen recht fle-
xibel und der Konformationsraum somit grof} ist, werden sie auch in nérdliche, siidliche,

westliche und Ostliche Konformationen unterteilt.
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Abbildung 3-4: Beschreibung der Konformation von Fiinfringen mit Hilfe des Cremer-
Pople-Parameters ¢.

Zur Beschreibung der Geometrie von Sechsringen wird ein zusétzlicher Pseudorotationspa-
rameter eingefiihrt, so dass die Konformation durch ¢, 6 und Q beschrieben wird. ¢ und 6
definieren die Richtung eines Vektors mit der GroBe Q. Damit wird exakt eine Position in-
nerhalb eines Globus beschrieben, auf dem verschiedene Konformationen angeordnet sind. 0
nimmt Werte zwischen 0° [ 6 [ 180° an, definiert den Breitengrad und die Art der Konfor-
mation. ¢ liegt in einem Bereich von 0° [ ¢ [ 360°, bestimmt den Langengrad und die Atome,
die aus der Ebene ausgelenkt sind. An den Polen bei 6 = 0° oder 6 = 180° nimmt der Sechs-
ring eine Sesselkonformation ein, am Aquator (6 = 90°) liegen Boot- (¢p = 0°, 60°, 120°, ...)
oder Twistbootkonformationen vor (¢ = 30°, 90°, 150°, ...). Bei 6 = 66.5° und 6 = 113.5°
besitzt der Sechsring eine Halbsessel- (¢ = 0°, 60°, 120°, ...) oder Halbbootkonformation (¢
=30°,90°, 150°, ...).

29



4. Entwicklung neuer Kraftfeldparameter

4. Entwicklung neuer Kraftfeldparameter fiir das Pyrophosphat

4.1. Berechnungen mit existierenden AMBER-Kraftfeldern

Fiir die nachfolgenden Untersuchungen der dreidimensionalen Struktur pyrophosphathaltiger
Verbindungen wurde zunichst das Dianion Diphosphorsiduredimethylester (DMDP) als ein-
fache Modellsubstanz eingehender untersucht. Ahnlichkeiten mit den Zuckernucleotiden
besitzt DMDP dahingehend, dass zwei Saurefunktionen verestert sind, und das Molekiil zwei
negative Ladungen tragt.
8
(—Aﬁ

01"||€Pj” 05,

Abbildung 4-1: Schematische Abbildung von Dimethyldiphosphat (DMDP) mit Benennung
wichtiger Diederwinkel.

Energiehyperflachenberechnungen von DMDP entlang beider Opp-P-Bindungen mit dem
gingigen AMBER91-°, AMBER94-%” und dem erweiterten AMBER91Cannon-Kraftfeld”
ausgehend von einer Startstruktur analog zur Kristallstruktur von UDP-Glc*® (CEKLUZ,
Tabelle 4-1) weisen vergleichsweise viele lokale Energieminima jeweils bei gestaffelten
Konformationen der Phosphatgruppen zum Briickensauerstoff Opp auf (Abbildung 4-2). Die
Phosphatgruppen nehmen dabei zueinander verdeckte Konformationen ein. Die Differenzen
zwischen den relativen Energien der lokalen Minima und des globalen Minimums sind klein,
so dass alle in Losung vorliegen miissten. Auch MD-Simulationen mit AMBER91%°, AM-
BER94%, die hier nicht genauer dargestellt werden, zeigen eine hohe Flexibilitit des Mole-

kdls.
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AMBER91

T =
) ~o°\ 500",

AMBER91Cannon

AMBER94

T SN ST oL
60 120 180 -120 -60 O 0 60 120 180 -120 60 O
g LIl Lol

Abbildung 4-2: Energichyperflichenberechnungen fiir Dimethyldiphosphat (DMDP) mit
AMBER91® (links), AMBER95®” (Mitte) und AMBER91Cannon’ (rechts). Nur Energie-
differenzen kleiner gleich 5 kcal/mol wurden dargestellt.

4.2. Kristallstrukturen

Kristallstrukturen unterschiedlicher Derivate einer interessierenden Verbindung geben Hin-
weise auf ihr konformatives Verhalten und ihre Flexibilitit in Losung.'® Es existieren einige
Kristallstrukturen pyrophosphathaltiger Substanzen (Tabelle 4-1).”° Sie zeigen keine ausge-
pragte Vorzugsorientierung der Torsionswinkel pund v (Abbildung 4-3). Die beiden Phos-
phatgruppen nehmen aber, mit Ausnahme von DAYWEF (Tabelle 4-1), in etwa die gestaf-
felte Konformationen in der +sc-, -sc- und ap-Orientierung ein, so dass beide Torsionswin-
kel zu einem Diederwinkel zusammen gefasst wurden, der die Orientierung beider Phos-
phatgruppen zueinander beschreibt. Dieser Diederwinkel wird durch zwei Ebenen definiert,
die durch die Atome O5', P, und Opp bzw. Opp, Pg und O1" aufgespannt werden. Er wird im
weiteren Verlauf dieser Arbeit als &' bezeichnet (Abbildung 4-1). In den Kristallstrukturen
werden vorwiegend Werte fiir &' von etwa -60° bis -80°, 60° bis 80° und 180° gefunden
(Tabelle 4-1, Abbildung 4-3).

Die Kiristallstrukturdaten (Tabelle 4-1) zeigen einen stark aufgeweiteten Bindungswinkel am
Briickensauerstoff Opp, der wesentlich héher als der tetraedrische Winkel eines sp’-
hybridisierten Atoms ist. Dies weist auf einen hoheren p-Charakter der Sauerstoff-Phosphor-
Bindung oder auf eine starke repulsive Wechselwirkung beider Phosphatgruppen hin. Daher
wurde ein anderes konformatives Verhalten vermutet als die gestaffelten Orientierungen der
Phosphatgruppen mit dem Sauerstoffatom Opp, die unter Verwendung der AMBER-Kraft-
felder ermittelt wurden (Abbildung 4-2).
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Tabelle 4-1: Kristallstrukturdaten®® einiger Pyrophosphatderivate.

Name dror [°] 1 [°] v[°] 6'[°]

CDPCHM 130.88 -124.3 87.4 -38.0
CEKLUZ 132.59 93.5 -164.9 -74.6
CYPCHOO1 131.56 113.6 -168.5 -59.7
DAYWEF 129.25 34.8 -57.2 -18.9
MEOXPHO01 132.54 49.4 32.0 73.2

MEOXPH20 131.79 50.6 30.9 72.9

MHPHOL 127.52 -42.3 -433 -78.0
NACYTD 129.53 1203 -178.0 -63.6
NADLIH10 133.14 132.5 72.5 -163.9
NAPYPX10 134.27 68.9 109.0 170.6

180° 180°

Abbildung 4-3: Verteilung der Diederwinkel p, v und &' in den Kristallstrukturen einiger
yrophosphathaltiger Verbindungen.

Im Fall von geladenen Molekiilen sind Riickschliisse von Kristallstrukturen auf die Konfor-
mation in Losung sicherlich problematisch, da Kationen im Festkorper hdufig nahe den
Anionen lokalisiert sind und somit einen sterischen Einfluss ausiiben. In wissriger Losung
hingegen vermindert die Hydrathiille diesen Einfluss auf die Konformation. Aus chemischer
Sicht erscheinen die gestaffelten Konformationen der beiden Phosphatgruppen, wie sie in
den Kristallstrukturen gefunden werden, in jedem Falle sinnvoll. Da dieses jedoch im Wider-
spruch zu den bisherigen Kraftfeldparametern steht (Abbildung 4-2), sollen hier eingehende-

re Untersuchungen mit quantenmechanischen Methoden durchgefiihrt werden.
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4.3. Quantenmechanische Untersuchung von Dimethyldiphosphat (DMDP)

Da ab initio Methoden zu aufwindig fiir die Durchmusterung des gesamten Konformations-
raumes von DMDP sind, wurden zunédchst Energiehyperflichenberechnungen mit semiempi-
rischen Methoden unter Verwendung des PM3-Modells™ durchgefiihrt. Ausgehend von ei-
ner Startgeometrie analog zur Kristallstruktur von UDP-Glc (CEKLUZ, Tabelle 4-1) wurden
die Torsionswinkel p und v entlang der Opp-P-Bindungen beginnend bei 180° in einer
Schrittweite von 30° inkrementiert und die restliche Geometrie optimiert. Der Bindungswin-
kel ¢pop ndherte sich dabei auf etwa 180°. Aufgrund der Kristallstrukturen (Tabelle 4-1) und
Geometrieoptimierungen auf dem HF/6-31G*-Niveau (s. u.) kann jedoch von einem Bin-
dungswinkel zwischen 130° und 140° ausgegangen werden, so dass er in Analogie zu CE-
KLUZ in den nachfolgenden Rechnungen auf ¢pop = 132.59° festgelegt wurde. Mit dieser
Festlegung wurden zwei energetische Minima bei g = 150° und v = 150° bzw. u = -150° und

= -150° berechnet (Abbildung 4-4). Die nachoptimierten Geometrien besallen einen Die-
derwinkel 8' = 68.7° bzw. 8' = -68.7°. Die deutliche Symmetrie des Energiehyperfldchendia-
gramms entlang der Diagonalen spricht fiir eine starke Korrelation der beiden Torsionswin-

kel pund v.
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Abbildung 4-4: Energichyperfliche von Dimethyldiphosphat (DMDP) mit variierenden
Torsionswinkeln p und v unter Verwendung der semiempirischen PM3-Methode.
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4. Entwicklung neuer Kraftfeldparameter

MD-Simulationen sollten einen besseren Aufschluss iiber eine Korrelation von p und v ge-
ben, da die Torsionswinkel frei beweglich und flexibel eine bevorzugte Orientierung ein-
nehmen kénnen. Da die Anwendbarkeit der bisherigen AMBER-Kraftfeldparameter fiir das
Pyrophosphat zweifelhaft ist, wurde das Molekiil mit dem QM/MM-Ansatz behandelt. Hier-
bei wurde das zweifach negativ geladene Pyrophosphat einschlie8lich aller Sauerstoffatome
semiempirisch behandelt. Die freien Valenzen wurden abgeséttigt, um ungepaarte Elektro-
nen zu vermeiden. Diese Vereinfachung wird in anderen Ansdtzen inzwischen mit Hilfe von
lokalisierten Orbitalen vermieden’’, miissen im ROAR-Modul jedoch noch so vorgenommen
werden. Die Methylgruppen wurden iiber die Wasserstoffatome an die Sauerstoffatome ge-

bunden und molekiilmechanisch mit dem AMBER91-Kraftfeld berechnet.

Die QM/MM-MD-Simulation zeigte keine bevorzugte Orientierung der Torsionswinkel p
und v (Abbildung 4-5). Vielmehr kénnen beide Winkel jeden beliebigen Wert annehmen.
Allerdings sind beide Torsionswinkel stark miteinander korreliert, so dass das Konturdia-
gramm eine hohe Symmetrie entlang einer Diagonalen aufweist (Abbildung 4-5). Einer Ad-
dition beider Torsionswinkel innerhalb eines Populationsmaximums ergibt jeweils einen be-

stimmten Wert fiir den Diederwinkel d'.

QM/MM-MD-Simulationen sind sehr rechenintensiv, wodurch die Simulation auf eine Dau-
er von lediglich 2 ns beschrinkt war. Innerhalb dieses Zeitraums befand sich das Molekiil
noch nicht im Gleichgewicht, und dementsprechend wurden nicht alle Zustdnde generiert.

Dennoch ist die deutliche Korrelation der Torsionswinkel p und v zu erkennen.

QM/MM
e

I T T
W \
N\
N S o =

-90

> 180

90\

|‘///‘\i1 ://1‘.» Ly v by
0 90 180 -90 0
m

Abbildung 4-5: Konturdiagramm der inneren Torsionswinkel p und v von Dimethyldiphos-
phat (DMDP) ermittelt durch eine QM/MM-MD-Simulation.
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Der Vergleich der semiempirischen Rechnungen (Abbildung 4-4, Abbildung 4-5) mit den
Berechnungen der Energiehyperflichen unter Verwendung der AMBER-Kraftfelder
(Abbildung 4-2) belegt die Notwendigkeit einer Parametrisierung fiir pyrophosphathaltige
Verbindungen. Da keine neuen Atomtypen auftreten, konnen bestehende Parameter fiir van-
der-Waals-Radien, Gleichgewichtsabstinde etc. iibernommen werden. Die semiempirischen
Rechnungen zeigten, dass die Geometrie von DMDP vor allen Dingen durch die Orientie-
rung der beiden Phosphatgruppen zueinander bestimmt wird. Eine Parametrisierung wird im

Wesentlichen also fiir den Bindungswinkel ¢pop und den Diederwinkel &' benétigt.

In zwei semiempirischen Rechnungen wurde der Diederwinkel o' in zwei 180°-Rotationen
beginnend mit 0° und endend mit 180° in 10° Schritten in- bzw. dekrementiert und der Rest
des Molekiils geometricoptimiert. Es wurden zwei Energieminima in der +sc- und
-sc-Orientierung (&' ca. 70° und -70°) gefunden (Abbildung 4-6). Die sp- und ap-

Konformationen (&' = 0° bzw. §' = 180°) wurden als Ubergangszustinde berechnet.

PM3
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Abbildung 4-6: Energieprofil des Diederwinkels 8' von DMDP berechnet unter Verwen-
dung der PM3-Methode.

Wie bereits erwédhnt enthalten semiempirische Methoden viele Ndherungen und Vereinfa-
chungen. Die Energieminima und die Ubergangszustinde der semiempirischen Rechnung
wurden daher mit ab initio Methoden erneut berechnet. Hierbei wurden die beiden globalen
Minima der semiempirischen Rechnung (6 = 70° und &' = -70°) als Startstrukturen verwen-
det, auf HF/6-31G*-Niveau geometrieoptimiert, und die Energie der Endstruktur auf
MP2/6-31G*-Niveau berechnet. Es ergaben sich zwei strukturell sehr dhnliche Konforma-

tionen, bei denen die beiden Phosphatgruppen gauche-Orientierungen einnehmen. Der Die-
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4. Entwicklung neuer Kraftfeldparameter

derwinkel betrigt &' = +65.3°. Sie weisen die niedrigste Energie auf und stellen somit die
globalen Minima dar (Abbildung 4-7 a, b). Eine Optimierung auf MP2/6-31G*-Niveau, die
zu Testzwecken durchgefiihrt wurde, bedeutete keine Verbesserung, sondern fiihrte zu einer
vergleichbaren Struktur. Die Ubergangszustinde bei 8' = 0° und &' = 180° der semiempiri-
schen Rechnung wurden ebenfalls MP2/6-31G*//HF/6-31G* berechnet, &' allerdings nicht
optimiert. Die resultierenden Ubergangszustinde ergaben eine deutlich ungiinstigere sp-
Konformation (&' = 0°) mit AE = 7.239 kcal/mol als die ap-Konformation (&' = 180°) mit
AE = 1.637 kcal/mol (Abbildung 4-7 c, d). Dass die ap-Konformation tatsdchlich auch mit
ab initio Methoden einen Ubergang darstellt, wurde durch Geometrieoptimierungen dieser
Konformation (6' = 180°) auf HF/6-31G*- und MP2/6-31G++-Niveau festgestellt. Unter
Verwendung des kleinen Basissatzes wurde die Startgeometrie nicht wesentlich veréndert.
Die MP2/6-31++-Rechnung hingegen optimierte den Diederwinkel &' = 92° (Abbildung 4-7
e), so dass sich eine Ahnlichkeit mit einem Minimum (8' = +65.3°) aufwies. Dies wurde als
Beweis eines Ubergangszustands bei &' = 180° gewertet. Da die unterschiedliche Startgeo-
metrie der MP2-Optimierung (Abbildung 4-7 a, b) eine anderer Orientierung der Torsions-
winkel p und v verursachte, war auch die Lage der beiden Phosphatgruppen stirker aus der
gauche-Konformation ausgelenkt. Insgesamt wurde jedoch davon ausgegangen, dass nur
jeweils ein einziges allerdings recht breites Minimum in der jeweiligen gauche-

Konformation vorliegt.

36



4. Entwicklung neuer Kraftfeldparameter

a) 8' = -65.3° b) 8' = 65.3° ¢) &' =-0.0°
=-126.6° 1L =-59.2° L=-178.3°
v =59.2° v =126.6° v=178.3°
AE(MP2) = 0.000 kcal/mol AE(MP2) = 0.001 kcal/mol ~ AE(MP2) = 7.239 keal/mol

d) &' = 180° e) §'=-92.0°
n=-126.4° n=-52.1°
v =-58.7° v=-42.9°

AE(MP2) = 1.637 kcal/mol

Abbildung 4-7: Auf HF/6-31G*- (a-d) und MP2/6-31+G*-Niveau (e) optimierte Geometri-
en von Dimethyldiphosphat (DMDP) und ihre MP2/6-31G*-Energien.

Aus den ab initio berechneten Konformationen und den MP2/6-31G*-Energien ergab sich

ein Energieprofil fiir DMDP in Abhéngigkeit von &', welches durch Cosinusterme angeni-

herte wurde (Abbildung 4-8).
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Abbildung 4-8: Energieverteilung des Diederwinkels ¢' in DMDP berechnet nach dem mo-

difizierten AMBER91-Kraftfeld (:----- ) und der durch Cosinusterme angenéherten ab initio
Rechnung (—).

DMDP stellt eine hypervalente, geladene Verbindung mit Elementen der dritten Periode dar.
Zur Berechnung derartiger Verbindungen ist prinzipiell die Verwendung diffuser Funktionen
unerldsslich. Auf Grund mangelnder Rechnerkapazititen musste auf die Verwendung grof3e-
rer Basissidtze im Wesentlichen verzichtet werden. Allerdings zeigten Berechnungen ver-
schiedener diphosphathaltiger Verbindungen, dass die Ergebnisse relativ unabhéngig von der
GroBe des Basissatzes sind, und der 6-31G*-Basissatz vergleichsweise gute Resultate lie-

fert 132

4.4. Quantenmechanische Untersuchung von Diphosphorsiurediisopro-
pylester (DPP)
Mit dem Ziel Kraftfeldparameter fiir das Pyrophosphat zu entwickeln, muss dem Ansatz der
Separation, dem ein Kraftfeld unterliegt (Kapitel 3.3.5), Rechnung getragen werden. Hierfiir
war es notwendig, sterische Einfliisse, die von den Substituenten stammen, vom konformati-
ven Verhalten des Pyrophosphats zu trennen. Deshalb wurde der Einfluss eines weiteren
Substituenten auf die Konformation des Pyrophosphats und die Lagen der Minima und
Ubergangszustiinde untersucht. Da hierfiir ein Substituent benétigt wurde, der mdglichst we-
nig nichtbindende Wechselwirkungen mit dem Pyrophosphat eingeht, wurde ein Pyrophos-
phatderivat, dessen Sdurefunktionen mit zwei Isopropanolgruppen verestert ist, als Modell-

substanz quantenmechanisch berechnet.
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Diphosphorsdurediisopropylester (DPP) wurde semiempirisch mit der PM3-Methode be-
rechnet. Der Diederwinkel &' wurde beginnend mit 180° in 10° Schritten inkrementiert und
der Rest des Molekiils geometrieoptimiert. Es ergaben sich zwei Energieminima bei etwa
8' = 50° und &' = -50° und zwei Ubergangszustinde, die eine ap- und sp-Konformation re-
prisentieren, wobei Letztere energetisch deutlich beglinstigt ist. Dies ist erstaunlich, da ge-
wohnlicher Weise groe unpolare Gruppen eine ap-Orientierung bevorzugen. Bei genauerer
Betrachtung der dreidimensionalen Struktur des sp-Ubergangszustands, wurde ein kurzer
Abstand (1.735 A) eines tertidiren Protons der einen Isopropyl- zu einem priméren Proton der
anderen Isopropylgruppe ersichtlich, der auf kovalente Bindungsanteile hindeutete. Dieser
offensichtliche Fehler der semiempirischen Rechnung erforderte eine Neuberechnung mit ab

initio Methoden.

Hierfiir wurden aus der semiempirischen Rechnung die Minima und die Ubergangszustinde
wie bei DMDP auf HF/6-31G*-Niveau geometrieoptimiert und abschlieend die Energien
mit der MP2-Methode berechnet.

Tabelle 4-2: HF/6-31G*-Geometrien und MP2/6-31G*-Energien von DPP.

+sc -SC Sp ap
o' 77.4° -77.4° 0.0° 180.0°
u 55.7° -135.1° 175.9° -54.2°
% -135.1° 55.7° -175.9° -130.5°
AE(MP2) [kcal/mol] 0.000 0.000 7.432 2.001

Wie bei DMDP wurden auch bei DPP die sc- und die -sc-Orientierungen der Phosphatgrup-
pen mit der ab initio Methode als die energetisch giinstigsten Konformationen berechnet
(Tabelle 4-2). Erwartungsgemal ist der Diederwinkel &' im Vergleich zu DMDP auf Grund
der sterisch anspruchsvolleren Substituenten etwas stirker aus der ideal gestaffelten Orien-
tierung ausgelenkt. Die Energieminima des Diederwinkels o' ligen ohne Substituenten also
in einer annihernd optimalen gauche-Konformation. Der ap-Ubergangszustand ist wie bei
DMDP energetisch deutlich bevorzugt. Wéhrend in der semiempirischen Rechnung kova-
lente Bindungsanteile zwischen den Protonen der beiden Isopropylgruppe auftraten, sind die
Absténde dieser Protonen in der ab initio Rechnung erwartungsgemal deutlich grofer als der

doppelte van-der-Waals-Radius und weisen somit keine kovalente Bindungsanteile auf.
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Auch mit zwei Isopropylsubstituenten wurden also zwei gauche-Konformationen als ener-
getische Minima berechnet. Die Lage dieser Minima ist erwartungsgemdl3 verschoben. Die

Ubergangszustinde bleiben im Wesentlichen unveréindert.

4.5. Neue AMBER-Parameter fiir pyrophosphathaltige Verbindungen

Im AMBERO91-Kraftfeld wird die potenzielle Energie der Torsionswinkel prinzipiell mit
zwel Termen ausgedriickt. Im Fall von pyrophosphathaltigen Verbindungen erwies es sich
aber als zweckdienlich, drei Terme zu definieren, die der allgemeinen Kraftfeldgleichung
unterliegen (Gleichung 3-10). Die Parameter &, n und ¢ wurden so angepasst, dass sie eine
Energickurve ergaben, die der ab initio Rechnung entsprach (Abbildung 4-8). Die Parameter
wurden in AMBERO91 implementiert (Tabelle 4-3), um mit diesem erweiterten Kraftfeld die

Konformation und Flexibilitdt modifizierter Zuckernucleotide zu ermitteln.

Tabelle 4-3: Neue Parameter fiir das AMBER91-Kraftfeld (vgl. Gleichung 3-10).

Kraftfeld-Term ki nj d; k> n; 0> k3 n3 O3
Bindungswinkel
P-OS-P 100.0 - 132.59
Torsionswinkel
P-OS-P-OS 0.3 6 90 0 0 0 0 0 0
P-OS-P-OH 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P-OS-P-02 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Diederwinkel
OS-P-P-OS 0.9 3 0 22 2 0 0.7 1 0

4.6. Test der neuen Parameter

Zur Uberpriifung der neu entwickelten Parameter wurden zunichst einfache Geometrieopti-
mierungen von DMDP mit dem modifiziertem AMBER91-Kraftfeld im Vakuum durchge-
fithrt: Ausgehend von unterschiedlichen Startkonformationen wurde jeweils die sc-, und die
-sc-Konformation beziiglich der beiden Phosphatgruppen generiert. Startkonformationen
nahe des ap-Ubergangszustands verblieben jedoch in dieser Konformation. Die hier verwen-
deten Minimierungsalgorithmen waren auf Grund der niedrigen Energiedifferenz zwischen
diesem Ubergangszustand und dem Minimum offensichtlich nicht in der Lage das globale

Minimum zu finden.
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In einem zweiten Schritt wurde der Diederwinkel &' in 10° Schritten variiert und der Rest des
Molekiils geometrieoptimiert. Das Energieprofil dhnelt in zufriedenstellendem MaBle der

geglitteten Energiekurve der ab initio Rechnung (Abbildung 4-8).

Berechnungen der Energichyperfliche von DMDP mit dem neu parametrisierten AM-
BER91-Kraftfeld zeigten im Einklang mit den Ergebnissen der semiempirischen Rechnun-
gen keine eindeutige Bevorzugung einer Orientierung der Torsionswinkel p und v. Die
Symmetrie entlang der Diagonalen verdeutlicht die starke Korrelation der Torsionswinkel,
so dass sich stets ein Diederwinkel &' von etwa -65° bzw. 65° ergibt. Geometrieoptimierun-
gen der berechneten Minima ergaben +sc- und -sc-Konformationen der Phosphatgruppen

und dhneln den Strukturen der quantenmechanischen Rechnung.

modifiziertes AMBER 91
O ! . DR IR T TR
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Abbildung 4-9: Energiehyperfldchen von Dimethyldiphosphat (DMDP) der Torsionswinkel
p und v unter Verwendung des neu parametrisierten AMBER91-Kraftfelds.

In einer anschlieBenden MD-Simulation mit dem neu parametrisierten AMBER91-Kraftfeld
lieB sich die Korrelation der Torsionswinkel ebenfalls gut erkennen (Abbildung 4-10 a). Zu-
dem treten zwei weitere Nebenmaxima bei p = 45° und v = 45° bzw. p = -45° und v = -45°
auf, die in der semiempirischen Gitternetzsuche nicht vorhanden waren. Die Torsionswinkel
uund v nehmen viele verschiedene Orientierungen ein (Abbildung 4-10 b, ¢). Der Dieder-
winkel &' hingegen hat zwei deutliche Populationsmaxima bei etwa &' = 70° und &' = -70°
(Abbildung 4-10 d). Die Torsionswinkel p und v sind sehr flexibel, &' ist in seiner Flexibili-
tat deutlich reduziert (Abbildung 4-10 e, f, g).
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Entwicklung neuer Kraftfeldparameter

Die Ubereinstimmungen zwischen den Ergebnissen des neu parametrisierten AMBEROI-

Kraftfelds mit den Resultaten der quantenmechanischen Berechnungen verdeutlichte, dass

das modifizierte AMBER91-Kraftfeld gut Energien und die Geometrien von DMDP reflek-

tiert und damit fiir die Berechnung pyrophosphathaltiger Verbindungen geeignet ist.
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Abbildung 4-10: MD-Simulation von DMDP iiber einen Zeitraum von 10 ns mit dem neu
parametrisierten AMBERO91-Kraftfeld. a) Konturdiagramm der Populationen der Torsionswin-
kel p und v. b)-d) Populationsdiagramme und e)-g) Trajektorien der Diederwinkel p, v und &'.
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4. Entwicklung neuer Kraftfeldparameter

4.7. Ladungen

Zur Berechnung der hier untersuchten Nucleoside und Zuckernucleotide unter Verwendung
molekiilmechanischer Methoden wurden Atompartialladungen bendtigt. Hierfiir wurden
samtliche Molekiilfragmente (Nucleoside, Pyrophosphat, Pyranosen) ab initio geometrieop-
timiert. Aus diesen Rechnungen wurde die Elektronendichteverteilung des Molekiils erhalten
und in ein Raster aus vielen Punktladungen iibertragen. Diese ESP-Ladungen wurden nach
dem RESP-Modell systematisch erniedrigt, da der 6-31G*-Basissatz die Polaritit der Atome

tiberbewertet, und den Atomen als Partialladungen zugewiesen (Kapitel 9).

Streng genommen ist die Verwendung des RESP-Ladungsmodells lediglich fiir das AM-
BER94-Kraftfeld giiltig. Um die Berechnungen jedoch zu vereinfachen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit versucht, das Ladungsmodell auch auf AMBER91 zu iibertragen. AMBER
bietet die Mdglichkeit, Skalierfaktoren fiir die nichtbindenden Wechselwirkungen zu ver-
wenden. Eine Ubertragung des RESP-Ladungsmodells auf AMBER91 beinhaltet also ledig-
lich die Suche nach dem richtigen Skalierfaktor (EELsin Gleichung 3-10) fiir die elektrosta-

tischen Wechselwirkungen und einer korrekten Dielektrizititskonstante (vgl. Kapitel 3.3.5).

Fiir die Suche dieser beiden Parameter wurde die potenzielle Energie fiir das bekannte und
hiufig berechnete 2dU bei variierender Orientierung der exocyclischen Gruppe (Torsions-
winkel y, vgl. Kapitel 5) ermittelt, da nichtbindende Wechselwirkungen diesen Freiheitsgrad
stark beeinflussen. Aus NMR-Daten ist bekannt, dass die gg-Konformation mit ca. 50% am
stirksten und die tg-Konformation mit 20% am geringsten populiert ist."** Nach Gleichung
3-14 ergibt sich daraus eine Differenz in der freien Enthalpie von AG(gt-gg) = 1.27 kJ/mol
und AG(tg-gg) = 2.29 kJ/mol. Die Konformation des Riboserings wurde konstant in der C2'-
endo-Konformation und die Orientierung der Base in anti-Stellung gehalten. Aus
PCILO-Rechnungen wurde eine Priaferenz von gg-Konformation gegeniiber der tg-Orien-

tierung von ca. 4-8 kJ/mol berechnet.”®
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4. Entwicklung neuer Kraftfeldparameter

Tabelle 4-4: Potenzielle Energien (Ep,) der exocyclischen Gruppe bei verschiedenen Ska-
lierfaktoren fiir die nichtbindenden elektrostatischen Wechselwirkungen und variierenden
Dielektrizititskonstanten.

Dielektrizititskonstante Skalierfaktor Epoi(gg) Epot(gt) Epot(tg)
& [C*/Im] [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]
4.0 (konstant) 2.0 31.43 34.30 30.39
80.0 (konstant) 2.0 53.20 53.35 56.87
4.0 (konstant) 1.2 28.32 31.25 28.11
8.0 (distanzabhingig) 1.2 39.55 40.74 43.60

Die Berechnung der gestaffelten Konformationen der exocyclischen Gruppe mit dem AM-
BER91-Kraftfeld unter Verwendung einer Dielektrizititskonstanten von € = 8.0 C*/Jm (di-
stanzabhéngig) und einem Skalierfaktor von EELg =1.2 wurden Energien berechnet, die das
Populationsgleichgewicht der NMR-Daten am besten reflektieren. Diese Werte wurden fiir

die weiteren Berechnungen mit AMBERO91 verwendet.

44



5. Konformation modifizierter Nucleoside

5. Konformation modifizierter Nucleoside

Viele Aspekte des konformativen Verhaltens von Nucleosiden im Festkorper und in Lésung
sind bekannt.”® Thr flexibles Verhalten erschwerte jedoch hiufig eine Interpretation empi-
risch ermittelter Daten. Durch die Verwendung neuer Rechenmodelle wurde die Interpretati-
on jedoch vereinfacht. Basierend auf Bekanntem wurde die Konformation der Nucleoside
3'-Desoxyuridin (3dU), 2',3'-Didesoxyuridin (ddU) und 2'-Desoxy-2'-fluorouridin (2fU) er-
neut untersucht und um die Orientierung der Base und um die Korrelation der Freiheitsgrade
erweitert, um so detaillierte Einblicke in die Kréifteverhdltnisse in Nucleoside zu erlangen.
Wesentliche Aspekte bisheriger Forschung iiber die Konformation von Nucleosiden sollen

zunichst kurz zusammengefasst werden.

U .R'= OH, R?= OH 56dihydroU

2dU :R'=OH,R%=H

3du :R'=H,R?=0OH

ddUu :R'=H R*=H

2fU :R'=OH,R®=F

3fu :R'=F R*=OH

dfu :R'=F R2=F
Abbildung 5-1: Schematische Darstellung von Uridin (U), 2'-Desoxyuridin (2dU),
3'-Desoxyuridin  (3dU), 2'.3'-Didesoxyuridin (ddU), 2'-Desoxy-2'-fluorouridin (2fU),
3'-Desoxy-3'fluorouridin (3fU), 2',3'-Didesoxy-2',3'-difluorouridin (dfU) und 5,6-Dihydro-
uridin (56dihydroU).
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5. Konformation modifizierter Nucleoside

&
H5 C4 H3
\C|5|/ \N|3/
C6 C2
_O5' AN
H 05\05. H6 N1 \02
Y : X
04
C4- 3R HOS~CH
V4 \ ¢« \
H4' (%3'—C|2' H1'
H3'S H2'R

y :C3-C4'-C5-0%
x . C2-N1-C1'-04'
¢,q : Cremer-Pople Parameter

Abbildung 5-2: Bezeichnung von Atomen und der konformativen Freiheitsgrade y, ¢ und y
am Beispiel des Nucleosids ddU.

In Nucleosiden ist die Pyrimidinbase inklusive des extracyclischen Kohlenstoffatoms C1'
planar. Thre Konformation dndert sich nur relativ zur Ribose durch Drehung um den Tor-
sionswinkel . Die Torsionswinkel des Furanosylrings variieren nicht unabhingig voneinan-
der, sondern dndern sich stets alle gleichzeitig. In einem Konzept von Cremer et al.”® werden
sie zusammengetasst und in einem Fiinfring durch zwei Parameter ¢ und q beschrieben (sie-
he Kapitel 3.3.8). Weil q eine intrinsische Eigenschaft ist, die nur vom Ring an sich und

nicht von den Substituenten abhingt'”’

und keine groe Varianz aufweist (q = 0.377 + 0.029
A),' kann die Konformation des Furanoserings allein durch ¢ ausgedriickt werden (siche
Kapitel 3.3.8). Die Stellung der exocyclischen Gruppe wird durch den Torsionswinkel y
entlang der C4'-C5' Bindung beschrieben. Die Konformationsanalyse von Nucleosiden redu-

ziert sich auf die Beschreibung der drei Freiheitsgrade y, ¢ und y.

Die Orientierung der Base in Pyrimidinnucleosiden

Die Base in Pyrimidinen besitzt in wissriger Losung im Wesentlichen zwei Orientierungen.
In der syn-Konformation liegt das Sauerstoffatom O2 der Base iiber dem Ribosering, wohin-
gegen in der anti-Orientierung das Wasserstoffatom H6 iiber der Ribose lokalisiert ist.
NMR-Experimente zeigten, dass die anti-Konformation in Losung deutlich stirker populiert
ist. In 2dU liegt die anti-Konformation zu etwa 64% (y = -160°) und die syn-Orientierung zu
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5. Konformation modifizierter Nucleoside

etwa 36% (3, = 45°) vor.'” In 3dU und ddU ist die Population der anti-Orientierung hnlich
groB wie in 2dU.'* Im Festkorper dndert sich diese Dominanz der anti-Orientierung nicht,
so dass die meisten Pyrimidinnucleoside, wie z.B. 2dU'®, eine anti-Orientierung aufwei-
sen.”® Berechnungen bestitigten die Experimente und ergaben, dass die syn-Konformation in
2dU mit ca. 8 kJ/mol benachteiligt ist.'™* Die high-anti-Konformation (y = -60°) spielt nur
eine geringe Rolle und ist in Lésung kaum populiert.”® Die deutliche Bevorzugung der anti-
Orientierung beruht schlicht auf einem sterischen Konflikt zwischen den Sauerstoffatomen

02 der Base und O4' der Ribose.*

Da in der Siid-Konformation der Ribose (¢ = 72°, C2'-endo) die Base eine pseudodquatoriale
Position einnimmt und somit mehr Platz fiir die Base zur Verfiigung steht, zeigen Kristall-
strukturen von Pyrimidinnucleosiden, die in der sterisch anspruchsvollen syn-Orientierung

105 . .
In der anti-Orien-

vorliegen, verstirkt diese Siid-Konformation (Abbildung 5-3 rechts).
tierung hingegen ist die AbstoBung der Sauerstoffatome O2 und O4' deutlich geringer, so
dass auch eine Nord-Konformation (¢ = -72°, C3'-endo) mit pseudoaxialer Position der Base
moglich ist (Abbildung 5-3 links).*® Die Konformation der Ribose beeinflusst also das syn-
anti-Gleichgewicht der Base. Auch die exakten Werte fiir den glycosidischen Winkel y sind
von der Konformation der Ribose abhdngig. Wihrend in der Nord-Konformation der Ribose
der Torsionswinkel y in der anti-Orientierung zwischen -180° und -138° variiert, werden in
der Siid-Konformation Werte fiir ¥ von -144° bis -115° beobachtet. Denn in der Nord-
Konformation stof3en sich die Wasserstoffatome H6 der Base und H3' der Ribose ab, so dass
der Torsionswinkel y aufgeweitet ist. In der Siid-Konformation hingegen nimmt die Base
eine pseudodquatoriale Position ein, und die abstolende Wechselwirkung der betreffenden
Wasserstoffatome erniedrigt sich, so dass sich die Sauerstoffatome O2 und O4' in Richtung

einer -ac-Konformation orientieren.>®

Der Ubergang zwischen syn- und anti-Konformationen vollzieht sich iiber den high-anti-
Pfad.”® Ein Ubergang bei einem Torsionswinkel x = 90° wird vermieden, da es in dieser
Konformation zu einem sterischen Konflikt zwischen dem Sauerstoffatom O2 und den Was-
serstoffatomen H2' und H3' kommt. Die Konformationswechsel ereignen sich im Nanose-
kundenbereich'® und sind somit schnell relativ zur NMR-Zeitskala. In NMR-Experimenten

werden somit nur gemittelte Strukturen aufgeldst.
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5. Konformation modifizierter Nucleoside

In Nucleosiden werden zwei Wasserstoffbriickenbindungen gefunden. In der syn-
Orientierung der Base ist eine O5'-H02-Wechselwirkung mdglich.*® Deuteriumausge-
tauschte NMR-Experimente und quantenmechanische Berechnungen identifizierten eine
zweite, ungewohnlichere Wasserstoffbriickenbindung C6-H05"'"" die die anti-Kon-

formation stabilisiert.

Abbildung 5-3: Abstoende Wechselwirkungen im Nucleosid zwischen der Base in der an-
ti-Orientierung und der Ribose in der C3'-endo-Konformation (links) und zwischen der Base
in der syn-Orientierung und der Ribose in der C2'-endo-Konformation (rechts).

Konformation des Furanoserings

Der Ribosering ist niemals planar. Ein MaB fiir die Stirke der Faltung ist der Pseudorota-
tionsparameter ¢, der bei Furanosen relativ konstant ist. Die Rotationsbarriere um die C-O-
Bindungen ist deutlich niedriger als um die C-C-Bindungen. Deshalb treten entlang der C-O-
Bindungen eher verdeckte Konformationen auf, wohingegen die Torsionswinkel, die eine
C-C-Bindung beinhalten, gestaffelt stehen.’® Das fiihrt dazu, das nicht alle Konformationen

des Pseudorotationscyclus (Kapitel 3.3.8) eingenommen werden.

Eine Analyse von 178 Rontgenstrukturen verschiedener B-D-Nucleoside zeigte, dass die Ri-
bose vorwiegend eine C2'-endo- (¢ = 72°, Siid) und eine C3'-endo-Konformation (¢ = -72,
Nord) einnimmt.'” Sie reprisentieren auch die bevorzugten Konformationen in Losung.'®
Eine Anderung zwischen der Nord- und der Siid-Konformation vollzieht sich {iber den O4'-
endo-Pfad (¢ = 0°, Ost) und auf Grund der AbstoBung zwischen der Base und der exocy-
clischen Gruppe niemals iiber den O4'-exo-Pfad (¢ = 180°, West).'*!1?

Die Konformation des Furanoserings wird neben dem Losungsmittel und dem pH-
Wert! 112113114 4y Wesentlichen durch den gauche-Effekt und den anomeren Effekt beein-

flusst.
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5. Konformation modifizierter Nucleoside

Der gauche-Effekt'" tritt prinzipiell bei R-X-Y-R' und X-C-C-Y Systemen auf (X und Y

sind elektronegative Substituenten) und beschreibt die Bevorzugung dieser Systeme zu gau-
che-Konformationen gegeniiber trans-Orientierungen. Er wird allgemein als Tendenz eines
Molekiils definiert, diejenige Struktur einzunehmen, die eine maximale Anzahl von gauche-
Wechselwirkungen zwischen benachbarten Elektronenpaaren und/oder polaren Bindungen
aufweist.''® Wihrend bei einigen Molekiilen, wie beispielsweise bei Glykol, der Ursprung

11 . . .
7 werden die Griinde bei

des gauche-Effekts auf Wasserstoftbriickenbindungen zuriickgeht,
anderen Molekiilen noch diskutiert. Wechselwirkungen der freien Elektronenpaare von X
und Y werden hierbei als Erkldrungsversuch angefiihrt''"® wie oto*—Orbitaliiberlappungen

zwischen dem besten Donor und dem besten Akzeptor.' "

Der anomere Effekt!?*!?!

wurde zundchst bei Pyranosen entdeckt und spéter allgemeingiiltig
bei Systemen von Kohlenstoffatomen mit zwei elektronegativen Substituenten (X-C-Y) be-
schrieben. In B-D-Nucleosiden beruht der anomere Effekt auf der Stabilisierung durch Hy-
perkonjugation eines nichtbindenden Elektronenpaares am Sauerstoff O4' (nps) mit dem an-
tibindenden Molekiilorbital der glycosidischen Bindung C1'-NI1 (c*cpni)'>> (Abbildung
5-4). Nur in pseudoaxialer Stellung der Base ist die Geometrie fiir eine Uberlappung der be-
treffenden Orbitale geeignet , so dass der energetische Zustand des Molekiils abgesenkt wird.
In dquatorialer Stellung ist keine Uberlappung moglich. Verkiirzung der Bindungslinge C1'-
04' gegeniiber C4'-O4' auf Grund der no4-rc*Cl~_N1-Uberlappung, wie sie beispielsweise in
der Kristallstruktur von 2dU gefunden wird,'” unterstiitzen diese Theorie. Dieses Erkli-
rungsmodell wurde auch durch thermodynamische Messungen des Nord-Siid-Gleich-

gewichts bestdtigt und fiir einige Nucleoside quantifiziert. 11,112

Insgesamt beeinflussen und dominieren vier gauche-Effekte die Orientierung der Torsions-
winkel 02'-C2'-C1'-04', 02'-C2'-C1'-N1, 02'-C2'-C3'-03' und 03'-C3'-C4'-O4' und somit
die Konformation des Riboserings in Nucleosiden. Der gauche-Effekt {ibt starken Einfluss
auf die Konformation der Ribose aus. Eine Anderung der gauche-Effekte, die z.B. durch
Modifikationen an den Kohlenstoffatomen C2' und C3' hervorgerufen werden kann, verén-
dern deshalb stark das Nord-Siid-Gleichgewicht. Der gauche-Effekt ist der Grund, weshalb
2dU eine Siid-Konformation® (O3' und O4' stehen gauche), 3dU hingegen eine Nord-

123

Konformation = (O2' und O4' stehen gauche) bevorzugt. Die Stirke des gauche-Effekts

hingt dabei von der Elektronegativitit der Substituenten ab. Dementsprechend steigen die
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5. Konformation modifizierter Nucleoside

Nord-Konformere von 2fU bis auf 87%.'** In Uridinderivaten existiert sogar eine lineare
Abhidngigkeit zwischen Elektronegativitdt der Substituenten an den Kohlenstoffatomen C2'

und C3' und der Ribosekonformation.'**

Der anomere Effekt ist in seiner Wirkung wesentlich geringer als der gauche-Eftekt. Er be-
wirkt die Tendenz eines Nucleosids, prinzipiell Nord-Konformationen zu bevorzugen. Kon-
formationsanalysen von Furanosen, die statt der Base lediglich eine Methoxygruppe aufwei-
sen'>, zeigten auch diese Priferenz der Furanose zur Nord-Konformation, in der der Substitu-
ent eine pseudoaxiale Position einnimmt. Ebenfalls zeigt ddU, das auf Grund fehlender Sub-
stituenten keinen den Ribosering beeinflussenden gauche-Effekt aufweist, eine Bevorzugung

der pseudoaxialen Stellung der Base.' 21?7

In Nucleosiden verursacht die sterisch anspruchs-
volle Base eine AbstoBung mit der Ribose, wodurch die Siid-Konformation, die durch eine
pseudodquatoriale Position der Base charakterisiert ist, energetisch begiinstigt ist.'**'*’ Diese
beiden Effekte, der anomere Effekt und die AbstoBung zwischen Base und Ribose, sind in ih-
rer Richtung entgegengesetzt. In ddU iiberwiegt der anomere Effekt etwas, so dass dieses
Nucleosid die Nord-Konformationen favorisiert. In natiirlichen Ribonucleinsduren hingegen
sind sie in ihrer Grofe ungefahr gleich, so dass sie ein etwa ausgeglichenes Verhiltnis an
Nord- und Siid-Konformationen aufweisen. Wird durch groBere Substituenten am Kohlen-
stoffatom C6 der Base das Gleichgewicht zu mehr syn-Orientierungen der Base verschoben

und somit die AbstoBung zwischen Base und Ribose erhoht, dann erhéht sich jedoch der An-

teil der Siid-Konformere.*

R /&O . OH' //%o
¥ e

Abbildung 5-4: Darstellung der Mdglichkeit zur Uberlappung des nichtbindenden Orbitals
von O4' (nos4) mit dem antibindenden Molekiilorbital der glycosidischen Bindung (c%*cj.n1)
in der pseudoaxialen Position der Base (links) entsprechend des anomeren Effekts.
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Die Orientierung der exocyclischen Gruppe

Die Orientierung der exocyclischen Gruppe in Nucleosiden zeigt im Festkorper eine Domi-
nanz der tg-Orientierung (y = -60°).*® In wissriger Losung sind alle drei gestaffelten Kon-
formationen méglich (Abbildung 5-5), tg-Rotamere sind jedoch weniger stabil. In 2dU do-
miniert klar die gg-Orientierung (y = 60°, 50% der Rotamere) gegeniiber gt (y = 180°, 30%)
und tg (y = -60°, 20%)"%°, ebenso wie in 3du (gg = 62%, gt = 38%) und ddU (gg = 54%, gt =
42%).'> MaBgeblich verantwortlich fiir die Bevorzugung beider gauche-Orientierungen ist
der gauche-Effekt. Wie bei der Konformation der Ribose bestimmt er die Vorzugsorientie-
rungen des Torsionswinkels. Allerdings ist diese deutliche Bevorzugung nur in Losung exi-

117a

stent. Im Festkorper und in der Gasphase ' ist er dagegen deutlich erniedrigt. Insofern

diirfte das Losungsmittel eine wesentliche Rolle fiir diesen Effekt spielen.

Wie bereits erwéhnt, kdnnen zwei Wasserstoftbriicken zwischen der exocyclischen Gruppe
und der Base ausgebildet werden, die die gg-Konformation stabilisieren. In der syn-
Orientierung der Base ist eine O5'-H ~O2-Wechselwirkung moglich, in anti-Konformation

kann eine C6-H O5'-Wasserstoftbriickenbindung ausgebildet werden.

o4' 04 o4'

H5'S 05’ o5 H5R  H5R H5'S
H4' c3' H4' c3' H4' c3'
H5'R H5'S os'
gg (+sc) gt (-sc) tg (ap)

Abbildung 5-5: Drei gestaffelte Konformationen der exocyclischen Gruppe.
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5.1. 3'-Desoxyuridin (3dU)
5.1.1. Ergebnisse einer MD-Simulation

Molekiilmechanische Berechnungen von modifizierten Nucleosiden mit dem nativen AM-
BER91-Kraftfeld zeigten groBere Fehler mit steigendem Derivatisierungsgrad.”® MD-
Simulation von 3dU wurden daher unter Verwendung zusitzlicher Randbedingungen durch-

gefiihrt, die aus NMR-Experimenten'> erhalten wurden.

Der Ribosefiinfring in Nucleosiden besitzt zwei energetisch giinstige Konformationen, die
etwa bei C2'-endo (¢ = 72°) und C3'-endo (¢ = -72°) liegen. Entsprechend dieser Minima
werden in der MD-Simulation von 3dU (Abbildung 5-6) die Nord- (¢ = -73.0°) und die Siid-
Konformation (¢ = 90.2°) als Populationsmaxima gefunden, wobei die nordliche stark domi-
niert (Abbildung 5-6 a, Tabelle 5-1). Laut Rechnung findet der Wechsel zwischen Nord- und
Siid-Konformationen stets iiber den &stlichen Pfad (¢ = 0°) statt, ein Ubergang iiber den

westlichen Pfad (¢ = 180°) wird vermieden.

Die exocyclische Gruppe wird laut MD-Simulation in einem Gleichgewicht von allen drei
gestaffelten Konformationen berechnet, wobei die gg- (y = 60°) und die gt- Orientierungen
(y = 180°) etwa gleich stark populiert sind (Abbildung 5-6 b, Tabelle 5-1). Im Vergleich zu

Kristallstrukturen von Nucleosiden sind kaum tg-Rotamere (y = -60°) vorhanden.

Laut Rechnung liegt die Base hauptsichlich in der anti-Orientierung (y = -160°, Abbildung
5-6 c, Tabelle 5-1) vor, wihrend die syn- (x = 45°) und die high-anti-Orientierung
(x = -60°) lediglich gering besetzte Nebenmaxima darstellen. Die Konformationswechsel der
Base ereignen sich ausschlieBlich iiber den high-anti-Pfad (y = 90°). Ein Ubergang, bei dem
das Sauerstoffatom O2 nahe dem Wasserstoffatom H2'S lokalisiert ist (y = 120°), wird ver-
mieden. Wihrend des Konformationswechsels der Base, nimmt die Ribose meist eine Nord-

Konformation ein (Nord : Sid =5 : 1).

In der MD-Simulation wird ein gegenseitiger Einfluss zwischen der Konformation der Base
und der Ribose berechnet: Die syn-Konformation der Base bewirkt eine Verschiebung des
Populationsmaximums in Richtung Osten (y = 45°, ¢ = 60°, Abbildung 5-6 g), wodurch die
Base stirker eine pseudoédquatoriale Position einnimmt. In der anti-Konformation verlagert

sich das Populationsmaximum der Ribosekonformation in Richtung Westen (y = -160°,
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¢ = 90°, Abbildung 5-6 g). Die exocyclische Gruppe und die Base vermindern ihre Distanz
und die Base wechselt in eine pseudoaxiale Position. Diese Tendenz setzt sich in der Aigh-
anti-Orientierung der Base fort. Hier nimmt die Ribose eine noch westlichere Konformation
ein, die durch eine ausgeprigte pseudoaxiale Position der Base gekennzeichnet ist (y = -60°,
¢ = 120°, Abbildung 5-6 g). Laut MD-Rechnung existiert also eine Korrelation zwischen der
westlichen Konformation der Ribose mit der high-anti- bzw. anti-Orientierung der Base, und
der ostliche Konformation mit der syn-Orientierung. Eine C2'-endo/syn- und C3'-endo/anti-
Korrelation, wie sie in Kristallstrukturen vorhanden ist36, wird durch die MD-Simulation
nicht berechnet, da die Ribose in einer Nord-Konformation vorliegt, wéhrend die Base eine
syn-Orientierung einnimmt (y = 45°, ¢ = 60°, Abbildung 5-6 g). Die iibrigen Freiheitsgrade
zeigen keine Korrelationen (Abbildung 5-6 h, 1).

Entsprechend der MD-Simulation wird die Ribose von 3dU (Abbildung 5-6 d) zwar flexibel,
jedoch deutlich rigider berechnet als bei den Nucleosiden 2dU* und ddU (vgl. Kapitel 5.2).
Die erhohte Rigiditét der Ribose in 3dU beeinflusst die Orientierung der Base und der exocy-
clischen Gruppe, die ebenfalls deutlich an Flexibilitit verlieren (Abbildung 5-6 e, f), so dass

3dU insgesamt ein deutlich rigideres Nucleosid ist.

Da die Gesamtkonformation durch insgesamt drei Freiheitsgrade definiert ist, die jeweils
zwei bzw. drei Populationsmaxima aufweisen, sind 18 verschiedene Konformationen mog-
lich. Hiervon sind allerdings lediglich zwei Konformationen in bedeutendem Malle popu-
liert, die sich nur durch die Orientierung der exocyclischen Gruppe unterscheiden. 3dU liegt
zu 45% in einer anti/gg/Nord-Konformation vor. Die anti/gt/Nord-Konformation ist etwa zu
38% populiert mit einer Differenz in der freien Enthalpie von AG = 0.39 kJ/mol. Die dritt-
méchtigste Population weist eine syn/gg/Nord-Konformation auf und ist nur noch zu 3% be-

setzt (AG = 6.43 kJ/mol).
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Abbildung 5-6: Ergebnisse einer MD-Simulation von 3'-Desoxyuridin (3dU) unter Verwen-
dung des AMBER91-Kraftfelds und zusitzlicher NMR-Randbedingungen. Populationsver-
teilungen [%] des a) Pseudorotationsparameters ¢ der Ribose, b) Torsionswinkels y der
exocyclischen Gruppe c) Torsionswinkels y der Base. Trajektorien des d) Pseudorotations-
parameters ¢, €) Torsionswinkels y und f) Torsionswinkels . Konturdiagramme der Popula-
tionen der Freiheitsgrade g) x und ¢, h) ¢ und y und 1) y und ¢.
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Tabelle 5-1: Ergebnisse einer MD-Simulation mit dem AMBERO91-Kraftfeld und NMR-
Randbedingungen von 3dU bei 300 K iiber einen Zeitraum von 20 ns.

3dU
Population AG [kJ/mol]

Xn($) 0.94 0.00
Xs(9) 0.06 6.89
Xeo(Y) 0.54 0.00
Xai(Y) 0.42 0.62
Xig(Y) 0.03 6.40
Xeyn(2) 0.04 7.60
Kanii(Y) 0.93 0.00
Xhigh—anti(X) 0.02 8.91
o(N) [°] -73.0
q(N) [A] 0.377
(S) [°] 90.2
q(S) [A] 0.340

5.1.2. Vergleich theoretischer und experimenteller NMR-Daten

Da die MD-Simulation mit dem molekiilmechanischen AMBER91-Kraftfeld in ihrem An-
satz viele Vereinfachungen und Nédherungen enthilt, war es erforderlich, makroskopische
Groflen zu berechnen und diese mit experimentellen Daten zu verglichen. Aus der MD-
Simulation wurden daher Torsionswinkel generiert und in NMR-Kopplungskonstanten um-
gerechnet. Ein Vergleich der experimentellen und theoretisch ermittelten Daten (Tabelle 5-2)
zeigt eine sehr befriedigende Ubereinstimmung und belegt somit, dass die Konformation der

Ribose und die Orientierung der Base korrekt berechnet wurden.

Tabelle 5-2: Experimentelle'*® und berechnete Kopplungskonstanten von 3dU.

3dU [Hz]
exp. % ber.”
jJHy,sz 1.5 1.9
3JH2',H3'R 5.3 5.1
Tz 2.5 2.0
3JH3'R,H4' 9.8 10.6
Jiss.is 6.3 53
3JH4',H5'R 4.6 5.2
Thaniss 2.9 3.3

¥ in D,0 bei 300 K
® mit Karplus-Beziehung’®
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Um auch die iibrigen Molekiilparameter mit den experimentell ermittelten Werten zu ver-
gleichen, wurde eine weitere makroskopische Grof3e aus der MD-Simulation berechnet. Zur
Uberpriifung der Ergebnisse der MD-Simulation wurden aus Protonenabstinden NOE-Auf-
baukurven berechnet und mit experimentell bestimmten einer anderen Arbeit'> verglichen
(Abbildung 5-7). Anhand der NOEs H5/H6 und H3'R/H3'S (Abbildung 5-7 a, b), die wih-
rend der Simulationszeit weitgehend konstante Abstinde aufweisen, wurde die Korrelations-
zeit des Molekiils festgelegt, mit der alle NOEs berechnet wurden. Nicht jeder NOE besitzt
die gleiche Aussagekraft, da sich nur bestimmte NOEs bei einem Konformationswechsel
entscheidend verdndern. Die NOEs H6/H1' und H6/H3'R (Abbildung 5-7 c, d, Tabelle 5-3)
sind gute Indikatoren fiir die Orientierung der Base zur Ribose und verdeutlichen die Rich-
tigkeit der MD-Simulation in diesem Punkt. Jedoch deutet die Abweichung des NOE H6/H2'
(Tabelle 5-3) auf eine stirkere high-anti Population der Base hin, als sie durch die MD-
Simulation berechnet wurde. Der NOE H1'/H3'S ist sensitiv flir die Quantitdt der Nord- und
Siid-Populationen des Furanoserings, wohingegen H1'/H4' zur Uberpriifung der Lage des
Populationsmaximums verwendet wurde (Abbildung 5-7 e, f, Tabelle 5-3). Beide zeigen
gute Ubereinstimmung. Auch die Orientierung der exocyclischen Gruppe ist gut simuliert
worden, was an den NOEs H3'R/H5'R und H3'S/H5'S (Abbildung 5-7 g, h, Tabelle 5-3)
deutlich wird. Die NOEs H4'/H5'R+S (Tabelle 5-3) zeigen zwar groflere Abweichungen,
sind fiir die Uberpriifung des Rotamerengleichgewichts aber ohnehin weniger aussagekrif-
tig, da skalare Kopplungen bei kurzen Mischzeiten die Resultate verfalschen konnen. Grofe-
re Diskrepanzen treten zwischen den experimentellen und berechneten NOEs H6/HS5'R und
H5/H6'S auf (Abbildung 5-7 1, j, Tabelle 5-3). Sie deuten auf eine falsche Korrelation der
Base und der exocyclischen Gruppe hin, so dass keine Aussagen diesbeziiglich getroffen

wurden. Insgesamt zeigen die NOE-Aufbaukurven jedoch sehr gute Ubereinstimmungen.
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Abbildung 5-7: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-
Aufbaukurven von 3'-Desoxyuridin (3dU).
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Tabelle 5-3: Arithmetisch gemittelte Abweichungen der experimentellen von den berechne-
ten NOEs (ANOE), iiber die MD-Zeit gemittelte Protonenabstinde (<dca>) und in Nihe-
rung berechnete Fehler der MD-Simulation von 3dU bei 300 K (A<d>).

Name ANOE [%)] <dcac> [A] A<d> [A]
H5/H6 4.0 2.39 -0.02
H6/H1' 22.9 3.55 -0.12
H6/H2' 145.7 3.73 -0.60
H6/H3'R 66.5 3.11 -0.28
H6/H5'R -38.0 3.78 0.29
H6/H5'S 198.6 4.12 -0.82
H1/H2' 6.3 2.83 -0.03
H1'/H3'S -13.3 4.00 0.09
H1'/H4' 35.7 3.26 -0.17
H2'/H3'R 3.8 2.38 0.02
H2'/H3'S 2.9 2.72 -0.01
H3'R/H3'S 48.3 1.79 -0.12
H3'R/H4' 0.9 3.02 -0.00
H3'R/H5R 15.8 2.81 -0.07
H3'R/H5'S 43.6 3.33 -0.21
H3'S/H4' 12.6 2.39 -0.05
H3'S/H5'R 13.7 3.50 -0.08
H4'/H5'R 105.6 2.70 -0.34
H4'/H5'S 34.3 2.48 -0.12
H5'R/H5'S 51.3 1.77 -0.13
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5.2. 2'.3'-Didesoxyuridin (ddU)
5.2.1. Ergebnisse einer MD-Simulation

Auf Grund der Modifikationen in der Ribose war es nicht moglich ddU zufriedenstellend mit
dem nativen AMBER91-Kraftfeld zu berechnen. Deshalb wurden NMR-Randbedingungen er-
stellt und wéihrend der MD-Simulation dem Molekiil auferlegt.

Zu Beginn dieses Kapitels wurde dargelegt, dass der gauche-Effekt mafgeblich die Konfor-
mation des Riboserings bestimmt. Auf Grund der fehlenden Hydroxylgruppen sind keine gau-
che-Effekte beziiglich der Ribose vorhanden. Daher wurde eine Anderung im konformativen
Verhalten der Ribose gegeniiber 3dU erwartet. Tatsdchlich berechnete die MD-Simulation auch
eine verdndertes Gleichgewicht zwischen Nord- (¢ = -72.6°) und Siid-Konformationen (¢ =
80.2°) der Ribose mit einer Dominanz der Nord-Konformere (Abbildung 5-8 a, Tabelle 5-4).
Der Wechsel zwischen Nord- und Siid-Konformationen erfolgt ausschlieBlich iiber den 6stlichen
Pfad (¢ = 0°), bei dem die Base und exocyclische Gruppe einen vergroferten Abstand aufwei-

Sen.

Laut Rechnung nimmt die exocyclische Gruppe, sehr dhnlich wie bei 3dU, bevorzugt beide
mdoglichen gauche-Orientierungen ein (y = 60, y = 180, Abbildung 5-8 b, Tabelle 5-4). Die Mo-
difikationen im Ribosering haben offensichtlich keinen entscheidenden Einfluss auf die Popula-

tionsverteilung der exocyclischen Gruppe.

Die MD-Simulation berechnet ein Gleichgewicht von syn- (y = 45°), anti- (x = 45°) und high-
anti-Orientierungen ( = 45°) der Base (Abbildung 5-8 ¢, Tabelle 5-4) mit einer deutlichen Pré-
ferenz zur anti-Orientierung. Allerdings hat die Population der Aigh-anti-Orientierung im Ver-
gleich zu 3dU und 2dU* deutlich zugenommen. Der Ubergang zwischen syn- und anti-
Orientierungen findet stets iiber den high-anti-Pfad statt, wobei die Ribose bevorzugt in der

Nord-Konformation vorliegt (Nord : Sid=2: 1).

Laut Rechnung sind sédmtliche Freiheitsgrade untereinander korreliert. Wie bei 3dU wird die
Ribosekonformation von ddU durch die Orientierung der Base beeinflusst: In der high-anti-
Orientierung der Base bevorzugt die Ribose eine westliche Konformation mit einer pseudoaxia-
len Position der Base (y =-60°, ¢ =-120°, Abbildung 5-8 g). In der syn-Orientierung verschiebt

sich das Populationsmaximum der Ribose in Richtung Osten und die Base wechselt in eine
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pseudodquatoriale Position (y = 45°, ¢ = £60°, Abbildung 5-8 g). Es existiert also eine syn/Ost-
und einer high-anti/West-Korrelation. Andererseits beeinflusst aber auch die Konformation der
Ribose die Orientierung der Base: Im Vergleich zu 3dU sind die Siid-Konformationen von ddU
etwas stirker, im Vergleich zu 2dU” sind sie weniger stark populiert. Entsprechend dieser Po-
pulationséinderung der Siid-Konformationen verdndert sich auch die Besetzung der syn-
Orientierungen. In 2dU sind die syn-Orientierungen stirker besetzt als in ddU, in 3dU sind sie

weniger stark besetzt.

Des Weiteren wird ein leichter Einfluss der exocyclischen Gruppe auf die Konformation des
Furanoserings berechnet (Abbildung 5-8 h). Wenn die exocyclische Gruppe eine gg-Konfor-
mation (y = +60°) einnimmt, verschiebt sich das Populationsmaximum der Ribosekonformation
leicht in Gstliche Richtung (¢ = +£60°). D.h. bei dieser Orientierung begibt sich die exocyclischen
Gruppe cher in eine pseudodquatoriale Position, es existiert also eine gg/Ost-Korrelation. Wih-
rend der gt- (y =-60°) oder tg-Orientierung (y = 180°) werden etwas westlichere Nord- und Stid-

Konformationen eingenommen mit Populationsmaxima bei ¢ =+90° (Abbildung 5-8 1).

Eine dritte Korrelation wurde zwischen der Orientierungen der exocylischen Gruppe und der
Base von ddU berechnet: Die Population der gg-Rotamere der exocyclischen Gruppe ist hdher
als die durchschnittliche Rotamerenverteilung, wenn sich die Base in syn-Orientierung befindet

(y=160°, x =45°, Abbildung 5-8 h). Es ist also eine leichte syn/gg-Korrelation vorhanden.

Auf Grund der fehlenden Substituenten an den Kohlenstoffatomen C2' und C3' sind die Rotati-
onsbarrieren der beteiligten Bindungen deutlich abgesenkt, so dass eine erhohte Flexibilitdt der
Ribose berechnet wird (Abbildung 5-8 d). Wie bei 3dU festgestellt wurde, beeinflusst die Flexi-
bilitdt der Ribose ebenfalls die Rotationsbarrieren der exocyclischen Gruppe und der Base. Die
Trajektorien (Abbildung 5-8 e, f) der Torsionswinkel dieser beiden Gruppen zeigen ein deutlich
flexibleres Verhalten, so dass ddU insgesamt ein sehr flexibles und "weiches" Nucleosid ist, wo-

durch kleine Effekte und schwache Korrelationen besonders gut identifiziert werden konnten.

Laut Rechnung ist die anti/gt/Nord-Konformation zu 32% der Zeit und damit am hiufigsten po-
puliert. Die anti/gg/Nord-Konformation liegt um AG = 0.63 kJ/mol hoher und ist zu 25% der
Zeit besetzt. Am dritthdufigsten ist die anti/tg/Nord-Konformation populiert (8%) und ist ener-

getisch bereits deutlich ungiinstiger als der Grundzustand (AG = 3.60 kJ/mol).
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Abbildung 5-8: Ergebnisse einer MD-Simulation von 2',3'-Didesoxyuridin (ddU) unter
Verwendung des AMBER91-Kraftfelds und zusétzlicher NMR-Randbedingungen. Popula-
tionverteilungen [%] des a) Pseudorotationsparameters ¢ der Ribose, b) Torsionswinkels y
der exocyclischen Gruppe c¢) Torsionswinkels y der Base. Trajektorien des d) Pseudorotati-
onsparameters ¢, €) Torsionswinkels y und f) Torsionswinkels x. Konturdiagramme der Po-
pulationen der Freiheitsgrade g) y und ¢, h) % und y und i) y und ¢.

61



5. Konformation modifizierter Nucleoside

Tabelle 5-4: Ergebnisse einer MD-Simulation mit dem AMBER91-Kraftfeld und NMR-
Randbedingungen von ddU bei 300 K iiber einen Zeitraum von 20 ns.

ddu
Population AG [kJ/mol]

Xn(0) 0.83 0.00
Xs(9) 0.17 3.96
Xee(Y) 0.42 0.28
Xaly) 0.47 0.00
Xio(Y) 0.11 3.64
Xegn() 0.09 5.57
Kanti(x) 0.80 0.00
Xnigh-anti(X) 0.11 4.96
O(N) [°] -72.6
q(N) [A] 0.368
o(S) [°] 80.2
q(S) [A] 0.346
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5.2.2. Vergleich theoretischer und experimenteller NMR-Daten

Alle H,H-Torsionswinkel wurden in Kopplungskonstanten umgeformt und iiber die MD-Zeit
gemittelt. Wie im Fall von 3dU eignen sie sich zur Uberpriifung der Ribosekonformation
und der Orientierung der exocyclischen Gruppe. Innerhalb der Abweichungen, die vermut-
lich in der Parametrisierung der Karplus-Beziehung begriindet liegen, sind sehr gute Uber-
einstimmungen zwischen den experimentellen und theoretisch ermittelten Kopplungskon-
stanten erzielt worden, so dass von einem korrekten dynamischen Verhalten dieser beiden

Freiheitsgrade ausgegangen werden kann.

Tabelle 5-5: Experimentelle'* und berechnete Kopplungskonstanten von ddU.

ddU [Hz]

exp. ' ber.”

zJHy,szs 3.2 3.9
3JH]',H2'R 7.0 7.6
s 8.4 8.3
SJHQ'S,]-B'S 3.5 2.3
3JH2'R,H3'R 10.0 10.6
SJHQ'R,]-U'S 8.4 8.6
Tiovw s 9.0 9.3
3JH3'S,H4' 6.0 5.9
Tissis 5.2 5.9
Jua 1S 3.2 3.9

9 in D,O bei 300 K

® mit Karplus-Beziehung’®

Die Kreuzrelaxationsraten der in einer anderen Arbeit'>?

bestimmten NOESY-Spektren zei-
gen entsprechend der Relaxationsgeschwindigkeit der Protonen einen Abfall bei Mischzeiten
von etwa einer Sekunde. Insbesondere diejenigen NOEs, die Protonen des Furanoserings
beinhalten, zeigen dieses Verhalten. Diese unterschiedlichen Relaxationsgeschwindigkeiten
konnten auf eine unterschiedliche Flexibilitit der verschiedenen Molekiilteile zuriickzufiih-

131 . .
Beim Relaxationsma-

ren sein. Ahnliche Effekte wurden bei Dinucleotiden beobachtet.
trixverfahren zur Berechnung der NOE-Aufbaukurven wird jedoch mit Ausnahme der Hy-
droxymethylgruppe von einer isotropen Molekiilbewegung und somit von einer einheitlichen
Korrelationszeit ausgegangen. Dieses konnte in dem Fall des sehr flexiblen Nucleosids nicht
ganz korrekt sein, so dass die NOE-Aufbaukurven kritisch betrachtet werden miissen. Den-

noch deuten sie auf eine korrekte MD-Simulation hin (Abbildung 5-9, Tabelle 5-6).
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Abbildung 5-9: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-

Aufbaukurven von 2',3'-Didesoxyuridin (ddU).
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Tabelle 5-6: Arithmetisch gemittelte Abweichungen der experimentellen von den berechne-
ten NOEs (ANOE), iiber die MD-Zeit gemittelte Protonenabstinde (<dca>) und in Nihe-
rung berechnete Fehler der MD-Simulation von 3dU bei 300 K (A<d>).

Name ANOE [%] <dcae> [A]Y  A<d>[A]
H5/H6 8.39 2.38 -0.03
H6/H1' 35.02 3.46 0.18
H6/H2'S 72.39 3.44 -0.33
H6/H3'R 28.59 3.35 0.14
H6/'H5'R 31.92 3.92 0.24
H6/'H5'S 1.72 4.30 -0.01
HI'/H2'R 9.62 2.30 0.04
HI1/H2'S+H3'S 132.26 3.10 0.47
HI'/H3'R 34.64 3.83 -0.19
H1/H4' 122.64 3.23 -0.46
H2'R/H4' 121.89 2.99 0.42
H2'R/H2'S+H3'S 49.55 1.94 -0.13
H2'S+H3'S/H3'R 83.65 1.95 -0.21
H3'R/H5'R 0.02 2.81 -0.00
H3'R/H5'S 4.23 3.15 -0.02
H3'S/H4' 49.36 2.36 0.16
H3'S/HSR 154.46 3.35 -0.56
H3'S/H5'S 158.82 3.47 -0.60
H4'/H5'R 106.54 2.72 -0.35
H4'/H5'S 155.03 2.51 0.42
H5'R/H5'S 100.08 1.77 -0.22

“ bei Signaliiberlagerungen wurde der kiirzeste Abstand der beteiligten Protonen verwendet.
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5.3. 2'-Desoxy-2'-fluorouridin (2fU)
5.3.1. Ergebnisse einer MD-Simulation

2fU wurde analog zu 3dU und ddU (Kapitel 5.1 und 5.2) mit AMBER 91 und NMR-
Randbedingungen molekiildynamisch simuliert. Im Verlauf dieser Arbeit zeigte sich, dass
die Rotamerenverteilung der exocyclischen Gruppe besser beschrieben wird, indem ihre po-
tenzielle Energie iiber Randbedingungen angepasst wird, anstatt die Kopplungskonstanten
3 Jua psr und 3JH4v,H5vs mit hohen Kraftkonstanten zu versehen. Hierbei wurde die gg- und die
gt-Konformation gezielt abgesenkt, wodurch die Eigenschaften der Hydroxymethylgruppe
besser wiedergegeben werden. Die MD-Rechnung deckte Probleme bei der Parametrisierung
der Karplus-Beziehung auf (s.u.), so dass bei 2fU groBeres Augenmerk auf die Uberein-
stimmung der experimentellen und berechneten NOE-Aufbaukurven gelegt und ein etwas

groBerer Fehler bei den Kopplungskonstanten hingenommen wurde.

Zu Beginn dieses Kapitels wurde auf die lineare Abhédngigkeit zwischen gauche-Eftekt und
Elektronegativitit des Substituenten in der Ribose hingewiesen. Entsprechend dieses Effekts
wird durch die MD-Simulation eine strenge Bevorzugung der pseudoaxialen Position des
Fluoratoms berechnet. Dadurch liegt der Furanosering praktisch nur in der Nord-Konfor-
mation vor mit einem Populationsmaximum bei ¢ = -69.4° (Abbildung 5-11 a, Tabelle 5-7).
Unter Beibehaltung der Nord-Konformation sind leichte Konformationséinderungen jedoch
durchaus moglich. Genau genommen besitzt der Furanosering drei Populationsmaxima in
der C3'-endo/C4'-exo- (¢ = -60°), C3'-endo- (¢ = -80°) und C2'-exo-Konformation
(¢ = -120°) (Abbildung 5-11 g). Sie liegen im Pseudorotationscyclus dicht beisammen, dh-
neln sich also stark. Unterschiede weisen sie jedoch in der Stellung der exocyclischen Grup-
pe auf. Wiahrend in der C3'-endo Konformation die exocyclische Gruppe vergleichsweise
pseudodquatorial steht, nimmt sie in den anderen beiden Konformationen eine eher pseudoa-

xiale Stellung ein.

Die Base besitzt laut Rechnung zwei Populationsmaxima in der anti- und high-anti-Orien-
tierung (Abbildung 5-11 ¢, Tabelle 5-7), die beide sehr scharf umrissen sind. Eine Orientie-
rung bei x = -120° wird eher vermieden (Abbildung 5-11 c). Die Orientierung der Base ist
stark mit der Ribosekonformation korreliert (Abbildung 5-11 g). Wenn die Base eine anti-

Orientierung einnimmt, bevorzugt die Ribose eine C3'-endo-Konformation. In der high-anti-
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Orientierung der Base hingegen favorisiert die Ribose entweder eine C3'-endo/C4'-exo- oder
eine C2'-exo-Konformation. Dass die Orientierung der Base stark mit der Konformation der
Ribose korreliert, wird anhand eines Ausschnitts aus den Trajektorien von ¢ und ¥
(Abbildung 5-10) besonders deutlich. Die Freiheitsgrade dndern sich stets zeitgleich, zeigen

also immer synchrone Konformationswechsel.

T T T

| o o uwm v MW x[°]

W Wi l by

WWM’MMWW or

17000 18000 19000 20000
MD-TIME [ps]

Abbildung 5-10: Ausschnitt aus den Trajektorien der Freiheitsgrade ¢ und  von 2fU.

Die MD-Simulation berechnet ein Gleichgewicht der exocyclischen Gruppe mit allen drei
moglichen gestaffelten Rotameren (Abbildung 5-11 b, Tabelle 5-7), von denen die beiden
gauche-Konformere wie bei den anderen beiden Nucleosiden klar bevorzugt sind. Die Ori-
entierung der exocyclischen Gruppe beeinflusst nicht das konformative Verhalten der iibri-

gen Freiheitsgrade, so dass keine Korrelationen auftreten (Abbildung 5-11 h, 1).

Durch die etwas andere Art der NMR-Randbedingungen ldsst sich die Flexibilitidt von 2fU
nicht direkt mit der von 3dU und ddU vergleichen. Jedoch zeigen die Trajektorien der MD-

Simulation eindeutig, dass die Ribose und die Base vergleichsweise rigide sind (vgl.

Abbildung 5-11 d, 1).

Das gesamte Nucleosid 2fU nimmt laut MD-Simulation praktisch nur drei unterschiedliche
Konformationen ein, die lediglich durch eine verdnderte Orientierung der exocyclischen
Gruppe charakterisiert sind. Die anti/gg/Nord-Konformation ist mit 39% am stirksten be-

setzt, gefolgt von der anti/gt/Nord- mit 38% und der anti/tg/Nord-Konformation mit 22%.
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Abbildung 5-11: Ergebnisse einer MD-Simulation von 2'-Desoxy-2'-fluorouridin (2fU) un-
ter Verwendung des AMBER91-Kraftfelds und zusétzlicher NMR-Randbedingungen. Po-
pulationverteilungen [%] des a) Pseudorotationsparameters ¢ der Ribose, b) Torsionswinkels
v der exocyclischen Gruppe c) Torsionswinkels y der Base. Trajektorien des d) Pseudorota-
tionsparameters ¢, ¢) Torsionswinkels y und f) Torsionswinkels . Konturdiagramme der
Populationen der Freiheitsgrade g) y und ¢, h) % und y und 1) y und ¢.
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Tabelle 5-7: Ergebnisse einer MD-Simulation mit dem AMBERO91-Kraftfeld und NMR-
Randbedingungen von 2fU bei 300 K {iber einen Zeitraum von 20 ns.

2fU
Population AG [kJ/mol]

Xn($) 1.00 0.00
Xs(9) 0.00 22.13
Xeo(Y) 0.39 0.00
Xai(Y) 0.38 0.05
Xig(Y) 0.23 1.36
Keyn(2) 0.00 27.72
Kanii(Y) 0.33 0.00
Xhigh—anti(X) 0.67 1.78
o(N) [°] -69.4
q(N) [A] 0.363
(S) [°] -
q(S) [A] -

5.3.2. Vergleich theoretischer und experimenteller NMR-Daten

Die vergleichende Betrachtung zwischen den experimentell ermittelten und aus der MD-
Simulation berechneten vicinalen Kopplungskonstanten fiir 2fU zeigt im hohen MafBe Uber-
einstimmung. Groflere Abweichungen treten lediglich bei Protonen der exocyclischen Grup-
pe vor allem bei *Jyy nss auf (Tabelle 5-5). Diese sehr kleine Kopplung von 2.4 Hz ist laut
Karplus-Beziehung nur bei einem Torsionswinkel nahe von 90° oder -90° moglich
(Abbildung 5-12), und wire nur zu realisieren, wenn die beteiligten Substituenten in einer
nicht optimal gestaffelten Orientierung stiinden. Aus chemischer Sicht ist dieses sicherlich
zu bezweifeln, so dass die Qualitit der Parameter der Karplus-Beziehung eher in Frage ge-

stellt werden muss, als die Giite der MD-Simulation.
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Abbildung 5-12: Karplus-Beziehung fiir 3 Jua nss nach Altona et al. 76

Fiir 2fU wurden heteronucleare Kopplungskonstanten zwischen H1' und C2 bzw. C6 expe-
rimentell bestimmt. Fiir heteronucleare C,H-Kopplungen der glycosidischen Bindung von
Nucleosiden sind speziell zwei Karplus-Beziehungen entwickelt worden,*”® die einen Ver-
gleich zwischen experimentellen Daten und der MD-Simulation ermdglichen. Sie liefern
sehr unterschiedliche Ergebnisse. Die neuere Karplus-Bezihung®’ berechnet wesentlich klei-
nere Werte fiir die Kopplungskonstanten (3JH1v,C2 = (0.7 Hz, 3JH1~,C6 = 1.1 Hz) und wider-
spricht den experimentellen Befunden. Sie wurde daher nicht weiter verwendet. Die mit der
ilteren Karplus-Beziehung® berechneten Kopplungskonstanten stimmen hingegen gut mit
den Ergebnissen der MD-Simulation {iberein (Tabelle 5-8). Da die experimentellen und theo-
retisch ermittelten NOE-Aufbaukurven ebenfalls in gutem Einklang sind (Tabelle 5-9), kann
davon ausgegangen werden, dass die MD-Simulation die konformativen Eigenschaften von

21U in Losung mit hoher Prizision widerspiegelt.

In jlingerer Zeit wurde eine allgemeingiiltige Karplus-Beziehung fiir heteronucleare F,H-

1.7 und beriick-

Kopplungen entwickelt.* Sie dhnelt formal der Gleichung von Alfona et a
sichtigt Lage und Elektronegativitiat der Substituenten. Zudem flieBen C-C-H und C-C-F
Bindungswinkel in die Karplus-Beziehung ein. Werden diese jedoch aus der MD-Simulation
entnommen, ergeben sich sehr kleine Kopplungskonstanten (3J 1r2 = 8.0 Hz und 3JF2'73' =14.9
Hz), die stark von den experimentellen abweichen. Die Verwendung von festen Bindungs-
winkeln, wie sie beispielsweise AMBER- oder MM2-Parametern entnommen werden kon-
nen (¢pccu = 109.5° bzw. decr = 110.8°), fiihren hingegen zu vergleichsweise guten Uberein-

stimmungen mit den experimentellen Daten (Tabelle 5-8).
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Tabelle 5-8: Durch eigene Experimente erginzte experimentelle'>* und berechnete Kopp-
lungskonstanten von 2fU.

2fU [Hz]
exp.” ber.”
jJHl-,Hz- 1.5 1.4
3JH1',C2 3.8 4.1
3JH1v,C6 3.9 3.5
3JH1',F2' 19.6 20.0
3JH2v,H3v 4.9 4.5
3JF2;H3' 21.3 25.7
3JH3‘,H4' 8.5 8.6
3JH4',H5'R 4.5 5.5
Jna ms's 2.4 4.6
% in D,0 bei 300 K
b) 76,88,89

mit Karplus-Beziehungen

Der Vergleich der NOE-Aufbaukurven zeigt eine gute Korrelation der experimentellen und
theoretisch ermittelten Daten, da bei der Wahl der NMR-Randbedingungen groBeres Au-
genmerk auf die Richtigkeit der NOE-Aufbaukurven gelegt wurde (Abbildung 5-13, Tabelle
5-9). Eine groBBere Abweichung ist lediglich zwischen dem NOE H6/H3' (Tabelle 5-9) vor-
handen. Vermutlich ist der Anteil an C3'-endo-Konformation der Ribose noch groBer als es

die MD-Simulation berechnete.
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Abbildung 5-13: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-
Autfbaukurven von 2'-Desoxy-2'-fluorouridin (2fU).
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Tabelle 5-9: Arithmetisch gemittelte Abweichungen der experimentellen von den berechne-
ten NOEs (ANOE), iiber die MD-Zeit gemittelte Protonenabstinde (<dca>) und in Nihe-
rung berechnete Fehler der MD-Simulation von 2fU bei 300 K (A<d>).

Name ANOE [%)] <dcac> [A] A<d>[A]
HS5/H6 . 4.7 2.39 -0.02
H6/H1' 1.1 2.78 -0.01
H6/H2' 2.3 3.62 0.01
H6/H3' 116.2 4.30 -0.59
H6/H5'R 44.4 5.29 -0.33
H6/H5'S 37.1 5.38 -0.29
H1'/H2' -17.8 2.81 0.09
H1Y/H3' 50.8 3.81 -0.27
H1'/H4' 9.2 3.13 -0.05
H2'/H3' -18.3 2.37 0.08
H2'/H4' 24.8 1.79 -0.07
H3'/H4' 39.7 4.95 -0.28
H3/H5'R 22.8 2.94 -0.10
H3'/H5'S 373 3.09 0.23
H4'/H5'R 31.5 2.69 -0.13
H4'/H5'S 27.4 2.61 -0.11
H5'R/H5'S 36.3 1.77 -0.09

5.4. Zusammenfassung und Diskussion stereoelektronischer Effekte in
Nucleosiden

Durch die Interpretation der Ergebnisse, die die MD-Simulationen der hier untersuchten

Nucleoside lieferten, konnen die im Nucleosid wirkenden Krifte sehr detailliert beschrieben

werden. Im Folgenden werden bekannte Aspekte, die die Konformation von Nucleosiden

bestimmen, aufgegriffen und um neu gefundene Effekte erweitert.

Es ist bekannt, dass die Konformation des Riboserings mal3geblich durch den gauche-Effekt
bestimmt wird.’® Die MD-Simulationen an 3dU und 2fU stehen in volliger Ubereinstim-
mung mit diesem Effekt, da beide Verbindungen die Nord-Konformation bevorzugen, in der
die Substituenten entlang der C1'-C2'-Bindung gauche stehen (Abbildung 5-6 a, Abbildung
5-11 a). Die fehlende Hydroxylgruppe in 3dU erzeugt keinen gauche-Eftekt entlang der C3'-
C4'-Bindung, der zu einer Bevorzugung der Siid-Konformeren fithren wiirde, so dass die
Nord-Konformation stark favorisiert wird (Abbildung 5-6 a). Die Stirke des gauche-Effekts
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héngt von der Elektronegativitit des Substituenten ab.*® Insofern zeigt die MD-Simulation
von 2fU eine Priferenz der Ribose zur Nord-Konformation, obwohl zwei gauche-Effekte
miteinander konkurrieren: Entlang der C3'-C4'-Bindung bewirkt der gauche-Effekt eine Be-
vorzugung der Stid-Konformation, wéhrend er entlang der C1'-C2'-Bindung eine Préferenz
zur Nord-Konformation verursacht. Auf Grund des elektronegativen Fluorsubstituenten am

Kohlenstoffatom C2' wird aber die Nord-Konformation klar bevorzugt (Abbildung 5-11 a).

Der anomere Effekt beeinflusst ebenfalls die Konformation der Ribose und dirigiert sie in
Richtung Nord-Konformation.’® In ddU tritt kein gauche-Effekt beziiglich des Riboserings
auf Grund der fehlenden Substituenten an den Kohlenstoffatomen C2' und C3' auf, so dass
der schwichere anomere Effekt nicht in seiner Auswirkung {iberlagert und so besonders
deutlich wird. Die MD-Simulation von ddU berechnet eine klare Bevorzugung der Nord-
Konformation in ddU (Abbildung 5-8 a), die alleine durch den anomeren Effekt zu erkléren
ist. Auffillig ist des Weiteren, dass 3dU sehr deutlich Nord-Konformationen bevorzugt.
Wiirde nur der gauche-Effekt die Konformation des Riboserings bestimmen, so miisste die
Nord-Konformation von 3dU etwa genauso stark populiert sein wie die Siid-Konformation
von 2dU. Da aber in 3dU der anomere Effekt und der gauche-Effekt gleichgerichtet sind,
treten Nord-Konformationen sehr viel hdufiger auf als die Siid-Konformationen von 2dU, wo
der gauche-Effekt die Ribose in eine Siid-Konformation dirigiert. Dies ist ebenfalls ein kla-

rer Hinweis auf die Wirkung des anomeren Effekts.

In Pyrimidinnucleosiden ist die anti-Orientierung der Base auf Grund der AbstoBung der
Sauerstoffatome O2 der Base und O4' der Ribose bevorzugt.’® Die hier durchgefiihrten MD-
Simulationen belegen diese Aussagen erneut und ergeben fiir alle drei Nucleoside eine Préfe-
renz der anti-Orientierung. Auch eine Korrelation zwischen der Konformation der Ribose
und der Orientierung der Base ist bekannt:*® In der Siid-Konformation besetzt die Base eine
pseudodquatoriale Position, so dass ihr mehr Platz zur Verfiigung steht als in der Nord-
Konformation. Deshalb ist die sterisch anspruchsvolle syn-Orientierung der Base in der Siid-
Konformation energetisch giinstiger. Diese Korrelation wird auch in den MD-Simulationen
deutlich: Wird die Konformation der Ribose durch Modifikation im Ring dahingehend ver-
dndert, dass verstirkt Siid-Konformationen auftreten, wie z.B. bei 2dU,* so treten verstirkt
syn-Orientierungen auf. In ddU vermindert sich der Anteil an Siid-Konformationen, und es
kommt zu einer Reduzierung der syn-Orientierungen. Diese Tendenz setzt sich bei 3dU und

21U fort, die kaum noch Siid-Konformere aufweisen. In diesen Nucleosiden tritt die syn-
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Orientierung praktisch nicht mehr auf. Theoretisch wiére es denkbar, dass die Modifikationen
in den unterschiedlichen Nucleosiden direkt eine Wechselwirkung mit der Base ausbilden
und so ihre Orientierung verdndern. Da die Modifikationen allerdings sehr weit von der Base
entfernt sind, ist eine direkte Beeinflussung der Substituenten an den Kohlenstoffatomen C2'
und C3' auf die Orientierung der Base eher unwahrscheinlich. Viel eher wird durch die Sub-
stituenten eine Anderung im konformativen Verhalten der Ribose induziert, wodurch die

Orientierung der Base beeinflusst wird.

In den hier durchgefiihrten MD-Simulationen wurde erstmals eine direkte Wirkung der Base
auf die Konformation der Ribose deutlich. Die Simulationen der Nucleoside 3dU und ddU
ergaben eine Verschiebung der Populationsmaxima der Ribose in dstliche Konformationen mit
einer pseudodquatorialstindigen Base, wenn die Base eine syn-Orientierung einnimmt
(¢ = £60°, y = 45°, Abbildung 5-6 g, Abbildung 5-8 g). In einer anti-Orientierung herrschen
dagegen verstirkt westliche Konformationen entsprechend des anomeren Effekts vor
(6 =%90°, x =-160°, Abbildung 5-6 g, Abbildung 5-8 g). Diese Tendenz setzt sich in der high-
anti-Orientierung fort, die eine sehr westliche Konformation der Ribose mit einer nahezu op-
timalen pseudoaxialen Position der Base ermoglicht (¢ = £90°, x = -160°, Abbildung 5-6 g,
Abbildung 5-8 g). Diese pseudoaxiale Position eignet sich am besten fiir eine nosTo*ciNi-
Uberlappung, wie sie dem anomeren Effekt entspricht. Sehr stark wird diese Korrelation auch
bei 2fU deutlich. Zwar verldsst dieses Nucleosid praktisch nicht die anti/Nord-Konformation.
Leichte Orientierungsidnderungen in der Base haben aber stets synchrone Konformationswech-
sel der Ribose zur Folge, so dass von einer starken Korrelation der beiden Freiheitsgrade ¢ und
x ausgegangen werden kann (Abbildung 5-10). Allgemein wird bei den hier untersuchten
Nucleosiden also eine syn/Ost- und anti/West- bzw. high-anti/West-Korrelation festgestellt.
Ein Konformationswechsel der Base induziert jedoch keinen Wechsel zwischen der Nord- und

der Sud-Konformation.

Der gauche-Effekt wirkt sich auch auf das konformative Verhalten der exocyclischen Grup-
pe aus.’® Im Gegensatz zum Festkorper, wo die tg-Rotamere bevorzugt sind, liegt die exocy-
clische Gruppe in Losung verstirkt in den beiden gauche-Orientierungen vor.*® Die Bevor-
zugung der gauche-Orientierungen ergibt sich auch aus den hier durchgefiihrten MD-Simu-
lationen (Abbildung 5-6 c, Abbildung 5-8 c, Abbildung 5-11 ¢). Die Abhingigkeit vom Lo-

sungsmittel wurde in dieser Arbeit zwar nicht untersucht. Da eine Bevorzugung der gauche-
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Orientierungen weder im Festkorper noch in der Gasphase auftritt, diirfte der gauche-Effekt
hier im Ldsungsmittel begriindet liegen. Im Allgemeinen versuchen Molekiile in polaren
Losungsmitteln ihr Dipolmoment zu erh6hen, was sich in einer Dominanz der gauche-Orien-

tierungen der exocyclischen Gruppe duflern diirfte.

Durch die fehlenden Substituenten an den Kohlenstoffatomen C2' und C3' wurde das
Nucleosid ddU als sehr flexibel und "weich" berechnet (Abbildung 5-8 d-f). Dadurch wur-
den mit der hier verwendeten Methodik erstmals auch kleine Effekte sichtbar, die sonst
durch den starken gauche-Effekt liberlagert werden: In der gg-Orientierung der exocy-
clischen Gruppe nimmt die Ribose eine etwas Ostlichere Konformation ein mit einer pseudo-
dquatorialen Stellung dieser Gruppe (y = 60°, ¢ = £70°, Abbildung 5-8 1). Offensichtlich
verursacht diese gg-Orientierung, in der die exocyclischen Gruppe iiber der Ribose lokali-
siert ist, einen schwachen sterischen Konflikt, der durch eine 6stlichere Ribosekonformation
und eine damit verbundene pseudodquatoriale Position der exocyclischen Gruppe reduziert
wird. Die anderen beiden Rotamere der exocyclischen Gruppe (y = 180°, y = -60°) belassen

die Ribose in etwas westlicheren Konformationen (¢ = +90°, Abbildung 5-8 1).

Eine weitere, sehr schwache Korrelation zwischen der Base und der exocyclischen Gruppe
ergibt sich aus der MD-Simulation von ddU (Abbildung 5-8 h). Die syn-Orientierung der Base
ist starker populiert als iiblich, wenn die exocyclische Gruppe eine gg-Orientierung einnimmt.
Diese leichte syn/gg-Korrelation deutet auf die bereits bekannte, schwache O5'-HO2-
Wasserstoffbriickenbindung hin.*® Allerdings ergibt die Analyse der MD-Rechnung, dass der
Wasserstoff-Akzeptor-Abstand lediglich zu 6% der Zeit die Marke von 3.0 A unterschreitet,
die als Limit fiir eine schwache Wasserstoffbriickenbindung angesehen wird. In allen diesen
Fillen ist der O5'-H "O2-Winkel dabei spitzer als 120°. Laut Definition einer Wasserstoff-
briickenbindung sollte der Winkel anndhernd linear sein (160° < ¢os-p.02 < 180°). In diesem

Fall kann also nicht von einer echten Wasserstoffbriickenbindung gesprochen werden.

Aus den MD-Simulationen der Nucleoside wird zum ersten Mal ein Einfluss von den Modi-
fikationen in der Ribose auf die Flexibilitdt der Nucleoside nachgewiesen. Auf Grund der
fehlenden Substituenten an den Kohlenstoffatomen C2' und C3' ist der Riboseteil von ddU
am flexibelsten, die Ribose von 3dU und 2fU erweist sich hingegen als wesentlich rigider
(Abbildung 5-6 d, Abbildung 5-8 d, Abbildung 5-11 d). Die Verdnderung in der Flexibilitét

der Ribose wirkt sich auch auf das dynamische Verhalten der Base und der exocyclischen
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Gruppe aus (Abbildung 5-6 e,f, Abbildung 5-8 e,f, Abbildung 5-11 e,f), die in ihrer Flexibi-

litdt zu- bzw. abnehmen. Das fiihrt insgesamt zu einem Nucleosid, das entweder sehr flexibel

(ddU) oder vergleichsweise rigide ist (3dU und 2fU).

Insgesamt wurden folgende konformative Effekte in Losung von B-D-Nucleoside bestdtigt

und teilweise neu identifiziert. Sie sind in etwa ihrer Stdrke nach geordnet.

o Der gauche-Effekt beeinflusst maB3geblich die Konformation des Riboserings und der
exocyclischen Gruppe. Er hingt von der Elektronegativitit des Substituenten ab. (Besté-
tigter Effekt)

e Durch den anomere Effekt wird die westliche Konformation der Ribose bevorzugt. (Be-
stitigter Effekt)

e Die Orientierung der Base verdndert sich in Abhéngigkeit von der Konformation der Ri-
bose. (Bestitigter Effekt)

¢ Die Base beeinflusst die Konformation der Ribose. (Neu identifizierter Effekt)

e In der gg-Orientierung der exocyclischen Gruppe kommt es zu einer schwachen Absto-
Bung mit der Ribose. (Neu identifizierter Effekt)

e Es bildet sich eine sehr schwache O5'-H "O2-Wechselwirkung aus, die eine leichte
gg/syn-Korrelation verursacht. (Bestitigter Effekt)

e Die Modifikationen im Ribosering verdndern die Flexibilitdt des gesamten Nucleosids.

(Neu identifizierter Effekt)
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

Zu Beginn dieser Arbeit war vergleichsweise wenig iiber die Konformation von Zucker-
nucleotiden bekannt.”®* Erst zeitgleich zum Entstehen dieser Arbeit sind Untersuchungen
zu diesem Thema weiter vorangetrieben worden. So wurde die Struktur des Diphosphats, des
Methyldiphosphats (MDP)'*2, des Pyranosephosphats'**'"** und des gesamten Zucker-
nucleotids'®® mit ab initio Methoden ermittelt. Fiir das Diphosphat wurden Kraftfeldpara-
meter fir CHARMM?22"® und fiir phosphorylierte Pyranosen AMBER-Parameter'>’ entwik-
kelt. Der Konformationsraum von UDP-Glc wurde mit Hilfe der neu entwickelten Parameter

138 Dariiber

abgesucht'”” und sein Verhalten mittels MD-Simulationen in Losung berechnet.
hinaus gaben 1D NOE-Experimente weitere Hinweise auf die Konformation von UDP-Glc
in Losung'” und in Verbindung mit *C-NMR-Relaxationsmessungen wurde daraus eine

Struktur in Losung ermittelt.'*’

Die in Kapitel 5 getroffenen Aussagen iiber Nucleoside las-
sen sich grob auch auf den Nucleotidteil von Zuckernucleotiden iibertragen. IThre Besonder-
heiten sollen jedoch kurz dargestellt werden, um anschlieend auf die Konformation des ge-

samten Zuckernucleotids ndher einzugehen.

Die Analyse von Kristallstrukturen 5'-phosphorylierter Nucleotide zeigte eine Abnahme ih-
rer Flexibilitit im Vergleich zu den Nucleosiden.'*' Das gilt besonders fiir die Rotation der
exocyclischen Gruppe und fiihrt zu einer Dominanz von gg-Rotameren in Losung (80% gg
in UMP)."** Auch die Haufigkeit der anti-Orientierungen der Base in den Kristallstrukturen

nimmt zu.'!

Durch die Phosphatgruppe erhoht sich die Polaritdt von O5' und damit die
C6-H 0O5'-Wechselwirkung, wodurch die gg-Konformation der exocyclischen Gruppe und
die anti-Orientierung der Base stabilisiert wird.’® Im Vergleich zu Nucleosiden besitzt ein
Nucleotid eine zusitzliche Rotationsachse entlang der C5'-O5'-Bindung (Torsionswinkel
B).° Da die exocyclische Gruppe bevorzugt eine gg-Konformation einnimmt, ist die Rotati-
on um P aus sterischen Griinden stark eingeschrinkt.”® In wissriger Losung besitzt der Tor-
sionswinkel B beispielsweise bei UMP zu 90% eine ap-Orientierung.’® Die starke Bevorzu-
gung einer einzigen Orientierung der Base, der exocyclischen Gruppe und des Torsionswin-
kels B fiihrte zum Konzept der "rigiden" Nucleotide. Spektroskopische Daten sind im Ein-
klang mit diesem Konzept. Jedoch sollte lediglich darunter verstanden werden, dass Nucleo-

tide in Losung eine einzige bestimmte Konformation favorisieren, aber dennoch viele andere

Konformationen einnehmen.*®
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Zuckernucleotide besitzen vergleichsweise viele konformative Freiheitsgrade (Abbildung
6-1). In Energiehyperflichenberechnungen des Zuckernucleotids UDP-Glc wurden viele
energetisch glinstige Konformationen ermittelt, die Relevanz in Losung besitzen konnten. Da
sich diese Minima jedoch dhneln, lassen sie sich zu sechs Konformationsfamilien zusam-
menfassen. Dabei weist die Mehrheit dieser Konformationsfamilien eine eher gefaltete
rdumliche Anordnung auf als eine gestreckte.””’ Auch in MD-Simulationen von UDP-Glc
wurde eine hohere Stabilitdt der gefalteten Konformationen berechnet, wobei das Gegenion
zur negativ geladenen Pyrophosphatgruppe konformativen Einfluss ausiibt. Wahrend Kali-
umionen die gestreckten Konformationen stabilisieren, nimmt UDP-Glc in Anwesenheit von
Magnesiumionen stets gefaltete Konformationen ein.'** Auch die Analyse von 1D NOE-
Daten und Untersuchungen zur Reaktivitit der Pyranose ergaben, dass UDP-Glc zumindest
teilweise gefaltete Konformationen in Losung einnehmen muss.””” "*C-Relaxations-
messungen in Kombination mit 1D NOE-Daten ermittelten jedoch, dass vorwiegend ge-
streckte Konformationen in Losung vorliegen'* und somit eher der Kristallstruktur von

UDP-Glc*® entsprechen (vgl. Abbildung 6-6).

HE'R | H6'S
04" “ce’
Cl4"\ \ ® _os"
\ C5" \
. co" ,
N \\m" o
oz | b T
o1"\|(|) |(|) B
(0] o '
/ PP 05
¥ Fiﬁ p V\Ploc/ ™ Nucleosid
O@ O@

Abbildung 6-1: Benennung der Schweratome und prochiralen Wasserstoffatome in Zucker-
nucleotiden mit den Torsionswinkeln w: 06"-C6"-C5"-O5", ¢: O5"-C1"-O1"-Pg, y: C1"-O1"-
Pp-Opp, pi: O1"-Pg-Opp-Py, v: Pg-Opp-P—05', au: Opp-P,—05'-C5', B: P,—0O5'-C5'-C4'".

Im Einzelnen bietet sich fiir die konformativen Freiheitsgrade der Zuckernucleotide folgen-
des Bild: Allgemein liegt die Pyranose starr in einer “C,-Konformation vor, da die groBeren
Hydroxylgruppen die dquatoriale Position bevorzugen. Die Orientierungen ihrer exocy-
clischen Gruppe weisen ein Besetzungsverhiltnis von gg:gt:tg=3:2:0 in Gluco-D-Mono-

sacchariden und von gg:gt:tg=1:3:1 in D-Galactosen auf, wobei die Anteile der Rotamere
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143 Ab initio Studien der Mo-

im Wesentlichen durch die Natur der Hexose bestimmt werden.
dellverbindung Tetrahydropyran-1-phosphat zeigten, dass der Torsionswinkel ¢ bei a-
Pyranosen nicht frei drehbar ist, sondern lediglich zwei Orientierungen bevorzugt. Demnach
werden zwei Minima bei ¢ = 60° und ¢ = 150° gefunden,"’ die durch den anomeren Ef-

fekt'** bestimmt werden.

Das Diphosphat ist sehr flexibel,'** wodurch die Pyranose und das Nucleotid viele Orientie-
rungen zueinander einnehmen kdnnen. Die P-Opp-Bindungen sind vergleichsweise lang und
der P-Opp-P-Bindungswinkel betrigt ca. 130°.>° Dadurch sind die beiden Phosphatgruppen
weit voneinander entfernt, so dass sie ohne grofere Hinderung alle moglichen gestaffelten
und sogar verdeckten Konformationen einnehmen kénnen.*® Quantenmechanische Berech-
nungen zeigten einen hohen m-Bindungscharakter der P-Opp-Bindungen (35%), der jedoch

deutlich geringer ist, als bei den Bindungen der Phosphoratomen mit den freien Sauerstoff-

atomen (42-48%).27*

Die Ribose befindet sich iiblicher Weise in einer nordlichen (51%) und siidlichen (49%)
Konformation. Bei der exocyclischen Gruppe dominieren die gg-Konformationen
(y = 60°, 81%) und entlang der C5'-O5'-Bindung wird eine anti-Orientierung bevorzugt
(B =180°, 71%).”

Eine Analyse aller energetisch relevanten Minima von UDP-Glc gab Hinweise auf die Kon-

formation von UDP-Glc in Losung."’

Demnach besitzt der Torsionswinkel o entlang des
Sauerstoffatoms O5' und dem o-Phosphat zwei bevorzugte Konformationen bei o = 90° und
o =-90°, die ap-Orientierung ist hingegen kaum besetzt. Der Torsionswinkel 3 liegt vorwie-
gend in der ap-Orientierung vor, wohingegen die exocyclische Gruppe des Nucleotids alle
drei gestaffelten Orientierungen einnimmt. Der nucleosidisch-glycosidische Winkel y kann
Werte y = -170° bis 0° und ¢y = 0° bis 60° annehmen, bevorzugt jedoch leicht die syn-
Orientierungen. Die Ribose befindet sich in einem Gleichgewicht von Nord- und Sid-
Konformationen. Die inneren Torsionswinkel des Pyrophosphats p und v besitzen kein aus-
gepréagtes Populationsmaximum eines Rotamers. Bei dem Torsionswinkel ¢g am anomeren
Zentrum der Pyranose dominiert hingegen klar eine Konformation mit eine Winkel von

¢g = 70°. Der Torsionswinkel y entlang des Sauerstoffatoms O1" und dem B-Phosphat be-

vorzugt alle drei gestaffelten Konformationen, die jedoch stark verzerrt sind."’
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Die Orientierungen der einzelnen Freiheitsgrade in Losung von UDP-Glc, soweit sie bekannt
sind, dhneln der Kristallstruktur®® (Abbildung 6-6). Hier nimmt die Base eine anti-
Orientierung ein (x = -105.0°), die Ribose liegt in der C2'-endo-Konformation vor, bei der
exocyclischen Gruppe wird eine gg-Orientierung (y = 56.5°) gefunden. Die {ibrigen Tor-
sionswinkel betragen = -151.1°, o = 76.2°, v =93.5°, u=-164.9°, v = -72.6°, ¢ = 75.7°.
Die D-Glucose liegt in der *C;-Sesselkonformation vor mit einer gg-Orientierung der exocy-

clischen Gruppe (® = -49.2°).
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6.1. Uridin-5'-O-diphosphor-a-glucose (UDP-GIc)

6.1.1. Ergebnisse einer MD-Simulation

Auf Grund der Molekiilgro8e und ihrer vielen konformativen Freiheitsgrade ist ein vollstén-
diges Absuchen des Konformationsraumes von Zuckernucleotiden mit ab initio Methoden
zurzeit nicht moglich, so dass auf Kraftfeldmethoden zuriickgegriffen werden musste. Unter
Verwendung des AMBER91-Kraftfelds in Kombination mit dem GLYCAMO93-Kraftfeld fiir
Pyranosen und den hier entwickelten Parametern fiir das Pyrophosphat wurde das dynami-
sche Verhalten von UDP-Glc mittels einer MD-Simulation mit zusétzlichen NMR-Rand-

bedingungen ermittelt.

Die hier durchgefiihrten MD-Simulationen (Abbildung 6-3) verdeutlichten eine grofle Be-
weglichkeit von UDP-Glc, so dass sowohl einzelne Freiheitsgrade als auch das Gesamtmo-
lekiil in mehr als einer Konformation vorliegen. Die hier untersuchten Zuckernucleotide wei-
sen in vielen Aspekten Ahnlichkeiten in ihrem konformativen Verhalten auf. Deshalb wird
die Konformation von UDP-Glc exemplarisch detailliert dargestellt, um bei den iibrigen Zu-
ckernucleotiden lediglich die Unterschiede herauszustellen. Im Einzelnen bietet sich fiir
UDP-GIc folgendes Bild:

Laut MD-Rechnung liegt die Base in syn- (y = 45°), anti- (y = -160°) und high-anti-
Orientierungen (y = -60°) vor mit einer Dominanz der anti-Orientierung. Im Vergleich zu den
Nucleosiden ist die anti-Orientierung jedoch stark verbreitert und die high-anti-Orientierung
ist stirker besetzt (Abbildung 6-2 a, Tabelle 6-1). Die Flexibilitit der Base ist dadurch jedoch
unbeeinflusst (Abbildung 6-3 b).

Aus den MD-Rechnungen ergibt sich, dass die Ribose eine Verteilung {iber vier unter-
schiedliche Konformationsbereiche aufweist. Diese befinden sich in noérdlichen und siidli-
chen Regionen, die jeweils in eine westliche und eine dstliche Konformation unterteilt sind.
Somit ergibt sich eine nordwestliche (¢ = -120°), eine norddstliche (¢ = -50°), eine siidwest-
liche (¢ = 120°) und eine siiddstliche (¢ = 50°) Konformation. Die 6stlichen Konformationen
sind dabei durch einen groBeren Abstand zwischen der Base und der exocyclische Gruppe
charakterisiert, wihrend die westlichen Konformationen einen verkiirzten Abstand aufwei-
sen. Wie bei den Nucleosiden existiert eine Korrelation der Orientierung der Base mit der
Ribosekonformation (Abbildung 6-5 b): In den syn- und anti-Orientierungen der Base ver-

schiebt sich die Konformation der Ribose in Richtung Osten und es kommt zu einer Auf-
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weitung des Abstands zwischen Base und exocyclischer Gruppe. In der high-anti-
Orientierung vermindert sich der Abstand zwischen Base und Ribose, so dass die Ribose
eine westliche Konformation einnimmt (Abbildung 6-5 b). Die Ribose wechselt im Ver-
gleich zu den hier untersuchten Nucleosiden deutlich seltener zwischen Nord- und Siid-

Konformationen (Abbildung 6-3 b) und ist somit etwas rigider.

Im Vergleich zu den Nucleosiden bevorzugt die exocyclische Gruppe laut MD-Rechnung
deutlich stirker die gg-Orientierung (y = 60°, Abbildung 6-2 c, Tabelle 6-1). Ihre Orientie-
rung ist zwar nicht mit den anderen beiden Freiheitsgraden des Nucleosids korreliert
(Abbildung 6-5 a, c), jedoch mit dem benachbarten Torsionswinkel 3 entlang der C5'-O5'-
Bindung, bei dem die ap-Konformation (B = 180°) vorherrschend ist (Abbildung 6-2 d,
Tabelle 6-1). Insgesamt existiert bei diesen beiden Torsionswinkeln eine gg/ap-Korrelation.
In anderen Orientierungen sind die Torsionswinkel nicht miteinander korreliert (Abbildung
6-5 d). Die Konformationswechsel der Torsionswinkel y (Abbildung 6-3 ¢) und B finden
zwar hiufig statt, dennoch ldsst sich von einem rigiden Nucleotid sprechen, wenn man dar-

unter versteht, dass sie eine stark bevorzugte Orientierung besitzen.

Der Torsionswinkel a entlang der O5'-P,-Bindung nimmt hauptsédchlich gauche-Orientierun-
gen (o = 60° und a = -60°) ein (Abbildung 6-2 e, Tabelle 6-1). Wie bei DMDP sind die inne-
ren Torsionswinkel des Pyrophosphats p und v stark korreliert (Abbildung 6-5 e), so dass sie
zum Diederwinkel &' zusammengefasst werden konnen. Dieser befindet sich wie bei DMDP
im Gleichgewicht zwischen den beiden gauche-Orientierungen (&' = 60° und &' = -60°), mit
einer leichten Bevorzugung der -sc-Orientierung (Abbildung 6-2 f, Tabelle 6-1). Die Substitu-
enten Glc und U scheinen die Konformation des Pyrophosphats also nicht wesentlich zu beein-
flussen. Der Torsionswinkel y entlang der O1'-Pg-Bindung liegt in allen drei gestaffelten Kon-
formationen vor (Abbildung 6-2 g, Tabelle 6-1). Am anomeren Zentrum der Pyranose ist der
Torsionswinkel ¢g in seiner Rotation eingeschriankt und besitzt ein Populationsmaximum bei
dG = 90° mit einem Nebenmaximum bei ¢ = 120° (Abbildung 6-2 h, Tabelle 6-1).

Glc verweilt in einer recht starren Sesselkonformation mit kurzfristigen Auslenkungen zu
einer Halbsessel- bzw. Halbbootkonformation. Die exocyclische Gruppe der Glc liegt in ty-
pischen gauche-Konformationen vor, bei der die gg-Orientierung (o = -60°) etwa doppelt so
stark besetzt ist wie gt (o = 60°, Abbildung 6-2 i, Tabelle 6-1).
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Abbildung 6-2: Ergebnisse einer MD-Simulation von UDP-Glc unter Verwendung des neu
parametrisierten AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfelds und zusétzlichen NMR-Randbedin-
gungen. Populationverteilungen [%] des a) Torsionswinkels y der Base, b) Pseudorotations-
parameters ¢ der Ribose ¢) Torsionswinkels vy ihrer exocyclischen Gruppe d) Torsionswin-
kels B entlang der C5'-O5'-Bindung, e) Torsionswinkels o entlang der O5'-P,-Bindung f)
Diederwinkels 6' des Pyrophosphats, g) Torsionswinkels y entlang der Pg-O1"-Bindung h)
Torsionswinkels ¢ am anomeren Zentrum, 1) Torsionswinkels ® der exocyclischen Gruppe
der Pyranose, j) Diederwinkels A und k) Winkels k der Gesamtkonformation.
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Abbildung 6-3: Ergebnisse einer MD-Simulation von UDP-Glc unter Verwendung des neu
parametrisierten  AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfelds und zusitzlicher NMR-Randbedin-
gungen. Trajektorien des a) Torsionswinkels y der Base, b) Pseudorotationsparameters ¢ der
Ribose, ¢) Torsionswinkels y ihrer exocyclischen Gruppe, d) Diederwinkels A und e¢) Win-
kels k der Gesamtkonformation.
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Tabelle 6-1: Ergebnisse einer MD-Simulation von UDP-GlIc unter Verwendung des neu pa-
rametrisierten AMBER91/GLYCAM93-Kraftfelds und zusétzlichen NMR-Randbedin-
gungen bei 300 K iiber einen Zeitraum von 20 ns.

UDP-Glc

Population  AG [kJ/mol]
Ksyn(%) 0.10 4.65
Xanii(7) 0.65 0.00
Xnigh-anti(X) 025 233
Xn(0) 0.59 0.00
Xs(O) 041 0.87
Xge(Y) 0.76 0.00
Xot(Y) 0.22 3.03
Xe) 0.02 9.70
XoelB) 0.14 4.40
X.o(B) 0.04 7.76
XaB) 082 . 0.00
Xe(ar) 0.39 0.31
X o(t) 0.44 0.00
Xap(o) 016 249
Xse(8") 0.38 1.07
X sc(0") 0.58 0.00
Xap(®) 004 633
Xse(W) 0.32 0.65
Xse(W) 0.26 1.16
Xelw) 042 000
Xu(0) 0.75 0.00
. Xac((PG) _________________ 0 25 ______________ 2 70 ______
Xgo(®) 0.63 0.00
Xel(®) 0.37 131
Xe@) 000 1323
Xg 0.35 0.18
X behind 0.38 0.00
XG. front 0.15 2.31
X6 0.06 4.35
XG.down 0.06 4.69
<> [°] 106.1
o) [°] 777
q(N) [A] 0.309
4(S) [°] 733
q(S) [A] 0.303
Qpy: [A] 0.555
¢Pyr [°] -166.7
Ovue [°] 1715
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Obwohl die einzelnen Freiheitsgrade von UDP-Glc durch die eindimensionale Populations-
analyse korrekt beschrieben werden, ergibt sich noch kein Gesamtbild des komplexen Mole-
kiils. Deshalb wird in dieser Arbeit der Konformationsraum von Zuckernucleotiden in fiinf
Familien eingeteilt, die sich in der Lage der Pyranose zum Nucleosid unterscheiden. Danach
existieren eine gestreckte (extended), die im weiteren Verlauf mit E bezeichnet werden wird,
und vier gefaltete (globular) Konformationsfamilien. Die gefalteten unterteilen sich in die Gyp-
Familie, bei der sich die Glucose oberhalb des Nucleosids befindet, in die Ggown-Familie mit

der Glucose unterhalb des Nucleosids und entsprechend in die Familien Ggone und Goening.

Zur Beschreibung dieser fiinf Konformationsfamilien aus molekularen Eigenschaften wird
ein Idee von Kim et al. aufgegriffen'” und etwas weiter verfeinert. Ein Winkel « wird durch
die Atome C1', C4' und C1" und ein Diederwinkel A wird durch die Atome N1, C1', C4' und
C1" definiert. k gibt Aufschluss iiber die Stirke der Faltung des Molekiils. Bei kleinem Win-
kel ist UDP-Glc gefaltet (x < 120°), bei groem gestreckt. Bei gefaltetem Molekiil be-
schreibt A die vier globuldren Konformationen. In Ggone nimmt A Werte zwischen -90° und

-30° an, in Gy liegt A zwischen -30° und 0°, in Gpeping zWischen 0° und 90° und in Ggown

zwischen 90° und -90°.

Nach diesem Modell liegt UDP-Glc im Wesentlichen in den Konformationsfamilien Ggion
(A =-60°), Gpehind (A =45°) und E (x > 120°) vor. Bei Gyehing ist die Pyranose relativ dicht bei
der Base lokalisiert und das Gesamtmolekiil ist stark gefaltet (kleines «, Abbildung 6-5 k). Das
Populationsmaximum von Gyeping 1St scharf und stark ausgeprigt. Auch Gy ist recht stark
populiert. Die Pyranose ist jedoch deutlich weiter von der Base entfernt (Abbildung 6-5 k), so
dass das Molekiil in dieser Konformationsfamilie weniger stark gefaltet ist als bei Gpening (g16-
Beres k). Das Populationsmaximum ist recht breit. Da die Ggon-Familie eine weniger starke
Faltung aufweist, ist der Ubergang zur E-Konformationsfamilie flieBend und nicht klar abge-
grenzt. Jedoch ist definitiv auch eine groflere Menge der E-Familie vorhanden. Die Familien
Ggown (A = 180°), bei der sich die Glucose unterhalb des Nucleosids befindet und Gy,
(A = -15°) mit der Glucose oberhalb des Riboserings sind wenig stabil (Abbildung 6-2 j,
Tabelle 6-1).
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

Abbildung 6-4: Konformationsfamilien am Beispiel von UDP-Glc von links oben nach
rechts unten: E, Guenind, Gdown, Gfront Und Gup.

Die MD-Simulation berechnet eine Korrelation der Base mit der Gesamtkonformation des
Molekiils (Abbildung 6-5 f). In der Ggon-Familie (A = -60°) weist die Base eine Populati-
onsverteilung wie etwa bei den Nucleosiden auf. Die anti-Orientierung (y, = -160°) ist stark
besetzt, syn- (x = 45°) und high-anti-Orientierungen (y = -60°) dagegen wenig. Die Gpehing-
Familie hingegen zeigt eine ungewohnliche Orientierung der Base. Das Populationsmaxi-
mum der anti-Orientierung ist nach high-anti verschoben (y = -120°), weniger besetzt und

die Menge an high-anti-Orientierungen hat deutlich zugenommen.

Sowohl die gg-Orientierung der exocyclischen Gruppe des Nucleotids, die durch den Tor-
sionswinkel y definiert ist, als auch die ap-Konformation vom benachbarten Torsionswinkel
B entlang der C5'-O5'-Bindung stabilisieren laut MD-Rechnung die Gpening- und die Gerone-
Familie. Wahrend in diesen beiden Konformationsfamilien die gg/ap-Orientierung verstirkt
auftritt (Abbildung 6-5 g, h), wird keine klare Bevorzugung einer Konformationsfamilie bei
einer abweichenden Orientierung von der gg/ap-Konformation sichtbar. Auerdem fillt auf,
dass der Torsionswinkel a entlang der O5'-P,-Bindung entscheidend die Gesamtkonformation
des Molekiils bestimmt. Bei einer sc-Orientierung von o liegt meist eine Ggon-Familie vor, bei
einer -sc-Konformation nimmt UDP-Glc verstéirkt Gpening €in (Abbildung 6-5 1, j).
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Abbildung 6-5: Ergebnisse einer MD-Simulation von UDP-Glc unter Verwendung des neu
parametrisierten  AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfelds und zusitzlicher NMR-Randbedin-
gungen. Konturdiagramme der Populationen der a) Torsionswinkel y der Base und y der
exocyclischen Gruppe der Ribose b) Freiheitsgrade y und ¢ der Ribose c¢) Freiheitsgrade y
und ¢, d) Torsionswinkel B entlang der C5'-O5'-Bindung und vy, e) inneren Torsionswinkel
des Pyrophosphats p und v, f) Diederwinkel y und A der Gesamtkonformation g) Dieder-
winkel y und A, h) Diederwinkel B und A, i) Diederwinkel a entlang der O5'-P,-Bindung und
A, j) Freiheitsgrade o und k der Gesamtkonformation und k) Freiheitsgrade A und «.
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Eine noch genauere Unterteilung der einzelnen Freiheitsgrade in ihre moglichen Populati-
onsmaxima ergibt eine Konformation des Gesamtmolekiils mit y in anti-, ¢ in Stid-, y in gg-,
B in ap-, a in sc-, d' in -sc-, Y in ap-, ¢g in sc- und ® in gg-Konformation, die zu 2.5 % der
MD-Simulationszeit am hdufigsten besetzt ist und zur E-Familie gehort. Sie dhnelt der Kri-
stallstruktur von UDP-GIc*® (y = -105.0°, ¢ = 78.1°, y = 65.5°, B = -151.1°, a = 76.2°,
0'=-74.6, y = -72.6°, ¢g = 75.7°, ® = -49.2°), die ebenfalls der E-Familie zuzuordnen ist,
und unterscheidet sich lediglich im Torsionswinkel y entlang der O1"-Pg-Bindung und im

Torsionswinkel o der exocyclischen Gruppe der Pyranose.

Abbildung 6-6: Kristallstruktur® (links) und hiufigste Konformation in Losung (rechts) von
UDP-Glc.

6.1.2. Vergleich theoretischer und experimenteller NMR-Daten

'H-NMR-Spektren des natiirlichen Zuckernucleotids UDP-Glc sind Spektren héherer Ord-
nung, da die Resonanzen von H2' und H3' der Ribose anndhernd dieselbe chemische Ver-
schiebung aufweisen. Bei der rechnerischen Ermittlung der Kopplungskonstanten und che-
mischen Verschiebungen wurde eine Quadratwurzelabweichung von etwa 0.2 Hz festge-
stellt. Die experimentellen Kopplungskonstanten sind also mit einer gewissen Ungenauigkeit
behaftet. Die Resonanzen HS5 und HI1' {berlagern sich, so dass sie bei den NOE-
Aufbaukurven zusammen integriert wurden. Obwohl einerseits H4', H5'b und H5'a und an-
dererseits H5" und H6"b im "H-NMR-Spektrum gut separiert waren, reichte die Auflosung
des NOESY-Spektrums nicht aus, um diese Signale getrennt zu integrieren. Auch diese

NOEs wurden zusammen integriert. Das fiihrt zwar zu korrekten Resultaten, vermindert je-
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doch den Informationsgehalt der NOEs. Nach der Integration der Signale wurde auf das Dia-
gonalsignal von H6 referenziert. Auf Grund der raumlichen Entfernung von Uridin und Glu-
cose und dem Fehlen von Protonen am Pyrophosphat waren nur wenige aussagekréftige NOE-
Kontakte beziiglich der Gesamtkonformation zu erwarten. Dennoch konnten drei NOE-
Kontakte H2'+H3'/H1", H2+H3'/H5"+H6"S und H4'+HS5'R+S/H1" identifiziert werden, die
trotz ihrer geringen Signalintensitéten (< 0.5% des Referenzsignals) Hinweise auf eine raumli-

che Nihe zwischen der Glucose und dem Uridin geben (Abbildung 6-7 j-1, Tabelle 6-3).

Alle H,H-, H,P- und C,P-Torsionswinkel der MD-Simulation wurden in Kopplungskonstan-
ten umgeformt. Die vergleichende Betrachtung zwischen den experimentell ermittelten” und
aus der MD-Simulation berechneten Kopplungskonstanten zeigt im hohen MaBe Uberein-
stimmung. GroBere Abweichungen treten lediglich bei Protonen der exocyclischen Gruppen
der Ribose und der Glucose auf. Insbesondere die vicinalen Kopplungen 3 Jhanss und
3JH5~/H6~S zeigen diese Abweichung. Wie bereits festgestellt wurde, ist der Fehler in der Kar-
plus-Beziehung zu suchen. Denn einerseits zeigen die entsprechenden experimentellen und
theoretischen NOE-Aufbaukurven gute Konformitét (s.u.), andererseits deutet die grof3e
Kopplungskonstante 3 n4 gss der MD-Simulation auf einen zu hohen Anteil an tg-Rotameren
des Torsionswinkels y hin. Da dieser Anteil allerdings lediglich 2% betrégt, wire eine klei-
nere Kopplungskonstante nur zu realisieren, wenn die Substituenten keine optimal gestaf-

felte Position einnechmen wiirden, was aus chemischer Sicht zweifelhaft ist.

In der Summe bestétigen die Kopplungskonstanten eine korrekte MD-Simulation beziiglich
der Pseudorotationsparameter ¢ der Ribose und ¢py, und Opy; der Glucose, der Orientierung
ithrer exocyclischen Gruppen, die durch die Torsionswinkel y und ® definiert sind, und der
Rotamerenverteilung der Torsionswinkel B entlang der C5'-O5'-Bindung und ¢ entlang der
C1"-O1"-Bindung. Damit reduziert sich eine weitere Fehlerbetrachtung, die mittels NOE-

Aufbaukurven durchgefiihrt wird, auf wenige Freiheitsgrade.
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Tabelle 6-2: Durch eigene Experimente erginzte experimentelle® und berechnete Kopp-
lungskonstanten von UDP-Glc.

UDP-Glc [Hz]

exp.” ber.”
jJHl',m. 4.6 4.1
iz 4.8 5.5
iy 4.9 4.8
3JH4',H5'R 3.0 33
Jha ns's 2.6 3.6
3JH5‘R,Pa 5.6 5.8
3JH5‘S,P0L 4.6 4.1
3 eara 9.1 8.5
Tearpp 8.7 8.0
iJHl",PB 7.3 7.2
v 3.5 4.0
3JH2",H3" 9.8 9.3
iy 9.3 9.4
g s 10.0 9.7
Jiis e 4.5 4.6
JHS",H6"S 2.4 35

9 in D,0 bei 300 K und LAOCOON Simulation
® mit Karplus-Beziehung’®*’

Entlang der C1'-N1-Bindung der Base und innerhalb des Diphosphats kénnen keine Kopplungs-
konstanten gemessen werden. NOE-Aufbaukurven geben jedoch Information iiber die Konfor-
mationen der Diederwinkel y, o, §' und v, so dass sie insbesondere zur Uberpriifung dieser Frei-
heitsgrade zweckdienlich sind. Der Vergleich zwischen experimentellen und theoretisch ermit-
telten NOE-Aufbaukurven belegt ein korrekt berechnetes Gleichgewicht der Basenorientierung
(Abbildung 6-7 b, c, Tabelle 6-3). Auch die Konformation der Ribose inklusive ihrer exocy-
clischen Gruppe ist korrekt simuliert worden (Abbildung 6-7 d-f, Tabelle 6-3). Groflere Abwei-
chungen sind in dem experimentellen und berechneten NOE zwischen dem Proton H6 der Base
und der exocyclischer Gruppe festzustellen. Da es sich jedoch um einen nichtbindenden
Atomabstand handelt, ist der geschiitzte Fehler von < 0.3 A in akzeptablen Grenzen, so dass die
Gesamtkonformation des Nucleosids durch die MD-Rechnung ebenfalls recht gut beschrieben
wird (Abbildung 6-7 g, Tabelle 6-3). Auch hinsichtlich der Pyranose liefert die MD-Simulation
korrekte Ergebnisse (Abbildung 6-7 g, h). Die drei NOE-Kontakte, die zwischen dem Nucleosid
und der Pyranose gemessen wurden, zeigen ebenfalls eine gute Ubereinstimmung mit den Re-
sultaten der MD-Simulation (Abbildung 6-7 j-1, Tabelle 6-3) und untermauern somit korrekte
Ergebnisse der MD-Rechnung hinsichtlich der Pyrophosphatkonformation einschlieflich der

Torsionswinkel o und y und der Gesamtkonformation von UDP-Glc.
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Abbildung 6-7: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-

Aufbaukurven von UDP-Glec.
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Aus den Differenzen aller gemessenen zu den theoretisch ermittelten NOE-Aufbaukurven
von UDP-Glc wurden in Néherung die Fehler der MD-Simulation der Kernabstiande berech-
net (Tabelle 6-3). GroBere Abweichungen treten bei den NOEs H2'+H3'/H1" und
H2'+H3'/H5"+H6"S auf. Da es sich aber um nichtbindende Atomabstinde handelt, liegt der
geschitzte Fehler von < 0.5 A in akzeptablen Grenzen. Alles in allem kann von einer hohen
Zuverlassigkeit der hier durchgefiihrten MD-Simulation ausgegangen werden, die das dyna-

mische Verhalten von UDP-Glc in Losung sehr genau beschreibt.

Die MD-Simulation berechnet Kernabstéinde (Tabelle 6-3) der beteiligten Protonen der NOEs
H2'+H3'/ H1" und H2'+H3'/H5"+H6"S, die deutlich grofer sind als die normalerweise detek-
tierbaren Abstinde von 4-5 A (z.B. digzyy = 6.42 A). Auf Grund der Flexibilitit des Molekiils
variiert der Abstand erheblich (z.B. 1.90 A < dyye < 10.89 A). Dabei dominieren kurze
Kernabstinde den NOE, so dass sie nach der Theorie stirker gewichtet werden, in dem die
Protonenmatrix aus <r*> gemittelten Abstinden berechnet wird. Das fithrt zu einem <r®>-ge-
mittelten Abstand fiir beispielsweise H3'/H1" von 4.29 A, der noch innerhalb der Detektions-
grenze liegt. Auch die Signaliiberlagerung von H2' und H3' fiihrt zu einer additiven Verstér-
kung der betreffenden NOEs. Dennoch sind die experimentellen NOEs zwischen der Pyranose
und dem Nucleosid selbst bei lingeren Mischzeiten sehr klein (< 0.5% des Referenzsignals
von H6), wodurch sich das Signal-Rausch-Verhiltnis deutlich verschlechtert und zu einer gro-

eren experimentellen Unsicherheit fiihrt.
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Tabelle 6-3: Arithmetisch gemittelte Abweichungen der experimentellen von den berechne-
ten NOEs (ANOE), iiber die MD-Zeit gemittelte Protonenabstinde (<dca>) und in Nihe-
rung berechnete Fehler der MD-Simulation von UDP-Glc bei 300 K (A<d>).

Name ANOE [%] <dcac> [A]Y  A<d>[A]
H5+H1'/H6 13.1 2.38 -0.04
H5+H1/H2'+H3' 7.5 2.89 0.03
H5+H1/H4'+H5'R+S 10.2 3.32 0.06
H6/H2'+H3' 7.0 2.95 -0.03
H6/H4'+H5'R+S 46.4 4.47 -0.29
H2'+H3Y/H4'+H5'R+S 21.7 2.61 0.09
H2'+H3YH1" 34.0 6.42 0.40
H2'+H3'/H5"+H6"S 55.7 7.20 -0.49
H4'+H5'R+S/H1" 7.3 5.52 -0.04
H1"/H2" 9.0 2.35 0.03
H1"/H3"+H6"R 21.6 3.83 0.12
H1"/H5"+H6"S 14.3 3.65 -0.09
H2"/H3"+H6"R 20.5 1.77 -0.07
H2"/H4" 1.7 2.60 0.01
H3"+H6"R/H4" 12.4 2.85 0.04
H5"+H6"S/H2"+H4" 53.5 2.60 0.28

% bei Signaliiberlagerungen wurde der kleinste Protonenabstand verwendet.
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6.2. Uridin-5'-O-diphosphor-a-galactose (UDP-Gal)
6.2.1. Ergebnisse einer MD-Simulation

Die strukturellen Unterschiede zwischen UDP-Gal und UDP-Glc sind sehr gering und inso-
fern waren groBe Ubereinstimmungen in ihrem konformativen Verhalten zu erwarten. Tat-
sichlich wurde durch die hier durchgefiihrte MD-Simulation auch groBe Ahnlichkeiten in
ihren Konformationen festgestellt (Abbildung 6-8, Tabelle 6-4). Viele Torsionswinkel wei-
sen nahezu identische Populationsverteilungen auf, so dass auf eine eingehende Beschrei-
bung verzichtet wird. Im Folgenden soll lediglich nidher auf die Unterschiede zwischen der

Konformation von UDP-Gal und UDP-Glc eingegangen werden.

Eine wesentliche Differenz in der Konformation von UDP-Glc und UDP-Gal besteht in der
Stellung der Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom C4" der Pyranose und eine dadurch bedingte
Verianderung in der Rotamerenverteilung ihrer exocyclischen Gruppe. Wahrend in UDP-Glc das
Rotamerenverhiltnis etwa gg : gt : tg=3: 2 : 0 betrégt, ergibt sich aus den MD-Simulationen fiir
UDP-Gal ein Verhéltnis von etwa gg : gt : tg=0: 3 : 2 (Tabelle 6-4). Dariiber hinaus &ndert sich
ebenfalls das Besetzungsverhiltnis des Diederwinkels o', der die Konformation des Pyrophos-
phats bestimmt, so dass dieser die sc-Orientierung mit 52% favorisiert (Tabelle 6-4). Im Ver-
gleich zu UDP-Glc ist die sc-Orientierung des Torsionswinkels y entlang der Pg-O1"-Bindung
deutlich weniger populiert, die ap-Orientierung wird hingegen héufiger eingenommen (Tabelle
6-4). Diese Anderungen der Diederwinkel §' und y bewirken eine etwas andere Orientierung der
Pyranose zur Ribose. Die gestreckte E- (k > 120°) und die gefaltete Gpening-Familie (A = 45°)
bleiben vorherrschend, jedoch mit einem leichten Unterschied in den Populationen (Abbildung
6-8 c, d, Tabelle 6-4). Die Stérke der Faltung, die durch den Winkel k definiert ist, bleibt jedoch

weitgehend unverindert (<i> = 107.6°, Tabelle 6-4).
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Abbildung 6-8: Ergebnisse einer MD-Simulation von UDP-Gal unter Verwendung des neu
parametrisierten AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfelds und zusétzlicher NMR-Randbedin-
gungen. Populationverteilungen [%] des a) Torsionswinkels y der Base, b) Pseudorotations-
parameters ¢ der Ribose, ¢) Diederwinkels A der Gesamtkonformation und d) Winkels « der
Gesamtkonformation. Konturdiagramme der Populationen der e) Freiheitsgrade der Base )
und ¢, f) Diederwinkel ¥ und A der Gesamtkonformation g) Diederwinkel y der exocy-
clischen Gruppe und A, h) der Diederwinkel entlang der C5'-O5'-Bindung 3 und A und 1) der
Diederwinkel entlang der O5'-P,-Bindung o und A und j) der Parameter A und x.

97



6. Konformation von Zuckernucleotiden

Tabelle 6-4: Ergebnisse einer MD-Simulation von UDP-Gal unter Verwendung des neu pa-
rametrisierten AMBER91/GLYCAM93-Kraftfelds und zusétzlichen NMR-Randbedin-
gungen bei 300 K iiber einen Zeitraum von 20 ns.

UDP-Gal

Population  AG [kJ/mol]
Ksyn(%) 0.13 3.98
Kanti(%) 0.65 0.00
Xnighand(X) 022 . 270
Xn(h) 0.53 0.00
Xs(O) 047 . 027
Xeo(V) 0.76 0.00
Xei(Y) 0.21 3.14
XeW) 0.03 8.05
Xse(B) 0.13 4.67
X.se(B) 0.05 7.07
Xa®) 084 000
Xee(Q) 0.36 0.37
Xse(ar) 0.42 0.00
Xlw) 02 169
Xse(d") 0.52 0.00
X 0.43 0.47
X&) 005 597
Xse(W) 0.18 2.76
Xse(W) 0.26 1.87
Xolw) 055 000
Xe(b0) 0.73 0.00
. Xac((PG) _________________ 0 27 ______________ 2 55 ______
Xoo(®) 0.04 6.69
Xei(®) 0.60 0.00
Xel0) ] 035 .....128
Xg 0.35 0.00
XG.behind 0.31 0.27
XG. front 0.22 1.21
XG.up 0.07 3.92
XG.down 0.05 4.84
<k> [°] 107.6
d(N) [°] 279.2
q(N) [A] 0.305
o(S) [°] 83.8
q(S) [A] 0.314
Qpyr [A] 0.558
foye [° 199.3
Opue [°] 171.7
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Laut MD-Rechnung nimmt UDP-Gal am haufigsten eine Konformation in Losung ein, bei
der ¢ in anti-, ¢ in Siid-, y in gg-, B in ap-, a in -sc-, &' in sc-, Yy in ap-, dg in sc- und ® in gt-
Konformation vorliegt. Sie ist zu 3.0 % der MD-Simulationszeit besetzt und gehort der

Giening-Familie an:

e
J )

Abbildung 6-9: Hiufigste Konformation von UDP-Gal in Losung.

6.2.2. Vergleich theoretischer und experimenteller NMR-Daten

Das '"H-NMR-Spektrum von UDP-Gal ist, wie das von UDP-Glc, ein Spektrum hoherer
Ordnung auf Grund der anndhernd gleichen chemischen Verschiebung der Resonanzen H2'
und H3'. Bei der rechnerischen Losung des Spektrums wurde eine Quadratwurzelabwei-
chung von < 0.2 Hz festgestellt, so dass die chemischen Verschiebungen und die Kopp-
lungskonstanten mit einer experimentellen Unsicherheit behaftet sind. Dartiber hinaus {iber-
lagern die Resonanzen H5+H1' sowie H2"+H6"R+S und H5'R+S+HS5", so dass sie fiir die
NOE-Aufbaukurven meistens zusammen integriert wurden. In einigen Féllen lieBen sich die
Signale separieren. Bei UDP-Gal wurden insgesamt flinf interessanten NOE-Kontakte zwi-
schen dem Nucleosid und der Pyranose gemessen: HS5+HI1'/H1", HS5+HI'/H3",
H6/H2"+H6"R+S, H2'+H3'/H1" und H2'+H3'/H3" (Abbildung 6-10). Sie gaben Hinweise auf
eine Niihe zwischen beiden Molekiilteilen und wurden zur Uberpriifung der Gesamtkonfor-

mation verwendet.

99



6. Konformation von Zuckernucleotiden

Aus der MD-Simulation wurden Kopplungskonstanten berechnet und mit den experimentel-
len verglichen (Tabelle 6-5). Es ergab sich eine gute Ubereinstimmung mit Ausnahme der
Kopplungskonstante *Jiq nss. Wie bei UDP-Glc bereits diskutiert wurde (vgl. Kapitel 6.1.2)
liegt der Ursache vermutlich in der fehlerhaften Parametrisierung der Karplus-Beziehung.
Insgesamt wird durch den Vergleich der Kopplungskonstanten eine korrekte Berechnung der
Konformationen der Ribose und der Galactose einschlieBlich ihrer exocyclischen Gruppen,
des Torsionswinkel a entlang der C5'-O5'-Bindung und des Torsionswinkel ¢ am anomeren

Zentrum der Pyranose durch die MD-Simulation festgestellt.

Tabelle 6-5: Durch eigene Experimente erginzte experimentelle” und berechnete Kopp-
lungskonstanten von UDP-Gal.

UDP-Gal [Hz]

exp.” ber.”
jJHp,Hy 4.6 43
3JH2',H3' 49 5.6
Ju g 4.8 43
3JH4',H5'R 3.2 3.3
T 'S 2.7 3.7
Vusrpa 5.7 5.7
3 s pa 4.6 43
3T pa 9.1 8.5
erpp 8.3 7.9
jJHI",PB 7.2 7.2
RITETES 3.6 3.9
QUGN 10.3 9.5
QI 3.3 3.0
RITAIE: 0.7 1.2
3JH5",H6"a 7.2 7.3
Jhs e 5.2 5.2

9 in D,0 bei 300 K und LAOCOON Simulation
® mit Karplus-Beziechung’®*

In UDP-Gal wurden zwei NOE-Kontakte H5+H1'/H1" und H5+H1'/H3" gemessen, die bei
UDP-GIc nicht festgestellt werden konnten und die vermutlich lediglich vom Proton H5 mit
den Protonen der Pyranose stammen. Sie geben Hinweise auf eine relativ nahe rdumliche
Anordnung des Uracilrings mit der Galactose, die durch die MD-Simulation bestétigt wird
(Abbildung 6-10). Auf eine detaillierte Beschreibung der weiteren NOE-Aufbaukurven wird
hier und bei den tibrigen Zuckernucleotiden verzichtet. Es ist ausreichend sich auf die Diffe-

renz zwischen experimentellen und theoretisch ermittelten NOEs zu konzentrieren (Tabelle

6-6).
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= Exp. - Exp.

-e- Calc. _e Calc.

0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Mixing time [ms] Mixing time [ms]

Abbildung 6-10: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-
Autbaukurven von UDP-Gal.

Der Vergleich experimenteller” und aus der MD-Simulation berechneter NOE-Aufbau-
kurven und den daraus ermittelten Fehlern in den Protonendistanzen ergab weitgehend gute
Ubereinstimmungen. GroBere Abweichungen sind in den NOEs HS5+H1/HI" und
H2'+H3'/H3" vorhanden (Tabelle 6-6). Da die Abstinde der beteiligten Protonen jedoch eine
grofle Varianz aufweisen (z.B. 1.89 A < dysmr < 16.98 A), ist der geschitzte Fehler von et-
wa z.B. <Adys=> = 0.8 A noch in einer akzeptablen Grofenordnung. Weitere Abweichun-
gen existieren bei NOE-Kontakten zwischen 1,3-diaxialen Pyranoseringprotonen trotz zu-
sitzlicher NMR-Randbedingungen und sind auf eine ungeniigende Parametrisierung im
GLYCAMO93-Kraftfeld zuriickzufiihren. Sie deuten darauf hin, das die Pyranose zeitweilig
zu groBBe Abweichungen aus der idealen Sesselkonformation einnimmt. Dieser Fehler beein-
flusst vermutlich aber nicht die iibrigen konformativen Freiheitsgrade von UDP-Gal, so dass

die MD-Simulation als korrekt angesehen wurde.
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Tabelle 6-6: Arithmetisch gemittelte Abweichungen der experimentellen von den berechne-
ten NOEs (ANOE), iiber die MD-Zeit gemittelte Protonenabstinde (<dca>) und in Nihe-
rung berechnete Fehler der MD-Simulation von UDP-Gal bei 300 K (A<d>).

Name ANOE [%] <dcae> [A]Y  A<d>[A]
H5+H1'/H6 5.9 2.38 0.01
H5+H1"/H2'+H3' 10.8 2.90 -0.04
H5+H1'/H4' 21.7 3.37 -0.10
HS+HI1/HI1" 62.8 8.00 -0.80
H5+H1/H3" 11.8 8.15 0.12
H6/H2'+H3' 58.0 3.17 -0.25
H6/H5'R+S+HS5" 42.6 4.41 -0.29
H6/H2"+H6"R+S 30.5 8.45 0.46
H2'+H3/H5'R+S+H5" 17.2 2.64 0.09
H2'+H3/H1" 14.3 6.64 0.17
H2'+H3/H3" 70.5 6.87 0.72
H5'R+S+H5"/H1" 2.5 3.64 0.01
H1"/H2"+H6"R+S 1.5 2.36 0.00
H1"/H3" 73.6 3.80 -0.36
H2"/H4" 116.9 3.77 -0.51
H3"/H4" 15.2 2.42 -0.06
H3"/H5" 41.6 2.56 -0.15
H4"/H5" 28.0 2.43 -0.10
H4"/H6"R+S 35.6 2.81 -0.15
H5"/H6"R+S 18.5 2.70 -0.09

% bei Signaliiberlagerungen wurde der kleinste Protonenabstand verwendet.
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6.3. 5,6-Dihydrouridin-5'-O-diphosphor-a-galactose (56dihydroUDP-Gal)
6.3.1. Ergebnisse

Wie die iibrigen Zuckernucleotiden wurde 56dihydroUDP-Gal mit dem neu parametrisierten
AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfeld molekiilmechanisch berechnet. Problematisch fiir eine
Kraftfeldrechnung sind die Modifikationen in der Base, die nicht im AMBER-Kraftfeld pa-
rametrisiert sind. Deshalb wurde zunichst das Nucleosid 56dihydroU quantenmechanisch
auf HF/6-31G*-Niveau geometrieoptimiert, mit den Resultaten einer Kraftfeldrechnung ver-
glichen und untersucht, ob die AMBERO91-Parameter die Konformation des modifizierten
Uracilrings in genligendem Maf3e beschreiben. AnschlieBend wurde die Flexibilitdt und der
Konformationsraum von 56dihydroUDP-Gal mit dem neu parametrisierten AM-
BER91/GLYCAMO93-Kraftfeld und zusdtzlichen NMR-Randbedingungen molekiildyna-

misch berechnet.

Durch die Hydrierung der C-C-Doppelbindung verliert der Uracilring seinen aromatischen Cha-
rakter. Amidische Bindungen sind in ihrer Rotation jedoch stark eingeschrankt und nehmen ge-
wohnlich entlang der C-N-Bindung nur ap- und sp-Orientierungen ein. Insofern war eine planare
Anordnung der Atome N1-C2-N3-C4 zu erwarten. Lediglich die Kohlenstoffatome C5 und C6
sollten aus der Ebene ausgelenkt sein. Die optimierte Struktur auf HF/6-31G*-Niveau bewies
diese Vermutungen und berechnete eine leicht verzerrte Halbbootkonformation des hydrierten
Uracilrings mit den Atomen N1-C2-N3-C4 und CS in einer Ebene und C6 unterhalb dieser Ebe-
ne (Oura = 61.4°, dura = 77.6°, Tabelle 6-7). Aus der molekiilmechanischen Geometrieoptimie-
rung geht eine sehr dhnliche Konformation des Uracilrings hervor, der eine leicht verzerrte Halb-
sesselkonformation aufweist mit den Atomen N1-C2-N3-C4 in einer Ebene, C5 unterhalb und
C6 oberhalb dieser Ebene (Oyr, = 125.7°, dura = 270.0°, Tabelle 6-7). Durch beide Methoden
wurde also eine planare Konformation der Atome N1-C2-N3-C4 und Auslenkungen an den
Kohlenstoffatomen C5 und/oder C6 berechnet, die beide Relevanz in Losung besitzen, wie die
nachfolgende MD-Simulation spédter zeigte. Da beide Methoden zu vergleichbaren Resultaten
fiihren (Tabelle 6-7), wurden die AMBER91-Parameter als ausreichend zur Konformationsbe-
schreibung von 56dihydroU angesehen und zur molekiildynamischen Simulation von

56dihydroUDP-Gal verwendet.
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Tabelle 6-7: Ergebnisse der Geometrieoptimierung von 56dihydroU auf HF/6-31G*-Niveau
und 56dihydroUDP-Gal mit dem modifizierten AMBER91/GLY CAMO93-Kraftfeld.

Freiheitsgrad HF/6-31G* AMBER91/GLYCAMO93
Oura 61.4° 125.7°

dura 77.6° 270.0°

Quia 0.447 A 0.445 A

X -149.8° -149.4°

) 85.5° 63.8°

q 0.301 A 0375 A

y 56.2° 55.0°

Die strukturellen Unterschiede von 56dihydroUDP-Gal im Vergleich zu UDP-Gal sind nicht
sehr grof3. Dennoch berechnet die MD-Simulation weitreichende Auswirkungen der Hydrie-

rung im Uracilring auf die Konformation des Molekiils.

Die Orientierung der Base lésst sich nicht mehr streng in syn-, anti- und high-anti-Konfor-
mationen einteilen. Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurde sie dennoch entsprechend un-
terteilt (Tabelle 6-8). Laut MD-Simulation nimmt sie vielmehr einen Konformationsraum
ein, der von anti bis high-anti (-180° < y < 0°) reicht. Die gering besetzten syn-
Orientierungen sind eher die Ausldufer des sehr breiten Maximums (Abbildung 6-11 a,
Tabelle 6-8). Die Base selbst hat auf Grund der sp’-hybridisierten Kohlenstoffe C5 und C6
keine planare Konformation mehr, sondern wechselt zwischen zwei leicht verzerrten Halb-
sesselkonformationen, bei denen N1-C2-N3-C4 in einer Ebene liegen, und entweder C5
oberhalb und C6 unterhalb der Ebene liegen (6 = 60°, ¢ = 90°) oder analog C5 unterhalb und
C6 oberhalb dieser Ebene lokalisiert sind (6 = 120°, ¢ =-90°, Abbildung 6-12 g).

Die Modifikation im Uracilrings beeinflusst die Konformation der Ribose. Aus den MD-
Simulationen ergab sich eine wesentlich stirkere Besetzung der siidlichen Konformation
(¢ = 88.0°) im Vergleich zu UDP-Gal mit einem geringen Anteil an nérdlichen Konforma-
tionen (¢ = -23.0°, Abbildung 6-11 a, Tabelle 6-8). Das Populationsmaximum der nérdlichen
Konformation ist im Vergleich zu UDP-Gal deutlich in 6stliche Regionen verschoben, so
dass die nordliche Konformation von 56dihydroUDP-Gal durch eine pseudodquatorialere
Stellung der Base gekennzeichnet ist. Laut MD-Rechnung sind die Konformationen der Base
und der Ribose miteinander korreliert. Die Ribose bevorzugt eine eher westliche Konforma-
tion (¢ = 90°) bei einer anti-Orientierung der Base (y = -160°), wihrend sie eine Ostlichere

Konformation einnimmt, wenn sich die Base nach high-anti orientiert (¢p = 120°, y = -60°,
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Abbildung 6-12 a). Die Anderung im konformativen Verhalten der Ribose und der Base
wirkt sich auf die Konformation des Gesamtmolekiils aus. 56dihydroUDP-Gal liegt bevor-
zugt in der Ggon-Familie vor mit lediglich geringen Anteilen an Gpeping Und Ggown
(Abbildung 6-11 c, Tabelle 6-8). Die von UDP-Gal und UDP-Glc favorisierten Konformati-
onsfamilien E und Gyeping Sind wesentlich schwécher besetzt. Insgesamt ist 56dihydroUDP-
Gal sehr viel stirker gefaltet als UDP-Glc und UDP-Gal, wodurch der iiber die MD-Zeit ge-
mittelte Winkel «, der ein MaB fiir die Starke der Faltung ist, deutlich abgenommen hat (<x>
= 97.3°, Tabelle 6-8, Abbildung 6-11 d), sowie auch die Ggon-Familie eine starke Faltung
aufweist (kleines k bei A = 70°, Abbildung 6-12 h).

Die stirkere Faltung des Molekiils wirkt sich auf zwei weitere Torsionswinkel aus. Wie bei
UDP-Glc und UDP-Gal bereits festgestellt wurde, ist der Torsionswinkel o entlang der O5'-
P,-Bindung sensitiv fiir die Konformation des Gesamtmolekiils. Er verdndert sein Rotame-
rengleichgewicht zu Gunsten der sc-Orientierung (Tabelle 6-8) und ermoglicht somit die
bevorzugte Ggon-Familie des Molekiils. Die Orientierung des Torsionswinkels vy entlang
der Pg-O1"-Bindung édndert sich ebenfalls auf Grund der veranderten Gesamtkonformation

des Molekiils. Dieser bevorzugt klar eine der ap-Orientierung (Tabelle 6-8).

a) b)
LOOE ™ T T T 3100 2.0F T T T T 3
& 075 375 _ T 1sp 3
S E - 5 o C 3
= 050 =50 & = 1.0 —
§. = 1 = gz. = 3
£ 0,25-{m 525 £ 0.5 -
0.00E r——— A R R |1} 00E_. 1 P Bt T 3
60 120 180 -120  -60 0 -180  -120  -60 0 60 120 180
x [°] o[°]
c) d)
2.0F T T T T 3 3.00F T T T 3100
® - = X -y 7
. 1SE = T 2.25F 375 _
S = ] S = 1 E
= 1.0 3 2 1.50 =50 &
= - - = = - =
& F 3 & E = B
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Abbildung 6-11: Ergebnisse einer MD-Simulation von 56dihydroUDP-Gal unter Verwen-
dung des neu parametrisierten AMBER91/GLYCAM93-Kraftfelds und zusétzlichen NMR-
Randbedingungen. Populationverteilungen [%] des a) Torsionswinkels y der Base, b) Pseu-
dorotationsparameters ¢ der Ribose c¢) Diederwinkels A der Gesamtkonformation und
d) Winkels k der Gesamtkonformation.
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Insgesamt sind die Torsionswinkel y der exocyclischen Gruppe der Ribose, B entlang der
C5'-05'-Bindung und der Torsionswinkel o stark mit der Gesamtkonformation korreliert. In
der Ggon-Familie nimmt der Torsionswinkel y eine gg-, B eine ap- und a eine sc-Orien-
tierung ein. In der Ggownp-Familie hingegen bevorzugt 56dihydroUDP-Gal eine gt-Orien-
tierung des Torsionswinkels y, einen Wert fiir B = -90° und eine sc-Orientierung des Tor-
sionswinkels a (Abbildung 6-12 d-f). Wie bei UDP-Gal und UDP-Glc ist die gg/ap-Kon-
formation der Torsionswinkel y und [ stark vorherrschend (Abbildung 6-12 b), so dass man

auch hier von einer gewissen Rigiditit des Nucleotids sprechen kann.

050" To %00 1805500900
8y [°] ®[°]
Abbildung 6-12: Ergebnisse einer MD-Simulation von 56dihydroUDP-Gal unter Verwen-
dung des neu parametrisierten AMBER91/GLYCAM93-Kraftfelds und zusétzlicher NMR-
Randbedingungen. Konturdiagramme der Populationen der a) Freiheitsgrade y der Base und
¢ der Ribose b) Torsionswinkel B entlang der C5'-O5'-Bindung und y der exocyclischen
Gruppe der Ribose ¢) Diederwinkel y und A der Gesamtkonformation d) Diederwinkel y und
A, ) Diederwinkel  und A, f) Diederwinkel a entlang der O5'-P,-Bindung und A, g) Pseu-

dorotationsparameter ¢y und Oy des Uracilrings und h) Freiheitsgrade A und «.
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Tabelle 6-8: Ergebnisse einer MD-Simulation von 56dihydroUDP-Gal mit dem neu para-
metrisierten AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfeld und zusdtzlichen NMR-Randbedingungen
bei 300 K iiber einen Zeitraum von 20 ns.

56dihydroUDP-Gal
Population  AG [kJ/mol]

Ksyn(X) 0.05 6.97
Xani() 0.21 3.11
Xnigh-and(X) 074 0.00
Xn(0) 0.16 414
Xs(@) 084 0.00
Xge(¥) 0.70 0.00
Xaly) 0.19 3.27
Xe) 011 472
Xo(B) 0.06 6.42
Xo(B) 0.15 4.18
XapB) 079 .. 0.00
X)) 0.56 0.00

X () 0.26 1.93
Xap(o) 018 2.78 .
X (8 0.51 0.00
Xose(3) 0.48 0.16
Xap(®) 001 8.34
Xoo(0) 0.15 3.92
XeW) 0.15 3.78
Xap(W) 070 0.00
Xeo(06) 0.67 0.00
Kacldo) 033 L77
X ge() 0.06 546

X o) 0.56 0.00
Keglw) 038 0.96
Xg 0.16 2.52
XG,behind 0.17 2.37

X front 0.4 0.00
XG.up 0.07 4.59
XG.down 0.16 2.52
<> [°] 97.3

o(N) [°] -23.0

q(N) [A] 0.348

o(S) [°] 88.0

q(S) [A] 0.372

Qpy: [A] 0.561

dpyr [°] -169.5

Opye [°] 172.0
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56dihydroUDP-Gal nimmt am héufigsten eine Konformation in Losung ein, bei der y in
high-anti-, ¢ in Sid-, y in gg-, B in ap-, a in sc-, &' in sc-, y in ap-, ¢ in sc- und ® in gt-
Konformation vorliegt. Sie gehort der Ggon-Familie an und ist zu 3.8 % der MD-Simu-

lationszeit besetzt (Abbildung 6-13).

Abbildung 6-13: Héufigste Konformation von 56dihydroUDPGal in Lsung.

6.3.2. Vergleich theoretischer und experimenteller NMR-Daten

Wie bei den Zuckernucleotiden UDP-Gal und UDP-Glc existieren einige NOE-Kontakte
zwischen dem Nucleosid und der Pyranose: H2'/H3", H3'/H1", H3'/H3", H5'R+S/H1" und
H5'R+S/H3" (Tabelle 6-10). Sie belegen die Existenz von einem nicht unbedeutendem An-
teil an gefalteten Konformationen. Dariiber hinaus gibt es noch weitere NOE-Kontakte zwi-
schen Pyranose und Nucleosid, die von iiberlagerten Signalen stammen wie z.B. der NOE
H2'/H4'+HS5". Sie werden in ihrer GroB3e jedoch von den innercyclischen Protonen dominiert,
so dass sie wenig sensitiv fiir Abstandsédnderungen der extracyclischen Protonen sind und
sich deshalb nicht zur Uberpriifung der Gesamtkonformation eignen. Neben dem erwihnten
Signal H4'+H5" wurden die Resonanzen H5'R+S und H6'R+S zusammen integriert. Die iib-

rigen Signale waren gut separiert.

Der Vergleich der experimentellen'> und theoretisch ermittelten Kopplungskonstanten ergab
eine gute Korrelation. Eine groere Abweichung besteht, analog zu den bisher untersuchten
Nucleosiden, in der vicinalen Kopplung 3] n4 ns's, die vermutlich auf die Parametrisierung der
Karplus-Beziehung zuriickzufiihren ist (vgl. Kapitel 5.3.2) und nicht auf eine falsch berech-

nete Rotamerenverteilung des Torsionswinkels y. Beziiglich des Torsionswinkels 3 existie-
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ren drei vicinale Kopplungen. Unter der Voraussetzung, dass die Substituenten entlang die-
ser C5'-P,-Bindung eine optimal gestaffelte Konformationen einnehmen, geniigen zwei
Kopplungskonstanten zur Uberpriifung des Rotamerenverhiltnisses, so dass das System
iiberbestimmt ist. Der Vergleich der zwei experimentellen und berechneten H,P-Kopplungen
entlang der C5'-P,-Bindung belegt ein korrekt berechnetes Rotamerengleichgewicht. Den-
noch existiert eine Abweichung von etwa 1 Hz in der dritten vicinalen Kopplung 3 Jcapo, die

somit auch hier auf eine fehlerhafte Parametrisierung der Karplus-Beziehungen hindeutet.

153

Tabelle 6-9: Durch eigene Messungen ergédnzte experimentelle ™ und theoretisch ermittelte

Kopplungskonstanten von 56dihydroUDP-Gal.
56dihydroUDP-Gal [Hz]

exp.” ber.”
2JH1;H2' 7.0 6.5
3JH2'7H3' 5.5 6.2
Ju g 2.7 2.7
SJH4',H5'R 3.2 34
Jha ns's 3.1 3.8
3ThsRopo 5.2 4.8
3Tusspa 5.6 5.9
3T pa 9.1 8.1
Jeapp 8.3 7.6
jJHln,PB 7.2 7.2
3JH1",H2" 3.7 39
QUGN 10.3 9.6
RIS 3.4 2.9
RIITHIES 1.0 1.2
3JH5",H6"R 7.2 7.0
JHS",H6"S 52 54

9 LAOCOON-Simulation

® mit Karplus-Beziehungen'®*°

Auf Grund fehlender fester Protonenabstinde zu bereits zugeordneten Wasserstoffatomen
konnten weder die Resonanzen H5a+b noch H6atb eindeutig den prochiralen Wasser-
stoffatomen H5R+S und H6R+S mit Hilfe von NOE-Aufbaukurven zugeordnet werden. Vor
allem wire eine Identifizierung der prochiralen Wasserstoffatome H6R+S fiir die Konfor-
mationsbestimmung der Base wichtig. Die MD-Simulation gab zwar Hinweise darauf, dass
die Resonanz H6b dem prochiralen Wasserstoffatom H6S zuzuordnen sei, da so die beste
Ubereinstimmungen zwischen experimentellen und theoretisch ermittelten Daten erzielt
wurden. Dennoch wére eine vertauschte Zuordnung moglich, wodurch sich ein hoherer An-

teil an anti-Konformationen und ein geringerer Anteil an high-anti-Orientierungen ergeben
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wiirde. Auf eine detaillierte Beschreibung der NOE-Autbaukurven soll hier verzichtet wer-
den, da die Differenzen in den NOEs und den daraus resultierenden Fehlern in den Proto-
nendistanzen geniigend aussagekriftig sind (Tabelle 6-10). Mit der Zuordnung H6b zu H6S
ergeben sich gute Ubereinstimmungen zwischen experimentellen und theoretisch ermittelten
NOE-Aufbaukurven beziiglich der Orientierung der Base, der Ribose und des Gesamtmole-
kiils. Weniger gute Korrelationen ergaben sich alleine bei den Protonen der Galactose, die
auf eine optimalere Sesselkonformation hindeuten. Insgesamt wurde aber eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen experimentellen und theoretische ermittelten NMR-Daten be-
rechnet (Tabelle 6-9, Tabelle 6-10), so dass die Ergebnisse der Simulation als zuverldssig

angesehen werden konnen.

Tabelle 6-10: Arithmetisch gemittelte Abweichungen der experimentellen von den berech-
neten NOEs (ANOE), iiber die MD-Zeit gemittelte Protonenabstdnde (<dc,>) und in Néhe-
rung berechnete Fehler der MD-Simulation von 56dihydroUDP-Gal bei 300 K (A<d>).

Name ANOE [%] <dcae>[A]Y  A<d>[A]
H6R/HT' 13.89 3.58 20.02
H6R/H2' 23.07 2.40 -0.08
H6S/H1' 12.44 3.59 -0.06
H6S/H2' 69.22 2.85 -0.26
HI1/H2' 25.93 3.02 -0.10
H1/H4+H5" 0.00 3.27 0.00
H2/H4+H5" 2521 3.82 0.14
H2/H3" 11.15 5.73 -0.08
H2'/H5'R+S 9.14 3.77 0.06
H3'/H4'+H5" 2.37 2.82 0.00
H3'/H5'R+S 6.92 2.75 0.03
H3YH1" 24.02 6.29 0.26
H3'/H3" 37.88 575 -0.21
H4'+H5"/H1" 54.52 3.64 -0.24
H4'+H5"/H3" 29.96 2.55 0.11
H4'+H5"/H4" 15.68 2.42 -0.06
H4'+H5"/H6"R+S 0.00 2.70 0.00
HS5'R+S/H1" 21.23 6.11 -0.20
H5'R+S/H3" 28.25 6.11 0.31
HI1"/H2" 2.24 2.36 -0.01
H1"/H3" 88.69 3.80 -0.42
H2"/H4" 81.70 3.78 -0.39
H3"/H4" 36.70 2.41 0.18
HA4"/H6"R+S 46.08 2.86 -0.19

" bei Signaliiberlagerungen wurde der kleinste Protonenabstand verwendet.
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6.4. 2'-Desoxyuridin-5'-O-diphosphor-a-galactose (2dUDP-Gal)
6.4.1. Ergebnisse einer MD-Simulation

Aus den bisherigen Simulationen der Zuckernucleotide wurde ersichtlich, dass die Berechnun-
gen mit dem AMBER-Kraftfeld fehlerhaft beziiglich der Entfernungen zwischen Base und
exocyclischer Gruppe sind bzw. die Pyranose eine optimalere Sesselkonformation einnehmen
miisste. Signaliiberlagerungen auf Grund von Zerfallsprodukten erschwerten jedoch die Inte-
gration unter anderem der Kreuzsignale H3"/H5" und H1'/H4' (s.u.), so dass hieraus keine Ab-
standsrandbedingungen erstellt werden konnten. Die gewihlten Randbedingungen H1'/H4',
C5'/N1 und H3"/HS" orientieren sich deshalb an den Ergebnissen der iibrigen MD-Simula-

tionen.

Die Desoxygenierung am Kohlenstoffatom C2' beeinflusst nicht wesentlich die Orientierung
der Base, so dass aus der MD-Simulation ein Populationsgleichgewicht des Torsionswinkels
¥ berechnet wurde, der anndhernd dem von UDP-Gal entspricht mit einer stark populierten
anti-Konformation (y = -160°) und Nebenmaxima in der syn- (y = 45°) und high-anti-
Region (y = -60°) (Abbildung 6-14 a, Tabelle 6-11). Die Orientierung der Base ist wie bei
den bisher untersuchten Zuckernucleotiden von der Gesamtkonformation des Molekiils ab-
hingig. In der Gpening-Familie liegt die Base in der gewdhnlichen anti-Orientierung vor
(x =-170°, A = -60°, Abbildung 6-14 f). In der Ggon-Familie hingegen nimmt die Base etwas
haufiger high-anti-Orientierungen ein (y = -150°, A = 50°, Abbildung 6-14 ).

Auf die Konformation des Riboserings iibt die Desoxygenierung hingegen entscheidenden Ein-
fluss aus. Wahrend das Verhéltnis von Nord- und Siid-Konformationen bei UDP-Gal nahezu aus-
geglichen ist, ergab sich laut MD-Rechnung von 2dUDP-Gal eine Bevorzugung der siidlichen
Konformere (¢ = 63.4°) gegeniiber den nordlichen (¢ = -93.8°, Tabelle 6-11), wobei die Nord-
Konformationen durch aullergewohnlich pseudoaxiale Stellung der Base gekennzeichnet sind. Die
Nord- und Siid-Konformere weisen jeweils nur noch ein Populationsmaximum auf, sind also im
Gegensatz zu UDP-Gal nicht weiter unterteilt (Abbildung 6-14 b, Tabelle 6-11). Wie bei allen in
dieser Arbeit untersuchten Nucleosidbausteinen ermittelte die MD-Simulation eine Korrelation
zwischen der Konformation der Ribose und der Base, jedoch mit einer verdnderten Ursache-
Wirkungs-Beziehung. Wéhrend bei den bisher untersuchten Nucleosidbausteinen eine direkte

Auswirkung der Base auf die Konformation der Ribose zu erkennen war, beeinflusst hier die Kon-

111



6. Konformation von Zuckernucleotiden

formation der Ribose offensichtlich die Populationsverteilung der Base: In der nérdlichen Kon-
formation der Ribose tritt verstirkt die sigh-anti-Orientierung auf (y = -60°, ¢ =-120°, Abbildung
6-14 ¢). In der Siid-Konformation hingegen bevorzugt die Base eher die syn- und die anti-Orien-

tierung (x = 45°, d =45°und y =-160°, ¢ = 45° Abbildung 6-14 ¢).

Die Gesamtkonformation wird ebenfalls durch die Substitution am Kohlenstoffatom C2'
deutlich beeinflusst. Laut MD-Simulation weist 2dUDP-Gal eine deutlich stirkere Faltung
auf als UDP-Gal (<x> = 78.4°, Tabelle 6-11, Abbildung 6-14 d), so dass kaum noch ge-
streckte Konformationen vorhanden sind. Die Menge der Ggoni-Familie hat ebenfalls deutlich
zugenommen (Abbildung 6-14 c, Tabelle 6-11). Die Galactose in sich ist etwas anders zum
Nucleosid gedreht, wodurch die Lage der Gy,-Familie verschoben ist (0° < A < 30°). Da-
durch weist der Diederwinkel A, der die Gesamtkonformation beschreibt, Verschiebungen in

seinen Populationsmaxima auf.

Die Anderung in der Gesamtkonformation wirkt sich auf die Konformation des Pyrophos-
phats aus. Vor allem der Diederwinkel &' und der Torsionswinkel y entlang der Pg-O1"-
Bindung zeigen eine unterschiedliche Rotamerenverteilung im Vergleich zu UDP-Gal, wo-
durch die verdnderte Drehung der Galactose verursacht wird (Tabelle 6-11). Im Gegensatz
zu UDP-Gal, ist der Torsionswinkel a entlang der O5'-P,-Bindung nicht so eindeutig mit der
Gesamtkonformation korreliert. Allerdings existiert noch eine deutliche Bevorzugung der -

sc-Orientierung von o in der Gyehing-Familie (o0 =-60°, A = 45°, Abbildung 6-14 1).
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Abbildung 6-14: Ergebnisse einer MD-Simulation von 2dUDP-Gal unter Verwendung des
neu parametrisierten AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfelds und zusitzlicher NMR-Randbedin-
gungen. Populationverteilungen [%] des a) Torsionswinkels ¢ der Base, b) Pseudorotations-
parameters ¢ der Ribose, c) Diederwinkels A der Gesamtkonformation und
d) Winkels k der Gesamtkonformation. Konturdiagramme der Populationen der ¢) Freiheits-
grade der Base y und ¢, f) Diederwinkel y und A der Gesamtkonformation g) Diederwinkel y
der exocyclischen Gruppe und A, h) der Diederwinkel entlang der C5'-O5'-Bindung 3 und A
und 1) der Diederwinkel entlang der O5'-P,-Bindung o und A und j) der Parameter A und «.
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

Tabelle 6-11: Ergebnisse einer MD-Simulation von 2dUDP-Glc mit dem neu parametrisier-
ten AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfeld und zusitzlichen NMR-Randbedingungen bei 300 K
iiber einen Zeitraum von 20 ns.

2dUDP-Gal

Population  AG [kJ/mol]
Ksyn(y) 0.05 6.76
Xanii(7) 0.67 0.00
Xnighani() 028 218
Xn(9) 0.24 2.86
X 076 000
Xee(Y) 0.70 0.00
Xei(y) 0.28 0.30
X 002 934
Xs(B) 0.05 5.32
X.o(B) 0.10 7.15
XoB) 085 000
Xe(ar) 0.35 0.36
X o(t) 0.31 0.00
Xapl0) 034 0.05 .
Xse(8") 0.10 5.36
X5e(8") 0.89 0.00
Xo®) 001 1527
Xse(W) 0.66 0.00
Xse(y) 0.10 4.76
Xelw) 024 255
Xeo(d6) 0.76 0.00
Xaelda) 0 24 ______________ 2 86 ______
Xge(©) 0.04 6.52
Xel(®) 0.59 0.00
Xel0) ] 037 ... L1&
Xg 0.04 7.07
XG.behind 0.19 2.18
X6 front 0.68 0.00
X6 0.05 6.51
XG.down 0.03 7.78
<> [°] 78.4
o) [°] 9338
q(N) [A] 0.323
8(S) [°] 63.4
q(S) [A] 0.336
Qryr [A] 0.566
¢Pyr [°] -174.4
Opue [°] 172.1
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

2dUDP-Gal nimmt am héufigsten eine Konformation in Losung ein, bei der y in anti-, ¢ in
Siid-, y in gg-, B in ap-, o in ap-, ' in -sc-, ¥ in sc-, dg in sc- und o in gt-Konformation vor-

liegt. Sie ist zu 5.5 % der MD-Simulationszeit besetzt und ist der Ggon-Familie zuzuordnen.

Abbildung 6-15: Hiufigste Konformation von 2dUDP-Gal in Lésung.

6.4.2. Vergleich theoretischer und experimenteller NMR-Daten

Zur NMR-spektroskopischen Untersuchung von 2dUDP-Gal stand lediglich eine Probe mit
einem Reinheitsgrad von 75% zur Verfligung. 25% waren die Zerfallsprodukte 2dUMP und
GalP. Die Signale der '"H NMR-Spektren konnten trotz Uberlagerungen zugeordnet und ihre
Kopplungskonstanten eindeutig analysiert werden. Probleme gab es hingegen bei den NOE-
Aufbaukurven. Praktisch alle Protonen der Zerfallsprodukte weisen eine dhnliche chemische
Verschiebung wie die des Zuckernucleotids auf, so dass die Kreuzsignale zusammen inte-
griert wurden. Das fiihrte zu verfélschten NOE-Aufbaukurven. Alleine die Resonanz von H6
war gut separiert, wodurch alle betreffenden NOEs eindeutig vom Zuckernucleotid stammen.
Die tibrigen NOE-Kreuzsignale sind durch Verunreinigungen beeinflusst. Allerdings wurde
davon ausgegangen, dass die aussagekriftigen NOE-Kontakte zwischen Nucleosid und Py-
ranose lediglich vom Zuckernucleotid stammen und nicht bei den Verunreinigungen auftre-
ten, da intermolekulare NOEs in verdiinnten Losungen prinzipiell keine Rolle spielen. Aus
diesem Grund wurden mit der Ausnahme von H1'/H4', C5'/N1 und H3"/H5" nur Abstands-

randbedingungen zwischen Nucleosid und Galactose verwendet.

Die experimentellen und theoretisch ermittelten Kopplungskonstanten korrelieren gut hin-

sichtlich der Rotamerengleichgewichte des Torsionswinkels (3 entlang der C5'-O5'-Bindung
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

und der Torsionswinkel y und ® der exocyclischen Gruppe der Ribose und der Pyranose. Die
Pyranose selbst ist laut Kopplungskonstanten ebenfalls gut berechnet worden. Beziiglich der
vicinalen Kopplungskonstanten 3JH1,H2vs und 3JH1,H2~R treten etwas groflere Diskrepanzen auf
(Tabelle 6-12), die zwei Ursachen haben konnen. Entweder ist die Position der Base zu sehr
in dquatorialer Stellung berechnet worden, so dass die Populationsmaxima des Pseudorotati-
onsparameters ¢ in Richtung Westen verschoben werden miisste, oder es ist ein zu hoher
Anteil an Siid-Konformeren berechnet worden. Die Qualitdt der zur Verfiigung stehenden
NMR-Probe (sieche Kapitel 6.4.1) liel weder eine gesicherte Aufstellung einer Randbedin-
gung beziiglich des Protonenabstands H1'/H4' noch eine Uberpriifungen dieser Distanz zu.
Insofern lésst sich die Herkunft des Fehlers nicht eindeutig kldren. Die Grofle der Abwei-
chungen in den Kopplungskonstanten deutet aber darauf hin, dass sich der Fehler in akzepta-

blen Gréfenordnungen bewegt.

Tabelle 6-12: Durch eigene Messungen erginzte experimentelle'™ und berechnete Kopp-
lungskonstanten von 2dUDP-Gal.

2dUDP-Gal [Hz]

exp.? ber.”
zJHlv,szs 6.8 8.1
3JH1',Hz'R 6.8 6.0
3JH2'S,H3' 6.2 6.9
i 3.6 3.1
iz 3.2 3.2
Snsnsw 3.0 3.9
Jha ms's 3.2 33
s pe 5.6 53
3JH5'S,P0L 4.6 4.1
j Jirpp 7.2 6.7
3]}{1",}[2" 3.7 3.6
Juz e 10.2 9.7
iz 33 2.9
Jusis 0.9 12
3JH5",H6"R 7.2 7.3
Jus s 5.2 53

9 LAOCOON-Simulation

® mit Karplus-Beziehungen’®"

Auf Grund der Verunreinigungen der NMR-Probe waren lediglich die NOE-Aufbaukurven
des Protons H6 mit allen iibrigen Resonanzen und der Protonen der Pyranose mit dem
Nucleosid fehlerfrei auswertbar. Die experimentellen und theoretisch ermittelten NOE-

Aufbaukurven dieser Signale stimmen weitgehend tiberein, mit Ausnahme des Kernabstands
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H5/H3", der iiber die MD-Simulation gemittelte 6.86 A betriigt und nach der Zweispinnihe-
rung etwa um 1.14 A zu hoch liegt (Tabelle 6-13). Er ist sensitiv fiir die Gesamtkonformati-
on des Molekiils und kann durch die fehlerhafte Berechnung praktisch aller Freiheitsgrade
(% 9,7, B, a, &', w und ¢g) oder ihrer additiven Verstdrkung zu Stande kommen. Die Inte-
grale der librigen Kreuzsignale wurden durch die Zerfallsprodukte beeinflusst. Durch diesen

experimentellen Fehler sind sie nicht korrekt analysierbar.

Insgesamt zeigt der Vergleich der experimentellen und theoretisch ermittelten vicinalen
Kopplungskonstanten sowie die auswertbaren NOE-Aufbaukurven dennoch recht gute Uber-
einstimmungen, so dass die Ergebnisse der MD-Rechnung weitgehend zuverldssig erschei-

nen.

Tabelle 6-13: Arithmetisch gemittelte Abweichungen der experimentellen von den berech-
neten NOEs (ANOE), {iber die MD-Zeit gemittelte Protonenabstéinde (<dc,>) und in Nihe-
rung berechnete Fehler der MD-Simulation von 2dUDP-Gal bei 300 K (A<d>).

Name ANOE [%] <dcac>[A]Y  A<d>[A]
H5/H6 12.3 2.38 0.05
H5/H1" 48.3 5.36 0.54
H5/H3" 165.5 6.86 -1.14
H6/HI' 22.9 3.44 -0.12
H6/H2'R+S 36.0 3.03 0.16
H6/H3' 10.3 4.24 -0.07
H6/H4'+H5'R+S 96.4 4.51 -0.54
HI1'/H2'R+S 59.0 2.35 -0.19
H1'/H3' 91.5 3.85 -0.44
H1/H4+H5R+S 22.0 3.21 -0.11
HI1/H1" 29.8 5.46 -0.08
H2'R+S/H3' 64.0 2.34 -0.20
H2'R+S/H4'+H5'R+S+H5" 136.7 3.72 -0.57
H3'/H4'+H5'R+S+H5" 16.1 2.88 -0.07
H3/H1" 51.3 4.76 0.51
H3'/H2"+H6"R+S 13.2 542 -0.05
H3'/H3" 89.5 6.59 -0.68
H4'+H5'R+S+HS5"/H1" 46.3 3.64 0.36
H4'+H5'R+S+H5"/H2" 71.4 3.90 -0.36
H4'+H5'R+S+H5"/H3" 89.2 2.53 -0.28
H4'+H5'R+S+H5"/H4" 14.7 2.42 -0.05
H1"/H2"+H6"R+S 15.1 2.38 -0.06
H1"/H3" 104.1 3.77 -0.48
H2"+H6"R+S/H4" 114.2 2.83 -0.38
H3"/H4" 12.1 2.42 -0.04

a) bei Signaliiberlagerungen wurde der kleinste Protonenabstand verwendet.
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

6.5. 3'-Desoxyuridin-5'-O-diphosphor-o-galactose (3dUDP-Gal)
6.5.1. Ergebnisse

Wie die iibrigen Zuckernucleotide wurde auch 3dUDP-Gal mit dem neu parametrisierten
AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfeld molekiildynamisch berechnet. Laut diesen Rechnungen
beeinflusst die Desoxygenierung am Kohlenstoffatom C3' entscheidend die Konformation
des Riboserings. Ahnlich wie bei dem Nucleosid 3dU (vgl. Kapitel 5.1) herrschen die Nord-
Konformationen bei der Ribose vor (¢ = -70.5°, Abbildung 6-16 b, Tabelle 6-14). Die gerin-
ger besetzten siidlichen Konformationen weisen ein Populationsmaximum in der westlichen
Region auf (¢ = 135.3°, C4'-endo), so dass die Base und die exocyclische Gruppe pseudo-

axiale Stellungen einnehmen.

Die MD-Simulation berechnet eine bevorzugte anti-Orientierung ( = -160°) der Base mit ei-
nem kleinen Nebenmaximum bei y = -120° (Abbildung 6-16 a, Tabelle 6-14). Die syn- (y =
45°) und high-anti-Konformationen ( = -60°) sind nur gering besetzt. Die Orientierung der
Base ist laut MD-Rechnung mit der Konformation der Ribose korreliert. Wéhrend die Ribose
eine westliche Region favorisiert, wenn die Base in der high-anti Konformation vorliegt
(¢ = -120°, y = -60°), orientiert sie sich bevorzugt in die Ostliche Region (¢ = -60°) bei allen
iibrigen Orientierungen der Base (Abbildung 6-16 ¢). Eine weitere allerdings schwach ausge-
priagte Korrelation der Base existiert mit der Gesamtkonformation. In der Ggon-Familie
(A =-60°) bevorzugt die Base eine anti-Orientierung. Die Gpening-Familie (A = 60°) hingegen ist

durch eine etwas stérkere high-anti-Population der Base gekennzeichnet (Abbildung 6-16 f).

Weitere signifikante Anderungen in der Konformation relativ zu UDP-Gal sind laut MD-
Rechnung in den Pyrophosphat betreffenden Diederwinkeln o, ' und y zu verzeichnen, die
eine verdnderte Rotamerenverteilung aufweisen (Tabelle 6-14). Dadurch ist 3dUDP-Gal ins-
gesamt stirker gefaltet als UDP-Gal (<> = 98.8°, Tabelle 6-14, Abbildung 6-16 d), weist
jedoch eine wesentlich geringere Faltung auf als 2dUDP-Gal. Der Anteil der E-Familie ist
mit nur noch 14% deutlich geringer als bei UDP-Gal und UDP-Glc. 3dUDP-Gal nimmt
vorwiegend eine Ggion- Und Gyening-Konformation ein mit etwa gleichen Besetzungsverhélt-
nissen (Abbildung 6-16 ¢). Die Ggon-Familie ist zwar etwas weniger stark gefaltet als Gpeping

aber wesentlich starker als bei UDP-Gal und UDP-Glc (Abbildung 6-16 j).
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

Wie bei allen hier untersuchten Zuckernucleotiden wird durch die MD-Simulation von
3dUDP-Gal eine Korrelation der gg-Konformation der Torsionswinkel y der exocyclischen
Gruppe mit den Familien Ggone und Guening berechnet (Abbildung 6-16 g), sowie der Tor-
sionswinkel B entlang der C5'-O5'-Bindung ebenfalls mit diesen Konformationen korreliert
ist (Abbildung 6-16 h): Speziell in diesen Orientierungen der beiden genannten Torsions-
winkel ist die Ggon- und die Gpening-Familie stark vetreten, wéhrend sie bei abweichenden
Orientierungen kaum noch auftreten. Wie bei den iibrigen Zuckernucleotiden ist der Tor-
sionswinkel o entlang der O5'-P,-Bindung ausschlaggebend fiir die Gesamtkonformation
von 3dUDP-Gal: In der sc-Orientierung befindet sich das Molekiil bevorzugt in der globuli-
ren Ggon-Familie (a0 = 60°, A = -60°), in der -sc-Orientierung hingegen favorisiert 3dUDP-
Gal die Gyehing-Familie (o = -60°, A = 60°, Abbildung 6-16 1).
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Abbildung 6-16: Ergebnisse einer MD-Simulation von 3dUDP-Gal unter Verwendung des
neu parametrisierten AMBER91/GLY CAM93-Kraftfelds und zusétzlicher NMR-Randbedin-
gungen. Populationverteilungen [%] des a) Torsionswinkels y der Base, b) Pseudorotations-
parameters ¢ der Ribose, c¢) Diederwinkels A der Gesamtkonformation und
d) Winkels k der Gesamtkonformation. Konturdiagramme der Populationen der ¢) Freiheits-
grade der Base y und ¢, f) Diederwinkel x und A der Gesamtkonformation g) Diederwinkel y
der exocyclischen Gruppe und A, h) der Diederwinkel entlang der C5'-O5'-Bindung 3 und A
und 1) der Diederwinkel entlang der O5'-P,-Bindung o und A und j) der Parameter A und «.
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Tabelle 6-14: Ergebnisse einer MD-Simulation von 3dUDP-Gal mit dem neu parametrisier-
ten AMBER91/GLYCAMO93-Kraftfeld und zusitzlichen NMR-Randbedingungen bei 300 K
iber einen Zeitraum von 20 ns.

3dUDP-Gal

Population  AG [kJ/mol]
Xsyn(X) 0.05 6.98
Kanti(X) 0.82 0.00
Xnigheant(2) . 013 . 460
Xn(h) 0.84 0.00
X 016 409
Xee(Y) 0.73 0.00
Xet(Y) 0.15 3.93
XeW o1r 473
Xse(B) 0.09 5.56
X.(B) 0.08 5.69
Xe® 083 0.00
Xee() 0.54 0.00
Xse(ar) 0.33 1.26
Xap(o) 013 ... 348
Xse(d) 0.74 0.00
Xs5e(8") 0.26 3.58
Xp®) 000 1736
Xse(W) 0.09 4.03
Xse(W) 0.45 0.05
Kolw) 046 0.00
Xse(0G) 0.63 0.00
Xaeldg) 037 176
Xoo(®) 0.07 5.36
X ®) 0.62 0.00
Xlo) 031 132
Xg 0.14 2.36
XG.behind 0.35 0.01
X6 front 0.36 0.00
XGup 0.02 7.21
XG.down 0.13 2.54
<> [°] 98.9
o(N) [°] -70.5
q(N) [A] 0.343
d(S) [°] 135.3
q(S) [A] 0.290
Qryr [A] 0.565
dpyr [°] -167.3
Opy: [°] 171.9
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Eine noch genauere Analyse der MD-Rechnung von 3dUDP-Gal in Losung ergibt eine Kon-
formation, bei der y in anti-, ¢ in Nord-, y in gg-, B in ap-, o in sc-, &' in sc-, ¥ in -sc-, g in
sc- und ® in gt-Konformation vorliegt (Abbildung 6-17). Sie ist zu 8.0 % der MD-

Simulationszeit besetzt und gehdrt der Gon-Familie an.

p~
’\)"»}/—/\)’
]

Abbildung 6-17: Haufigste Konformation von 3dUDP-Gal in Losung.

6.5.2. Vergleich theoretischer und experimenteller NMR-Daten

Der Vergleich experimenteller und theoretisch ermittelter Kopplungskonstanten ergibt in fast
allen Fillen eine gute Ubereinstimmung (Tabelle 6-15), die eine exakte Berechnung der Ro-
tamerengleichgewichte durch die MD-Simulation beziiglich der Ribose, der Pyranose, des
Torsionswinkels B entlang der O5'-P,-Bindung und des Torsionswinkels O1"-Pg-Bindung
bestdtigt. Eine Ausnahme bildet wie bei den bisher untersuchten Molekiilen die Kopplung
3JH4v,H5vs, die sehr wahrscheinlich auf Grund der fehlerhaften Parametrisierung der Karplus-

Beziehung zu einer hohen berechneten Kopplung fiihrt.
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Tabelle 6-15: Durch eigene Messungen erginzte experimentelle'™

lungskonstanten von 3dUDP-Gal.
3dUDP-Gal [Hz]

und berechnete Kopp-

exp.” ber.”
zJHlvm 2.0 2.2
3JH2',H3'R 5.8 6.3
3JH2’,H3'S 2.7 2.3
R 9.6 9.3
SJHg'S,Hw 5.9 5.9
Jus s 3.6 3.2
JH4’,H5'S 2.4 3.8
Y srpe 6.0 53
s, v 5.0 4.6
T4 P 7.9 8.5
3JC2",PB 8.2 7.4
vy 7.2 7.5
Sure i 3.6 3.6
i 10.2 9.6
i i 33 3.0
3JH4",H5" 0.9 1.1
3JH5",H6"R 7.2 7.3
JHS",H6"S 52 4.9

9 LAOCOON-Simulation

® mit Karplus-Beziehungen’**"

Das 'H-NMR-Spektrum von 3dUDP-Gal zeigt gut separierte Signale. Lediglich die Signale
H2"+H6"R+S und H5'R+HS5" wurden auf Grund der schlechteren Auflosung der 2D NOE-
SY-Spektren zusammen integriert. In 3dUDP-Gal wurde eine ganz Reihe von NOE-
Kontakten zwischen dem Nucleosid und der Pyranose gemessen: H5/H2"+H6"R+S, H5/H3",
H5/HS5", H6/H1", H1/H4", H2'/H2"+H6"R+S, H4'/H1" und H5'S/H1" (Tabelle 6-16). Sie
deuten auf eine stirkere Faltung von 3dUDP-Gal hin verglichen mit UDP-Glc und UDP-Gal,
so wie es in der MD-Simulation berechnet wurde. Durch die Berechnung des Fehlers zwi-
schen den experimentellen und theoretisch ermittelten NOEs (Tabelle 6-16) wurde eine
weitgehende Ubereinstimmung deutlich und belegt die iiberwiegende Richtigkeit der MD-
Simulation. Selbst der geschiitzte Fehler von 0.62 A im Protonenabstand H1'/H4" liegt mit

< 10% in einer akzeptablen Gréfenordnung.
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

Tabelle 6-16: Arithmetisch gemittelte Abweichungen der experimentellen von den berech-
neten NOEs (ANOE), iiber die MD-Zeit gemittelte Protonenabstéinde (<dc,>) und in Nihe-
rung berechnete Fehler der MD-Simulation von 3dUDP-Gal bei 300 K (A<d>).

Name ANOE [%]  <dca>[A]Y  A<d>[A]
H5/H6 7.74 2.38 -0.03
H5/H2"+H6"R+S 34.38 6.22 0.38
HS5/H3" 44.68 7.29 -0.12
H5/H5" 52.68 6.01 -0.21
H6/HI' 32.27 3.49 -0.16
H6/H2' 26.93 3.44 -0.12
H6/H3'R 11.30 3.29 0.06
H6/H5'R+HS" 61.18 424 -0.35
H6/H5'S 49.04 3.87 0.41
H6/H1" 48.79 6.53 -0.04
H1'/H2' 58.92 2.84 -0.21
H1'/H4' 18.55 3.22 -0.08
H1'/H4" 45.57 6.61 0.62
H2'/H3'R 24.01 2.36 -0.07
H2'/H3'S 102.48 2.78 -0.33
H2'/H2"+H6"R+S 46.51 2.82 0.28
H3'R/H4' 4314.56 2.98 -2.07
H3'R/HS'R 12.26 291 0.03
H3'R/H5'S 18.47 3.43 0.10
H3'S/H4' 30.64 2.37 -0.11
H4'/H5'R+H5" 5.45 3.93 -0.01
H4'/H5'R 26.90 2.53 0.13
H4'/H5'S 8.57 2.52 -0.03
H4'/H1" 24.57 5.53 -0.18
HS5'R/HS'S 54.52 1.77 0.21
H5'S/HI" 26.22 5.25 0.20
H1"/H2" 23.12 2.38 0.10
H1'"/H3" 55.94 3.78 -0.28
H1'"/H5" 33.09 3.65 0.18
H2"+H6"R+S/H4" 133.20 2.82 -0.42
H2"/H4" 50.83 3.75 -0.16
H2'"/H5" 37.30 3.90 -0.18
H3'"/H4" 55.88 2.42 -0.18
H3"/H5" 32.97 2.53 -0.12
H4"/H5" 33.26 2.42 -0.12
H4"/H6"R+S 56.77 2.82 -0.20
H5"/H6"R+S 19.95 2.66 -0.08

¥ bei Signaliiberlagerungen wurde der kleinste Protonenabstand verwendet.
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6. Konformation von Zuckernucleotiden

Schlechtere Ubereinstimmungen ergeben sich lediglich zwischen den experimentellen und
theoretisch ermittelten NOE-Aufbaukurven beziiglich der NOEs der Riboseprotonen. Zwei
Griinde sind hierflir prinzipiell moglich. Zunéchst deutet die Abweichung in den experi-
mentellen und theoretisch ermittelten NOE-Aufbaukurven z.B. von H2'/H3'S oder H3'R/H4'
auf eine fehlerhafte MD-Simulation hin. Die betreffenden Kernabstdnde werden jedoch recht
invariant simuliert (2.276 A < dpmss < 3.229, 2.364 A < dysrina < 3.281 A), so dass diese
Abweichungen lediglich durch NOEs zweiter Ordnung zu erkldren sind. Da die iibrigen
NOE-Aufbaukurven jedoch recht gut korrelieren, scheinen die Protonenabstinde fiir die
NOEs zweiter Ordnung durchaus korrekt zu sein. Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass sich
einzelne Molekiilteile von 3dUDP-Gal unterschiedlich schnell bewegen. Wie bei ddU (vgl.
Kapitel 5.2.2) zeigen die berechneten NOE-Aufbaukurven der Ribose einen starken Abfall
bei ldngeren Mischzeiten (Abbildung 6-18). Dementsprechend weisen sie eine viel schnelle-
re Relaxation auf, die auf schnellere Molekiilbewegungen in diesem Molekiilteil hindeuten
als im {ibrigen Molekiil. Zur Berechnung der theoretischen NOE-Aufbaukurven wird jedoch
eine isotrope, einheitliche Molekiilbewegung angenommen — eine Annahme, die in diesem

Fall fehlerhaft erscheint.

H2'/H3'S H3'R/H4'
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Abbildung 6-18: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-
Aufbaukurven von 3dUDP-Gal.
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6.6. Diskussion und stereoelektronische Effekte in Zuckernucleotiden

Auf Grund des exo-anomeren Effekts ist der Torsionswinkel ¢g bekanntermaflen stark in
seiner Rotation eingeschrinkt. Imberty et al. fiihrten ab initio Studien auf RHF/6-31G*-
Niveau an o-Tetrahydropyranylphosphat als Modellsubstanz fiir 1"-phosphorylierte Pyrano-
sen im Hinblick auf das konformative Verhalten des Torsionswinkel ¢g durch.”’ Sie be-
rechneten zwei Energieminima bei ¢g = 60° und ¢ = 150°, die praktisch die gleiche Energie
aufweisen und lediglich durch eine sehr kleine Energiebarriere getrennt sind. Auch in dem
hier verwendeten GLYCAM?93-Kraftfeld ist der exo-anomeren Effekt parametrisiert. Eine
hier durchgefiihrte Energichyperflichenberechnung dieses Torsionswinkels an derselben
Modellsubstanz mit dem AMBER91/GYLCAM 93-Kraftfeld, die nicht weiter beschrieben
wurde, ergab zwei dhnliche Minima bei ¢g = 70° und ¢ = 170°, mit einem nicht sehr grofen
Energieunterschied (AE = 1.63 kJ/mol). Da die GLYCAMO93-Parameter also zu dhnlichen
Resultaten fiihren, scheint die von Imberty et al. durchgefiihrte Parametrisierung fiir phos-
phorylierte Pyranosen nicht zwingend notwendig zu sein. Aus diesem Grund wurde auf die

Implementierung dieser Parameter in das AMBER91/GLY CAMO93-Kraftfeld verzichtet.

In den hier durchgefiihrten MD-Simulationen mit Randbedingungen waren die beiden Mi-
nima des Torsionswinkels ¢g nicht mehr deutlich voneinander zu unterscheiden (Abbildung
6-2 h). Eine urspriinglich durchgefiihrte MD-Simulation ohne Randbedingungen des Zuk-
kernucleotids UDP-Gal zeigte hingegen eine klare Trennung dieser beiden Minima
(Abbildung 6-19). Die aus dieser MD-Simulation berechnete Kopplungskonstante 3JH]"/pB,
die ein guter Indikator fiir das Rotamerengleichgewicht des Torsionswinkels ¢g ist, war in
guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten und belegte somit ein korrekt be-
rechnetes Rotamerengleichgewicht. Allerdings fiihrten diese MD-Rechnungen im Allgemei-
nen zu ungeniigenden Resultaten, so dass sie hier nicht weiter beschrieben wurden. Durch
diese Simulation wird aber ersichtlich, dass die zeitlich nicht gemittelte Randbedingung fiir
diesen Torsionswinkel den unscharfen Ubergang verursacht. Dies ist ein allgemeines Pro-
blem von NMR-Daten oder von Randbedingungen, die aus ihnen abgeleitet werden. Bei
schnellen Prozessen konnen sie nicht mehr zwischen den einzelnen Zustdnden unterscheiden
(vgl. Kapitel 3.3.6). In dieser Arbeit wurde das berechnete Populationsgleichgewicht des

Torsionswinkels ¢ dennoch als zufriedenstellend angesehen.
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Abbildung 6-19: Population des Torsionswinkels ¢g am Beispiel von UDP-Gal, berechnet
aus einer MD-Simulation ohne Randbedingungen bei 300 K und {iber eine Dauer von 20 ns.

Imberty et al.”’ ermittelten eine hohe Varianz im konformativen Verhalten von Zucker-
nucleotiden. Trotz der Unterschiede in einzelnen Freiheitsgraden weisen viele Konformatio-
nen eine groBe Ahnlichkeit auf und wurden deshalb zu sechs Konformationsfamilien zu-
sammengefasst. Diese Konformationsfamilien basieren jedoch auf Geometrieoptimierungen
im Vakuum, bei denen nichtbindende Wechselwirkungen insbesondere Wasserstoffbriicken-
bindungen die Geometrie des Molekiils bestimmen. Die Analyse der hier durchgefiihrten
MD-Simulationen zeigte, dass nichtbindende Wechselwirkungen in Losung eine sehr viel
geringere Rolle spielen, so dass die von Imberty et al. vorgeschlagenen Konformationsfami-
lien nicht mehr klar voneinander zu unterscheiden waren. Insofern wird in dieser Arbeit der
Konformationsraum von Zuckernucleotiden anders untergliedert: Die Konformation wird
vereinfacht in fiinf Familien eingeteilt, wobei die Lage der Pyranose zum Nucleosid aus-

schlaggebend ist.

Die hier durchgefiihrten MD-Simulationen von UDP-Glc liefern in vielen Punkten &hnliche

Ergebnisse wie die Geometricoptimierungen'’ und MD-Simulationen'**'*

von Imberty et
al.. Allerdings zeigt das AMBER-Kraftfeld in einigen Punkten deutliche Schwéchen. Bei-
spielsweise werden die Populationsverteilungen einiger Strukturelemente, wie die Orientie-
rung der Base (zu hohe syn-Population), die Konformation des Riboserings (zu dquatoriale
Position der Base) und der exocyclischen Gruppen des Nucleosids (zu geringer gg-Anteil)

und der Pyranose (ebenfalls zu geringer gg-Anteil), fehlerhaft berechnet'**!**

. Der Vergleich
von experimentellen und theoretisch ermittelten NMR-Daten offenbarte ebenfalls Schwi-
chen bei der Berechnung der Gesamtkonformation von UDP-Glc mit dem AMBER-
Kraftfeld.'"* Noch gravierender werden die Fehler, wenn einzelne Molekiilteile Modifikatio-
nen vom urspriinglich parametrisierten Molekiil aufweisen.”® Insofern erscheint die Verwen-

dung von NMR-Randbedingungen unerldsslich, trotz der bereits angesprochenen Problema-
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tik, dass NMR-Daten bei schnellen dynamischen Prozessen nicht mehr zwischen den einzel-
nen Zustinden unterscheiden. Eine einzelne, auf NMR-spektroskopischen Daten'*” basieren-
de Geometrie von UDP-Glc zu generieren, erscheint somit ebenso wenig sinnvoll wie die

ausschlieBliche Verwendung von molekiilmechanischen Methoden'?"*%!%,

Es sei noch erwéhnt, dass die Ergebnisse der hier durchgefiihrten MD-Simulation von UDP-
Glc in der Lage sind, die ungewdhnlichen Reaktivititen bei Acylierung der Hydroxylgrup-
pen der Pyranose, sowie diec NOE-Kontakte zwischen Pyranose und Nucleosid'* zu erkli-
ren. Die MD-Simulation von UDP-Glc berechnete einen hohen Anteil an gefalteten Konfor-
mationen (65%, Tabelle 6-1). Dadurch konnten einige Hydroxylgruppen der Pyranose zeit-
weilig von dem Nucleosid abgeschirmt sein, wodurch sich ihre Reaktivititen vermindern

wirden.

Der Ribosering der Zuckernucleotide UDP-Gal und UDP-Glc besitzt ein Konformations-
gleichgewicht zwischen Nord- und Siid-Konformationen. Allerdings liegen nach den vorlie-
genden Daten die Populationsmaxima nicht in der vielfach beschriebenen®® C2'-endo- und
C3'-endo-Konformation. Obwohl in diesen Konformationen insgesamt die beste gauche-
Anordnung moglich ist, kommt es durch die pseudoaxiale Stellung der exocyclischen Grup-
pe bzw. der Base offensichtlich zu einem sterischen Konflikt. Deshalb liegt etwa in der Re-
gion von C2'-endo- und C3'-endo ein lokales Populationsminimum (¢ = £90° Abbildung 6-2
b, Abbildung 6-8 b), welches sowohl die Siid- als auch die Nord-Konformation in zwei wei-

tere Maxima unterteilt.

Wie bei den Nucleosiden wird durch die MD-Simulationen der Zuckernucleotide ein steri-
scher Einfluss der Base auf die Konformation der Ribose berechnet. In allen Zuckernucleoti-
den, insbesondere bei UDP-Gal und UDP-Glc, ist eine Korrelation der westlichen Konfor-
mationen der Ribose mit der high-anti-Orientierung der Base (¢ = £120°, x = -60°) zu fin-
den, sowie auch Ost/syn (¢ = £50°, ¥ = 45°) miteinander korreliert sind (Abbildung 6-5 e,
Abbildung 6-8 e, Abbildung 6-12e, Abbildung 6-14 e, Abbildung 6-16 ¢). Das zeugt von
einer stirkeren AbstoBung der Ribose mit der Base in der syn-Konformation durch einen
erhohten Platzbedarf des Sauerstoffatoms O2, wodurch die Base in pseudodquatoriale Posi-
tion strebt. Es wurde eine Korrelation der Base mit der Gesamtkonformation durch die MD-
Simulation von UDP-Gal und UDP-Glc festgestellt wurde. In den tibrigen Zuckernucleotide

wurde diese Korrelation ebenfalls berechnet, dort ist sie allerdings schwécher ausgeprégt:
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Die high-anti-Orientierung ist stirker besetzt, wenn sich das Molekiil in der Gpeping-Familie
befindet, und die anti-Orientierung ist in dieser Familie nach high-anti verschoben
(Abbildung 6-5 f, Abbildung 6-8 f, Abbildung 6-12f, Abbildung 6-14 f, Abbildung 6-16 f).
Dies deutet auf eine Wechselwirkung der Base mit der Pyranose hin, die sich insbesondere

in der Gpeping-Familie ausbildet.

Laut MD-Rechnungen wird die Faltung des Zuckernucleotids sowohl durch die Desoxyge-
nierung an den Kohlenstoffatomen C2' und C3' als auch durch die Stellung der Base beein-
flusst. Die Hydroxylgruppen an den Kohlenstoffatomen C2' und C3' scheinen abstofende
Wechselwirkungen auszubilden, da die Substitution durch ein Wasserstoffatom zu einer
stirkeren Faltung und zu einer erhéhten Population der E-Familie bei 2dUDP-Gal und
3dUDP-Gal relativ zu UDP-Gal fiihrt. Aber auch eine pseudoédquatoriale Position der Base
begiinstigt eine stiarkere Faltung des Molekiils. Verglichen mit UDP-Gal erhdht sich deshalb
der Anteil an gefalteten Konformationen von 56dihydroUDP-Gal und 2dUDP-Gal, die durch
eine stirkere Population an Siid-Konformationen und damit einhergehend durch eine pseu-
dodquatorialere Stellung der Base charakterisiert sind. Bei 2dUDP-Gal verstérken sich beide

Effekte, so dass dieses Zuckernucleotid die starkste Faltung aufweist.

Die gg-Konformation des Torsionswinkels y der exocyclischen Gruppe der Ribose und die
ap-Konformation des Torsionswinkels 3 entlang der C5'-O5'-Bindung sind entsprechend der
MD-Simulationen bei allen Zuckernucleotiden am héufigsten besetzt. Das fiihrt zu einer
starken Besetzung der Konformationsfamilien, bei denen sich das Pyrophosphat und letztlich
auch die Pyranose oberhalb des Riboserings befindet. Demzufolge ist die Ggown-Familie
(A = 180°) wenig besetzt. Durch die MD-Simulation ergab sich eine energetisch ungiinstige
Anordnung, bei der sich die Pyranose direkt oberhalb des Nucleosids befindet (A = -15°,
Gyp-Familie). In dieser Anordnung liberwiegen offensichtlich die abstoBenden Wechselwir-
kungen zwischen Base und Pyranose, so dass die G,p-Familie ein Populationsminimum dar-
stellt. Dadurch sind die Ggone- und die Gpening-Familie bei allen Zuckernucleotiden deutlich
voneinander getrennt (Abbildung 6-2 j, Abbildung 6-8 c, Abbildung 6-11 c, Abbildung 6-14
¢, Abbildung 6-16 c), und alle Konformationen koénnen trotz flieBender eindeutig einer Fa-

milie zugeordnet werden.

Es ist nicht vollig auszuschlieBen, dass es sich bei den gefundenen Korrelationen um Arte-

fakte handelt, da den MD-Simulationen stets Abstandsrandbedingungen zwischen Base und
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Pyranose auferlegt wurden. Allerdings wurden in den NMR-Spektren stets entsprechende
NOE-Kontakte gefunden, die eine raumliche Nédhe belegen. Zudem scheint eine Korrelation
wahrscheinlich, da bei UDP-Glc lediglich eine einzige, sehr schwache entsprechende Rand-
bedingung fiir die Simulation verwendet und die Korrelation durchweg bei allen Zucker-

nucleotiden gefunden wurde.
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7. Aktivititen von Zuckernucleotiden in der GalT-Reaktion

In den bisherigen Kapiteln wurde die Konformation von einigen Zuckernucleotiden und ih-
ren Bausteinen aufgekliart. Andere Enzym-Substrat-Systeme zeigen, dass die Losungskon-
formation von Substraten mit ihrer Aktivitit korreliert.**”’ Mit Hilfe von QSAR-
Methoden'*® wird daher der Frage auf einen Zusammenhang zwischen der rdumlichen Lo-
sungsstruktur der Zuckernucleotide und ihrer Aktivitit nachgegangen. Des Weiteren wird
der Enzym-Substrat-Komplex modelliert und ein Zusammenhang zwischen Enthalpie und

Aktivitdt mit QSAR-Methoden untersucht.

Fiir die Berechnung des Enzym-Substrat-Komplexes ist ein hinreichend gutes Modell not-
wendig, welches durch die Aufklidrung von Kristallstrukturen der GalT in An- und Abwe-
senheit des Donorsubstrats zur Verfiigung steht.'®'**'%* Da diese Kristallstrukturen die
Grundlage fiir die Modellierung bilden, werden die wesentlichen Aspekte im Folgenden zu-
sammengefasst, nachdem in aller Kiirze auf die Substratspezifitit von GalT eingegangen

wird.

Substratspezifitit von f4GalT

Einiges spricht dafiir, dass f4GalT fiir die Synthese aller natiirlichen —1,4-Galactosylver-
bindungen in Oligosacchariden verantwortlich ist.'*”” Das Akzeptorspektrum ist insofern

sehr breit.2’147’148’151

Auch hinsichtlich seiner Donorsubstrate ldsst B4GalT eine gewisse Varianz zu, wobei die
Aktivitdt jedoch stark variiert. Die Galactose des Zuckernucleotids kann durch Glucose
(0.3% Aktivitit relativ zu UDP-Gal)'*, die in Anwesenheit des Coenzyms o-Lactalbumin
bis auf das dreifigfache steigen kann (ca. 10%),'® 4-Desoxyglucose (5.5%), L-Arabinose
(4.0%),'*  N-Acetylgalactosamin (0.2%), Glucosamin (0.1%),"° Mannose (0.05%),
2-Desoxygalactose,'*® 6-Desoxygalactose (1.3%), 6-Desoxy-6-fluorogalactose (0.2%)"”"
und 3-Desoxygalactose' ersetzt werden. Es wurde auch versucht, andere Nucleotide im
Donorsubstrat zu verwenden. Jedoch zeigten weder ADP-Gal, TDP-Gal, CDP-Gal noch
GDP-Gal Enzymaktivitit.'”> Leichte Modifikationen im Nucleotidteil werden hingegen
durchaus vom Enzym akzeptiert. So besitzt 56dihydroUDP-Gal noch 82% der Aktivitdt von

UDP-Gal, 3dUDP-Gal 56% und 2dUDP-Gal 2% Aktivitit.'>?
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Rinder-B4GalT hat zwei Bindungsstellen fiir zweiwertige Metallkationen, die etwa 18+3 A

. . 154
voneinander entfernt liegen'

. Ein Kation ist bei der Bindung des Donors am katalytischen
Zentrum beteiligt, wihrend das andere keinen direkten Kontakt zu den Substraten hat. Ver-
mutlich unterstiitzt es aber die Anderung des Enzyms in die katalytisch aktive Konformati-
on'®. Das Enzym zeigt die hochste Aktivitit bei einer optimalen Konzentration von 3-5 mM

155 Bei sehr viel geringeren Konzentrationen [Mn*] = 1.5 UM ist immerhin

Mn*"-Tonen
noch 68% Aktivitit zu beobachten'*®. Wird in geringen Konzentrationen Mn”>" durch Zn*"
ersetzt, sinkt die Aktivitit auf 43% ab. Co”" zeigt 39% Aktivitit, Fe*" 23% und Cd*" 32%.

156

Noch einige weitere Kationen aktivieren das Enzym'*°. Die Michaelis-Konstante fiir Mn**

liegt bei Kyy = 20 uM am allosterischen Zentrum und Ky = 440 uM am katalytischen Zen-

trum, an dem auch UDP-Gal bindet'*®.

Die maximale spezifische Aktivitit von B4GalT hidngt neben der Konzentration der Sub-
strate und Cofaktoren davon ab, aus welchem Organismus sie stammt. Menschliche f4GalT
hat eine maximale spezifische Aktivitit von 10.9 U/mg. Die Michaelis-Konstanten betragen
Kp = 0.056 mM fiir UDP-Gal und Ky = 3.2 mM fiir GlcNAc". B4GalT aus Rindermilch
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besitzt bei optimalen Bedingungen eine spezifische Aktivitit von 13-19 U/mg °". Hier sind

die Michaelis-Konstanten etwas niedriger: Ky 0.043 mM fiir UDP-Gal und Ky = 1.49 mM
fiir GIeNAc. !

B4GalT arbeitet noch mit mehr als 50% Aktivitét in einem pH-Bereich von 5.5 - 8.0"°" und
einer Temperatur zwischen 25 - 45 °C,'® das Optimum liegt zwischen pH 6.4 - 7.6 und einer
Temperatur von 37 °C.'" GalT ist mit einer Wechselzahl (turnover number) von 20.1 s ein
Enzym mit vergleichsweise niedriger Aktivitit'®* (Wechselzahlen: p-Amylase = 18333.3 s~
oder B-Galactosidase = 208.3 s™).
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Riumliche Struktur von f4GalT

Fiir ein Verstindnis der katalytischen Wirkungsweise von 4GalT ist die Kenntnis der Pri-
marstruktur, wie sie aus der Gensequenzanalyse hervorgeht, nicht ausreichend. Wéhrend der
Arbeiten zu dieser Dissertation wurden jedoch einige Kristallstrukturen von f4GalT in An-
wesenheit von verschiedenen Substraten und dem Coenzym a-Lactalbumin verdffent-

licht,'®!%*'** die detaillierte Einblicke in die Enzym-Substrat-Wechselwirkungen geben.

GalT besitzt eine flexible Region im Bereich der Aminoséuren 345 - 365. Diese Aminoséduren
konnen zwei verschiedene Orientierungen einnehmen, die die Gesamtkonformation von GalT

1.'93 weist die Konformation K I auf. Sie hat eine

verdndern. Die Struktur von Gastinel et a
tiefliegende Tasche mit einem Durchmesser von 13 A, die das katalytische Zentrum darstellt.
In K II ist das Zentrum hingegen nur noch ein breiter Spalt. Neben den Resten 345 - 365 én-
dern sich Gly313 und Trp314, die restlichen Aminoséuren des Enzyms bleiben im Wesentli-
chen auf ihren Positionen. Das freie Enzym liegt in K I vor, wohingegen K II als die katalyti-
sche Konformation identifiziert wurde. Sie wird durch Anlagerung der Substrate, jedoch nicht
durch das Coenzym a-Lactalbumin induziert, falls dieses an der Reaktion teilnimmt. Friihere
kinetischen Untersuchungen iiber die Katalyse von GalT besagten, dass erst Mn>" und an-
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schlieBend Donor und Akzeptor sequenziell binden. ™ In Anwesenheit von Lactalbumin wer-

den Glc und Lactalbumin gleichzeitig gebunden. Strukturell wird dieses so erklért:

UDP-Gal und Mn”" kénnen nur in K I binden. In K II ist die UDP-Gal-Bindungsstelle teil-
weise durch die flexible Region 345 - 365 blockiert. Deshalb ist fiir die Katalyse zunéchst
eine UDP-Gal-Bindung notwendig. Dabei wechselt die Seitenkette von Trp314 vom AuBe-
ren in das Innere des katalytischen Zentrums und nimmt an der Komplexierung des Mn*"
teil. Der Wechsel ist gleichzeitig mit der Konformationsdnderung K I nach K II verbunden.
Anschliefend bindet der Akzeptor. Bei der Lactosesynthasereaktion wird a-Lactalbumin erst

zum Schluss gebunden.'®*

Wihrend der eigentlichen Reaktion libernimmt vermutlich Glu317 das Proton H1" der Ga-
lactose, und es kommt zu einer nucleophilen Substitution durch die 4-Hydroxygruppe des
Akzeptors an C1. Nach dem Bindungsbruch verdndert UDP seine Konformation (s. u.). Wie
bei UDP-Gal wird der Uracilring zwar ebenfalls durch Stapelwechselwirkung mit Phe226
und Argl91 und Wasserstoffbriickenbindungen mit Argl89 in Position gehalten. Jedoch ist
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die Position der Ribose um 180° gedreht, so dass sie zusammen mit der Phosphatgruppe aus
der Bindungstasche heraus zeigt. Das Sauerstoffatom O4' der Ribose hat nun einen sehr kur-
zen Abstand zur Seitenkette des Argl89. Das a-Phosphat ist etwa 15 A von der urspriingli-
chen Lage entfernt und ist tiber Wasserstoffbriicken an den Stickstoffatomen der Seitenkette
von Argl91 und Aspl90 gebunden. Elektrostatische Repulsionen des negativ geladenen
Phosphats mit dem negativ geladenen DxD-Motiv konnten die Griinde fiir die Konformati-

onsinderung sein.'®

Nach der Katalyse verlassen zunichst das Produkt mit der Galactose (bei der Lactosesyntha-
sereaktion auch das a-Lactalbumin) das Enzym und die urspriingliche Konformation K I

wird wieder hergestellt. AnschlieBend dissoziiert UDP vom Enzym.'®*

GIcNAc ist in hohen Konzentrationen ein Inhibitor, da es ebenfalls einen Konformations-
wechsel des Enzyms zu K II induzieren kann. In K II wird UDP-Gal jedoch nicht gebunden,
so dass die Reaktion nicht stattfinden kann. Auch a-Lactalbumin inhibiert die Lactose-
synthaseaktivitit des Enzyms. Der Akzeptor kann sich nicht anlagern, wenn das Coenzym

bereits an GalT gebunden ist.'*

Die Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substraten aus Kristallstrukturen hergeleitet, die
sich auf eine Aminoséurekette beschrianken, bei der das Enzym gerade noch aktiv ist (etwa ab
Leul31 bis Ser402).'” Diese katalytische Domine Leul31 - Ser402 enthélt 11 B-Faltblitter,

163

sechs o-Helices und zwei weitere kurze Helices.” Zwei Disulfidbriicken stabilisieren die

Tertidrstruktur: Cys134 - Cys176 und Cys247 - Cys266.'"

Der Uracilring von UDP-Gal wird durch Stapelwechselwirkungen der Seitenkette des
Phe225 und Argl91 in Position gehalten (Abbildung 7-1). Die Atome O2 und N3 der Uracils
bilden mit den Stickstoff- und Sauerstoffatomen Riickgrats des Argl89 Wasserstoftbriicken-
bindungen aus. Das Sauerstoffatom O3' der Ribose ist iiber Wasserstoffbriicken zum Riick-
grat des Val253 gebunden und hat einen kurzen Abstand zu Pro187. Das Sauerstoffatom O2'
der Ribose bildet eine Wasserstoftbriicke zum Sauerstoffatom des Riickgrats von Prol87.
Das a-Phosphat hat in Konformation I keine Wechselwirkungen mit dem Enzym und schaut
aus der Bindungstasche heraus. Das B-Phosphat hingegen ist vermutlich iiber Mn®" mit dem

Carboxylat der Seitenkette von Asp254 komplexiert. Asp252 und Asp254 bilden das DxD-
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7. Aktivititen von Zuckernucleotiden in der GalT-Reaktion

Motiv, das in praktisch allen Galactosyltransferasen vorkommt. Sie liegen etwa 5 A vonein-

ander entfernt. Das Mn>" war nicht sichtbar.'®?

Andere Kristallstrukturen konnten jedoch die Wechselwirkung des Mn>" mit dem Pyrophos-
phat und dem Enzym aufkliren.'®'** Das Mn*" ist in der katalytisch aktiven Konformation K
IT fiinffach koordiniert. Dabei wird es von Sauerstoffatomen der beiden Phosphatgruppen,
dem Carboxylat des Asp254, dem e-Stickstoffatom des His347 und dem Schwefel von
Met344 komplexiert. Die Galactose war in den Kristallstrukturen zwar nicht zu erkennen. Da
aber ein Sauerstoff des B-Phosphats mit Mn®" koordiniert ist und das zweite mit Trp314
wechselwirkt, ist die Pyranose vermutlich am dritten Sauerstoff gebunden und bildet starke

Wechselwirkungen mit Asp252, Glu317 und Aps318 aus. '*'**

Die Bindungsstelle des anderen zweiwertigen Metallkations wird in der Region der Reste
311 - 317 vermutet, wobei die Anlagerung des Kations vermutlich den Konformationswech-

sel von K I zu K II unterstiitzt.'**

Auch die Lage des Akzeptors konnte durch die Kristallstrukturen identifiziert werden. GalT
bildet eine Tasche aus den Aminosduren Lys279 - Tyr289, Trp314 - Asp319 und Arg359 -
[1e363, in der sich der Akzeptor einlagern kann. Bei der Lactosesynthasereaktion bildet der
Sauerstoff O1 des Akzeptors GIcNAc eine Wasserstoffbriicke mit Lactalbumin. Ansonsten
treten nur Wechselwirkungen des Akzeptors mit GalT auf. Das Stickstoffatom N2 hat eine
Wasserstoftbriicke mit Asp319, der Carbonylsauerstoff wechselwirkt mit Arg359 und die
Methylgruppe hat hydrophobe Wechselwirkungen mit Phe360 und Ile363. Zudem besitzt
Arg359 noch eine Wasserstoffbriickenbindung zum O1 des Akzeptors.'**
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Abbildung 7-1: Enzym-Substrat-Wechselwirkungen von -1,4-Galactosyltransferase in der
katalytisch aktiven Konformation II. Die unmarkierten Aminosdurereste von GalT wurden
von Gastinel et al.'®*, die mit ** gekennzeichneten Reste von Ramakrishnan et al.'*'** iden-
tifiziert. Die mit * markierten Aminoséuren sind ihre Vermutungen.'®'®*

7.1. Korrelation zwischen Konformation und Aktivititen der Substrate

Im Kristall nimmt das Zuckernucleotid im gebundenen Zustand eine eher gestreckte Kon-
formation ein,163 die der E-Familie zuzuordnen ist (y = -158.6°, ¢ = 109.88°, q = 0.299,
y=48.3° B =179° a =99.5° 8 =-104.0°, y = 124.5°, ¢ = 100.5°, ® = 171.0°), wobei
die letzten vier Freiheitsgrade modelliert wurden (siehe Kapitel 7.2.1). Diese Konformati-
on, die vermutlich die katalytisch aktive ist, unterscheidet sich von der energetisch giin-
stigsten Losungskonformation von UDP-Gal (vgl. Kapitel 6.2.1) vor allem in den Dieder-
winkeln des Pyrophosphats a, 8' und y. Diese durch die Bindung an das Enzym induzierte
Spannung konnte moglicherweise dazu dienen, den Bindungsbruch O1"-C1" fiir die Ga-
lactosyltransferasereaktion zu erleichtern. Das gebundene Substrat verdndert also vermut-

lich seine Konformation gegeniiber dem ungebundenen Zustand in Losung.

Die Abhéngigkeit der Aktivitit eines bestimmten Zuckernucleotids beruht neben vielen an-

deren Aspekten, wie z.B. Energien der Ubergangszustinde, Energien der Produkte und
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Edukte etc., darauf, wie gut das Substrat in die Bindungstasche passt. Sie wird also auch da-
von abhingen, wie leicht der Wechsel von der freien Konformation in Losung zum gebun-
denen Zustand erfolgt. Diese Hypothese soll im Folgenden durch eine statistische Herange-
hensweise (QSAR) ndher untersucht werden, da nicht alle Faktoren beriicksichtigt werden,

die die Aktivitit der Galactosyltransferasereaktion beeinflussen.

Aus den Ergebnissen der MD-Simulationen der Zuckernucleotide wurde die Differenz in der
freien Enthalpie zwischen Grundzustand, d.h. die in Losung am héufigsten auftretende Konfor-
mation, und der gebundenen Konformation berechnet. Die Konformation des gebundenen Zu-
ckernucleotids ist sehr energiereich, so dass das freie Zuckernucleotid laut MD-Simulation in
wissriger Losung bei 300 K diese Konformation praktisch nicht einnimmt. Eine Erh6hung der
kinetischen Energie des Systems in den MD-Simulationen war nicht moglich, da die NMR-
Daten bei einer Messtemperatur von 300 K erhalten wurden. Somit besallen die Randbedingun-
gen nur Giiltigkeit fiir eine Simulationstemperatur von 300 K. Als Berechnungsgrundlage fiir
eine dem gebundenen Zustand dhnliche Konformation diente hierbei eine 3D Struktur, bei der
eine Auslenkung von 30° bei alle konformativ wichtigen Freiheitsgrade ¥, ¢, v, B, o, o', v, dg
und ® zugelassen wurden (Tabelle 7-1). Allerdings ist selbst diese Konformationen, die sich
bereits stark von der gebundenen Konformation unterscheidet, kaum besetzt, so dass die freien

Enthalpie mit starken statistischen Fehlern behaftet ist.

Tabelle 7-1: Aktivititen verschiedener Zuckernucleotide und ihre Differenzen in den freien
Enthalpien zwischen Grundzustand und gebundener Konformation mit einer Auslenkung in
den Freiheitsgraden von 30°, 33° und 35°, Bestimmtheitsmal3 der Pearson-Statistik und F-
Wert des F-Tests.

Substrat rel. Aktivi- AG [kJ/mol] AG [kJ/mol] AG [kJ/mol]
it bei 30° bei 33° bei 35°

UDP-Gal 100 17.20 13.74 12.47
56dihydroUDP-Gal 82 18.84 17.83 16.55
3dUDP-Gal 56 22.41 20.68 20.68
2dUDP-Gal 2 24.00” 21.50 16.64
Bestimmtheitsmal} 0.89 0.75 0.19
F-Wert 16.56 5.91 0.46

2 extrapoliert
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Die Existenz eines linearen Zusammenhangs zwischen Konformation und Aktivitit wurde
wie folgt liberpriift. Die Merkmalstrager (Aktivitit und Differenz der freien Enthalpien) bil-
den die Grundgesamtheit und wurden mit der Aktivitit in der Ordinate in einem Xy-
Diagramm aufgetragen (Abbildung 7-2). Die Regressionsgerade reprisentiert den linearen
Zusammenhang zwischen beiden Merkmalen. Da beide Merkmale mit Fehlern behaftet sein
konnen, sind die Residuen und damit die Standardabweichung wenig aussagekriftig. Mit
Hilfe der Pearson-Statistik, die bei intervallskalierten Daten durchgefiihrt werden kann, wur-
de ein eventueller Zusammenhang ermittelt. Das Bestimmtheitsmal, das aus dem Quadrat
des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten berechnet wird, nimmt Werte zwischen -1 und 1
an (Tabelle 7-1) und gibt Aufschluss, in welchem Mafe die Regressionsgerade einen linea-
ren Zusammenhang reprisentiert. Es driickt den Anteil der erkldrten Variation an der Ge-
samtvarianz aus. Bei einem Bestimmtheitsmal} von -1 existiert ein maximaler reziproker Zu-
sammenhang, bei 0 besteht kein Zusammenhang zwischen den Merkmalstragern und bei 1
ist ein maximaler gleichgerichteter Zusammenhang vorhanden. Demnach sind 8§9% der Va-
riationen in der Hohe der Aktivitit der unterschiedlichen Substrate bei einer zugelassenen
Auslenkung von 30° von der gebundenen Konformation erkldrte Variationen. Sie sind auf
die Differenz in der freien Enthalpie zwischen der Konformation im Grundzustand in Lo-
sung und der am Enzym gebunden Konformation zuriickzufiihren. 11% sind nicht erklirte

Variationen.

Konformation-Aktivitat-Beziehung

@ 3dUDP-Gal

56dihydro
UDP-Gal

17.5 4 T UDP-Gal
15.0 ‘ ‘ ‘ ‘ |

0 20 40 60 80 100
Aktivitit [%]

AG [kJ/mol]
3
o

Abbildung 7-2: Aktivititen modifizierter Zuckernucleotide in der GalT-Reaktion und Diffe-
renzen in den freien Enthalpien zwischen der Konformation im Grundzustand und der an
GalT gebundener Konformation mit einer maximalen Auslenkung von 30° (v). Linearer Zu-
sammenhang zwischen Aktivitdt und freier Enthalpie (e99).
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Der F-Test ist eine Funktion der Standardabweichung bzw. des Bestimmtheitsmalles in Ab-
héngikeit von der Anzahl der Datenpunkte. Er gibt Aufschluss iiber die Signifikanz der Re-
gressionsgrade. Im Fall von einer zugelassenen Auslenkung von 30° in den Freiheitsgraden
ist die Wahrscheinlichkeit, dass keine Zusammenhang zwischen freier Enthalpie der Kon-
formationswechsel und der Aktivitéit besteht, kleiner als 1% (F = 16.56). Es wird also eine
gute Korrelation zwischen Enthalpie und Aktivitdt festgestellt. Bei einer Auslenkung von
33° betrdgt die Wahrscheinlichkeit, dass keine Korrelation existiert, immerhin schon zwi-
schen 5 - 10%. Die These einer Korrelation bei einer Auslenkung von 33° muss daher ver-

worfen werden, bei einer Auslenkung von 30° wird sie hingegen angenommen.

Diese Ergebnisse sollten dennoch lediglich als Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen
Konformation und Aktivitit verstanden werden. Eine gesicherte statistische Auswertung be-
darf einerseits einer groleren Grundgesamtheit, d.h. mehr zu untersuchende Substrate. Ande-
rerseits wurde gezeigt, dass ein Konformationswechsel in den gebundenen Zustand eine hohe
freie Enthalpie bendtigt. Die kinetische Energie bei einer Simulationstemperatur von 300 K ist
aber nicht ausreichend, um einen entsprechenden Konformationswechsel zu induzieren, so
dass lediglich Konformationen, die dem gebundenen Zustand &hnlich sind, in die Enthalpiebe-
rechnung einflossen. Trotzdem geben diese statistischen Untersuchungen ermutigende An-
haltspunkte fiir eine Korrelation von Aktivitdt und Konformation der Zuckernucleotiden, die

eine eingehendere Untersuchung sinnvoll erscheinen lassen.
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7.2. Enthalpische Aspekte der Galactosyltransferasereaktion

Enzym-Substrat-Wechselwirkungen spielen eine zentrale Rolle in pharmakologischen Fra-
gestellungen und sind Voraussetzung fiir das Verstéindnis der Katalyse. Frither waren in vivo
oder spiter in vitro Testungen notwendig, um Aussagen iiber die Wirksamkeit eines potenzi-
ellen Wirkstoffs oder iiber die Aktivitit eines Substrats in der enzymatischen Reaktion zu
treffen. Nachteilig ist jedoch der préparative Aufwand dieser Vorgehensweise. In den letzten
Jahren erlangten computergestiitzte Methoden zur Aufkldrung von Enzym-Substrat-
Wechselwirkungen immer stirkere Bedeutung. Durch Modellierung wird versucht, die Akti-
vitit oder Affinitdt eines Substrats oder Wirkstoffs bereits vor der Synthese und dem enzy-

matischen Test vorherzusagen.

Prinzipiell 148t sich aus der freie Enthalpie der gesamten Reaktion, also der Anlagerung aller
Substrate inklusive induzierter Konformationsédnderungen, der Reaktion zu den Produkten,
samtlicher dabei ablaufenden Bindungsbriiche und schlielich der Dissoziation die Aktivitét
oder Affinitiit berechnen. Uber die freie Enthalpie ist die Gleichgewichtskonstante definiert,
aus der wiederum fiir jeden Punkt der Reaktionskoordinate das Verhéltnis der Geschwindig-

keitskonstanten ky;./Krick berechnet werden kann.

Mittlerweile existieren bereits viele Tools, die eine derart komplexe Fragestellung mit unter-
schiedlicher Genauigkeit bearbeiten konnen. Das erste Problem stellt hierbei oft die 3D
Struktur des Enzyms dar, da hiufig nur die Primérstrukturen aus den Gensequenzen vorlie-
gen. Im z.Z. vielversprechendsten Ansatz werden die 3D Strukturen eines Proteins durch das
Auffinden von Ahnlichkeiten mit Proteinen generiert, deren Kristallstruktur bereits ermittelt
wurde.'® Im Anschluss werden mégliche Bindungstaschen des Enzyms lokalisiert, dann das
Substrat oder der Ligand unter Beriicksichtigung moglicher Konformationsdnderungen in
das katalytische Zentrum angedockt'®” und anschlieBend seine Affinitit zum Protein berech-
net. Hierfiir werden z.Z. mehrere sogenannte Scoring-Funktionen'®® verwendet, die die Affi-
nitdt des Enzyms zu einem bestimmten Liganden auf der Grundlage verschiedener nichtbin-
dender Krifte bewerten, wie z.B. van-der-Waals, elektrostatische, hydrophobe Wechselwir-
kungen oder Wasserstoffbriickenbindungen, etc.. Alle Scoring-Funktionen weisen unter-
schiedliche Stirken und Schwéchen auf, arbeiten allerdings nicht fiir alle Probleme zuverlas-
sig. Da das AMBER-Kraftfeld ebenfalls Terme fiir nichtbindende Wechselwirkungen be-

sitzt, wurde in dieser Arbeit die Affinitit der Zuckernucleotide zur GalT mit Hilfe dieses
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Kraftfelds berechnet. In den meisten Féllen 146t sich hieraus zwar nicht direkt die Reaktions-
geschwindigkeit ablesen. Jedoch konnen bereits getestete Substrate mit in die Betrachtung
einbezogen und statistisch ausgewertet werden. Hieraus 146t sich eine quantitative Struktur-

Aktivitit-Beziehung (QSAR) ermitteln.

Prinzipiell muss also fiir die Berechnung der Aktivitéit die freie Enthalpie der vollstindigen
Reaktion berechnet werden, inklusive der Anlagerungen der Substrate (Schritt a-c,
Abbildung 7-3), der Dissoziation der Produkte (Schritt e-f, Abbildung 7-3) und der eigentli-
chen Reaktion (Schritt d, Abbildung 7-3). Hierfiir stand mit der Kristallstruktur der GalT'®
ein guter Ausgangspunkt zur Modellierung zur Verfligung. In dieser Arbeit gilt das besonde-
re Interesse der Vorhersage von Aktivititen von Donorsubstraten mit Fluorsubstituenten in
der Ribose, da sie zurzeit im Arbeitskreis synthetisiert werden.'® Da viele Aspekte des Ka-
talysemechanismus bereits bekannt sind, muss die Galactosyltransferasereaktion fiir diese

Fragestellung nicht vollstdndig berechnet werden.

a)+lon  b)+D ¢) +A d) e)-P! 1) -p?
- 152 2

E Elon EIonD EIonDA ‘—ElonP P ElonP Elon
E :Enzym
Ion: Mn2+, Zn2+, etc.
D :Donor
A : GlcNAc
P! :LacNAc

P? : UDP, 2dUDP, etc.

Abbildung 7-3: Geordneter sequenzieller Einzelverdringungsmechanismus der GalT-
Reaktion.'”
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Allein die Kenntnis, dass und wo die Reaktion des natiirlichen Donorsubstrats am Enzym
stattfindet, ermoglicht den Verzicht auf Dockingalgorithmen und auf eine Reaktionskoordi-
nate, da mit Sicherheit die Aktivierungsenergien der Anlagerung, der Reaktion und der Dis-

soziation uiberschritten werden.

Berechnungen in der freien Enthalpie sind sehr kostenintensiv. Wiahrend sie fiir viele Fragestel-
lungen unerlasslich sind,'”" geniigt es, sich hier auf die Enthalpien zu konzentrieren, da diese fiir
die unterschiedliche Aktivitit der Substrate vermutlich verantwortlich sind. Denn einerseits
bleibt die Teilchenzahl bei den Reaktionen der unterschiedlichen Donorsubstrate konstant und
andererseits weisen alle Substrate eine dhnliche Flexibilitit in Losung auf (Kapitel 6), so dass der

Beitrag der Entropie zur freien Enthalpie bei allen Reaktionen dhnlich sein diirfte.

SchlieBlich kann die Berechnung der Reaktion fiir die Fragestellung der Aktivititsvorhersage
noch weiter vereinfacht werden. Trotz der Unterschiedlichkeit der Substrate diirften einige
Reaktionsschritte einen dhnlichen Beitrag zur Enthalpie leisten. Die Anlagerung des Ions an
das Enzym (Schritt a, Abbildung 7-3) ist fiir alle Substrate sicherlich gleich, da das Enzym
zu diesem Zeitpunkt noch substratfrei ist. Vermutlich werden die Modifikationen der Donor-
substrate fiir die Assoziation des Akzeptors (Schritt ¢, Abbildung 7-3) und fiir die Dissozia-
tion von LacNAc (Schritt e, Abbildung 7-3) ebenfalls keine wesentliche Rolle spielen. Da
die Modifikationen der Substrate nicht an der eigentlichen Reaktion teilnehmen und weit
vom reaktiven Zentrum entfernt sind, diirfte auch Schritt d keinen wesentlichen Unterschied
in den Bildungsenthalpien hervorrufen. Vermutlich sind die Assoziation (Schritt b,
Abbildung 7-3) der Substrate an das Enzym und die Dissoziation der Produkte (Schritt f,
Abbildung 7-3) die entscheidenden Schritte, die die Aktivitdit von modifizierten Zucker-
nucleotiden bestimmen. Eine Vorhersage der Aktivitdt modifizierter Substrate konzentriert
sich also auf die Berechnung der Enthalpie dieser beiden Schritte. Ob trotz dieser Annahmen
noch eine zuverldssige Vorhersage moglich ist, kann durch die Berechnung einiger modifi-
zierter Donorsubstrate mit bekannter Aktivitit mit Hilfe von QSAR-Methoden verifiziert

und im Erfolgsfall die Aktivitdt unbekannter Substrate vorhergesagt werden.
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7.2.1. Enthalpieberechnung

Die Kristallstruktur von GalT'® diente als Grundlage zur Berechnung des Enzym-Substrat-
Komplexes, obwohl sich spdter herausstellte, dass es sich nicht um die katalytisch aktive
Konformation handelt. Zur Modellierung wurde ein Dimer der Struktur 1FR8.pdb'’* ent-
fernt, zwei O-O Bindungen gespalten, die sich zwischen den Sauerstoffatomen des Pyro-
phosphats befanden, und freie Valenzen mit insgesamt 2193 Wasserstoffen abgesittigt. Zink
diente als Kation, das an der Komplexierung des Substrats am katalytischen Zentrum betei-
ligt ist. Da seine Lage in der Kristallstruktur nicht genau bestimmt war, wurden die Vermu-
tungen tiber seinen Ort'® verwendet, um es zwischen zwei Sauerstoffen des B-Phosphats der
UDP-Gal und der Carboxylatgruppe von Asp254 zu positionieren. An das dritte Sauerstoff-
atom des -Phosphats, das nicht an der Komplexierung beteiligt war, wurde die Galactose
gebunden. Der Torsionswinkel ¢g am anomeren Zentrum wurde entsprechend der Kristall-

struktur von UDP-Glc®® auf ¢ = 70° gesetzt.

7.2.2. Konformation des Enzym-Substrat-Komplexes

Die Geometricoptimierung verinderte die Konformation des E<Zn**UDP-Gal-Komplexes
nur unwesentlich. Die Freiheitsgrade von urspriinglich ¢ = -158.6°, ¢ = 110.3°, y = 48.3°,
B=179.0°, a =99.4°, o =-103.9°, y = 100.4° und ® = 171.0° wichen lediglich in den
Nachkommastellen ab. Nur der Torsionswinkel am anomeren Zentrum der Pyranose verin-
derte sich etwas stirker auf ¢g = 73.2°. Das Enzym an sich verharrte wahrend der Geome-
trieoptimierung im GroBen und Ganzen ebenfalls in seiner urspriinglichen Konformation. Es
fand also keineswegs ein Wechsel in die katalytisch aktive Konformation K II statt. Das
zweiwertige Kation ist ebenfalls auf Position geblieben und nach wie vor mit Asp254 und
zwei Sauerstoffatomen des -Phosphats komplexiert. Bei der verwendeten Startkonformati-
on des Enzym-Substrat-Komplexes handelt es sich also ganz offensichtlich um eine recht
stabile Geometrie. Der Minimierungsalgorithmus ist nicht in der Lage das globale Minimum

16,164

(K II), das als katalytisch aktive Konformation identifiziert wurde, zu finden.
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7.2.3. Dissoziationsenthalpien und Aktivititen

Die geometrieoptimierte Struktur von EZn***UDP-Gal diente als Ausgangspunkt fiir die
Berechnung weiterer Enzymkomplexe mit den modifizierten Donorsubstraten
56dihydroUDP-Gal, 2dUDP-Gal, 3dUDP-Gal, ddUDP-Gal und ihren entsprechenden Pro-
dukten. Die geometrieoptimierte Struktur des GalT-UDP-Gal-Komplexes wurde entspre-
chend modifiziert und mit dem AMBER99-Kraftfeld energieminimiert. Auch das substrat-
freie Enzym, welches das zweiwertige Metallkation enthielt, wurde energieminimiert. Die
ungebundenen Substrate und Produkte weisen eine hohe Flexibilitdt auf (vgl. Kapitel 6). Ei-
ne Berechnung der potenziellen Energie aus einer einzigen minimierten Struktur ist daher
nicht korrekt. Vielmehr befinden sie sich in angeregten Schwingungs- und Rotationszustén-
den und nehmen eine Vielzahl von Konformationen ein. Daher wurden die freien Substrate
und Produkte ohne Losungsmittelmolekiile tiber einen kurzen Zeitraum von 1 ns bei 300 K
mit dem AMBER99-Kraftfeld molekiildynamisch simuliert und daraus die gemittelten po-
tenziellen Energien berechnet. Aus diesen Energien der freien Donorsubstrate (S), der Pro-
dukte (P%), der Enzym-Substrat-Komplexe (ES), der Enzym-Produkt-Komplexe (EP?) und
des substratfreien Enzyms wurden die Bildungs- (Tabelle 7-2) und Dissoziationsenthalpien

(Tabelle 7-3) des ES-Komplexes berechnet.

Tabelle 7-2: Potenzielle Energien verschiedener Donorsubstrate (S) und Enzym-Substrat-
Komplexe (ES) und daraus resultierender Bildungsenthalpien.

System rel'. A}<5t31- Epot(S) Epo(ES) AH(ES-(E+S))

vitat [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]
E+Zn’> *UDP-Gal 100 266.56 -576493.98 477.27
E<Zn’"*56dihydroUDP-Gal 82 271.00 -576608.26 -496.68
E+Zn*"+3dUDP-Gal 56 242.79 -576663.02 -535.13
E+Zn*"«2dUDP-Gal 2 240.56 -576756.75 -633.08
E+Zn*"+ddUDP-Gal 0 225.19 -576736.69 613.72
EeZn’" -575610.01
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Tabelle 7-3: Potenzielle Energien der Produkte (P;), der Enzym-Produkt-Komplexe (EP)
und daraus resultierende Dissoziationsenthalpien. Koeffizienten der Regressionsanalyse,
Bestimmtheitsmal} der Pearson-Statistik und F-Wert des F-Tests.

System rel. Akti- Epoi(P2) Epo: (EP) AH((E+P,)-EP)

vitat [kJ/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]
UDP 100 150.71 -576540.24 1080.93
56dihydroUDP 82 150.29 -576647.70 1187.98
3dUDP 56 128.28 -576700.69 1218.96
2dUDP 2 129.87 -576793.40 1313.26
ddUDP 0 118.66 -576771.65 1280.30
EeZn*" -575610.01
Steigung -1.86
y-Abschnitt 1305.53
Bestimmtheitsmal} 0.88
F-Wert 10.97

A
E+D “.
_ ; / E+P?
DO_ 7
L
\‘%
ED °
EP?

Y o

Reaktionskoordinate

Abbildung 7-4: Energiediagramm der Galactosyltransferasereaktion.

Da die Berechnungen stark vereinfacht wurden, lassen die Absolutwerte der Enthalpien kei-
ne quantitative Betrachtung weder der Gleichgewichts- noch der Geschwindigkeitskonstan-
ten zu. Dennoch reichen sie fiir eine qualitative Bewertung der Bildungs- bzw. Dissozia-
tionsenthalpie aus. Die Bildungsenthalpie des Enzym-Substrat-Komplexes ist deutlich nega-
tiv, die Dissoziation hingegen positiv (Abbildung 7-4). Da sowohl die Teilchenzahl als auch
die Flexibilitdit des Substrats bei der Assoziation abnimmt, diirfte der Enzym-Substrat-
Komplex entropisch ungiinstiger sein. Die GroBe der Entropie wurde nicht quantifiziert, und

somit lie} sich aus diesen Rechnungen nicht definitiv beurteilen, ob die Dissoziation oder die
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Assoziation den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. Allerdings ist die Enthalpie
sehr grof3 und wird vermutlich die freie Enthalpie dominieren. Demzufolge finde die Disso-
ziation der Produkte (Schritt f, Abbildung 7-3) seltener statt als die Anlagerung der Substrate
(Schritt b, Abbildung 7-3) und wire geschwindigkeitsbestimmend. Dies steht im Einklang
mit der sehr kleinen Michaelis-Konstante fiir Schritt b, die eine sehr hohe Affinitdt von dem
bereits mit dem Ion beladenen Enzym GalTeIon zu seinem Substrat UDP-Gal beschreibt. Die

Dissoziationskonstante ist praktisch null.'”

Obwohl die absoluten Enthalpien nicht zur Berechnung von Geschwindigkeitskonstanten
geeignet sind, lassen sich die relativen Bildungsenthalpien der unterschiedlichen Enzym-
Substrat-Systeme durchaus zur quantitativen Analyse heranziehen. Unter der Annahme, dass
unbekannte Faktoren, wie beispielsweise die Entropien, Aktivierungsenergien etc., bei den
unterschiedlichen Substraten einen konstanten gleichen Beitrag zur Aktivitéit leisten, der
Fehler bei allen Rechnungen also gleich groB ist, wurde die Reaktion mit Hilfe von Substra-
ten bekannter Aktivitit normiert. Entsprechend der QSAR-Methodik wurde nach einer Re-
gressionsanalyse ein linearer Zusammenhang zwischen Aktivitdt und Enthalpie formuliert
und mit der Pearson-Statistik beurteilt (vgl. Kapitel 7.1). Das Bestimmtheitsmal} betrigt
0.88. Demnach sind 88% der Variationen in der Hohe der Aktivitdt der unterschiedlichen
Substrate mit der Dissoziationsenthalpie des EP,-Komplexes erkldrbar. 12% sind nicht er-

klarte Variationen.

Dissoziationsenthalpie-Aktivitat-Beziehung

1320

2dUDP-Gal
— 1270 $
£
E 1220 - € 3dUDP-Gal  gq i i,
= 1170 - UDPGal
T
< 1120 -
1070 ‘ ‘ ‘ ‘ 4 UDP-Gal
0 20 40 60 80 100

Aktivitat [%]

Abbildung 7-5: Aktivititen modifizierter Zuckernucleotide in der GalT-Reaktion und Dis-
soziationsenthalpien der Produkte (P*) vom Enzym (V). Linearer Zusammenhang zwischen
Aktivitit und Dissoziationsenthalpie (e¢9).
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Wie bei der Untersuchung der Konformation-Aktivitidt-Beziehung belegt der F-Wert eine
hohe Signifikanz der Regressionskoeffizienten (vgl. Kapitel 7.1). Demnach ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass keinen Zusammenhang zwischen Dissoziationsenthalpie und Aktivitdt
der modifizierten Zuckernucleotide existiert, kleiner als 1%. Dennoch sollte auch hier fiir

eine gesicherte statistische Aussage die Grundgesamtheit erh6ht werden.

Die hier gefundene Dissoziationsenthalpie-Aktivitidt-Beziehung der Donorsubstrate in der
GalT-Reaktion steht im Einklang mit frither durchgefiihrten Untersuchungen.'> Sie ermit-
telten trotz geringer Aktivitét starke Inhibitoreigenschaften von z.B. 2dUDP-Gal. Da davon
ausgegangen werden kann, dass es sich um eine kompetitive Hemmung handelt, in der sich
das Zuckernucleotid in die Bindungstasche begibt, wird der ES-Komplex durchaus gebildet.
Vermutlich wird die eigentliche Reaktion ebenfalls stattfinden, da die Modifikationen der
Substratderivate weit von der reaktiven Stelle entfernt sind. Allerdings diirfte die Dissoziati-
on z.B. von 2dUDP im Vergleich zu UDP gehemmt sein, so dass die Bindungstasche besetzt
bleibt.

7.2.4. Vorhersagen iiber fluorierte Zuckernucleotide

Die statistische Analyse ergab also einen Zusammenhang zwischen der Aktivitét verschiede-
ner Zuckernucleotide in der GalT-Reaktion und der Dissoziationsenthalpie des Uridin-
diphosphatderivats vom Enzym. Aus dem linearen Zusammenhang sollte sich mit Hilfe der
Regressionskoeffizienten die Aktivitit von fluorierten Zuckernucleotiden, deren Aktivitét
unbekannt ist, vorhersagen lassen: Mit einer Bestimmtheit von 88% besitzt 3fUDP-Gal eine
Aktivitdt von 71% relativ zu UDP-Gal, dfUDP-Gal eine Aktivitiat von 22% und 2fUDPGal
eine Aktivitit von 13% (Tabelle 7-4).

Tabelle 7-4: Dissoziationsenthalpien und Aktivitdtsvorhersagen fiir fluorierte Zucker-
nucleotide in der Galactosyltransferasereaktion.

System berechnete Aktivitét V(P,) V(EP) AH((E+P,)-EP)
relativ zu UDP-Gal [%]

2fUDP 71 129.98 -576654.29 1174.26

3fUDP 13 139.08 -576753.19 1282.26

dfUDP 22 114.06 -576761.05 1265.10
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Fiir die Vorhersage der Aktivitdt unbekannter Donorsubstrate ist ein hohes Mal} an Kenntnis
iiber das Enzym-Substrat-System notwendig: Der Katalysemechanismus muss genauso be-
kannt sein, ebenso wie die 3D Struktur des Enzym-Substrat-Komplexes inklusive seines re-
aktiven Zentrums. Des Weiteren wurde eine direkte Beteiligung der modifizierten Struktu-
relemente an der eigentlichen Reaktion ausgeschlossen. Trotzdem lieBen sich die Aktivitdten
nicht direkt berechnen, da unbekannte Faktoren, wie die Konformationsinderung des En-
zyms bei der Assoziation des Substrats oder Aktivierungsenergien bei der Anlagerung nicht
beriicksichtigt werden konnten. Durch QSAR-Methoden konnte dennoch ein Zusammen-
hang zwischen der Aktivitit und der Enthalpiednderung des Systems hergestellt werden.
Grundvoraussetzung hierfiir war die Kenntnis der Aktivitét einiger Substrate. Da die Grund-
gesamtheit der Substrate sehr gering fiir eine zuverldssige Statistik war, darf ihre Aussage

nicht iberbewertet werden.
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8. Zusammenfassung

Die Konformation von Zuckernucleotiden und ihre Wechselwirkungen zur -1,4-Galactosyl-
transferase ist Gegenstand dieser Arbeit. Da die Konformationsanalyse von Zuckernucleotiden

eine vergleichsweise komplexe Fragestellung ist, wurde sie in mehrere Teilprobleme zerlegt.

Das Pyrophosphat wurde eingehend am Beispiel des Dimethlydiphosphats mit quantenmecha-
nischen Methoden untersucht. Hierbei wurde eine Korrelation der inneren Torsionswinkel
festgestellt, so dass die Konformation der Diphosphatbriicke im Wesentlichen durch die Ori-
entierung der beiden Phosphatgruppen zueinander bestimmt wird. Beide Phosphatgruppen
bevorzugen eine leicht verzerrte gauche-Orientierung, wihrend die ap- und sp-Konformation
Ubergangszustinde sind. Um eine Berechnung der komplexeren Zuckernucleotide zu ermogli-
chen, wurden die energetischen Zustéinde des Pyrophosphats fiir das AMBER-Kraftfeld para-

metrisiert.

Des Weiteren wurde der Nucleosidteil der Zuckernucleotide durch MD-Simulationen mit
NMR-Randbedingungen ndher untersucht und die Ergebnisse durch Vergleich mit NMR-
Daten iiberpriift. Hierbei konnten Ubereinstimmungen mit vorausgegangenen Arbeiten®®'' '3,
die ebenfalls die Konformation von 3dU123, ddu'?126:127 ypd 2fUut24126 untersuchten, festge-
stellt und um die Korrelation einiger Freiheitsgrade erweitert werden. Der gauche- und der
anomere Effekt wurden als die konformationsbestimmenden Effekte bestétigt. Der Einfluss der
Base auf die Konformation der Ribose wurde in dieser Arbeit erstmals nachgewiesen. Dabei
wurde deutlich, dass keine direkte C2'-endo/syn- und C3'-endo/anti-Korrelation innerhalb ei-
nes Nucleosids existiert. Demgegeniiber wurde das Verhalten der Nucleoside im Festkorper
bestitigt,”® wonach die Quantitit der C2'-endo-Konformationen in Losung im gleichgerichte-
ten Zusammenhang mit der Menge an syn-Orientierungen steht. Erstmals wurde eine direkte
Korrelation zwischen der ostlichen Konformation der Ribose mit den syn-Orientierung der
Base und der westlichen Konformation mit den anti- und high-anti-Orientierungen erkannt: In
Abhingigkeit von der Orientierung der Base verdndert sich die AbstoBung mit der Ribose.
Diese AbstoBung wird durch einen Wechsel von westlichen zu 6stlichen Konformationen, die
durch eine pseudodquatoriale Position der Base charakterisiert sind, verringert. Einen Wechsel
zwischen Nord- und Siid-Konformationen ist nicht erforderlich. Das sehr "weiche" Nucleosid
ddU eignete sich gut zur Identifizierung sehr kleiner Effekte. So wurde hier erstmals eine

schwache AbstoBBung zwischen Ribose und exocyclischer Gruppe deutlich, wenn diese eine
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gg-Orientierung einnimmt. Es zeigte sich ebenfalls, dass starke Effekte, wie die additive Ver-
stirkung des gauche- und des anomeren Effekts in 3dU oder der sehr starke gauche-Effekt in
21U, die Flexibilitdt der Ribose vermindern, wodurch das gesamte Molekiil deutlich rigider

wird.

Mit Hilfe von MD-Simulationen mit NMR-Randbedingungen wurde das dynamische Verhal-
ten von UDP-Gal, UDP-Glc, 56dihydroUDP-Gal, 3dUDP-Gal und 2dUDP-Gal ermittelt, wo-
bei 2dUDP-Gal mit experimentellen Unsicherheiten belastet war, die sich auf die Ergebnisse
der theoretischen Berechnungen auswirkten. Das Gleichgewicht eines jeden Freiheitsgrades
wurde mit Hilfe der eindimensionalen Populationsanalyse genau beschrieben und anschlieend
in neu entwickelte Summenparameter zusammengefasst, wodurch eine Vorstellung von der
Gesamtkonformation des Molekiils erhalten wurde. Hierbei wurde festgestellt, dass verdnderte
Substitutionsmuster an den Kohlenstoffatomen C2' und C3' die Faltung des Zuckernucleotids

genauso verdndern wie die Orientierung und die Position der Base.

MD-Simulationen einiger Zuckernucleotide wurden herangezogen, um die Auswirkungen ih-
rer Losungskonformation auf die Aktivitit mit GalT zu untersuchen. Trotz einer sehr geringen
Anzahl an untersuchten Zuckernucleotide und einer tiefen Simulationstemperatur ergab sich in
einer QSAR-Untersuchung ein Zusammenhang zwischen der Aktivitdt des Substrats in der
GalT-Reaktion und der Differenz in der freien Enthalpie zwischen Grundzustand und gebun-
dener Konformation. Die Substrate sind umso aktiver, je einfacher sie die gebundene Konfor-

mation einnechmen konnen.

SchlieBlich wurden durch Enthalpieberechnungen des freien und des mit unterschiedlichen
Substraten und Produkten komplexierten Enzyms Hinweise erhalten, dass die Dissoziation
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. Auf Grund vieler Vereinfachungen war
eine direkte Berechnung der Aktivitit aus den Enthalpien nicht moglich. Durch QSAR-
Methoden konnte dennoch die Abhéngigkeit zwischen Dissoziationsenthalpie und Aktivitét
bewertet und ein linearer Zusammenhang hergestellt werden. Mit diesem linearen Zusam-
menhang wurden Vorhersagen iiber die Aktivitdten von unbekannten Zuckernucleotiden mit
169

Modifikationen im Nucleosid in der GalT-Reaktion getroffen, die in einer anderen Arbeit

tiberpriift werden sollen.
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NMR-Messungen
NMR-Spektren wurden mit einem Bruker DMX 500 (500.13 MHz fiir Protonen) aufgenom-
men. Die chemischen Verschiebungen sind auf internes Aceton kalibriert (2.225 ppm fiir 'H

und 31.08 fiir *C). Die Phosphormessungen sind auf externe 80%ige H;PO,4 bezogen.

Beim gradientenselektierten doppelquantengefilterten H,H-COSY Experiment wurden die
Wartezeiten auf d1 =2 s, d13 =3 ps, d16 = 200 ps und d20 = 1.203 ms gesetzt. Die Gradien-
tenpulse (Gaussform) besallen eine Dauer von 1 ms. Somit wurde der Gleichung d13+gl+d16
= d13+g2+d16 = d20 entsprochen. Die Stirken der Gradienten standen in einem Verhéltnis
von gl :g2 = 1:2. Die Daten wurden in einer 4 k % 0.25 k Datenmatrix aufgenommen. Beim
Prozessieren wurden die Daten mit einer quadratischen Sinusfunktion in t; und t, multipliziert
und nach Zero-Filling in t; zu einer 4 k % 0.5 k Datenmatrix phasensensitiv fourier-

173

transformiert °. Nach Phasenkorrektur wurde eine automatische Basislinienkorrektur in t,-

und t;-Richtung durchgefiihrt.

Zur Bestimmung NOE-Aufbaukurven wurden 10 mg (2fU, UDP-Glec, UDP-Gal, 56dihydro-
UDP-Gal) bzw. 6 mg (2dUDP-Gal, 3dUDP-Gal) Substanz zweimal in 0.6 ml 99.9% D,O
gelost und bei 20 mbar und 40 °C bis zur Trockne eingeengt. AnschlieBend wurde die Sub-
stanz in 0.6 ml 99.995% D,0 geldst und der paramagnetische Sauerstoff entfernt, indem 20
min Stickstoff durchgeleitet wurden. Es wurden jeweils fiinf NOESY-Experimente bei
Mischzeiten von 0.3 s, 0.6 s, 0.9 s, 1.2 s und 1.5 s durchgefiihrt. Die Wartezeit vor jedem
Scan betrug d1 = 2 s, die Auflésung in t; 512 und in t; 2 k. Jedes FID wurde mit 24 Scans
aufgenommen. Beim Prozessieren wurden die Daten mit einer quadratischen Sinusfunktion
in t; und t, multipliziert und nach Zero-Filling in t; zu einer 2 k % 1 k Datenmatrix phasen-

'3 Nach Phasenkorrektur wurden die Kreuzsignale in Absorp-

sensitiv fourier-transformiert
tion und die Diagonalen in negativer Absorption erhalten. Anschlieend wurde in t,- und t;-
Richtung automatisch basislinienkorrigiert, die Signale integriert und auf ein Diagonalsignal
(H1" oder H6) referenziert. Die Integrale der Signale wurden fiir jeden Kern in Abhéngigkeit

der Zeit dargestellt.
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NMR-Daten

'H-NMR-Spektren der Zuckernucleotiden UDP-Gal und UDP-Glc in D,O bei 300K sind auf
Grund von Signaliiberlagerungen der Resonanzen H2' und H3' Spektren hoherer Ordnung, so
dass die Spektrenanalyse rechnerisch mit Hilfe des Computerprogramms LAOCOON 5 er-
folgte. Zur Interpretation der 'H-NMR-Spektren von UDP-Gal und UDP-Glc wurden 133
berechneten Ubergiingen 27 Signale des experimentellen Spektrums zugeordnet und iterativ
gendhert. Fiir die hieraus resultierenden chemischen Verschiebungen und Kopplungskon-
stanten der Riboseringprotonen ergab sich eine Quadratwurzelabweichungen von rms < 0.19

Hz. Gleichheit der beiden Spektren in Néherung gilt als Beweis der richtigen Interpretation.

e

NSRS
HI1'| | H5 H2'+H3' H4' H5'b H5'a H5"

ﬂUAVﬂVAUA\/\/A\fWA\/A\/L

T T T T T T T
6.00 5.98 5.96 ppnd.38 4.36 4.34 4,32 4.30 4.28 4,26 4.24 4,22 4,20 4.18 4.16 4.14

Abbildung 9-1: Ausschnitt des 'H-NMR-Spektrums von Uridin-5"-O-diphosphor-o.-
galactose (UDP-Gal) in D,O bei 300K (unten) und die Computersimulation des entspre-
chenden Riboseteils (oben). Die Resonanzen H1' und H5'a sind teilweise tliberlagert.
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Tabelle 9-1: '"H-NMR-Daten von UDP-Gal, UDP-Glc, 56dihydroUDP-Gal, 2dUDP-Gal und
3dUDP-Gal in D,0 bei 300 K (Aceton = 2.225 ppm, 31.08 ppm) in Ergdnzung zu bestehen-
den NMR-Daten®”"**'™*, In Galactopyranosen ist das prochirale Proton H6"R tieffeld von
H6"S verschoben'” und somit wurde die Resonanz H6"b dem Proton H6"R zugeordnet. In
Glucopyranosen ist die Resonanz von H6"S tieffeldverschoben zu H6"R'™, so dass H6"D als
das prochirale Proton H6"S festgelegt wurde. In Entsprechung von Uridinmonophosphat'*°
wurde die Resonanz H5'b dem prochirale Proton H5'S zugeordnet. In 2dUDP-Gal wurde
anhand eines starken NOE zwischen H6/H2'a H2'a als H2'S festgelegt, in 3dUDP-Gal wurde
mittels NOE H2'/H3'R der Resonanz H3'b das Proton H3'R zugeordnet. Das Proton H6R von
56dihydroUDP-Gal konnte nicht durch NOEs zugeordnet werden und wurden auf Grund der
besten Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der MD-Simulation als Resonanz H6a fest-
gelegt.

UDP-Gal UDP-Gle 56dihydro- 2dUDP-Gal 3dUDP-Gal

UDP-Gal
H5 od. H5a 5.975 5.980 2.776 5.929 5.926
3 isa Héa 8.1 8.1 7.0 8.2 8.2
jJHSa,Héb - - 6.5 - -
JHsa,H5b - - 12.8 - -
H5b - - 2.776 - -
>Tiso Hoa - - 7.0 - -
JHsb,H6b - - 6.5 - -
H6 bzw. H6a 7.952 7.955 3.577 7.910 7.998
 Trt6a.H6b - - 13.0 - -
H6b - - 3.671 - -
HI' 5.986 5.990 5.908 6.307 5.828
31 H2a 4.6 4.6 7.0 6.8 2.0
Jur H2m - - - 6.8 -
H2' bzw. H2'a 4373 4.380 4.361 2.355 4.520
3T Ha 49 4.8 5.5 6.2 2.7
. Trramsn - - - - 5.8
Jhoa, 2 - - - 14.0 -
H2'b - - - 2.378 -
Trib i3 - - - 3.6 -
H3'a bzw. H3' 4373 4.381 4316 4.587 2.083
3T 3a e 4.8 4.9 2.7 3.2 5.9
Tiyansh - - - - 13.9
H3'b - - - - 2.209
T - - - - 9.6
H4' 4.285 4296 4.183 4.182 4.655
T4 po 1.9 1.9 2.8 1.9 n.a.
3TH4 Hs'a 32 3.0 3.2 3.0 3.6
34 Hsb 2.7 2.6 3.1 3.2 2.4
H5'a 4203 4211 4.122 4.121 4.126
*THs'a Hsb 3.2 11.8 11.8 12.0 12.0
3THs'a, pa 5.7 5.6 52 5.6 6.0
H5'b 4.246 4.256 4.122 4.129 4329
3Jias, pa 4.5 4.6 5.6 4.6 5.0
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noch Tabelle 9-1:
UDP-Gal UDP-Glc 56dihydro- 2dUDP-Gal 3dUDP-Gal

UDP-Gal
H1" 5.637 5.607 5.629 5.613 5.631
3T 3.6 3.5 3.7 3.7 3.6
*Thnpo 7.2 7.3 72 7.2 7.2
H2" 3.802 3.539 3.802 3.778 3.790
T 3 10.3 9.8 103 10.2 10.2
Tt pp 3.0 3.0 32 3.1 2.5
H3" 3.911 3.780 3.914 3.889 3.909
3 T30 b 3.3 9.3 3.4 3.3 3.3
H4" 4.025 3.468 4.035 4.003 4.016
3T s 0.7 10.0 1.0 0.9 0.9
H5" 4.169 3.902 4.174 4.145 4.167
3THs" He'a 52 4.5 52 5.2 5.2
3T He 7.2 2.4 7.2 7.2 7.2
H6"a 3.712 3.777 3.736 3.704 3.716
> H6"a H6" 11.7 12.4 11.7 11.9 11.8
H6"b 3.755 3.862 3.757 3.733 3.749

Tabelle 9-2: >*C-NMR-Daten von UDP-Gal, UDP-Glc¢ und 56dihydroUDP-Gal in D,O bei
300K (Aceton = 2.225 ppm, 31.08 ppm). Die “C bzw. *'P Daten von UDP-Glc'”,
56dihydroUDP-Gal'’®, 2dUDP-Gal und 3dUDP-Gal sind bekannt'*.

UDP-Gal UDP-Glc 56dihydroUDP-Gal
C2 152.70 152.68 155.10
C4 167.09 167.08 174.37
C5 103.52 103.51 30.56
C6 142.46 142.05 36.46
Cl' 89.23 89.22 87.40
C2' 74.61 74.60 70.51
C3' 70.51 70.49 70.88
Cc4' 84.10 84.07 82.88
Jcapa 9.1 9.1 9.1
C5' 65.79 65.76 66.00
*Jcsipa 5.3 5.4 5.6
C1" 96.66 96.00 96.17
2Jc1",PB 6.8 6.7 6.5
C2" 69.26 72.45 68.77
3ch",PB 8.3 8.7 8.3
C3" 70.17 73.71 69.71
C4" 69.96 70.04 69.50
C5" 72.75 73.64 72.29
C6" 61.85 61.18 61.40
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124 7usitzlich wurden selekti-

Die "H-NMR-Daten fiir 2fU wurden der Literatur entnommen
ve gradientenselektierten Hadamard-Experimente zur Bestimmung von heteronuclearen
C,H-Fernkopplungen durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.2.3). Die aktiven heteronucleare C,H-
Kopplungen erscheinen in Antiphase, die restlichen sind in-Phase (). Beim Prozessieren
wurde das FID mit einer e-Funktion multipliziert (Ib = 1). Die dadurch erzielte Signalver-
starkung fiihrte zu einer Erniedrigung der Auflésung, wodurch die kleine Kopplung *Jiy s

nicht mehr zu erkennen war. Fiir die heteronuclearen Kopplungen wurde

3JC2,H1' =3.8 Hzund 3JC6,H1' = 3.9 Hz erhalten.

C,H long-range

Hs
HY'

“ ﬂwia B

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.05 6.00 5.95 5.90 5.85 5.80 5.75

Abbildung 9-2: Ausschnitt eines 'H-NMR-Spektrums (unten) und eines Experiments zur
Bestimmung von C,H-Fernkopplungen (oben) von 2fU.
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Quantenmechanische Rechnungen

Ab initio Rechnungen wurden mit dem Computerprogramm GAUSSIAN94'” und GAUS-
SIAN98'* auf einem Pentium II Computer (300 MHz), einer HP-Workstation (J 5000) und
einem Vektorrechner des RRZNs Hannover (VPP 300 mit vier Prozessorelementen je 2.2
GFLOPS und insgesamt 8 GB Arbeitsspeicher) durchgefiihrt. Es wurde der 6-31G*- und der
6-31+G*-Basissatz zur Berechnung der hier untersuchten Molekiile verwendet. Geome-
trieoptimierungen wurden sowohl mit der HF- als auch mit der MP2-Methode durchgefiihrt

und dabei stets der Berny Algorithmus'®' verwendet.

Semiempirische Rechnungen wurden mit MOPAC 6'** auf einer SGI Workstation (R4400)
durchgefiihrt. Fiir die Geometrieoptimierung wurde der EF-Algorithmus zur Suche des Mi-

nimums in Kombination mit der PM3-Methode verwendet.

Ladungen

Die ESP Ladung wurden mit GAUSSIAN 94'”, GAUSSIAN 98'® auf einem Pentium II
Computer (300 MHz) und einer HP-Workstation (J 5000) von geometrieoptimierten Struktu-
ren auf HF/6-31G*-Niveau der jeweiligen Molekiile oder Molekiilteile erhalten und mit dem
AMBER 5.0 Programmpaket'® auf einer SGI Workstation (R4400) entsprechend der RESP-

Methode transformiert.

Fir DMDP und DPP wurden zwei Konformationen fiir die restlichen Molekiile eine Konforma-
tion auf HF/6-31G*-Niveau geometrieoptimiert und hieraus ESP-Ladungen erhalten. Diese wur-
den nach dem zweistufigen RESP-Modell wie folgt angepasst. Zunéchst wurden allen Atomen,
mit Ausnahme der Wasserstoffe, schwache Randbedingungen (Faktor = 0.0005 au) in Form ei-
ner hyperbolischen Funktion auferlegt. Zusdtzlich wurden Symmetriefunktionen eingefiihrt,
durch die beide Phosphoratome und die vier Carboxylsauerstoffe beit DMDP und DPP dquiva-
lent wurden. Im zweiten Schritt wurden die Ladungen der Wasserstoffe symmetrisiert. Hierzu
wurden die Methylgruppen von DMDP und DPP, die Hydroxymethylgruppen der Nucleoside
und Pyranosen und die alkylischen Gruppen des Uracilrings von 5,6-Dihydrouridin mit stérkeren
Randbedingungen berechnet (Faktor = 0.001 au). Die Ladungen der Wasserstoffe wurden wih-
rend des Anpassungsprozesses gemittelt und die der Kohlenstoffe neu berechnet. Die Ladungen
aller iibrigen Atome werden konstant gehalten. In Tabelle 9-3 sind ESP Ladungen fiir DMDP
und den daraus resultierenden RESP-Ladungen angegeben. Als Vergleich sind Ladungen aus der
Mulliken Populationsanalyse mit aufgefiihrt. Die RESP-Partialladungen aller iibrigen hier ver-
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wendeten Molekiile sind in Tabelle 9-4 und Tabelle 9-5 dargestellt und wurden ohne weitere

Modifikationen fiir nachfolgende Kraftfeldrechnungen verwendet.

Tabelle 9-3: ESP, Mulliken und RESP-Ladungen von DMDP.

Atom sc-Konformation -sc-Konformation RESP
(0'=165.3°) (0'=-65.3°)
ESP Mulliken ESP Mulliken
H (Methyl-) 0.087 0.222 -0.019 0.126 0.009
C (Methyl-) 0.068 -0.141 0.271 -0.148 0.167
H (Methyl-) -0.014 0.071 -0.007 0.181 0.009
H (Methyl-) 0.010 0.108 -0.050 0.080 0.009
O (Ester-) -0.498 -0.750 -0.572 -0.719 -0.575
P 1.298 1.577 1.283 1.588 1.310
O (Carboxyl-) -0.823 -0.852 -0.813 -0.871 -0.828
O (Carboxyl-) -0.865 -0.815 -0.838 -0.804 -0.828
Opp -0.518 -0.854 -0.514 -0.854 -0.543
P 1.277 1.588 1.294 1.577 1.310
O (Carboxyl-) -0.812 -0.871 -0.823 -0.852 -0.828
O (Carboxyl-) -0.836 -0.804 -0.866 -0.815 -0.828
O (Ester-) -0.560 -0.719 -0.506 -0.750 -0.575
C (Methyl-) 0.233 -0.148 0.122 -0.141 0.167
H (Methyl-) -0.011 0.126 -0.029 0.071 0.009
H (Methyl-) 0.004 0.181 -0.001 0.108 0.009
H (Methyl-) -0.041 0.080 0.069 0.222 0.009
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Tabelle 9-4: RESP-Ladungen von Uridin (U), 2'-Desoxyuridin (2dU), 3'-Desoxyuridin
(3dU), 2',3'-Didesoxyuridin (ddU) und 5,6-Dihydrouridin (56dihydroU).

Atom U 2dU 3dU ddU 56dihydroU
NI 0.096 0.0359 0.059 -0.013 -0.073
C2 0.522 -0.564 0.500 0.561 0.522
02 -0.571 -0.575 -0.573 -0.585 -0.584
N3 -0.418 -0.472 -0.398 -0.425 -0.465
HN3 0.322 0.334 0.314 0.323 0.336
C4 0.635 0.656 0.638 0.622 0.603
04 -0.563 -0.575 -0.570 -0.561 -0.561
C5 -0.354 -0.383 -0.352 -0.368 -0.076
H5 0.179 0.176 0.175 0.179 0.062
H5'd - - - - 0.062
Coé -0.153 -0.086 -0.184 -0.069 -0.076
H6 0.233 0.234 0.272 0.205 0.092
H6'd - - - - 0.092
cr 0.057 0.039 0.126 0.078 0.051
H1' 0.166 0.187 0.117 0.157 0.143
H1'd - - - - -
Cc2 0.221 -0.119 0.117 -0.028 0.140
02'0.H2R  -0.667 0.108 -0.635 0.045 -0.691
HO2' 0.446 - 0.117 - 0.462
H2' 0. H2'S 0.114 0.050 0.073 0.040 0.073
Cc3' 0.103 0.204 -0.016 -0.090 0.322
03'o0. H3'S -0.659 -0.643 0.075 0.049 -0.703
HO3' 0.435 0.407 - - 0.457
H3'o. H3'R 0.096 0.070 0.011 0.062 0.050
c4' 0.198 0.112 0.105 0.158 0.075
o4' -0.426 -0.393 -0.383 -0.400 -0.384
H4' 0.060 0.085 0.081 0.063 0.128
H4'd - - - - -
Cs' 0.034 0.019 0.061 0.037 -0.007
os' -0.718 -0.608 -0.646 -0.589 -0.693
HOS' 0.482 0.429 0.444 0.423 0.475
H5'R 0.068 0.072 0.079 0.063 0.084
H5'S 0.068 0.072 0.079 0.063 0.084
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Tabelle 9-5: RESP-Ladungen von 2'-Desoxy-2'-fluorouridin (2fU), 3'-Desoxy-3'-fluoro-
uridin (3fU), 2',3'-Didesoxy-2',3'-difluorouridin (dfU), Galactose-1-phosphat (GalP) und
Glucose-1-phosphat (GlcP).

Atom 2fU 3fU dfu Atom GalP GlcP
N1 0.058 0.071 0.037 |P 1.195 1.207
C2 0.567 0.472 0.571 | O(Hydroxyl-) -0.696 -0.690
02 -0.571 -0.573 -0.574 | O(Carboxylat-) -0.772 -0.772
N3 -0.455 -0.354 -0.447 |H(Hydroxyl-) -0.399 -0.393
HN3 0.329 0.311 0.328 [O1" -0.377 -0.391
C4 0.658 0.601 0.653 |[C1" 0.042 0.086
04 -0.568 -0.558 -0.564 |H1" 0.148 0.154
C5 -0.366 -0.326 -0.357 |C2" 0.152 0.174
H5 0.180 0.176 0.181 |[O2" -0.669 -0.686
Co -0.138 -0.187 -0.138 |HO2" 0.445 0.438
H6 0.236 0.248 0.233 |H2" 0.099 0.082
cr 0.029 0.100 0.042 [C3" 0.196 0.148
H1' 0.197 0.131 0.191 |[O3" -0.651 -0.698
c2' 0.122 0.273 0.152 |HO3" 0.422 0.446
02'o0. F2' -0.220 -0.674 -0.234 |H3" 0.107 0.094
HO2' - 0.445 - | Cc4" -0.056 0.070
H2' 0.097 0.046 0.091 |[0O4" -0.618 -0.713
c3' 0.212 0.123 0.168 |HO4" 0.408 0.475
03'o0. F3' -0.632 -0.226 -0.247 |H4" 0.136 0.092
HO3' 0.417 - - | C5" 0.013 0.112
H3' 0.078 0.118 0.110 |[O5" -0.347 -0.416
c4' 0.110 0.090 0.116 |[C5" 0.093 0.112
o4 -0.380 -0.392 -0.378 | C6" 0.241 0.183
H4' 0.081 0.110 0.097 |0O6" -0.693 -0.701
Cs' 0.032 0.016 0.026 |HO6" 0.454 0.464
05 -0.690 -0.660 -0.689 |H6'R 0.031 0.047
HOS5' 0.471 0.461 0.472 |H6'S 0.031 0.047
H5'R 0.072 0.076 0.079

H5'S 0.072 0.076 0.079

Molekiilmechanische Rechnungen

Molekiilmechanische Rechnungen wurde mit dem AMBER 5.0 Programmpaket'®® auf SGI
Workstations (R4400 und R10000) durchgefiihrt mit Ausnahme des geldsten Proteins, das
auf einer HP-Workstation (J 5000) berechnet wurde. Fiir MD-Simulationen wurde eine Ziel-
temperatur von 300 K gewdhlt. Die Integrationsweite betrug 1 fs und die Simulationsdauer
20.3 ns. Wihrend der ersten 0.3 ns wurden die Randbedingungen langsam angeschaltet und
das System langsam von 0 K auf 300 K erwidrmt. Die Geschwindigkeiten der Atome wurden

alle 500 fs der Temperatur angepasst. Die nichtbindenden Wechselwirkungen wurden alle
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100 fs neu berechnet. Die Translation und Rotation des Systems wurden alle 50 fs entfernt.

Es wurden nur die letzten 20 ns sowie jede 200ste Konformation gespeichert.

Startstrukturen fiir die MD-Simulationen wurden analog zur Réntgenstruktur von 2dU"'® bei

den Nucleosiden, von UDP-Glc?® bei den Zuckernucleotiden und von GalT'®

gewihlt. Bei
DMDP diente das energetische Minimum der ab initio Rechnung als Startstruktur. Vor der
MD-Simulation wurde das System die ersten 50 Zyklen mit der Steepest Descent und maxi-

mal weitere 450 Zyklen mit der Conjugated Gradient Methode'™*

energieminimiert mit ei-
nem Energiegradienten von 0.001 kcal/mol als Abbruchkriterium. Der Enzym-Substrat-
Komplex wurde mit insgesamt 9962 Wassermolekiilen in einer Box mit einer Kantenlédnge
von 78.587 A, 71.550 A und 76.702 A geldst und vier Chloridionen zugefiigt, um ein elek-
trisch neutrales System zu erhalten. Das System besal3 eine Gesamtmasse von 211681.6
g/mol und eine Dichte von 0.815 g/cm’. AnschlieBend wurde das System mit dem AM-
BER99/GYLCAM 93-Kraftfeld unter Verwendung der PME Methode in 30000 Zyklen
geometrieoptimiert. Die Quadratwurzelabweichung im Gradienten der Energien betrug
letztlich 6.39*10° N. Diese Struktur diente als Basis fiir alle weiteren Berechnungen des
Enzyms mit modifizierten Donorsubstraten. Fiir die Berechnungen der Nucleoside wurde das
AMBER91-Kraftfeld im Vakuum verwendet. Dasselbe Kraftfeld diente zur Berechnung der
Zuckernucleotide, wurde jedoch fiir den Pyrophosphatteil um die hier entwickelten Parame-
ter ergdnzt. Auch der Pyranoseteil erforderte zusitzliche Parameter, die im GLYCAM93-
Kraftfeld enthalten sind. Fiir den Torsionswinkel y des Phosphatrests am anomeren Sauer-
stoff der Pyranose wurden die Parameter des Torsionswinkels C-O-C-C fiir Oligosaccharide
aus dem GLYCAMBO93-Kraftfeld tibernommen. Bei Verwendung des AMBERO91-Kraftfelds
wurde die Dielektrizititskonstante auf & = 8 C*/Jm (distanzabhingig) gesetzt. Da das AM-
BER94/99-Kraftfeld nur mit explizitem Lsungsmittel arbeitet, betrug dort € = 1 C*/Jm. Bei
den Nucleosiden und DMDP wurden nur innerhalb eines Radius von 9 A die nichtbindenden
Wechselwirkungen berechnet, bei den Zuckernucleotiden innerhalb von 12 A und bei der
gelosten GalT mit den verschiedenen Substraten innerhalb von 8 A. Die Energie der elek-
trostatischen Wechselwirkungsterme wurde entsprechend dem RESP-Modell stets durch

EELs = 1.2 dividiert, die restlichen nichtbindenden Wechselwirkungen durch VDWs = 2.0.

Sowohl NOE-Distanzen als auch Kopplungskonstante wurden als Randbedingungen fiir eine

MD-Rechnung verwendet. Wenn keine groBeren Anderungen in der internen Koordinate zu
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erwarten waren, wurde auf eine zeitliche Mittelung verzichtet. Andernfalls wurden die Tor-
sionswinkel und Kopplungskonstanten zeitlich gemittelt in Kombination mit der ersten Ab-
leitung der potenziellen Energie. Die pseudo-Kraft-Formulierung wurde bei Atomdistanzen
verwendet. Der Exponentialabfall betrug bei Protonendistanzen t = 20 ps, bei Torsionswin-
kel und Kopplungskonstanten t© = 5 ps. Der Exponent wurde fiir NOE-Distanzen auf Expo-
nent = 6, sonst auf Exponent = -1 gesetzt. Da bei der pseudo-Kraft Formulierung die interne
Koordinate zu Beginn der MD-Simulation nicht definiert ist, wurde sie aus einem reduzier-

ten Mittel der Zielrandbedingung erhalten ((»2+73)/2-0.2) (vgl. Abbildung 3-3).

Die Randbedingungen wurden wie folgt definiert und angepasst: Sédmtliche experimentell
bestimmten NOE-Aufbaukurven wurden mit den NOEs verglichen, die aus den MD-
Rechnungen erhalten wurden. Bei Auftreten von Diskrepanzen wurden aus den betreffenden
NOEs Abstandsrandbedingungen formuliert. Dabei wurde ein definierter Abstand (z.B.
H5/H6 = 2.47 A) als Referenz verwendet und der unbekannte Abstand nach der Formel

—r oL Gleichung 9-1
Tis = Tier o eichung 9-
1S

kalkuliert. Es wurden zunéchst kleine Kraftkonstanten gewéhlt. In einem iterativen Prozess
wurden sowohl die Kraftkonstanten als auch die Abstinde durch Vergleich der experimen-
tellen und theoretischen Daten in jeder MD-Simulation verbessert, bis sich eine anndhernde
Ubereinstimmung einstellte. Die Kraftkonstanten der Randbedingungen sind in der Einheit
kcal/mol angegeben, da es so das AMBER-Programm fordert. Eine Umrechnung in SI-
Einheiten erschien daher nicht sinnvoll. Wie zuvor beschrieben kénnen Kopplungskonstanten
nur entsprechend der Gleichung 3-12 als Randbedingung definiert werden. Somit muss die

hier verwendete Karplus-Beziehung fiir Protonen von Altona et al.’®

, die im Allgemeinen gute
Resultate liefert'”, in die allgemeine Form umgewandelt werden. Der dabei entstehende ma-

ximale Fehler ist in den Tabellen angegeben. Es wurden folgende Randbedingungen gewahlt:
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Tabelle 9-6: Randbedingungen fiir die MD-Rechnung von 3'-Desoxyuridin (3dU) mit den
Zielrandbedingungen r/-r4 in Hz, Grad oder A, den Kraftkonstanten k/ und k2 in kcal/mol,
den Parametern fiir die allgemeine Karplus-Beziehung nach Gleichung 3-12 4, B und C in
Hz und dem Fehler in Hz bei der Umformung der Karplus-Beziehung von Altona et al. in die
allgemeine Gleichung.

Rand- rl r2 r3 rd kI k2 zeitliche A B C  Fehler
bedingung Mittelung

> Ty 145 15 15 1.55 045 045 501 -091 136 03

*THovH3R 43 53 53 63 12 1.2 + 7.16 -0.99 185 0.8
> T2mss 1.7 27 27 37 17 1.7 + 696 -099 205 04
3 3R/ 975 98 98 985 04 04 - 7.11 -0.99 190 1.0
> Thzsma 53 63 63 73 1.1 1.1 + 696 -099 205 03
3 Taavas® 36 46 46 56 22 22 + 828 -099 1.15 13
Thams's 19 29 29 39 20 20 + 7.81 -099 1.62 03
Y 30.0 60.0 60.0 90.0 03 03 -
% 0.0 60.0 60.0 120.0 0.5 0.5 +
H1'/H4' 32 34 34 36 80 8.0 +
HIYH3'S 39 42 42 45 1.0 1.0 +

Tabelle 9-7: Aus der MD-Simulation gemittelte Randbedingungen und Energien von 3dU.

Rand- <p>

bedingung

3JH1'/H2‘ 2.1 Hz

jJHzVHyR 5.5Hz

3JH2‘/H3'S 2.5Hz
JH3'R/H4' 8.8 Hz

zJHS‘S/H4' 5.6 Hz

3JH4'/H5'R 6.0 Hz
JHams's 3.4 Hz

y 118.2°

X 194.3°

H1'/H4' 32A

H1'/H3'S 3.9A

Energien

T 319.7K

Exin 103.8 kJ/mol

Epot 213.1 kJ/mol

Ertot 316.9 kJ/mol
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Tabelle 9-8: Randbedingungen fiir die MD-Rechnung von 2',3'-Didesoxyuridin (ddU) mit
den Zielrandbedingungen r/-r4 in Hz, Grad oder A, den Kraftkonstanten k/ und k2 in
kcal/mol, den Parametern fiir die allgemeine Karplus-Beziehung nach Gleichung 3-12 4, B
und C in Hz und dem Fehler in Hz bei der Umformung der Karplus-Beziehung von Altona et
al. in die allgemeine Gleichung.

Rand- rl  r2 r3 rd4d kI k2 zeitliche A B C Fehler
bedingung Mittelung

Thimes 31 32 32 33 0.8 08 + 7.28 -099 276 0.6
S IR, 69 70 70 7.1 0.8 0.8 + 728 -099 276 0.05
Jwrsizr . 8.3 84 84 85 08 0.8 + 7.09 -098 3.06 0.1
Jursmas 34 35 35 36 0.8 0.8 + 7.09 -098 3.06 0.1
Jwermyr 9.9 10.0 10.0 10.1 04 04 - 7.09 -098 3.06 0.1
S F— 83 84 84 85 09 09 + 7.09 -098 3.06 0.1
R 89 9.0 90 91 04 04 - 6.96 -099 292 1.0
S N 59 60 60 6.1 0.8 0.8 + 6.96 -099 292 03
3 amsr 51 52 52 51 20 20 + 7.80 -099 2.5 1.5
Jhamss 31 32 32 33 20 20 + 7.80 -099 2.5 0.4
Y 30 60 60 90 0.25 0.25 -

X 35 45 45 55 02 0.2 +

H1'/H4' 32 34 34 36 80 80 +

H1/H3'S 39 42 42 45 1.0 1.0 +

Tabelle 9-9: Aus der MD-Simulation gemittelte Randbedingungen und Energien von ddU.
Rand- <p>

bedingung

jJHl'/HZ'S 4.7 Hz

3JHl‘/Hz'R 7.7 Hz

3JH2'S/H3'R 6.8 Hz

3JH2‘S/H3'S 4.3 Hz

3JH2'R/H3'R 8.8 Hz

Jhor/ms's 7.0 Hz

JH3‘R/H4' 8.7 Hz

iJH3‘S/H4' 6.8 Hz

3JH4'/H5'R 7.3 Hz

Jhams's 4.9 Hz

Y 142.8°

X 199.4°

H1'/H4' 3.1A

HI1'/H3'S 73 A

Energien

T 296.6 K

Exin 58.2 kJ/mol

Epot 120.6 kJ/mol

Ertot 178.8 kJ/mol

163



9. Experimenteller Teil

Fluorierte Nucleoside sind im AMBER91-Kraftfeld nicht parametrisiert. Die Implementie-
rung entsprechender Parameter aus dem neuen AMBERO94-Kraftfeld erschien insofern pro-
blematisch, da es keine Terme fiir Wasserstoffbriickenbindungen enthélt. Deshalb wurden
Parameter aus dem MM2-Kraftfeld, welches die Grundlage fiir AMBERO91 darstellt, umge-
rechnet und in AMBER 91 implemtiert.

Tabelle 9-10: Aus dem MM2-Kraftfeld konvertierte und in das AMBER91-Kraftfeld im-
plementierte Parameter fiir fluorierte Nucleoside.

Atomgewicht .
F 19.00
Bindungsabstinde
________________________________________ K Mo
CT-F 424.45 1.392
Bindungswinkel
________________________________________ Ky O
CT-CT-F 54.9 110.8
HC-CT-F 38.8 108.5
Torsionswinkel
_____________________________________ Divisor Ve v Mo
CT-CT-CT-F 2 0.78 0 -1
2 0 180 -2
2 0.3 0 3
N*-CT-CT-F 2 0 0 -1
2 -1.4 180 -2
2 0.18 0 3
OS-CT-CT-F 2 0 0 -1
2 -1.4 180 -2
2 0.18 0 3
HC-CT-CT-F 2 -0.46 0 -1
2 1.19 180 -2
2 0.327 0 3
OH-CT-CT-F 2 0 0 -1
2 -14 180 -2
2 0.18 0 3
Wasserstoffbriickenbindungen
_______________________________________ Ci ... Dy
H F 1704 488
H2 F 1704 488
H3 F 1704 488
HO F 1704 488
HW F 1704 488
Van-der-Waals-Parameter
R*; e*
F 1.51 0.18
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Tabelle 9-11: Randbedingungen fiir die MD-Rechnung von 2'-Desoxy-2'-fluorouridin (2fU)
mit den Zielrandbedingungen r/-r4 in Hz, Grad oder A, den Kraftkonstanten k/ und k2 in
kcal/mol, den Parametern fiir die allgemeine Karplus-Beziehung nach Gleichung 3-12 4, B
und C in Hz und dem Fehler in Hz bei der Umformung der Karplus-Beziehung von Altona et
al. in die allgemeine Gleichung.

Rand- rl r2 r3 r4d kI k2 zeitliche A B C  Fehler
bedingung Mittelung

> Te1m 00 15 15 100 0.1 0.1 - 6.10 -091 091 1.0
T2 1.0 49 49 100 0.1 0.1 - 82 -091 045 0.6

3 Te3vme 1.0 85 85 120 0.1 0.1 - 8.15 -091 0.74 0.1

3 THavas® 1.0 45 45 100 02 0.2 + 831 -099 137 23

3 Thms's 1.0 24 24 100 02 0.2 + 831 -0.99 137 0.1

Y 30 60 60 90 13 13 -

Y 120 180 180 -120 0.5 0.5 -

X 35 45 45 55 1.0 1.0

H1'/H4' 22 32 32 42 3.1 3.1 +
C5'/N1 1.8 28 28 38 20 20 +
H6/HS'R 23 33 33 43 0.0 02 +
H6/H5'S 23 33 33 43 00 02 +

Tabelle 9-12: Aus der MD-Simulation gemittelte Randbedingungen und Energien von 2fU.

Rand- <p>

bedingung

ST 1.9 Hz

Teay s 5.0 Hz

3T 3yma 8.6 Hz

zJH4‘/H5'R 59Hz
JHamss 4.6 Hz

Y 159.3°

X 117.9°

H1'/H4' 3.0A

C5'/N1 42 A

H6/H5'R 45A

H6/H5'S 4.7 A

Energien

T 298.4 K

Exin 60.7 kJ/mol

Epot 170.0 kJ/mol

Etot 230.7 kJ/mol
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Tabelle 9-13: Randbedingungen fiir die MD-Rechnung von UDP-Glc mit den Zielrandbe-
dingungen r/-r4 in Hz, Grad oder A, den Kraftkonstanten k/ und k2 in kcal/mol, den Para-
metern fiir die allgemeine Karplus-Beziehung nach Gleichung 3-12 4, B und C in Hz und
dem Fehler in Hz bei der Umformung der Karplus-Beziehung von Altona et al. in die allge-
meine Gleichung.

Rand- rl  r2 3 r4 kI k2 zeitliche 4 B C Fehler
bedingung Mittelung

> TH1vm 1.0 46 4.6 10.0 055 0.55 - 6.2 -091 1.13 03
3T 1.0 48 48 10.0 0.75 0.75 - 8.3 -0.91 0.67 0.01
> Th3vma 1.0 49 49 100 05 05 - 7.97 -091 0.78 0.1
3 Taavas® 1.0 3.0 3.0 100 0.2 0.2 + 9.78 -0.95 0.48 2.6
> Thuavms's 1.0 26 26 100 04 04 + 831 -099 137 0.2
3T 1.0 35 35 100 0.8 0.8 - 595 -091 1.01 0.5
> T 1.0 98 98 11.0 0.7 0.7 - 9.2 -0.99 0.03 1.5
3 TsvHeR 1.0 45 45 150 05 05 + 8.31-099 137 23
3 TusvHe's 1.0 24 24 150 0.8 0.8 + 831 -099 137 0.2
*Jcavpp 1.0 87 87 100 0.6 0.6 + 69 -34 0.7
NI1/C5' 23 33 33 43 1.8 1.8 +

H5/H3" 49 59 59 69 02 02 +

H1'/H4' 24 34 34 44 28 28 +

H2'/H1" 48 58 58 68 02 02 +

H3'/H3" 45 55 55 65 02 02 +

H4'/H1" 46 56 56 66 0.1 0.1 +

H4'/H6"R 54 64 64 74 0.1 0.1 +

H4'/H6"S 54 64 64 74 0.1 0.1 +

X 40 45 45 50 03 03 -

X -110 -60 -60 -10 04 04 -

Y 0 60 60 120 1.73 1.73 -

y 120 180 180 -120 1.18 1.18 -

® -110 -60 -60 -10 1.6 1.6 -

® 0 60 60 120 1.13 1.13 -

B 120 180 180 -120 -0.32 -0.32 -

dg 100 150 150 -160 1.1 1.1
H2"-C2"-C3"-H3" 120 180 180 -120 1.5 L5
H4"-C4"-C5"-H5" 120 180 180 -120 1.5 1.5
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Tabelle 9-14: Aus der MD-Simulation erhaltene Randbedingungen fiir UDP-Glc.

Rand- <p>
bedingung
3JH1'/H2‘ 43 Hz
3JH2‘/H3‘ 5.5Hz
3 T3yt 4.9 Hz
jJH4'/H5'R 42 Hz
Jhamss 3.7Hz
3JH]"/Hz" 3.1 Hz
Tes 9.9 Hz
3JH5”/H6”R 5.6 Hz
JHS”/H6”S 3.5Hz
3Teavpp 8.0 Hz
N1/C5' 4.0 A
H5/H3" 53A
H1'/H4' 32A
H2'/H1" 59 A
H3'/H3" 6.0 A
H4'/H1" 5.7A
H4'/H6"R 7.0 A
H4'/H6"S 6.2 A
X -140.2°
Y 91.4°
) -149.5°
B 168.8°
dG 88.3°
H2"-C2"-C3"-H3" 172.7°
H4"-C4"-C5"-H5" -175.6°
Energien
T 299.3 K
Exin 134.4 kJ/mol
Epot 365.5 kJ/mol
Etot 4999 kJ/mol
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Tabelle 9-15: Randbedingungen fiir die MD-Rechnung von UDP-Gal mit den Zielrandbe-
dingungen r/-r4 in Hz, Grad oder A, den Kraftkonstanten k/ und k2 in kcal/mol, den Para-
metern fiir die allgemeine Karplus-Beziehung nach Gleichung 3-12 4, B und C in Hz und
dem Fehler in Hz bei der Umformung der Karplus-Beziehung von Altona et al. in die allge-
meine Gleichung.

Rand- rl  r2 r3 r4d kI k2 zeitliche A B C Fehler
bedingung Mittelung

> TH1vm 1.0 46 4.6 10.0 0.55 0.55 - 6.2 -091 1.13 0.3
3T 1.0 49 49 10.0 0.75 0.75 - 8.3 -0.91 0.67 0.01
> Th3vma 1.0 48 48 100 0.5 0.5 - 797 -0.91 0.78 0.1
3 Taavas® 1.0 32 32 100 02 0.2 + 9.78 -0.95 0.48 2.6
> Thuavms's 1.0 2.7 27 100 02 0.2 + 831 -0.99 1.37 0.2
3T 1.0 35 35 100 0.5 0.5 - 595 -091 1.01 0.5
> T 1.0 98 98 11.0 0.5 0.5 - 92 -0.99 0.03 1.5
3 TsvHeR 50 52 52 54 05 05 + 831 -099 1.37 23
3 TusvHe's 70 72 72 74 05 05 + 831 -0.99 1.37 0.2
*Jcavpp 1.0 82 82 100 1.0 1.0 + 69 -34 0.7
NI1/C5' 21 31 31 41 19 19 +

H5/H3" 50 60 6.0 7.0 02 02 +

H5/H1" 45 55 55 65 02 02 +

H1'/H4' 24 34 34 44 28 28 +

H1'/H3" 50 60 6.0 7.0 02 02 +

H2'/H1" 44 54 54 64 02 02 +

H2'/H3" 40 50 50 6.0 03 03 +

H3'/H1" 39 49 49 59 02 02 +

H3'/H3" 36 46 46 56 03 03 +

H4'/H1" 46 56 56 6.6 0.1 0.1 +

X -110 -60 -60 -10 0.2 0.2
Y 0 60 60 120 1.74 1.74
Y 120 180 180 -120 1.2 1.2 -
®
®

0 60 60 120 03 03 -

120 180 180 -120 -0.02-0.02
B 120 180 180 -120 -0.32-0.32
dG 100 150 150 -160 1.1 1.1 -
H2"-C2"-C3"-H3" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
H3"-C3"-C4"-04" 120 180 180 -120 1.5 1.5
04"-C4"-C5"-H5" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
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Tabelle 9-16: Gemittelte Randbedingungen und Energien der MD-Simulation von UDP-Gal.

Rand- <p>
bedingung
3JH1'/H2‘ 4.5 Hz
Teay s 5.6 Hz
3 T3yt 4.4 Hz
jJH4'/H5'R 43 Hz
3JH4‘/Hs's 3.7Hz
JHI”/HZ” 3.0 Hz
3JH2”/H3” 10.0 Hz
3JH5”/H6”R 7.2 Hz
Jusmme's 5.2 Hz
3]c2"/p[3 7.9 Hz
N1/C5' 39A
H5/H3" 54 A
H5/H1" 55A
H1'/H4' 32A
H1'/H3" 6.2 A
H2'/H1" 5.6 A
H2'/H3" 55A
H3'/H1" 49 A
H3'/H3" 49 A
H4'/H1" 5.8A
X -154.2°
Y 92.8°
) 117.2°
B 172.5°
dG 88.9°
H2"-C2"-C3"-H3" -174.6°
H3"-C3"-C4"-04" 173.1°
04"-C4"-C5"-H5" -174.4°
Energien
T 300.7 K
Exin 135.2 kJ/mol
Epot 360.5 kJ/mol
Etot 495.7 kJ/mol
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Tabelle 9-17: Randbedingungen fiir die MD-Rechnung von 56dihydroUDP-Gal mit den
Zielrandbedingungen r/-r4 in Hz, Grad oder A, den Kraftkonstanten k/ und k2 in kcal/mol,
den Parametern fiir die allgemeine Karplus-Beziehung nach Gleichung 3-12 4, B und C in
Hz und dem Fehler in Hz bei der Umformung der Karplus-Beziehung von Altona et al. in die
allgemeine Gleichung.

Rand- rl  r2 r3 r4d kI k2 zeitliche A B C Fehler
bedingung Mittelung

> TH1vm 1.0 70 7.0 100 0.6 0.6 - 6.2 -091 1.13 0.3
3Ty 1.0 55 55 100 0.7 0.7 + 8.3 -0.91 0.67 0.01
> Th3vma 1.0 2.7 2.7 10.0 0.8 0.8 + 7.97 -0.91 0.78 0.1
3 Taavas® 1.0 32 32 100 04 04 + 9.78 -0.95 0.48 2.6
> Thuavms's 1.0 3.1 3.1 150 0.6 0.6 + 8.31 -0.99 1.37 0.2
3T 1.0 3.7 37 150 0.5 0.5 - 595 -091 1.01 0.5
> T 1.0 103 10.3 11.0 0.5 0.5 - 9.2 -0.99 0.03 1.5
3 TsvHeR 1.0 52 52 150 0.5 0.5 + 8.31-0.99 137 23
3 TusvHe's 1.0 72 72 150 05 0S5 + 8.31 -0.99 1.37 0.2
*Jcavpp 1.0 83 83 100 0.6 0.6 + 69 -34 0.7
NI1/C5' 22 32 32 42 22 22 +

C6/H2' 1.1 21 21 31 09 09 +

H6R/H3' 1.5 25 25 35 14 14 +

H1'/H4' 22 32 32 42 30 30 +

H2'/H1" 38 48 48 58 02 02 +

H2'/H3" 28 38 38 48 04 04

H3'/H1" 36 46 46 56 02 02 +

H3'/H3" 26 36 3.6 46 04 04 +

H4'/H1" 44 54 54 64 02 02 +

HS5'R/H1" 40 50 50 6.0 0.1 0.1 +

H5'S/H1" 40 50 50 6.0 0.1 0.1 +

HS5'R/H3" 46 56 56 66 0.1 0.1 +

H5'S/H3" 46 56 56 6.6 0.1 0.1 +

Y 0 45 45 90 09 09 -

Y 30 60 60 90 1.78 1.78 -

Y 120 180 180 -120 0.68 0.68 -

® 0 60 60 120 0.28 0.28 -

® 120 180 180 -120 -0.05-0.05 -

B 120 180 180 -120 0.16 -0.03 -

B -120 -60 -60 0 0.03 0.03 -

dg 100 150 150 -160 1.55 1.55 -
H2"-C2"-C3"-H3" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
H3"-C3"-C4"-04" 120 180 180 -120 1.5 1.5
04"-C4"-C5"-H5" 120 180 180 -120 1.5 1.5
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Tabelle 9-18: Gemittelte Randbedingungen und Energien der MD-Simulation von 56dihydro-
UDP-Gal.

Rand- <p>
bedingung
*Tar 6.8 Hz
3T 6.2 Hz
Ttz 2.8 Hz
zJH4'/H5'R 4.3 Hz
Jaamss 39Hz
3JH1”/H2” 3.1Hz
Ten s 10.0 Hz
iJHS”/HG'R 6.9 Hz
Jusvmers 5.4 Hz
3](;2"/p[3 7.6 Hz
N1/C5' 4.0 A
C6/H2' 2.7A
H6R/H3' 3.6 A
H1'/H4' 3.1A
H2'/H1" 52 A
H2'/H3" 42 A
H3'/H1" 52 A
H3'/H3" 48 A
H4'/H1" 6.2 A
H5'R/H1" 52A
H5'S/H1" 55A
H5'R/H3" 4.9 A
H5'S/H3" 5.0 A
X -95.2°
Y 107.3°
® 124.2°
B -174.4°
dg 95.1°
H2"-C2"-C3"-H3" -175.5°
H3"-C3"-C4"-04" 173.4°
04"-C4"-C5"-H5" -174.2°
Energien
T 2999 K
Exin 139.8 kJ/mol
Epot 398.6 kJ/mol
Etot 539.4 kJ/mol
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Tabelle 9-19: Randbedingungen fiir die MD-Rechnung von 2dUDP-Gal mit den Zielrand-
bedingungen rI-r4 in Hz, Grad oder A, den Kraftkonstanten &/ und k2 in kcal/mol, den Pa-
rametern fiir die allgemeine Karplus-Beziehung nach Gleichung 3-12 4, B und C in Hz und
dem Fehler in Hz bei der Umformung der Karplus-Beziehung von Altona et al. in die allge-
meine Gleichung.

Rand- rl  r2 r3 r4d kI k2 zeitliche A B C Fehler
bedingung Mittelung

> Th3vma 1.0 34 34 10.0 0.17 0.17 - 7.97 -0.91 0.78 0.1
3 Taavas® 1.0 32 32 100 04 03 + 9.78 -0.95 0.48 2.6
> Thavms's 1.0 3.0 3.0 150 06 0.6 + 8.31 -0.99 1.37 0.2
3 TsvHeR 1.0 72 7.2 150 0.5 0.5 + 8.31-0.99 137 23
3 TusvHe's 1.0 52 52 150 05 05 + 8.31 -0.99 1.37 0.2
*Jcavpp 1.0 83 83 100 0.6 0.6 + 69 -34 0.7
NI1/C5' 29 39 39 49 20 20 +

HS5/H1" 33 43 43 53 02 02 +

H5/H3" 40 50 50 6.0 02 02 +

H1'/H4' 23 33 33 43 3.0 3.0 +

H1'/H1" 24 34 34 44 04 04 +

H2'S/H1" 30 40 40 50 02 02 +

H2'R/H1" 30 40 40 50 02 02 +

H3'/H1" 25 35 35 45 0.15 0.15 +

H3'/H2" 26 36 36 46 02 02 +

H3'/H3" 26 36 3.6 46 03 03 +

H3"/H5" 1.2 22 22 32 15 15 -

Y 10 60 60 110 0.2 0.2 -

X -110 -60 -60 -10 0.2 0.2 -

y 30 60 60 90 1.83 1.83 -

v 120 180 180 -120 0.63 0.63 -

B 120 180 180 -120 -0.1 -0.1 -

® 0 60 60 180 0.27 0.27 -

® 120 180 180 -120 0.0 0.0 -

) 100 150 150 -160 1.5 1.5 -

H2"-C2"-C3"-H3" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
H3"-C3"-C4"-04" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
04"-C4"-C5"-H5" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
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Tabelle 9-20: Gemittelte Randbedingungen und Energien der MD-Simulation von 2dUDP-Gal.

Rand- <p>
bedingung
3JH3‘/H4‘ 32 Hz
zJH4‘/H5'R 5.0Hz
3JH4'/H5'S 3.4 Hz
3JH5”/H6”R 7.1 Hz
Jusime's 5.3 Hz
3]c2"/p[3 8.5 Hz
N1/C5' 4.1 A
H5/H1" 4.0 A
H5/H3" 58A
H1'/H4' 3.0A
H1'/H1" 49 A
H2'S/H1" 32 A
H2'R/H1" 48 A
H3'/H1" 3.7 A
H3'/H2" 44 A
H3'/H3" 5.6 A
H3"/H5" 25A
% 223.2°
Y 95.7°
B 176.2°
(O] 118.3°
) 89.6°
H2"-C2"-C3"-H3" 183.2°
H3"-C3"-C4"-04" 173.8°
04"-C4"-C5"-H5" 185.7°
Energien
T 299.6 K
Exin 131.3 kJ/mol
Epot 335.3 kJ/mol
Etot 466.6 kJ/mol
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Tabelle 9-21: Randbedingungen fiir die MD-Rechnung von 3dUDP-Gal mit den Zielrand-
bedingungen rI-r4 in Hz, Grad oder A, den Kraftkonstanten &/ und k2 in kcal/mol, den Pa-
rametern fiir die allgemeine Karplus-Beziehung nach Gleichung 3-12 4, B und C in Hz und
dem Fehler in Hz bei der Umformung der Karplus-Beziehung von Altona et al. in die allge-
meine Gleichung.

Rand- rl  r2 r3 r4d kI k2 zeitliche A B C Fehler
bedingung Mittelung

> TH1vm 00 20 2.0 100 03 03 - 6.2 -091 1.13 0.3
*THovH3R 1.0 58 58 10.0 0.8 0.8 + 9.35-099 1.18 0.5
> Thovmss 1.0 2.7 27 100 2.5 25 + 9.35-099 1.18 1.2
3 3R/ 1.0 96 9.6 120 0.5 0.5 + 9.35-099 1.18 1.2
Thzs/me 1.0 59 59 120 04 04 + 9.35-0.99 1.18 0.1
3 Taavas® 1.0 3.6 3.6 100 03 0.3 + 9.78 -0.95 0.48 2.6
> Thuavms's 1.0 24 24 100 02 02 + 8.31 -0.99 1.37 0.2
3 TsvHeR 1.0 52 52 150 0.5 0.5 + 8.31-0.99 137 23
3 TusvHe's 1.0 72 72 150 05 0S5 + 8.31 -0.99 1.37 0.2
*Jcavpp 1.0 83 83 100 0.6 0.6 + 69 -34 0.7
NI1/C5' 26 36 3.6 46 20 20 +

H5/H3" 32 42 42 52 02 02 +

H5/H6"R 31 41 41 51 02 02 +

H5/H6"S 3.1 41 41 51 02 02 +

H6/H3'R 14 24 24 34 04 04 +

H6/H5'R 1.8 28 28 38 02 02 +

H6/H5'S 00 22 22 100 0.6 0.6 +

H6/H1" 1.0 75 75 150 0.2 0.2 +

H1'/H4' 1.8 28 28 38 28 28 +

H1'/H4" 0.0 35 35 100 02 0.2 +

H2'/H6"R 25 35 35 45 01 0.1 +

H2'/H2" 23 33 33 43 02 02 +

H4'/H1" 00 23 23 100 03 0.3 +

HS5'S/H1" 34 44 44 54 02 02 +

H3"/H5" .1 21 21 31 05 05 -

Y 0 45 45 90 1.8 18 -

X -110 -60 -60 -10 0.5 0.5 -
Y 30 60 60 90 33 33 -
y 120 180 180 -120 0.8 0.8 -
® 0 60 60 120 03 03 -
® 120 180 180 -120 -0.04 -0.04 -
B 120 180 180 -120 0.5 0.5 -
dg 80 140 140 -160 1.7 1.7 -
H2"-C2"-C3"-H3" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
H3"-C3"-C4"-04" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
04"-C4"-C5"-H5" 120 180 180 -120 1.5 1.5 -
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Tabelle 9-22: Gemittelte Randbedingungen und Energien der MD-Simulation von 3dUDP-Gal.

Rand- <p>
bedingung
3JH1'/H2‘ 24 Hz
zJHz'/HyR 7.1 Hz
3JHz'/Hs's 24 Hz
Ju3r/ma 8.6 Hz
iJH3‘S/H4' 6.5 Hz
3JH4'/H5'R 4.1 Hz
JH4‘/H5‘S 3.8 Hz
3JH5”/H6”R 7.4 Hz
Jusmme's 4.8 Hz
3]c2"/p[3 7.4 Hz
N1/C5' 4.0 A
H5/H3" 59 A
H5/H6"R 45A
H5/H6"S 47 A
H6/H3'R 28 A
H6/H5'R 4.0 A
H6/H5'S 34A
H6/H1" 54 A
H1'/H4' 3.1A
H1'/H4" 54 A
H2'/H6"R 51A
H2'/H2" 6.1 A
H4'/H1" 51A
H5'S/H1" 47 A
H3"/H5" 25A
% -152.4°
Y 103.1°
) 119.2°
B 183.3°
dc 97.1°
H2"-C2"-C3"-H3" 183.6°
H3"-C3"-C4"-04" 173.5°
04"-C4"-C5"-H5" 185.4°
Energien
T 299.8 K
Exin 132.2 kJ/mol
Epot 424.1 kJ/mol
Ertot 556.3 kJ/mol
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QM/MM-MD-Simulationen von DMDP wurden mit Hilfe des ROAR Moduls'®'81%¢ deg
AMBERS5.0-Programmpakets'® auf einer SGI Workstation 02 (R 10000) durchgefiihrt. Die
quantenmechanische Region wurde semiempirisch mit der PM3-Methode™ berechnet, die
molekiilmechanische mit AMBER91%. Es wurden 10 Simulationen mit einer Dauer von 200
ps durchgefiihrt, wobei die resultierenden Konformationen als Startpunkte fiir die néchste
Simulation dienten. Die Startkonformation war das energetische Minimum der ab initio
Rechnung. Die Dielektrizititskonstante war distanzabhéngig und betrug 8.0 C*/Jm, der Ab-
bruchradius fiir nichtbindende Wechselwirkungen 12.0 A. Die nichtbindenden Wechselwir-
kungen wurden alle 10 fs neu berechnet, die van-der-Waals-Wechselwirkungen wurden
durch 2.0 dividiert und die elektrostatischen durch 1.2. Die Integrationsweite betrug 1 fs.
Wihrend der MD-Simulation wurde die Temperatur von Beginn an konstant bei 300 K ge-
halten. Dabei wurden zwei Thermostatketten verwendet, jeweils eine fiir die quantenmecha-
nische und fiir die molekiilmechanische Region. Jede Kette bestand jeweils aus drei Thermo-

staten. Die Massen Q; wurden automatisch gesetzt.

Die MD-Simulationen wurden mit dem CARNAL-Modul des AMBER-Programmpakets
ausgewertet und so Atomabstinde und Torsionswinkel erhalten. Mit Hilfe des Programms
C-P (vgl. Kapitel 10.3) wurden aus den MD-Simulationen Cremer-Pople-Parameter berech-
net. Das konformative Verhalten der Torsionswinkel und Cremer-Pople-Parameter wurde

mit dem Programm pv-wave Version 7.00 visualisiert.

Torsionswinkel wurden mit dem hier entwickelten Computerprogramm KARPLUS (vgl.
Kapitel 10.1) in Kopplungskonstanten umgerechnet. Zur Berechnung der NOE-Aufbau-
kurven entsprechend dem Relaxationsmatrixverfahren wurden sdmtliche Protonenabstéinde

aus der MD-Rechnung iiber die Zeit gewichtet und gemittelt.

6\ %
Z T

<= T Gleichung 9-2

Aus dieser Abstandsmatrix wurden mit Hilfe des Programms GEGOP'’ Kreuzrelaxations-
raten bei verschiedenen Mischzeiten erhalten. Die Korrelationszeit fiir die exocyclische
Gruppe wurde auf tc = 1.0 * 10" s festgesetzt. Die Korrelationszeit des restlichen Molekiils

wurde anhand fester Protonenabstinde (z.B. H5/H6 oder H1"/H2") auf 1c = 1.9 * 10" s
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(3dU), tc = 1.7 * 10! s (ddU), 1c = 3.4 * 107" s (2fU) oder 1c =4.5 * 10! s (Zuckernucleo-

tide) gesetzt. Die Kreuzrelaxationsraten wurden mit dem Programm Lotus 1-2-3 visualisiert und
so NOE-Aufbaukurven erhalten. Die Differenzen aller gemessenen und aus der MD-
Simulation berechneten NOEs wurden iiber die langsten vier Mischzeiten arithmetisch ge-
mittelt und die prozentualen Abweichungen angegeben. Hieraus wurden Differenzen der
betreffenden Protonenabstinde nach der Zweispinndherung (Gleichung 9-1) berechnet, wo-
bei ein gemittelter Protonenabstand aus der MD-Rechnung als Referenz diente. Bei Si-
gnaliiberlagerung wurde der kiirzeste Abstand verwendet. Aufgrund der Zweispinndherung
und Problemen bei Signaliiberlagerungen sind die Abweichungen im Protonenabstand nicht
als exakte Werte zu verstehen sondern lediglich als Abschiatzung des Fehlers, der bei der

MD-Simulation auftritt.
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10.1. KARPLUS.cpp

Die Eigenrotationen von Atomkernen konnen iliber Elektronen skalar miteinander gekoppelt

sein. Die vicinalen Kopplungen sind neben der elektronischen Umgebung auch von der be-

trachteten Kernsorte und von den Torsionswinkeln abhingig. Zur Uberpriifung einer Geo-

metrie eines Molekiils kann ein Satz von C,H-, F,H-, H H-, P,C- und P,H-Torsionswinkeln

mit Hilfe dieses Programms in vicinale Kopplungskonstanten umgerechnet werden, um sie

anschlieBend mit experimentellen Daten zu vergleichen.

Program : karplus.cpp

Description : Calculation of coupling constants

Author : Andreas Willecke

Date : 25.08.1999

Analysis

The program transforms torsion angles into vicinal coupling constants. The
values of the torsion angles are in space separated format.

It is possible to calculate following coupling constants:

CH, FH, HH, PC and PH.

Alternatively, an ad lib. coupling constant can be calculates by specifying

the parameter A, B, C of the common Karplus type equation. A detailed descrip-
tion is given in the source code or by typing

>karplus hh

at the command line for example.

An example input file for the calculation of a H,H coupling constants according
to the Altona, Haasnoot equation is given. The file hhtor.spa contains 100000
torsion angles:

hh

hhtor.spa

Jhh.out

100000

1

Uridine:H1/H2

4

1 -11-1

0.7 1.22 1.3 0.32
3.85

Classes

Prepare

CH
for calculating of the C-C-C-H system
according to Ippel

FH
for calculating of the F-C-C-H system
according to Thibaudeau

HH
for calculating of the H-C-C-H system
according to Altona, Durette

PC
for calculating of the P-C-C-C system
according to Erkelens
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// PH

// for calculating of the P-C-C-H system

// according to Lankhorst, Sarma

// MY

// for calculating an ad lib. system

// Xfile

// exception class for file handling

//

// Implementation

/7

// For to calculate the coupling constants from torsion angle the six classes
// CH, FH, HH, PH, PC, MY are implemented. They inherit all methods from

// the basic class Prepare. The methods calcd, readInfileCont, writeHeader

// and writeResult are virtual, overwritten and bound at runtime. The virtual

// methods getfcc,
// class FH.
// The attribute systemFlag is read in from the inputfile and specifies the spin

// system.

// and
// 1 :

~
~
o U1 W N

is
ch
fh
hh
ph
cp
my

#include
#include
#include
#include
#include
#include
#include

const int TRUE
const int FALSE

It is co
stored in
coupling,
coupling,
coupling,
coupling,
coupling,
coupling,

<iostream.
<iomanip.h
<fstream.h
<stdlib.h>
<string.h>
<stdio.h>
<math.h>

l.
O.

gethcc, readAngle and closeAngle are implemented only in the

nverted into an integer value by the method convertFlag(char *)
the attribute flag. The attribute flag adopts the values:
class: CH

class: FH
class: HH
class: PH
class: PC
class: MY

h>

>

>

’

’

// KA AR AR A A A A A R A A A A A A A A A R A A A A A A AR A A A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A A A AR Ak, Kk

//

Declarations *

// KA AR AR A A A A A R A A A A A A A A A R A A A A A A A AR A A A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A A A Ak K,k

// hhkkhkhkhk kA hkhkrhkhkrhkhkrhkxhkhkxkkxk Prepare hhkhkhkrkhkhkhkhhkhhkrhkkhkrkhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkhkhkhkxkxx

class Prepare

{

public:

// Constructor/Destructor
Prepare();
Prepare (char *);
~Prepare (void) ;

// Methods
virtual void

virtual void

int
int
int
int
void

virtual void
virtual double
virtual double

calcd(); // calculate the coupling constant
// for the specified system

closeAngle () ;

convertFlag (char *);// convert the systemFlag into an int

getFlag();

getNumberOfCouplings () ;

getRows () ;

initializeSum(); // set the values of the array sum to zero

readAngle () ;

getfcc();

gethcc () ;
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int readInfile();
virtual void readInfileCont () ;

double readTorsion (int) ;

void resetTorsionFile();// set the file pointer to the beginning

void summation () ; // summation of the coupling constants
virtual void writeHeader () ; // write the header of the outfile
virtual void writeResult () ;

protected:

// Attributes

ifstream inFile, // contains the kind of spinsystem, the torsion filename
// the name of the outfile, the number of rows and tor-
// sions of the torsionfile and finally the parameter
// of the karplus type equations
torsionFile; // file with the torsion angles
ofstream outFile; // where the results are written to
char * outFileName, // 2nd line of infile
* inFileName,
* torsionFileName,
* systemFlag; // the first line of infile e.g. ch,fh etc.
int rows, // 4th line of infile, number of rows in torsionfile
flag, // the converted systemflag: ch=1, fh=2, etc.

numberOfCouplings;// 5th line of infile, number of torsion angles
// in torsionfile

double torsion, // value of the torsionfile
torsionInRad, // the torsion in in rad
sum, // the sum of coupling constants
coupling; // coupling constant for the system

}r

// R R I R I S b b b S b I db e S b b db b b 4 CH KA KK AR A A KA A AR AR AR A I AR AR AR A AR AR AR A AR A A A AR, XKk

class CH: public Prepare

{
public:

// Constructor
CH();
CH (char *);

// Methods
void calcJd();
void readInfileCont();
void writeHeader () ;
void writeResult () ;

private:

// Attributes

char * torsionName; // name for each dihedral angle

int p; // 1 for H1'-C2/4, and 2 for H1'-C6/8
}i

// Akhkkkhkhkhkkhkhkrkhkrkhkrkhkrkkhkkkkkkkxk FH R R R R R R R R R I b I b b b b R b R b R b b b b b b b b b b b b b b i

class FH: public Prepare

{
public:

// Constructor
FH() s
FH (char *);

// Methods
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calcd();
closeAngle () ;
readAngle () ;
readInfileCont () ;
void writeHeader () ;
void writeResult () ;
double getfcc();
double gethcc();

void
void
void
void

private:

// Attributes
char * torsionName,

* angleFFileName,
* angleHFileName;

ifstream angleFFile,

angleHFile;
int * zeta,
numberOfSubst;
chi,
electro,
hcc,
fcc,
*p;

double *

}i

according to Thibaudeau equation. it defines
the orientation of the substituent

number of substituents

the difference in electronegativity

the summed chi values

bond angle H-C-C

bond angle F-C-C

internal parameter

// khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk HH khkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhkkk

class HH: public Prepare
{
public:
// Constructor
HH();
HH (char *);

// Methods
void calcJd();
void readInfileCont () ;

void writeHeader ():;
void writeResult () ;
private:
// Attributes
char * torsionName;
int * zeta,
numberOfSubst;
double * p,
* chi,
electro,
X;

}i

name of each dehedral angle
according to Altona equation it defines
the orientation of the substituent

internal parameter

the difference in electronegativity

the summed chi values

diffences in electronegativity according to
Durette, Horton

// KAKKAKAA KK AKX I KA AXI I h AKXk k PO FAh A A A A h A A A A h A A A dkhhhxkkhhkddkhkhkhkxkkhhrxkkhkx

class PC: public Prepare

{
public:

// Constructor
PC()
PC (char *);
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// Methods
void calcd();
void readInfileCont () ;
void writeHeader () ;
void writeResult () ;

private:

// Attributes
char * torsionName;

}i

// Fhrkkhkhkhkhkhhkhhkhkhhhrhkhkhkhx PH Fhrhhkhdhhhhhhhhhhrdkhkhdhdhhhhkhkhrkhkhkhxk

class PH: public Prepare

{
public:

// Constructor
PH();
PH (char *);

// Methods
void calcd();
void readInfileCont () ;
void writeHeader () ;
void writeResult () ;

private:

// Attributes
char * torsionName;

}i

// FKhrkhkkhkhkhhkhhkkhdhrhkhdkhdhx MY Fhrkhdhdhhhrhhhhdhrdhkhhhdhrhrhhhkhkhrkhkhkhxx

class MY: public Prepare

{
public:

// Constructor
MY () ;
MY (char *);

// Methods
void calcd();
void readInfileCont () ;
void writeHeader () ;
void writeResult () ;

private:

// Attributes
char * torsionName;
double A,
B,
C;
}i

int testArg(int);
int main(int, char * []);
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// R R I b S b I b S S I S 2h b b S b S Sb b I b S b b Sh S b Sh R S Ib S b I b b S b S b S b S b S S b db I Sh b b dh b S Sb I Sb dh S Sh S b S

// Definitions

*

// R R I b S b I b S b I S b I b S b S S b I b S b b Sh S b Sb b S Sh S b I 2b b S b e S b S Sb S b S S b db I Sh b b Sh b S 2b S b S Sh S b S

// KAk kA Ak hkkhk kA h kA kA khkhkhk kA kkkxkh*x%k Xflle R R I b I b b S b S b S Sh S b S b b Sh S Sb b 2b b b Sh b Sh db I Sb dh S 2h S 2b 3

class Xfile

{
public:

// Constructor
Xfile (char * name)

{

cerr << "Error in opening " << name << ".

// khkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkx Prepare hhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhhkhhkhhhhhkhkhkhkk*k

// —=== Constructor ———=—=—=—————--——-——————— -

Prepare: :Prepare ()

{}

// —=== Constructor ———=——=—————=----——————— -

Prepare: :Prepare (char * fileName)

{

outFileName = new char[30];
systemFlag = new char[4];
inFileName = new char[30];
torsionFileName = new char[30];
coupling = new double[3];
sum = new double[3];
inFileName = fileName;
rows = -1;
numberOfCouplings = -1;

}

// —=== Destructor —————--------— -

Prepare: :~Prepare ()
{
if (inFile)
inFile.close();
if (torsionFile)
torsionFile.close();
if (outFile)
outFile.close();

// —=== calcJ() ——=——————m e mm oo

void Prepare::calcJd()

{}

// —--- closeAngle () —————————-----——--—--———————————————

void Prepare::closeAngle ()

{1

// —--= convertFlag() ————————=—————————---——-———————————

int Prepare::convertFlag(char * flag)

{

if(flag[l] == 'h' && flag[2] == '\0")

{
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switch( flag[0] )
{

case 'c' : return 1;
case 'f' : return 2;
case 'h' : return 3;
case 'p' : return 4;
}
}
if(flag[0] == 'c' && flag[l] == 'p' && flag[2] == '\0")
return 5;
if(flag[0] == 'm' && flag[l] == 'y' && flag[2] == '\0")

return 6;
return (FALSE) ;

// —=== getFlag() ———————— - - - - oo
int Prepare::getFlag()
{

return this->convertFlag(systemFlag);

}

// —---- getNumberOfCouplings () ——————=—————————————————————————————————
int Prepare::getNumberOfCouplings ()
{

return numberOfCouplings;

}

// —=== getROWS () === === === -
int Prepare::getRows ()

{

return rows;

}

// —---- initializeSum() -———————————————-————
void Prepare::initializeSum()
{
for(int i=0; 1i<10; i++)
sum[i] = 0.0;

// —==-= readAngle () ————— - - oo oo
void Prepare::readAngle ()

{1

// —=== getfcc() ————————mm—mmmm
double Prepare::getfcc()
{ return -1;}

// —=== gethcc() ————==———————— -
double Prepare::gethcc ()
{ return -1;}

// —-=--- readInfile() —=———=———————————--———
int Prepare::readInfile()
{
inFile.open (inFileName, ios::nocreate);
if (! inFile)
{
throw Xfile (inFileName) ;
return (FALSE) ;
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inFile >> systemFlag >> torsionFileName;
inFile >> outFileName >> rows >> numberOfCouplings;

torsionFile.open (torsionFileName, ios::nocreate);
if (! torsionFile)
{
throw Xfile (torsionFileName) ;
return (FALSE) ;
}
outFile.open (outFileName, ios::out);
return (TRUE) ;

// —--- readInfileCont () -—————=-—-———---—-—--m—
void Prepare::readInfileCont ()

{}

// —---- readTorsion() —————————————————— -
double Prepare::readTorsion(int counter)
{

int i=0;

double dummy;

for (; i<counter; 1i++)
torsionFile >> dummy;
torsionFile >> torsion;
i ++;
for (; i<numberOfCouplings; i++)
torsionFile >> dummy;
torsionInRad = (torsion/180) * 3.14159265359;
return torsion;

}

// —--- resetTorsionFile() ———=—==—————--—-——————
void Prepare:: resetTorsionFile ()

{

torsionFile.seekg(ios: :beqg);

// —=--= summation() ——-—-—--——-- - — oo
void Prepare::summation ()

{
sum([0] += coupling[0];
sum([1l] += coupling[l];
sum([2] += coupling[2];

// —--- writeHeader () —=—=——————=-———————---- -
void Prepare::writeHeader ()

{}

// —=—= writeResult () —=—=——————=——————--m
void Prepare::writeResult ()

{}

// KAKKAKAA KK AAXF KA AAI I h A xkk O FAAAX A A h A A A dhhhrdkhhhrkkhhkdkdkhkhhxkkhhkrxkkhkx

// —---- Default constructor ——-----———-—-—-—----————————— -
CH::CH()
{
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cout <<endl<<endl
<< "Calculation of vicinal C,H coupling constants in nucleotides."
<<endl<<endl
<< "The coupling 3J H1'C6/8 or H1'C2/4 is calculated." << endl
<< "Two karplus type equations are used which were published in "
<< endl
<<" J. H. Ippel, S. S. Wijmenga, R. de Jong, H. A. Heus, C. W. Hilbers"
<< endl
<< " E. de Vroom, G. A. van Marel and J. H. van Boom," << endl
<< " Magn. Reson. Chem., 34 (1996) S156-S176." << endl
<< " D. B. Davies, P. Rajani, M. MacCoss, S. S. Danyluk, " << endl

<< " Magn. Reson. Chem., 23 (1985) 72-77. " << endl
<< "Format of infile : " << endl
<< "™ 1. line : <ch> specifies the spin system (char[4]) "<<endl
<< "™ 2. line : file with torsion angles (char [30])" << endl
<< " 3. line : file where the results are written to (char[30])"
<<endl
<< " 4. line : number of columns in the torsionfile (int)" <<endl
<< " 5. line : number of coupling constants (int)" <<endl
<< " 6. line : name of torsionsangle (char[30])" << endl
<< " 7. line : 1 for 3J H1'C6/8 " << endl
<< " 2 for 3J H1'C2/4 " << endl
<< " 8. line : = 6. line" << endl
<< " etc... : until all parameters for all couplings are read in"
<< endl;
}
// —=== Constructor ———————— - - -

CH::CH(char * fileName) :Prepare (fileName)
torsionName = new char[30];

readInfile();
initializeSum{() ;

// —=== calcd() —==———mm e
void CH::calcd ()

coupling[0]= 4.5* (cos (torsionInRad-1.0472) *cos (torsionInRad-1.0472))
-0.6*cos (torsionInRad-1.0472)+0.1;
coupling[l]= 6.2*pow(cos (torsionInRad),2)-2.4*cos (torsionInRad)+0.1;
}
if(p == 2)
{
coupling[0]= 4.7* (cos (torsionInRad-1.0472) *cos (torsionInRad-1.0472))
+2.3*cos (torsionInRad-1.0472 )+0.1;
coupling[l]= 5.0*pow(cos (torsionInRad),2)-2.1*cos (torsionInRad)+0.1;
}

// —--- readInfileCont () —————————————————————— -
void CH::readInfileCont ()
{

inFile >> torsionName;

inFile >> p;

}

// ——-= writeHeader () —=———————=-—————--————m—
void CH::writeHeader ()

{

outFile << "Calculation of vicinal C,H coupling constants according to" << endl
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}
//

<< " J. H. Ippel, S. S. Wijmenga, R. de Jong, H. A. Heus, C. W. Hilbers"
<< endl

<< " E. de Vroom, G. A. van Marel and J. H. van Boom," << endl

<< " Magn. Reson. Chem., 34 (1996) S156-5S176 and" << endl

<< " D. B. Davies, P. Rajani, M. MacCoss, S. S. Danyluk, " << endl

<< " Magn. Reson. Chem., 23 (1985) 72-77. " << endl << endl;

---- writeResult () —-——--———————————————— -

void CH::writeResult ()

{

//
//

FH:

//

FH:

{

double resultl

sum[0] /rows;

double result2 = sum([l]/rows;

outFile << torsionName << " : Ippel et al. : " << resultl << endl
<< setw(strlen (torsionName)+18) << "Davies et al.: " << result2
<< endl;

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk FH khkkhkhkhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhkhhkhhhhhhkhhkhhhhhhhhhhkxk

---- Default constructor ----------------"—--"-"—"-"—"—"—\—"—-~—"—~—\—~—~———————————
:FH()

cout << endl << endl << "Calculation of F,H coupling constants"
<< endl
<< "according to" <<endl
<< "C. Thibaudeau, J. Pavlec, J. Chattopadhyaya, J. Org. Chem"
<< " 63 (1998) 4967-4984." << endl

<< " 1. line : <fh> specifies the spin system (char[4])" <<endl
<< " 2. line : file with the torsion angles (char[30])" <<endl
<< " 3. line : file where the results are written to (char[30])"
<< endl
<< " 4., line : number of rows in the torsionfile (int)" << endl
<< " 5. line : number of coupling constants (int)" <<endl
<< " 6. line : name of torsion angle (char[30])" << endl
<< " 7. line : n n for default values for bond angle FCH and CCH "
<< endl
<< " d number d number for own values for bond"
<< " angle FCH and CCH " << endl
<< " f filename f filename with bond angles averaged from "
<< endl
<< " all concerning bond angles. (see literature)" << endl
<< "™ 7. line : number of substituents (short)" << endl
<< " 8. line : values of zeta describes the orientation "
<< "of substituents (int)" <<endl
<< " 9. line : values of chi describe the electronegativity "
<< "of substituents" << endl
<< " 10. line : = 6. line" << endl
<< " etc... : until all parameters for all couplings are read in"
<< endl;
---- Constructor - - ————==-="=""—"—""—"""—-"—"—"—"——— - ———

:FH(char * fileName) :Prepare (fileName)

torsionName = new char([30];
zeta = new int[4];

js) = new double[7];
chi = new double[4];

angleFFileName new char([30];
angleHFileName = new char[30];

numberOfSubst -1;
electro = -1.0;
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pl0] = 40.61;

pll] = -4.22;
pl2] = 5.88;
pl3] = -1.27;
pl4] = -6.20;
pl5] = 0.20;
ple]l = =-3.72;

readInfile();
initializeSum{() ;

// —=== calcd() —==——=mmm e
void FH::calcJd()
{
electro = 0.0;
for(int i=0; i<numberOfSubst; i++ )
electro = electro+chi[i]* (p[3]+p[4]*pow (cos (zeta[i]*torsionInRad+
pl5]1*chi[i]),2)+p[6]1* (((fcct+hece)/2)-110) *pow (cos (torsionInRad),2));

coupling[0] = p[0]*pow(cos(torsionInRad),2)+p[l]*cos(torsionInRad)+p[2]
+electro;
}
// —=== closeAngle () —————————— - - oo

void FH::closeAngle()

{
if (angleFFile)
angleFFile.close();
if (angleHFile)
angleHFile.close();

}

// —=-= readAngle () —————- - - m oo
void FH::readAngle ()
{
if (angleFFile)
angleFFile >> fcc;

if (angleHFile)
angleHFile >> hcc;

// —-—-—— readInfileCont() ————————————
void FH::readInfileCont ()
{

char controller;

char * dummy = new char[30];

angleFFileName ="default";

angleHFileName ="default";

inFile >> torsionName >> controller;
switch (controller)

{

case 'n' : fcc = 110.8; // bond angle F-C-C from MM3
break;

case 'd' : inFile >> fcc;
break;

case 'f' : inFile >> angleFFileName;

angleFFile.open (angleFFileName, ios::nocreate);
if (! angleFFile)

fcc = 110.8;
break;

}
inFile >> controller;
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switch (controller)

{

case 'n' : hcc = 109.5; // bond angle H-C-C from AMBER
break;

case 'd' : inFile >> hcc;
break;

case 'f' : inFile >> angleHFileName;

angleHFile.open (angleHFileName, ios::nocreate);
if (! angleHFile)
hce = 109.5;
break;
}
inFile >> numberOfSubst;
for(int i=0; i<numberOfSubst; i++)
inFile >> zetal[i];
for (1=0; i<numberOfSubst; 1i++)
inFile >> chi[i];
}

// —--- writeHeader () —=—=——————=————————---- o

void FH::writeHeader ()

{

outFile << "Calculation of F,H vicinal coupling constants according to" << endl

<< "C. Thibaudeau, J. Pavlec, J. Chattopadhyaya, J. Org. Chem"
<< "™ 63 (1998) 4967-4984."
<< endl << endl;

}

// —-=-== getfcc() ————=——————mmmm
double FH::getfcc()
{

return fcc;

}

// —=== gethcc() —————=———————mm
double FH::gethcc()
{

return hcc;

}

// —=== writeResult () —=—=——————--—-———-mm
void FH::writeResult ()
{
double result = sum[0]/rows;
outFile << torsionName
<< setw(l2) << result << endl;

// R I S S b I Ib S db b Sh 2b I 2b S b S Sb 2b S 4 HH R R dh b b S b I 2b b S I b S b I 2b S b S S 2R S Sb e Sh b b dh b S b 2b b S Ib b S 2b S

// —---- Default constructor —------—————-———--——— -
HH::HH ()

cout << endl<<endl<< "Calculation of H,H coupling constants" <<endl<<endl
<< "according to the equations from" <<endl
<< "C. A. G. Haasnoot, F. A. A. M. de Leeuw und C. Altona, Tetrahedron"
<< " 36 (1980) 2783-2792." << endl
<< "Having a reference value another equation was used." <<endl
<< "P. L. Durette, D. Horton, Org. Magn. Res. 3 (1971) 417-427."
<< endl << endl

<< "Format of infile : " << endl

<< " 1. line : <hh> specifies the spin system (char[4])" << endl

<< " 2. line : file with the torsion angles (char[30])" << endl

<< " 3. line : file where the results are written to (char[30])" <<endl
<< " 4., line : number of rows in torsionfile (int)" << endl

<< " 5. line : number of coupling constants which "
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<< "shall be calculated (int)" <<endl
<< " 6. line name of torsion angle (char[30])" << endl
<< " 7. line number of substituents (short)" << endl
<< " 8. line values of zeta descripes the orientation"
<< " of substituents (int)" <<endl
<< "™ 9. line values of chi(group) describe the electronegativity"
<< " of substituents" << endl
<< " note that chi(group) = chi(alfa)-P7*sum(chi (beta))"
<< " (double)" <<endl
<< "™ 10. line electronegativies according to Horton-Durette-Equation"
<< " (double)" <<endl
<< " 11. line = 6. line" << endl
<< " etc... until all parameters for all couplings are read in"
<< endl;
}
// ---- Constructor ~——-—-—--—--—-""""""""—
HH: :HH (char * fileName) :Prepare (fileName)
{
P = new double[7];
torsionName = new char[30];
electro = 0.0;
zeta = new int[4];
numberOfSubst = 0;
chi = new double([4];
electro = 0.0;
X = 0.0;
readInfile();
initializeSum{() ;
}
// —=== calcd() —==———mmm e

void HH::calcJ()

{

switch (numberOfSubst)

{
case 0:
case 1:

case 2:

case 3:

case 4:

190

break;
pll]=13.7;
pl2]1=-0.73;
p[31=0;
pl41=0.56;
pl5]1=-2.47;
pl6]1=0.295;
break;
pll]1=13.89;
pl2]1=-0.98;
p[31=0;
pl4]1=1.02;
pl[5]1=-3.40;
pl6]1=0.260;
break;
pll]=13.22;
pl2]1=-0.99;
p[31=0;
pl4]1=0.87;
pl5]=-2.46;
pl6]1=0.347;
break;
pll]1=13.24;
pl2]1=-0.91;
p[31=0;
pl41=0.53;
pl5]=-2.41;
pl6]1=0.271;
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break;

}

electro = 0.0;
for (int 1=0; i<numberOfSubst; i++ )
electro = electro+chi[i]* (p[4]+p[5]* (cos(zetal[i]*torsionInRad \
+p[6]*fabs(chi[i])) *cos(zeta[i]*torsionInRad+p[6]*fabs(chi[i]))));
coupling[0] = p[l]*(cos(torsionInRad)*cos (torsionInRad))+p[2]*
(cos (torsionInRad))+p[3]+electro;

coupling[l] = (7.8-1.0*(cos(torsionInRad))+5.6%* (cos(2*torsionInRad)))
*(1-0.1*X);

// —-—-—-— readInfileCont() ———————————
void HH::readInfileCont ()
{
inFile >> torsionName >> numberOfSubst;
for (int 1=0; i<numberOfSubst; 1i++)
inFile >> zetali];
for (1=0; i<numberOfSubst; i++)
inFile >> chi[i];
inFile >> X;

}

// —-—-- writeHeader () ———————————-————-— -

void HH::writeHeader ()

{

outFile << "Calculation of vicinal H,H coupling constants according to" << endl

<< "1. C. A. G. Haasnoot, F. A. A. M. de Leeuw und C. Altona, "
<< " Tetrahedron 36 (1980) 2783-2792." << endl
<< "2. P. L. Durette, D. Horton, Org. Magn. Res. 3 (1971) 417-427."
<< endl << endl;

}

// —=—-= writeResult () —=—=——————=---———-mm
void HH::writeResult ()
{

double resultl = sum([0]/rows;
double result2 = sum[l]/rows;
outFile << torsionName << " : Haasnoot: " << resultl << endl
<< setw(strlen (torsionName)+14) << "Durette : " << result2 << endl;

// khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk PC khkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhhhhhkhhkhhhhhhhhhkkxk

// —--- Default constructor ——=—-—--———--—-------———————— -
PC::PC()

cout <<endl<<endl<< "Calculation of P,C coupling constants.”" << endl << endl
<< "The carbon-phosphorous coupling constants" <<endl
<< "are calculated according to the equations from" <<endl
<< "P. P. Lankhorst, C. A. G. Haasnoot, C. Erkelens, C. Altona," <<endl
<< "J. Biomol. Struct. Dynam. 1 (1984) 1387-1405." << endl<< endl

<< "Format of infile : " <<endl

<< " 1. line : <PC> specifies the spin system (char[4])" <<endl
<< "™ 2. line : file with torsion angles (char [30])" << endl

<< " 3. line : file where the results are written to (char([30])" <<endl
<< " 4., line : number of columns in torsionfile (int)" <<endl
<< " 5. line : number of coupling constants which shall be "

<< "calculated (int) "<<endl

<< " 6. line : name of torsionsangle (char[30])" << endl

<< " 7. line : = 6. line" << endl

<< " etc... : until all parameters for all coupling "

<< " are read in"<< endl;
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// —=== Constructor ——=—=————————— -
PC::PC(char * fileName) :Prepare (fileName)

torsionName = new char[30];

readInfile () ;
initializeSum() ;

// —=== calcd() ——=——mmm oo
void PC::calcd()
{
coupling[0] = 6.9* (cos(torsionInRad) *cos (torsionInRad))
-3.4*cos (torsionInRad)+0.7;

// —---- readInfileCont() -———————————————————— -~
void PC::readInfileCont ()
{

inFile >> torsionName;

// —=--=- writeHeader () —=—————————-————----———— -
void PC::writeHeader ()
{
outFile << "Calculation of vicinal C,P coupling constants according to" << endl
<< "P. P. Lankhorst, C. A. G. Haasnoot, C. Erkelens, C. Altona,"
<< " J. Biomol. Struct. Dynam. 1 (1984) 1387-1405."
<< endl << endl;

// —==-= writeResult () ——————————-————--— -
void PC::writeResult ()
{

double result = sum[0]/rows;

outFile << torsionName << " : " << result << endl;

// KAk kAhkhkAhhkkkhhkkhkhkhkkhhkkhkrkhkkhk*)k PH R R S b S b I SR e S b S S b S b S b S S S b b 2h b S db  Sb db b 2h S db S 2h S

// —---- Default constructor —------——--——-——---—— -
PH: :PH()

cout <<endl<<endl<< "Calculation of P,H coupling constants" <<endl<<endl
<< "according to the equations from" <<endl
<< "P. P. Lankhorst, C. A. G. Haasnoot, C. Erkelens, C. Altona," <<endl
<< "J. Biomol. Struct. Dynam. 1 (1984) 1387-1405 and" << endl
<< "C-H. Lee, R. H. Sarma, Biochemistry 15 (1976) 697-704." <<endl<<endl

<< "Format of infile : " <<endl

<< "™ 1. line : <ph> specifies the spin system (char[4])" <<endl

<< "™ 2. line : file with torsion angles (char [30])" << endl

<< " 3. line : file where the results are written to (char([30])" <<endl
<< " 4., line : number of columns in torsionfile (int)" <<endl

<< " 5. line : number of coupling constants which shall be "

<< "calculated (int) "<<endl

<< " 6. line : name of torsionsangle (char[30])" << endl

<< " 7. line : = 6. line" << endl

<< " etc... : until all parameters for all couplings are read in"
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//

PH:

//

<< endl;

-—--- Constructor —-——-———-———-———--— -
:PH(char * fileName) :Prepare (fileName)

torsionName = new char[30];

readInfile();
initializeSum{() ;

-—-- calcd() ——————-T--T-T T

void PH::calcJd()

{

//

coupling[0] = 15.3* (cos(torsionInRad) *cos (torsionInRad))
-6.1*cos (torsionInRad)+1.6;
coupling[l] = 18.1* (cos(torsionInRad) *cos (torsionInRad))

-4 .8*cos (torsionInRad)+1.6;

---- readInfileCont () -—--————=——=————————————— - ————

void PH::readInfileCont ()

{

}

//

inFile >> torsionName;

---- writeHeader() -—----—---————————————— -

void PH::writeHeader ()

{

//

outFile << "Calculation of vicinal P,H coupling constants according to" << endl

<< "1. P. P. Lankhorst, C. A. G. Haasnoot, C. Erkelens, C. Altona,"
<< "™ J. Biomol. Struct. Dynam. 1 (1984) 1387-1405." << endl

<< "2. C-H. Lee, R. H. Sarma, Biochemistry 15 (1976) 697-704."

<< endl << endl;

-—-- writeResult() -————---——————————————————— -

void PH::writeResult ()

{

//
//

MY:

double resultl = sum([0]/rows;
double result2 = sum[l]/rows;
outFile << torsionName << " : Lankhorst: " << resultl << endl
<< setw(strlen(torsionName)+15) << "Lee : " << result2 << endl;

khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk MY khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhkkxk

---- Default constructor ----------------—---—"-"—"—"—\—"—~—"—~—\—~————————————
MY ()

cout << endl << endl << "Calculation of an ad lib. coupling constant"
<< endl << endl
<< "with the equation: J = A * cos™2( phi ) + B * cos( phi ) + C "<<endl
<< "The parameter A, B, C had to be specified in the infile"
<< endl << endl

<< "Format of infile : " <<endl

<< " 1. line : <my> for an ad lib. Karplus type equation (char[4])"

<< endl

<< " 2. line : file with torsion angles (char([30])" << endl

<< " 3. line : file where the results are written to (char[30])"<<endl
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<< " 4, line : number of columns in torsionfile (int)" <<endl
<< " 5. line : number of coupling constants which shall be"
<< " calculated (int)"<<endl
<< " 6. line : name of torsionsangle (char[30])" << endl
<< " 7. line : values of A, B, C (double)" << endl
<< " 8. line : = 6. line" << endl
<< "™ etc... : until all parameters for all couplings are read in"
<< endl;
}
// ---- Constructor ~——--—-----—-""""""""—

MY: :MY (char * fileName) :Prepare (fileName)

torsionName = new char[30];
A = 0;
B = 0;
C = 0;

readInfile();
initializeSum{() ;

// —=== calcd() —=—— = "o oo -
void MY::calcJd()
{
coupling[0] = A*(cos(torsionInRad) *cos (torsionInRad))
+B*cos (torsionInRad) +C;

// —--- readInfileCont () -————=—=—————————————-m
void MY::readInfileCont ()
{
inFile >> torsionName;
inFile >> A >> B >> C;
}

// ——--- writeHeader () ——————————--——-—---- -
void MY::writeHeader ()
{
outFile << "Calculation of vicinal coupling constants" << endl
<< "according to own parameters."
<< endl << endl;
}

// —=—-= writeResult () ————————————————— -
vold MY::writeResult ()
{

double result = sum[0]/rows;
outFile << torsionName << endl
<K< "M OA=" KK A KL ", B=" <K< B <K< ", C=" << C << endl
<< " coupling constant: " << result << endl;
}
// * ok Kk k teStArg() khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhhkhrhkkhhkhkhhkkhkhhhrhkhhkhkhhkkhhkhrhrhkkhkhkrhkhkkhkhkhrrhkhkhxkxk

int testArg(int numberOfArg)
{
if (numberOfArg != 2)
{
cout <<endl<<endl<< "Program karplus" << endl

<< " " << endl << endl
<< "Calculating of coupling constants from torsion angles."
<< endl

<< "Written by Andreas Willecke" << endl << endl
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<< "Usage : karplus infile" << endl
<< " or : karplus <hh, ph, ch, cp, fh or my> for help" << endl;
return (FALSE) ;
}
else
return (TRUE) ;

// R R R I b e S b I Ib R S b S 2b I 2b S 4 MAIN KA AR AR KA AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A ARk kK

int main(int arg, char * argvl[])

{

Prepare * prep = new Prepare(argv[l]);
Prepare * j;
int flag = 0;

if (!testArg(arg))
return (EXIT FAILURE);

// test if argument of command line is a file or the help directive
if (!prep->convertFlag(argv[l]) )
{
try
{
prep->readInfile();
}
catch (Xfile)
{
return(EXIT_FAILURE);
}
}

// test if argument of command line is the help directive
if (flag = prep->convertFlag(argv[l]))
{

switch (flag)

{

case 1 : new CH();
break;
case 2 : new FH();
break;
case 3 : new HH();
break;
case 4 : new PH();
break;
case 5 : new PC();
break;
case 6 : new MY ();
break;

}
return (EXIT FAILURE);

}

flag = prep->getFlag();
switch (flag)
{

case 1 : j = new CH(argv[l]);
break;

case 2 : j = new FH(argv[l]);
break;

case 3 : j = new HH(argv[l]);
break;

case 4 : j = new PH(argv[l]);
break;

case 5 : j = new PC(argv[l]);
break;
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case 6 : j = new MY (argv[l]);
break;

}

j->writeHeader () ;
for (int k=0; k<j->getNumberOfCouplings(); k++)
{
j->initializeSum();
j->readInfileCont () ;
for (int 1=0; 1<j->getRows(); 1l++)
{
j->readTorsion (k) ;
j->readAngle () ;
j->calcJd();
j->summation () ;

}
j->writeResult () ;
j->resetTorsionFile();
j->closeAngle () ;

}

delete j;
delete prep;
return (EXIT SUCCESS) ;

10.2. CLUSTER.cpp

Clusteranalysen haben das Ziel, Objekte zu gruppieren. Objekte mit relativ dhnlichen Eigen-
schaften werden dabei derselben Kategorie zugeordnet. Bei der Clusteranalyse werden alle
Objekte in Partitionen eingeteilt. Unter einer Partition versteht man einen Satz von Unter-
gruppen, in die jedes Objekt zugeordnet wird. Jedes Objekt gehort dabei nur in eine Unter-
gruppe der Partition. Die Klassifikation der Objekte kann dabei in eine einzige Partition oder

in verschiedene geschachtelte Partitionen erfolgen.

Dieses Programm dient der Gruppierung von Konformationen eines Molekiils, die aus einer
MD-Simulation erhalten wurden. Der Konformationsraum des Molekiils kann bis zu neun
Freiheitsgrade (Partitionen) umfassen, die jeweils in vier Populationsmaxima (Unterguppen)
aufgeteilt werden konnen. In einem einfachen sequenziellen Algorithmus werden alle Ob-
jekte den Partitionen zugeordnet, die zuvor in einer Datei definiert wurden. Die Haufigkeit
der Untergruppen, die diskrete Konformationen repriasentieren, wird ermittelt und daraus die

freien Enthalpien errechnet.

//

// Program : cluster.cpp

// Description : Analysis of MD trajectory
// Author : Andreas Willecke

// Date : 09.03.1999

//

// BAnalysis
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The analysis of MD simulations focusses on the trajectory of one or two degrees
of freedom at a time to get information of the distribution of their popula-
tions or to identify their correlations. However, this method is not suited to
give a picture of the whole molecule.

To improve this handicap a cluster analysis of the MD simulation can be carried
out by this program. Nine degrees of freedom are divided into four preferred
orientations dividing the conformational space of the molecule into distinct
conformations. The frequency of occurence of these conformations is stored and
summed over the MD time. Finally the difference in the free enthalpy is calcu-
lated according to the equation dG=-RT1lnK. The averaged potentional energy is
also calculated, but is not reasonable in the case of time-averaged restraint
MD simulations.

Implementation

The class Cluster was implemented containing all evident methods. The ensemble
of conformations of the MD simulation is stored in an 479 array representing
four different states of nine degrees of freedom. Each conformation of the tra-
jectory is tested and assigned to this array. A second array sums the poten-
tional energy of each conformation. A third array stores the timestep of ex-
amples of each conformation. After reading in the whole trajectory the most
populated conformation is searched and its population, averaged energy and
example conformations are written to the outfile. Subsequently, the next popu-
lated conformation is searched and written to the outfile. This is continued
until all or the specified number of conformations were searched. Finally the
difference in the free enthalpy is calculated with the above-quoted equation.

#include <math.h>
#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <string.h>
#include <iostream.h>
#include <fstream.h>

const int TRUE = 1;
const int FALSE = 0;
//
// declarations
//

class Cluster

{

public:

//

//

Contructor and destructor
Cluster (int number, char * inFile);
~Cluster () ;

Methods

int getMaxConfToCalc();
int readTorsion();

void incrementPopulation();
int findHighestPopulation();
int getPointer();

void incrementEnergy () ;
void storeTimeExample () ;
void writeHeader (char *);
void writePopulation (int);
void destroyPopulation () ;
void writeTail (int, int);

private:
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// Attributes

int rows; //
int cols; //
int maxConfToCalc; //
//
long numberOfAllConformations;
float (* currentTorsion); //
float currentEnergy; //
float currentTime; //
int (* numberOfMaxima) ; //
//
float (* allTorsion) [4]; //
float (* allRange) [4]; //
int (* p); //
int (* storedPops) ; //
char (* torsionName) [30]; //
int (* popTorsion) [4][4][4][4
float (* energy) [4][4][4]1[4]1[4
float (* time) [4][4][4]1[4][4][4
ifstream torsionFile;
ofstream resultFile;
// Methods

int doesFileExist (char *);

int rightNumberOfArguments (int) ;

initArray
initArray
initArray
initArray
initArray
initArray

int (* array));
float (* array))
float (* array)
int (* array) [4]
float (* array) [
float (* array) [

void
void
void
void
void
void

}i

int main (int counter, char * wvalue

number of rows in the torsionFile

number of degrees of freedom (max. 9)

max. number of conformations. It is set auto-
matically or is specified in the infile

// the max. possible number of conformations

current degrees of freedom

current enerqgy

current time

number of maxima of the concerning degree of

freedom,

the value of the maxima

and their ranges

pointer to the conformation

up to ten examples of the conformation

name of the degree of freedom
10411[41[4]11[4]11[4]1; // population of the conf.
104104141141 // energy of the conf.

1141[41[4]1([10]; // time example of the conf.

// file containing up to nine degrees of freedom
// file where the results are written to

(1)

//

Definitions

//

//

//

Cluster:

{

constructor
:Cluster (int number,

char * string new char
torsionName

ifstream inFile;

new char

numberOfAllConformations = 0;
cols = 0;

rows = 0;

// allocate fields

numberOfMaxima = new
currentTorsion = new
o) = new
storedPops new
allTorsion new
allRange new
popTorsion new
energy new
time new

1071;
10];
1071
10];
0]

int [
float|[
int [
int [
float|[
float|[
int [
float|[
float|[

101 [4
10][4
4114
411
411

// initialization of all arrays
initArray (numberOfMaxima) ;
initArray(currentTorsion) ;
initArray(p);
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initArray(storedPops) ;
initArray(allTorsion);
initArray(allRange) ;
initArray (popTorsion) ;
initArray(energy) ;
initArray(time) ;

// right number of arguments
1f (! (rightNumberOfArguments (number)))
exit (EXIT FAILURE);

// the values of the attributes are read in from the inFile
if (doesFileExist (file))

inFile.open(file, ios::nocreate);
else

exit(EXIT_FAILURE);

inFile >> string >> cols >> rows >> maxConfToCalc;
if (doesFileExist (string))

torsionFile.open(string, ios::nocreate);
else

exit(EXIT_FAILURE);

inFile >> string;
resultFile.open (string);
for (int 1=0; i<cols; i++) {
inFile >> torsionName[i];
inFile >> numberOfMaximal[i];
for (int 3=0; j<numberOfMaximal[i]; Jj++) {
inFile >> allTorsion[i][j] >> allRange[i][3];
}
}

// find the maximal number of possible conformations,
if (maxConfToCalc == 0) {
maxConfToCalc = 1;
for (int i=0; i<cols; i++)
maxConfToCalc *= numberOfMaximal[i];

}

inFile.close();

// —=== DesStruUCtOr ——— === == oo
Cluster::~Cluster ()
{

torsionFile.close();

resultFile.close();

delete numberOfMaxima;
delete currentTorsion;
delete p;

delete allTorsion;

delete allRange;
delete popTorsion;

delete enerqgy;
delete time;
}
// —--- Method : writeTail -—————————————— -

void Cluster::writeTail (int number, int counter)
{
int n = 1;
double deltaG = 0;
for (int 1=0 ; i<cols; 1i++)
n *= numberOfMaxima([i];
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resultFile << endl << numberOfAllConformations << " of " << rows
<< " geometries are in the specified ranges" << endl
<< numpber << " geomteries are in the first " << counter

<< " conformations." << endl
<< n << " conformations are possible." << endl << endl
<< "Calculations of the free enthalpy (dG) of max. ten"
<< " conformations:" << endl;

for (i=0; i<maxConfToCalc && i<10 && i<n; i++)
for ( int 3 = i + 1; j < maxConfToCalc && j < 10 && j < n; J ++) {

deltaG = -8.314412*300*1log(double (storedPops[j])
/double (storedPops[i]))/1000.0;
resultFile << "dG(300K) of " << j+1 << ".-" << i+l << ". conf"
<< " is " << deltaG << " kJ/mol or " << deltaG/4.1868

<< " kcal/mol" << endl;

// —---= Method : getMaxConfToCalC ———————————————— - -
int Cluster::getMaxConfToCalc ()

{

}

return (maxConfToCalc) ;

// —--- Method : destroyPopulation ——=—=——————-——————————— o
void Cluster::destroyPopulation ()

{

popTorsion[p[0]][p[1]1]1[p[2]]1[p[3]1]1[p[4]1]1[p[5]1]1(pl6]l]llp[7]1]1[pP[8]]I[pP[9]] = O;
energy[p[0]]1[p[1]1]1[p[2]]1[p[3]1]1[pl4]l][p[5]][pl6]l]1[p[7]1][pP[8]1]1[pP[9]] = O;
for( int 1 = 0; 1 < 10; 1 ++ )
timel[pl0]]1[pl[1]1]1[pl2]1]1[p[3]1]1[pl4]1]IpI5]]Ipl6lllpl7]1]IpI8]1I[pPI9]11I[1i] = O;
}
// —--—-- Method : writePopulation ——-—=————————————-—-—————————(—————(
void Cluster::writePopulation( int counter)
{
resultFile << (counter + 1) << ". highest populated conformation :" <<endl;
resultFile << " 1is described with torsion angles : " << endl;
for(int i=0; i<cols; i++)
resultFile << " " << torsionName[i] << " : " <<allTorsion[i][p[i]]<<endl;
resultFile<<" The population amount to "<<popTorsion[p[O0]][p[l]][pl2]1][p[31]]
[(P[411[p[51]1[p[61][P[7]][P[8]][P[9]] << "." << endl
<< "™ This corresponds to " << ( popTorsion[pl[O0]][p[l]][pl2]][p[3]]

[pl4]1]1[p[5]1][p[6]1]1[p[7]1][p[8]1]1[pP[9]]*100/numberOfAllConformations)

<< "§." << endl

<< " The averaged energy of this conformational ensemble is "

<< (energylp[0]1][p[1]1](p[2]](p[3])(p[4]1[p[5]11[p[6]]([p[7]]
[p[811[p[9]1]1/popTorsion[p[0]1]1[p[1]1]1[p[2]1]1[pP[3]1]1[p[4]1]1[p[5]]
[pl6]1[p[71]1[p[8]11[p[9]]) <<™ kcal/mol (or kJ/mol)." << endl

<< " Examples for this conformational ensemble can be found at"

<< "timestep: " << endl;

for (i=0; 1i<10; 1i++)

if (time[p[0]][p[1]])[p[2]][P[3]])[p[4]])[p[5]][p[6]][pP[7]1])[pP[8]][P[9]][1i] >0)
resultFile << " " << time[p[0]][p[1]][p[2]1]1[p[3]1]1[p[4]][p[5]]
(p[6]1]1[p[71])[p[8]1][P[9]1][i] << endl;
storedPops[counter] = popTorsion[p[0]][p[1]1][p[2]]1[p[3]1][p[4]]1[p[5]]
(ple]l]lpl7]]Ip[8]][p[9]];
}
// —-—-—-—- Method : findHighestPopulation —--——-—-—-—-—-=--="—-"=—"—"—"—"—"—————(———(——(——(——(———————

int Cluster::findHighestPopulation ()
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int max = 0;

int (* z) = new int [10];

initArray(p)

initArray(z);

for(z[0]=0; z[0]<4; z[0]++) {
for(z[1]1=0; z[l]<4; z[1]14++) |
for(z[2]1=0; z[2]1<4; z[2]++) {

for(z[3]1=0; z[3]1<4; z[3]1++) {
for(z[4]=0; [4]<4; z[4]++) {
for(z[5]=0; z[5]< z[51++) {
for(z[6]=0; [6]<4 z[6]++) |
for(z[7]=0; z[71<4; z[T7]++) {
for(z[8]=0; z[8]<4; z[8]++) {
for( [91=0; z[9]<4; z[9]++)
f( popTorsion[z[0]1[z[11]1[z[2]1[z[31]1[z[4]] // higher populated?
[z[511[z[6]11[z[7]1]1[z[8]11[z[9]] > max) {
max = popTorsion[z[0]]1[z[1]]1[z[2]]1[z[3]1]1[z[4]]
[z[5]1[z[611[2[7]11[2[811[(2[9]]1; //new highest conformation
for (int 1i=0; 1<10; i++) // store the pointer of
plil = z[i]; // this conformation
IBEERERY: }
return (max) ;
}
// —--—-- Method : writeHeader —-—————————————————
void Cluster::writeHeader (char * inFile)
{
resultFile << "Input file : " << inFile << endl
<< "Number of torsionangles : " << cols << endl
<< "Number of rows : " << rows << endl;
i1f (maxConfToCalc == 0)
resultFile << "All";
else
resultFile << "The first " << maxConfToCalc;
resultFile << " conformations should be calculated" << endl;
for (int 1=0; i< cols;i++) {
resultFile << endl << (i + 1) << ". Torsionangle (" << torsionName[i]
<< "):" << endl << " " << numberOfMaxima[i]
<< " Maxima (um)" << endl;
for(int j = 0; j < numberOfMaximal[i]; J++)
resultFile << " " << (j + 1) << ". Max. at "

<< allTorsion[i] [j] << " degree +- "
<< allRange[i] []] << " degree " << endl;

// —--- Method : getPointer ——------——--——————————
int Cluster::getPointer ()

{
int all = 0;
initArray (p);

// in which conformation does the degree of freedom lie ?

for(int 1 = 0; i<cols; 1i++)
for (int j=0; Jj<numberOfMaximal[i]; Jj++)
if((( currentTorsion[i] >= (allTorsion[i][j] - allRange[i][]])
&& (currentTorsion[i] <= (allTorsion[i][j] + allRange[i] [] ])))I\
(((currentTorsion[i]+360.0) >= (allTorsion[i][j] - allRange[i][3]))
((currentTorsion[i]+360.0) <= (allTorsion[i][j] + allRange[i][J1))) ||
((currentTorsion[i]-360.0) >= (allTorsion[i][j] - allRange[i][3]))
&& ((currentTorsion[i1]-360.0) <= (allTorsion[i][j] + allRange([i][j]))) {
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plil=3;
all ++;
}
if(all == cols)
return (TRUE) ;

else {
initArray(p);
return (FALSE) ;

// —---- Method : incrementPopulation ------------——————————————— -
void Cluster::incrementPopulation ()
{
if (getPointer()) {
popTorsion[pl[0]]1[p[1]1]1[p[2]1]1[p[31]1[p[4]1]1[pI[5]1]1[pl6l]l[p[7]1]1[p[81]IP[O]] ++;

numberOfAllConformations ++;

// —--- Method : incrementEnergy —-—-——————————————— - ———— -
void Cluster::incrementEnergy ()
{
if (getPointer())
energy[p[0]][p[1]][p[2]][p[3]][p[4]][p[5])][p[6]][p[7]][p[8]][pP[9]] +=

currentEnerqgy;

// —---- Method : storeTimeExample ————————————————————— -
void Cluster::storeTimeExample ()
{
int counter = 0;
for (int i=0; 1<10; i++)
if (time[p[O0]][p[1]][p[2]]1[p[3]1]1[p[4]1]1[p[5]1]1[pl6]l]1[pP[7]1][pP[8]][P[9]][1])
counter ++;

if (getPointer()) {

if (counter == 0)
time[p[0]]1[p[1]1][p[2]1]1[p[3]11[pl4]1]1[p[5]1]1[p[6]1]1[pP[7]1]1[p[8]1]1[P[9]1]11(0]
= currentTime;

else

if (currentTime-time[p[0]] [P[1]][pP[2]][P[3]][p[4]][pP[5]]
[p[6]1]1[p[71]1[p[8]1]1[p[9]] [counter-1]1>(rows/50))

time[p[0]]1[p[1]][p[2]]1[p[3]1]1[p[4]]1[p[5]1]1[p[6]][p[7]1]1[p[8]1][p[9]][counter]

= currentTime;

// —--—— Method : readTorsion ————-——-—-———————————————\————(—\——(—(—(—(—(—(—(—(
int Cluster::readTorsion ()
{
torsionFile >> currentTime >> currentEnergy;
for (int 1=0; i<cols; i++)
torsionFile >> currentTorsion([i];
if (torsionFile)
return (TRUE) ;
else
return (FALSE) ;

// —---- Method : doesFileExist ————--=-------mm—mmmm
int Cluster::doesFileExist (char * name)
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ifstream dummy (name) ;

if (!dummy)

{

cout << "Error in opening file " << name << endl;
dummy.close () ;
return (FALSE) ;

}

else {

dummy.close () ;
return (TRUE) ;

// —--- Method : rightNumberOfArguments ----—-———————————————————————— -

int Cluster::

{

if (number

rightNumberOfArguments (int number)

== 2)

return (TRUE) ;

else
{
cout <<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<
<<

"\nP R O G RAM Cluster" << endl

"===== " << endl

"written by Andreas Willecke (27.03.1999)" << endl
"calculates the population of whole conformations " << endl
"\n\nUsage : " << endl

"cluster <inputfilename> " << endl

"\n\nINPUTFILE : " << endl

"l. line : name of file containing the degrees of freedom;" << endl
" the first column must contain the time step" << endl
" the second column the potential energy" << endl

"2. line : # of torsion angles (is equal with # of columns -2"

", max. 9)" << endl

"3. line : # of rows of the torsionfile" << endl

"4, line : # of conformations from which the populations" << endl
" should be calculated (0=all)" << endl

"5. line : name of outputfile" << endl

"6. line : name of torsion " << endl

" # of population maxima of the first torsion," << endl
" degree and range of first maximum" << endl

" degree and range of second maximum ... up to fourth"
endl

"7. line : # of population maxima of the second torsion angle"
endl

" degree and range of first maximum" << endl

" up to degree and range of fourth maximum" << endl
"8. line : etc." << endl

"OUTPUTFILE :" << endl

"The first conformation is the highest populated one, " << endl
"the second conformation the second highest etc." << endl

"The population and any examples are given, too.\n" << endl;

return (FALSE) ;

// —-=-== Method : initArray -——-———=———————————--—-—

void Cluster:

{

for (int 1= 0; 1
arrayl[i] = 0;

rinitArray(int (* array))

0; i<10; i++)

// —-=-== Method : initArray -——-—-——=———————-———-- -
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void Cluster::initArray(float (* array))
{
for (int 1=0; 1i<10; i++)
array[i] = 0;

// —--= Method : initArray ———-——--———--—------—
void Cluster::initArray(float (* array) [4])
{
for (int i=0; 1i<10; i++)
for (int =0; j<4; j++)
arrayl[i]l[j] = 0;

// —-=-=-- Method : initArray -———-———=———————————--—-
void Cluster::initArray(int (* array) [4]1[4]1[4]1[4]1[4]1[4]1[4]1([4]11([4])
{

int (* z) = new int [10];
for(z[0]=0; z[0]< z[0]++) {
for(z[1]1=0; z[l] z[11++) |
for(z[2]=0; Z[ZJ z[2]++) |
for(z[3]=0; 2[3] z[3]++) |
for(z[4]=0; 2[4} z[4]++) |
for(z[5]=0; 2[5] z[5]++) |
for(z[6]=0; 2[6} z[6]++) {
for(z[7]1=0; 2[7] z[7]++) |
for(z[8]=0; 2[8} z[8]++) {
for(z[9]=0, z[9 ] z[9]++)
rray[z[0]] [z [ ]][2[2]][2[3]][ [41]
[z[5]11[z[6]1]1[z[7]11[=2z[8]1]1[=z[9]] = O;
ISR RS REES!
}
// ———- Method : initArray ——————————————————

void Cluster::initArray(float (* array) [4]1[4]1[4]1[4]11[41[4]11[4]1[4]114])
{

int (* z) = new int [10];
for(z[0]=0; z[0]< z[0]++) |
for(z[1]=0; z[l]<4 z[1]++) |

for(z[21=0; z[2]1<4; z[2]1++) {

for(z[3]1=0; z[31<4; z[3]++) {
for(z[4]1=0; z[4]1<4; z[4]++) {
for(z[5]1=0; z[5]1<4; z[5]1++) {

for(z[6]1=0; z[6]<4; z[6]++) {
for(z[7]=0; z[71<4; z[T7]1++) {
for(z[8]1=0; z[8]1<4; z[8]++) {
for(z[9]=0; z[9]<4; z[9]++)
rray[z[0]]1[z[1]1]1[z[2]]1[z([3]1]1([z[4]]
[z[5]]1[z[6]]1[z[7]1]1[=z[8]1[z[9]] = Oy
ISR SR RNES
}
// —-=-= Method : initArray ———=——--———--—-—---——

void Cluster::initArray( float (* array) [4]1[4]1[4]1([4]1[4]1[4]1[4]1([4]1[4]1[10] )
{

int (* z) = new int [10];
for(z[0]=0; z[0]< z[0]++) |
for(z[1]1=0; z[l]<4 z[1]1++) |
for(z[2]=0; z[2]<4; z[2]++) {
for(z[3]=0; z[31<4; z[3]++) {
for(z[4]=0; z[4]1<4; z[4]1++) |
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for(z[5]1=0

; z[5]<4; z[5]1++) {
for(z[6]=0; z[6]1<4; z[6]++) {
for(z[7]=0; z[71<4; z[T7]1++) {
for(z[8]=0; z[81<4; z[8]++) {
for(z[9]=0; z[9]1<4; z[9]++) {
for(int i=0; 1<10; i++)
array[z[0]]1[z[1]]1[z[2]1]1[z[3]1]1[z[4]]
[(z[511[z[6]1[z[711[=z[8]11[=z[9]1]1[1] = O;
FRYYRIRRLE
}
//
// MAIN
//

int main(int argCounter, char * argValue [])

{
int counter = 0;
int sumOfPopulation = 0;
Cluster cluster (argCounter, argValue[l]):;

while (cluster.readTorsion()) {
cluster.getPointer();
cluster.incrementPopulation() ;
cluster.incrementEnergy () ;
cluster.storeTimeExample () ;

}

cluster.writeHeader (argValue[l]);

while (cluster.findHighestPopulation() && counter<cluster.getMaxConfToCalc())

{ sumOfPopulation += cluster.findHighestPopulation();
cluster.writePopulation (counter) ;

cluster.destroyPopulation() ;
counter ++;

}
cluster.writeTail (sumOfPopulation, counter);
return (EXIT SUCCESS) ;

}
10.3. C-P.c

Torsionswinkel eines Rings dndern sich stets abhéngig voneinander. Das fiihrt zu einer Re-
duzierung um drei Freiheitsgrade. In einem Konzept von Cremer und Pople werden aus
Atomkoordinaten Parameter berechnet, mit deren Hilfe die Geometrie eines Rings einfach
beschrieben werden kann (vgl. Kapitel 3.4). Dieses Programm setzt dieses Konzept fiir Rin-
ge mit einer Gréfe von maximal 10 Atomen um. Hierbei konnen beliebig viele Konforma-
tionen eines Molekiils mit maximal 10000 Atomen berechnet werden. Die Cremer-Pople-

Parameter werden in einer Datei gespeichert.

/* */
/* PROGRAM : c-p.cC */
/* */
/* WRITTEN BY */
/* ANDREAS WILLECKE */
/* Oct. 1997 */
/* Calculation of Cremer Pople parameter of a cyclic system */
/* —————————————————— */
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#include <math.h>
#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>
#include <string.h>

/* */
/* Globalvariables */
/* */
const double pi=3.1415927;
int ringatoms,
mmax;
float gl[9],
phi[9],
theta,
Q,
ringcoor[10][4];
2 R ——————————————. */
/* declarations */
2 R ————————————. */
int main(int argc, char *argvl([]);
int CremPop (void) ;
R R R R R, */
/* main () */
/* */
int main(int argc, char *argvl[])
{
FILE *in ptr;
FILE *out ptr;
FILE *crd ptr;
int totalatoms,
steps,
i=0,
j=0,
m=0,
oddeven=0;
int ID[207];
float atomcoor[10000]1[4];
char name[20][507],
crdFile[30],
inFile[30],
outFile[30];
/* */
/* wrong # of parameters */
/* */
if (argc!=2)

{

printf ("\nP R O G R A M c-p\n");

"

printf

\n") ;

(
(
printf (
(

"written by Andreas Willecke\n\n");

printf ("calculates Cremer-Pople parameters
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st
st
st
st

printf ("and writes the results to a .cpout file. \n");

printf ("\n\nUsage : \n");

printf ("c-p inputfilename (must end on .cpin) \n");

printf ("\n\nFILE cpin : \n");

printf("1. line : # of atoms in the ring (3-10)\n");

printf("2. line : total # of atoms in the molecule (max. 10000)\n");

printf("3. line : # of recorded time steps from trajectory\n");
printf("4. line : names of atoms in the ring (separated with space)\n");
printf("5. line : IDs of ring atoms (separated with space)\n");

printf ("6. line : name of trajectory file\n\n");

printf ("FILE cpout\n");

printf ("contains the calculated Cremer-Pople-parameter \n");
printf ("of every recorded step.\n\n");

printf ("Trajectory FILE\ncan be generated from SYBYL his-file ");
printf ("with SYBYL command:\n");

printf ("DYNAMICS mol area DUMP history file COORDINATES |\n\n");
exit (0);

___________ * /
read and convert variables */

___________ */

inFile,argv[1l]);
inFile,".cpin");
outFile, argv[l]);
outFile,".cpout");

rcpy
rcat

rcpy
rcat

in ptr=fopen (inFile,"r");
out ptr=fopen (outFile, "w");

/*
/*
/*

if

{

}

fs
fs
fs
fo
fo

fs

if

{

}

if
{

*/

read inFile */

((in_ptr==NULL))

printf ("Error : File not found!\n");
return (-1) ;

canf (in ptr,"%d ", &ringatoms);
canf (in ptr,"%d ", &totalatoms);
canf (in ptr,"%d ", &steps);
r(j=1; j<=ringatoms; j++)
fscanf (in ptr,"%s ", name[j]);
r(j=1; j<=ringatoms; Jj++)
fscanf (in ptr,"%d ",&ID[J]);
canf (in ptr,"%s ", crdFile);

_________ */

_______ */
(ringatoms<3 || ringatoms>10)

printf ("wrong # of ringatoms\n# of ringatoms must be in range 3-10");
return(-1);

(totalatoms>10000)

printf ("wrong # of atoms in the molecule\nmax. # is equal 10000");
return(-1);
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}

2 R ———————————— * /
/* write the header */
2 R ERE———— */
// glm] and phi [m]
mmax=abs ( (ringatoms-1) /2) ;
printf ("The columns of %s are :\n", outFile);
for (m=2; m<=mmax; m++)
printf ("g(%d) phi(%d) ", m, m);
// even # of ringatoms
oddeven=ringatoms%2;
if (oddeven==0)
printf( " g(%d) ", mmax+l);
if (ringatoms==6)
printf (" theta ");
printf (" Q \n");
2 R ————————————. * /
/* read crdFile and find the atom coordinates of the ring atoms */
2 * /
crd ptr=fopen(crdFile, "r");
for(i=1; i<=steps; i++)
{
for(j=1; j<=totalatoms; Jj++)
fscanf (crd ptr,"3f %f £ ",
&atomcoor[j][1], &atomcoor[j][2], &atomcoor([j]([3]);
for (j=1; Jj<=ringatoms; J++)
{
ringcoor[j][l]=atomcoor[ID[Jj]][1];
ringcoor[j] [2]=atomcoor[ID[J]][2];
ringcoor[j] [3]=atomcoor[ID[]j]][3];
}
/* */
/* calculate and write the outFile */
/* */
CremPop () ;
for (m=2; m<=mmax; m++)
fprintf (out ptr, "$f %f ", g[m], phi[m]);

// even # of ringatoms

if (oddeven==0)
fprintf (out ptr, "Sf ",

if (ringatoms==6)

{
theta=acos (q[3]1/Q);
theta =theta*180.0/pi;

glmmax+1]);

fprintf (out ptr, "%f ", theta);
}
fprintf (out_ptr, "$f\n", Q);
}
fclose (in _ptr);
fclose (out ptr);
} // end of main
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/* ———————————— */
/* calculate outFile with Cremer-Pople equation from */
/* D. Cremer, J. A. Pople, J. Am. Chem. Soc., 97 (1975), 1354-1358 */
[ *========== */

int CremPop (void)
{
int j=0,
i=0,
m=0,
oddeven;

float sum=0,
shift=0,
newringcoor [10] [4],
z[10],
R1[4],
R2[4],
n[4],
nBetrag=0,
dummyl,
dummy?2,
dummy3=0,
dummy4=0;

for (i=1; i<=3; i++)

R1[1]1=0;

R2[1]1=0;

n(i]=0;
}
/* ====== find the new origin at the geometrical center (Eg.4) ===========%/
/¥ ====== and store the newringcoor[i][]] ===========%*/

for (i=1; 1i<=3; 1i++)
{
sum=0;
for (j=1; j<=ringatoms; Jj++)
sum=sum+ringcoor[j] [i];
shift=sum/ringatoms;

for(j=1; j<=ringatoms; j++)
newringcoor[j] [i]=ringcoor[j][i]-shift;

/* ====== definition of the unit vector n (Eg.8, 9 and 10) */

for (i=1; 1i<=3; i++)
{
for(j=1; j<=ringatoms; j++)
{
R1[i]=R1[i]+ (newringcoor[j] [i]*sin (2*pi*(j-1)/ringatoms)); // Eq.8
R2[i]=R2[i]+ (newringcoor[j] [i]*cos (2*pi* (j-1) /ringatoms)); // Eq.9

}

n[1]1=(R1[2]*R2[3]-R1[3]*R2[2]); // Eq.10
n[2]=(R1[3]*R2[1]-R1[1]*R2[3]);
n[3]=(R1[1]*R2[2]-R1[2]*R2[1]);

nBetrag=sqrt (pow(n[l],2)+pow(n[2],2)+tpow(n[3],2));
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n[l]=n[l]/nBetrag;
n[2]=n[2]/nBetrag;
n[3]=n[3]/nBetrag;

/* = definition of the displacement zj of every atom from the mean plane =*/

for(j=1; j<=ringatoms; J++)

z[31=0;
for (i=1; i<=3; i++)
z[jl=z[j]l+newringcoor[j][i]*n[i]; // Eq. 11 scalar product is sum
}
/* ====== definition of the of the Cremer-Pople-Parameters */
dummyl1=0;
dummy2=0;

dummy3=2.0/ringatoms;

for (m=2; m<=mmax; m++)
{
for(j=1; j<=ringatoms; J++) // Eq. 12 and 13
{
dummy4=( (2*pi*m* (j-1)) /ringatoms) ;
dummyl=dummyl+ (z[]J] *cos (dummy4) ) ;
dummy2=dummy2+ (z [J] *sin (dummy4) ) ;
}
dummyl=sqgrt (dummy3) *dummyl ;
dummy2=-sqgrt (dummy3) *dummy?2 ;

phi[m]=atan (dummy?2/dummyl) ; // the right value but not the right phase
q[m] =dummyl/cos (phi[m]) ;

if (gq[m]<0) // find the right phase
phi[m]=phi[m]+pi;
if (phi[m]<0)
phi[m]=phi[m]+2*pi;
q[m]=dummyl/cos (phi[m]) ;
phi[m] =phi[m]*180.0/pi;
}

sum=0;

for (j=1; j<=ringatoms; j++) // Eq. 17
sum=sum+pow (z[J],2);

Q=sgrt (sum) ;

/* ====== number of ringatoms are even ================================ */

oddeven=ringatoms%2;
if (oddeven==0) // Eq. 14
{
m=ringatoms/2;
dummyl1=0;
dummy3=1.0/ringatoms;
for (j=1; j<=ringatoms; J++)
dummyl=dummyl+ (z[]j]*cos (pi* (j-1)));
g[m]=sqgrt (dummy3) *dummyl;
}

return 1;
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10.4. Experimentelle und theoretisch ermittelte NOE-Aufbaukurven
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Abbildung 10-1: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-

Aufbaukurven von UDP-Gal.
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Abbildung 10-2: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-
Aufbaukurven von 56dihydroUDP-Gal.
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Abbildung 10-3: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-
Autbaukurven von 2dUDP-Gal.
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Abbildung 10-4: Experimentelle (Exp.) und aus der MD-Simulation erhaltene (Calc.) NOE-

Aufbaukurven von 3dUDP-Gal.
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