4. Monte-Carlo-Algorithmus zur Simulation
von Nukleinsauren

4.1. Definition des molekularen Modells

4.1.1. Reduktion der Freiheitsgrade durch Einfiihrung kollektiver und
innerer Variablen

MC-Simulationen molekularer Systeme ermdoglichen im Gegensatz zu MD-Simulationen
auf einfachere Weise die Verwendung generalisierter Variablen, da bei MC-Simulationen
nur die Energien der Konformationen nicht aber Kréfte und Trigheitstensoren zu be-
rechnen sind. Wie in Kap. 3.1.2 beschrieben, fithrt die Verwendung innerer bzw. kollek-
tiver Variablen im Vergleich zu einer Beschreibung in kartesischen Koordinaten zu einer
deutlichen Reduktion der Zahl der Freiheitsgrade des zu behandelnden Systems. Das im
Rahmen dieser Arbeit verwendete und im folgenden beschriebene molekulare Modell
beschreibt die Nukleinsdurestrukturen im Raum kollektiver Variablen, ergénzt durch
einen Satz innerer Variablen. Das hier vorgestellte Modell basiert auf einer lokalen
Beschreibung der Nukleinsdurestrukturen, d.h. daf} alle eingefithrten Variablen lokal
auf der Ebene der Nukleotide definiert werden. Diese Reduktion auf eine lokale Be-
schreibung der Nukleinsdurestrukturen erméoglicht die Definition von MC-Ubergiingen
in Form lokaler Konformationsénderungen.

Die Basen der Nukleotide werden aufgrund ihrer konjugierten m-Elektronensysteme als
starre Korper betrachtet. Die Basen besitzen somit als starre Korper keine inneren
Freiheitsgrade. Sémtliche Bindungsléngen, Valenz- und Torsionswinkel sind fixiert. Die
Lage und Orientierung dieser starren Kérper werden durch drei Translationen T; in die
drei Raumrichtungen und drei Rotationen R; um drei senkrecht aufeinander stehende
Achsen variiert. Diese Translationen 7; und Rotationen R; werden auf der Basis der
in Kap. 2.2 eingefiihrten korperfesten Koordinatensysteme der Basen definiert. Eine
Ausnahme von der Beschreibung der Basen als starre Korper stellt, wie in Abb. 2.1
ersichtlich, lediglich die am Thymin vorhandene Methylgruppe dar, deren Wasserstof-
fatome frei um die C-N-Bindung rotieren kénnen.

Dartiiberhinaus werden alle Bindungsléngen innerhalb der Nukleinsédurestruktur als kon-
stant betrachtet. Die Valenzwinkel hingegen sind variabel mit Ausnahme der exozykli-
schen Valenzwinkel. Als endozyklische und somit variable Valenzwinkel werden in dieser
Arbeit neben den am Furanosering beteiligten endozyklischen Valenzwinkeln auch die
zur Kettenbildung der Schweratome des Nukleinsdure-Riickgrats beitragenden Valenz-
winkel bezeichnet. Somit sind alle am Kettenschlufl nach Abb. 2.4 beteiligten Valenz-
winkel endozyklisch, alle nicht daran beteiligten exozyklisch. Sdmtliche exozyklischen
Valenzwinkel, also die Bindungswinkel zwischen Atomen, die die Valenzen der die Ket-
ten und Ringe innerhalb des Desoxyribose-Phosphodiester-Riickgrats bildenden Atome
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abséttigen, werden wie die Bindungslingen als fixierte Gréflen betrachtet. Beispiele
dafiir sind der Valenzwinkel zwischen den Phosphatsauerstoffen /(OP1-P-OP2) und
der Valenzwinkel zwischen den Wasserstoffen am C5-Atom /(H5-C5-H5”). Grundla-
ge der Wahl der fixen Werte fiir Bindungsldangen und exozyklische Valenzwinkel sind
experimentelle Daten und quantenchemische Rechnungen. Bei der Modellbildung wird
davon ausgegangen, dafl das MC-Sampling dieser Groéflen keinen wesentlichen Einflufl
auf die Strukturbildung hat, so daf3 im Interesse einer Reduktion der Freiheitsgrade
des Systems die Bindungsldngen und exozyklischen Valenzwinkel als fixierte Grofien
betrachtet werden.

4.1.2. Molekulares Modell mit iterativem Kettenschlu3

Die Lage und Orientierung der als starre Korper betrachteten Basen verdndert sich
stdndig im Laufe der MC-Simulation. Dieser Bewegung der Basen wird durch ein fle-
xibles Desoxyribose-Phosphodiester-Riickgrat Rechnung getragen. Die Bewegung einer
individuellen, in Abb. 4.1 als blauer Kreis dargestellten Base als starrer Korper wird
durch sechs Freiheitsgrade (37}, 3R;) beschrieben. Die durch zwei weitere Freiheitsgrade
(P, A) charakterisierte Umfaltung des Furanoseringes wird in Kap. 4.1.4 erldutert. Diese
acht Freiheitsgrade eines Nukleotids fiihren bei einer Variation notwendigerweise zum
Kettenbruch, der wegen der in diesem Algorithmus definierten monomeren Einheiten,
wie in Abb. 4.1 dargestellt, an der O5’-C5’-Bindung liegt. Da das bewegte Nukleotid
j am 5-Ende mit dem Nukleotid 5 — 1 und am 3’-Ende mit dem Nukleotid j + 1 be-
nachbart ist, fiihrt die Bewegung des Nukleotids j, wie in Abb. 4.1 ersichtlich, zum
zweifachen Kettenbruch ober- und unterhalb dieses Nukleotids jeweils an den O5’-C5’-
Bindungen.

Um die kovalenten Bindungen zwischen den O5- und C5-Atomen mit der Bin-
dungslinge d=1,44 A wiederherzustellen und damit den Kettenschlu nach der Be-
wegung des Nukleotids herbeizufiihren, wird gefordert, dafl unter der Bedingung des
Kettenschlusses

‘FO5’ - FC5’| = |”_’IO5' - "_’105" =d (4-1)

die Summe der Abweichungen aller am Kettenschlufl beteiligten Valenzwinkel w; von

ihren definierten Sollwerten w) minimal wird:
4 4
F = Z(wl —wh? + Z(w; —w?)? — min (4.2)
i=1 i=1

Die Sollwerte w sind die im Kraftfeld AMBER 3.19 aufgrund experimenteller Daten
mit w = wd = w) = 120,5° und w§ = 109,5° festgelegten Werte fiir die Minima der De-
formationsenergien der jeweiligen Valenzwinkel [105, 106]. Die Valenzwinkel w; befinden
sich im Phosphodiester-Riickgrat zwischen den Pentosen der Nukleotide 7 und j — 1,
wéhrend sich die Valenzwinkel w] zwischen den Pentosen der Nukleotide j und j + 1
befinden. Die endozyklischen Valenzwinkel sind in dem molekularen Modell abhéngi-
ge Variablen. Die Minimum-Forderung 4.2 fiihrt allerdings zu einer eingeschréinkten
Variabilitit der endozyklischen Valenzwinkel w; um die geforderten Sollwerte w!. Das
molekulare Modell bietet auch die Moglichkeit, wahlweise die Sollwerte w? der in der
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4. Monte-Carlo-Algorithmus zur Simulation von Nukleinsduren

Abb. 4.1.: Schematische Darstellung des molekularen Modells mit der Darstellung des
bewegten Fragments in blau und der MC-Variablen in rot

Minimum-Forderung benutzten Valenzwinkel durch MC-Ubergiinge zu variieren. Da-
durch wiirde sich die Zahl der Freiheitsgrade je Nukleotid um 4 auf 12 MC-Variablen
je Nukleotid erhéhen.

Die Torsionswinkel ¢, (, a, 3, v und x werden infolge des Kettenschlusses nach je-
der MC-Bewegung der Base als abhéngige Variablen variiert. Der Torsionswinkel § ist
ebenfalls eine abhéngige Variable, die durch die in Kap. 4.1.4 diskutierte Umfaltung des
Zuckers variiert wird, an der das C5’- und das O3’-Atom beteiligt sind. Die Minimum-
Forderung 4.2 unter den Zwangsbedingungen 4.1 enthélt eine Kopplung der beiden
Kettenschliisse auf der 5’- und der 3’-Seite des bewegten Nukleotids. Diese Kopplung
fithrt auch zur Variation des Glykosidwinkels y durch den Kettenschluf}, allerdings als
abhingige Variable.

Die Minimum-Forderung 4.2 ist gleichbedeutend mit der Forderung nach dem Ver-
schwinden der ersten Ableitungen der Funktion F'({x;}) nach den Variablen x;, wobei
zusétzlich die Matrix der 2. Ableitungen positiv definit sein mufl. Die vier Valenzwin-
kel in 4.2 auf beiden Seiten des bewegten Nukleotids sind gekoppelte Variablen. Dabei
konnen aber zwei der jeweils vier Valenzwinkel als Funktionen der beiden anderen
Valenzwinkel, zweier Torsionswinkel und des Glykosidwinkels x ausgedriickt werden,
so dal die GroBe F' in der Minimum-Forderung 4.2 eine Funktion von jeweils zwei
Valenz- und zwei Torsionswinkeln auf jeder Seite des bewegten Nukleotids sowie des
die Kopplung herstellenden Glykosidwinkels y ist. Damit ergeben sich 9 Variablen x;,
von denen die Summe der quadratischen Abweichungen der 8 Valenzwinkel w; in der
Minimum-Forderung 4.2 abhéngig ist. Die Auswahl der zu eliminierenden Valenzwinkel
kann dabei nach ZweckméBigkeit erfolgen. Werden die Valenzwinkel w3, wy, wfj und w)
laut Abb. 4.1 ersetzt, ist die Gréfle F' in 4.2 eine Funktion der Valenzwinkel wy, wo, w)
und wj, der Torsionswinkel 71 = ¢, 75 = (, 71 = &’ und 74 = ' sowie des Glykosidwin-
kels x.

Auch die Zwangsbedingungen 4.1 fiir die Korrektur der O5’-C5’-Bindungen lassen sich
als Funktionen der gewihlten jeweils 5 Variablen ausdriicken:
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d =|ros—cy| = fi(wi, w2, 71,72, %) (4.3)
d :|7ﬂ05’—05" :f2(wi>wé’7-{>Té>X) 4-4)

Mit Hilfe dieser so formulierten Zwangsbedingungen kann jeweils eine der 5 Variablen
auf jeder Seite des bewegten Nukleotids eliminiert werden. Auch diese Auswahl kann
nach Zweckméfigkeit erfolgen, mit Ausnahme des Glykosidwinkels y, der, weil er die
Kopplung der beiden Kettenschliisse herstellt, nicht eliminiert werden kann. Wird der
Torsionswinkel 75 eliminiert, wird die Grofle F'(x;) in der Minimum-Forderung 4.2 zu
einer Funktionen von 7 Variablen x;:

F(Wl7w277—17X7w/17wé7T{) — min (45)

Die Ableitung der Funktion F' nach diesen 7 Variablen fithrt damit zu 7 Gleichungen:

dF({zi})
d.CL‘,'

Dieses nichtlineare 7 x 7-Gleichungssystem wird iterativ durch das Newton-Verfahren
gelost. Alternativ dazu wurden Lagrangesche Multiplikatoren in ein System mit 9 statt
7 unabhéngigen Variablen eingefiihrt, da dann die beiden Torsionswinkel 7o und 74
nicht durch die Zwangsbedingungen eliminiert worden sind. Die Lagrangeschen Multi-
plikatoren erweitern das 7 x 7-Gleichungssystem zu einem 11 x 11-Gleichungssystem.
Diese Erweiterung des hier erlduterten Algorithmus fithrte nicht zu einer Reduktion der
ohnehin schon sehr wenigen nicht moglichen Kettenschliisse, so dafl im Interesse einer
Rechenzeitersparnis beim Kettenschlufl die Losung des 7 x 7-Gleichungssystems 4.6 in
der ersten hier vorgestellten Variante des molekularen Modells fiir den Kettenschlufl
Verwendung gefunden hat.

=0 mit {1171} = (w1;w27717X7w37wéaT{) (46)

8 MC-Variablen je Nukleotid:

3 T;, 3 R; | Translationen und Rotationen des Nukleotids
P, A Phase und Amplitude des Zuckers

Kettenschlufl: Iterative Losung eines gekoppelten 7 x 7-Gleichungssystems

Tabelle 4.1.: Molekulares Modell mit gekoppelten KettenschlufSbedingungen

Die Verwendung fester Sollwerte w! schriinkt allerdings die notwendige Reversibilitét
der MC-Ubergénge ein. Erst eine Variation der Sollwerte w? der Valenzwinkel als zusétz-
liche MC-Variablen fiihrt zu einer Erhohung des Anteils reversibler MC-Ubergénge.

Entkopplung der KettenschluBbedingungen

Wird auch der Glykosidwinkel x als MC-Variable im MC-Sampling frei variiert, konnen
die beiden Kettenschliisse auf der 5°- und der 3’-Seite des bewegten Nukleotids un-
abhéngig voneinander behandelt werden, so dafl die Minimum-Forderung 4.2 in zwei
entkoppelte Forderungen bei Erfiilllung der Zwangsbedingungen 4.1 iibergeht:
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4 4
F = Z(wZ —w))? - min und Fp = Z(w; —w?)? — min (4.7)
i=1 i=1
Aufgrund der Entkopplung sind die Funktionen F; und F, nur jeweils von 4 Varia-
blen abhéngig. Werden die Zwangsbedingungen 4.1 wiederum zur Eliminierung einer
Variablen benutzt, sind in diesem entkoppelten Fall zwei 3 x 3-Gleichungssysteme zu
16sen:

%ﬁ?}) =0 mit {z;} = (w1,w2,71) (4.8)
UL o mit (o) = @) (19)

Die Wahl der zu eliminierenden Variablen sollte auch hier nach Zweckmafigkeit erfol-
gen. Auch wenn die Torsionswinkel 79 und 75 eliminiert worden sind, enthélt die Um-
setzung im Algorithmus ein Auswahlkriterium, demzufolge diejenige Variable eliminiert
wird, deren Koeffizient in den Zwangsbedingungen 4.3-4.4 den grofiten Absolutbetrag
aufweist. Dadurch werden Divisionen durch sehr kleine Zahlen und somit eventuelle
Singularitdten bei der Eliminierung verhindert.

Die Erhohung der Zahl der 8 MC-Variablen bei gekoppelten Kettenschluibedingun-
gen um den Glykosidwinkel x auf 9 MC-Variablen bei gleichzeitiger Entkopplung der
KettenschluBlbedingungen vereinfacht den Algorithmus, da nun nur noch zwei 3 x 3-
Gleichungssysteme statt eines 7 x 7-Gleichungssystems zu 16sen sind. Der Kettenschluf3
wird durch die Einfiihrung einer zusétzlichen MC-Variablen in diesem zweiten hier
vorgestellten molekularen Modell somit signifikant vereinfacht.

9 MC-Variablen je Nukleotid:

3 T;, 3 R; | Translationen und Rotationen des Nukleotids
P, A Phase und Amplitude des Zuckers
X Glykosidwinkel (O1’-C1’-N-C6/C8)

Kettenschluf: Tterative Losung zweier entkoppelter 3 x 3-Gleichungssysteme

Tabelle 4.2.: Molekulares Modell mit entkoppelten Kettenschlufbedingungen

Da die P- und O5’-Atome des Nukleinsdure-Riickgrats beim Kettenschlufl bewegt wer-
den, miissen natiirlich diejenigen Atome mitbewegt werden, die die Valenzen an die-
sen beiden Atomen abséttigen. Das sind am P-Atom zwei Phosphatsauerstoffe O1P
und O2P sowie am C5-Atom zwei Wasserstoffe H5 und H5”. Diese Atome werden
unter Beibehaltung ihrer exozyklischen Valenzwinkel /(OP1-P-OP2) = 116,1° und
/(H5-C5-H5”) = 109, 6° in der Mittelsenkrechtenebene der variierten endozyklischen
Valenzwinkel /(03’-P-05’) sowie /(05-C5-C4’) platziert.

Mikroreversibilitdt des Kettenschlusses

Um den Metropolis-Algorithmus anwenden zu koénnen, miissen die beim Kettenschlufl
gefundenen Losungen reversibel sein. Da der Kettenschlufl iterative Losungen der je-
weiligen Gleichungssysteme verwendet, mufl jede Losung auf ihre Mikroreversibilitdt

50



4.1. Definition des molekularen Modells

getestet werden. Nur reversible Losungen werden akzeptiert und in das MC-Sampling
einbezogen. Zum Test der Mikroreversibilitét wird jeder MC-Ubergang nach erfolgtem
Kettenschlufl umgekehrt und getestet, ob der dann erfolgende Kettenschluf3 die Aus-
gangskonformation reproduziert. Nur ein solcher MC-Ubergang wird akzeptiert. Der Al-
gorithmus erzielt in nahezu allen MC-Ubergéingen einen reversiblen Kettenschluff. Der
Anteil der wegen nicht erfiillter Mikroreversibilitdt nicht akzeptierten MC-Uberginge
liegt im %o-Bereich.

4.1.3. Molekulares Modell mit analytischem KettenschluB3

Der iterative Kettenschlufl verwendet die der Ausgangskonformation am nichsten
liegende Losung, da nicht alle Losungen gefunden und damit beriicksichtigt wer-
den konnen. Somit besitzen mit dem iterativen Kettenschluf MC-Uberginge zwi-
schen auf der Potentialhyperfliche weit auseinander liegenden Zustinden eine sehr
geringe Wahrscheinlichkeit. Um diese Einschrankung bei der Auswahl der Loésungen
durch den Algorithmus des iterativen Kettenschlusses zu beseitigen, wurde eine Va-
riante des Kettenschlusses entwickelt, die auf einer analytischen Behandlung basiert.
Dieser analytische Kettenschluf3 erlaubt einerseits die Einbeziehung aller Losungen
in den Metropolis-Algorithmus und erméglicht andererseits MC-Uberginge zwischen
Zustinden unabhéingig von dazwischen liegenden Energiebarrieren.

Um analytische Kettenschlufbedingungen formulieren und trotzdem die volle Flexibi-
litdt des Nukleinsdure-Riickgrats gewéhrleisten zu konnen, wird die Zahl der in Tab. 4.2
charakterisierten 9 MC-Variablen des molekularen Modells mit iterativem, entkoppelten
Kettenschlul um 3 weitere MC-Variablen auf 12 MC-Variablen je Nukleotid erhtht. Die
Auswahl dieser 3 weiteren MC-Variablen aus den bisher als abhéngige, durch den Ket-
tenschluf variierten Variablen erfolgt nach Zweckméafligkeit. Werden die bisher abhéingi-
gen Variablen ¢, w; und v nun als freie MC-Variablen behandelt, muf} infolge des Ket-
tenschlusses lediglich die Position des O5’-Atoms berechnet werden. Zweckmifig ist
die Wahl dieser 3 Variablen deshalb, weil aufgrund dieser Wahl das O5’-Atom plat-
ziert werden muf}, an welchem aufler der fiir den Kettenschlufl benutzten Atome keine
weiteren Atome gebunden sind.

Das O5’-Atom muf} aufgrund der als konstant angenommenen Bindungsldngen auf dem
Schnittkreis zweier Kugelsphéren platziert werden, die in der schematischen Abb. 4.2
in der Ebene als Kreise dargestellt sind. Der Mittelpunkt einer dieser Kugelsphéren
mit dem Radius der P-O5’-Bindungsléinge befindet sich am P-Atom, wohingegen der
Mittelpunkt der anderen Kugelsphére mit dem Radius der O5’-C5’-Bindungslénge sich
am C5-Atom befindet. Diese beiden Kugelsphéren schneiden sich in einem Kreis, der
in Abb. 4.2 nicht in der Zeichenebene liegt. Auf diesem Schnittkreis mufl das O5’-Atom
platziert werden. Da der Torsionswinkel « als MC-Variable unabhéngig vom Ketten-
schluf} ist, wird durch diesen Torsionswinkel die Freiheit der Platzierung des O5’-Atoms
auf zwei Punkte auf diesem Schnittkreis eingeschrankt. Diese zwei Punkte werden in
der schematischen Abb. 4.2 fiir den Spezialfall ersichtlich, in dem die Mittelpunkte bei-
der Kugelsphéren in der Zeichenebene liegen und der Schnittkreis damit senkrecht zur
Zeichenebene orientiert ist.

Die Berechnung dieser beiden Schnittpunkte resultiert in der Losung einer quadrati-
schen Gleichung. Mit der Reduktion des analytischen Kettenschlusses auf die Losung
einer quadratischen Gleichung gibt es fiir die Platzierung des O5’-Atoms entweder kei-
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Abb. 4.2.: Schematische Darstellung des molekularen Modells mit der Darstellung des
bewegten Fragments in blau und der MC-Variablen in rot

ne Losung oder immer zwei Losungen, die in Abb. 4.2 schematisch dargestellt sind.
Damit lassen sich alle Losungen durch den Metropolis-Algorithmus bewerten. Aufler-
dem ist die Mikroreversibilitit aufgrund der analytischen Losung des Kettenschlusses
immer erfiillt. Auch wenn sich die Zahl der MC-Variablen erhoht hat, so wurde doch
mit diesem molekularen Modell eine weniger komplizierte Variante des Kettenschlusses
gefunden, weshalb dieses Modell im weiteren Anwendung finden wird.

12 MC-Variablen je Nukleotid:

3 T;, 3 R; | Translationen und Rotationen des Nukleotids

P, A Phase und Amplitude des Zuckers

X Glykosidwinkel O1’-C1’-N-C6/C8

€,y Torsionswinkel C4’-C3’-03’-P und 03’-C5’-C4’-C3’
w1 Valenzwinkel C3’-O3’-P

Kettenschlul: Analytische Lésung einer quadratischen Gleichung

Tabelle 4.3.: Molekulares Modell mit analytischem Kettenschlufl

Die Variation aller iibrigen, in Abb. 4.2 ersichtlichen Torsionswinkel und endozykli-
schen Valenzwinkel als abhingige Variablen durch den Kettenschluf fithrt zur vollen
Flexibilitdt des Nukleinsdure-Riickgrats. Die Phosphatsauerstoffe am P-Atom sowie
die Wasserstoffe am C5-Atom werden wie in Kap. 4.1.2 in den Mittelsenkrechtenebe-
nen der variierten endozyklischen Valenzwinkel unter Beibehaltung der exozyklischen
Valenzwinkel platziert. Dadurch wird der Kettenschlufl durch Wiederherstellung aller
kovalenten Bindungen vervollstandigt.
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Auswahl einer analytischen Losung

Das molekulare Modell mit analytischem Kettenschlufl erzeugt durch die Losung ei-
ner quadratischen Gleichung zwei exakte Losungen, von denen eine ausgewéahlt werden
muf. Dazu werden beide Losungen mit dem Boltzmann-Faktor der jeweiligen Win-
kelenergien Ey gewichtet. Die als Winkelenergie bezeichnete Energie Ey ist dabei die
Summe der Valenz- und Torsionswinkelbeitrage des dem bewegten Nukleotid i zuzu-
ordnenden Nukleinsdure-Riickgrats. Die Energie Fy kann lokal betrachtet werden, da
sich durch einen Kettenschlufl am Nukleotid ¢ auch nur die Winkelenergie an diesem
Nukleotid dndert. Die Beriicksichtigung der Energie Ey bei der Auswahl einer Losung n
erhoht die Effizienz des MC-Samplings, da aufgrund dieses Kriteriums diejenige Losung
mit dem energetisch vorteilhafteren Kettenschluf3 begiinstigt wird. Dieses Procedere
wird dadurch gerechtfertigt, dafl im nach der Auswahl anzuwendenden Akzeptanzkri-
terium 4.12 die Auswahlwahrscheinlichkeit beriicksichtigt wird [150].

Die ausgewihlte Losung n wird mit dem Boltzmann-Faktor gewichtet und durch die
Summe der mit dem Boltzmann-Faktor gewichteten Energien beider méglichen Losun-
gen dividiert, um die Auswahlwahrscheinlichkeit o(m — n) der Lésung n beim MC-
Ubergang vom Zustand m zum Zustand n zu berechnen [149, 150]:

o(m —n) = 5 (4.10)
Z e_ﬁEﬁ(k)
k=1

Die Auswahl einer Losung n erfolgt dann, wenn fiir diese Losung und eine Zufallszahl
& gilt:

olm—mn)>¢ (4.11)

Ist diese Bedingung nicht erfiillt, fillt die Wahl auf die zweite Losung.

Akzeptanzkriterium der gewahlten L6sung

Bei der Entscheidung iiber die Akzeptanz sind neben der Anderung der Gesamtenergie
in einem MC-Ubergang zwei weitere Gréflen zu beriicksichtigen. Erstens wurde bei je-
dem Kettenschluf eine der beiden moglichen analytischen Losungen ausgewihlt, so daf3
auch die Auswahlwahrscheinlichkeit in die Entscheidung iiber die Akzeptanz mit einge-
hen muB [149, 150]. Und zweitens erfordert die MC-Simulation im Raum generalisierter
Variablen die Beriicksichtigung von Jacobi-Faktoren, die, wie in Kap. 3.2.5 erlautert,
die Erhaltung von Volumenelementen bei der Transformation von kartesischen Koor-
dinaten in diese generalisierten Variablen gewéhrleisten [149, 150, 151].

Auflerdem wird der Jacobi-Faktor der ausgewihlten Losung n berechnet. Dabei werden
die Jacobi-Faktoren lokal fiir jeden Kettenschlufl und fiir jedes Nukleotid bestimmt.
Die Jacobi-Faktoren des Kettenschlusses am bewegten Nukleotid vor und nach dem
MC-Ubergang werden wie die Auswahlwahrscheinlichkeiten in die Berechnung der Ak-
zeptanzwahrscheinlichkeit P mit einbezogen [149, 150]:

(4.12)

P(m — n) — min {1 ’ U(n — m) J(n) e—BE(n) }

o(m — n) J(m) e PEm)
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Nach diesem Akzeptanzkriterium wird ein MC-Ubergang immer dann akzeptiert, wenn
das Verhiltnis der Boltzmann-gewichteten Energien E vor und nach dem MC-Uber-
gang unter Einbeziehung der Jacobi-Faktoren J beider Zustéinde und der Auswahlwahr-
scheinlichkeiten ¢ in 4.12 > 1 ist. Ist das nicht erfiillt, entscheidet, wie in Kap. 3.2.3
erldutert, ein Zufallskriterium iiber die Akzeptanz.

Vorteile des analytischen Kettenschlusses

MC-Simulationen benétigen bei Anwendung des analytischen Kettenschlusses drei
zusétzliche MC-Variablen gegeniiber der Anwendung des in 4.1.2 vorgestellten iterati-
ven Kettenschlusses. Die Erh6hung der Zahl der MC-Variablen von 9 auf 12 erméglicht
aber einen weniger komplizierten Kettenschluf3. Beim analytischen Kettenschlufl erfor-
dert die Berechnung der Jacobi-Faktoren im Vergleich zum iterativen Kettenschlufl
nahezu keine zuséatzliche Rechenzeit, da die dazu erforderlichen Gréflen bereits fiir
den Kettenschlufl berechnet worden sind. Der iterative Kettenschluf3 erfordert fiir jede
Losung den Test, ob die notwendige Bedingung der Mikroreversibilitét erfiillt ist. Die-
ser Test eriibrigt sich bei einer analytischen Losung der Kettenschluibedingung.

Der analytische Kettenschlufi ermdoglicht die Einbeziehung aller moglichen Losungen,
also der jeweils zwei alternativen Losungen je Kettenschlufl, in die Auswahlkrite-
rien des Metropolis-Algorithmus, wodurch die Effektivitdt des MC-Samplings gestei-
gert wird. Diese Variante des Kettenschlusses ermoglicht aufgrund der Beriicksichti-
gung der zwei auf der Potentialhyperfliche weit auseinander liegenden Losungen MC-
Uberginge zwischen Zustinden unabhingig von dazwischen liegenden Energiebarrieren.
Eine Uberwindung dieser Energiebarrieren zwischen zwei Zusténden ist beim iterativen
Kettenschlufl hingegen von dieser Barriere abhéingig und erfordert im Vergleich zum
analytischen KettenschluB eine grofie Zahl von MC-Ubergingen. Aus diesem Grund
ermoglicht das effektivere MC-Sampling bei Anwendung des analytischen Kettenschlus-
ses eine Equilibrierung der MC-Simulation in einer deutlich geringeren Zahl von MC-
Makrozyklen.

Der analytische Kettenschlu3 erhoht somit im Vergleich zum iterativen Kettenschlufl
zwar die Zahl der MC-Variablen von 9 auf 12, benétigt aber weniger Rechenaufwand
und erhoht die Effektivitit des MC-Samplings, worin der wesentliche Vorteil besteht,
denn die notwendige Equilibrierung der MC-Simulationen wird dadurch schneller er-
reicht. Aus diesen Griinden findet in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Rechnungen das in Abb. 4.2 dargestellte und in Tab. 4.3 zusammengefafite molekulare
Modell des analytischen Kettenschlusses Anwendung.

4.1.4. Behandlung der Zuckerfaltung

Nachdem ein molekulares Modell fiir die Bewegung der Basen in kollektiven Variablen
und des Phosphodiester-Riickgrats in inneren Variablen einschliefllich eines Ketten-
schlusses formuliert worden ist, wird das molekulare Modell nun um die Beschreibung
der Flexibilitdt der Desoxyribose erweitert. Das molekulare Modell erméglicht dann die
Variation der gesamten Nukleinsdurestruktur.

Der gefaltete Zuckering kann bei konstanten Bindungsldngen entweder durch die 5 en-
dozyklischen Valenzwinkel w; oder die 5 endozyklischen Torsionswinkel 7; beschrieben
werden. Die exozyklischen Valenzwinkel der Furanose werden wie beim Nukleins&ure-
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Riickgrat nicht variiert. Die Forderung kon-
stanter Bindungsldngen enthélt die Forderung
des Ringschlusses. Unter dieser Nebenbedin-
gung ist die Konformation des Zuckers frei va-
rilerbar. Durch diese Zwangsbedingung wird
die Zahl der 5 frei variierbaren endozyklischen
Winkel auf 4 reduziert. Diese Zahl ergibt sich
allgemein fiir die 2N — 6 inneren Freiheits-
grade eines N-Ringes, dessen konstante Bin-
dungsliangen N Zwangsbedingungen ergeben.
Somit kann der Faltungsmodus der Furanose
durch 4 Freiheitsgrade v; beschrieben werden,
wobei die Freiheitsgrade nach ZweckméBig-
keit, z. B. zwei Torsionswinkel 7; und zwei Va-
lenzwinkel w;, gewdhlt werden koénnen. Abb. 4.3.: Molekulares  Modell — des
Bei der Variation der Zuckerkonformation, al- Zuckerrings mit den beweg-
SO de.r. Umfaltung des Zuckerrings infolge eines ten Atomen in blaw und den
MC-Uberganges, werden das C1’-Atom als im MC-Variablen in rot

Raum fixiert betrachtet und alle anderen Ato-

me, wie in Abb. 4.3 ersichtlich, bewegt. Diese 6 frei beweglichen Atome fiithren bei einer
Beschreibung in kartesischen Koordinaten zu 3 x 6 = 18 Freiheitsgraden. Um diese 18
Freiheitsgrade durch 4 innere Freiheitsgrade v; in Gestalt endozyklischer Valenz-und
Torsionswinkel ersetzen zu konnen, sind somit 18 — 4 = 14 Zwangsbedingungen not-
wendig. Als Zwangsbedingungen eignen sich die 7 beteiligten Bindungsldngen. Diese
7 Zwangsbedingungen kénnen dann beispielsweise durch 3 auf die Orientierung der
01’-C1’-C2-Gruppe, 2 auf die Orientierung des C5’-Atoms und 2 auf die Orientierung
des O3’-Atoms wirkende Zwangsbedingungen ergédnzt werden. Die Orientierung der
O1’-C1’-C2’-Gruppe relativ zur C1’-N-Bindung ist wie die Orientierung der C4’-C5’-
und C3’-03’-Bindungen relativ zum Zuckerring nicht frei variierbar. Die 7 Zwangsbe-
dingungen fiir die Bindungslingen und 7 Zwangsbedingungen fiir die Orientierungs-
Freiheitsgrade ergeben die geforderten 14 Zwangsbedingungen c;. Das in Kap. 3.2.5
eingefiihrte Volumenelement 3.75 kann fiir die Transformation der 18 kartesischen Ko-
ordinaten in die 4 endozyklischen Valenz- bzw. Torsionswinkel v; formuliert werden:

Base

14

6 4
i=1 i=1 j=1

Die Bedingung des Ringschlusses ist in den auf alle am Ring beteiligten Bindungslédngen
wirkenden Zwangsbedingungen enthalten.

Reduktion der Freiheitsgrade durch Einfiihrung von Phase und Amplitude

Im weiteren erfolgt eine Auswahl zweier Valenzwinkel w; und zweier Torsionswinkel 7;,
um diesen Satz von 4 Freiheitsgraden durch die in Kap. 2.2.3 eingefiihrten Variablen
Phase P und Amplitude A [6, 19] unter Benutzung empirisch gewonnener Transfor-
mationsgleichungen zu ersetzen [152]. Grundlage der empirischen Transformationsglei-
chungen sind die mit dem Kraftfeld FLEX 3.18 generierten Oberflichen w;(P, A) und
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7:(P, A), die jeweils in der Dimension der Phase P ein periodisches und in der Dimension
der Amplitude A ein quadratisches Verhalten zeigen [152]:

wi(P,A) : (14 A+ A?)(1 + cos P + sin P + cos 2P + sin 2P) (4.14)
(P, A) : (14 A+ A%)(1 + cos P + sin P) (4.15)

Diese funktionalen Zusammenhénge wurden interpoliert, wodurch die Koeffizienten al-
ler Terme der ausmultiplizierten Gleichungen bestimmt werden konnten [152]. Hier-
bei werden die 5 Freiheitsgrade wi,ws,ws, 71 und 7 betrachtet, weil in den Transfor-
mationsgleichungen zusétzlich eine Zwangsbedingung, ndmlich die des Ringschlusses,
approximativ enthalten ist. Diese 5 empirischen Gleichungen ermdoglichen die approxi-
mative Transformation (P, A) — (w1,wa,ws, 71, 72) und damit die Konstruktion der 5
Freiheitsgrade aus den zwei Freiheitsgraden Phase P und Amplitude A der reduzier-
ten Beschreibung. Somit konnen die 4 in 4.13 eingefiihrten Freiheitsgrade v; und die
Zwangsbedingung des Ringschlusses durch die zwei neuen Freiheitsgrade Phase P und
Amplitude A unter der Bedingung der Erfiillung der an die funktionalen Formen 4.14
und 4.15 interpolierten Gleichungen ersetzt werden:

6 16
dQ = [ dw;sdy; dz = J(P,A)dP dA [] dc; (4.16)
i=1 j=1

Da die 18 kartesischen Freiheitsgrade nun durch die lediglich 2 Freiheitsgrade (P, A)
ersetzt werden, sind nunmehr 18 —2 = 16 Zwangsbedingungen notwendig. Die 5 empiri-
schen Gleichungen stellen dabei bereits 5 Zwangsbedingungen dar, die durch 11 weitere
Zwangsbedingungen ergéinzt werden miissen. Da mit den aus der Interpolation der
funktionalen Zusammenhinge 4.14 und 4.15 hervorgehenden 5 empirischen Gleichun-
gen ein approximativer Ringschluf}, und zwar der C4’-O1’-Bindung bereits gefordert
wird, sind nur 6 der 7 beteiligten Bindungsldngen als Zwangsbedingungen geeignet. Als
die verbleibenden 5 Zwangsbedingungen werden jeweils zwei auf die Orientierungen des
03’- und des C5’-Atoms relativ zum Zuckerring und eine auf die Orientierung der O1’-
C1’-C2’-Gruppe wirkende Zwangsbedingungen gewé#hlt. Die 16 Zwangsbedingungen c;
setzen sich somit zusammen aus den 5 empirischen Gleichungen, 6 auf Bindungsldngen
bj und 5 auf Orientierungsfreiheitsgrade 1J; wirkende Zwangsbedingungen.

Jacobi-Faktoren bei der Zuckerumfaltung

Die Jacobi-Faktoren 3.77 der Transformation 4.16 werden damit zu Determinanten von
18 x 18-Matrizen:

a(PaAawla <y W3, 71, T2, bla ) b6a191a -"7195)

JH(P,A) =
( ’ ) 8(1‘1,...,.Z'G,yl,...,y6,21,...,Z6)

(4.17)

Im Gegensatz zu den leicht zu berechnenden Jacobi-Faktoren beim analytischen Ket-
tenschluf, sind die Jacobi-Faktoren bei der Umfaltung der Furanose Determinanten von
18 x 18-Matrizen. Somit ist die Berechnung der Jacobi-Faktoren bei der Zuckerumfal-
tung sehr rechenaufwendig, weshalb die Jacobi-Faktoren als Funktion J(P, A) der Pha-
se P und der Amplitude A bei der Initialisierung des Algorithmus als 2-dimensionales
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Abb. 4.4.: 8D-Darstellung (links) und Contour-Plot (rechts) der Jacobi-Faktoren der
Zuckerfaltung als Funktion von Phase und Amplitude

Feld berechnet werden, so dafl der dann jeweils bendtigte Wert diesem in Abb. 4.4
dargestellten Feld entnommen werden kann.

Die graphische Darstellung 4.4 der Jacobi-Faktoren J(P, A) als Funtion von Phase P
und Amplitude A verdeutlicht den Einflufl der Jacobi-Faktoren J(m) vor und J(n)
nach einem MC-Ubergang auf das Akzeptanzkriterium des Metropolis-Algorithmus
149, 150]:

(4.18)

P(m—>n) —mln{l, W

Der Wert der Jacobi-Faktoren steigt mit zunehmender Amplitude, wobei die Jacobi-
Faktoren in der Ndhe der Amplitude A = 0° gegen Null streben. Dieses Verhalten
korrespondiert mit einem planaren Zuckerring im Grenzfall A = 0°, so dafl die Phase
keinen Einflufl auf die Konformation hétte. Damit wiirden die Ableitungen der Pha-
se nach den kartesischen Koordinaten des Zuckers — oo streben. Die Jacobi-Faktoren
tragen somit zusétzlich zum energetischen Kriterium zur Verhinderung kleiner Ampli-
tuden und zugleich planarer Zuckerkonformationen bei.

AuBlerdem besitzt die Funktion J(P, A) zwei ausgepriigte Bergriicken fiir A > 40° je-
weils bei Phasen P ~ 170°+30° und P ~ 350°+50°. Die Akzeptanz eines MC-Uber-
gangs m — n wird durch einen gréfler werdenden Jacobi-Faktor, also J(n) > J(m),
begiinstigt. Somit wirken die Jacobi-Faktoren im Auswahlkriterium 4.18 des MC-
Algorithmus zusétzlich zu den Energien durch die Ablehnung kleiner Amplituden und
die Begiinstigung der Faltungsmodi C2’-endo und C2’-exo/C3’-endo.

Der einzige beim Kettenschlufl des Nukleinsdure-Riickgrats invariante Torsionswinkel &
wird infolge der Variation des Zuckerfaltungsmodus nun ebenfalls variiert. Die 7 Was-
serstoffatome an den C1’-, C2’-, C3’-, C4’- und C5-Atomen werden schliefflich wie
beim Nukleinsédure-Riickgrat die Phosphatsauerstoffe und Wasserstoffe am C5-Atom
nach einer erfolgten Umfaltung des Zuckerrings unter Erhaltung der exozyklischen Va-
lenzwinkel in den Mittelsenkrechtenebenen an dem jeweiligen Atom positioniert.
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4.1.5. Explizite Gegenionen

Die polyanionischen Eigenschaften von Nukleinsiuren und der daraus resultierende
Einflul von Ionen auf Nukleinsdurekonformationen ist in Kap. 2.4.1 diskutiert worden.
Manning beschrieb die Kondensation kationischer Gegenionen an der Oberfliche der
DNA, um deren polyanionische Ladung partiell zu kompensieren [47]. Jayaram et al.
konnten in MC-Simulationen die von Manning apostrophierte Kondensation der Ge-
genionen an der DNA-Oberflidche qualitativ bestéitigen, wobei die DNA-Struktur fixiert
und die Ionen frei beweglich waren [48, 49].

Das molekulare Modell wird um explizite Gegenionen erweitert, um dem signifikanten
Einflu der Gegenionen auf Nukleinsdurestrukturen Rechnung zu tragen. Als expli-
zite Gegenionen werden einfach positiv geladene Natrium-Ionen dem System hinzu-
gefiigt. Die Zahl der verwendeten expliziten Gegenionen entspricht dabei der Zahl der
Phosphatgruppen der Nukleinsdurestruktur, so dafl das gesamte System Nukleinsédure-
Gegenionen elektrisch neutral wird. Diese Elektroneutralitdt des zu modellierenden Sy-
stems kann als Vorteil des molekularen Modells gegeniiber den bei Energieminimierun-
gen angewandten molekularen Modellen bewertet werden. Auflerdem geht die Poisson-
Boltzmann-Gleichung bei expliziter Behandlung der Ionen in die Poisson-Gleichung
iiber, wodurch Néherungen wie die Linearisierung der PB-Gleichung durch eine exakte
Beschreibung ersetzt werden.

Die in das molekulare Modell der MC-Simulationen eingefiihrten expliziten Gegenionen
sind im 3-dimensionalen Raum frei beweglich. Die Bewegung der Ionen wird durch drei
Translationen ¢; in die drei zueinander orthogonalen Raumrichtungen beschrieben. Der
Betrag dieser Translationen ¢; wird durch Zufallszahlen bestimmt. Die den Bewegun-
gen der Ionen zuzuordnenden MC-Ubergiinge werden mit dem Metropolis-Algorithmus
bewertet [143]. Uber die Akzeptanz wird wie bei den MC-Ubergiéngen infolge von Kon-
formationséinderungen der Nukleinsduren entschieden, wobei aufgrund der Bewegung
der Tonen in kartesischen Koordinaten im Vergleich zu 4.18 keine Jacobi-Faktoren zu
beriicksichtigen sind:

. e~ BE(n)
P(mﬂn):mln{l, e—ﬁm} (4.19)
Um auszuschlieffen, daf} sich Ionen sehr weit von der DNA entfernen, wird um die
DNA ein Zylinder gelegt, dessen Achse mit der linear approximierten helikalen Achse
der DNA iibereinstimmt. Die Tonen werden bei MC-Ubergiingen, die sie aus dem In-
neren dieses Zylinders hinausbewegen wiirden, an der Mantelfliche des Zylinders bzw.
seiner Grund- oder Deckfléche in das Innere des Zylinders reflektiert. Der Radius dieses
Zylinders wird mit R = 100 A so gewihlt, daB die DNA-Konzentration unter 1 mM
liegt. Dieser bei allen MC-Simulationen im Rahmen dieser Arbeit angewandte Zylin-
derradius ist im Vergleich zu einem Radius R =~ 10 A einer DNA in B-Form hinreichend
grof}. Die Einschrinkung der Beweglichkeit der Ionen auf das Innere dieses Zylinders
ist gerechtfertigt, weil die Wechselwirkung eines Ions am Rande des Zylinders mit der
DNA bereits vernachléssigt werden kann. Bei der Modellierung nicht zylindrischer Nu-
kleinsdurekonformationen bzw. Komplexe mit Liganden oder Proteinen kann wahlweise
eine Kugelsphire gewéhlt werden, an deren Oberfliche die Ionen ins Innere reflektiert
werden. Der Mittelpunkt dieser Kugelsphére befindet sich im Schwerpunkt des mole-
kularen Systems und bewegt sich mit diesem mit.
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Die Einfiihrung expliziter Gegenionen fiihrt zur Elektroneutralitdt des Gesamtsystems,
erhoht aber die Zahl der MC-Variablen um 3 Translationsfreiheitsgrade ¢; pro expli-
zitem Gegenion, wobei die Zahl der Gegenionen der Zahl der Phosphatgruppen der
Nukleinsdure entspricht. Werden DNA-Fragmente untersucht, besitzen die Nukleotide
an den 3’-Enden keine Phosphatgruppen, so dafl die Zahl der Gegenionen dann der
Zahl der beteiligten Nukleotide abziiglich der Nukleotide an den 3’-Enden entspricht.
Bildet die polyanionische Nukleinsdure einen Komplex mit einem kationischen Ligan-
den, kompensiert dieser bereits einen Teil der polyanionischen Ladung, weshalb dann
wiederum die Zahl der Gegenionen um die Zahl der ganzen kationischen Ladungen des
Liganden reduziert werden sollte. Zusétzlich zu den Gegenionen kénnen weitere posi-
tiv wie negativ geladene Ionen dem System beigefiigt werden, um Salzeffekte auf die
Konformation der Nukleinsduren zu untersuchen.

4.1.6. Molekulares Modell fiir die Ligandenbindung

Der Einfiihrung eines molekularen Modells fiir die Bindung eines Liganden an die DNA
wird die in Kap. 2.5.1 diskutierte Bindung des heterozyklischen Farbstoffes Methylen-
blau an die DNA zugrunde gelegt, die natiirlich auf weitere DNA-bindende Liganden
ausgedehnt werden kann. Aus der chemischen Struktur des Methylenblau lassen sich
die in der MC-Simulation zu beriicksichtigenden Freiheitsgrade des Liganden ableiten.
Aus Abb. 4.5 wird das ausgedehnte m-Elektronensystem des Farbstoffs ersichtlich, das
ihm einerseits seine in Kap. 2.6 diskutierten, medzinisch relevanten optischen Eigen-
schaften verleiht, andererseits seine innere Freiheit stark einschrankt, denn das m-
Elektronensystem kann wie bei den Nukleinsdurebasen in guter Ndherung als starrer
Korper behandelt werden. Dieser starre Korper wird in der MC-Simulation wie die Ba-
sen mittels 6 Freiheitsgraden, namlich 3 Translationen T und 3 Rotationen RF, relativ
zur DNA bewegt. Um diese Bewegungen ausfiihren zu kénnen, muf ein kérperfestes lo-
kales Koordinatensystem des Liganden definiert werden. Die Berechnung dieses korper-
festen Koordinatensystems des Liganden erfolgt parallel zu den Berechnungen der in
Kap. 2.2.1 eingefiihrten korperfesten Koordinatensysteme (j;, I%, l_;) der Basen im Ini-
tialisierungsschritt des MC-Programms. In Abb. 4.5 sind die x- und die y-Achse dieses
Koordinatensystems darge-

stellt. Die z-Achse zeigt als H

Senkrechte zu diesen beiden

Achsen mit ihrem Urprung

im Zentrum des Schwefel-

Atoms aus der Ebene heraus. CK
Dieses  korperfeste Koordi-
natensystem findet sowohl

fiir die Festlegung der MC- /
Bewegungen des Liganden als Ch,
auch fiir die Berechnung der

Lage und Orientierung des Abb. 4.5.: Chemische Struktur des DNA-bindenden
Liganden relativ zur helikalen Liganden Methylenblau und Definition des

Achse bzw. zu benachbarten korperfesten Koordinatensystems
Basen Verwendung [53].

Zusétzlich zu diesen 6 Freiheitsgraden weist Methylenblau 4 innere Rotationsfrei-
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heitsgrade i; auf, die die freie Rotation der Methylgruppen um die C-N-Bindungen
ermoglichen. Diese 4 Rotationsfreiheitsgrade 1; werden wie die Rotation ¢ der Methyl-
gruppe am Thymin als freie MC-Variablen behandelt. Das molekulare Modell fiihrt
somit zu 10 Freiheitsgraden des Liganden Methylenblau, wobei diese 10 MC-Variablen
sich aus 6 dufleren und 4 inneren Freiheitsgraden des Liganden zusammensetzen.

Das molekulare Modell muf} allerdings auch die totale Ladung des Liganden berticksich-
tigen, um auch fiir den Liganden-DNA-Komplex Elektroneutralitit des Gesamtsystems
DNA-Gegenionen-Ligand zu gewéhrleisten. Da das Methylenblau eine totale kationi-
sche Ladung g = +e tragt, wird die Zahl der Gegenionen um ein Ion reduziert, womit
die Elektroneutralitéit wieder hergestellt ist.

Dieses hier fiir Methylenblau entwickelte molekulare Modell 148t sich leicht auf andere
nicht kovalent gebundene Liganden erweitern. Die 6 dufleren Freiheitsgrade erfordern
fiir die Bewegung des Liganden die Definition eines korperfesten Koordinatensystems.
Dartiiberhinaus sind die inneren Freiheitsgrade des Liganden zu analysieren und als
MC-Variablen zu definieren.

4.1.7. Gesamtdarstellung des molekularen Modells in Relation zu
vergleichbaren Modellen

Das fiir MC-Simulationen von Nukleinsduren entwickelte molekulare Modell ist geo-
metrisch charakterisiert worden und wird in Form seiner als MC-Variablen zu verwen-
denden Freiheitsgrade in Tab. 4.4 zusammengefafit. Dieses molekulare Modell wird in
dem MC-Algorithmus durch die Kraftfelder FLEX 3.18 und AMBER 3.19 zur Energie-
berechnung komplettiert [103, 105, 106]. Die in dieser Arbeit prisentierten ersten Re-
sultate mit diesem MC-Algorithmus fiir Nukleinsduren wurden unter Anwendung des
Cornell et al. AMBER-Kraftfeldes [106] erzielt, dessen analytische Form in Kap. 3.1.2
mit Gleichung 3.19 angegeben und diskutiert worden ist.

Das molekulare Modell zeichnet sich durch die Verwendung der in Tab. 4.4 zusam-

MC-Variablen je Nukleotid, explizitem Gegenion bzw. des Liganden Methylenblau
37T, 3 R; Translationen und Rotationen des Nukleotids

P, A Phase und Amplitude des Zuckers

X Glykosidwinkel O1’-C1’-N-C6/C8

g,y Torsionswinkel C4’-C3’-03’-P und 0O3’-C5’-C4’-C3’

w1 Valenzwinkel C3’-O3’-P

10} Torsionswinkel der frei drehbaren Methylgruppe am Thymin

3t Translationen der expliziten Gegenionen

3 TF, 3 RL | Translationen und Rotationen des Liganden

4 Torsionswinkel der frei drehbaren Methylgruppen des Liganden

Tabelle 4.4.: Aufstellung aller MC-Variablen des verwendeten molekularen Modells

mengefafiten MC-Variablen in Verbindung mit einem analytischen Kettenschlufl und
durch die Beriicksichtigung der Jacobi-Faktoren sowohl beim Kettenschluf3 als auch
bei der Variation der Zuckerfaltung aus. Zudem wird die polyanionische Ladung der
Nukleinsduren durch frei bewegliche explizite Gegenionen kompensiert. Damit befindet
sich dieses molekulare Modell in Relation zu einigen anderen vergleichbaren molekula-
ren Modellen:
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Lokale Konformationsdnderungen kettenférmiger Molekiile

Go und Scheraga fiihrten erstmals einen Algorithmus fiir Konformationsdnderungen
ketten- und ringformiger Molekiile im Raum der endozyklischen Torsionswinkel als in-
nere Variable ein, der die Invarianz der beteiligten Bindungsléingen und Valenzwinkel
voraussetzt [153]. Durch die Einfithrung dieser inneren Variablen konnten die Zahl der
Freiheitsgrade molekularer Systeme und damit Rechenzeiten bei Simulationen im Ver-
gleich zur Beschreibung in kartesischen Koordinaten deutlich reduziert werden. Go und
Scheraga ergénzten die Beschreibung in Torsionswinkeln durch einen Algorithmus zur
Berechnung eines einen Ringschlufl gewéhrleistenden Satzes endozyklischer Torsions-
winkel [153]. Auflerdem begrenzten Go und Scheraga die Konformationsénderungen
langer kettenformiger Molekiile auf lokale Konformationsinderungen durch die Aus-
wahl eines Satzes benachbarter, sich simultan d&ndernder Torsionswinkel [153].

Auch das in Tab. 4.4 zusammengefafite molekulare Modell definiert lokale Konforma-
tionsdnderungen des Nukleinsdure-Riickgrats durch Verwendung innerer Variablen bei
invarianten Bindungsldngen und exozyklischen Valenzwinkeln.

Konformationdnderungen von Nukleinsduren unter Zwangsbedingungen im Raum
innerer Variablen

Sklenar et al. entwickelten einen Algorithmus, der die Variation der Konformation
von Nukleinsduren im Raum innerer Variablen unter Beriicksichtigung von Zwangs-
bedingungen ermdoglicht [102]. Dieser Algorithmus berechnet einen Satz endozykli-
scher Torsions- und Valenzwinkel des Desoxyribose-Phosphodiester-Riickgrats unter der
Zwangsbedingung, daf die Lage und Orientierung der Basen fixiert sind. Die Zwangsbe-
dingungen werden in differentieller Form als Funktionen des gewéhlten Satzes innerer
Variablen formuliert, so daf3 diese Differentialgleichungen durch sukzessive infinitesi-
male Rotationen (SIR) der als Variablen definierten Torsions- und Valenzwinkel erfiillt
werden [102]. Dabei sind alle Bindungsldngen und Valenzwinkel mit Ausnahme der en-
dozyklischen Valenzwinkel des Zuckerrings invariant. Sklenar et al. formulierten eine
Ringschlulbedingung des flexiblen Furanoseringes, dessen Konformation einschlie3lich
des Ringschlusses durch 5 innere Variablen beschrieben werden kann [102].

Das in Tab. 4.4 dargestellte molekulare Modell benutzt ebenfalls innere Variablen. Ein
wesentlicher Unterschied besteht aber darin, dal im SIR-Algorithmus nur Torsionswin-
kel, in dem in dieser Arbeit formulierten MC-Algorithmus aber auch die endozyklischen
Valenzwinkel variiert werden. Der Kettenschlufl erfolgt im SIR-Algorithmus numerisch,
in dem hier vorgeschlagenen MC-Algorithmus analytisch, weshalb einige Torsions- und
Valenzwinkel als MC-Variablen behandelt werden, wohingegen andere als abhingige
Variablen durch den Kettenschlufl variiert werden. Auflerdem wird der Zucker durch
Phase und Amplitude und nicht durch Torsions- oder Valenzwinkel beschrieben.

Energieminimierung von Nukleinsduren im Raum helikaler und innerer Variablen

Lavery et al. kombinierten in dem fiir Nukleinséduren entwickelten Energieminimierungs-
Algorithmus JUMNA [104] die Beschreibung des Desoxyribose-Phosphodiester-Riick-
grats in inneren Variablen in Analogie zum SIR-Algorithmus [102] mit einer Beschrei-
bung der Lage und Orientierung der Basen als starre Korper in einem helikalen Ach-
sensystem durch drei Translationen und drei Rotationen.
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Die in dem molekularen Modell 4.4 fiir den MC-Algorithmus vorgeschlagenen kollek-
tiven Variablen T; und R; beschreiben wie die in JUMNA verwendeten helikalen Va-
riablen die Lage und Orientierung der Basen im Raum, sind jedoch nicht mit helikalen
Variablen gleichzusetzen, da sie sich nicht auf ein helikales Achsensystem, sondern nur
auf die lokalen korperfesten Achsensysteme der Basen beziehen.

Monte-Carlo-Simulationen von DNA im Raum innerer Variablen

Gabb et al. benutzten einen Satz innerer Variablen, der sich aus den endozyklischen
Torsionswinkeln des Nukleinsdure-Riickgrats, den Glykosidwinkeln sowie der Phase
und der Amplitude des Zuckers zusammensetzt und durch Translationen und Rota-
tionen der beiden DNA-Stréinge relativ zueinander ergédnzt wird, als Variablen bei MC-
Simulationen von Nukleinsdurestrukturen [154]. Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit
vorgeschlagenen MC-Algorithmus erwies sich das MC-Sampling in diesen Variablen als
sehr ineffektiv, da eine Vielzahl von MC—Ubergangen zu sterischen Kollisionen fiihrte,
die sich dadurch erkldren lassen, dafi von Gabb et al. definierte MC-Variablen globale
Konformationséinderungen generieren [154]. Sowohl die endozyklischen Torsionswinkel
als auch erst recht die Translationen und Rotationen eines kompletten DNA-Stranges
relativ zu dem zweiten DNA-Strang in einer Doppelhelix vermeiden nur bei sehr ge-
ringen Bewegungen sterische Kollisionen in einem MC-Ubergang. Das ineffektive MC-
Sampling verhindert eine Equilibrierung des Systems in der MC-Simulation.

Aus diesen Griinden basiert der in dieser Arbeit vorgeschlagene MC-Algorithmus auf
lokalen Bewegungen auf der Ebene von Nukleotiden, die im Gegensatz zu dem MC-
Algorithmus von Gabb et al. zwar Kettenschliisse notwendig machen, dafiir aber mit
grofleren lokalen Bewegungen ein effektives MC-Sampling und eine Equilibrierung
ermoglichen. Gabb et al. behandeln die Zuckerkonformation wie in dem in Tab. 4.4
dargestellten molekularen Modell auch durch Phase und Amplitude [152, 154], bertick-
sichtigen aber im gesamten Algorithmus keine Jacobi-Faktoren.

Jacobi-Faktoren bei MC-Simulationen von Polymeren im Raum innerer Variablen

Dodd et al. entwickelten einen MC-Algorithmus fiir langkettige Polymere, bei dem ein
zufallig ausgewéhlter endozyklischer Torsionswinkel in einem MC-Ubergang variiert
wurde, der die Variation von benachbarten Torsionswinkel nach sich zog, um die Konfor-
mationsidnderung lokal zu beschréanken [149]. Bei diesen Konformationséanderungen blei-
ben Bindungsléngen und Valenzwinkel invariant. Dodd et al. fithrten Jacobi-Faktoren
ein, die den Einflufl der Zwangsbedingungen auf das MC-Sampling beriicksichtigen
[149]. Die als konzertierte Rotation (CONROT) bezeichnete Konformationsédnderung
von Polymeren im Raum endozyklischer Torsionswinkel wurde von Pant und Theo-
dorou als die Bewegung zweier, ein Trimer einschlieender Atome durch die Varia-
tion endozyklischer Torsionswinkel definiert, in dessen Folge das Trimer rekonstruiert
werden mufite, um die Polymerkette wieder zu schliefen [150]. AuBlerdem wurden MC-
Ubergiinge definiert, die neue Kettenschliisse generieren, wobei bei der Existenz mehre-
rer Losungen eines Kettenschlusses Auswahlwahrscheinlichkeiten berticksichtigt werden
[150]. Fiir diese beiden alternativen Varianten eines MC-Algorithmus fiir Polymere im
Raum innerer Variablen wurden Jacobi-Faktoren eingefiihrt [150, 151]. Mavrantzas et
al. zeigten, daf} bei Einbeziehung der Jacobi-Faktoren in den MC-Algorithmus, auch fiir
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grofle Kettenldngen gerade im Gegensatz zu MD-Simulationen eine sehr gute Equili-
brierung struktureller und thermodynamischer Eigenschaften erzielt werden kann [151].
In Analogie zu der Einfithrung von Jacobi-Faktoren fiir Polymere werden in dem in die-
ser Arbeit benutzten MC-Algorithmus Jacobi-Faktoren definiert, die sowohl die Trans-
formation des molekularen Systems von kartesischen Koordinaten in innere Variablen
als auch den Einflufl der Zwangsbedingungen auf das MC-Sampling beriicksichtigen.

Lokale Konformationsidnderungen bei MC-Simulationen von Proteinen im Raum
innerer Variablen (”window moves”)

Knapp und Irgens-Defregger entwickelten einen MC-Algorithmus fiir Proteine, der ein
effektives MC-Sampling durch lokale Konformationsdnderungen (”window moves”) des
Protein-Riickgrats im Raum endozyklischer Torsionswinkel erméglicht [155, 156]. Da-
bei sind die Bindungslingen und Valenzwinkel Invarianten, und die aufgrund ihrer
m-Elektronensysteme anndhernd planaren Peptidgruppen werden als starre monome-
re Einheiten behandelt. Die Freiheitsgrade des Polypeptidstranges sind damit auf die
Rotationen um die C,-C- und die C,-N-Bindung beschrinkt [156]. Lokale Konforma-
tionsénderungen betreffen drei aufeinander folgende monomere Einheiten, wodurch ein
“window” definiert wird, dessen benachbarte monomere Einheiten nicht bewegt werden
[156]. Dieses molekulare Modell erlaubt damit die Variation von 8 endozyklischen Tor-
sionswinkeln in einem MC-Ubergang, wobei nach dem molekularen Modell von Go und
Scheraga 6 Zwangsbedingungen erfiillt werden miissen. Knapp und Irgens-Defregger
reduzierten diese Zahl auf 4 Zwangsbedingungen durch einen Kettenbruch erzeugen-
de Variationen der Torsionswinkel und Einfithrung einer Kettenschlufibedingung [156].
Hoffmann und Knapp erweiterten diesen MC-Algorithmus fiir Proteine durch die De-
finition von Jacobi-Faktoren, die den Einfluf} der Zwangsbedigungen des molekularen
Modells auf das MC-Sampling berticksichtigen [157]. Dieser MC-Algorithmus im Raum
innerer Variablen zeigte bei Verwendung des Kraftfeldles CHARMM [107] und konse-
quenter Einbeziehung der Jacobi-Faktoren ein effektives MC-Sampling und erwies sich
aufgrund der Fihigkeit, MC-Uberginge zwischen Zustéinden im Konfigurationsraum
unabhingig von dazwischen liegenden Energiebarrieren realisieren zu koénnen, als ge-
eignete Alternative zu MD-Simulationen von Proteinen [158, 159, 160].

Ein Unterschied gegeniiber dem in dieser Arbeit dargestellten MC-Algorithmus besteht
darin, dafl die molekularen Modelle den zu untersuchenden Systemen, also Proteinen
bzw. Nukleinséuren, angepafit sind. Gemeinsamkeiten beider Algorithmen sind die Ver-
wendung innerer Variablen als MC-Variablen, lokale Konformationsinderungen und
die Beriicksichtigung von Jacobi-Faktoren beim MC-Sampling. Unterschiede bestehen
in den Kraftfeldern, der Verwendung kollektiver Variablen zur Beschreibung der La-
ge und Orientierung der Basen als monomere Einheiten und die Einfiihrung expliziter
Gegenionen zur Kompensation der polyanionischen Ladung der Nukleinsduren.

MC-Simulationen des Arrangements expliziter Gegenionen an der DNA

Jayaram et al. untersuchten das Arrangement expliziter Gegenionen in der Umgebung
einer B-DNA in MC-Simulationen frei im Raum beweglicher expliziter Gegenionen
[48]. Die von Manning vorhergesagte Kondensation von Gegenionen an der Oberfléche
der DNA [47] konnten Jayaram et al. dabei qualitativ erstmals unter Beriicksichtigung
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der atomaren DNA-Struktur bestiitigen [48, 49]. Dieses Resultat konnte unabhéngig
von der Wahl der in Kap. 3.1.3 diskutierten Modelle zur Beschreibung des Losungs-
mittels durch eine abstandsabhéngige Dielektrizitdtsfunktion [110] oder durch die
FDPB-Methode [115] erzielt werden.

Die durch Jayaram et al. etablierte Einfiihrung expliziter Gegenionen in MC-
Simulationen [48] ist in Kombination mit einer impliziten Beschreibung des Losungs-
mittels durch eine sigmoidale abstandsabhéngige Dielektrizitdtsfunktion 3.20 Bestand-
teil des in Tab. 4.4 dargestellten molekularen Modells. Der wesentliche Unterschied
besteht darin, dal in dem in dieser Arbeit verwendeten MC-Algorithmus neben den
freien Bewegungen der expliziten Gegenionen die Nukleinsdurestruktur nicht fixiert
ist, sondern Konformationsinderungen der Nukleinsduren der wesentliche Bestandteil
des MC-Samplings sind.

Zusammenfassend [48t sich einschétzen, dafl das im Rahmen dieser Arbeit be-
nutzte molekulare Modell in bestimmten Aspekten Beziehungen zu den anderen
Modellen aufweist, es jedoch die Grundlage des ersten fiir Nukleinsduren entwickel-
ten MC-Algorithmus ist, der mit lokalen Bewegungen iiberhaupt ein effektives
MC-Sampling erméglicht. Neben den in anderen molekularen Modellen variierten
Torsionswinkeln werden auch die endozyklischen Valenzwinkel variiert, wodurch sich
die Flexibilitdt der Strukturen und damit die Effektivitit des MC-Samplings erhoht.
Sowohl beim analytischen Kettenschlufl als auch bei der Zuckerfaltung beriicksichtigt
dieser MC-Algorithmus Jacobi-Faktoren. Auflerdem verbindet dieser MC-Algorithmus
erstmals ein MC-Sampling der Nukleinsdurestruktur mit der freien Bewegung expliziter
Gegenionen, wobei die implizite Beschreibung des Losungsmittels auch ein effektives
MC-Sampling der Bewegungen der expliziten Gegenionen gestattet. Schliellich inte-
griert das molekulare Modell des vorgeschlagenen MC-Algorithmus die DNA-Bindung
eines Liganden einschliellich der inneren Freiheitsgrade des Liganden.

4.2. Programmtechnische Implementierung

4.2.1. Initialisierung

Im Initialisierungsschritt des MC-Algorithmus werden alle notwendigen Parameter ver-
einbart, es wird die Startkonfiguration des zu untersuchenden molekularen Systems
eingelesen, und es werden energetische und strukturelle Startwerte der Ausgangskonfi-
guration berechnet. Die festzulegenden Parameter gliedern sich in drei Gruppen:

Die Parameter der ersten Gruppe konkretisieren das molekulare Modell: So kann zwi-
schen den Kraftfeldern FLEX 3.18 und AMBER 3.19 gewihlt werden. Die abstands-
abhéngige Dielektrizitétsfunktion 3.20 wird durch e (r — 0) =1 und € (r — o0) = 78
sowie durch einen Anstieg s = 0,356 im sigmoidalen Bereich nach Hingerty et al. [110]
charakterisiert. Die Erweiterung des molekularen Modells um explizite Gegenionen wird
durch die Festlegung der Ionenradien Rj., = 3 A und des Radius Rz, = 100 A ei-
nes in Kap. 4.1.5 eingefiihrten Zylinders ergénzt, an dessen Grenzfliichen die Ionen bei
MC-Ubergéngen, durch die sie ins AuBere gelangen wiirden, reflektiert werden.

Die Parameter der zweiten Gruppe sind fiir den Metropolis-Algorithmus relevant: Da-
zu gehoren die in Kap. 4.2.3 diskutierten Maximal-, Minimal- und Startwerte fiir die
Schrittweiten samtlicher méglicher MC-Ubergginge. Die das Boltzmann-Gewicht im Ak-
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zeptanzkriterium bestimmende Temperatur wird mit 3! = kgT = 0,6 kcal/mol auf
T =~ 300 K festgelegt. Ein Makrozyklus ist eine Abfolge von MC-Ubergiingen, in der
jede MC-Variable einmal variiert wird, wobei iiber die Akzeptanz jeweils nach dem
Metropolis-Algorithmus entschieden wird. Eine Gesamtzahl von n = 10% Makrozyklen
hat sich fiir MC-Simulationen molekularer Systeme in der Gréflenordnung, wie sie in
dieser Arbeit behandelt werden, als geeignet erwiesen.

Die Parameter der dritten Gruppe regeln technische Details des Simulationsprotokolls:
Neben einem Listing, das das Verfolgen der MC-Simulation moéglich macht, wird ei-
ne Trajektorie der Atomkoordinaten generiert, die der detaillierten Auswertung der
Simulation dient. Die Trajektorie wird jeweils nach An = 10 Makrozyklen durch die
momentanten Atomkoordinaten ergéinzt. Die Wahl des Parameters An = 10 hat sich
als Kompromif} zwischen der durch die Simulation erzeugten Datenmenge und der fiir
die Auswertung der Simulation erforderlichen Genauigkeit als geeignet erwiesen. Das
MC-Programm erméglicht einen Restart nach einem Abbruch der Simulation, wozu ei-
ne Datei, die alle fiir einen Restart notigen Informationen enthélt, stdndig aktualisiert
wird. Ein Restart kann durch Parameter initialisiert werden.

Teil der Initialisierung ist das Einlesen der Startkonfiguration des zu untersuchenden
molekularen Systems: Dazu werden fiir alle durch Namen und eine Nummerierung cha-
rakterisierten Atome i die kartesischen Koordinaten (z;,y;,2;), die fiir die Wahl der
Kraftfeld-Parameter relevanten Atomtypen und Atomklassen, die Ladungen ¢; sowie
eine Bindungsmatrix des molekularen Systems eingelesen. Im Initialisierungsschritt
werden die Startenergie und Startwerte der strukturellen Parameter berechnet. Um
helikale Parameter berechnen und Konformationinderungen in MC-Ubergéingen reali-
sieren zu konnen, ist zuvor die Berechnung der korperfesten Referenzsysteme (;, k, l)
der Basen und eines eventuellen Liganden notwendig. Die O5’-C5’-Bindungslédnge im
Nukleinsdure-Riickgrat der Startkonfiguration wird durch einen initialen Kettenschlufl
dem geforderten Wert angepafit. SchliefSlich werden die Jacobi-Faktoren der Startkon-
figuration berechnet.

4.2.2. Energieberechnung

Fiir die Energieberechnung wird in dieser Arbeit das Kraftfeld AMBER 3.19 als Stan-
dard definiert [106]. Das Kraftfeld AMBER enthélt, wie in Kap. 3.1.2 bereits erldutert,
die Terme E 4,4 und E7,;, die die Deformation der Valenz-und Torsionswinkel beschrei-
ben, einen Term E7 ;, der die van-der-Waals-Wechselwirkung durch ein Lennard-Jones-
Potential charakterisiert, und einen Term FE..., der die elektrostatische Wechselwir-
kung durch ein Coulomb-Potential beschreibt. Bei den paarweisen Wechselwirkungen
der Atome werden Wechselwirkungen direkter Nachbarn und n#chster Nachbarn ver-
nachléssigt. Van-der-Waals-Wechselwirkungen iibernéchster Nachbarn werden um den
Faktor f; = 2 und elektrostatische Wechselwirkung dieser Nachbarn um den Faktor
fo = 1,2 geddmpft [106]. Diese Charakteristik des Kraftfeldes AMBER erfordert im
Initialisierungsschritt die Erstellung eines Feldes, aus dem fiir alle Atome die direkten,
néichsten und {ibernéchsten Nachbarn hervorgehen.

Die einzelnen Energiebeitréige werden getrennt voneinander berechnet und ergeben in
der Summe die fiir das Akzeptanzkriterium des Metropolis-Algorithmus einzig relevante
totale Energie:
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By = EA'rLg + Eror + ELJ + Eelec (420)

Diese totale Energie ist beim Start der MC-Simulation eine potentielle Energie, wenn
die Startkonformation durch Energieminimierung erzeugt worden ist. Der Beginn einer
MC-Simulation fiihrt deshalb zunéchst zu einem Austausch zwischen potentieller und
kinetischer Energie, so daf} die totale Energie der Startkonfiguration sich in den ersten
Makrozyklen in Richtung positiverer Energiewerte bewegt, da nach dem Gleichvertei-
lungstheorem 3.33 jeder Freiheitsgrad des Systems im thermodynamischen Gleichge-
wicht eine mittlere kinetische Energie von kpT'/2 beitrigt.

Programmtechnisch ist die Energieberechnung so organisiert, daff nach einem MC-Uber-
gang nur diejenigen Beitriige zu den Energietermen neu berechnet werden, die Atome
oder kollektive Einheiten betreffen, die sich in dem MC-Ubergang auch bewegt haben.
Dadurch kann der Rechenaufwand bei der Energieberechnung ganz erheblich reduziert
werden, denn schliefflich erfordert die Bewegung weniger Atome auch nur die Berech-
nung der betroffenen Torsions-und Valenzwinkel sowie der paarweisen Wechselwirkun-
gen der bewegten Atome mit den anderen Atomen des molekularen Systems.

In den in Kap. 5 diskutierten MC-Simulationen freier DNA-Dekamere erfolgte eine ver-
mehrte Besetzung von Bjj-Zustidnden, die als Effekt der einfachen Beschreibung der
elektrostatischen Wechselwirkung betrachtet wird. Deshalb wird die Energiebarriere
der Torsionswinkel fiir jedes Nukleotid n modifiziert:

Etor(n) = Eror(n) + (e(n) — ¢(n) + 1,25)? (4.21)

Diese Modifikation des Kraftfeldes ist fiir Konformationen im Bj-Zustand wegen
€ — ( = —1,25 nahezu nicht wirksam. Wegen eines bei den in Kap. 7 diskutierten
MC-Simulationen von Interkalatorkomplexen vereinzelt auftretenden Kinks der Target-
DNA an der Interkalationstasche wird der Torsionswinkel 8 durch eine Modifikation des
Kraftfeldes auf eine trans-Konformation festgelegt:

Eror(n) = Eror(n) + (|6(n)| — m)° (4.22)

Befindet sich der Torsionswinkel § in der trans-Konformation ist auch diese Modifika-
tion nahezu nicht wirksam. Experimentelle Strukturdaten zeigen, dafl sowohl die Bj-
Konformation als auch die trans-Konformation des Torsionswinkels 3 in der B-Form
der DNA vorherrschend sind.

Die Equilibrierung einer MC-Simulation zeichnet sich durch einen konstanten Mittel-
wert der totalen Energie entlang der MC-Trajektorie aus:

(Bpor) = Z Eior (i (4.23)

Neben dem Mittelwert der totalen Energie hefert die Fluktuation o der totalen Energie
Erkenntnisse {iber die statistische Energieverteilung der représentativen Stichproben
des MC-Samplings:

o(Bior) = V(EZ) = (Buor)” (424)
Die Fluktuation ist dabei abhéngig von der Temperatur T =~ 300 K. Eine Aufheizung
des Systems wiirde zu einer Erhdhung der Energie-Fluktuation fiihren.
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4.2.3. Dynamische Schrittweitenanpassung

Die in Kap. 3.2.3 eingefiihrte Schrittweite ¢ eines MC-Ubergangs reguliert die Varia-
tion der jeweiligen MC-Variablen und der damit verbundenen Konformationsédnderung
hinsichtlich ihres Ausmafles. Eine groflere Schrittweite fithrt zu einer umfassenderen
Konformationsdnderung, die jedoch eher durch das Akzeptanzkriterium des Metropolis-
Algorithmus abgelehnt werden koénnte [143]. Daher muf} die Schrittweite so gewéhlt wer-
den, daf} sie einerseits ein effektives MC-Sampling im Konformationraum erméglicht,
andererseits aber noch die Akzeptanz von hinreichend vielen MC-Ubergéingen garan-
tiert. Die Anpassung der Schrittweite d an das Erreichen einer Akzeptanzrate von ca.
50% der MC-Ubergiinge hat sich als geeignet erwiesen [144].

Die Anpassung der Schrittweite erfolgt dynamisch wiahrend der MC-Simulation. Dazu
wird nach jedem oder einer bestimmten Zahl von Makrozyklen die Akzeptanzrate neu
berechnet. Ist die Akzeptanzrate > 50%, wird die Schrittweite um 5% erhoht. Ist die
Akzeptanzrate dagegen < 50%, wird die Schrittweite um 5% verringert.

Das in Tab. 4.4 dargestellte molekulare Modell des MC-Algorithmus enthélt 12 MC-
Variablen je Nukleotid, eine zusétzliche je Thymin, 3 MC-Variablen je explizitem Ge-
genion und 10 MC-Variablen des Liganden Methylenblau. Die dynamische Schrittwei-
tenanpassung muf} natiirlich fiir jede dieser MC-Variablen unabhéngig voneinander er-
folgen. Und auflerdem werden gleiche MC-Variablen fiir die einzelnen Nukleotide bzw.
Tonen individualisiert, da die Schrittweite von MC-Variablen eines individuellen Nu-
kleotids bzw. Ions stark von der aktuellen Umgebung dieser zu bewegenden Einheit
abhéngig ist. Somit kénnen die individuellen Schrittweiten eines molekularen Systems
mit ¢ monomeren Einheiten (Nukleotide, Ionen, Ligand) und j MC-Variablen in einer
Matrix 0(4,7) dargestellt werden, deren Matrixelemente unabhéngig voneinander der
dynamischen Schrittweitenanpassung unterzogen werden.

Im Initialisierungschritt des MC-Algorithmus werden die Maximal-, Minimal- und
Startwerte der Schrittweiten der einzelnen MC-Uberginge vereinbart. Die MC-
Simulation fiihrt dann zur Individualisierung der aktuellen Schrittweiten infolge der
dynamischen Anpassung. Die Startwerte dgsqr+ sind so gewéhlt, dafl sich zu Beginn der
MC-Simulation eine Akzeptanzrate von ca. 55% einstellt. Maximale Schrittweiten 04z
werden festgelegt, um zu verhindern, daf§ das MC-Sampling in einem Bereich des Kon-
formationsraumes, der grofie Schrittweiten zuléifit, die Schrittweite soweit hochgeregelt
wird, da in anderen Bereichen des Konformationsraumes keine MC-Uberginge akzep-
tiert werden. Beispielsweise sind die Ionen fernab der DNA weitgehend frei beweglich,
was zu sehr groflen Schrittweiten fithren wiirde. Das MC-Sampling wére aber fiir ein Ion,
das mit grolen Schrittweiten in die Nihe der DNA gelangte, stark eingeschrinkt. Dage-
gen ist die Festlegung minimaler Schrittweiten 5z, erforderlich, um zu gewéhrleisten,
daf eine geringe Beweglichkeit in einem bestimmten Bereich des Konformationsraumes
nicht durch die Generierung unendlich kleiner Schrittweiten ein weiteres MC-Sampling
verhindert.

Die in 108 MC-Makrozyklen dynamisch angepafiten Schrittweiten ¢ der sich durch die
Basen G, C, A und T unterscheidenden 4 Nukleotide sind in Tab. 4.5 angegeben: Die
Translationen T, entlang der in die grofle Furche zeigenden z-Achse erlauben grofiere
Schrittweiten fiir die Purinbasen im Vergleich zu den Pyrimidinbasen, wohingegen so-
wohl die Translationen T}, als auch die Translationen T, fiir alle Basen nahezu gleich
sind. Die Translationen T, in z-Richtung, also entlang der helikalen Achse, sind aber
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MC-Variable | dstart | Ortaz | Oarin | 0(G) 5(C) 5(A) 5(T)
T, [A] 0,15 | 0,3 |0,015 | 0,10-0,23 | 0,09-0,13 | 0,12-0,24 | 0,10-0,13
T, [A] 0,15 | 0,3 | 0,015 | 0,07-0,11 | 0,07-0,11 | 0,08-0,12 | 0,07-0,13
T. [A] 0,15 | 0,3 | 0,015 | 0,13-0,28 | 0,16-0,24 | 0,15-0,26 | 0,18-0,28
Ry [7] 1,5 | 30 | 0,15 | 1,323 | 1,2-25 | 1,220 1,2-2,2
Ry, [] 1,5 | 30 | 015 | 1,930 | 21-30 | 1,9-30 2,3-3,0
R. [] 1,5 | 30 | 0,15 | 05-0,7 | 05-0,7 | 0,5-0,7 0,4-0,7
P[] 50 | 100 | 0,5 | 3,055 | 2553 | 33-74 3,0-6,0
AT 25 | 50 | 025 | 14-1,8 | 1443 | 1,7-2,2 1,4-4,4
x [] 25 | 50 | 025 | 1,827 | 1,836 | 1,827 1,8-4,1
e [7] 50 | 10,0 | 0,5 | 4,064 | 4,367 | 4,060 4,0-5,5
v [°] 50 | 10,0 | 0,5 | 9,3-10,0 | 9,4-10,0 | 8,2-10,0 | 9,0-10,0
w1 ] 50 | 10,0 | 0,5 | 2,7-45 | 2541 | 3,349 3,3-4,5
¢ [7] 50 | 10,0 | 05 - — - 10,0

toty ts [A] 1.5 3,0 | 0,15 2,3-3.0 Explizite Gegenionen
TL [A] 0,15 | 0,3 | 0,015 0,28-0,30
TE [A] 0,15 | 0,3 | 0,015 0,30
TF [A] 0,15 | 0,3 | 0,015 0,15-0,28 Ligand
RL [ 1,5 | 3,0 | 0,15 2,5-3,0 Methylenblau
RE [ 1,5 3,0 | 0,15 3,0
R? °] 1,5 | 30 | 0,15 3,0
¥; ] 50 | 10,0 | 05 10,0

Tabelle 4.5.: Start-, Maximal-, Minimal- und dynamisch angepafite Schrittweiten der
i Tab. 4.4 definierten MC-Variablen. Die dynamisch angepafiten Wer-
te der Schrittweiten basieren auf 105 MC-Makrozyklen und sind fiir die
Nukleotide, die expliziten Gegenionen und den Liganden angegeben. Die
dynamisch angepafSten Schrittweiten der 4 Nukleotide G, C, A und T sind
zum Vergleich einander gegeniibergestellt.

deutlich kleiner als die Translationen T und T}, in der Ebene der Basen. In den Ro-
tationen um die drei Achsen unterscheiden sich die 4 Basen kaum. Die Schrittwei-
ten fiir die Rotationen R, der Basen um die helikale Achse sind kleiner als fiir die
Rotationen R, und R, um die z- bzw. y-Achse. Die Phase P des Zuckers weist fiir
Nukleotide, die die Basen A oder T enthalten, groflere Schrittweiten auf als fiir Nu-
kleotide, die die Basen G oder C enthalten. Dieses konnte auf die hohere Flexibilitit
von AT-Basenparen im Vergleich zu GC-Basenpaaren aufgrund der schwicheren Was-
serstoffbriicken- Wechselwirkungen zuriickzufiihren sein. Die Amplituden A des Zuckers
hingegen weisen wie auch die Glykosidwinkel x grofiere Schrittweiten fiir Pyrimidinba-
sen enthaltende Nukleotide im Vergleich zu Nukleotiden auf, die Purinbasen enthalten.
Die Schrittweiten der drei iibrigen MC-Variablen ¢, v und w; unterscheiden sich fiir die
4 Nukleotide nur geringfiigig. Allerdings sind die Schrittweiten des Torsionswinkels ~y
stets grofler als die Schrittweiten des Torsionswinkels . Die Rotationen ¢ der Methyl-
gruppen an den Thyminen erreichen sehr schnell ihre maximale Schrittweite von 10°,
was auf eine nahezu ungehinderte Rotation hinweist.

Die in Tab. 4.5 angegebenen, dynamisch angepafiten Schrittweiten ¢ sind durch MC-
Simulationen von DNA-Dekameren generiert worden, deren Basensequenzen palindro-
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me Symmetrien aufweisen. Dazu wurden MC-Simulationen von Dekameren mit alternie-
renden AT und GC Basensequenzen durchgefiihrt. Die grofle Beweglichkeit von Nukleo-
tiden an den Réndern der DNA-Fragmente im Gegensatz zu Nukleotiden im Zentrum
der Dekamere resultieren in grofleren bzw. kleineren Werten fiir die dynamisch ange-
pafiten Schrittweiten, weshalb in Tab. 4.5 Intervalle fiir § angegeben sind. Lediglich die
Rotationen ¢ der Methylgruppen am Thymin sind nicht durch ein Intervall fiir § cha-
raktersiert, da nicht das Akzeptanzkriterium des MC-Algorithmus sondern die zuléssige
maximale Schrittweite 0,74, die Beweglichkeit dieser MC-Variablen einschrankt.

Die expliziten Gegenionen sind mit dynamisch angepaBten Schrittweiten § =2,3-3,0 A
bei maximalen Schrittweiten von dpsq: =3,0 A sehr gut beweglich. Die expliziten Ge-
genionen tragen mit dieser hohen Beweglichkeit entscheidend zu einer schnellen Equi-
librierung des Systems bei. Erst die Kombination einer impliziten Beschreibung des
Losungsmittels mit einer expliziten Beschreibung der Ionen ermdglicht diese hohe Be-
weglichkeit, die als einer der wesentlichen Vorziige des verwendeten MC-Algorithmus
angesehen werden kann.

Die dynamisch angepafiten Schrittweiten § des Liganden Methylenblau weisen auf ei-
ne im Vergleich zu den Basen der DNA hohere Beweglichkeit des Liganden hin. Die
Translationen 7'F und 7, yL , die Rotationen R?f und RL sowie die Rotationen der 4 Me-
thylgruppen ; sind durch die maximalen Schrittweiten s, eingeschrinkt. Diese gute
Beweglichkeit in den Translationen und Rotationen im Vergleich zu den Basen beruht
darauf, daB der Ligand nicht kovalent gebunden ist. Die Translationen T sind etwas
eingeschrankt, da sterische Kollisionen bei Bewegungen des Liganden entlang der or-
thogonal zur Ebene des m-Elektronensystems orientierten z-Achse hiufiger auftreten
als bei Verschiebungen in der (x,%)-Ebene des planaren Liganden. Die Rotationen R%
sind ebenfalls etwas eingeschriankt, da bei Rotationen um die in Abb. 4.5 dargestell-
te x-Achse des MB sterische Kolisionen eher als bei Rotationen um die lange Achse
des MB oder die zum planaren MB senkrechte Achse auftreten, die aufgrund nicht
akzeptierter MC-Uberginge zu kleineren dynamisch angepaften Schrittweiten fiithren.
Die in Tab. 4.5 angegebenen dynamisch angepafiten Schrittweiten sind weitgehend un-
abhéngig vom Bindungsmodus des MB mit der DNA. Die maximalen Schrittweiten fiir
die Bewegungen des Liganden sind zunéchst dennoch an den maximalen Schrittweiten
fiir die Bewegungen der Basen orientiert, da die Nukleinsdurekonformationen auf die
Bewegungen des Liganden reagieren.

4.2.4. Strukturelle Parameter

Die bei den MC-Simulationen generierten Trajektorien entsprechen statistischen En-
sembles von Konfigurationen des molekularen Systems. Diese Konfigurationen sind fiir
fortschreitende MC-Makrozyklen als Abfolge in den Trajektorien durch die kartesischen
Koordinaten aller Atome des molekularen Systems protokolliert. Die statistischen En-
sembles werden dahingehend ausgewertet, dafl aus den kartesischen Koordinaten struk-
turelle Parameter berechnet werden, die die Interpretation der Resultate iibersichtlicher
und anschaulicher gestalten. Dazu werden strukturelle Parameter berechnet, die die
Konformation der Nukleinsduren, die Bewegung der Ionen oder den Bindungsmodus
des Liganden charakterisieren.
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Konformation der Nukleinsduren

Die die Nukleinsdurekonformation beschreibenden strukturellen Parameter wurden
in Kap. 2.2 eingefithrt. Bei der Auswertung der statistischen Ensembles werden
zunédchst die in Abb. 2.3 dargestellten helikalen Parameter X-Displacement dz(i), Y-
Displacement dy(z), Rise Dz(i), Inclination 7(7), Tip ¥(i) und Twist (i) nach 2.1- 2.6
fiir die individuellen Basen ¢ berechnet. In Analogie zum Curves-Algorithmus wird dazu
die beste lineare Achse der Nukleinsdurekonformation berechnet und der in Kap. 2.2.1
erlduterten Definition der helikalen Parameter zugrunde gelegt [13, 14].

Neben den die Lage und Orientierung der Basen charakterisierenden helikalen Parame-
tern wird die Konformation des Nukleinsdure-Riickgrats, wie in Kap. 2.2.3 eingefiihrt,
durch die Phase P(i) und Amplitude A(i) des Zuckers, den Glykosidwinkel x(i) sowie
die in Abb. 2.4 dargestellten endozyklischen Torsionswinkel (i), (i), a(i), 8(i), v(i)
und 6(¢) der individuellen Nukleotide 7 beschrieben. Fiir diese strukturellen Parame-
ter der Nukleinséurekonfigurationen des statistischen Ensembles werden schliefSlich in
Analogie zu 4.23 und 4.24 die Mittelwerte und Fluktuationen berechnet.

Bewegungen der lonen

Die Bewegungen der expliziten Gegenionen sind bereits in Kap. 4.1.5 dahingehend dis-
kutiert worden, daB sich die Ionen durch Translationen in die drei Raumrichtungen
frei bewegen konnen, solange sie sich innerhalb eines Zylinders befinden, dessen Achse
mit der helikalen Achse der Nukleinséurestruktur zusammenfillt. Der Radius dieses
Zylinders wird mit Rz, = 100 A gegeniiber dem Radius R ~ 10 A einer B-DNA so
grof3 gewihlt, dafl Wechselwirkungen von Ionen am Rand des Zylinders mit an der
DNA kondensierten Ionen vernachléssigt werden kénnen. Durch Reflexionen der ITonen
an der Zylinderoberflache verbleiben Ionen im Inneren des Zylinders, die durch MC-
Ubergiinge den Zylinder verlassen wiirden.

Bei der Auswertung des statischen Ensembles wird hinsichtlich der expliziten Gegenio-
nen im wesentlichen der Abstand der Ionen von der helikalen Achse der Nukleinsidure-
struktur diskutiert. Dazu wird der Abstand der Ionen von der helikalen Achse in einer
zu dieser Achse senkrechten Ebene berechnet, so dafl eine Verteilung der Ionen iiber
einer Distanz angegeben werden kann, die dem Radius Rz, des Zylinders entspricht,
in dem sich die Ionen frei bewegen kénnen. Die Kondensation der Gegenionen an der
Oberflaiche der DNA kann auf dieser Grundlage detailliert diskutiert werden.

Beschreibung des Liganden

Die Lage und Orientierung des Liganden wird in Analogie zu den Basen durch helikale
Parameter charakterisiert. Die Berechnung helikaler Parameter des Liganden erfordert
die Definition eines korperfesten Koordinatensystems (¥, 2) des Liganden [53]. Der
Ursprung O dieses korperfesten Koordinatensystems des Liganden Methylenblau liegt
im Mittelpunkt des Schwefelatoms. In diesem Referenzpunkt O ist das korperfeste Ko-
ordinatensystem (Z, ¢, Z) so definiert, dafl die Z-Achse der kleinen Achse zwischen dem
Schwefel- und Stickstoffatom im mittleren Ring des Methylenblau und die §-Achse der
groflen Achse des Liganden entspricht. Die Lage dieser beiden Achsen ist in Abb. 4.5
dargestellt. Die zZ-Achse steht orthogonal auf der Ebene des w-Elektronensystems des
Methylenblau im Mittelpunkt des Schwefelatoms.
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Die 4 helikalen Parameter des Liganden X-Displacement dxy, Y-Displacement dyy,
Inclination 7y, und Tip ¥ geben die Lage und Orientierung des Liganden in bezug
auf die helikale Achse der Nukleinsdurestruktur an. Dariiberhinaus charakterisieren
die beiden helikalen Parameter Rise Dz; und Twist €1y die Lage und Orientierung
des Liganden relativ zu einem achsenbezogenen Koordinatensystem (i, 7,4) im
Referenzpunkt P eines zu wihlenden Referenzbasenpaares. Als helikale Achse @ wird
die in Analogie zum Curves-Algorithmus berechnete beste lineare Achse verwendet
[13, 14]. Die U- und w-Achsen sind die zur helikalen Achse senkrechten Projektionen
des achsenbezogenen Koordinatensystems des Referenzbasenpaares. Damit kénnen die
6 helikalen Parameter des Liganden Methylenblau berechnet werden [53]:

) —P)-(§x i - I yxu
dey, = (0-P)- o mit o yxau L
Ty (O—=P)-(§x i), mit (Fxu) <] (4.25)
dyr = (O=P)-(Ux(§xt)n) (4.26)
Pu = (O-P)d (4.27)
nr, = arcsin(y - d) (1.2
_ arccos((§f X @)y - &) wenn (7-Z) <0
v = { —arccos((¢f X @), - T) wenn (@-Z) >0 (4.29)
= arccos((§ x @)y - ¥)  wenn  ((§ x @)y - @) <0
Qp = { —arccos((¢ X @), -¥) wenn ((§ X @), - W) >0 (4.30)

Diese helikalen Parameter charakterisieren durch die Lage und Orientierung des Ligan-
den relativ zur DNA den Bindungsmodus der DNA-Ligand-Bindung. Eine Bindung des
Methylenblau durch Interkalation zwischen benachbarte Basenpaare oder eine Bindung
in der kleinen bzw. groflen Furche fiihrt zu charakteristschen Werten der helikalen Pa-
rameter des Liganden [53]. AuBerdem kann aus dem Rise Dzj, abgeleitet werden, mit
welchen Basenpaaren der DNA der Ligand wechselwirkt. Die dynamischen Eigenschaf-
ten der unterschiedlichen Bindungsmodi kénnen durch die Berechnung von Mittelwer-
ten und Fluktuationen der helikalen Parameter in Analogie zu 4.23 bzw. 4.24 fiir in
MC-Simulationen generierte statistische Ensembles diskutiert werden.

4.2.5. Erforderliche Rechenzeiten

Im Kap.5 wird gezeigt werden, dafl fiir alle untersuchten Strukturen in der Groéflen-
ordnung von DNA-Dekameren 105 MC-Makrozyklen ausreichend sind, um selbst bei
extremen Startkonfigurationen nach 5 - 10> Makrozyklen eine gute Equilibrierung zu
erreichen. Werden Energieminimum-Konformationen als Startkonfigurationen verwen-
det, stellt sich eine gute Equilibrierung bereits nach 2 - 10° Makrozyklen ein.

Die rechentechnisch aufwendige Energieberechnung wird dahingehend optimiert, dafl
nach MC-Ubergéngen nur diejenigen paarweisen Wechselwirkungen berechnet werden,
an denen in dem jeweiligen MC-Ubergang bewegte Atome beteiligt sind. AuBerdem
wird die Exponentialfunktion in der abstandsabhéngigen Dielektrizitdtsfunktion 3.20
gefittet. Damit werden auf AMD Athlon XP 1800+ Linux PCs (Taktfrequenz 1,533
GHz) fiir die MC-Simulation von Systemen in der Groflenordnung von 20 Nukleotiden
und damit ca. 660 Atomen Rechenzeiten von etwas mehr als 0,5 s je Makrozyklus und
fiir die gesamte MC-Simulation mit 106 Makrozyklen nur 5-6 Tage benétigt.
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