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und die Sehnsüchte, die uns treiben. Damit
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Kapitel 1

Einleitung

”Drei der vier uns bekannten Kräfte sind für die meisten
Aspekte molekularer und zellulärer Biologie irrelevant; die
vierte wurde von den meisten Biologen bis vor kurzem igno-
riert.“ S. McLaughlin [1]

Tatsächlich werden nahezu alle biochemischen Prozesse von elektrostatischen
Wechselwirkungen dominiert. Struktur und Dynamik von Proteinen werden ent-
scheidend durch sie beeinflußt. Auch die Wechselwirkungen zwischen Hormonen
und ihren Rezeptoren oder Enzymen und zugehörigen Substraten sind von den
elektrostatischen Kräften zwischen den beteiligten Molekülen abhängig [2].

Proteine sind aus Aminosäuren zusammengesetzt, von denen einige Seitengrup-
pen besitzen, die Protonen aufnehmen oder abgeben können. Mit solchen Dis-
soziationsreaktionen ist eine Veränderung des Ladungszustandes von Proteinen
verbunden. Da der Protonierungszustand der Aminosäuren von der Protonenkon-
zentration (dem pH-Wert) der Umgebung abhängt, kontrolliert dieser die elektro-
statische Struktur von Proteinen. Während Enzyme so aufgebaut sind, daß sie in
dem normalen pH-Bereich ihrer nativen Umgebung optimal arbeiten, beteiligen
sich andere Proteine aktiv am gerichteten Transport von Wasserstoffionen durch
Zellmembranen [3]. Sie leisten damit einen wichtigen Beitrag zur Energieumwand-
lung in biologischen Systemen. Beispielsweise nutzen Mitochondrien Energie, die
aus der Oxidation von Fettsäuren gewonnen wird, zum Aufbau eines Protonen-
gradienten, der wiederum die Bildung von Adenosintriphosphat ermöglicht [3].

Das Beispiel des Bakteriorhodopsins (BR) [4] zeigt, daß auch durch Lichtenergie
direkt ein Protonengradienten erzeugt werden kann. Im Gegensatz zum Proto-
nentransport in den Mitochondrien, der von mehreren Proteinen bewerkstelligt
wird, arbeitet das BR alleine als Protonenpumpe. Es reagiert auf Lichteinstrah-
lung mit Konformationsänderungen, die den Transport eines Protons zur Folge
haben.
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Wegen ihrer physiologischen Relevanz ist die Elektrostatik ein wesentlicher For-
schungsbereich auf Gebieten wie der Biophysik, der physikalischen Chemie und
der Molekularbiologie. Wir wollen uns in dieser Arbeit speziell mit der Verteilung
von Protonen in Proteinen befassen. Diese Verteilung wird durch die Gleichge-
wichtskonstanten für die Dissoziationsreaktionen (pKa-Werte) in Proteinen cha-
rakterisiert. Aus diesen pKa-Werten können aber nicht nur die Gleichgewichts-
verteilungen berechnet werden. Sie bilden auch die Grundlage zur Berechnung
der treibenden Kräfte für Protonentransferprozesse.

Proteine liegen nicht in einer starren Struktur vor, sondern können unterschied-
liche Konformationszustände (K-Zustände) einnehmen. Die Verteilung dieser
Zustände hängt ebenso wie die der Protonierungszustände (P-Zustände) von der
Temperatur ab. Neben der Theorie der Elektrostatik, die Wechselwirkungsenergi-
en für unterschiedliche K- und P-Zustände (KP-Zustände) beschreibt, benötigen
wir daher zur Beschreibung von Proteinen auch Methoden der statistischen Me-
chanik.

Debye und Hückel [5] haben 1923 die Elektrostatik von Ionenverteilungen im
Lösungsmittel mit deren statistischer Mechanik in Verbindung gesetzt. In der
nach ihnen benannten Theorie wird der Einfluß der Ionenkonzentration im
Lösungsmittel auf das elektrostatische Potential über den Boltzmannfaktor in
die Poissongleichung eingeführt. Die so erweiterte Grundgleichung der Elektro-
statik wird häufig als Poisson-Boltzmann-Gleichung bezeichnet. Diese ist bis
heute die Grundlage für Rechnungen zur Proteinelektrostatik (z. B. [6, 7]).

Aufbauend auf dieser Theorie, hat Linderstrøm-Lang 1924 ein erstes Modell für
das Titrationsverhalten von Proteinen veröffentlicht [8]. Er beschreibt ein Protein
als Kugel mit niedriger Dielektrizitätskonstante. Das umgebende Lösungsmittel
wird durch eine hohe Dielektrizitätskonstante modelliert und dringt nicht in das
Protein ein. Die mittlere Ladung des Proteins repräsentiert er als kontinuierliche
Oberflächenladung auf der Kugel.

Aufgrund der kontinuierlichen Ladungsverteilung ist mit diesem Modell nur ei-
ne Aussage über das mittlere Protonierungsverhalten des gesamten Proteins
möglich. Wir könnten diese Theorie daher als

”
makroskopisch“ bezeichnen. Den

ersten Schritt zur
”
mikroskopischen“ Beschreibung des Titrationsverhaltens von

Proteinen machten Tanford und Kirkwood 1957 [9]. Sie modellieren die Ladung
des Proteins nicht als Flächenladung, sondern plazieren diskrete Punktladungen
auf der Kugeloberfläche des Modellproteins. Auf diese Weise wird es möglich, das
Verhalten einzelner Residuen abhängig von ihrem Ort auf der Proteinoberfläche
zu untersuchen.

Die mittlere Protonierung der einzelnen Gruppen kann aus der großkanonischen
Zustandssumme des Systems berechnet werden. Bei der Beschreibung biologi-
scher Systeme ist es meist nicht mehr möglich, die Zustandssummen exakt zu



1. Einleitung 3

berechnen. Dann muß entweder die Zustandsumme genähert oder thermodyna-
mische Mittelwerte müssen durch ein Abtasten (

”
Sampeln“) des Konfigurations-

raumes ermittelt werden. Da in diese Zustandssumme der pH-Wert eingeht, ist es
notwendig, für jeden pH-Wert die Energien für alle Protonierungszustände aller
Residuen zu berechnen, um Titrationskurven zu erhalten.

Zur Lösung dieses Problems schlugen Tanford und Roxby 1972 [10] ein itera-
tives Verfahren vor. Dieses beruht auf der Annahme, daß die mittlere Ladung
einer Gruppe durch die mittleren Ladungen aller anderen titrierbaren Residuen
bestimmt wird. Wenn die Gruppen im Protein unabhängig voneinander protonie-
ren, ist dieses Verfahren schnell und liefert Werte in guter Übereinstimmung mit
Experimenten. Liegt aber ein

”
anormales“ Titrationsverhalten vor, wie wir es in

Abschnitt 3.3 diskutieren werden, ist diese Näherung nicht mehr geeignet [11].

Heute werden die meisten Rechnungen zu Ionisierungsgleichgewichten in Pro-
teinen mit mit Hilfe von Monte-Carlo-Methoden (MC-Methoden) durchgeführt.
In den Referenzen [12] und [13] findet sich ein Überblick der aktuellen Metho-
den. Die Beschreibung der Kontinuumselektrostatik geschieht in diesen Modellen
durch die Poisson-Boltzmann-Gleichung, die nur für wenige Fälle einfacher
Geometrie analytische Lösungen besitzt. Erst die stetige Weiterentwicklung von
Rechnern und numerischen Verfahren hat es ermöglicht, von den kugelförmigen
Proteinmodellen Abstand zu nehmen und die Struktur von Proteinen bei solchen
Rechnungen im atomaren Detail zu beschreiben. Dadurch ist man heute in der
Lage, wirklich mikroskopische Modelle zu betrachten und das Verhalten einzelner
Residuen in Proteinen gezielt als Funktion von atomaren Wechselwirkungen zu
untersuchen.

Mit dieser immer genaueren Beschreibung der Strukturen muß allerdings immer
mehr deren Einfluß auf die Protonierungszustände [14, 15] Rechnung getragen
werden. Bashford und Karplus haben beispielsweise gezeigt, daß unterschiedliche
Konformationen einzelner Residuen zu verschiedenen berechneten pKa-Werten
dieser Gruppen führen [16]. Auch in anderen Arbeiten wurden für die Berechnung
von pKa-Werten mehrere Kristallstrukturen [17–20] und verschiedene Mittelungs-
verfahren verwendeten. Verglichen mit der Verwendung einer einzelnen Struktur
wurde dabei in allen Arbeiten eine bessere Übereinstimmung mit Experimenten
erreicht.

Aus der Flexibilität polarer Seitenketten ergibt sich die Möglichkeit, unterschied-
liche Protonenverteilungen in einem Protein durch verschiedene Orientierungen
der polaren Gruppen zu stabilisieren. Alexov und Gunner [21] haben diesen Effekt
ansatzweise bei ihren Rechnungen berücksichtigt. Dabei wurde speziell die Re-
orientierung von Hydroxylgruppen in der Nachbarschaft protonierbarer Residuen
betrachtet.

Um die ortsabhängige Dipolrelaxation bei einer Veränderung des P-Zustandes
eines Proteins mikroskopisch zu beschreiben, werden wir in der vorliegenden Ar-
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beit den Ansatz von Alexov und Gunner erweitern. Dabei werden wir nicht nur
die Flexibilitäten von Protonen berücksichtigen, sondern auch die möglichen Re-
orientierungen ganzer geladener oder polarer Gruppen explizit modellieren. Um
die mittleren Verteilungen von Protonierungen und Konformationen in unserem
Proteinmodell zu berechnen, müssen auch wir den zugehörigen Konfigurations-
raum abtasten. Dieser wird einerseits durch die Verteilung der Protonen und
andererseits durch die Konformationen der Seitengruppen definiert.

Da wir möglichst viele Konformationszustände zulassen wollen, ist der Anteil
der Konformationen am Konfigurationsraum sehr viel höher als der der Proto-
nenverteilungen. In dem ersten Teil dieser Arbeit werden wir im Rahmen der
statistischen Mechanik zeigen, daß es nicht notwendig ist, wie bisher üblich, den
gesamten Konfigurationsraum für jeden pH-Wert einzelnen abzutasten, um pH-
abhängige Größen zu bestimmen. In Kapitel 3 werden wir sehen, daß diese aus
den Resultaten des einmal abgetasteten Konformationsraumes berechnet werden
können.

In der vorgestellten Methode herrscht eine klare Trennung zwischen dem Bei-
trag des pH-Wertes und dem der Konformationsenergien zur großkanonischen Zu-
standssumme. Dadurch wird die Bestimmung pH-abhängiger Größen unabhängig
von dem Verfahren, mit dem der Konformationsraum abgetastet wird. Exakt
berechnete können ebenso wie genäherte Werte der Zustandssumme als Aus-
gangspunkt für die Bestimmung von pH-abhängigen Kurven verwendet werden.
Da diese Trennung wesentlich für die neue Methode ist, werden wir sie

”
Be-

rechnung von Protein-Titrationskurven durch Konformationsraum-Sampling“
nennen und mit ProTikKS abkürzen.

Ein grundlegendes Konzept, das den Arbeiten zur Berechnung von Protonie-
rungsgleichgewichten in Proteinen zugrunde liegt, ist die Annahme eines engen
Zusammenhanges zwischen dem pKa-Wert eines Moleküls im Lösungsmittel und
dem pKa-Wert des gleichen Moleküls im Protein (z.B. [22]). Lange Zeit ist man
davon ausgegangen, daß dieser Unterschied nur durch die elektrostatischen Wech-
selwirkungen des Moleküls mit den anderen Residuen des Proteins entsteht. Erst
Warshel hat mit seinen Mitarbeitern gezeigt, daß Unterschiede in der freien Ener-
gie auch durch die mit der Umgebungsänderung verbundene Änderung der Solva-
tisierungsenergie und durch Wechselwirkungen mit permanenten und induzierten
Dipolmomenten zustande kommen und diese Effekte systematisch bei Rechnun-
gen berücksichtigt [23, 24].

Auch in der ProTikKS-Methode verwenden wir im Lösungsmittel experimentell
bestimmte pKa-Werte als Grundlage zur Bestimmung des Wertes im Protein. In
Abschnitt 3.2.7 werden wir allerdings zeigen, daß der experimentelle Wert zusätz-
lich zu den eben erwähnten energetischen Korrekturen auch noch um entropische
Beiträge korrigiert werden muß. Unser besonderes Interesse gilt dabei dem Einfluß
von Freiheitsgraden, deren zugänglicher Konformationsraum vom Protonierungs-
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zustand abhängt.

Anschließend werden wir in Kapitel 4 auf die Modellierung von Proteinen in
Computerexperimenten eingehen und die verschiedenen Wechselwirkungsterme
vorstellen, die zur Konformationsenergie des Proteins beitragen. Desweiteren wer-
den wir ein numerisches Verfahren vorschlagen, um Systeme mit vielen Konfor-
mationsfreiheitsgraden mit der ProTikKS-Methode zu untersuchen.

Nachdem wir so die theoretischen Grundlagen zur Berechnung von Ionisierungs-
gleichgewichten in Proteinen im ersten Teil dieser Arbeit geschaffen haben, wer-
den wir die ProTikKS-Methode auf das Grün Fluoreszierende Protein (GFP)
anwenden. Aufgrund seiner physikalischen und chemischen Eigenschaften findet
es einerseits viele Anwendungen in der mikrobiologischen und medizinischen For-
schung [25–28] und eignet sich andererseits sehr gut als Testsystem für unsere
Methode.

Im elektronisch angeregten Zustand ändert der Fluorophor des GFP seine Pro-
tonenaffinitäten. Dadurch wird ein Protonentransport im Protein ausgelöst. Wir
werden uns speziell für die Protonenverteilung in der Umgebung des Fluorophors
im Grundzustand und im angeregten Zustand interessieren. Auf diese Weise wol-
len wir mögliche Akzeptoren für das vom Chromophor im angeregten Zustand
abgegebene Proton finden.

In diesem angewandten Teil der vorliegenden Arbeit werden wir auch die
ProTikKS-Methode selbst testen. Wir werden dazu unsere Ergebnisse mit Resul-
taten vergleichen, die mit anderen Verfahren erzielt wurden. Außerdem werden
wir den Einfluß von unterschiedlichen Ladungsparametern auf die Ergebnisse von
Proteinelektrostatik-Rechnungen ebenso untersuchen, wie den Einfluß der dem
Modellsystem zugänglichen Konfigurationen.



6 EINLEITUNG



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Ionisierungsgleichgewichte

Für Moleküle, die Protonen aufnehmen (M) oder abgeben (MH) können, formu-
lieren wir die Dissoziationsreaktion

MH
∆G−→ M− + H+ (2.1)

unabhängig vom Ladungszustand des Moleküls. Die Differenz der Gibbsschen
freien Energien zwischen Produkten und Edukten haben wir mit ∆G bezeichnet.

Nach der Definition von Brönsted bezeichnen wir den unprotonierten Zustand als
basische und den protonierten als saure Form eines Moleküls [29]. Da der elek-
trisch neutrale Zustand einer chemischen Gruppe traditionell als Referenzzustand
angesehen wird, ist es üblich ein Molekül als Säure zu bezeichnen, wenn es durch
Abgabe eines Protons elektrisch neutral wird. Von einer Base spricht man falls
dieser Zustand erst durch Aufnahme eines Protons erreicht wird. Auch wenn wir
später den deprotonierten Zustand als Referenz verwenden werden, folgen wir
hier dieser Nomenklatur.

Ionisierungsgleichgewicht nennen wir das Gleichgewicht zwischen den Konzen-
trationen der sauren und der basischen Form eines Moleküls. Bezeichnen wir die
Konzentration einer Spezies X mit [X] und deren Aktivitätskoeffizienten mit γx,
können wir den Zusammenhang

ln

(
[M−][H+]

[MH]

γMγH+

γMH

)
= − 1

kBT
∆G , (2.2)

mit der Änderung der Gibbsschen freien Energie für die Reaktion (Gl. 2.1) auf-
stellen. Die Größe

K :=
[M−][H+]

[MH]

γMγH+

γMH

(2.3)
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bezeichnet man als Gleichgewichtskonstante der Reaktion. Ihr Wert hängt unter
anderem von der Protonenkonzentration [H+] im System ab. Im einfachsten Fall
untersuchen wir die Dissoziation des Moleküls in wäßriger Lösung. Dort ist der
pH-Wert als negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenaktivität

pH := − log
(
[H+]γH+

)
(2.4)

definiert. Da die freie Bildungsenthalpie für ein Proton unter Standardbedin-
gungen per definitionem null ist, gilt die Beziehung

µ(H+) = −kBT ln10 pH (2.5)

zwischen dem pH-Wert und dem chemischen Potential µ(H+) des Protons im
Wasser [30]. Befindet sich das System im Gleichgewicht, muß das chemische Po-
tential überall gleich sein. Also ist auch der pH-Wert im gesamten System dersel-
be. Dies gilt sicher nicht für die Konzentration [H+] der Protonen im System, die
in der Nähe negativ geladener Moleküle höher ist als in der Umgebung positiver
oder neutraler Gruppen.

Analog zu dem pH-Wert definiert man den pKa-Wert eines Moleküls als

pKa := − logK = − log

(
[M−][H+]

[MH]

γMγH+

γMH

)
=

1

kBT ln10
∆G . (2.6)

Die oben eingeführten Aktivitätskoeffizienten werden unter anderem durch die
Debye-Hückel-Theorie [5] beschrieben. Ohne näher auf diese Arbeit einzu-
gehen stellen wir fest, daß die Aktivitätskoeffizienten der Reaktanden in stark
verdünnten Lösungen mit niedriger Ionenkonzentration nahe bei eins liegen. In
diesem Fall können wir daher die Näherungen

pH ≈ − log[H+] und pKa ≈ − log
[M−][H+]

[MH]
(2.7)

machen [29].

Im Rahmen dieser Näherungen folgt aus den Definitionen Gl. 2.4 und Gl. 2.6
unmittelbar die

”
Henderson-Hasselbalch-Gleichung“ [29]

log

(
[M−]

[MH]

)
= pH− pKa . (2.8)

Da die Summe der Konzentrationen von protonierter und unprotonierter Form
des Moleküls dessen Gesamtkonzentration in der Lösung ergeben muß, können
wir aus Gl. 2.8 eine Funktion für die Konzentration der protonierten Form in
Abhängigkeit vom pH-Wert ableiten:

[MH] =
1

1 + 10pH−pKa
(2.9)
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Diese Funktion wird als
”
Titrationskurve“ des Moleküls bezeichnet. Sie ähnelt

in ihrer Form einer Fermi-Verteilung und hat mit dieser auch wesentliche Ei-
genschaften gemeinsam. Für kleine pH-Werte geht der Wert gegen eins und die
Moleküle liegen fast alle in protonierter Form vor. Bei kleinen Protonenkonzentra-
tionen, also großen pH-Werten, liegen die Moleküle fast ausschließlich dissoziiert
vor. Dort geht die Funktion gegen null. Die Abszisse des Wendepunktes dieser
Funktion ist identisch mit dem pKa-Wert des Moleküls. Der Funktionswert an
dieser Stelle ist gleich 1/2. Ist der pH-Wert der Lösung gleich dem pKa-Wert,
liegt die Hälfte der Moleküle in ihrer dissoziierten Form vor.

Titrationskurven für Moleküle, die Reaktionen vom Typ Gl. 2.1 durchführen, un-
terscheiden sich nur in den pKa-Werten der Reaktanden. Sie haben die gleiche
Form, sind aber entlang der pH-Achse gegeneinander verschoben. Da man diesen
Kurven bei Experimenten sehr häufig begegnet, werden sie auch als

”
norma-

le Titrationskurven“ oder, wegen ihrer Beziehung zu Gleichung 2.8, Titrations-
kurven vom

”
Henderson-Hasselbalch-Typ“ bezeichnet.

2.2 Ionisierungsgleichgewichte in Proteinen

Das Dissoziationsverhalten eines Moleküls im Protein unterscheidet sich im all-
gemeinen deutlich von dem des gleichen Moleküls in wäßriger Lösung. Einerseits
besitzen die neutrale und die geladene Form einer Gruppe in beiden Medien unter-
schiedliche elektrostatische Wechselwirkungsenergien mit der Umgebung. Ande-
rerseits wird sich der zugängliche Konformationsraum für das Proton im Protein
von dem im Lösungsmittel unterscheiden.

H

O O

O

O O

H

Ysyn

Im Solvent: Im Protein:

anti

Abbildung 2.1: Eine Carboxylgruppe als Beispiel für unterschiedliche Konformations-
räume eines Protons im Solvent (links) und im Protein (rechts). Die Wechselwirkung
zum Residuum Y stabilisiert die anti-Orientierung im Protein.

Abbildung 2.1 zeigt dies exemplarisch für eine Carboxylgruppe. Betrachten wir
nur das isolierte Molekül, so wird die syn-Konfiguration, aufgrund der günstige-
ren elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem zweiten Sauerstoff der Gruppe,
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energetisch bevorzugt sein. Diese Wechselwirkung bestimmt auch die Orientie-
rung des Protons im Lösungsmittel. Da es dort keine weiteren festen Partner für
das Proton gibt, wird die Gruppe in der syn-Konfiguration vorliegen. Befindet
sich die Gruppe allerdings im Protein, können dort andere Seitenketten diese
Aufgabe erfüllen. In der Abbildung bietet die Anwesenheit eines weiteren Sauer-
stoffs (des Residuums Y) die Möglichkeit neben der syn- auch die, nun energetisch
gleichwertige, anti-Konfiguration anzunehmen. Daraus resultiert im Protein ein
zusätzlicher Entropiebeitrag zum protonierten Zustand der Carboxylgruppe.

Der Zusammenhang zwischen der Proteinstruktur und dem Konformationsraum
des Protons ist, ebenso wie die anderen Wechselwirkungen titrierbarer Gruppen
mit dem Protein, für die Veränderung von Protonenaffinitäten einzelner Resi-
duen durch Konformationsänderungen eines Proteins verantwortlich. Dies wurde
beispielsweise im Zusammenhang mit dem Protonentransport während des Pho-
tozyklus des BR beobachtet [31, 32].

Der Beschreibung des Dissoziationsverhaltens einzelner Residuen in einem Pro-
tein wird ein Modell zugrunde gelegt, welches das Verhalten einer Modellkom-
ponente im Lösungsmittel über einen thermodynamischen Zyklus mit dem des
Residuums im Protein in Verbindung setzt. Diesen thermodynamischen Zugang
zu der Problematik wollen wir im folgenden darstellen.

2.2.1 Protonierung in starrer Proteinstruktur

Betrachten wir ein Protein P mit N protonierbaren Gruppen Mi, i = 1 . . . N ,
können wir dessen Protonierungszustand durch den Protonierungsvektor

s ∈ RN mit si =

{
1 falls Residuum i protoniert
0 falls Residuum i unprotoniert

(2.10)

angeben. Der Protonierungsgrad der Gruppe i im Protein kann in Form der
Henderson-Hasselbalch-Gleichung

log

(
[PMi]

[PMiH]

)
= (pH− pK′i(s, pH)) (2.11)

ausgedrückt werden [7]. Dabei ist der Wert pK′i(pH) durch die Änderung der
Gibbsschen freien Energie

∆Gprot = ∆Gdiss + ∆GWW(s, pH) (2.12)

für die Dissoziation der Gruppe i bei einem gegebenen pH-Wert bestimmt.

Der Teil ∆Gww(s, pH) dieser Änderung rührt von den Wechselwirkungen des
Residuums mit dem ganzen Rest des Proteins her. Da diese auch von den Proto-
nierungszuständen der übrigen titrierbaren Residuen abhängen, ist dieser Term
eine Funktion des pH-Wertes.
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∆G1

Reaktion im Protein

MiH

PMiH

Mi + H

PMi + H

∆∆G ∆G0

∆Gexp

∆Gdiss

Reaktion im Lösungsmittel

Abbildung 2.2: Thermodynamischer Zyklus, der die Änderung der Gibbsschen freien
Energie bei einer Dissoziationsreaktion im Lösungsmittel (∆Gexp), mit der Änderung
bei der gleichen Reaktion im Protein P (∆Gdiss) in Verbindung setzt.

Zusätzlich trägt zu pK′i(pH) die Änderung der Gibbsschen freien Energie ∆Gdiss

der Dissoziationsreaktion des Residuums im Protein bei. Dieser Energiebeitrag
ist für die Reaktion im Protein zunächst nicht bekannt, steht aber in engem
Zusammenhang mit dem ∆Gexp-Wert (∝ pKexp

a ), der für ein Molekül vom Typ
der Gruppe i in einem Referenzsystem, z.B. dem isolierten Residuum in Wasser,
gemessen werden kann [9]. Der in Abbildung 2.2 dargestellte thermodynamische
Zyklus zeigt, wie diese beiden Werte in Verbindung gebracht werden können:

∆Gdiss = ∆Gexp + ∆G1 −∆G0 = ∆Gexp + ∆∆G . (2.13)

Die Größe ∆∆G steht für die Unterschiede in den freien Energien, die aus dem
Transfer der protonierten (∆G0) und unprotonierten (∆G1) Form der Gruppe
vom Lösungsmittel in das Protein resultieren. Diese Differenz kann in einen en-
thalpischen und einen entropischen Anteil aufgespaltet werden:

∆∆G = ∆∆E− T∆∆S . (2.14)

Der erste Summand stammt im wesentlichen von den unterschiedlichen elektro-
statischen Wechselwirkungen mit der Umgebung, welche das Modellmolekül im
Lösungsmittel und im Protein erfährt. Der zweite berücksichtigt die verschiede-
nen Entropien des protonierten und des unprotonierten Moleküls in den jeweiligen
Umgebungen.

Aus diesen beiden Teilen können wir den Wert

pK′i(s, pH) = pKexp
i +

1

kBT ln10
(∆∆G + ∆Gww(s, pH)) (2.15)

zusammensetzen. Im Gegensatz zu ∆Gww(pH) ist der Ausdruck

pKint
i := pKexp

i +
1

kBT ln10
∆∆G (2.16)

nicht vom bestehenden pH-Wert und den Wechselwirkungen der Gruppe i mit
den anderen titrierbaren Gruppen abhängig. Dieser Wert wird allgemein als

”
in-

trinsischer pKa“ bezeichnet. Der Wert von ∆∆G wird von der Wahl des Refe-
renzzustandes für das Protein beeinflußt. Der Referenzzustand beschreibt den
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festgehaltenen Zustand aller anderen titrierbaren Residuen, während des Trans-
fers des Modellmoleküls aus dem Lösungsmittel in das Protein. Wird der Zustand,
in dem alle Aminosäuren elektrisch neutral sind, als Referenz gewählt, erhalten
wir Gleichung 2.16 analog zur Definition von Tanford und Kirkwood [9].

Während die Bestimmung von Wechselwirkungsenergien mit gängigen klassischen
Methoden (z.B. DelPhi [7], CHARMm [33]) einfach ist (vgl. Kapitel 4), gestaltet
sich die Berechnung entropischer Beiträge sehr schwierig. Aus diesem Grund ge-
hen konventionelle pKa-Rechnungen von der Annahme aus, daß der entropische
Beitrag verschwindet (z. B. [7, 21]) und sich Gl. 2.14 zu

∆∆G = ∆∆E (2.17)

vereinfacht.

Diese Annahme ist korrekt, wenn sowohl die protonierte als auch die unproto-
nierte Form des Moleküls die gleiche Entropie in den verschiedenen Umgebun-
gen haben, oder wenn beide Formen der gleichen Entropieänderung unterliegen,
wenn sie vom Lösungsmittel ins Protein überführt werden. Viele erfolgreiche pKa-
Rechnungen zeigen, daß diese Vereinfachung offenbar ganz gut ist, zumindest für
Makromoleküle die aus Standardaminosäuren bestehen. Dennoch werden wir uns
in Abschnitt 3.2.7 näher mit dieser Annahme beschäftigen und festellen, daß es
Fälle gibt, in denen sie nicht gerechtfertigt ist.

Gehen wir aber bis auf weiteres von der Gültigkeit der Gleichung 2.17 aus. Es
kann gezeigt werden, daß die pH-abhängige Differenz der freien Energie zwischen
einem Protein im Protonierungszustand s und dem vollkommen unprotonierten
Zustand durch

∆Gprot(s, pH) = kBT ln10
N∑
i=1

si(pH− pKexp
i )−

N∑
i=1

[Esolv
i (si)− Esolv

i (0)]

+ Eprot(s)− Eprot(0) (2.18)

gegeben ist [34]. Hierbei stehen Eprot(0) und Eprot(s) für die gesamte Energie
des Proteins im total deprotonierten Zustand 0 und im Zustand s. Die Energie
der Gruppe i im Lösungsmittel im Zustand si wird mit Esolv

i (si) (i ∈ {0, 1})
bezeichnet.

Nach der Bestimmung der in Gleichung 2.18 auftretenden Energien kann, durch
Summation über alle 2N Protonierungszustände (

∑
{s}), die pH-abhängige Zu-

standssumme

Z(pH) =
∑
{s}

e−∆Gprot(s,pH)/kBT (2.19)

für das Protein bestimmt werden [34].
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Die mittlere Protonierung des Residuums i kann ebenfalls durch Summation

〈si〉 (pH) =
1

Z

∑
{s}

sie
−∆Gprot(s,pH)/kBT (2.20)

über alle Zustände ermittelt werden [34].

2.2.2 Erweiterung auf flexible Konformationen

Ausgehend von Gleichung 2.18 finden wir einen einfachen Weg, die Methode der
pKa-Rechnung auf die Berücksichtigung vieler Konformationen des Proteins aus-
zubauen. Hierzu müssen die Summationen in Gl. 2.20 zusätzlich über alle mögli-
chen Konformationszustände ausgeführt werden. Die Konformationsenergien, die
mit einer bestimmten Konfiguration des Proteins verbunden sind, können in die
Energieterme Eprot(s) aufgenommen werden [13, 21]. Beschreiben wir die Konfi-
guration eines Residuums i durch einen Vektor ki und die des gesamten Proteins
durch K = (k1, . . . ,kN), wird Gl. 2.18 in der Form

∆Gprot(s,K, pH) = kBT ln10
N∑
i=1

si(pH−pKexp
i )−

N∑
i=1

[Esolv
i (si,ki)−Esolv

i (0,ki)]

+ Eprot(s,K)− Eprot(0,K) (2.21)

auf variable Konformationszustände erweitert [13].

Zur Bestimmung der Zustandssumme muß nun zusätzlich über alle Konforma-
tionszustände {K} des Proteins summiert werden:

Z(pH) =
∑
{s}

∑
{K}

e−∆Gprot(s,K,pH)/kBT. (2.22)

Die Reihenfolge der Summation ist hierbei wichtig, da die Konformationszustände
des Proteins auch durch die Positionen der Wasserstoffatome definiert sind, de-
ren Vorhandensein wiederum vom Protonierungszustand s abhängt. Wir können
uns leicht überlegen, daß diese Zustandssumme in eine äußere Summe über die
Protonierungszustände und eine innere Summe

zkonf(s) :=
∑
{K(s)}

e−(Eprot(s,K)−Eprot(0,K)−
∑N
i=1[Esolv

i (si,ki)−Esolv
i (0,ki)])/kBT (2.23)

über die Konformationen zu einem Protonierungszustand umgeschrieben werden
kann:

Z(pH) =
∑
{s}

[
N∏
i=1

e−si ln 10(pH−pKexp
i )zkonf(s)

]
. (2.24)
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Damit sind wir wieder in der Lage, durch Summation über alle Zustände, die
mittlere Protonierung einzelner Residuen bei gegebenem pH zu bestimmen.

In diesem Abschnitt haben wir dargestellt, wie man ausgehend von einzelnen
Modellmolekülen in Lösung über einen thermodynamischen Zyklus die mittlere
Protonierung eines Residuums vom gleichen Typ im Protein bestimmen kann.
Dieser Zugang zur pKa-Berechnung geht auf die Arbeiten von Tanford und Kirk-
wood [9, 35] zurück und dient als Grundlage für viele Anwendungen. So wurden
damit beispielsweise Rechnungen am photosynthetischen Reaktionszentrum [36–
38], am Cytochrom C4 [39], an der HIV-Protease [40], an BR [41] und dem Pho-
toaktiven Gelben Protein (PYP) [42] durchgeführt.

Wir wollen diesen Zugang daher als traditionell bezeichnen. Ein gemeinsames
Merkmal all dieser Anwendungen ist, daß die mittleren Protonierung oder andere
thermodynamische Eigenschaften für jeden pH-Wert eigens berechnet werden.

2.3 Zusammenhang zwischen den freien Ener-

gien

Viele Titrationsexperimente werden an Systemen vorgenommen, bei denen der
Druck p und die Temperatur T konstant sind [29]. Das zu diesen Variablen
gehörende thermodynamische Potential ist die Gibbssche freie Energie G. Die
in theoretischen Arbeiten wie dieser, aus den Mikrozuständen des untersuchten
Systems gewonnenen Zustandssummen führen zu der Helmholtzschen freien
Energie A. Diese ist aber das thermodynamische Potential in den Variablen T
und dem Volumen V, das zur Beschreibung von Experimenten geeignet ist, die
bei konstanter Temperatur und konstantem Volumen durchgeführt werden. In
diesem Abschnitt möchten wir kurz begründen, unter welchen Umständen wir
diese beiden Größen gegeneinander austauschen können.

Die beiden Potentiale lassen sich durch eine Legendre-Transformation ver-
knüpfen. Mit p = −∂A

∂V
folgt G als Transformierte von A:

A(T,V)→ G(T, p) = A + pV (2.25)

In dieser Arbeit werden wir uns im wesentlichen für die Änderungen von frei-
en Energien interessieren. Die der Gibbsschen freien Energie ergibt sich nach
Gl. 2.25 zu

∆G = ∆A + p∆V . (2.26)

Diese Differenz ist somit durch die Änderung der freien Energie ∆A und die
Volumenarbeit p∆V gegeben. Betrachten wir Reaktionen bei Atmosphärendruck
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(1 atm ≈ 1 · 105 Pa) und berücksichtigen, daß die in unseren Fällen typischen
Volumenänderungen im Bereich weniger Kubikzentimeter pro Mol liegen [29], se-
hen wir, daß der Term der Volumenarbeit vernachlässigbar klein (≈ 10−5 kBT)
wird. Unter diesen Bedingungen können wir also guten Gewissens ∆G ≈ ∆A
annehmen.

Diese Annahme gilt aber weniger aufgrund der geringen Volumenänderung als
vielmehr aufgrund des geringen Druckes. Bei höheren Drücken (> 100 atm), wie
sie beispielsweise in Ultrazentrifugen oder in der Tiefsee auftreten, muß der Vo-
lumenarbeit ebenfalls Rechnung getragen werden [43]. In der vorliegenden Arbeit
gehen wir immer von Atmosphärendruck aus und können so die Unterscheidung
zwischen Gibbsscher und Helmholtzscher freier Energie fallen lassen. Wenn
eine Differenzierung nicht unbedingt notwendig erscheint, werden wir nur noch
von der freien Energie sprechen.

2.4 Beschreibung der Proteinstruktur

Im Rahmen der Born-Oppenheimer-Näherung [44–46] ist es möglich, die Elek-
tronenbewegung als schnell gegenüber der Kernbewegung zu betrachten. Gehen
wir von einer instantanen Einstellung der Elektronen auf die Kernkonfiguration
aus, können wir die dreidimensionale Struktur eines Moleküls allein durch die
Koordinaten der Atomkerne beschreiben.

Bevor wir uns im nächsten Kapitel der statistischen Mechanik von Ionisierungs-
gleichgewichten zuwenden, werden wir erläutern, wie wir die Konformation K
von Proteinen formal fassen wollen. Der Modellierung der elektronischen Struk-
tur von Molekülen werden wir uns in Abschnitt 4.1.2 zuwenden.

Die dreidimensionale Konformation eines Moleküls ist eindeutig durch die Angabe
der kartesischen Koordinaten aller Atomkerne bezüglich eines beliebigen Koordi-
natensystems gegeben. Wenn wir ein Molekülmodell numerisch einer Translation
oder Rotation unterwerfen wollen, dann ist diese Darstellung sicher die handlich-
ste. Das gilt auch für die Berechnung von Abständen zwischen einzelnen Ato-
men, um etwa elektrostatische Wechselwirkungsenergien auszurechnen. Deshalb
werden wir diese Koordinaten für die Repräsentation der Moleküle im Rechner
verwenden.

Um aber Aussagen über physikalische oder chemische Eigenschaften eines Mo-
leküls zu erhalten, die einfach zu interpretieren sind, ist es meistens sehr viel
informativer die gegenseitige Lage ganzer Gruppen im Protein anzugeben. Gera-
de bei Proteinen, deren Struktur klar in ein Rückgrat und die Orientierung der
Seitenketten zerlegt werden kann [2], bietet sich eine andere Form von Koordina-
ten an, die sogenannten internen Koordinaten.
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Abbildung 2.3 zeigt wie ein aus den vier Atomen A,B,C und D bestehendes Mo-
lekül in internen Koordinaten beschrieben werden kann. Die Bindung zwischen A

C

D

A

B

lBC

lAB

ϕBCD

ϑABCD

ϕABC

lCD

Abbildung 2.3: Zur Definition interner Koordinaten. Die gegenseitige Lage der Atome
A,B,C,D ist durch die Bindungslängen l, die Bindungswinkel ϕ und den Torsionswinkel
ϑ festgelegt.

und B wird nur durch den Abstand der Zentren beider Atome, der Bindungslänge
lAB, angegeben. Das dritte Atom wird durch lBC und den Bindungswinkel ϕABC
positioniert. Diese drei Atome definieren nun ein Koordinatensystem. Die La-
ge jedes weiteren Atomes kann bezüglich seiner drei Vorgänger durch eine Bin-
dungslänge l, einen Bindungswinkel ϕ und einen Torsionswinkel1 ϑ angegeben
werden. Für das Atom D in unserem Beispiel sind dies lCD, ϕBCD und ϑABCD.
Letzterer ist der Winkel zwischen den Ebenen ABC und BCD. So definierte in-
terne Koordinaten werden in Standardprogrammen zur Quantenchemie oder Mo-
lekulardynamik (MD) verwendet.

Oft bietet es sich allerdings an, von dieser Definition abzuweichen und andere
Koordinaten zu verwenden. Nehmen wir beispielsweise die Bindungslängen und
Winkel der beiden Benzolringe eines Biphenyls als konstant an, so können wir den
Konformationsraum dieses Moleküls durch einen einzigen Winkel beschreiben, der
die gegenseitige Verdrehung der beiden Ringe angibt. Ein weiteres Beispiel für
eine sinnvoll angepaßte Koordinatendefinition sind die (Φ,Ψ)-Winkel, mit denen
die gegenseitige Lage der Peptidbindungen in einem Proteinbackbone angegeben
wird [2].

In dieser Arbeit werden wir vor allem die Konformationen einzelner Aminosäu-
ren in einem Protein betrachten. Wenn wir die zugehörigen Koordinaten formal
verwenden wollen, werden wir die Konformation des Backbones mit ΦBB bezeich-
nen und damit die (Φ,Ψ)-Winkel zwischen allen Peptidbindungen meinen. Ist das

1Dieser Winkel wird auch häufig als ”Dihedral-“ oder ”Dieder-“ Winkel bezeichnet.
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Backbone festgelegt, können wir die Konformation eines Residuums i durch einen
Satz von internen Koordinaten2 Φi angeben. Da wir uns speziell für Protonen in-
teressieren, die von Seitenketten aufgenommen oder abgegeben werden können,
wollen wir deren Koordinaten extra in einem Satz ϕi notieren. Φi enthält dem-
nach die Koordinaten aller nicht-H-Atome der Gruppe und die Koordinaten von
Protonen, die nicht an Protonierungsreaktionen Teil haben.

Die räumliche Struktur K eines Proteins mit N Residuen wird damit eindeutig
durch einen Satz von internen Koordinaten K := (ΦBB,Φ1, . . .ΦN ,ϕ1, . . .ϕN)
festgelegt. Zur besseren Übersicht definieren wir noch Φ := (Φ1, . . .ΦN) und
ϕ := (ϕ1, . . .ϕN). Nehmen wir weiterhin, den in Gl. 2.10 definierten, Protonie-
rungsvektor s hinzu, ist der komplette Konformations- und Protonierungszustand
(KP-Zustand) x := (K, s) des Proteins festgelegt.

2Die ersten drei Atome sind C,Cα,N.
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Kapitel 3

Statistische Mechanik der
Ionisierungsgleichgewichte

3.1 Titrationskurven und Gittergas

3.1.1 Definition des Modells

(g)

(f)

Abbildung 3.1: Das Git-
tergas als Modellsystem: Die
Teilchen (ausgefüllte Kreise)
können sich entweder frei in
der Gasphase (g) befinden
oder an unbesetzten Gitter-
plätzen (leere Kreise) adsor-
biert (f) werden.

Das Gittergasmodell [47] stellt die Grundlage für viele Theorien in der statisti-
schen Mechanik dar. Auch wir wollen die Theorie der Ionisierungsgleichgewichte
in Proteinen auf dieses einfache Modell aufbauen. Beginnen wir mit der Definition
des, in Abbildung 3.1 dargestellten, Modellsystems. Dort unterscheiden wir Teil-
chen, die sich in der Gasphase (g) befinden von den auf dem Gitter adsorbierten
(f). Unser Gitter besitzt N Plätze, die jeweils ein Teilchen binden können. Ferner
sind die Gitterplätze so beschaffen, daß sie abhängig von ihrem Besetzungszu-
stand unterschiedliche Energieniveaus annehmen. Damit erhalten wir für jeden
Gitterplatz zwei Zustände, denen unterschiedliche Zustandssummen zugeordnet
sind. Die Zustandssumme für den besetzten Gitterplatz z(1) enthält alle Zustände
die das System

”
Gitterplatz + Teilchen“ einnehmen kann. In der Zustandssumme

für den unbesetzten Gitterplatz z(0) müssen wir sowohl über die Zustände des
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Gitterplatzes als auch über die des noch nicht adsorbierten Teilchens aus der
Gasphase summieren.

Zur Vereinfachung nehmen wir an, daß die Teilchen auf dem Gitter nicht mitein-
ander wechselwirken und ununterscheidbar sind. Auf diese Weise können wir die
Zustandssumme des Gesamtsystems als Produkt der einzelnen Zustandssummen
schreiben. Konzentrieren wir uns zunächst auf einen Zustand, in dem auf dem Git-
ter genau M Teilchen adsorbiert wurden. Dieser Zustand kann durch

(
M
N

)
Mikro-

zustände realisiert werden. Damit erhalten wir die M -Teilchen-Zustandssumme

ZM =
N !

M !(N −M)!
z(1)Mz(0)(N−M) (3.1)

dieses Systems. Im Fall des thermischen Gleichgewichtes zwischen den beiden
Phasen muß das chemische Potential der Teilchen auf dem Gitter gleich dem der
Teilchen in der Gasphase sein (µ(f) = µ(g) =: µ). Damit ist es einfach, von der
M -Teilchen-Zustandssumme (Gl. 3.1) zur großkanonischen Zustandssumme des
Systems

Ξ =
N∑

M=0

eβµMZM =
N∑

M=0

eβµM
N !

M !(N −M)!
z(1)Mz(0)(N−M) = (z(0) + eβµz(1))N

(3.2)
überzugehen. Dabei haben wir die Abkürzung β := 1/kBT eingeführt und für
den letzten Schritt dieser Umformung den polynomischen Satz [48] verwendet.

Aus der großkanonischen Zustandssumme können wir die mittlere Teilchenzahl

〈M〉 =
1

β

∂

∂µ
ln Ξ (3.3)

in einem System [47] ableiten. Mit dieser Gleichung rechnen wir nun das Verhält-
nis der im Mittel adsorbierten Teilchen zur Gesamtzahl der Gitterplätze

[M ] =
〈M〉
N

=
1

1 + e−βµz(0)
z(1)

(3.4)

aus. Dieses mit [M] bezeichnete Verhältnis, das wir
”
Konzentration“ nennen wer-

den, ist gleich der Wahrscheinlichkeit bei einer zufälligen Auswahl eines Gitter-
platzes einen besetzten Platz zu finden.

Da in der Chemie mehr mit freien Energien als mit Zustandssummen gearbeitet
wird, möchten wir diese Gleichung entsprechend umformulieren. Hierzu verwen-
den wir die Beziehung

−kBT ln z(s) = A(s) (3.5)

zwischen der Helmholtzschen freien Energie A(s) eines besetzten (s = 1) oder
unbesetzten (s = 0) Gitterplatzes und dessen Zustandssumme. Damit können
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wir für die Konzentration der besetzten Gitterplätze auch schreiben:

[M ] =
1

1 + e−βµe−β[A(0)−A(1)]
. (3.6)

3.1.2 Anwendung auf Ionisierungsgleichgewichte

Nachdem wir das abstrakte Modell des Gittergases formuliert haben, beschrei-
ben wir mit dessen Hilfe ein Titrationsexperiment. Dieses Modellexperiment soll
die Titrationskurve von Molekülen aufnehmen, die eine einfache Dissoziationsre-
aktion nach dem in Gleichung 2.1 angegebenen Schema durchführen. Für dieses
Experiment sollen die untersuchten Moleküle in stark verdünnter wäßriger Lösung
vorliegen.

Beginnen wir mit einer mikroskopischen Beschreibung der Zustände des Moleküls
und deren Änderung bei einer Dissoziationsreaktion. Die Zahl der Freiheitsgra-
de (z.B. Bindungs- oder Torsionsschwingungen) eines Moleküls hängt im allge-
meinen von dessen Protonierungszustand s ∈ {0, 1} ab. Diese bezeichnen wir im
weiteren mitQ(s). Jeder dieser Freiheitsgrade kann in unterschiedlichen Quanten-
zuständen vorliegen. Die zugehörige Quantenzahl geben wir mit li, i = 1 . . .Q(s)
an. Die Energien Eqself

i (s, li) dieser Quantenzustände können ebenfalls vom Pro-
tonierungszustand abhängen.

Um die Brücke zum Gittergasmodell zu schlagen, identifizieren wir zum einen
die unprotonierte Form des Moleküls mit einem unbesetzten Gitterplatz und be-
schreiben dessen Zustandssumme als

z(0) =
∑
{l1}(0)

. . .
∑

{lQ(0)}(0)

exp

−β
Q(0)∑
i=1

Eqself
i (0, li)

 . (3.7)

Dabei läuft die Summe
∑
{li}(s) über alle mögliche Realisierungen der einzelnen

Quantenzahlen im vorliegenden P-Zustand.

Zum anderen identifizieren wir das protonierte Molekül mit einem besetzten Git-
terplatz. Auch für diesen Fall formulieren wir die Zustandssumme:

z(1) =
∑
{l1}(1)

. . .
∑

{lQ(1)}(1)

exp

−β
Q(1)∑
i=1

Eqself
i (1, li)

 . (3.8)

Da wir das Experiment in verdünnter Lösung durchführen, werden wir der obigen
Modellannahme gerecht, daß die Gitterplätze (jetzt Moleküle) nicht miteinander
wechselwirken. Deshalb können wir die Zustandssumme des Gesamtsystems, wie
in Gleichung 3.1, als Produkt der einzelnen Zustandssummen schreiben. Den bei
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Titrationskurven als Parameter auftretenden pH-Wert führen wir durch seine
Beziehung zum chemischen Potential des Systems (Gl. 2.5) in Gleichung 3.6 ein.

Weiterhin können wir die in Gleichung 3.6 auftretenden freien Energien durch
die in den Gleichungen 3.7 und 3.8 beschriebenen Zustandssummen ausdrücken.
Dabei müssen wir aber noch berücksichtigen, daß in dem Gittergasmodell die freie
Energie A(0) des unbesetzten Gitterplatzes auch noch die eines nicht adsorbierten
Teilchens enthält. Es gilt also A(0) = −kBT ln z(0) + A(H+).

Betrachten wir das Experiment bei Atmosphärendruck, so können wir die Dif-
ferenzen der freien Energien, wie in Abschnitt 2.3 erläutert, durch die der
Gibbsschen freien Energien ersetzen. Setzen wir nun den Term A(0) − A(1) =
G(M−) + G(H+) − G(MH) in Gl. 3.6 für die mittlere Konzentration protonier-
ter Moleküle ein, so erhalten wir mit Gl. 2.5 die bereits bekannte Henderson-

Hasselbalch-Titrationskurve (Gl. 2.9):

[MH] =
1

1 + eβkBT ln10 pH−β[G(M−)+G(H+)−G(MH)]
=

1

1 + 10pH−pKa
. (3.9)

Für den zweiten Schritt haben wir noch die Beziehung 2.6 zwischen pKa und ∆G
verwendet.

3.2 Statistische Mechanik für das Protein

Die Dissoziationsgleichgewichte für einzelne Moleküle können, wie wir eben gese-
hen haben, einfach im Rahmen der statistischen Mechanik beschrieben werden.
In diesem Abschnitt werden wir Gleichungen für die Protonierungsgleichgewichte
wechselwirkender Gruppen innerhalb eines Proteins ableiten. Auch hier wollen
wir von einfachen Prinzipien der statistischen Mechanik ausgehen.

3.2.1 Energiezustände

Das hier aufgestellte Modell soll möglichst allgemein und damit unabhängig von
der speziellen Wahl der Wechselwirkungsparameter1 sein. Aus diesem Grund wer-
den wir hier die Energieterme sehr abstrakt einführen. Wirkliche physikalische
Bedeutung erhalten sie in Kapitel 4.

Unser (allgemeines) Modellprotein bestehe aus R Aminosäuren mit N protonier-
baren Residuen. Diese erhalten die Indizes i = 1 . . . N . Alle Residuen mit un-
veränderlichem Protonierungszustand werden mit i = N + 1 . . . R numeriert. Die
KP-Zustände des Proteins werden, wie in Abschnitt 2.4 erläutert, beschrieben.

1Diese beschreiben auch die Wechselwirkung der Gruppen mit der Umgebung.
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Jedem KP-Zustand xi des Proteins wird eine Gesamtenergie Etot(xi) zugeordnet.
Die einzelnen Komponenten dieser Energie sollen im folgenden diskutiert werden.
Die paarweisen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Aminosäuren führen
zu einem Beitrag,

EWW(xi) =
1

2

R∑
i=1

R∑
j=1

i6=j

EWW
ij (si,Φi,ϕi, sj,Φj,ϕj) , (3.10)

der von allen Koordinaten sowie den Protonierungszuständen der beiden Wech-
selwirkungspartner i und j abhängt.

Einen weiteren Beitrag zur Gesamtenergie eines Zustandes liefert die Wechsel-
wirkung der einzelnen Gruppen mit der Umgebung des Proteins. Diese Größe,
die wir als Eeself

i (si,Φi,ϕi) bezeichnen, hängt im allgemeinen ebenfalls von al-
len Koordinaten des Residuums ab. Zusätzlich kann das Dehnen von Bindungen
oder Aufweiten von Bindungswinkeln zu weiteren Energiebeiträgen führen, die
wir als Konformationsenergie eines einzelnen Residuums mit Ekself

i (Φi) bezeich-
nen wollen und die nur von den Koordinaten der nicht-H-Atome des Residuums
abhängt. Ist eine Gruppe protoniert, können unterschiedliche Positionen des H-
Atomes einen analogen Beitrag Ehself

i (ϕi) erzeugen.

Den Überlegungen des letzten Absatzes liegt die Idee zugrunde, daß wir einige
Freiheitsgrade voneinander separieren können. So wurde zum einen angenom-
men, daß die Selbstenergiebeiträge nicht durch die Wechselwirkung mit den ande-
ren Residuen beeinflußt werden. Zum anderen wurden einzelne Freiheitsgrade als
Konformationsfreiheitsgrade des Residuums ausgezeichnet. Hier gehen wir davon
aus, daß ein bestimmter Konformationszustand, etwa für einen Bindungswinkel
oder eine Bindungslänge, einem lokalen Minimum des zugehörigen Freiheitsgra-
des entspricht, um welches die ausgewählte Koordinate Schwingungen ausführt.
Nehmen wir weiterhin an, daß die zu diesen Schwingungen gehörenden Potentiale
nicht durch den Konformationszustand der Gruppe und die anderen Residuen be-
einflußt werden, können die damit verbundenen Energien als quantenmechanische
Zustände der Gruppe verstanden werden. Bezeichnen wir mit Qi(si) die Zahl der
Freiheitsgrade des Residuums i und ordnen jedem davon eine Quantenzahl lij,
j = 1 . . .Qi(si) zu, läßt sich der Zustand durch die Angabe aller Quantenzahlen
charakterisieren. Um die Energie des Quantenzustandes zu notieren, bezeichnen
wir die zu einer Quantenzahl gehörende Energie mit Eqself

ij (si, lij). Die Energien
aller quantalen Freiheitsgrade einer Gruppe liefern einen weiteren Beitrag

Eqself
i (si, li1 . . . liQi(si)) =

Qi(si)∑
j=1

Eqself
ij (si, lij) (3.11)

zu deren Selbstenergie. Hier haben wir die Annahme gemacht, daß die Quanten-
zustände einer Aminosäure nur von deren Protonierungszustand abhängen. Diese
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gehört, wie auch alle weiter oben gemachten Annahmen, zur gängigen Praxis bei
der Durchführung von Molekulardynamik- oder Molekularmechanik-Rechnungen.
Im weiteren Verlauf der Arbeit (vgl. Abschnitt 3.2.7) werden wir einen Fall ken-
nenlernen, in dem diese Annahme nicht gültig ist.

Fassen wir die eben diskutierten Energiebeiträge zusammen, erhalten wir mit

Etot(xi) =
N∑
i=1

Eqself
i (si, li1 . . . liQi(si)) + Ekonf(xi) (3.12)

die Gesamtenergie des KP-Zustandes. Hierbei haben wir alle Summanden, die
von den Konformationen der Residuen abhängen, unter

Ekonf(xi) =
R∑
i=1

[
siE

hself
i (ϕi) + Ekself

i (Φi) + Eeself
i (si,Φi,ϕi)

]
+

1

2

R∑
i=1

R∑
j=1

i6=j

EWW
ij (si,Φi,ϕi, sj,Φj,ϕj) (3.13)

als Konformationsenergie des KP-Zustandes zusammengefaßt.

3.2.2 Zustandssumme des Proteins

Mit dieser Energie für einen KP-Zustand xi können wir die Zustandssumme für
unser Modellsystem bestimmen. Da wir die Ionisierungsgleichgewichte für ver-
schiedene Protonenzahlen im Protein berechnen wollen, müssen wir im großka-
nonischen Ensemble rechnen.

Beginnen wir, wie in Abschnitt 3.1.2, mit der Zustandssumme für einen festen
Protonierungszustand s:

z(s) =
∑
{l11}(s1)

. . .
∑

{l1Q1(s1)}(s1)

. . .
∑

{lN1}(sN )

. . .
∑

{lNQN (sN )}(sN )

∑
{ϕ1}

. . .
∑
{ϕN}∑

{Φ1}

. . .
∑
{ΦR}

exp

{
−β

[
N∑
i=1

Eqself
i (si, li1 . . . liQi(si)) + Ekonf(s,Φ,ϕ)

]}
(3.14)

Da die Energiebeiträge der Quantenzustände nicht von den Konformationen und
Wechselwirkungen mit anderen Residuen abhängen, können wir diese aus der
Summe über die Konformationen herausnehmen und als Produkt von Exponen-
tialfunktionen schreiben. Somit sehen wir, daß sich diese Zustandssumme als
Produkt aus den Zustandssummen der Quantenzustände

zi(si) :=
∑
{li1}(si)

. . .
∑

{liQi(si)}(si)

exp{−βEqself
i (si, li1 . . . liQ(si))} (3.15)
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und der des Konformationsraumes für den P-Zustand

zkonf(s) =
∑
{ϕ1}

. . .
∑
{ϕN}

∑
{Φ1}

. . .
∑
{ΦR}

exp{−βEkonf(s,Φ,ϕ)} (3.16)

zusammensetzt.

Um auf die M-Teilchen-Zustandssumme des Systems zu kommen, müssen wir
Gl. 3.14 über alle P-Zustände {s|M} summieren, bei denen M :=

∑N
i=1 si Resi-

duen protoniert sind:

ZM =
∑
{s|M}

(
N∏
i=1

zi(si)

)
zkonf . (3.17)

Von hier aus können wir den Übergang zur großkanonischen Zustandssumme
vollziehen:

Ξ′ =
N∑
M=0

eβµMZM =
N∑
M=0

eβµM

 ∑
{s|M}

(
N∏
i=1

zi(si)

)
zkonf(s)

 . (3.18)

Da wir nicht an den absoluten Werten der Zustandssumme interessiert sein wer-
den, sondern immer nur an Verhältnissen zwischen Zustandssummen von Unter-
systemen, können wir Gl. 3.18 mit einer beliebigen Konstante z0 multiplizieren.
Wir wählen hier mit

z0 :=

[
N∏
i=1

zi(0)

]−1

(3.19)

den Kehrwert des Produktes der Zustandssummen der Quantenzustände aller
unprotonierten Residuen. An der damit multiplizierten Zustandssumme

Ξ =
N∑
M=0

exp{βµM}

 ∑
{s|M}

(
N∏
i=1

zi(si)

zi(0)

)
zkonf(s)

 (3.20)

sehen wir, daß der Beitrag der Quantenzustände bei der Protonierung eines Re-
siduums hier genauso behandelt werden kann, wie wir es in Abschnitt 3.1.2 für
die Dissoziationsreaktion gleicher Moleküle in wäßriger Lösung gemacht haben.

Auf diese Weise können wir, zur Bestimmung der Zustandssumme, auf die Be-
rechnung der freien Energien für die Protonierungsreaktionen verzichten und ex-
perimentelle Werte aus Titrationsexperimenten an Modellgruppen in wäßriger
Lösung einsetzten. Um dies auszuformulieren, setzen wir zunächst wieder, wie
bei der Ableitung von Gl. 3.9, unter der Annahme von Atmosphärendruck und
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der Beziehung 2.6, die Zustandssummen mit den pKa-Werten der Gruppen in
Verbindung:

zi(si)

zi(0)
= exp{ln zi(si)− ln zi(0)} = exp{si[ln zi(1)− ln zi(0)]}

= exp{βsi∆Gi} = exp{si ln10 pKmod
i }. (3.21)

Hierbei haben wir, ohne es extra zu erwähnen, wiederum die Zustandssumme
für das noch nicht adsorbierte Proton in die der unprotonierten Aminosäure ge-
steckt. Die Größe pKmod

i bezeichnet den
”
Modell-pKa“ des Residuums i. Dieser

wird, unter Verwendung der in Abschnitt 3.2.7 vorgestellten Korrekturen, aus
dem experimentellen Wert pKexp

a für die Modellkomponente des Residuums i im
Lösungsmittel bestimmt.

Mit dieser Umschreibung führen wir nun die Energie

Ekp(s,Φ,ϕ) := −kBT ln10
N∑
i=1

sipKmod
i + Ekonf(s,Φ,ϕ) (3.22)

für den KP-Zustand (s,Φ,ϕ) ein, berechnen damit die M-Teilchen-
Zustandssumme (Gl. 3.17) zu

ZM =
∑
{s|M}

∑
{ϕ1}

. . .
∑
{ϕN}

∑
{Φ1}

. . .
∑
{ΦR}

exp{−βEkp(s,Φ,ϕ)} (3.23)

und geben schließlich die endgültige Form für die großkanonische Zustandssumme

Ξ =
N∑
M=0

exp{βµM}ZM (3.24)

eines Proteins mit verschiedenen Protonierungs- und Konformationszuständen
an.

Ziehen wir in Gl. 3.24 die Exponentialfunktion mit dem chemischen Potential
in die Summe über die Protonierungszustände und ordnen die Summanden so,
daß wir eine Summe über alle Protonierungszustände {s} erhalten, finden wir
die auf traditionellem Wege abgeleitete Zustandssumme (Gl. 2.24) wieder. Auch
hier wird der pH-Wert mittels Gl. 2.5 eingeführt.

Der Vorteil unserer Darstellung der Zustandssumme (Gl. 3.24) liegt in der klaren
Trennung des Beitrages der Konformationen von dem des chemischen Potentials.
Dadurch wird es möglich die pH-Abhängigkeit aller von Ξ abgeleiteten Größen aus
den einmal berechneten M-Teilchen-Zustandssummen zu ermitteln. Alle bisher
gängigen Verfahren bestimmen diese Größen für jeden pH-Wert einzeln. Eine Me-
thode, die pH-abhängige Werte mit Hilfe unserer Darstellung der Zustandssumme
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(Gl. 3.24) bestimmt, wollen wir in dieser Arbeit als
”
ProTikKS-Methode“ bezeich-

nen. Dieses Akronym steht für:
”
Berechnung von Protein-Titrationskurven durch

Konformationsraum-Sampling“. Unsere Namensgebung ist unabhängig von dem
Verfahren, mit dem die M-Teilchen-Zustandssummen berechnet oder genähert
werden.

Tatsächlich können die M-Teilchen-Zustandssummen mit jeder geeigneten Me-
thode bestimmt werden. In Abschnitt 5.5 werden wir sie z.B. exakt berechnen.
Ist das nicht mehr möglich, können sie aber auch, wie in Abschnitt 5.6, genähert
werden. Ausgehend von diesen Zustandssummen können wir das großkanonische
Ensemble auswerten, um beispielsweise makroskopische Titrationskurven (vgl.
Abschnitt 3.2.4) zu bestimmen. Aber wir können auch mikroskopische pKa-Werte
(vgl. Abschnitt 3.3) im kanonischen Ensemble bestimmen. Dies ist u. a. dann
notwendig, wenn Prozesse untersucht werden sollen, die auf so kurzen Zeitskalen
stattfinden, daß das Protein keine Protonen mit seiner Umgebung austauschen
kann. Dies ist z. B. bei dem in Abschnitt 5.6.3 diskutierten Protonentransfer der
Fall.

3.2.3 Titrationskurve eines Proteins

Experimentell am einfachsten zugänglich ist die Titrationskurve des gesamten
Proteins. Diese gibt an, wieviele Protonen bei einem bestimmten pH-Wert im Mit-
tel im Protein gebunden sind. Sobald dieM-Teilchen-Zustandssummen (Gl. 3.17)
für das Protein bestimmt sind, können auch wir diese Funktion berechnen.

Die µ-abhängige Wahrscheinlichkeit2

P(M;µ) =
eβµMzM

Ξ
(3.25)

M Teilchen im System zu finden, ist durch dieM-Teilchen-Zustandssumme und
die großkanonische Zustandssumme des Proteins gegeben. Für ein vorgegebenes
chemisches Potential µ der Protonen berechnet sich daher die mittlere Zahl der
adsorbierten Protonen zu

〈M〉(µ) =
N∑
M=0

M ·P(M;µ) . (3.26)

3.2.4 Titrationskurve einzelner Residuen

Im Computerexperiment können wir aber auch auf einfache Weise den Disso-
ziationsgrad einer einzelnen Gruppe i in einem Protein bestimmen. Wir müssen

2Bei Wahrscheinlichkeiten wollen wir zuerst das Ereignis für dessen Eintreten sie angegeben
werden, in die Klammern schreiben und den Parameter, von dem sie abhängen, hinter dem ’;’
angeben.
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hierzu die Zustandssumme Ξ(MiH) bestimmen, in der über alle Zustände sum-
miert wird, in denen Mi protoniert ist. Da eine Gruppe entweder protoniert oder
deprotoniert ist, gilt der Zusammenhang Ξ(Mi) = Ξ− Ξ(MiH).

Um die Wahrscheinlichkeit für die Protonierung einer einzelnen Gruppe zu be-
rechnen, verwenden wir den Protonierungsvektor s (Gl. 2.10) und berechnen
zunächst die M-Teilchen-Zustandssummen

zM(MiH) =
∑
{s|M}

si

(
N∏
j=1

exp{sj ln10pKmod
i }

)
zkonf(s) (3.27)

für dieses Ereignis.

Die großkanonische Zustandssumme dafür erhalten wir dann wie gewohnt als

Ξ(MiH) =
N∑
M=0

eβµMzM(MiH) . (3.28)

Damit können wir die Wahrscheinlichkeit

P(MiH;µ) =
Ξ(MiH)

Ξ
(3.29)

angeben, die Gruppe i bei vorgegebenem chemischen Potential protoniert zu fin-
den.

Wir können auch dieM-Teilchen-Zustandssummen für das gleichzeitige Eintref-
fen zweier Ereignisse bestimmen. So erhalten wir beispielsweise aus

zM(MiH ∧Mj) =
∑
{s|M}

si(1− sj)

(
N∏
k=1

exp{sk ln10 pKmod
k }

)
zkonf(s) (3.30)

die Zustandssummen für den Fall, daß die Gruppe i protoniert ist, während j
deprotoniert vorliegt. Berechnen wir daraus die Wahrscheinlichkeit

P(MiH ∧Mj;µ) =
1

Ξ

N∑
M=0

eβµMzM(MiH ∧Mj) (3.31)

dieses Ereignisses, können wir mit Gl. 3.29 die bedingte Wahrscheinlichkeit

P(Mj | MiH;µ) =
P(MiH ∧Mj);µ

P(MiH;µ)
(3.32)

dafür angeben, die Gruppe j deprotoniert zu finden, wenn i protoniert ist.
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3.2.5 pH-Abhängigkeit anderer Größen

In unseren Computermodellen haben wir alle Informationen über die Struktur des
Proteins griffbereit. Somit ist es ein Leichtes, auch die Änderungen der Struktur
mit dem pH-Wert zu untersuchen.

Das Vorgehen zur Gewinnung dieser Informationen ist ganz analog zur Berech-
nung der Protonierungswahrscheinlichkeit einer einzelnen Gruppe (vgl. Gl. 3.29).
Da strukturelle Daten im Gegensatz zu Protonierungszuständen meist nicht durch
eins/null-Aussagen beschrieben werden, sondern durch mehrere diskrete Positio-
nen oder einen kontinuierlichen Wert gegeben sein können, läßt sich die Summa-
tion nicht so allgemein fassen wie im vorangegangenen Abschnitt.

Die universelle Vorgehensweise zur Bestimmung pH-abhängiger Eigenschaften
eines Proteins lautet wie folgt: Wir bestimmen zunächst die M-Teilchen-
Zustandssummen über all diejenigen Subzustände, in denen ein bestimm-
tes Ereignis realisiert ist. Im nächsten Schritt wird aus diesen M-Teilchen-
Zustandssummen die großkanonische Zustandssumme des Ereignisses berechnet,
um schließlich dessen Wahrscheinlichkeit bei einem vorgegebenen pH-Wert anzu-
geben. Aus diesen Wahrscheinlichkeiten lassen sich auch Korrelationen zwischen
Protonierungen und Konformationen oder Konformationen untereinander ermit-
teln (wie z. B. in Abschnitt 5.6.2 angewendet).

3.2.6 Verteilung der Protonierungszustände

Die Zustandssumme z(s) für einen Protonierungszustand s ist durch die pKa-
Werte aller in diesem Zustand protonierten Gruppen und dessen Konfigurations-
zustandssumme zkonf(s) bestimmt. Die Wahrscheinlichkeit, einen Protonierungs-
zustand s zu finden, ist durch

P(s;µ) =
1

Ξ

[
exp{βµM}

(
N∏
i=1

exp{si ln10 pKmod
i }

)
zkonf(si)

]
(3.33)

gegeben. Das Verhältnis der Wahrscheinlichkeiten zweier verschiedener Protonie-
rungszustände s1 und s2

P(s1;µ)

P(s2;µ)
=

exp{βµM1}
exp{βµM2}

∏N
i=1 exp{(s1)i ln10 pKmod

i }∏N
i=1 exp{(s2)i ln10 pKmod

i }
zkonf(s1)

zkonf(s2)
(3.34)

ist somit durch das Verhältnis ihrer Zustandssummen bestimmt.

Bezeichnen wir das Protein im P-Zustand s mit P(s) und betrachten den Über-
gang des Proteins zwischen den beiden Zuständen als chemische Reaktion

P(s1)
∆A→ P(s2) + (M1 −M2)H+ , (3.35)
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steht dieses Verhältnis in Beziehung zur Änderung der freien Energie bei der
Reaktion:

kBT ln

(
P(s1;µ)

P(s2;µ)

)
= kBT ln

(
exp{βµM1}
exp{βµM2}

)
+

kBT ln

(∏N
i=1 exp{(s1)i ln10 pKi

mod}∏N
i=1 exp{(s2)i ln10 pKi

mod}
zkonf(s1)

zkonf(s2)

)
= µ(M1−M2)+A(s2)− A(s1)︸ ︷︷ ︸

=∆A

.

(3.36)

Die Helmholtzschen freien Energien A(s) sind hierbei nur durch pKa-Werte der
protonierten Gruppen und die Konformationsenergien des jeweiligen P-Zustandes
bestimmt.

Analog zur Definition der Gleichgewichtskonstante K in Gl. 2.3 können wir nun
Gleichgewichtskonstanten

Ks1,s2 :=
P(s1;µ)

P(s2;µ)
= exp{β(µ(M1 −M2) + ∆A)} (3.37)

zwischen den P-Zuständen des Proteins definieren.

Mit diesen Konstanten lassen sich die Protonierungsgleichgewichte zwischen al-
len protonierbaren Gruppen in einem Protein beschreiben. Ein Protein mit drei
solchen Gruppen besitzt acht unterschiedliche P-Zustände, die durch den Proto-
nierungsvektor s angegeben werden. Diese Zustände haben wir in Abbildung 3.2
notiert und alle mit gestrichelten Linien verbunden. Jeder dieser 28 Linien ist
eine Gleichgewichtskonstante zugeordnet.

Ein Protein mit N protonierbaren Gruppen kann 2N Zustände einnehmen.
Dementsprechend können 2N(2N−1)/2 Gleichgewichtskonstanten angegeben wer-
den. Von diesen sind aber nur 2N − 1 voneinander unabhängig.

000 001

111 010

110 011

100101

Abbildung 3.2: Graph der Protonie-
rungszustände eines Proteins mit drei pro-
tonierbaren Gruppen. Jede Ziffer gibt den
P-Zustand (0,1) einer Gruppe an. Das
Verhältnis der Konzentrationen je zweier
Zustände ist durch eine Gleichgewichts-
konstante gegeben. Alle vorkommenden
Gleichgewichtskonstanten sind hier durch
gestrichelte Linien symbolisiert.
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Um diese Aussage zu begründen, interpretieren wir die möglichen P-Zustände als
Knoten und die Verbindungen zwischen ihnen als Kanten eines Graphen G. Nun
verbinden wir alle 2N Knoten so miteinander, daß ein Baum von G entsteht. Ein
solcher Baum besitzt genau 2N−1 Kanten. Fügen wir nun eine weitere Kante ein,
erhalten wir einen Kreis in diesem Baum. Wenn dieser n Knoten enthält, wollen
wir die zugehörigen P-Zustände mit 1 bis n indizieren. Jeder Kante in diesem
Kreis kann eine Gleichgewichtskonstante Ki,j = P(si)/P(sj) zugeordnet werden.
Nehmen wir nun die n − 1 Konstanten K1,2 . . . Kn−1,n als gegeben, können wir
daraus Kn,1 bestimmen:

Kn,1 =
P(sn)

P(s1)
=

P(sn)

P(sn−1)︸ ︷︷ ︸
=K−1

n−1,n

P(sn−1)

P(sn−2)︸ ︷︷ ︸
=K−1

n−2,n−1

P(sn−2)

P(sn−3)︸ ︷︷ ︸
=K−1

n−3,n−2

· · · P(s3)

P(s2)︸ ︷︷ ︸
=K−1

2,3

P(s2)

P(s1)︸ ︷︷ ︸
=K−1

1,2

(3.38)

Diese Gleichgewichtskonstante ist der zusätzlichen n-ten Linie zugeordnet. Sie
kann anhand der bereits vorher vorhandenen Linien, die diesen Kreis bilden,
berechnet werden. Durch schrittweises Verbinden aller noch nicht direkt mitein-
ander verbundenen Knoten werden somit alle im ursprünglichen Baum fehlenden
Gleichgewichtskonstanten bestimmt.

Ein Graph mit n Knoten besitzt nach dem Satz von Cayley nn−2 verschiedene
Bäume [49]. Zu dem in Abbildung 3.2 dargestellten Beispiel dreier protonierba-
rer Gruppen existieren daher bereits 86 unterschiedliche Bäume. Welchen Baum
wir aus dieser großen Vielfalt wählen, ist uns grundsätzlich freigestellt. Unter
Umständen definieren bereits experimentelle Tatsachen den am besten zu ver-
wendenden Baum.
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Abbildung 3.3: Möglicher Baum des Graphen aus Abbildung 3.2. In dieser Dar-
stellung können ”vertikale“ Gleichgewichtskonzentrationen (oberer Index v) zwischen
Zuständen mit gleicher Teilchenzahl, von ”horizontalen“ Gleichgewichtskonzentratio-
nen (oberer Index h) zwischen Zuständen mit unterschiedlichen Protonenzahlen unter-
schieden werden.

Betrachten wir beispielsweise den Baum aus Abbildung 3.3. Hier erkennen wir
besonders gut, daß bei den Protonierungsreaktionen im Protein zwei Typen un-
terschieden werden können. Die horizontalen Linien stehen für Reaktionen, bei
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Abbildung 3.4: Alternativer Baum des Graphen aus Abbildung 3.2. Hier sind alle
Gleichgewichtskonstanten auf den deprotonierten Grundzustand bezogen.

denen Protonen aus dem Lösungsmittel aufgenommen oder abgegeben werden.
Die Gleichgewichtskonstanten hängen in diesen Fällen vom chemischen Potential
des Protons ab:

Kh
ij = exp{β(µ(Mi −Mj) + ∆A)}. (3.39)

Die vertikalen Linien beschreiben hingegen den Wechsel von Protonierungsplätzen
bei fester Protonenzahl im Protein. Diese Reaktionen werden daher nicht vom
chemischen Potential der Protonen beeinflußt und hängen nur von den M-
Teilchen-Zustandssummen beziehungsweise den zugehörigen freien Energien der
Protonierungszustände ab:

Kv
ij = exp{∆A)}. (3.40)

Der in Abbildung 3.4 dargestellte Baum führt auf eine einfache Gleichung, um alle
acht Konzentrationen aus den sieben vorgegebenen Gleichgewichtskonstanten zu
berechnen. In dieser Form wurden alle Gleichgewichtskonstanten auf den depro-
tonierten Grundzustand s1 bezogen. Allgemein erhalten wir bei N P-Zuständen
N − 1 Gleichungen der Form

P(si) = P(s1)K−1
1,i i = 2 . . . N (3.41)

für die Zustände s2 bis sN . Die Wahrscheinlichkeit für den Grundzustand be-
stimmen wir aus der Normierung

∑N
i=1 P(si) = 1 zu

P(s1) =
1

1 +
∑N

i=2 K
−1
1,i

. (3.42)

Damit können wir alle unbekannten Werte in Gleichung 3.41 berechnen und er-
halten die Konzentrationen aller P-Zustände.

3.2.7 Verwendung von Modell-pKa’s

Bereits in Abschnitt 2.2.1 dieser Arbeit haben wir die Verwendung von experi-
mentellen pKa-Werten als wesentliches Konzept zur Berechnung von Ionisierungs-
gleichgewichten in Proteinen kennengelernt. Durch die Verwendung gemessener
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Daten kann auf die sehr aufwendigen numerischen Rechnungen zur Bestimmung
der Gibbsschen freien Energieänderung bei Dissoziationsreaktionen verzichtet
werden.

Da sich die Umgebung einer Aminosäure im Protein sehr stark von der in wäßri-
ger Lösung unterscheidet, darf in die Gleichungen 3.24 bzw. 2.24 nicht direkt der
experimentelle Wert für den Modell-pKa eingesetzt werden. In Abschnitt 2.2.1
wurde bereits anhand des thermodynamischen Zyklus (Abbildung 2.2) gezeigt,
wie der gemessene Wert modifiziert werden muß, um den veränderten Solvatisie-
rungsenergien von saurer und basischer Form des Moleküls im Protein Rechnung
zu tragen.

Für die von uns aus der statistischen Mechanik abgeleitete Form der Zustands-
summe (Gl. 3.24) machen wir die gleiche Korrektur, indem wir ähnlich wie in
Gl. 2.15

pKmod
i := pKexp

i −
1

kBT ln10
∆Esolv

i = pKexp
i −

1

kBT ln10
(Esolv

i (Mi)− Esolv
i (MiH))

(3.43)
definieren. Hierbei haben wir den pKa-Wert aber nur um den Einfluß der Lösungs-
mittelumgebung ∆Esolv

i korrigiert. Die Wechselwirkung der Gruppe mit dem Pro-
tein werden wir später explizit hinzunehmen. Diese bekannte Korrektur gilt aber
strenggenommen nur dann, wenn das Modellmolekül im Lösungsmittel in einer
einzigen Konfiguration vorliegt. Da dies nicht immer der Fall ist, werden wir
uns nun überlegen, wie wir den Transfer vom Solvent zum Protein dann richtig
beschreiben können.

Alexov und Gunner [21] stellten fest, daß durch die Berücksichtigung mehrerer
Konformationen für die H-Atome im Protein die Entropie der protonierten Grup-
pe gegenüber der unprotonierten vergrößert wird. Als Konsequenz führten sie
einen Faktor ein, der diesen Beitrag aus der Zustandssumme ihres Systems eli-
miniert. So kann es aber im Protein keinen entropischen Beitrag zu den freien
Energien von saurer oder basischer Form eines Residuums geben. Die Idee, alle
möglichen Positionen für das Proton zu berücksichtigen, beruht aber u. a. auf der
Überlegung, daß unterschiedliche Konformationsräume im Lösungsmittel und im
Protein und somit auch verschiedene Entropiebeiträge zu unterschiedlichen pKa-
Werten der Gruppe in differierenden Umgebungen beitragen. Aufgrund dieses
Widerspruchs werden wir von dieser Vorgehensweise Abstand nehmen.

Hieraus folgt aber nicht, daß keine weiteren Korrekturen des experimentellen
Wertes notwendig wären. Unser Ziel ist es, die Entropiebeiträge im Protein gänz-
lich zu berücksichtigen. Wir wollen dort also keine erzwungene Entropiekorrektur
durchführen. Im Protein kann das Proton in mehreren Konformationszuständen,
die sich im allgemeinen energetisch unterscheiden werden, vorliegen. Das bewirkt
einen Beitrag zur Entropie des protonierten Zustandes. Erinnern wir uns an
die Ableitung der Zustandssumme (Gl. 3.24). Dabei wurden mehr oder weniger
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willkürlich Freiheitsgrade der Residuen separiert und explizit in der Konforma-
tionszustandssumme zkonf berücksichtigt. Alle übrigen Freiheitsgrade haben wir
als Quantenzustände bezeichnet und schließlich mit dem Modell-pKmod

a -Wert der
Gruppe identifiziert. Analog können wir die folgende Beschreibung der Situation
wählen.

Der pKmod
a gibt die freie Energie für die Protonierung des Residuums in dem

Konformationszustand an, in dem alle explizit berücksichtigten Freiheitsgrade
den Zustand mit der niedrigsten Konformationsenergie besetzen. Alle weiteren
Zustände entstehen in unserem Modell durch eine Änderung der Koordinaten der
letztgenannten Freiheitsgrade. Auf diese Weise erhalten wir den Entropiebeitrag
dieser Freiheitsgrade im Protein.

Messen wir einen pKa-Wert, so wird sich auch das Modellmolekül im Lösungs-
mittel im allgemeinen nicht in einem einzigen Konformationszustand befinden.
Der experimentelle Wert repräsentiert in diesem Fall nicht nur die Protonierung
im energetisch niedrigsten Konformationszustand, sondern enthält ebenso wie
der pKa-Wert im Protein zusätzliche entropische Beiträge. Diese Tatsache bietet
grundsätzlich Anlaß zu zwei Fehlern, die wir machen können, wenn wir den gemes-
senen Wert im Proteinmodell verwenden. Erstens: Wir berücksichtigen einen Frei-
heitsgrad im Protein explizit, der auch zum Lösungsmittelwert beiträgt. Dies gilt
insbesondere für den Konformationsraum des Protons und führt dazu, daß dieser
Beitrag doppelt gezählt wird (Lösungsmittel+Protein). Zweitens: Wir berück-
sichtigen einen Freiheitsgrad im Protein nicht explizit, der im Lösungsmittel we-
sentlich ist. Sind die Beiträge eines solchen Freiheitsgrades zur freien Energie im
Protein und im Solvent gleich, ist die Beschreibung durch den experimentellen
pKa-Wert richtig. Unterscheiden sich aber die zugänglichen Konfigurationsräume
dieses Freiheitsgrades im Protein und im Lösungsmittel, ist die Beschreibung
nicht mehr korrekt und der Modell-pKa muß weiter korrigiert werden.

Um diese beiden Fälle genauer zu analysieren, betrachten wir noch einmal die
statistische Mechanik eines Titrationsexperimentes (vgl. Abschnitt 3.1.2). Die
Änderung der Gibbsschen freien Energie ist durch die Zustandssummen von pro-
toniertem (MH) und dissoziiertem Molekül (M)

∆G = −kBT ln
z(M)

z(MH)
+ kBT ln zH − kBT ln

zkonf(M)

zkonf(MH)
(3.44)

gegeben. Dabei haben wir die Zustandssummen für die Bindungsfreiheitsgrade
des Protons zH sowie einen weiteren Konformationsfreiheitsgrad zkonf abgesondert.

An Gleichung 3.44 erkennen wir unmittelbar, wie der gemessene pKa-Wert kor-
rigiert werden muß. Der Beitrag des Protons ist durch den Logarithmus der Zu-
standssumme für dessen Bindungsfreiheitsgrade gegeben. Dieser Beitrag muß von
dem gemessen Wert abgezogen werden. In vielen Fällen kann der Korrekturterm
aus einfachen chemischen Überlegungen in guter Näherung angegeben werden.
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Gibt es beispielsweise n energetisch gleichwertige Protonierungsstellen an einem
Molekül, muß von dem gemessenen pKa-Wert kBT log n abgezogen werden.

Die Diskussion des dritten Summanden in Gl. 3.44 gestaltet sich meistens nicht
ganz so einfach. Denn dazu ist die Kenntnis aller Freiheitsgrade und der zu-
gehörigen Potentiallandschaften eines Moleküls notwendig. Vereinfachend wirkt
sich allerdings aus, daß nur die Beiträge von Freiheitsgraden berücksichtigt wer-
den müssen, deren Konformationsraum vom Protonierungszustand der Gruppe
abhängt. Finden wir aber solche, müssen wir sie entweder explizit in unserem
Proteinmodell berücksichtigen oder genau untersuchen, wie die Proteinumge-
bung diesen Freiheitsgrad beeinflußt. Nehmen wir diesen Freiheitsgrad explizit
mit, müssen wir den Term −kBT ln(zkonf(M)/zkonf(MH)) vom Modell-pKa abzie-
hen, andernfalls muß ein Korrekturterm ermittelt werden, welcher der Bindung
der Gruppe im Protein gerecht wird.

Zusammenfassend können wir den Zusammenhang zwischen dem experimentellen
und dem Modell-pKa wie folgt beschreiben:

pKmod
i = pKexp

i −
1

kBT ln10

[
∆Esolv

i − kBT ln zH + kBT ln
zkonf(Mi)

zkonf(MiH)

]
. (3.45)

Als in diesem Zusammenhang besonders relevant haben sich bei unseren Un-
tersuchungen die internen Rotationen von Molekülen erwiesen [50]. Betrachten
wir beispielsweise den in Abbildung 3.5 dargestellten Chromphor des GFP. Hier
ist die Barriere für die Verdrehung des Tyrosinringes gegenüber dem Heterozy-
klus abhängig vom Protonierungszustand der Phenolgruppe. Die durch die Proto-
nierung auftretende Verschiebung der Bindungsordnungen führt dazu, daß diese
Rotationsbarriere im protonierten Zustand sehr viel geringer ist als im deproto-
nierten [51] (vgl. Abschnitt 5.2.2).

Befindet sich das Molekül im Lösungsmittel, ist diese Rotation nahezu ungehin-
dert möglich. Im Protein wird diese jedoch durch die Umgebung des Chromophors
gehindert [52] und erhält dadurch eine sehr hohe Barriere. Dieser Freiheitsgrad
kann deshalb im Lösungsmittel einen größeren Beitrag zur freien Energie der
Protonierungsreaktion leisten als im Protein. Als Konsequenz verringert sich der
pKa-Wert dieses Moleküls im Protein im Vergleich zum Lösungsmittel-pKa.

In einem vereinfachten Modell beschreiben wir den rotierenden Ring als sym-
metrischen Körper der an einem starren Rahmen befestigt ist und modellieren
das Ausfrieren des Freiheitsgrades als Übergang vom freien Rotor zum harmoni-
schen Oszillator. Aus den Tabellen von Pitzer und Gwinn [53] können wir eine
Änderung der freien Energie von ∆A ≈ −2.7 kBT abschätzen.

Noch genauer werden wir diese Energieänderung in Abschnitt 5.2.2 bestimmen.
Dort werden wir mit den Ergebnissen quantenchemischer Rechnungen das Konfi-
gurationsintegral [40] für den Chromophor berechnen. Solche Methoden sind mit
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Abbildung 3.5: Der Chro-
mophor des GFP bindet bei R
und R’ an das Protein. Das
’?’ kennzeichnet die Bindung,
um die eine Drehung stattfin-
den kann, falls das Sauerstoff-
atom O− protoniert ist.

einem hohen Rechenaufwand verbunden und oft ist eine einfache Abschätzung,
wie die obige, ausreichend. K. Pitzer und seine Mitarbeiter geben in den Arbei-
ten [53–56] sehr klare und saubere Darstellungen über den Einfluß von internen
Rotationen auf die thermodynamischen Funktionen von Molekülen.

Bei dem GFP-Fluorophor haben wir einen Freiheitsgrad, dessen Konfigurations-
raum vom Protonierungszustand abhängt, identifiziert und eine Korrektur der
freien Energie von etwa 2.7 kBT erhalten. Bei Molekülen mit mehreren sol-
chen Freiheitsgraden erwarten wir einen noch stärkeren Einfluß auf die pKa-
Verschiebung zwischen einem Molekül in wäßriger Lösung und im Protein. Diese
Korrektur wird daher auch bei der Bestimmung des pKa-Wertes der protonierten
Schiff-Base im lichtgetriebenen Protonenpumpzyklus im BR wichtig.

Quantenchemische Rechnungen haben gezeigt, daß der Retinal-Farbstoff sogar
vier protonierungsabhängige Freiheitsgrade besitzt [57, 58]. Nach diesen Rechnun-
gen sind die Torsionsbarrieren um die Einzelbindungen im protonierten Zustand
hoch und im deprotonierten niedrig. Im BR sind die Rotationen wiederum gehin-
dert. Somit wird das Dissoziationsgleichgewicht der Schiff-Base im Protein zum
protonierten Zustand hin verschoben und der Solvent-pKa wird niedriger liegen
als der Wert im Protein. Damit ist die Richtung dieser Verschiebung konsistent
mit experimentellen Daten [59]. Aber auch die funktionellen Eigenschaften von
Tetrapyrrolen in Antennen- und Sensorpigmenten [60] oder des Chromophors im
PYP [61, 62] sind durch ihren Protonierungszustand bestimmt.

Am Ende dieses Abschnitts sei uns noch eine Anmerkung zu der Wortwahl

”
Entropiekorrektur“ gestattet. Wir haben uns dieser Nomenklatur angepaßt, da

sie in der Literatur verbreitet und kürzer als etwa
”
Korrektur der Änderung

der Gibbsschen freien Energie“ ist. Tatsächlich wäre letztere angebracht, da die
Gibbssche freie Energie in jedem Fall um den Logarithmus einer Zustandssumme
korrigiert wird. Dieser trägt im allgemeinen sowohl zur Entropie als auch zur
mittleren Energie eines Systems bei. Nur im einfachsten Fall, wenn alle mögli-
chen Konformationszustände energetisch entartet sind, handelt es sich um eine
reine Entropiekorrektur.
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3.3 Anormale Titrationskurven

In den vorangegangenen Teilen dieser Arbeit haben wir uns die theoretischen
Grundlagen erarbeitet, um für ein Protein mit mehreren KP-Freiheitsgraden die
Energien der Mikrozustände, die Zustandssumme und somit alle thermodynami-
schen Eigenschaften zu bestimmen. Damit sind wir in der Lage Titrationskurven
für Gruppen innerhalb einer Proteinumgebung zu bestimmen, wobei die Wech-
selwirkungen von vielen protonierbaren Gruppen berücksichtigt werden.

Da diese Wechselwirkungen im allgemeinen vom pH-Wert abhängen, erwarten wir
im Protein Titrationskurven, die sich deutlich von den, durch die Henderson-

Hasselbalch-Gleichung (2.8) beschriebenen, Funktionen (2.9) unterscheiden.
Es ist interessant zu bemerken, daß in Experimenten oder theoretischen Rech-
nungen, zum Titrationsverhalten von Gruppen in Proteinen, häufig Funktionen
gefunden werden, die sich sehr gut an Gl. 2.8 anpassen lassen und somit durch
einen pKa beschrieben werden können. Daher spricht man in diesen Fällen auch
von

”
normalen“ Titrationskurven und bezeichnet den zugehörigen pKa-Wert als

”
apparenten“ pKa der Gruppe im Protein.

Im Gegensatz dazu treten Titrationskurven, bei denen die Wechselwirkungen
der protonierbaren Residuen untereinander deutlich werden, eher selten auf. Ein
solches Verhalten nennt man dann

”
anormale“ oder

”
irreguläre“ Titration [63].

Residuen, deren Titrationskurve nicht durch eine Henderson-Hasselbalch-
Kurve und somit einen einzigen pKa-Wert beschrieben werden können, finden sich
beispielsweise im photosynthetischen Reaktionszentrum [36, 38] und im BR [41,
64]. Um uns ein tieferes Verständnis für das Zustandekommen dieser irregulären
Titrationskurven zu erarbeiten, betrachten wir ein einfaches Modellprotein, das
nur zwei protonierbare Gruppe enthält.

Wir wollen die beiden Residuen mit Mi und deren Protonierungszustand mit
si, i ∈ {1, 2}, bezeichnen. Ihre Wechselwirkungsenergie hängt von den beiden
Protonierungszuständen ab und ist durch

E(s1, s2) = s1s2[E(1, 1)− E(1, 0)− E(0, 1) + E(0, 0)]

+ s1[E(1, 0)− E(0, 0)] + s2[E(0, 1)− E(0, 0)] + E(0, 0) (3.46)

gegeben. Den pKmod
a -Wert der Gruppe i (vgl. Abschnitt 3.2.7), die Wechselwir-

kungen der Gruppe i mit der restlichen Umgebung und den nur vom Proto-
nierungszustand si abhängigen Term aus Gl. 3.46 fassen wir im intrinsischen
pKint

i -Wert der Gruppe zusammen. Damit steht dieser Wert für den pKa-Wert
der Gruppe im Protein unter der Bedingung, daß die andere nicht protoniert ist
(vgl. Abschnitt 2.2.1). Der von s1s2 abhängige Term wird wie üblich (vgl. z. B.
Ref. [22, 34]) als Wechselwirkungsterm

W :=
1

kBT ln10
[E(1, 1)− E(1, 0)− E(0, 1) + E(0, 0)] (3.47)
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definiert3. Ziehen wir von E(s1, s2) in Gl. 3.46 den letzten Summanden ab, haben
wir die Wechselwirkungsenergie auf den deprotonierten Grundzustand bezogen
und können Ekonf(s1, s2) = kBT ln10 W in Gl. 3.22 als Konformationsenergie
einführen. Damit lautet die großkanonische Zustandssumme (Gl. 3.24) unseres
Modells:

Ξ = 1 + exp{− ln10(pH− pKint
1 )}+ exp{− ln10(pH− pKint

2 )}
+ exp{− ln10(2pH− pKint

1 − pKint
2 +W )}. (3.48)

Mit dieser Normierung können wir die Wahrscheinlichkeit

P(M1H; pH) =
1

Ξ
[exp{− ln10(pH− pKint

1 )}+

exp{− ln10(2pH− pKint
1 − pKint

2 +W )}] (3.49)

angeben, die Gruppe M1 im Protein protoniert zu finden. Diese ist gleich der
Konzentration [M1H] der protonierten Form des Residuums 1 im Gesamtsystem.
Der Graph dieser pH-abhängigen Funktion ergibt die Titrationskurve der Gruppe
im Protein. Analog können wir die Wahrscheinlichkeit

P(M1; pH) =
1

Ξ
[1 + exp{− ln10(pH− pK2)}] (3.50)

angeben, die Gruppe 1 deprotoniert zu finden.

In Teilbild A) der Abbildung 3.6 ist die Wahrscheinlichkeit, Gruppe 1 proto-
niert zu finden, für zwei Residuen mit gleichen pKint

a = 2 Werten und verschie-
den starken Wechselwirkungen nach Gl. 3.49 dargestellt. Wir sehen, daß sich die
Kurve mit größer werdender Wechselwirkung zunehmend von der Henderson-

Hasselbalch-Kurve (W = 0) unterscheidet. Die Graphen der Funktion für
W > 0 lassen sich nicht mehr durch nur einen pKa-Wert beschreiben. Für größe-
re Wechselwirkungen läßt sich die Funktion in drei Teile unterscheiden. Bei großen
und kleinen pH-Werten sehen wir zwei monoton fallende sigmoide Funktionen,
die ein Plateau einschließen4.

Um die Bedeutung dieser Bereiche zu diskutieren, gehen wir von dem, in Ab-
bildung 3.7 dargestellten, Reaktionsschema für eine zweibasige Säure aus. Dort
sind die vier Protonierungszustände und die Gleichgewichtskonstanten Ki darge-
stellt, welche die Dissoziationsreaktionen zwischen jeweils zwei Zuständen bestim-
men. In der rechten Hälfte dieser Abbildung sind die Zusammenhänge zwischen
den Gleichgewichtskonstanten und den Konzentrationen der Zustände aufgeführt.
Diese Konstanten und die zugehörigen pKa-Werte (pKi = − logKi) wollen wir
als

”
mikroskopische“ Größen bezeichnen.

3Diese Definition begründet auch die Verwendung von ’pK-Einheiten’ für die Energie:
1 pK-Einheit = kBT ln10.

4Das Plateau ist nicht wirklich horizontal. Auch in diesem Bereich ist die Funktion monoton
fallend.
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Abbildung 3.6: In beiden Diagrammen ist die Wahrscheinlichkeit angegeben, Grup-
pe 1 des Modellproteins protoniert zu finden. Teilbild A) zeigt das anormale Titrati-
onsverhalten dieser Gruppe, wenn beide Gruppen den Wert pKint

a = 2 besitzen, für
verschiedene Wechselwirkungen W . Deren Werte sind in der Legende in pK Einheiten
angegeben. In Teilbild B) wird die anormale Titrationskurve für W = 5 pK-Einheiten
und verschiedene Differenzen ∆pK = pK1 − pK2, die in der Legende angegeben sind,
dargestellt.
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Abbildung 3.7: Reaktionsschema für eine zweibasige Säure. Der P-Zustand des Sy-
stems ist durch die Ziffern angegeben. Die Pfeile zeigen die Richtungen der Reaktionen
an, für die die Gleichgewichtskonstanten Ki definiert sind. Im rechten Teil der Graphik
sind die Zusammenhänge zwischen diesen Konstanten, der Protonenkonzentration [H]
und den Konzentrationen der P-Zustände angegeben.

Aus der Zustandssumme (Gl. 3.48) des Systems lassen sich die Wahrscheinlich-
keiten bzw. Konzentrationen der einzelnen Zustände ableiten:

[00] =
1

Ξ
(3.51)

[10] =
1

Ξ
exp{− ln10(pH− pKint

1 )} (3.52)

[01] =
1

Ξ
exp{− ln10(pH− pKint

2 )} (3.53)

[11] = exp{− ln10(2pH− pKint
1 − pKint

2 +W )}]. (3.54)
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Hieran können wir unmittelbar die Zusammenhänge K4 = K1KW und K3 =
K2KW , mit KW = 10W , erkennen. Für eine verschwindende Wechselwirkung dis-
soziieren die beiden Gruppen also unabhängig voneinander mit den jeweiligen
pKint

a -Werten. Außerdem erhalten wir die pH-abhängigen Konzentrationsverhält-
nisse von protonierter zu unprotonierter Form der Moleküle. Das wollen wir ex-
emplarisch für die Gruppe M1 vorführen:

[M1H]

[M1]
=

[11] + [10]

[00] + [01]
=

[11]/[01] + [10]/[01]

[00]/[01] + 1
=

[H]/K4 +K2/K1

K2/H + 1
. (3.55)

Mit

P(M1H; pH) = [11] + [10] =
1

1 + [00]+[01]
[11]+[10]

(3.56)

erhalten wir den Zusammenhang dieses Verhältnisses mit Gl. 3.49. In Abbil-
dung 3.8 Teilbild A) sind zwei Grenzfälle für den Graph von Gl. 3.49 eingezeich-
net, die wir an Gl. 3.55 ablesen können. Für große pH-Werte wird dort der Term
K2/[H] sehr groß und [H]/K4 sehr klein. Das führt zu der Näherung

P(M1H; pH) ≈ 1

1 +K1/[H]
=

1

1 + 10pH−pK1
= P(M1H | M2; pH), (3.57)

welche die Protonierung der Gruppe 1 unter der Bedingung einer deprotonierten
Gruppe 2 angibt.
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Abbildung 3.8: Die durchgezogene Linie in Teilbild A) zeigt das anormale Titrati-
onsverhalten der Gruppe 1 mit den Parametern: pK1 = 2.0, pK2 = 1.5 und W = 5.
Die unterbrochenen Linien beschreiben die normalen Titrationskurven mit den beding-
ten pKa-Werten pKa(M1H|M2) = 2 und pKa(M1H|M2H) = −3. Teilbild B) zeigt die
Besetzungswahrscheinlichkeiten für die protonierte Form der Gruppe 1 (durchgezogene
Linie) und die protonierte Form der Gruppe 2 (gepunktete Linie).

Gehen wir dagegen zu sehr niedrigen pH-Werten, kann K2/[H] gegenüber eins
vernachlässigt werden, während [H]/K4 sehr groß im Vergleich zu K2/K1 wird.
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In diesem Bereich nähern wir deshalb

P(M1H; pH) ≈ 1

1 +K4/[H]
=

1

1 + 10pH−pK1+W
= P(M1H | M2H; pH), (3.58)

und beschreiben die Protonierung der Gruppe 1 unter der Bedingung, daß Grup-
pe 2 bereits protoniert ist. Bei den Funktionen für die bedingten Wahrscheinlich-
keiten Gl. 3.57 und Gl. 3.58 handelt es sich um Henderson-Hasselbalch-
Kurven, die durch die bedingten pKa-Werte pKa(M1H|M2) = − logK1 bzw.
pKa(M1H|M2H) = − logK4 = pK1 −W beschrieben werden können.

Wenn die Wechselwirkung zwischen den beiden Residuen groß genug ist, um
sinnvoll einen Bereich zwischen den beiden Näherungen unterscheiden zu können,
erkennen wir ein Plateau in der Höhe

h ≈ 1

1 +K1/K2

=
1

1 + 10pK2−pK1
. (3.59)

Hier ist nämlich das Gros der Moleküle einfach protoniert (10 oder 01), womit sich
ein kleines Verhältnis [00]/[01] ergibt. Gleichzeitig ist kaum ein Molekül zweifach
protoniert (pK4 < pK1), weshalb auch der Term [11]/[01] sehr klein wird.

In Teilbild B) der Abbildung 3.6 ist dieser Zusammenhang mit dem Tautome-
riegleichgewicht Kτ = K1/K2 verdeutlicht. Besonders interessant ist hierbei, wie
schnell sich das Plateau aus der Mitte (für pKint

1 = pKint
2 ) nach oben verschiebt.

Bereits bei einer Differenz von ∆pK := pKint
1 − pKint

2 = 2 liegt es bei 0.99. Die
gemessene Kurve läßt sich in diesem Fall wieder sehr gut durch eine Henderson-

Hasselbalch-Gleichung mit dem bedingten pKa(M1H|M2) = − logK1 Wert be-
schreiben. Da sich die pKint

a -Werte einzelner Gruppen in Proteinen oft stark unter-
scheiden, finden wir bei Rechnungen oder Experimenten viele normale Titrations-
kurven. Die Wechselwirkungen, welche die mikroskopischen (bedingten) pKa-
Werte bestimmen, sind dennoch vorhanden. Aber ihr Einfluß ist in den makro-
skopischen Titrationskurven nicht mehr zu erkennen.

Für die Gruppe M2 können mutatis mutandis die entsprechenden Gleichungen
abgeleitet werden. Ein Vergleich der Titrationskurven zweier Gruppen mit un-
terschiedlichen pKint

a -Werten und einer starken Wechselwirkung ist in Teilbild B)
der Abbildung 3.8 dargestellt. Wie wir aus der für M1 abgeleiteten Näherung der
Plateauhöhe (Gl. 3.59) schließen können, besitzt die Gruppe mit dem höheren
pKint

a auch das höhere Plateau.

Die bisherigen Betrachtungen haben wir unter der Annahme einer positiven
Wechselwirkung gemacht. Dies gilt auf jeden Fall, wenn die Wechselwirkungs-
energie (Gl. 3.46) zwischen den Gruppen nur durch die Elektrostatik ihrer Ge-
samtladung5 (-1,0,+1) gegeben ist. Bei der Verwendung eines detaillierteren La-
dungsmodelles (vgl. Abschnitt 4.1.2), das auch mit höheren Multipolmomenten

5 Wir geben Ladungen in Einheiten der Elemetarladung e an.
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zur Gesamtenergie beiträgt, und vor allem durch die Hinzunahme von Konfor-
mationsfreiheitsgraden, kann aber der Fall einer negativen Wechselwirkung nicht
ausgeschlossen werden.

Stellen wir uns also die Frage, wie sich die Situation im Falle W < 0 ändert. Oben
haben wir die Entstehung des Plateaus darauf zurückgeführt, daß die totale Pro-
tonierung des Systems in zwei Schritten über den Umweg einfach protonierter
Gruppen erfolgt. Die Konstanten K1 und K2, welche die ersten Protonierungsre-
aktionen kontrollieren, sind unabhängig von der Wechselwirkung. Die Konstan-
te K5 = K1K2KW der Reaktion 00 → 11 ist hingegen von der Wechselwir-
kung W abhängig. Ist diese positiv, so wird das Verhältnis [00]/[11] in Richtung
[00] verschoben und die totale Protonierung kann nur in zwei Schritten erfol-
gen. Ist sie jedoch negativ, wird das Gleichgewicht zur total protonierten Form
hin verschoben. Damit kommt der Hauptbeitrag zu Gl. 3.55 von dem Verhältnis
[11]/[00] = K5/[H]2 und wir erhalten

P(M1H; pH) =
1

1 + [00]/[11]
=

1

1 + 102pH−pK1−pK2+W
(3.60)

für die Wahrscheinlichkeit, die Gruppe 1 in protonierter Form zu finden. Diese
Funktion läßt sich zwar wieder durch einen einzigen pKa = pK1 + pK2−W Wert
beschreiben, verläuft aber steiler als eine normale Titrationskurve.

Die negative Wechselwirkung zwischen den protonierten Gruppen führt also dazu,
daß beide Gruppen gleichzeitig protonieren. Solch ein Effekt wird als

”
Koopera-

tivität“ bezeichnet. Bei der Analyse von Experimenten unter der Verwendung
von

”
Hill-Diagrammen“ erhält man in solchen Situationen Hill-Koeffizienten

größer als eins [2]. Titrationsexperimente am Chromophor des PYP [65] ergaben
für diesen eine Kurve, die auf kooperative Wechselwirkung mit einer anderen,
bisher noch nicht identifizierten, Gruppe schließen läßt.

Welche Feststellungen können wir nun aus der Analyse dieses einfachen Modells
für die Interpretation unserer an komplexen Proteinen erzielten Rechenergebnis-
se treffen? Zum einen sehen wir, daß es um die Definition des pKa-Wertes keine
Diskussion geben muß. Dieser Wert ist nach Gl. 2.6 ganz klar durch die Gleichge-
wichtskonstante K einer Dissoziationsreaktion definiert. Diese Konstante können
wir für jede Reaktion der Form

PHν −→ PHν−n + nH (3.61)

in unserem System berechnen. Nur für die einfachsten Reaktionen (n = 1) erhal-
ten wir Henderson-Hasselbalch-Kurven.

Zum anderen ist die Funktion, für die Konzentration der protonierten Form einer
bestimmten Gruppe im Protein, im allgemeinen keine normale Titrationskurve.
Denn sie hängt nicht nur von dem eigenen pKint

a , sondern von den Protonie-
rungszuständen aller anderen Gruppen ab. Damit handelt es sich um Kurven mit
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komplizierten pH-Abhängigkeiten. Wenn der apparente pKa eines Residuums al-
lerdings in einem pH-Bereich liegt, in dem sich die Protonierungszustände aller
anderen Residuen nicht ändern, können wir die Kurve für die Konzentration der
protonierten Gruppe wieder als Henderson-Hasselbalch-Kurve beschreiben.

Ist das der Fall, können wir daraus nicht auf das Fehlen von Wechselwirkun-
gen mit anderen Gruppen schließen. Bei einem Computerexperiment haben wir
den entscheidenden Vorteil alle Wechselwirkungen zu kennen und können gezielt
das Dissoziationsverhalten beeinflussen. Wissen wir beispielsweise um eine starke
Wechselwirkung zwischen zwei Gruppen, deren apparente pKa-Werte weit ausein-
ander liegen, könnten wir die eine Aminosäure im Modellexperiment durch eine
andere ersetzen, die eine ähnlich starke Wechselwirkung macht, aber einen pKa-
Wert besitzt, der näher bei dem der anderen Gruppe liegt. Auf diese Weise ist es
möglich, präparativen Arbeitsgruppen Vorhersagen zu machen, bei welchen Mu-
tanten es zu welchen (auch indirekten) Verschiebungen im Dissoziationsverhalten
einzelner Residuen kommen kann.
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Kapitel 4

Modellierung von Proteinen

4.1 Wechselwirkungsterme

Jeder Konformation eines Proteins kann man, aufgrund von Wechselwirkungen
der Atome untereinander und mit der Umgebung, eine sogenannte

”
Konfor-

mationsenergie“ zuordnen. Im folgenden werden wir die einzelnen Beiträge zu
dieser Größe näher erläutern.

Um alle Wechselwirkungen für ein Protein richtig zu beschreiben, müßte für das
gesamte System eine quantenchemische Rechnung durchgeführt werden. Da dies
wegen der großen Teilchenzahlen nicht möglich ist, wurden Modelle gebildet, wel-
che eine schnelle Berechnung von Kräften und Energien in einem Protein ermögli-
chen. Diese Modelle werden als

”
molekulare Kraftfelder“ bezeichnet. Hierbei wer-

den Wechselwirkungsenergien zwischen Atomen durch einfache Funktionen dar-
gestellt. Die Parameter für diese Funktionen werden zunächst aus quantenche-
mischen Rechnungen an kleinen Modellsystemen ermittelt. Anschließend werden
mit ihnen experimentell zugängliche Größen berechnet und die Parameter solan-
ge nachgebessert, bis eine gute Übereinstimmung mit dem Experiment erreicht
ist [66–68]. In der Vergangenheit wurden verschiedene solcher semiempirischen
Kraftfelder für Moleküle entwickelt [33, 67, 69–71].

4.1.1 Bindungsenergien

Ein Teil der, für ein Kraftfeld ermittelten, Parameter beschreibt die Wechsel-
wirkungsenergien aneinander gebundener Atome. Für das Molekulardynamik-
Programm CHARMm [33] sind Vierteilchen-Wechselwirkungen parametrisiert,
d. h. Atome, die weniger als vier Bindungen voneinander entfernt sind, werden als
aneinander gebunden betrachtet. Die Energiefunktionen für die Bindungswech-
selwirkungen sind in Tabelle 4.1 zusammengefaßt und in den, in Abschnitt 2.4
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eingeführten, internen Koordinaten formuliert. Die Kraftkonstanten k hängen
von den

”
Typen“ der jeweils beteiligten Atome ab. Dieses Konzept des Atom-

typs liegt nahezu allen Kraftfeldern zugrunde. Es realisiert die Idee, daß Atome
gleicher Elemente in gleichen chemischen Bindungsverhältnissen gleiche Wechsel-
wirkungen haben sollen.

Bindungslänge l Ebdg(l) = kl(l − l0)2

Bindungswinkel ϕ Ewin(ϕ) = kϕ(ϕ− ϕ0)2

Dihedralwinkel ϑ Edih(ϑ) = kϑ[1 + cos(nϑ− ϑ0)]

Tabelle 4.1: Energiefunktionen für Bindungsenergien. Winkelangaben sind im Bo-
genmaß und mit null indizierte Größen beziehen sich auf die Gleichgewichtslage. Bei
Dihedralwinkeln gibt n die Periodizität des Potentials an. Die jeweiligen Kraftkonstan-
ten werden mit k bezeichnet.

Die logische Erweiterung dieses Konzeptes ist es, chemisch gleichen Gruppen glei-
che Bindungswechselwirkungen zuzuordnen. Insbesondere sollen in Proteinen alle
Aminosäuren des gleichen Typs gleiche Eigenschaften besitzen. Diese Annahme
mag zwar fragwürdig erscheinen, ist aber für die praktische Anwendung eines
Kraftfeldes unabdingbar. Um die Unterschiede in den Bindungspotentialen glei-
cher Residuen an verschiedenen Stellen im Protein zu untersuchen, müßten an
diesen Stellen wieder Quantenchemie-Rechnungen mit der umgebenden Protein-
struktur durchgeführt werden.

Bei der Ableitung der Zustandssumme (Gl. 3.24) haben wir die Annahme ge-
macht, daß die Bindungswechselwirkungen eines Residuums im Lösungsmittel
gleich denen der gleichen Aminosäure im Protein sind. Diese Annahme ist somit
konsistent mit dem Konzept des molekularen Kraftfeldes.

Durch quantenchemische Rechnungen können nicht nur die Kraftkonstanten für
die oben angegebenen Bindungspotentiale ermittelt werden. Man erhält auch In-
formationen über die Verteilung der Elektronen und somit über die elektronische
Struktur des Moleküls bei vorgegebenen Kernkoordinaten.

4.1.2 Elektronische Struktur

Auch hier geht man davon aus, daß gleiche Aminosäuren die gleiche elektronische
Struktur haben sollen, die durch quantenchemische Rechnungen an kleinen Mo-
dellsystemen ermittelt wird. Solche Rechnungen liefern zunächst die Verteilung
der Elektronendichte zu festen Kernkoordinaten.

Aus der Elektronenwellenfunktion ließen sich die Multipolmomente des Moleküls
eindeutig ermitteln, da für sie quantenmechanische Operatoren existieren. Aller-
dings sind Multipole Eigenschaften des ganzen Moleküls und man kann daher
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keine intramolekularen Wechselwirkungen aus ihnen bestimmen. Aufbauend auf
das Konzept des Atomtyps hat man sich daher auf Punktladungsmodelle zur
Beschreibung der elektronischen Struktur konzentriert.

Der einfachste Ansatz ist hierbei für die Bestimmung von Ionisierungsgleichge-
wichten das sogenannte

”
full-charge-Modell“, wie es z. B. in den Arbeiten von

Antosiewicz et al. [19], Beroza et al. [72] oder Bashford und Karplus [16] verwen-
det wurde. Hierbei werden Ionisierungen durch das Setzen einer Punktladung ±1
auf ein einziges Atom in jeder titrierbaren Gruppe modelliert. Da sich bei Pro-
tonierungsreaktionen die elektronische Struktur eines ganzen Residuums ändert,
ist diese Beschreibung sehr ungenau1 und somit eine mögliche Fehlerquelle bei
Proteinelektrostatik-Rechnungen. Die Übereinstimmung der Ergebnisse solcher
Rechnungen mit Experimenten konnte dann auch durch die Verwendung von so-
genannten

”
detailed-charge-Modellen“ verbessert werden [73, 74].

Weit verbreitet sind sogenannte
”
atomare Partialladungen“. Hierbei werden

Punktladungen qi an die Orte der Atomkerne gesetzt. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten Ladungsparameter (vgl. Abschnitt 5.4) definieren Partialladungen un-
abhängig von der Geometrie des Moleküls anhand des Atomtyps. Dadurch werden
in den Kraftfeldern Polarisationseffekte nicht berücksichtigt. Leider sind diese La-
dungen keine experimentell zugänglichen Größen. Somit existiert keine eindeutige
Vorschrift, wie diese Ladungen aus den quantenchemisch ermittelten Elektronen-
wellenfunktionen zu bestimmen sind. Folglich gibt es auch verschiedene Verfahren
um diese Aufgabe zu erfüllen.

Partialladungen aus quantenchemischen Rechnungen

Viele Methoden basieren darauf, die Elektronenwellenfunktion, die durch die Be-
setzung der verwendeten Orbitale vorgegeben ist, auf die Atomkerne zu verteilen.
Das erste Verfahren eine solche

”
Populationsanalyse“ durchzuführen wurde 1955

von Mulliken vorgeschlagen [75].

Diese sogenannte
”
Mulliken-Analyse“ ist einfach anzuwenden, hat aber einige

Mängel, die bereits von Mulliken selbst erörtert wurden. Besonders gravierend
erscheint hier die starke Abhängigkeit der erhaltenen Partialladungen von der
Wahl der Basisfunktionen für die quantenchemische Rechnung [76].

Löwdin [77, 78] und Bader [79] entwickelten alternative Methoden zur Popu-
lationsanalyse, die weniger von der speziellen Wahl der Basis abhängen. Die
Mulliken-Analyse besitzt allerdings den entscheidenden Vorteil, daß sie in je-
dem gängigen Quantenchemieprogramm implementiert ist.

1Allerdings kann eine solche Näherung durchaus gerechtfertigt sein, vor allem dann, wenn
die atomare Struktur des Systems nicht genau bekannt ist.
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Parse-Parameter

Während diese Methoden zur Bestimmung von Partialladungen auf quantenche-
mischen Rechnungen basieren, haben Sitkoff et al. [68] einen anderen Zugang
gewählt. In dieser Arbeit haben sie einen Parametersatz zur Beschreibung der
Solvatisierungsenergien einfacher funktionaler Gruppen entwickelt, der

”
Parse“2

genannt wurde.

Für diese Parameter wurden Partialladungen so auf die einzelnen Atome der
Gruppen verteilt, daß experimentelle Solvatisierungsenergien bestmöglich durch
numerische Rechnungen reproduziert wurden. Diese Rechnungen wurden un-
ter Verwendung eines Kontinuumselektrostatik-Modells durchgeführt (vgl. Ab-
schnitt 4.2).

Um den Einfluß der Ladungsparameter auf die pKa-Rechnungen zu zeigen, wer-
den wir, in Abschnitt 5.5.1 dieser Arbeit, alternativ zu den CHARMm-Ladungen
auch Rechnungen mit Parse-Parametern durchführen. Da die Ladungsparameter
implizit die Wechselwirkungen mit der Umgebung, auf die sie parametrisiert wur-
den, widerspiegeln, ergibt dieser Vergleich z. B. Hinweise auf die Berücksichtigung
von Ladungsverschiebungen unter dem Einfluß von Wasserstoffbrücken.

4.1.3 Van der Waals-Energien

Die Wechselwirkungen zwischen nicht gebundenen Atomen werden durch die
Elektrostatik alleine noch nicht vollständig beschrieben. Zusätzlich wirken zwi-
schen Atomen die sogenannte

”
van-der-Waals-Wechselwirkungen“. Diese ha-

ben zwei Ursachen: Fluktuationen der Elektronenwolken um die Atomkerne
führen zu attraktiven Kräften [80, 81], die Pauli-Abstoßung bedingt eine stark
repulsive Wechselwirkung.

Die resultierende Wechselwirkung zwischen zwei Atomen, steigt für kurze Ent-
fernungen stark an und verschwindet auf großen Distanzen beinahe. Dazwischen
liegt ein Minimum, das durch den van-der-Waals-Radius Rmin

i des Atoms i
und die zugehörige Energie Emin

i charakterisiert ist.

Für atomare Kraftfelder werden die van-der-Waals-Wechselwirkungen mei-
stens durch ein

”
12-6-Lennard-Jones-Potential“

Evdw := εij

[(σij
r

)12

− 2
(σij
r

)6
]

mit

{
εij :=

√
Emin
i Emin

j und

σij := Rmin
i +Rmin

j

(4.1)

gegeben [82]. Die Parameterdefinition (Gl. 4.1) ist konsistent mit den für das
Programm CHARMm bereitgestellten Parameterdateien [83].

2Parameters for solvation energy
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4.2 Kontinuumselektrostatik

In dem vorangegangenen Abschnitt haben wir für alle in einem Protein auftreten-
den Wechselwirkungen Funktionen angegeben, mit denen diese berechnet werden
können. Einzige Ausnahme bildete dabei die Elektrostatik. Dieser wollen wir uns
nun zuwenden.

Besonders wichtig bei der Beschreibung der Elektrostatik von molekularen Syste-
men ist deren Wechselwirkung mit ihrer Umgebung. Ändert sich die elektronische
Struktur eines Moleküls, etwa durch Deprotonierung einer Gruppe oder Kon-
formationsänderungen, wird die Umgebung darauf reagieren. Diese

”
Antwort“

kann sich beispielsweise durch das Entstehen von Influenzladungen oder Um-
orientierung von Dipolen äußern [84]. Mit diesen Prozessen im Lösungsmittel ist
die sogenannte

”
Reorganisationsenergie“ verbunden, die bei der Energetik für die

jeweilige Strukturänderung des Moleküls berücksichtigt werden muß.

Proteine befinden sich in ihrer natürlichen Umgebung häufig in wäßriger Lösung,
also in einer Umgebung mit stark polarem Charakter. Es hat sich gezeigt, daß
die dort auftretenden langreichweitigen elektrostatischen Wechselwirkungen einen
wesentlichen Einfluß auf Struktur, Dynamik und Funktion der Proteine ha-
ben [85–87].

In der Molekulardynamik-Simulation von Proteinen versucht man deshalb das
umgebende Wasser im atomaren Detail zu simulieren. Werden für die Simulatio-
nen z. B. periodische Randbedingungen [82, 88, 89] verwendet, sind alle beteiligten
Moleküle durch ihre Struktur und Partialladungen repräsentiert und die elektro-
statischen Kräfte zwischen einzelnen Atomen können mit dem Coulomb-Gesetz
berechnet werden [82]. Die Reorientierungsprozesse im Lösungsmittel werden ex-
plizit simuliert3. Im zeitlichen Mittel wird daher die Reorganisationsenergie des
Lösungsmittels berücksichtigt. Dies gilt allerdings nur für die Konformations-
dynamik, die sich auf der Zeitskala abspielt, welche durch die Dauer der MD-
Simulation abgedeckt wird. Hierbei handelt es sich üblicherweise um einige Nano-
sekunden. Auf langen Zeitskalen stattfindende großräumige und korrelierte Um-
lagerungen sind damit nicht zu erfassen. Um die Rechenzeit bei MD-Simulationen
möglichst gering zu halten wurde eine Reihe von Methoden entwickelt, die Ant-
wort des Lösungsmittels effektiv zu beschreiben [90–95].

Die effizienteste Methode zur Modellierung von Lösungsmitteleffekten bieten Mo-
delle, bei denen die Proteinumgebung durch ein dielektrisches Kontinuum be-
schrieben wird. Hierbei wird die Antwort des Lösungsmittels auf Änderungen des
elektrostatischen Feldes durch eine Dielektrizitätskonstante beschrieben.

3Je nach verwendetem Kraftfeld wird die elektronische Polarisation mehr oder weniger gut
berücksichtigt.
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Zur Berechnung von elektrostatischen Wechselwirkungen und Solvatisierungs-
energien, werden wir uns in dieser Arbeit auf die Methoden der Kontinuumselek-
trostatik stützen. Ein Protein-Lösungsmittel-Modell, wie wir es verwenden, ist in
Abbildung 4.1 skizziert. Die Proteinstruktur wird dabei im atomaren Detail mit
Partialladungen und das Lösungsmittel als Kontinnuum mit der Dielektrizitäts-
konstante εsolv beschrieben. Da wir nicht alle dielektrischen Reorientierungen be-
trachten, müssen wir auch das Protein mit einer Dielektrizitätskonstante εprot

versehen. Diese Größe ist Gegenstand ständiger Diskussion und wir werden in
Abschnitt 4.2.3 genauer darauf eingehen.

qi

qj

rij

ε(r) =

{
εsolv im Lösungsmittel

εprot im Protein

κ(r) =

{
κ im Lösungsmittel

0 im Protein

ρion(r) =

{
ρion im Lösungsmittel

0 im Protein

Abbildung 4.1: Kontinuumsmodell eines Protein-Lösungsmittel-Systems. Das helle
Rechteck symbolisiert ein Protein, das sich im, dunkler dargestellten, Lösungsmittelkon-
tinuum befindet. Auch das Protein wird als dielektrisches Medium betrachtet, in dem,
durch ausgefüllte Kreise dargestellte, diskrete Ladungen verteilt sind. Der Abstands-
vektor zwischen zwei Punktladungen qi und qj wurde mit rij = rj −ri bezeichnet. Die
Medien unterscheiden sich in ihrer Dielektrizitätskonstante ε und der Ionenverteilung
ρ. In diesem Modell dringen Ionen nicht in das Protein ein.

Um das von einer Ladung qi im Inneren des Proteins am Ort r erzeugte Potential
Φi(r) zu ermitteln, muß zusätzlich zu dem Coulomb-Beitrag

Φcoul
i (r) = qi/(4πε0ε

protr) (4.2)

das Potential Φdiel
i (r) addiert werden, das durch die Polarisierung des dielektri-

schen Kontinuums außerhalb des Proteins entsteht:

Φi(r) = Φcoul
i (r) + Φdiel

i (r). (4.3)

Diese
”
Antwort“ des Kontinuums erzeugt auch am Ort ri der Ladung ein endli-

ches Potential. Die daraus resultierende
”
Selbstenergie“ der Ladung

Esolv
i =

1

2
qiΦ

diel
i (ri), (4.4)
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wird als (Bornsche) Solvatisierungsenergie bezeichnet. Die Wechselwirkungs-
energie einer Ladung qj am Ort rj mit der Ladung qi ergibt sich aus deren
Potential zu

Eel
ij = qjΦi(rj) =

qjqi
4πε0εprot | rj − ri |

+ qjΦ
diel
i (rj). (4.5)

Abschirmeffekte sind über den Term qjΦ
diel
i (rj) eingeschlossen.

4.2.1 Poisson-Boltzmann-Gleichung

Das ortsabhängige elektrostatische Potential Φ(r) in einem solchen System wird
durch die Poisson-Gleichung

∇ [ε(r)∇Φ(r)] +
ρ(r)

ε0

= 0 (4.6)

bestimmt. Hierbei ist ε(r) die ortsabhängige Dielektrizitätskonstante des Medi-
ums, in dem die Ladungsverteilung ρ(r) plaziert ist. Die in der Biologie auftre-
tenden Lösungsmittel enthalten oft Elektrolyte, wie zum Beispiel NaCl oder KCl.
Um deren Einfluß auf die Elektrostatik der explizit vorgegebenen Ladungen im
Rahmen eines Kontinuumsmodelles beschreiben zu können, unterteilt man die
Ladungsdichte ρ(r) in zwei Anteile. Die ortsgebundenen Ladungen werden mit
der Dichte ρint(r) und die beweglichen Ionen mit der Dichte ρion(r) beschrieben.

Die Debye-Hückel-Theorie setzt die Ionendichte I±(r) der negativen bzw. po-
sitiven Ionen mit der Ladung ±q über die Boltzmannverteilung mit der Ionen-
konzentration im Unendlichen I∞± in Verbindung [5]:

I±(r) = I∞± e
∓qΦ(r)/kBT . (4.7)

Für einen 1,1-Elektrolyten erhält man aus den Gleichungen 4.6 und 4.7 die als
Poisson-Boltzmann-Gleichung bekannte Beziehung

−ρ
int(r)

ε0

= − kBT

4πε0e
κ2 sinh

(
eΦ(r)

kBT

)
+∇[ε(r)∇Φ(r)] . (4.8)

Dabei wurde die inverse Länge

κ =

√
8πI∞± e

2

kBT
(4.9)

eingeführt. Da nur Ionen außerhalb des Proteins im Rahmen des Kontinuums-
modells beschrieben werden sollen, gilt im Proteininneren κ = 0.
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Die Poisson-Boltzmann-Gleichung 4.8 kann nur in seltenen Fällen analytisch
gelöst werden. Das ist u. a. für die geladene Ebene der Fall [96]. Die zugehöri-
ge Lösung führt auf das Gouy-Chapman-Model [97, 98] zur Bestimmung des
elektrostatischen Potentials vor einer Membranoberfläche.

Wenn die elektrostatische Wechselwirkung kleiner ist als die thermische Energie
(eΦ/kBT � 1), kann der hyperbolische Sinus in Gl. 4.8 linear genähert werden
und man erhält die

”
linearisierte Poisson-Boltzmann-Gleichung“

−ρ
int(r)

ε0

= −κ
2Φ(r)

4πε0

+∇[ε(r)∇Φ(r)] . (4.10)

Für diese Gleichung können analytische Lösungen gefunden werden, wenn die
Grenzflächen zwischen den verschiedenen Dielektrika einfache Formen wie z. B.
Ebenen oder Kugeloberflächen haben [99]. Protein-Wasser-Grenzflächen lassen
sich meistens nicht durch so einfache Formen beschreiben. In diesen Fällen müssen
numerische Verfahren zur Lösung der Poisson-Boltzmann-Gleichung herange-
zogen werden. Seit Warwicker und Watson 1982 eine Methode entwickelt ha-
ben, die auf einem Differenzenverfahren [100] beruht, wurden viele andere nume-
rische Lösungsmethoden vorgeschlagen oder weiterentwickelt [6, 7, 101–105]. Das,
von B. Honig und seinen Mitarbeitern entwickelte, finite Differenzenverfahren ist
als Programmpaket DelPhi erhältlich [7, 101] und wird in dieser Arbeit verwen-
det werden. Gilson et al. [106] zufolge liegt der numerische Fehler hierbei in der
Größenordnung von 5–10% .

4.2.2 Verfahren finiter Differenzen (DelPhi)

Die Poisson-Boltzmann-Gleichung wird bei einer DelPhi-Rechnung iterativ
auf einem kubischen Gitter gelöst. Hierzu ist es notwendig das Molekül auf dieses
Gitter abzubilden, d. h. das Gitter in Bereiche innerhalb und außerhalb des Prote-
ins zu unterteilen. Die Bestimmung dieser Protein-Wasser Grenzfläche geschieht
anhand der van-der-Waals-Radien der Atome und einer Testkugel [107], deren
Radius vorgegeben werden kann. Um das Eindringen von Ionen aus dem Solvens
in das Proteininnere zu verhindern, kann ein

”
Ionenausschluß-Radius“ um die

Proteinoberfläche angegeben werden [101].

Inwieweit das Protein das Gitter ausfüllt, wird ebenfalls durch den Benutzer vor-
gegeben. Die Gitterpunkte an den Seiten haben keine äußeren Nachbarn. Deshalb
müssen an den Rändern des Gitters künstliche Randbedingungen eingeführt wer-
den [108]. Da diese das elektrostatische Potential im Inneren des Gitters beeinflus-
sen, werden die Ergebnisse umso besser, je weiter die Proteinoberfläche vom Rand
des Gitters entfernt ist. Daraus könnte man folgern, das Gitter solle das gesamte
Protein und möglichst viel Lösungsmittel enthalten, um Randeffekte zu vermei-
den. Dieses Vorgehen führt allerdings dazu, daß ein sehr großes Volumen von
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einer geringen Zahl an Gitterpunkten beschrieben wird, was zu einer ungenauen
Beschreibung der Proteinstruktur führt. Ein Ausweg auf Kosten der Rechenzeit
wird durch die Methode des

”
Fokussierens“ angeboten [108, 109]. Hierbei wer-

den eine Reihe von DelPhi-Rechnungen durchgeführt, wobei ein immer größerer
Teil des Gitters vom Protein eingenommen wird. Fallen dabei Teile des Proteins
aus dem Gitter, wird deren Beitrag zum Potential im Inneren in den Randbe-
dingungen berücksichtigt, die aus den Potentialen des jeweils vorangegangenen
Programmlaufs berechnet werden. Auf diese Weise können Wechselwirkungen in
einem bestimmten Teil eines Proteins sehr exakt berechnet werden.

In dieser Arbeit werden wir die elektrostatischen Wechselwirkungsenergien unter
Verwendung der linearisierten Gleichung (4.10) bestimmen. Diese Näherung ist
für unsere Untersuchungen zulässig, weil wir ein Lösungsmittel mit physiologi-
scher Ionenkonzentration (≈ 1 mM NaCl) modellieren wollen. In diesem Bereich
sind die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Ionen klein genug, um
die Linearisierung zu rechtfertigen [110].

Zusätzlich sprechen auch praktische Gründe für unsere Wahl. Einerseits ist die
numerische Lösung der nichtlinearen Differentialgleichung mit höherem Aufwand
verbunden als die der lineariserten Gleichung. Andererseits sind die Lösungen
der linearen Differentialgleichung superponierbar. Eine Eigenschaft, die für Glei-
chung 4.8 nicht gilt.

Da die Lösung der linearisierten Poisson-Boltzmann-Gleichung den größten
Teil der Rechenzeit in Anspruch nimmt, versuchen wir die Zahl der DelPhi-Läufe
möglichst gering zu halten. Untersuchen wir z. B. nur die Protonierungszustände
eines Proteins mit N protonierbaren Gruppen, müssen Energien für 2N verschie-
dene P-Zustände des Systems berechnet werden. Wenn wir aber für jeden Zustand
eines Residuums das Potential bestimmen, das von dem Residuum an den Orten
aller anderen Gruppen erzeugt wird, ermöglicht uns das Superpositionsprinzip,
die elektrostatische Gesamtenergie für jeden der 2N P-Zustände des Proteins zu
berechnen. Auf diese Weise müssen nur 2N DelPhi-Rechnungen ausgeführt wer-
den.

Dieses Vorgehen ist jedoch nicht immer zulässig. Zwar sind die Lösungen einer li-
nearen Differentialgleichung immer superponierbar, aber in Abbildung 4.2 haben
wir einen Fall skizziert, in dem nicht immer dieselbe Gleichung gelöst wird. Wir
sehen dort zwei unterschiedliche KP-Zustände eines Modellsystems. Diese unter-
scheiden sich in der Protonierung der Gruppe M2 und der Konformation von M3.
Gingen wir wie eben beschrieben vor, wäre der Beitrag der Wechselwirkung von
M1 und M4 zur gesamten elektrostatischen Energie des Systems in beiden Fällen
gleich groß, da der Zustand dieser Gruppen unverändert bleibt.

Allerdings ändert sich die, durch die durchgezogenen Linie angedeutete, Protein-
oberfläche durch das zusätzliche Proton und die Konformationsänderung. Da-
mit verändert sich auch die Ortsabhängigkeit der Dielektrizitätskonstante die in
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Abbildung 4.2: Zur Superponierbarkeit der Lösungen der Poisson-Boltzmann-
Gleichung für unterschiedliche KP-Zustände. Die Skizze zeigt ein Modellsystem mit
vier protonierbaren Gruppen. Im links abgebildeten Zustand ist M4 protoniert. Die
Grenzfläche zwischen Protein (hell) und Lösungsmittel (dunkler) ist mit der durchge-
zogenen Linie angedeutet. Im rechten Bild ist zusätzlich Gruppe M2 protoniert und M3

hat sich umorientiert. Das führt zu einer neuen, wieder durch die durchgezogene Linie
angedeuteten, Grenzfläche zwischen Protein und Lösungsmittel. Zum Vergleich ist der
alte Grenzverlauf gestrichelt eingezeichnet.

Gl. 4.10 eingeht. Infolgedessen unterscheiden sich auch die Potentiale, die von M1

und M4 an den Orten der anderen Gruppen erzeugt werden. Also muß auch die
Wechselwirkung der beiden Gruppen miteinander in beiden Fällen eine andere
sein.

An diesem einfachen Beispiel erkennen wir, daß das von uns vorgeschlagene Pro-
cedere zur Rechenzeitersparnis nur mit Vorsicht einzusetzen ist. So muß jedesmal
überprüft werden, inwieweit eine Änderung des KP-Zustandes eine Veränderung
der Proteinoberfläche mit sich zieht.

4.2.3 Dielektrizitätskonstante des Proteins

Ein Dielektrikum reagiert auf eine Änderung des elektrischen Feldes durch Po-
larisation. Die Polarisation setzt sich aus einem elektronischen, atomaren und
dipolaren Anteil zusammen. Die beiden erstgenannten Effekte werden oft als
induzierte Polarisation bezeichnet und rühren von Veränderungen in den Elek-
tronenwolken der Moleküle sowie der gegenseitigen Verschiebung von Atomen
her. Die dipolare Polarisation bezieht sich auf die sehr viel langsamere Umorien-
tierung ganzer Gruppen mit permanentem Dipolmoment. Diese ist verantwortlich
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für die großen Dielektrizitätskonstanten polarer Lösungsmittel [84]. In der makro-
skopischen Beschreibung elektrostatischer Eigenschaften geht die Polarisation in
Form der Dielektrizitätskonstante des Mediums ein [111], welche die Stärke der
Wechselwirkungen innerhalb des Mediums wesentlich beeinflußt.

Während es experimentell einfach ist, die Dielektrizitätskonstante εsolv eines
Lösungsmittels zu bestimmen [112, 113], kann der Wert εprot im Inneren von na-
tiven Proteinen nicht gemessen werden. Proteine enthalten einerseits viele un-
terschiedliche polare Gruppen (z. B. Amid- oder Hydroxylgruppen) und können
daher als stark polare Substanzen betrachtet werden. Andererseits sind diese
Gruppen im Inneren meist in einer fest definierten Struktur angeordnet und rea-
gieren durch Reorientierung deshalb nur eingeschränkt auf eine Änderung des
elektrischen Feldes. Das Proteininnere kann somit als gering polarisierbar be-
zeichnet werden [114]. Tatsächlich ergaben Messungen an getrocknetem Protein-
pulver niedrige Werte für die Dielektrizitätskonstante von Proteinen [115]. Aller-
dings sind die Eigenschaften eines solchen Pulvers kaum vergleichbar mit denen
von Proteinen in ihrer nativen Umgebung, so fehlen in der Pulverform beispiels-
weise geladene Oberflächengruppen, die aufgrund ihrer Beweglichkeit wesentlich
zur Polarisierbarkeit von nativen Proteinen beitragen können. Deshalb werden
theoretische Modelle zur Bestimmung der Dielektrizitätskonstante von Proteinen
verwendet.

Aus Simulationen von Dipolfluktuationen in Proteinen erhält man neben niedri-
gen Werten (εprot = 1 . . . 20 [116]) auch hohe Werte (εprot = 30 . . . 36 [117]) für die
Dielektrizitätskonstante. Smith et al. [117] argumentierten, daß diese durch Fluk-
tuationen von Seitengruppen hervorgerufen werden. Simulationen, die nur die Fle-
xibilitäten der Amidgruppen berücksichtigten, lieferten niedrige Werte im Bereich
εprot = 2 . . . 3. Welcher Wert für εprot nun der richtige für Proteinelektrostatik-
Rechnungen ist, wird in der Literatur immer wieder diskutiert [91, 118–121]. Un-
ter Verwendung des einfachen full-charge-Modells fanden Antosiewicz et al. [19]
heraus, daß im Vergleich zum Experiment die besten Ergebnisse für pKa-Werte
mit εprot = 20 erzielt werden konnten. In einer neueren Arbeit mit einem detailed-
charge-Modell [74] erhielten sie bessere Ergebnisse mit εprot = 4.

Andererseits haben Demchuck und Wade [122] gezeigt, daß ein hoher Wert für
εprot bei der Berechnung von pKa-Werten bessere Übereinstimmung mit expe-
rimentellen Werten brachte als ein niedriger, wenn Residuen an der Oberfläche
von Proteinen untersucht werden. pKa-Werte für Gruppen im Inneren wurden
besser mit einem niedrigen Wert für die Dielektrizitätskonstante reproduziert.
Auch von Simonson et al. durchgeführte Berechnungen von εprot ergaben Wer-
te von εprot = 2 . . . 4 im Inneren und εprot = 10 . . . 20 auf der Oberfläche von
Proteinen [119, 123–125].

Hieraus wird deutlich, daß es sich bei der Dielelektrizitätskonstante des Prote-
ins nicht um eine universelle physikalische Größe, sondern um einen Modellpa-
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rameter handelt. Der Wert dieses Parameters hängt schließlich auch davon ab,
welche möglichen Reaktionen eines Systems auf die Änderung des elektrischen
Feldes in einem Modell explizit berücksichtigt sind. Mit dem von uns verwende-
ten CHARMm-Kraftfeld wird beispielsweise die induzierte Polarisierbarkeit nicht
simuliert. Um diesen Effekten Rechnung zu tragen, brauchen wir in dem Kon-
tinuumsmodell mindestens einen Wert von εprot = 2 [84]. Da wir uns auf einen
Bereich im Inneren des GFP’s beschränken, erwarten wir hier eine niedrige Di-
elektrizitätskonstante des Proteins und wählen εprot = 4.

4.3 Erzeugen und Analysieren von Protein-

strukturen

In den vorangegangenen Abschnitten haben wir zunächst gesehen, wie für Prote-
ine die in mehreren KP-Zuständen auftreten, die Zustandssumme ermittelt und
damit alle thermodynamischen Eigenschaften bestimmt werden können. Anschlie-
ßend haben wir einige Vorschläge zur Parametrisierung und Modellierung der
dazu notwendigen Wechselwirkungen gemacht.

Um aber die Wechselwirkungsenergien tatsächlich zu berechnen, ist es notwendig
die Positionen der einzelnen Atome zu kennen. Daten über die Proteinstruktur
erhält man durch experimentelle Methoden wie NMR- oder die Röntgenstruktur-
analyse [126] oder Neutronenstreuexperimente [127]. Die meisten Proteinstruktu-
ren werden bis heute mit Hilfe der Röntgenstrukturanalyse aufgeklärt.

Daher werden wir in der vorliegenden Arbeit davon ausgehen, die ersten Infor-
mationen über die Proteinkonformation aus röntgenkristallographischen Experi-
menten erhalten zu haben. Dabei ist zu berücksichtigen, daß diese Strukturen die
Proteinkonfiguration unter den gegebenen experimentellen Bedingungen wider-
spiegeln.

Auch wenn in den letzten Jahren Röntgenstrukturen in immer besseren Auflösun-
gen veröffentlicht wurden, kommt es immer noch vor, daß die Positionen einzelner
Atome oder gar ganzer Residuen nicht geklärt werden konnte. Solche Residuen
müssen dann nachträglich in die Struktur modelliert werden. Manchmal tritt
auch der Fall ein, daß ein Residuum in der Röntgenstruktur in mehreren Konfor-
mationen aufgetreten ist. Dann werden diese Alternativen in den Strukturdaten
Angeboten. Ein Beispiel hierfür ist die Positon des T2034 in der 1emb-Struktur
des GFP [128] (vgl. Abschnitt 5.3).

Es hat sich gezeigt, daß die pKa-Werte einzelner Gruppen im Protein von des-
sen Struktur abhängen [16]. Andererseits kann letztere durch die Verteilung der

4Wir verwenden zur Bezeichnung von Aminosäuren den Einbuchstabencode (vgl. An-
hang A).
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Protonen beeinflußt werden. Eine Möglichkeit unterschiedliche Konformations-
zustände zu erhalten bietet die Molekulardynamik-Simulation [17, 129–132]. Eine
Schwäche dieser Methode liegt darin, daß großräumige Konformationsänderun-
gen von Proteinen auf Zeitskalen von einigen Millisekunden oder gar Sekunden
stattfinden können, MD-Simulationen derzeit aber nur Zeiträume einiger hundert
Nanosekunden abdecken [133]. Daher ist es nicht gewährleistet, im Verlaufe einer
Simulation viele Konformationssubzustände zu erreichen. Der Konfigurations-
raum des Proteins wird dann nur ungenügend gut repräsentiert.

Eine zweite Problematik bei der Erzeugung von Konformationen mittels MD-
Simulationen liegt in der Abhängigkeit der Proteindynamik von den elektrosta-
tischen Wechselwirkungen zwischen den Atomen des Proteins [73]. Diese ist aber
wiederum durch den Protonierungszustand des Proteins mitbestimmt. Um eine
MD-Simulation durchzuführen muß zuvor ein Protonierungszustand für das Mo-
lekül festgelegt werden. Die Dynamik wird durch diesen Zustand beeinflußt und
die Konformation des Proteins entwickelt sich in eine Richtung, die gerade den
gewählten Protonierungszustand stabilisiert [131, 134].

Um das Wechselspiel zwischen Protonenverteilung und Strukturänderung eines
Proteins in einer Dynamik-Simulation besser zu berücksichtigen, wurden neue
Ansätze entwickelt. Dabei werden Protonierungsfluktuationen durch instantane
Sprünge von Protonen zwischen einzelnen titrierbaren Gruppen modelliert [135–
138].

Während sich bei MD-Simulationen alle erreichten Zustände aus einem vorge-
gebenen Anfangszustand entwickeln, werden wir ein Verfahren verwenden, bei
dem wir eine große Menge von K-Zuständen anbieten und aus diesen diejenigen
auswählen, welche energetisch günstige Konfigurationen, zu einer Vielzahl von
P-Zuständen, sind. Bei diesem Vorgehen können wir beliebig zwischen einzelnen
Zuständen des Proteins hin- und herspringen und daher lokale Minima in der
Energielandschaft finden ohne Rücksicht auf die Zeitskalen zu nehmen, die für
den Übergang zwischen zwei lokalen Minima gelten (vgl. Abschnitt 4.3.4).

4.3.1 Hypothetische Strukturen

Um eine große Ausgangsmenge möglicher Strukturen zu erzeugen, könnten wir
u. a. auf sogenannte

”
Rotamer Datenbanken“ zurückgreifen. Hier liegt die Idee

zugrunde, daß die Seitenketten nur in bestimmten energetisch günstigen Kon-
formationen, eben den Rotameren, vorliegen. Diese Informationen über lokale
Minima in dem Konfigurationsraum der Aminosäuren wurden aus statistischen
Analysen bekannter Strukturen gewonnen [139–142].

Natürlich können Konformationen für die Seitenketten auch kontinuierlich er-
zeugt werden, indem die Winkel aller internen Koordinaten der Residuen ge-
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dreht werden [143–145]. In beiden Fällen kann die Anfangsmenge der hypo-
thetischen Strukturen durch Kombination der unterschiedlichen Seitenketten-
Konformationen aufgebaut werden. Die Aufgabe besteht nun darin, aus der An-
fangsmenge diejenigen Strukturen zu selektieren, welche zu lokalen Minima im
Konformationsraum des Proteins gehören. Hierfür ist eine Reihe von Algorithmen
entwickelt worden. Bei der von Glick et al. vorgeschlagene Methode [146] werden
beispielsweise diejenigen Rotamere entfernt, die in einem zufällig gewürfeltem
Satz von Subzuständen des Proteins zu den energetisch höchsten, jedoch nicht zu
den energetisch niedrigsten gehören5.

Wird die Anfangsmenge durch Kombination aller möglichen Rotamere mitein-
ander gebildet, steigt die Zahl der Zustände in dieser Menge schnell. Um diese
möglichst klein zu halten, werden wir in dieser Arbeit die hypothetischen Struk-
turen aus unterschiedlichen Röntgenstrukturen des Proteins gewinnen. Da diese
tatsächlich existierende Strukturen des Proteins darstellen, gehen wir davon aus,
daß sie sich zumindest in der Nähe lokaler Minima der Konformationslandschaft
des Proteins befinden.

4.3.2 Positionieren der Protonen

Auf diese Weise legen wir zunächst die möglichen Konfigurationen der einzelnen
Residuen bis auf die Koordinaten der Wasserstoffatome fest. Diese werden an-
schließend in die Struktur eingefügt. Da wir uns für die Protonierungszustände
des Proteins interessieren, werden wir zwei Arten von Protonen besondere Auf-
merksamkeit schenken. Das sind zum einen diejenigen, die direkt an einer Proto-
nierungsreaktion an Sauerstoff- oder Stickstoffatomen teilnehmen. Zum anderen
sind es Wasserstoffatome, die in polaren Gruppen gebunden sind und durch ihre
Orientierung das elektrostatische Potential im Protein beeinflußen. Protonen die-
ser beiden Gruppen werden einen möglichst großen Konfigurationsraum erhalten.
Alle übrigen Wasserstoffatome werden mit dem in CHARMm implementierten
hbuild-Algorithmus [33] positioniert.

Wenn wir von den Torsionspotentialen ausgehen, die in dem CHARMm-Kraftfeld
für Wasserstoffatome angeboten werden (vgl. Tabelle 4.1), stellen wir fest, daß es
abhängig von den Bindungsverhältnissen zwei oder drei Positionen mit minimaler
Torsionsenergie für das Proton gibt. Wir werden dem Proton die Möglichkeit ge-
ben jedes dieser Minima unabhängig von der Umgebung zu besetzen und sprechen
dabei von der

”
Standardgeometrie“.

Soll das Proton eine Position außerhalb dieser optimalen Geometrie annehmen,
muß die damit verbundene Torsionsenergie durch eine Wechselwirkung mit der

5In dieser Veröffentlichung wird auch ein guter Überblick über alternative Methoden gege-
ben.
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Umgebung kompensiert werden. Da Wasserstoffbrücken bekanntermaßen [2] we-
sentlich zur Stabilisierung von Proteinstrukturen beitragen, werden wir für jedes
Proton passende Partner für solche Anordnungen suchen.

Die dafür eingesetzten Kriterien sind in Abbildung 4.3 dargestellt. Das Atom,
an welches ein Proton modelliert werden soll, wird hierbei als Donor D für eine
Wasserstoffbrücke betrachtet. Zunächst suchen wir innerhalb einer Distanz dDA

um den Donor einen Akzeptor A. Als solche können polare Sauerstoff- und Stick-
stoffatome dienen. Finden wir einen solchen Partner, untersuchen wir, ob damit
tatsächlich eine Wasserstoffbrücke etabliert werden kann. Hierfür berücksichtigen
wir sowohl die elektrostatische (Eel) und die van-der-Waals-Wechselwirkung
(Evdw) zwischen dem Proton und dem potentiellen Akzeptor, als auch die Tor-
sionsenergie (Edih) des Protons an der zugehörigen Donorgruppe. Die Energien
werden mit den Parametern des verwendeten Kraftfeldes berechnet. Andererseits
soll auch die Geometrie der Wasserstoffbrücke einen Einfluß auf die Entscheidung
haben.

D2

D1 D

H A A1

AH1

AH2

ε

α dDA

Abbildung 4.3: Das Proton H ist
an den Donor D gebunden. D1 und
D2 symbolisieren weitere Atome des
Residuums an dem sich der Donor
befindet. Diese definieren den Di-
hedralwinkel von H. Das Akzeptor-
atom A ist an A1 gebunden. Diese
Bindung genügt, um die Richtungen
der Hybridorbitale AH1 und AH2 zu
bestimmen. Der Abstand zwischen
D und A ist mit dDA beszeichnet. Die
Winkel α und ε beschreiben die Geo-
metrie der Wasserstoffbrücke.

Für die Definition geometrischer Kriterien stützen wir uns auf die Parameter,
die in dem Programm HBexplore von K. Lindauer et al. [147] verwendet wurden.
Hierbei soll der Winkel α zwischen den Atomen DHA möglichst bei 180◦ liegen
und größer als 90◦ sein. Um die Geometrie der Hybridorbitale des Akzeptoratomes
zu berücksichtigen definieren wir ε als den Winkel zwischen der Bindung HA und
der Richtung des Hybridorbitales von A, welches dem Proton am nächsten liegt.
Dieser Winkel soll kleiner als 60◦ sein.

Mit den Energien und den Winkeln definieren wir die Energiegröße

Ehbd :=
[
cos2(α− α0) cos2((ε− ε0) · 1.5)

][
Eel + Evdw + Edih

]
(4.11)

und akzeptieren die fragliche Position des Protons als mögliche Wasserstoffbrücke
nur, falls Ehbd kleiner als eine vorgegebene Energie Ehbd

cut ist.
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4.3.3 Monte-Carlo-Methode

Nachdem wir so die Menge der Ausgangszustände konstruiert haben, werden wir
uns auf die Suche nach energetisch günstigen Strukturen begeben. Da wir die
verschiedenen Konformere der Aminosäuren so gewählt haben, daß sie immer zu
mindestens einer Umgebungskonformation optimal sind werden wir keine Rota-
mere finden, die nur zu den energetisch hohen aber nicht zu den niederenerge-
tischen Proteinzuständen gehören. Das oben beschriebene Verfahren nach Glick
et al [146] ist somit hier nicht anwendbar.

Motiviert durch die Arbeiten von Beroza et al. [72] werden wir alternativ ei-
ne Monte-Carlo-Methode [148] verwenden. Solche wurden bereits in vielen Ar-
beiten auf dem Gebiet der Proteinelektrostatik-Rechnungen erfolgreich einge-
setzt [18, 21, 36, 37, 39, 40, 121, 149–152]. Dort wurden mit ihrer Hilfe u. a.
mittlere Protonierungen einzelner Residuen in Proteinen sowie Titrationskurven
berechnet.

Die dort verwendeten Algorithmen basieren auf der von Metroplis et al. [153]
entwickelten

”
Metropolis-Monte-Carlo-Methode“. Dabei wird mittels eines

Markov-Prozesses ein charakteristischer Pfad im Konfigurationraum des Sy-
stems abgetastet. Diese Methode läßt sich wie folgt formulieren:

1. Wähle eine zufällige Startkonfiguration x0.

2. Berechne deren Energie E(x0).

3. Erzeuge eine benachbarte Konfiguration x1.

4. Berechne E(x1) und ∆E = E(x1)− E(x0).

5. Falls ∆E < 0 dann akzeptiere x1 als neue Startkonfiguration x0 := x1;
gehe zu Schritt 2.

6. Sonst akzeptiere x1 mit der Wahrscheinlichkeit e−β∆E als neue Startkonfi-
guration x0 := x1; gehe zu Schritt 2.

7. Sonst akzeptiere x0 als neue Startkonfiguration; gehe zu Schritt 2.

Da durch das spezielle Akzeptanzkriterium (Schritte 5 und 6) detailliertes Gleich-
gewicht [154] für die Energieverteilungen der akzeptierten Zustände gewährlei-
stet wird, können thermische Mittelwerte als arithmetisches Mittel über diese
Zustände ohne weitere Gewichtungsfaktoren berechnet werden. Außerdem wer-
den hierbei besonders die statistisch wichtigen niederenergetischen Zustände er-
zeugt und die eher unwichtigen hochenergetischen vermieden. Dadurch können
statistische Mittelwerte gut bestimmt werden, wobei nur ein geringer Teil der
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Zustände erzeugt werden muß, die zur exakten Berechnung der Zustandssumme
notwendig wären [155, 156].

Die einzelnen Schritte des Metropolis-Algorithmus müssen auf das jeweils vor-
liegende Problem angepaßt werden. Wir starten bei Schritt 1, indem wir aus der
erzeugten Menge aller möglichen KP-Zustände einen Anfangszustand würfeln.
In Schritt 3 wollen wir dann eine benachbarte Konformation erzeugen. Daher
wählen wir nun eine Struktur die sich nur in einer Eigenschaft eines einzigen
Residuums von der vorherigen Struktur unterscheidet. Hier können wir die Kon-
formation oder den Protonierungszustand einer Gruppe ändern. Bei der letztge-
nannten Änderung wird ein Proton erzeugt oder vernichtet. Die MC-Simulation
findet daher in einem großkanonischen Ensemble statt [82]. Hierbei geht das che-
mische Potential des Protons in den Energieunterschied ∆E zwischen den beiden
Zuständen ein. Zur Berechnung von Titrationskurven müssen daher für jeden
pH-Wert eigene MC-Simulationen durchgeführt werden.

Bei dem Metropolis-Verfahren werden, ausgehend von der Startstruktur, im-
mer neue Strukturen erzeugt. Auf diese Weise wird ein Pfad in der Landschaft
der Konformationsenergie des Proteins durchwandert. Nur wenn dieser Pfad re-
präsentativ für den Konfigurationsraum des Proteins ist, werden die so berech-
neten Mittelwerte mit den tatsächlichen thermodynamischen Eigenschaften des
Systems übereinstimmen. Zerfällt aber der Konformationsraum des Proteins in
mehrere Unterräume, zwischen denen eine geringe Übergangswahrscheinlickeit
besteht, kommt es vor, daß der Pfad nicht durch alle diese Unterräume führt.
Als Konsequenz wird der Konfigurationsraum ungenügend abgetastet und die
Mittelwerte falsch berechnet [157].

Für die Berechnung mittlerer Protonierungszustände kann das zur Folge haben,
daß einige Protonierungszustände niemals in einer MC-Rechnung erreicht wer-
den, weil die Energiebarriere zum Ausgangszustand zu hoch ist. Um für eine
bessere Abdeckung des Kofigurationsraumes zu sorgen, werden daher mehrere
MC-Rechnungen für unterschiedliche Startstrukturen durchgeführt. Beroza et al.
haben für die Berechnung mittlerer Protonierungszustände einen Algorithmus
entwickelt, bei dem zwei stark wechselnde Residuen gleichzeitig ihren Protonie-
rungszustand ändern können [72]. So können Energieberge übersprungen werden,
die auftreten wenn zwei dicht beieinander liegende Residuen die gleiche Ladung
tragen.

Beroza et al. haben sich in dieser Arbeit [72] mit einem Modell beschäftigt, welches
nur verschiedene Protonierungszustände bei fester Proteinkonfiguration anneh-
men kann. Wir werden hingegen ein System untersuchen, welches neben wenigen
(zehn verschiedenen) P-Zuständen auch eine sehr große Zahl von K-Zuständen
(≈ 1034) besetzen kann. Zum einen erhalten wir dadurch eine schlechtere Kon-
vergenz des reinen MC-Samplings, zum anderen wird der größte Teil des bei den
Simulationen anfallenden Rechenaufwandes auf das Abtasten des, dem Prote-



62 MODELLIERUNG VON PROTEINEN

in zugänglichen, Konformationsraumes verwendet. Für einen vorgegebenen Pro-
tonierungszustand sind aber die Konformationsenergien unabhängig von dem
herrschenden pH-Wert. Bei der eben vorgestellten Vorgehensweise müssen, um
pH-abhängige Kurven zu erzeugen, MC-Simulationen für verschiedene diskrete
pH-Werte durchgeführt werden. Somit wird immer wieder der gleiche Konforma-
tionsraum mit den gleichen Konfigurationsenergien abgetastet.

In Abschnitt 3.2.2 haben wir gesehen, daß sich die großkanonische Zustands-
summe aus einem pH-abhängigen Teil und den M-Teilchen-Zustandssummen
zusammensetzt. Gelingt es uns, letztere zu bestimmen, können wir daraus alle
pH-abhängigen Größen ermitteln und müssen den Konformationsraum des Sy-
stems nur einmal abtasten.

4.3.4 Näherung der Zustandssummen

Im allgemeinen Fall wird es nicht möglich sein, die Zustandssumme der Proto-
nierungssubzustände durch explizites Auswerten aller Zustände zu ermitteln. Da
es, in der von uns konstruierten Startmenge, energetisch sehr günstige aber auch
sehr ungünstige Zustände gibt, sind die Konformationsenergien der einzelnen Sub-
zustände über ein breites Energieintervall verteilt. Durch den Boltzmannfaktor
wird der Beitrag energetisch hoher Zustände zur Zustandssumme im Vergleich zu
dem energetisch niedriger nur gering gewichtet. Diese Zustände treten dann auch
nur mit geringen Wahrscheinlichkeiten auf.

Unter Ausnutzung dieser Eigenschaft können wir die Zustandssummen der Sub-
zustände nähern, wenn wir die Zustände minimaler Energie in unserer Ausgangs-
menge finden. Während Head et al. in ihrer Arbeit [158] lokale Minima suchen
und die Beiträge der übrigen Konformationen durch MC-Simulationen in den
Bereichen um diese Minima bestimmen, werden wir versuchen konsequent alle
niederenergetischen Zustände in unserem Satz aufzusuchen.

Hierfür werden wir, wiederum von einer Startkonfiguration ausgehend, mit einer
Metropolis-MC-Rechnung einen Pfad durch den Konfigurationsraum simulie-
ren und uns die niederenergetischen Zustände merken. Da wir gezielt auf der Su-
che nach niederenergetischen Zuständen sind, werden wir unser System mittels
simulated-annealing [159] abkühlen und somit in lokale Minima laufen. Darunter
verstehen wir KP-Zustände des Systems, aus dem wir nach einer vorgegebenen
Anzahl von MC-Versuchen nicht mehr entkommen. Um aber nicht in diesen Mini-
ma gefangen zu bleiben, werden wir das System schließlich wieder auf eine höhere
Temperatur aufheizen.



Kapitel 5

Praktische Anwendung

5.1 Grün Fluoreszierendes Protein

Die Qualle aequoria victoria lebt in den Küstengewässern des Nordwestpazifiks
und beeindruckt besonders durch ihr grünliches Leuchten. Diese Biolumineszenz
kann durch das Zusammenwirken dreier Moleküle erklärt werden. Das Protein
Aequorin erzeugt mit Colenterazin ein blaues Licht, das von dem Grün Fluo-
reszierenden Protein absorbiert und bei einer Wellenlänge von etwa 510 nm mit
hoher Ausbeute emittiert wird [160–164].

Das GFP besitzt eine Reihe interessanter physikalischer und chemischer Eigen-
schaften, die wir weiter unten diskutieren werden. Für die Anwendung ist dabei
besonders wichtig, daß der Fluorophor aus Residuen der Primärstruktur des Pro-
teins gebildet wird. So kann das GFP, einschließlich des Chromophors, in Zellen
exprimiert werden. Die Fluoreszenz des GFP läßt sich auch durch künstliches
Licht anregen und das Protein kann somit direkt als Marker für Experimente
eingesetzt werden. Da Absorptions- und Fluoreszenzspektrum durch Mutationen
im Protein und am Chromophor verschoben werden, stehen Marker unterschied-
licher Farbe zur Verfügung [165].

Da das GFP in einer Vielzahl von Organismen gebildet werden kann [166–169],
ist es eine wichtige Sonde in der medizinischen und biologischen Forschung, z. B.
als Marker bei der Genexpression [166]. Auch die Bewegung und das Schicksal
von Zellen kann mit Hilfe des GFP verfolgt werden [170, 171]. Einen Überblick
über die Eigenschaften und das breite Anwendungspektrum des GFP geben die
Artikel [25, 27, 28, 166].
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5.1.1 Strukturelle Eigenschaften des GFP

Das grün fluoreszierende Wildtyp-GFP (wtGFP) besteht aus 238 Aminosäur-
en und hat ein Molekulargewicht von 27 kDa [172]. Die Röntgenstrukturen des
wtGFP und einiger Mutanten zeigen, daß die dreidimensionale Struktur des Pro-
teins als nahezu starrer Zylinder beschrieben werden kann, der durch 11 an-
tiparallele β-Faltblätter geformt wird. Im Inneren dieses β-Fasses liegt eine α-
Helix, die, etwa im geometrischen Mittelpunkt des Zylinders, den Fluorophor
fixiert [173, 174]. Dieser wird durch die β-Faltblattstruktur gut vom umgebenden
Lösungsmittel abgeschirmt. Die funktionellen Eigenschaften des Chromophors
werden durch die Konformationen eines Wasserstoffbrückennetzes beeinflußt, das
ihn umgibt (vgl. Abbildung 5.8 in Abschnitt 5.5).

5.1.2 Der Fluorophor

Der in Abbildung 5.1 dargestellte Chromophor des wtGFP bildet sich durch au-
tokatalytische Zyklisierung der Aminosäurensequenz S65-Y66-G67 [165, 175]. Bei
dieser Gruppe handelt es sich um ein 4-Hydroxy-Benzyliden-Imidazolidinon und
wir wollen ihn deshalb im weiteren auch einfach als HBI bezeichnen. Er besteht
aus dem Tyrosinring von Y66 und einem Imidazolidinon-Heterozyklus, den wir
als HET bezeichnen wollen. Dieser entsteht durch die Zyklisierung der Backbone-
Atome von S65 und G67, wobei es sich beim zweiten Stickstoffatom N2 um den
Backbone-Stickstoff von Y66 handelt. Beide Ringe sind durch ein konjugiertes
π-System verbunden.
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Abbildung 5.1: Struktur
des GFP-Fluorophors HBI.
Der Tyrosinring wird als Y66
bezeichnet und der Imida-
zolring als HET. Der HBI
bindet mit den Atomen CA
und CA3 an das Rückgrat
des Proteins. Die an Dis-
soziationsreaktionen beteilig-
ten Wasserstoffatome sind in
Klammern gesetzt.

Da bei dem HBI sowohl der Sauerstoff aus der Hydroxylgruppe von Y66 (OH) als
auch der Imino-Stickstoff von HET (N2) protonieren können, handelt es sich bei
diesem Molekül um eine zweibasige Säure. Das Protonierungsgleichgewicht zwi-
schen den beiden Gruppen wird daher ebenso durch vier mikroskopische Gleich-
gewichtskonstanten beschrieben, wie das System das wir in Abschnitt 3.3 mit
dem Reaktionsschema 3.7 betrachtet haben.
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In Abbildung 5.2 haben wir zur Erläuterung der Nomenklatur das Reaktions-
schema für den Fluorophor dargestellt und die mikroskopischen pKa-Werte ein-
getragen. Wir kodieren den P-Zustand wieder mit zwei Ziffern (0,1), wobei die

(HBI00)
Anion (HBI−)

(HBI11)
Kation (HBI+)

pK3 pK4

pK2pK1

pKτ

(HBI01)(HBI10)
Neutral (HBI) Zwitterion (HBI)

Abbildung 5.2: Dieses Reaktionsschema für den HBI stellt alle möglichen Protonie-
rungzustände dieser Gruppe dar. Dabei kodieren wir den P-Zustand durch zwei Ziffern.
Die erste steht für die Protonierung von Y66 und die zweite für die von HET. Die Pfeile
geben die Richtungen an der Reaktionen an. Die zugehörigen Gleichgewichtskonstanten
sind durch ihre pKa-Werte vertreten.

erste für die Protonierung von Y66 und die zweite für die von HET steht. Somit
bezeichnen wir beispielsweise das Zwitterion als ’HBI01’.

In den verschiedenen P-Zuständen besitzt der HBI unterschiedliche spektroskopi-
sche Eigenschaften. In den bis dato aufgelösten Röntgenstrukturen wurden keine
Muster gefunden, die auf eine Stabilisierung des protonierten Imino-Stickstoffes
hinweisen [176]. Auch Untersuchungen mit Raman-Spektroskopie sprechen gegen
das Vorhandensein eines zweiten Protons am Chromophor [177–179]. Deshalb dis-
kutieren wir die Photophysik des GFP zunächst unter der Voraussetzung eines
deprotonierten N2 am Imidazolring.

5.1.3 Photophysik

In Abbildung 5.3 haben wir die, von Terry et al. [180] aufgenommenen, Anre-
gungsspektren des rekombinanten GFP für verschiedene pH-Werte dargestellt.
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Abbildung 5.3: Anregungs-
spektren des rekombinanten
GFP. Die Fluoreszenzemissi-
on wurde bei 507 nm gemes-
sen und der pH-Wert in einem
Bereich von 5.0 bis 11.9 vari-
iert. Die Abbildung ist der Ar-
beit von Terry et al. [180] ent-
nommen.

Dort können wir bei 392 nm und 475 nm Maxima in der Absorption1 erkennen,
die mit denen des wtGFP übereinstimmen [181, 182]. Mit steigendem pH-Wert
nimmt die Absorption bei 475 nm zu, während die bei 392 nm abnimmt.

Diese pH-Abhängigkeit der Spektren, sowie Analysen der molekularen Struk-
tur [128, 183] und quantenchemische Rechnungen [184] lassen darauf schließen,
daß die beiden Absorptionsmaxima von unterschiedlichen Protonierungsformen
des Fluorophors stammen. Die Fluoreszenz tritt unabhängig von der Anregungs-
wellenlänge fast ausschließlich bei 507 nm auf [180]. Daraus läßt sich schließen,
daß im angeregten Zustand ein Protonentransfer stattfindet und der HBI immer
aus dem gleichen P-Zustand fluoresziert. Da Phenole2 im angeregten Zustand
sauer reagieren [185], wird die Emission bei 507 nm dem deprotonierten Zustand
des angeregten Chromophors3 Y66∗ zugeschrieben [186, 187]. Durch Lichtemissi-
on gelangt der HBI wieder in den elektronischen Grundzustand und kann erneut
protonieren.

Beide Protonierungszustände werden im wtGFP und in Mutanten gefunden. Da
der jeweilige P-Zustand durch Reorientierung eines Wasserstoffbrückennetzes in
der Chromophorumgebung stabilisiert wird, erfolgt die Umwandlung von dem,
mit ’A’ bezeichneten, protonierten Zustand (Y66h) in den, ’B’ genannten, depro-
tonierten Zustand (Y66) über einen Zwischenzustand ’I’, der in Röntgenstruk-
turen bisher nicht gesehen wurde [128]. Chattoraj et al. [186] haben dafür das in
Abbildung 5.4 skizzierte Modell vorgeschlagen. Danach wandelt sich der Zustand
A nach Anregung zu A∗ schnell und effizient in I∗ um, welcher durch Emission
von Licht mit 507 nm zu I wird. Diesem Modell zufolge kann sich A langsam und
uneffektiv in B verwandeln. Creemers et al. [188, 189] konnten durch spektrale
Lochbrennexperimente bei tiefen Temperaturen zeigen, daß die Reaktionen A↔I
und I↔B reversibel verlaufen und keine direkte Verwandlung A↔B stattfindet.
Damit kann I als echtes Intermediat betrachtet werden.

1Maxima in Absorptions- und Emissionsspektren hängen u. a. von dem verwendeten
Lösungsmittel und der Temperatur ab.

2Die Möglichkeit eines protonierten HET haben wir zunächst ausgeschlossen.
3Angeregte Zustände bezeichnen wir mit einem hochgestellten *.
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Abbildung 5.4: Von Chattoraj et al. [186] vorgeschlagenes Reaktionsschema für den
Protonentransfer im GFP. Der Zustand mit protoniertem Y66 wird mit A bezeichnet.
I und B bezeichnen Zustände mit deprotoniertem Y66. Die Wellenlängen sind für das
rekombinante GFP angegeben.

Auch wenn es, auf Experimenten basierende, molekulare Modelle für die verschie-
denen Zustände gibt, ist immer noch ungeklärt, welches Residuum als Akzeptor
für das Proton von Y66 beim Protonentransfer im GFP dient. In der engeren
Auswahl stehen hier vor allem H148 und E222. Im angeregten Zustand kann
aber auch der Imidazolring (HET) basisch werden und ein Proton aufnehmen.
Auch die Frage nach dem Ort des Protons im I-Intermediat ist von Interesse.
Sie hängt eng mit der Dynamik des Protonentransfers im angeregten Zustand
zusammen.

Um diese Dynamik zu beschreiben, müssen wir aber zunächst Kenntnis über die
Gleichgewichtszustände des Systems gewinnen, die als Ausgangspunkt, Endpunkt
und Zwischenzustände für den Protonentransferweg dienen. In dieser Arbeit
werden wir uns deshalb mit den thermodynamischen Gleichgewichtszuständen
beschäftigen und Ionisierungsgleichgewichte protonierbarer Gruppen im GFP be-
rechnen.

Die Arbeit von Bokman und Ward [190] liefert einen experimentellen Hinweis
auf die pH-abhängige Protonierung des Fluorophors. Abbildung 5.5 zeigt die bei
514 nm aufgenommene Fluoreszenzemission. Die Anregung der Proteine erfolgte
dabei mit einer blauen Lampe, die vornehmlich diejenigen Chromophore mit de-
protoniertem Tyrosinring anregt. Dadurch wird auch das Ansteigen der Emission
mit zunehmendem pH-Wert erklärt. Daß die Emission in einem weiten Bereich
(zwischen pH ≈ 6 und 11) nahezu konstant ist, deutet auf eine in diesem Bereich
konstante Konzentration des deprotonierten Fluorophors hin. Daraus können wir
auf ein anormales Titrationsverhalten des Chromophors schließen, wie wir es in
Abschnitt 3.3 allgemein beschrieben haben.



68 PRAKTISCHE ANWENDUNG

Abbildung 5.5: pH-abhän-
giges Fluoreszenzemissions-
spektrum des wtGFP. Die
Emission wurde bei einer
Wellenlänge von 514 nm
gemessen, während die Anre-
gung durch eine blaue Lampe
erfolgte. Die durchgezogene
Linie beschreibt das Ver-
halten eines nativen GFPs,
während die Symbole für
renaturierte Proteine aufge-
nommen wurden. Das Bild ist
der Arbeit von Bokman und
Ward [190] entnommen.

5.2 Parametrisierung des Fluorophors

Obwohl der GFP-Chromophor aus drei Aminosäuren gebildet wird (vgl. Ab-
schnitt 5.1.2), sind seine physikalischen Eigenschaften nicht durch die Parameter,
die für diese drei Residuen zur Verfügung stehen, zu beschreiben. Daher müssen
wir sowohl die Partialladungen als auch die Modell-pKa-Werte für dieses Molekül
modellieren (vgl. Abschnitt 3.2.7). Die van-der-Waals- und Bindungsparame-
ter werden wir den vorkommenden Atomtypen entsprechend aus dem verwende-
ten Parametersatz entnehmen (vgl. Abschnitt 4).

5.2.1 Partialladungen

Die Partialladungen für den Chromophor haben wir für jeden Protonierungszu-
stand mit quantenchemischen Rechnungen bestimmt. Da auch Ladungsmodelle
für den angeregten Zustand benötigt werden, verwenden wir die semiempirische
INDO/S SCF-CI-Methode (Programm ARGUS [191]). Als Koordinaten haben
wir die Röntgenstruktur des Chromophors [128] genommen, wobei wir die Ver-
bindungen zum Protein an den Atomen CA und CA3 (vgl. Abbildung 5.1) durch
Methylgruppen ersetzt haben. Die in Tabelle 5.1 zusammengefaßten Partialla-
dungen wurden für den Grundzustand (S0) und den angeregten Zustand (S1)
mit einer Mulliken-Analyse aus den quantechemischen Rechnungen ermittelt.
Vergleichsrechnungen für Carboxylat-, Imidazol- und Phenolgruppen haben ge-
zeigt, daß diese Methode Ladungssätze erzeugt, die mit den CHARMm-Ladungen
konsistent sind.
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S0 S1
HBI00 HBI10 HBI01 HBI11 HBI00∗ HBI10∗ HBI01∗ HBI11∗

CA 0.088 0.122 0.174 0.217 0.082 0.120 0.155 0.197
C1 0.252 0.296 0.324 0.377 0.088 0.217 −0.133 −0.074
N2 −0.439 −0.467 −0.285 −0.301 −0.487 −0.368 −0.391 −0.316
HN 0.000 0.000 0.285 0.284 0.000 0.000 0.285 0.284
CA2 0.081 0.117 0.046 0.079 0.164 0.171 0.159 0.289
C2 0.491 0.516 0.502 0.531 0.375 0.186 0.487 0.461
N3 −0.241 −0.233 −0.194 −0.184 −0.241 −0.188 −0.266 −0.232
O2 −0.681 −0.632 −0.628 −0.566 −0.708 −0.322 −0.603 −0.519
CB2 −0.001 −0.020 0.024 0.034 −0.270 −0.136 −0.079 −0.046
HB 0.071 0.078 0.104 0.117 0.071 0.079 0.104 0.117
CG2 −0.024 0.022 −0.028 0.002 0.160 0.038 0.146 0.169
CD1 −0.071 −0.051 −0.082 −0.063 −0.113 −0.063 −0.100 −0.039
HD1 0.067 0.092 0.034 0.055 0.067 0.092 0.034 0.055
CD2 −0.077 −0.055 −0.052 −0.031 −0.105 −0.059 −0.067 0.012
HD2 0.035 0.067 0.057 0.085 0.035 0.067 0.057 0.085
CE1 −0.092 −0.070 −0.065 −0.054 0.010 −0.066 0.040 −0.009
HE1 0.053 0.063 0.071 0.077 0.053 0.063 0.071 0.077
CE2 −0.069 −0.040 −0.041 −0.016 0.017 −0.038 0.043 0.005
HE2 0.051 0.069 0.079 0.095 0.051 0.069 0.079 0.095
CZ 0.210 0.137 0.246 0.177 0.238 0.141 0.264 0.280
OH −0.860 −0.484 −0.784 −0.460 −0.641 −0.482 −0.496 −0.436
CA3 0.154 0.178 0.216 0.242 0.154 0.184 0.212 0.241
HH 0.000 0.294 0.000 0.303 0.000 0.294 0.000 0.303

Tabelle 5.1: Berechnete Partialladungen des HBI: Die angegebenen Namen der Atome
stimmen mit denen aus Abbildung 5.1 überein. Für jeden Protonierungszustand des
HBI (vgl. Abbildung 5.2) sind die Partialladungen der einzelnen Atome im elektroni-
schen Grundzustand (S0) und im angeregten Zustand (S1) angegeben.

5.2.2 Bestimmung der Modell-pKas im Grundzustand

Neben den Ladungen benötigen wir die Modell-pKa-Werte des Chromophors (vgl.
Abschnitt 3.2.7). Bell et al. [177] haben experimentelle pKa-Werte für einen Mo-
dellchromophor im Lösungsmittel veröffentlicht. Die beiden Werte wurden dem
Kation/Neutral- (pKa = 1.8) und dem Neutral/Anion- (pKa = 8.2) Gleichge-
wicht zugeordnet. Diese Größen reichen aber nicht aus, um alle vier, in Abbil-
dung 5.2 eingeführten, mikroskopischen pKas zu bestimmen. Außerdem kann es
sich bei den gemessenen makroskopischen Werten um gewichtete Mittelwerte der
mikroskopischen Werte handeln. Die fehlende Fluoreszenz des HBI im Lösungs-
mittel [192] verhindert zudem eine experimentelle Untersuchung der Thermody-
namik im angeregten Zustand. Wir werden deshalb im folgenden die mikroskopi-
schen pKa-Werte quantenchemisch berechnen.

Standardverfahren der Quantenchemie bestimmen die, mit der Dissoziationsre-
aktion verbundene, Gibbssche freie Energie für ein Molekül in Gasphase und
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setzen diese über einen thermodynamischen Zyklus in Verbindung mit der glei-
chen Reaktion im Lösungsmittel [193]. Ähnlich wie bei dem von uns verwendeten
Zyklus (vgl. Abbildung 2.2) wird auch dort den auftretenden Solvatisierungsener-
gien Rechnung getragen. Dieser einfache Zugang vernachlässigt allerdings Ener-
giebeiträge, wie sie durch die, bei der Solvatisierung auftretenden, Änderungen
in der Kernkonfiguration entstehen. Bei einem so flexiblen und polarisierbaren
Molekül wie dem HBI müssen daher die Lösungsmitteleffekte direkt in der quan-
tenchemischen Rechnung berücksichtigt werden, um realistische Resultate für die
Energieänderung bei einer Protonierungsreaktion zu liefern.

Rechnungen haben gezeigt, daß die Effekte der sogenannten
”
Bulk Polarisati-

on“, die durch eine Kontinuumsbeschreibung des Lösungsmittels modelliert wer-
den können, einen wichtigeren Beitrag erzeugen, als die durch eine mikroskopi-
sche Beschreibung des Lösungsmittels berücksichtigten [194]. Wir werden daher
das im Programmpaket MOPAC [195] angebotene COSMO4 verwenden, um das
Lösungsmittel in Kontinuumsnäherung zu beschreiben. Mittels der ebenfalls in
MOPAC implementierten semiempirischen AM1-Parametrisierung des Hamilton-
operators berechnen wir die Protonierungsenergie

Ediss
0 = E0(1)− E0(0) (5.1)

als Differenz zwischen den Energien E0(s), der auf den jeweiligen Protonierungs-
zustand (s = 0, 1) optimierten Molekülgeometrien. Diese Terme enthalten sowohl
die elektronische Energie und die Energie der Kernkonfiguration des Moleküls als
auch die Lösungsmittelbeiträge. Im Rahmen der verwendeten semiempirischen
Verfahren ist Ediss

0 bis auf eine additive Konstante proportional zur Dissoziati-
onsenthalpie bei Zimmertemperatur [40]. Vergleicht man diese mit experimentell
gefundenen Werten für die Größe ∆Gexp

0 erhält man den empirischen Zusammen-
hang [40, 193]

∆Gexp
0 = Ediss

0 + ∆Gkorr. (5.2)

Der empirische Korrekturterm ∆Gkorr beinhaltet Beiträge der Entropie, Druck-
Volumen-Arbeit und des chemischen Potentials des Wasserstoffatoms zur freien
Energie der Dissoziationsreaktion. Er kann aus dem direkten Vergleich einer Reihe
von experimentellen (∆Gexp

0 ) und berechneten (Ediss
0 ) Werten für Testmoleküle

mit Phenolsauerstoff und Stickstoff-Heterozyklus bestimmt werden [196].

Wie bereits in Abschnitt 3.2.7 erwähnt, haben in vacuo Rechnungen gezeigt, daß
die Torsionsbarriere des Chromophors vom Protonierungszustand abhängt und
bei protoniertem Y66 sehr niedrig ist [51]. Der Beitrag von Torsionsfreiheitsgra-
den zur Entropie eines Moleküls wird in der Quantenchemie gewöhnlich durch
die

”
harmonische Oszillatornäherung“ beschrieben [195]. Diese ist aber nur für

den Fall hoher Torsionsbarrieren gültig und liefert bei flachen Potentialen falsche
Ergebnisse [197].

4Conductor-like-Screening Modell
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Wir werden uns daher einer quantenmechanisch/klassischen Hybridmethode be-
dienen, die von Luo et al. vorgeschlagen [40] aber meines Wissens bisher noch
nicht angewendet wurde. Um den Beitrag des fraglichen Rotationsfreiheitsgrades
zur Änderung der freien Energie bei der Deprotonierungsreaktion des Moleküls
zu bestimmen, werten wir bei diesem Verfahren die klassischen Konfigurations-
zustandssummen

z(s) =

∫
dΦ′e−βE(Φ′,s) (5.3)

dieses Freiheitsgrades für das protonierte bzw. deprotonierte Molekül über den
zugehörigen Konfigurationsraum Φ′ = (Φ,Ψ) aus5. Daraus bestimmen wir die
Änderung

∆G0 = −kBT ln
z(0)

z(1)
+ µ(H+) (5.4)

der freien Energie für die Dissoziationsreaktion. Wenn wir die Torsionsenergie auf
die Energie E0(Φ′0(s), s) des Zustandes mit minimaler Energie E0(s) beziehen,
erhalten wir

z(s) = e−βE0(Φ′0(s),s)

∫
dΦ′e−β[E(Φ′,s)−E0(Φ′0(s),s)]︸ ︷︷ ︸

=:I(s)

= e−βE0(Φ′0(s),s) · I(s) (5.5)

anstelle von Gl. 5.3. Damit läßt sich der Beitrag dieses Freiheitsgrades zum pKa-
Wert als

∆pKS
a := − 1

ln10
ln
I(0)

I(1)
(5.6)

schreiben und separat in dem zu berechnenden pKa-Wert

pKa =
1

kBT ln10
∆E0 + ∆pKS

a +
1

kBT ln10
∆Gkorr (5.7)

darstellen.

Für die Berechnung der Protonierungsenergien sind wir von der Röntgenstruk-
tur des HBI [128] ausgegangen, wobei die Atome CA und CA3 wiederum durch
Methylgruppen ersetzt wurden. Wir haben die Grundzustandsgeometrien aller
vier Protonierungszustände auf dem RHF-SCF+CISD-Level optimiert. Für die
CI-Rechnungen wurde dabei ein aktiver Raum von sechs Elektronen und sechs
Orbitalen eingesetzt.

Um die Integrale I(s) (Gl. 5.5) auszuwerten haben wir die Energien E(Φ′)
(Gl. 5.3) für 81 diskrete Werte der Winkel Φ,Ψ ∈ [−30◦, 210◦] mit einer Schritt-
weite von ∆Φ = ∆Ψ = 30◦ berechnet. In jedem Schritt wurden alle geometrischen
Parameter optimiert.

5Die Winkel Φ und Ψ sind in Abbildung 5.2 gekennzeichnet.
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Um den Symmetrieforderungen E(−Φ,Ψ) = E(Φ,Ψ), E(Φ,−Ψ) = E(Φ,Ψ) so-
wie E(Φ + π,Ψ) = E(Φ,Ψ) gerecht zu werden haben wir diese Werte mitteles
eines Polynoms der Form

E(Φ,Ψ) =
∑
K

∑
L

AKL cos(KΦ) cos(LΨ) (5.8)

gefittet. Die zweidimensionale Integration wurde schließlich mittels der
”
erwei-

terten Trapezregel“ ausgeführt [198]. Auf diese Weise wurden mit Gleichung 5.7
die mikroskopischen pKa-Werte für alle vier, in Abbildung 5.2, dargestellten
Lösungsmittelreaktionen im Grundzustand berechnet und in Tabelle 5.2 zusam-
mengestellt. Wir haben dort den Beitrag der Konfigurationsintegrale getrennt
aufgeführt.

pK3 pK1 pK4 pK2 pKα pKβ Kτ

Planarer HBI: 1.5 6.6 4.5 3.6 1.5 6.6 10−3

Flexibler HBI:
pKa(Φ′0) 2.1 6.9 5.4 3.6
∆pKS

a -0.1 +1.4 +1.2 +0.1
Summe: 2.0 8.3 6.6 3.7 2.0 8.3 2 · 10−5

Tabelle 5.2: Berechnete Werte für die, in Abbildung 5.2 definierten, mikroskopischen
und zwei makroskopische pKa-Werte des HBI im S0-Zustand. Für den flexiblen Chro-
mophor wurden die Beiträge der optimierten Geometrie pKa(Φ′0) und der Konfigura-
tionsintegrale ∆pKS

a (Gl. 5.6) extra aufgeführt und summiert (Gl. 5.7).

In dieser Tabelle haben wir zusätzlich die makroskopischen pKa-Werte für das
Verhältnis HBI/HBI+ (pKα = − log(K3 + K4) = 2.0) sowie HBI−/HBI (pKβ =

− log((K−1
1 + K−1

2 )−1) = 8.3) eingetragen. Diese beiden Werte für den Grund-
zustand sind in sehr guter Übereinstimmung mit dem oben erwähnten Experi-
ment [177]. Wie die Tautomerisierungskonstante Kτ zeigt, wird der zwitterioni-
sche Zustand im Grundzustand nicht bevölkert.

Unsere quantenchemischen Rechnungen haben für den Chromophor im Lösungs-
mittel einen pKa-Wert von 8.3 ergeben. Im Lösungsmittel ist allerdings die Ro-
tation des Tyrosinringes möglich, während sie im Protein eingeschränkt ist. Wir
werden deshalb für die Berechnung der Ionisierungsgleichgewichte im Protein die
pKa-Werte, die für den rigiden, planaren Chromophor berechnet wurden, verwen-
den. Fassen wir diesen als korrigierten pKa-Wert des Chromophors im Lösungs-
mittel auf, so können wir den Beitrag ∆pKS

a des Rotationsfreiheitsgrades mit der
in Gleichung 3.45, aus Abschnitt 3.2.7, eingeführten Korrektur für unterschied-
liche Konformationszustandssummen zkonf beider Protonierungszustände verglei-
chen. Der quantenchemisch berechnete Wert liegt nur etwa 0.2 pK-Einheiten
höher als der dort abgeschätzte Wert (∆A ≈ 1.2 pK-Einheiten).
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5.2.3 pKa-Werte im angeregten Zustand

Ausgehend von den eben ermittelten Grundzustands-pKas werden wir nun mit
Hilfe des Försterzyklus [199] über die vertikalen Anregungsenergien eine Bezie-
hung zu den pK∗a-Werten im angeregten Zustand herstellen. Dies setzt die An-
nahme voraus, daß der S1-Zustand lange genug lebt, um das thermodynamische
Gleichgewicht zu erreichen, jedoch die Einstellungen der Protonierungsänderun-
gen schneller sind als Schwingungs- oder Konformationsrelaxationen. Winkler et
al. [200] haben gezeigt, daß dies auf die Verhältnisse im GFP für den Protonen-
transfer im angeregten Zustand zutrifft.

Beginnen wir mit der Differenz der pKa-Werte

pK∗a − pKa = − 1

ln10

[
ln

z∗(0)

z∗(1)
− ln

z(0)

z(1)

]
= − 1

ln10

[
ln

z∗(0)

z(0)
− ln

z∗(1)

z(1)

]
(5.9)

zwischen dem Grundzustand und dem angeregten Zustand und schreiben die
Energie

E∗(Φ′, s) = E(Φ′, s) + ∆E∗(Φ′, s) (5.10)

des angeregten Zustandes in der Konformation (Φ′, s) als Summe aus der zu-
gehörigen Grundzustandsenergie E(Φ′, s) und der vertikalen Anregungsenergie
∆E∗(Φ′, s), können wir die Zustandssummen in Gl. 5.9 separieren

z∗(s)

z(s)
=

∑
{Φ′} e

−βE∗(Φ′,s)∑
{Φ′} e

−βE(Φ′,s)

=

∑
{Φ′} e

−βE(Φ′,s) · e−β∆E∗(Φ′,s)∑
{Φ′} e

−βE(Φ′,s)
=
〈
e−β∆E∗(Φ′,s)

〉
(5.11)

und deren Verhältnis als thermischen Mittelwert über die Boltzmannfaktoren
der vertikalen Anregungsenergien vom Grundzustand in den angeregten Zustand
formulieren. Gleichung 5.9 nimmt dann die folgende Form an:

pK∗a − pKa = − 1

ln10
ln

〈
e−β∆E∗(Φ′,0)

〉〈
e−β∆E∗(Φ′,1)

〉 . (5.12)

Beziehen wir mittels

∆E∗(Φ′, s) = ∆E∗(Φ′0(s), s) + [∆E∗(Φ′, s)−∆E∗(Φ′0(s), s)]︸ ︷︷ ︸
=:∆∆E∗(Φ′,s)

= ∆E∗(Φ′0(s), s) + ∆∆E∗(Φ′, s) (5.13)

auch die Anregungsenergien auf den energetisch günstigsten Zustand Φ′0(s), er-
halten wir mit der Energieänderung im geometrieoptimierten Zustand

∆pK∗a =
1

kBT ln10
(∆E∗(Φ′0(0), 0)−∆E∗(Φ′0(1), 1)) (5.14)
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und dem Beitrag der Konformationsflexibilität

∆∆pKS∗
a = − 1

ln10
ln

〈
e−β∆∆E∗(Φ′,0)

〉〈
e−β∆∆E∗(Φ′,1)

〉 (5.15)

einen zu Gl. 5.7 analogen Ausdruck für den pKa-Wert des Moleküls im angeregten
Zustand:

pK∗a = pKa + ∆pK∗a + ∆∆pKS∗
a . (5.16)

Die in Gl. 5.10 auftretenden vertikalen Anregungsenergien sind die Energiediffe-
renzen zwischen dem ersten elektronisch angeregtem Zustand und dem Grund-
zustand des Moleküls bei festgehaltenen Kernkoordinaten Φ′. Sie berechnen sich
aus der Differenz zwischen der zweiten und der ersten Wurzel der CI-Matrix. Eine
ab-initio-Studie [201] der Anregungen des HBI im Vacuum, unter Berücksichti-
gung der Elektronenkonfiguration auf dem MCSCF/PT-Level, hat gezeigt, daß
die niedrigen Singulet-Anregungen nur auf π → π∗ Übergängen beruhen und gut
durch Übergänge zwischen den höchsten drei besetzten π und den niedrigsten
drei virtuellen MOs beschrieben werden können. Dieses Ergebnis rechtfertigt un-
sere Wahl des aktiven Raumes für die CISD-Rechnungen, mit denen wir die in
Tabelle 5.3 zusammengefaßten pKa-Werte für den HBI im angeregten Zustand
berechnet haben. An Kτ erkennen wir, daß im angeregten Zustand das Zwitterion
gegenüber der neutralen Form energetisch bevorzugt ist.

pK∗3 pK∗1 pK∗4 pK∗2 pK∗α pK∗β K∗τ
Planarer HBI∗:
∆pK∗a +4.8 -10.1 -9.9 +4.6
pKa + ∆pK∗a 6.3 -3.5 -5.4 8.2 -5.4 8.2 5 · 1011

Flexibler HBI∗:
∆pK∗a(Φ′0) +4.8 -11.1 -11.8 +5.5
∆∆pKS∗

a +0.2 +2.9 +3.4 -0.3
Summe: 7.0 0.1 -1.8 8.9 -1.8 8.9 6 · 108

Tabelle 5.3: Berechnete Werte für die, in Abbildung 5.2 definierten, mikroskopischen
und zwei makroskopische pKa-Werte des HBI im S1-Zustand. Sowohl für den planaren
als auch für den flexiblen HBI haben wir die einzelnen Beiträge extra aufgeführt und
summiert. pKa steht für den Wert im S0-Zustand (vgl. Tabelle 5.2). ∆pK∗a beschreibt
die Änderung bei vertikaler Anregung des planaren bzw. optimierten Zustandes. Für
den flexiblen Chromophor wurden die Beiträge der optimierten Geometrie ∆pK∗a(Φ′0)
(Gl. 5.14) und der Konformationsflexibilität ∆∆pK∗Sa (Gl. 5.15) extra aufgeführt und
summiert (Gl. 5.16).
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5.3 Erzeugung der hypothetischen Strukturen

Da es für das GFP eine Reihe gut aufgelöster Röntgenstrukturen von unter-
schiedlichen Mutanten und bei verschiedenen pH-Werten gibt, werden wir die
verschiedenen Konformationssubzustände, die wir dem Proteinmodell zugänglich
machen wollen, aus diesen Strukturen bestimmen. Tabelle 5.4 listet alle von uns
verwendeten Strukturen zusammen mit ihrem PDB-Code auf.

PDB-Code Zahl pH Auflösung [Å] Referenz
1ema 1 8.2 1.9 Ormö et al. [173]
1emb 1 3.8 2.1 Brejc et al. [128]
1emc 4 8.0 2.3 Palm et al. [183]
1eme 1 8.5 2.5 Palm et al. [183]
1emg 1 8.0 2.0 Elslinger et al. [52]
1emk 1 8.5 2.1 Palm et al. [183]
1eml 1 8.5 2.3 Palm et al. [183]
1emm 1 8.5 2.3 Palm et al. [183]
1gfl 2 7.0 1.9 Yang et al. [174]

Tabelle 5.4: Zusammenstellung der von uns verwendeten Röntgenstrukturen. Wir
geben dabei die Kennung in der PDB-Datenbank, die Zahl der in der Datei vorhandenen
Strukturen, den pH-Wert, die experimentelle Auflösung und schließlich die zugehörige
Veröffentlichung an.

5.3.1 Konformationen von Aminosäuren

Diese 14 Strukturen werden mit einem
”
rigid body fit“ Verfahren [202] so anein-

ander angepaßt, daß die mittlere quadratische Abweichung der Abstände definier-
ter Atome minimal wird. Durch das starre Proteinrückgrat des GFP fallen die
Backbone-Atome der unterschiedlichen Strukturen hierbei aufeinander. Die ver-
schiedenen Strukturen unterscheiden sich nur in den Orientierungen der Seiten-
gruppen. Diese Überlagerung ist, wie auch die nächsten Schritte, in Abbildung 5.6
dargestellt.

In den verwendeten Strukturen sind ungefähr 230 Residuen aufgelöst. Diese
können mindestens in 14 verschiedenen Konformationen vorkommen. Damit er-
halten wir etwa 10263 verschiedene Konformationszustände. Allerdings interessie-
ren wir uns für die Protonierungsgleichgewichte und die Photophysik des Fluo-
rophors. Die mit dessen Ionisierung verbundenen Konformationsänderungen des
Proteins sind in der nahen Umgebung des HBI lokalisiert. Röntgenstrukturen
des Proteins bei unterschiedlichen pH-Werten [128, 173, 174, 176, 183] sowie Ex-
perimente mit Fourier-transformierter-Infrarotspektroskopie [203] stützen diese
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��

E222 als Beispiel für eine
Vielfalt an Konformationen

E222

S205

Y66

10ÅBereich um den Fluorophor

14 überlagerte Strukturen

w22

Abbildung 5.6: Skizze unseres Vorgehens beim Aufbereiten der Strukturdaten: Wir
beginnen mit allen 14 Strukturen, die überlagert wurden. Dann beschränken wir uns
auf einen engen Berich um den HBI. Die dritte Vergrößerung zeigt E222 als Beispiel in
allen 14 Konformationszuständen.

Aussage. Daher können wir die Anzahl der Zustände reduzieren, indem wir unsere
Untersuchung auf einen engen Bereich um den Chromophor beschränken und nur
dort verschiedene KP-Zustände für einzelne Residuen zulassen. Das notwendige
Abstandskriterium definieren wir über die elektrostatische Wechselwirkung der
Residuen mit dem HBI.

Wir werden uns auf den Bereich beschränken, in dem sich die elektrostatische
Energie einzelner Atome im Feld des Chromophors um mindestens 2 kBT ändert,
wenn dieser aus dem Grundzustand (HBI10) protoniert (HBI11) oder deproto-
niert (HBI00) wird. Hierzu führen wir drei DelPhi-Rechnungen für die unter-
schiedlichen P-Zustände des Chromophors an der 1emb-Struktur durch. Dabei
stellen wir fest, daß alle Residuen, auf die dieses Kriterium zutrifft, innerhalb
von 9Å um den Fluorophor liegen.

Weiterhin wollen wir uns auf Aminosäuren beschränken, deren Zustand einen
Einfluß auf die Elektrostatik des Proteins hat. Neben dem HBI sind das zum
einen die Aminosäuren Arginin, Glutaminsäure, Histidin und Tyrosin, die in der
Biologie standardmäßig als titrierbare Gruppen betrachtet werden [2] und zum
anderen die Seitenketten von Threonin, Serin, Glutamin und Asparagin. Letzte-
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re besitzen polare Hydroxyl- bzw. Amidgruppen, die durch Umorientierung das
elektrische Feld beeinflussen, aber auch als Partner für Wasserstoffbrücken dienen
können.

Die Struktur des, den Chromophor umgebenden, Wasserstoffbrückennetzes steht
im Mittelpunkt des Interesses. In das Solvent ragende Seitenketten haben keine
festen Partner für solche Wechselwirkungen. Daher werden wir die Auswahl der
berücksichtigten Residuen auf Seitenketten beschränken, die sich im Inneren des
β-Fasses befinden. Grundlage für diese Unterscheidung bietet die dem Lösungs-
mittel zugängliche Oberfläche der einzelnen Gruppen und eine in Augenschein-
nahme der Struktur. Diejenigen Residuen, welche schließlich mit unterschiedli-
chen KP-Zuständen auftreten können, sind in Tabelle 5.5 zusammengefaßt.

Einige der Konformationen einzelner Seitenketten in den verwendeten Struktu-
ren sind ähnlich, wenn nicht sogar gleich. Deshalb werden wir Konfigurationen,
die nahe beieinander liegen, zu einer einzigen zusammenfassen. So reduzieren wir
noch einmal die Zahl der hypothetischen Strukturen. Dieses Vorgehen ist auch
deshalb sinnvoll, weil die Röntgestrukturen selbst Mittelwerte über Verteilun-
gen von Konformationen sind und deshalb Konformationszustände des gleichen
Residuums in verschiedenen Strukturen, die sich nur wenig unterscheiden, als ver-
schiedene Realisierungen der gleichen Konformation betrachtet werden können.

Damit stehen wir vor der Aufgabe die Strukturen der einzelnen Residuen zu
sogenannten

”
Clustern“ zusammenzufassen, die jeweils durch eine einzige Kon-

formation des Residuums, den
”
Prototypen“, repräsentiert werden. Diese Auf-

gabe lösen wir unter Verwendung eines Verfahrens das als
”
nächster-Nachbar-

Algorithmus“ bekannt [204] ist. Hiefür definieren wir zunächst den Abstand zwi-
schen zwei Geometrien i und j eines Residuums

dij :=

√√√√ m∑
ν=1

(ϑν,i − ϑν,j)2 (5.17)

durch den Unterschied in ihren m Torsionswinkeln ϑ. Mit diesem Maß wer-
den zunächst jeweils zwei Strukturen, die dicht beieinander liegen, zu Clustern
gebündelt. Diese kleinen Cluster werden dann wiederum paarweise zu Grup-
pen zusammengefaßt. Das Verfahren wird solange fortgesetzt, bis der Abstand
zwischen zwei Clustern einen vorher festgelegten

”
Lernparameter“ σcluster unter-

schreitet und somit kein weiteres Bündeln mehr möglich ist.

Die Wahl dieser Größe ist zunächst beliebig. Wir suchen hier einen Kompromiß,
der alle Strukturen gut beschreibt aber möglichst wenige Prototypen benötigt.
Wir haben gute Ergebnisse mit dem Wert σcluster = 35◦ erzielt. Die Zahl der für die
einzelnen Gruppen verwendeten Prototypen ist in Tabelle 5.5 angegeben. Wenn
die Konfigurationen zu Clustern zusammengefaßt sind, wählen wir aus jedem
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Residuum voll rsa min
R96 15 3 2
S72 25 25 6
S205 27 27 10
T59 6 6 2
T62 6 6 3
T63 5 5 2
T108 6 6 2
T203 19 19 3
N121 4 4 1
N149 4 4 4
N185 8 8 3
Q69 8 8 1
Q94 6 6 1
Q183 6 6 2
E222 55 55 6
H148 24 12 2
H181 8 4 2
Y92 4 3 2
Y145 3 2 2
S65 9 9 4
HBI 10 5 4
V224 5 5 2

Residuum voll rsa min
w1 8 8 2
w2 8 8 2
w3 10 10 1
w6 3 3 1
w7 7 7 3
w8 9 9 1
w9 1 1 1
w12 7 7 4
w13 7 7 2
w14 6 6 2
w15 5 5 2
w16 3 3 1
w17 3 3 2
w19 3 3 2
w21 1 1 1
w22 9 9 5
w23 5 5 3
w27 4 4 3
w29 1 1 1
w39 3 3 2
w51 7 7 2
w59 3 3 1
w68 6 6 4

Tabelle 5.5: Zusammenfassung aller für den großen Satz verwendeten Residuen des
GFP. Neben den Residuen sind die Zahl der KP-Zustände angegeben, die im großen
Satz (voll) oder bei der Rechnung mit reduced-site-approximation (rsa) zur Verfügung
gestellt wurden (vgl. Abschnitt 5.6). Die letzte Spalte (min) gibt an, wie viele dieser
Zustände bei der Rechnung mit dem vollen Satz, im S0-Zustand des HBI, mit mehr
als 0.5 ·10−4% besetzt wurden (vgl. Abschnitt 5.6.2). Wassermoleküle werden mit ’w’
bezeichnet.

Cluster die Struktur als Prototypen aus, die seinem geometrischen Zentrum am
nächsten liegt.

Aufgrund des geringen Unterschiedes in der Kernladungszahl von Kohlenstoff,
Stickstoff und Sauerstoff kann die Orientierung der Amidgruppen von Glutamin
und Asparaginsäure, sowie die des Imidazolringes von Histidin in Röntgenstruk-
turanalysen nur schlecht bestimmt werden. Diese hat jedoch, wie Nielsen et
al. [205] zeigten, einen starken Einfluß auf die Elektrostatik von Proteinen. Daher
werden wir jedem Prototypen mit einer Amidgruppe eine weitere Konformation
zuordnen, bei der das Sauerstoff- und das Stickstoffatom der Amidgruppe ver-
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tauscht sind. Ebenso werden wir für die Histidine Konformationen anbieten, in
der die Atome ND1 mit CD2 und NE2 mit CE1 vertauscht sind6.

5.3.2 Orte der Wassermoleküle

Ganz analog gehen wir bei der Positionierung von Wassermolekülen in den hypo-
thetischen Startstrukturen vor. Die Röntgenstrukturen liefern hier nur die Posi-
tionen der Sauerstoffatome der im Protein gebundenen Wassermoleküle. Obwohl
in den unterschiedlichen Strukturen die Wassermoleküle nicht an den gleichen
Positionen auftreten, kann man charakteristische Wasserbindungsstellen ermit-
teln.

Konsequenterweise werden wir auch die Positionen der Sauerstoffatome einem
Cluster-Verfahren unterwerfen. Als Abstandsmaß setzen wir in Gleichung 5.17
nun den euklidischen Abstand zwischen den Koordinaten der Atome ein. Da wir
innerhalb des van-der-Waals-Radius von Wasser (≈ 2, 5− 3Å) um ein Sauer-
stoffatom kein weiteres Wassermolekül erwarten, wählen wir den Lernparameter
σcluster = 2.5Å.

Auch bei den Wassermolekülen werden wir nur die Konformationsfreiheitsgrade
der Moleküle berücksichtigen, die in der oben ermittelten 9Å Umgebung um
den Fluorophor und innerhalb des β-Fasses liegen. Als Ergebnis erhalten wir die
Positionen von 23 Sauerstoffatomen, die zu Wassermolekülen in wenigstens einer
der verwendeten Strukturdateien gehören.

Durch die eben getroffenen Auswahl einzelner Residuen, die in mehreren KP-
Zuständen auftreten können, haben wir das Proteinmodell in zwei Einheiten auf-
geteilt. Die erste, die wir als

”
fixes Set“ bezeichnen wollen, enthält neben dem

Rückgrat alle Residuen, die ihren Zustand nicht ändern. Dieses Set bildet einen
festen Hintergrund im Protein, der ebenfalls mit den Residuen der zweiten Ein-
heit wechselwirkt. Dort sind alle Residuen enthalten, welche in verschiedenen
KP-Zustäden auftreten können. Letztere werden wir

”
flexibles Set“ taufen.

Die in den Röntgenstrukturen nicht enthaltenen Wasserstoffatome werden mit
dem in Abschnitt 4.3.2 beschriebenen Verfahren in die Strukturen eingefügt. Für
die Suche nach möglichen Wasserstoffbrücken verwenden wir hierbei eine maxi-
male Donor-Akzeptor Distanz von dDA = 4Å. Als Schranke für die Konfigurati-
onsenergie der Wasserstoffbrücke setzen wir Ehbd

cut = 5kBT.

6Die Namen der Atome von Histidin sind in Tabelle 5.8 erklärt.
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5.4 Berechnung der Wechselwirkungsenergien

Nachdem wir auf diese Weise die Menge möglicher KP-Zustände erzeugt ha-
ben, die wir zur Berechnung der Protonierungsgleichgewichte verwenden wollen,
müssen die Energien der einzelnen Konformationen bestimmt werden. Wie bei
der Ableitung der Zustandssumme für das System in Abschnitt 3.2, werden wir
nicht die Wechselwirkungen einzelner Atome sondern die Wechselwirkungsener-
gien ganzer Residuen miteinander betrachten.

Die von uns ausgewählten 45 Residuen bilden eine Menge von insgesamt 382 KP-
Zuständen. Aus diesen Zuständen können wir etwa 1035 mögliche Proteinkon-
formationen erzeugen. Die Wechselwirkungenergie der Residuen untereinander
und mit der Proteinumgebung hängen nur von dem KP-Zustand der Residuen
(xi = (Φi,ϕi, si) mit i = 1 . . . 45) ab.

5.4.1 Elektrostatische Energien

Da wir beim GFP in der Lage waren, die hypothetischen Strukturen so zu wählen,
daß alle Konformationsänderungen in dem vom Lösungsmittel abgeschirmten In-
neren des Proteins stattfinden, haben wir bei allen Elektrostatikrechnungen die
gleiche Proteinoberfläche, die durch Atome aus dem fixen Set definiert wird (vgl.
Abschnitt 4.2.2).

Wechselwirkungen der Residuen

Um die elektrostatischen Wechselwirkungsenergien der Residuen im flexiblen Set
untereinander für alle möglichen KP-Zustände des Proteins zu berechnen, genügt
es daher, die linearisierte Poisson-Boltzmann-Gleichung (4.10) für alle 382
Zustände der einzelnen Residuen einmal zu lösen (vgl. Abschnitt 4.2.2).

Hierfür verteilen wir die Partialladungen qk mit k = 1 . . .Mi(xi) gemäß des
gewählten Parametersatzes auf die Mi Atome des i-ten Residuums im Zustand
xi. Die Ladungen aller übrigen Atome des Proteins werden null gesetzt. Zur De-
finition der Proteinoberfläche verwenden wir für alle Rechnungen die van-der-

Waals-Parameter aus dem CHARMm-21-Parametersatz [33]. Tabelle 5.6 bietet
eine Zusammenfassung aller für die DelPhi-Rechnungen verwendeten Parameter.
Für das so definierte System berechnen wir mit DelPhi das Potential Φi(xi, rl),
welches von den vorgegebenen Ladungen an den Orten rl, l = 1 . . .M , der ande-
ren Atome erzeugt wird. Die Wechselwirkung zwischen zwei Residuen i und j in
den Zuständen xi und xj kann dann mit den Ladungen der Gruppe j berechnet
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werden

W el
ij (xi, xj) =

Mj(xj)∑
l=1

qlΦi(xi, rl(xj)). (5.18)

Die Solvatisierungsenergie sowie die Abschirmenergie des Residuums i im Protein
Eenv
i (xi) werden bei den DelPhi-Rechnungen zur Bestimmung von W el

ij (xi, xj)
gleich mitberechnet [7, 106, 108, 109, 206]. Da diese Größe nur von dem KP-
Zustand der Gruppen beeinflußt wird, genügt es, sie nur bei den Residuen im
flexiblen Set zu berücksichtigen.

Die elektrostatische Wechselwirkungsenergie des Residuums i mit dem fixen Set
des Proteinmodells bestimmen wir, indem allen Atomen aus diesem Set ihre Par-
tialladungen zugewiesen werden. Mit DelPhi berechnen wir dann das zugehörige
Potential Φfix(rl(xi)) an den Orten der Atome aus dem flexiblen Set. Die nur von
ihrem KP-Zustand abhängige Energie

Eel
i (xi) =

Mi(xi)∑
l=1

qlΦ
fix(rl(xi)) (5.19)

der Gruppe i im Feld des fixen Sets, kann dann durch Summation über die Bei-
träge aller Mi(xi) Partialladungen dieser Gruppe ermittelt werden.

Protein Lösungsmittel
Atomkoordinaten kartesisch kartesisch
Partialladungen CHARMm-21 /Parse CHARMm-21 /Parse
van-der-Waals-Parameter CHARMm-21 CHARMm-21
Zahl der Gitterpunkte 101× 101× 101 101× 101× 101
Gitterfüllung im 1. Lauf 60% 30%
Gitterfüllung im 2. Lauf 120% 60%
εprot 4 4
εsolv 80 80
Radius der Testkugel 1.4 Å 1.4 Å
Ionenausschlußradius 2.0Å 1.4 Å
Ionenstärke (I∞± ) 0.145 mM 0.145 mM

Tabelle 5.6: Parameter der durchgeführten DelPhi-Rechnungen zur Bestimmung der
Energien im Protein (W el, Eel und Eenv) und im Lösungsmittel (Esolv).

Lösungsmittel-Referenzwerte

Um den Beitrag der inneren, quantalen Freiheitsgrade der Residuen zu einer Pro-
tonierungsreaktion in der Zustandssumme des Systems (Gl. 3.24) zu berücksichti-
gen, werden wir, wie in Abschnitt 3.2.7 ausgeführt, den Modell-pKa der Gruppen
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in wässriger Lösung pKmod
i verwenden. Dieser kann aus dem experimentellen Wert

pKexp
i durch die in Gleichung 3.45 angegebenen Korrekturen gewonnen werden.

Hierfür ist die Kenntnis der Solvatisierungsenergie des protonierten und des de-
protonierten Moleküls im Lösungsmittel erforderlich. Um mit den von uns gewähl-
ten Parametern konsistent zu bleiben, berechnen wir die Solvatisierungsenergien
der isolierten Residuen im Lösungsmittelkontinuum. Da sowohl die Oberfläche
als auch die Multipolmomente des Moleküls durch dessen Konformation be-
stimmt werden, nimmt diese Einfluß auf die Solvatisierungsenergie der Gruppe.
Grundsätzlich sollte deshalb die Relaxation der Struktur im Lösungsmittel bei
solchen Rechnungen möglich sein. Dies könnte etwa durch MD-Simulationen des
Moleküls in der Solventumgebung bewerkstelligt werden.

Eine andere Möglichkeit bietet die Verwendung der Molekülstruktur im Lösungs-
mittel bei der Rechnung, sofern diese bereits bekannt ist. Dabei bleiben allerdings
weiterhin Unsicherheiten über die Richtigkeit der verwendeten Struktur und der
Partialladungen bestehen. Diese könnten sich u. U. bei Konformationsänderungen
ebenfalls verändern. Aus praktischen Gründen verwenden wir für die Residuen
Konformationen aus dem flexiblen Set unseres Modellproteins. Die Backbone-
Atome der einzelnen Aminosäuren werden dabei als ungeladen betrachtet, tra-
gen aber durch ihre van-der-Waals-Radien zur Oberfläche der Gruppe bei.
Die Eingabe-Parameter für die Rechnungen im Lösungsmittel sind in Tabelle 5.6
zusammengestellt.

Erhalten wir bei den DelPhi-Läufen für unterschiedliche Konformationen einer
Aminosäure verschiedene Resultate, so mitteln wir diese Ergebnisse thermisch.
Diese berechneten Solvatationsenergien Esolv

i , die mit den von Alexov und Gun-
ner [21] verwendeten vergleichbar sind, haben wir in Tabelle 5.7 aufgeführt.

5.4.2 Van der Waals- und Bindungsenergien

Analog zu den elektrostatischen Wechselwirkungen werden nach Gleichung 4.1 die
van-der-Waals-Energien W vdw

ij (xi, xj) zwischen den Residuen im flexiblen Set
untereinander und Evdw

i (xi) der Gruppen aus dem flexiblen Set mit dem festen
Set berechnet. Wir berücksichtigen hierbei die Wechselwirkungen zwischen den
nicht-H-Atomen der einzelnen Residuen untereinander und mit den Wasserstoff-
atomen, die an Protonierungsreaktionen teilnehmen, und verwenden durchweg
den CHARMm-21-Parametersatz [33].

Aus diesem Parametersatz werden auch die Konformationsenergien der einzelnen
Residuen im flexiblen Satz berechnet. Diese hängen nur von der Struktur der
einzelnen Residuen ab und werden aus den in Tabelle 4.1 definierten Beiträgen

Ekonf
i (xi) = Ebdg(xi) + Ewin(xi) + Edih(xi) (5.20)

zusammegsetzt.
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Esolv pKexp
a ln zh pKmod

a

Tyrosin neutral Yh −1.31 10.1 ln 2 9.8
Tyrosin-Anion Y −14.04 0.0 0.0
Arginin-Kation Rh −13.10 12.5 − ln 4 13.10
Arginin neutral R −3.04 0.0 0.0
Glutaminsäure neutral Eh −1.63 4.3 ln 2 4.0
Glutaminsäure-Anion E −14.20 0.0 0.0
Histidin-Kation HIS11 −11.35 20.0 20.0
Histidin neutral HIS10/01 −0.95 14.0 13.7
Histidin-Anion HIS00 −12.43 0.0 0.0
HBI-Kation (S0) HBI11 −6.46 8.1 ln 2 7.8
HBI neutral (S0) HBI10 −3.83 6.6 ln 2 6.3
HBI-Zwitterion(S0) HBI01 −9.70 3.6 3.6
HBI-Anion (S0) HBI00 −18.43 0.0 0.0
HBI∗-Kation (S1) HBI11∗ −6.46 2.8 ln 2 2.5
HBI∗ neutral (S1) HBI10∗ −3.83 −3.5 ln 2 −3.8
HBI∗-Zwitterion (S1) HBI01∗ −9.70 8.2 8.2
HBI∗-Anion (S1) HBI00∗ −18.43 0.0 0.0

Tabelle 5.7: Zusammenfassung der Energieterme der einzelnen Residuen, die nicht
vom K-Zustand der Gruppen abhängen. Alle Werte sind in pK-Einheiten. Neben einer
Beschreibung der einzelnen Gruppen geben wir die Kurzbezeichnung des Zustandes,
die Solvatisierungsenergie, den experimentellen pKa-Wert bezüglich des deprotonierten
Grundzustandes, den Korrekturterm, den wir von dem experimentellen Wert abziehen
und den schließlich verwendeten Modell-pKmod

a an.

5.4.3 Ergänzung und Modifikation von Parametern

Der von uns verwendete Parametersatz ist für die MD-Simulationen von Pro-
teinen ausgelegt und erfüllt nicht ganz unsere Ansprüche an Parameter für die
Berechnung der Proteinelektrostatik. Zum einen existieren nicht für alle von uns
verwendeten Protonierungszustände Partialladungen. Zum anderen werden wir
einige Bindungsparameter so modifizieren, daß die Konformationsenergie für die
modellierten Wasserstoffatome mit unserem Modell konsistent beschrieben wird.

Ladungsparameter

In unserem GFP-Modell soll Histidin auch in der zweifach deprotonierten Form
vorkommen. Diese Form ist, ebenso wie das deprotonierte Tyrosin, nicht in den
CHARMm-Parametern vertreten.

Die fehlenden Partialladungen sollen konsistent zu den übrigen Ladungen be-
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stimmt werden. Dazu berechnen wir mit quantenchemischen Methoden die Par-
tialladungen für das protonierte Molekül qi(1), i = 1 . . . N , und die der deproto-
nierten Form qi(0), i = 1 . . . N − 1, wobei N die Anzahl der Atome des Moleküls
bezeichnet und das deprotonierende Wasserstoffatom mit N indiziert ist.

In unseren Fällen kennen wir jeweils die CHARMm-Ladungen Qi(1), i = 1 . . . N
für die protonierten Formen der Residuen. Die Ladungen der deprotonierten
Form bestimmen wir, indem wir die berechneten Differenzen zwischen den beiden
Zuständen nach

Qi(0) = Qi(1) + α(qi(0)− qi(1)) mit i = 1 . . . N − 1 (5.21)

auf die bekannten Ladungen verteilen. Dabei ist der Faktor

α =
QN(1)− (Qtot(1)− qtot(0))

qN(1)− (Qtot(1)− qtot(0))
(5.22)

so gewählt, daß die Gesamtladungen für beide Parametrisierungen in den jewei-
ligen Zuständen die gleichen sind, d. h. Qtot(1) = qtot(1) und Qtot(0) = qtot(0).

Im CHARMm-Parametersatz wird allen Atomen gleichen Typs im Proteinrück-
grat die gleiche Ladung zugewiesen. Deshalb wurden die Partialladungen nur für
die Atome der Seitenketten berechnet. Die freien Valenzen an Amino- und Car-
boxylgruppe der Aminosäuren wurden mit Wasserstoffatomen gesättigt. Die in
Tabelle 5.8 zusammengefaßten Ladungen wurden mit der AM1-Methode (Pro-
grammpaket MOPAC) berechnet (vgl. Abschnitt 5.2.1).

Torsionspotentiale

Das Proton der Glutaminsäure kann, wie wir bereits an Abbildung 2.1 deutlich ge-
macht haben, in der Ebene der Carboxylgruppe in syn- oder anti-Konformation
orientiert sein. Dabei wird bei fehlenden Wasserstoffbrückenpartnern die syn-
Position bevorzugt, da so die Elektrostatik des Moleküls energetisch günstiger
ist [21]. Diese Bevorzugung ist im verwendeten CHARMm-Parametersatz nicht
berücksichtigt. Das zugehörige Torsionspotential weist beiden Zuständen die glei-
che Energie zu.

Eine einfache Abschätzung der Coulomb-Energie des Protons im Feld der übri-
gen Atome für die beiden Strukturen zeigt, daß die syn-Konformation um 2,2 kBT
günstiger ist als die anti-Konformation. Um diese Differenz in der Gesamtener-
gie zu berücksichtigen, wird die Formel für die Torsionsenergie im Vergleich zu
Tabelle 4.1 modifiziert [39]:

Edih
GLU(ϕ) = kϑ[1 + cos(2ϑ− π)]− k′ϑ cos(ϑ) mit

kϑ = 2.03 kBT
k′ϑ = 2.28 kBT

. (5.23)



5.4 Berechnung der Wechselwirkungsenergien 85

(HD1)

(HE2)

C N

CG

ND1

CE1 NE2

CB

CA

CD2

H00 H10 H01 H11
CB 0.000 0.000 0.000 0.100
CG −0.045 0.100 0.100 0.150
CD2 0.000 0.100 0.100 0.200
ND1 −0.551 −0.400 −0.400 −0.300
HD1 − 0.300 − 0.350
CE1 0.147 0.300 0.300 0.450
NE2 −0.551 −0.400 −0.400 −0.300
HE2 − − 0.300 0.350

C

OH

CZ

CE1 CE2

CD1

CG

CB

CA

N

CD2

(HH)

Y Yh
CB −0.068 0.000
CG −0.077 0.000
CD1 −0.053 0.000
CE1 −0.091 0.000
CD2 −0.053 0.000
CE2 −0.091 0.000
CZ 0.369 0.250
OH −0.936 −0.650
HH − 0.400

Tabelle 5.8: Partialladungen die wir für die P-Zustände von Histidin und Tyrosin ver-
wenden. Die Ladungen für Y und H00 (fettgedruckte Überschriften) wurden nachpara-
metrisiert (siehe Text). Die übrigen Ladungen sind dem CHARMm-21-Parametersatz
entnommen. Die Strukturen neben den Tabellen geben die Atomnamen in CHARMm-
Nomenklatur an. Protonen, die an Dissoziationsreaktionen teilnehmen, sind in Klam-
mern gesetzt.

Ähnliche Überlegungen begründen die Bevorzugung eines Torsionswinkels von
180◦ für das verbleibende Proton am NH1 des neutrale Arginin, das dort deproto-
niert ist. Für die Deprotonierung an NH2 ergibt sich hierbei keine solche Differenz
in der elektrostatischen Energie. Die Torsionsenergie eines an NH2 deprotonier-
ten neutralen Arginins berechnen wir daher mit der CHARMm-Funktion. Ist das
Residuum jedoch an NH1 deprotoniert, verwenden wir die Funktion [39]:

Edih
ARG−NH1(ϕ) = kϑ[1 + cos(2ϑ− π)]− k′ϑ cos(π − ϑ) mit

kϑ = 3.46 kBT
k′ϑ = 2.28 kBT

. (5.24)
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Modell-pKa-Werte

Zur Vervollständigung unseres Modelles fehlen nur noch die pKmod
a -Werte, die

wir für die freie Energie der Lösungsmittelreaktion einsetzen wollen (vgl. Ab-
schnitt 2.2.1). Hierfür stützen wir uns auf gemessene Werte für die Dissoziations-
reaktionen der einzelnen Residuen in Lösung. In Abschitt 3.2.7 haben wir gesehen,
wie diese experimentellen Daten zu korrigieren sind, um die freie Energie für die
Protonierung in einer ausgewählten Konformation zu erhalten.

Die Korrekturterme für die einzelnen Residuen haben wir mit den eingesetz-
ten experimentellen Werten in Tabelle 5.7 zusammengefaßt. Für die Standar-
daminosäuren wollen wir, wie es bei solchen Rechnungen üblich ist, annehmen,
daß protonierungsabhängige innere Freiheitsgrade nicht zum Lösungsmittel-pKexp

a

beitragen. Allerdings wollen wir auf einer sehr einfachen Ebene den Entropiefak-
tor berücksichtigen, der durch Symmetrien der Residuen entsteht. Beim Tyrosin
kann sich das Proton in zwei unterschiedlichen Positionen in der Ringebene be-
finden. Das führt zu einem Faktor zwei in der Zustandssumme zH. Den gleichen
Faktor erhalten wir für das Glutamat, da das Proton an jedem der beiden Sauer-
stoffatome die syn-Konformation einnehmen kann.

Diese Korrekturen, verschieben den pKmod
a im Vergleich zur Lösungsmittelreak-

tion zu niedrigeren Werten hin. Wir haben dabei die vereinfachenden Annahmen
gemacht, daß die Wechselwirkung mit den Backbone-Gruppen vernachlässigbar
ist und das protonierte Glutamat im Lösungsmittel nur in der syn-Konfiguration
vorliegt. Ähnliche Überlegungen ergeben für die Dissoziationsreaktion des Argi-
nins einen Faktor vier. Hier führt die Korrektur allerdings zu höheren Werten,
da der Entropiebeitrag durch Entfernen eines der vier Protonen entsteht.

In der von uns verwendeten Gleichung für die Energie eines KP-Zustandes
(Gl. 3.22) geben wir die Energie dieses Zustandes im bezug auf den deproto-
nierten Referenzzustand des Systems an. Der Unterschied in der freien Energie
(∝ pKmod

i ) gibt also die Differenz zum deprotonierten Zustand an. Für die Be-
schreibung einbasiger Säuren besteht dabei kein Unterschied zum pKa-Wert der
Dissoziationsreaktion. Bei zweibasigen Säuren müssen wir allerdings die Gleich-
gewichtskonstanten für die Protonierungsreaktionen angeben. In Abbildung 5.7
haben wir für den HBI die theoretischen und für Histidin die experimentellen
Werte der mikroskopischen pKa-Werte eingetragen. Aus diesen Schemata können
wir die Werte entnehmen, die in Gleichung 3.22 als Modellparameter eingesetzt
werden müssen.

In dieser Abbildung haben wir auch Korrekturterme für den HBI angegeben, die
für die Protonierungsreaktion am Y66 zu berücksichtigen sind. Zwar wurde bei
der Berechnung der pKa-Werte in Abschnitt 5.2 das Proton am Tyrosinsauerstoff
nur in einer Position modelliert, aber der so vernachlässigte Entropiebeitrag steckt
in dem empirischen Korrekturterm ∆Gkorr (vgl.Gl. 5.2).
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HBI01

HBI10
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HBI11 HBI00

3.64.5
-log2

-log2
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Abbildung 5.7: Reaktionsschemata für den HBI (links) und Histidin (rechts). Die P-
Zustände sind wiederum durch zwei Ziffern kodiert (vgl. Tabelle 5.7). Die Pfeile geben
die Richtung und die Werte die mikroskopischen pKa-Werte der Dissoziationsreaktionen
an. Die Logarithmen zeigen die Entropiekorrektur an.

Für den Modell-pKa-Wert des Histidins finden wir in der neueren Literatur Werte
zwischen 6.3 bei Beroza et al. [38] und 7.0 bei Bashford et al. [18]. Letztgenannte
verwenden zwei verschiedene Werte für die Dissoziationsreaktion des NE2h- (6.6)
und des ND1h-Tautomers (7.0). Sie stützen sich dabei auf NMR-Untersuchungen
von Tanokura [207]. Dort werden u. a. Histidine untersucht, bei denen jeweils
ein Stickstoff mit einer Methylgruppe geblockt ist. Bei diesen Experimenten
im Lösungsmittel wird eine Bevorzugung des NE2h-Tautomers gefunden. Diese,
schon früher von Blomberg et al. [208] und Roberts et al. [209] festgestellte Asym-
metrie wird durch eine Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem ND1-Stickstoff
und der Aminogruppe erklärt [199].

Da im Protein die Amino- und Carboxylgruppe eines Residuums Teil des Rück-
grates sind, wird dort das Gleichgewicht zwischen den Tautomeren des Histidins
nicht durch die gleichen Wechselwirkungen bestimmt wie im Lösungsmittel. Ro-
berts et al. [209] stellen zwar fest, daß in nahezu allen, bis 1982 untersuchten
Proteinen ebenfalls das NE2h-Tautomer dominiert. Sie diskutieren aber auch das
Beispiel der katalytischen Triade in der Serinprotease [210]. Dort wird durch eine
Wasserstoffbrücke zwischen H57 und der Carboxylgruppe von D102 das ND1h-
Tautomer stabilisiert [211, 212]. Auch im GFP wird bei H148 das ND1h-Tautomer
bevorzugt, da dort der NE2-Stickstoff eine Wasserstoffbrücke mit der Amidgrup-
pe des Backbones von R168 eingeht [128]. In beiden Fällen wird das Gleichgewicht
zwischen den beiden Tautomeren durch Wasserstoffbrücken im Protein verscho-
ben. Da wir, durch die in Abschnitt 4.3.2 dargestellten Modellierung von Protonen
in die Modellstruktur, diese besonders berücksichtigen, erwarten wir auch, deren
Einfluß auf die pKa-Werte der Residuen im Protein explizit zu erhalten. Deshalb
werden wir beiden Formen des Histidins den gleichen pKmod

a -Wert zuweisen. Wir
werden dabei, ebenfalls nach Tanokura [207], 6.0 als experimentellen Wert zu-
grunde legen. Somit betrachten wir das Histidin als symmetrisches Molekül und
müssen diesen Wert deshalb im Modell zu höherem pKmod

a hin verschieben. Für
die totale Protonierung H11→H00 haben wir nach Stewart [199] einen Wert von
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20 zugrunde gelegt.

5.4.4 Energieformel für das Modellsystem

Mit den eben beschriebenen Energiebeiträgen können wir zu jedem KP-Zustand
des GFP eine Energie angeben und damit die Zustandssumme (Gl. 3.24) für das
System berechnen. Die in Gleichung 3.22 definierte Konformationsenergie eines
solchen Zustandes ergibt sich zu

Ekonf(x) =
N∑
i=1

[
Eenv
i (xi) + Eel

i (xi) + Evdw
i (xi) + Ekonf

i (xi)
]

+

1

2

N∑
i=1

N∑
j=1j 6=i

[
W el
ij (xi, xj) +W vdw

ij (xi, xj)
]
. (5.25)

Die Modell-pKmod
a -Werte aus Tabelle 5.7, die in die freie Energie eingehen, könn-

ten wir nun eigens um die, in der gleichen Tabelle aufgeführten, Solvatisierungs-
energien korrigieren und einsetzen. Es ist aber oft handlicher, nur eine einzige
Energieformel, in der alle Beiträge auftreten, zu verwenden. Wir wollen daher
nur die entropiekorrigierten pKmod

a -Werte verwenden und den Beitrag der Solva-
tisierungsenergie extra angeben. Gehen wir zum großkanonischen Ensemble über
und ersetzen das chemische Potential nach Gl. 2.5 durch den pH-Wert, erhalten
wir mit den Gleichungen 3.24, 3.43 und 3.23 einen geschlossenen Ausdruck für
die Energie des Proteins in einem KP-Zustand x:

Emodell(x) = kBT ln10
N∑
i=1

si(pH− pKmod
i ) + Ekonf(x). (5.26)

Dabei haben wir die Energie des deprotonierten Grundzustandes abgezogen.

5.5 Untersuchung eines Systems mit wenigen

KP-Zuständen

In den vorangegangenen Abschnitten haben wir für das GFP einen Konfi-
gurationsraum mit 1.4 ·1035 KP-Zuständen erzeugt und parametrisiert. Für ein so
großes System ist es nicht mehr möglich, die Zustandssumme explizit durch Sum-
mation über die Energien aller zugänglichen Mikrozustände zu berechnen. Statt-
dessen müssen wir uns statistischer Methoden bedienen, wie sie in Abschnitt 4.3.3
beschrieben wurden.
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Um die Ergebnisse dieser numerischen Verfahren besser bewerten und interpretie-
ren zu können, müssen wir zunächst ein Gefühl für den Zusammenhang zwischen
Konformations- und Protonierungsänderungen im Allgemeinen und das von uns
untersuchte System im Speziellen entwickeln. Hierfür beschränken wir uns zur De-
finition der KP-Zustände auf die Koordinaten aus der 1emb-Struktur (vgl. Tabel-
le 5.4). Das einzige Residuum, welches dort in mehreren Konformationszuständen
vorkommt, ist T203. Wir werden beide Zustände dieser Gruppe berücksichtigen.

Weiterhin reduzieren wir die Zahl der protonierbaren Gruppen. Dazu betrachten
wir nur diejenigen Residuen innerhalb eines Debye-Abstandes von 8Å um den
HBI. Hier finden wir die Gruppen Y66, HET, H148 und E222. Da es für die Pro-
tonierung von HET keine experimentellen Anzeichen gibt (vgl. Abschnitt 5.1.2),
nehmen wir diesen vorerst deprotoniert an. Außerdem nehmen wir an, daß H148
mit NE2 über eine Wasserstoffbrücke zur Amidgruppe des Rückgrats von R168
gebunden und an ND1 protoniert ist. Damit bleibt nur noch E222 als zweite pro-
tonierbare Gruppe übrig. Alle anderen protonierbaren Residuen halten wir im
jeweiligen Standardprotonierungszustand fest.

Bei dieser Auswahl haben wir uns auf die Protonierungszustände gestützt, mit
denen in den Arbeiten von Brejc [128] et al. und Palm et al. [183] die A- und
B-Zustände des Chromophors diskutiert werden. Aufbauend auf diese Arbei-
ten lassen wir in unserem kleinen Satz nur Wasserstoffbrücken zu, die dort be-
schrieben werden. Dabei haben wir nur solche Wasserstoffatome zugelassen, die
einen Wasserstoffbrückenwinkel nahe bei 180◦ mit dem Akzeptor bilden (vgl.
Abschnitt 4.3.2). Die Wasserstoffatome, die wir dabei verwenden, sind in Tabel-
le 5.9 mit ihren Partnern für Wasserstoffbrücken angegeben. Bei der Benennung
der Atome haben wir uns weitgehend an die CHARMm-Nomenklatur7 gehal-
ten. In dieser Tabelle haben wir auch die Distanz d(h,A) zwischen den einzelnen
Wasserstoffatomen h1. . . hN und den zugehörigen Akzeptoratomen angegeben.

Diese Struktur ist in Abbildung 5.8, mit allen möglichen Positionen für die Was-
serstoffatome, dargestellt. Anhand dieser Skizze können wir uns die unterschiedli-
chen Wasserstoffbrückennetze veranschaulichen. Desweiteren sind dort die Namen
der einzelnen Atome eingetragen. Für dieses System existieren nur 172800 KP-
Zustände. Somit sind wir in der Lage dessen Zustandssumme exakt zu berechnen
und können sicher sein, daß die Ergebnisse keine Artefakte enthalten, wie sie etwa
durch schlechte Konvergenz von Monte-Carlo-Verfahren entstehen.

7Wir geben zuerst den Code für ein Residuum, dann dessen Nummer und anschließend den
Atomnamen an. Um Verwechslungen mit Mutationen zu vermeiden, haben wir Atomnamen,
die nur aus einem Buchstaben bestehen klein geschrieben und bezeichnen Wassermoleküle mit
’w’.



90 PRAKTISCHE ANWENDUNG

D A h d(h,A)
Y66OH T203OGb h1 2.01

w22OH2 h2 1.62
T203OGa w19OH2 ah1 2.50

S202o ah2 2.97
L201o ah3 2.95

T203OGb Y66OH bh1 1.80
H148o bh2 1.90
w22OH2 bh3 2.47

S205OG E222OE2 h1 1.65
w22OH2 h2 1.78

E222OE1 S65OG h1 2.13
w27OH2 h2 2.56

E222OE2 S205OG h3 1.64
E222OE1 h4 2.32

S65OG E222OE1 h1 2.11
w12o h2 1.75

D A h d(h,A)
w12OH2 G67N3 h1 2.60

S65OG h2 1.71
V68o h3 2.47
w27OH2 h4 2.07

w19OH2 w27OH2 h1 1.64
T203OGb h2 2.93
T203OGa h3 2.45

w22OH2 Y66OH h1 1.60
S205OG h2 1.64
N146o h3 2.20
T203o h4 2.02
T203OGb h5 2.42

w27OH2 w12OH2 h1 2.07
E222OE1 h2 2.40
w19OH2 h3 1.64

Tabelle 5.9: Ausgewählte Gruppen in der Umgebung des HBI und die zugehörigen
polaren Sauerstoffatome (Bezeichnung ’OH2’ für den Sauerstoff von Wassermolekülen).
Hier sind die Donoratome (D) der Gruppen, sowie die möglichen Akzeptoratome (A)
benachbarter Gruppen, die Bezeichnung der jeweiligen Wasserstoffatome (h) und der
Abstand von Wasserstoff- zum Akzeptoratom (d(h,A)) angegeben.

5.5.1 Abhängigkeit von Ladungsparametern

Beginnen wir nun unsere Untersuchungen an dem eben erzeugten kleinen Satz
von Strukturen, der als Untermenge in dem in Abschnitt 5.3 erzeugten großen
Satz enthalten ist. Wie weiter oben beschrieben, haben wir alle Wechselwirkungen
unter Verwendung von CHARMm-Parametern modelliert. Nun waren es im we-
sentlichen praktische Gründe, wie etwa die Schnittstelle zu MD-Programmen und
die gute Verfügbarkeit dieser Daten, die uns zu dieser Entscheidung bewogen ha-
ben. Wie in Abschnitt 4.1.2 diskutiert, sind diese Parameter für MD-Simulationen
optimiert und es ist nicht a priori klar, ob sie auch für Statikrechnungen und zur
Bestimmung von Solvatisierungsenergien gut geeignet sind. Die Parse-Parameter
hingegen wurden gezielt für die Berechnung letztgenannter Energien entwickelt.

Um einen Eindruck von dem Einfluß der Ladungsparameter auf die Berechnung
von Protonierungszuständen zu erhalten, werden wir im folgenden die Wechsel-
wirkungen im kleinen Satz soweit möglich auch mit Parse-Parametern bestimmen
und die Zustandssummen für die beiden Parametersätze auswerten. Die Parse-
Parameter enthalten keine Partialladung für Wassermoleküle, daher verwenden
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Abbildung 5.8: Skizze der Proteinstruktur in unmittelbarer Nähe des HBI. Hier ha-
ben wir alle, in Tabelle 5.9 definierten, Wasserstoffatome dargestellt und benannt. Die
möglichen Wasserstoffbrücken sind durch gstrichelte Linien angedeutet.

wir auch hier die Daten des TIP3-Wassermodells. Auch für den Chromophor über-
nehmen wir den gleichen Satz von Partialladungen, wie wir ihn für die Rechnun-
gen mit dem CHARMm-Kraftfeld parametrisiert haben. Bei den Berechnungen
der Parse-Wechselwirkungen zwischen den Residuen und den Atomen des fix-
en Sets haben wir, wie schon bei den CHARMm-Energien, die Wechselwirkung
der Residuen mit den eigenen Backbone-Atomen null gesetzt. Für die Defini-
tion der Moleküloberfläche verwenden wir in beiden Fällen die van-der-Waals-
Parameter aus dem CHARMm-Parametersatz. Da wir uns in diesem Abschnitt
primär mit elektrostatischen Effekten auseinandersetzen wollen, haben wir, für
die Rechnungen mit dem kleinen Satz, die van-der-Waals-Wechselwirkungen
der Residuen im flexiblen Set untereinander nicht berücksichtigt (W vdw

ij = 0).
Wir haben lediglich die van-der-Waals-Wechselwirkungen mit dem fixen Set
berücksichtigt. Daher erhalten wir bei den berechneten pKa-Werten Abweichun-
gen von den später berechneten Werten am großen Satz. In Abschnitt 5.6 werden
wir alle Wechselwirkungen berücksichtigen.



92 PRAKTISCHE ANWENDUNG

Neben den Wechselwirkungen der Atome untereinander müssen wir auch die
Änderung der Solvatisierungsenergie ∆Esolv zur Korrektur des Modell-pKa’s be-
rechnen. Die Ergebnisse dieser Rechnung für die einzelnen Residuen sind in Tabel-
le 5.10 zusammengefaßt. Die daraus hervorgehenden Unterschiede zwischen den
verschiedenen Parametersätzen resultieren aus den unterschiedlichen Dipolmo-
menten der Residuen, die durch die verschiedene Verteilung der Partialladungen
entstehen.

Aufgrund der unterschiedlichen Verteilungen von Partialladungen bei Parse- und
CHARMm-Parametern besitzen die Residuen im flexiblen Set unterschiedliche
Wechselwirkungen mit dem fixen Set. Tabelle 5.10 faßt die Wechselwirkungen
der einzelnen Residuen in ihren unterschiedlichen KP-Zuständen mit dem fixen
Set des Proteins für beide Parametersätze zusammen.

Natürlich unterscheiden sich für verschiedene Ladungsparameter auch die Wech-
selwirkungen zwischen den einzelnen Residuen des flexiblen Sets untereinander.
Allerdings trägt es nicht weiter zum Verständnis bei, die Unterschiede aller 123
Wechselwirkungen8 aufzulisten. Später werden wir gezielt einige Werte heraus-
greifen, die für die Diskussion der Ergebnisse wichtig sind.

Die Ergebnisse für den kleinen Satz erhalten wir mit der ProTikKS-Methode
durch die Berechnung derM-Teilchen-Zustandssummen, mitM∈ {0, 1, 2}, nach
Gl. 3.23. Wobei wir die Energien der KP-Zustände mit den jeweiligen Wechselwir-
kungen aus Gleichung 3.22 bestimmen und die Summe über alle möglichen Kon-
formationszustände des Systems laufen lassen. Anschließend berechnen wir mit
dem in den Abschnitten 3.2.4 und 3.2.5 beschriebenen Verfahren, die Protonie-
rungswahrscheinlichkeiten der beiden Residuen, sowie die Wahrscheinlichkeiten
für das Auftreten einzelner KP-Zustände in unserem Modellsystem.

Teilbild A) in Abbildung 5.9 zeigt, für die Rechnungen mit beiden Parame-
tersätzen, die pH-abhängigen Besetzungen der deprotonierten Gruppen E222 und
Y66. Wir finden hier in beiden Fällen ein ausgeprägtes Plateau in den Titrations-
kurven. Der HBI zeigt ein anormales Titrationsverhalten, wie wir es aufgrund der
gemessenen Kurve (vgl. Abbildung 5.5 in Abschnitt 5.1.3) erwartet haben. Ein
Unterschied zwischen den Ergebnissen der beiden Rechnungen ist die Höhe die-
ses Plateaus. Es scheint hier, als würden E222 und Y66 ihre Rollen vertauschen,
wenn wir zwischen den Parametersätzen wechseln.

Aus den Betrachtungen in Abschnitt 3.3 wissen wir bereits, daß in einem solchen
System zweier wechselwirkender protonierbarer Residuen die Titrationskurven
durch die bedingten, mikroskopischen pKa-Werte pKi(Mi|Mj) und pKi(Mi|MjH)
beschrieben werden. Die Form der in Abbildung 5.9 Teilbild A) dargestellten

8Die Wechselwirkungen der Wassermoleküle untereinander verändern sich nicht, da in beiden
Fällen die gleichen Ladungen verwendet wurden.
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KP-Zustand Efix[kBT] ∆Esolv[kBT] Evdw[kBT] Etors[kBT]
Parse CHARMm Parse CHARMm

Y66h1 −4.537 −5.593 7.833† 7.833† −0.354 2.438
Y66h2 −4.922 −5.733 7.771† 7.771† 2.890 1.941
Y66 −16.779 −24.312 30.862† 30.862† 0.000 0.000
S65h1 −0.342 −0.315 3.639 2.987 −0.428 2.155
S65h2 2.308 1.101 3.543 3.027 0.475 2.155
S205h1 0.155 −0.333 3.718 3.060 2.030 2.045
S205h2 0.362 0.034 3.642 3.072 0.297 0.037
T203ah1 1.320 0.455 3.608 2.986 −0.300 1.644
T203ah2 −0.690 −0.183 3.614 3.056 −0.370 1.871
T203ah3 −0.855 −1.185 3.394 2.879 −0.363 0.548
T203bh1 0.555 1.162 3.562 2.845 0.006 4.147
T203bh2 −1.929 −2.595 3.151 2.723 −0.236 4.548
T203bh3 0.064 1.086 3.400 4.943 −0.519 5.096
E222 −8.877 −10.511 29.100 26.982 0.000 0.000
E222h1 0.234 −0.309 5.873 4.178 −0.347 4.254
E222h2 0.416 −0.382 4.877 3.540 −0.292 1.439
E222h3 −1.142 −1.150 6.130 2.867 2.167 4.983
E222h4 −0.381 −0.530 4.436 2.079 −0.335 0.000
w12h1h2 1.349 1.847 6.585† 6.585† −0.194 0.000
w12h2h5 −4.577 −2.552 6.205† 6.205† 0.275 0.000
w12h2h3 −2.522 −2.061 4.286† 4.286† 0.064 0.000
w12h1h5 1.579 2.075 6.098† 6.098† −1.489 0.000
w12h3h5 −2.291 −1.833 4.704† 4.704† −1.231 0.000
w12h1h3 3.635 2.566 4.797† 4.797† −1.700 0.000
w19h1h3 −5.061 −3.468 6.105† 6.105† 1.771 0.000
w19h1h2 −4.832 −3.185 6.528† 6.528† 1.733 0.000
w22h1h2 1.213 1.998 5.082† 5.082† 6.945 0.000
w22h1h3 −1.006 −2.242 6.368† 6.368† 4.167 0.000
w22h1h4 −0.729 −0.905 6.095† 6.095† 4.067 0.000
w22h3h5 −1.498 −2.046 5.132† 5.132† −1.309 0.000
w22h2h4 −0.666 0.315 4.509† 4.509† 1.464 0.000
w22h2h3 −0.944 −1.022 4.909† 4.909† 1.567 0.000
w22h3h4 −2.885 −3.925 6.116† 6.116† −1.311 0.000
w22h2h5 0.721 2.194 4.615† 4.615† 1.466 0.000
w27h2h3 1.605 1.907 5.052† 5.052† 1.532 0.000
w27h1h4 −0.590 −1.186 7.088† 7.088† −0.892 0.000
w27h2h6 0.602 0.880 3.822† 3.822† 1.672 0.000
w27h2h4 −0.128 0.065 3.789† 3.789† 1.765 0.000
w27h1h2 1.585 1.158 4.302† 4.302† 1.755 0.000

Tabelle 5.10: ”Selbstenergien“ der einzelnen Residuen in den unterschiedlichen KP-
Zuständen. Die Wechselwirkung Efix mit dem fixen Set und der Unterschied ∆Esolv

in den Solvatisierungsenergien sind für Parse- und CHARMm-Parameter angegeben.
van-der-Waals- und Torsionsenergien (Evdw bzw. Etors) sind für die Rechnungen mit
beiden Parametersätzen gleich, ebenso wie die mit † gekennzeichneten Solvatisierungs-
energien.



94 PRAKTISCHE ANWENDUNG

0 2 4 6 8 10 12 14
pH

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

B
es

et
zu

ng
sw

ah
rs

ch
ei

nl
ic

hk
ei

t

A)

Y66 (CHARMm)
E222 (CHARMm)
Y66 (Parse)
E222 (Parse)

0 2 4 6 8 10 12 14
pH

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

B
es

et
zu

ng
sw

ah
rs

ch
ei

nl
ic

hk
ei

t

B)

T203a (CHARMm)
T203a (Parse)

Abbildung 5.9: pH-abhängige Besetzungen von deprotoniertem E222 und Y66 (Teil-
bild A)), und der a-Konformation des T203 (Teilbild B)). Die Diagramme zeigen jeweils
die Ergebnisse von Rechnungen mit CHARMm- und Parse-Parametern.

Kurven ist dabei, nach Gl. 3.50, durch

P(Mi; pH) =
1 + 10pKj(Mj |Mi)−pH

1 + 10pKj(Mj |Mi)−pH + 10pKi(Mi|Mj)−pH + 10pKj(Mj |Mi)+pKi(Mi|MjH)−2pH

(5.27)
gegeben. Die Höhe des Plateaus ist nach Gleichung 3.59 durch den Unterschied
zwischen den intrinsischen pKa-Werten der beiden Residuen bestimmt. Da wir
hier nur zwei protonierbare Residuen betrachten, können wir die mikroskopischen
pKa-Werte mittels

pKa(Mi|Mj) =
1

ln10

2Z0(Mi ∧Mj)− Z0(Mj)

Z1(Mj)
und

pKa(Mi|MjH) =
1

ln10

2Z1(Mi ∧MjH)− Z1(MjH)

Z2(MjH)
(5.28)

direkt aus den M-Teilchen-Zustandssummen ZM berechnen. Die zu den Kurven
in Abbildung 5.9, Teilbild A) gehörigen Werte sind in Tabelle 5.11 zusammenge-
faßt. Der intrinsische pKa für E222 liegt mit CHARMm-Parametern um 0.17 pK-
Einheiten höher als der mit Parse-Parametern berechnete Wert. Bei Y66 schieben
die CHARMm-Ladungen den Wert um 0.54 Einheiten unter den Parse-Wert. Die
Verwendung unterschiedlicher Ladungsparameter führt in unserem Fall zu einer
Unsicherheit von etwa 0.5 pK-Einheiten bei der Bestimmung des intrinsischen
pK-Wertes der beiden Residuen.

Allerdings zeigt ein Blick auf Teilbild B) in Abbildung 5.9, daß die veränderten
Wechselwirkungen auch die Besetzung von Konformationszuständen beeinflussen.
Dort ist für beide Parametersätze die Wahrscheinlichkeit aufgetragen, das Resi-
duum T203 in der a-Konformation anzutreffen. Bei den Rechnungen mit dem
Parse-Ladungsmodell nimmt diese Wahrscheinlichkeit mit steigendem pH-Wert
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pKa pKa pKa pKa

(E222|Y66) (E222|Y66h) (Y66|E222) (Y66|E222h)
T203a,b Parse 13.26 6.93 13.61 7.28
T203a,b CHARMm 13.43 6.74 13.07 6.38
T203b Parse 13.25 6.41 12.93 6.09
T203b CHARMm 13.05 7.33 11.76 6.04
T203a Parse 14.41 7.00 16.19 8.78
T203a CHARMm 13.66 6.70 13.39 6.43
S65T Parse 15.97 9.52 13.37 6.92
S65T CHARMm 16.24 9.40 12.82 5.98

Tabelle 5.11: Durch exaktes Auswerten der Zustandssumme berechnete mikrosko-
pische pKa-Werte für Y66 und E222. Hier haben wir die Ergebnisse für unterschied-
liche Parametersätze und zugängliche Konformationsräume zusammengefaßt. T203a,b:
vollständiger kleiner Satz; T203b: T203 in b-Konformation fixiert; T203a: T203 in a-
Konformation fixiert; S65T: nur h2 Konformation für S65.

in dem Bereich zwischen pH=5 bis pH=9 um etwa 40% ab und verschwindet
bei großen Werten (pH > 14) nahezu gänzlich. Die Rechnungen mit CHARMm-
Ladungen zeigen aber erst bei Werten für pH > 12 eine nennenswerte Abnahme.
Im physiologisch interessanten pH-Bereich bleibt die Wahrscheinlichkeit T203 in
der a-Konfiguration zu finden fast konstant bei etwa 87% .

Neben den, in Tabelle 5.10 gezeigten, Unterschieden in den Solvatisierungsener-
gien der einzelnen Residuen und deren Wechselwirkungen mit dem fixen Set tra-
gen auch die Unterschiede in deren Paarwechselwirkungen zu den verschiedenen
pH-Abhängigkeiten der Konzentrationen von KP-Zustände bei. Allerdings ist es
i. allg. nicht möglich, die Einflüsse der einzelnen Wechselwirkungen auf das Ver-
halten des Systems isoliert voneinander zu betrachten und einzelne Terme gezielt
dafür verantwortlich zu machen.

Die gegenseitige Abhängigkeit von K- und P-Zuständen wird an den Diagram-
men in Abbidung 5.10 deutlich. Dort sind die pH-abhängigen Konzentrationen
der einzelnen KP-Zustände für die Rechnungen mit beiden Parametersätzen auf-
getragen. Bei Residuen, die in mehr als drei KP-Zuständen vorkommen können,
haben wir uns zur besseren Übersicht auf die am stärksten populierten Varianten
beschränkt. Die beiden Wassermoleküle w12 und w27 besetzen dabei in jedem Fall
mit mehr als 99.8% die K-Zuständen w12h2h3 bzw. w27h1h2 über den gesamten
pH-Bereich.

Diese Wassermoleküle bilden mit den Residuen S65 und E222 ein Wasserstoff-
brückennetz, wobei S65h1 und w27h2 eine Brücke zu E222OE1 etablieren und
letzteres daher nur an OE2 protoniert. Für die Konzentrationen der übrigen KP-
Zustände sehen wir aber teilweise große Variationen mit dem pH-Wert. Die Ände-
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T203 W22 Y66 S205 E222 Ekp[kBT]
Parse CHARMm

1© bh1 h1h2 — h1 — 39.41 37.91
2© ah3 h1h2 — h1 — 45.69 38.13
3© ah3 h2h4 h2 h1 — 8.66 8.40
4© ah3 h1h3 — h2 h4 12.99 6.40
5© bh1 h1h3 — h2 h4 9.22 7.81
6© ah3 h1h3 — h2 h3 16.25 10.57
7© ah3 h1h3 — h1 h3 47.29 27.22
8© ah3 h3h5 h1 h2 h4 −7.53 −7.53
9© ah3 h3h4 h2 h2 h4 −7.32 −8.27

Tabelle 5.12: KP-Zustände ausgewählter Residuen. Wir geben nur die Orientierung
der polaren Gruppen an. Die angegebenen Energien Ekp (Gl. 3.22) dieser Zustände
gehören jeweils zu den energetisch niedrigsten Zuständen, in denen die Kombinatio-
nen der angegebenen KP-Zustände auftreten. Im Text beziehen wir uns anhand der
eingekreisten Nummern auf die einzelnen Zustände.

rungen für die K-Zustände der unprotonierbaren Gruppen sind dabei dort am
stärksten wo auch die Steigungen der Titrationskurven für die protonierbaren Re-
siduen am steilsten ist. Aufgrund dieses anschaulichen Zusammenhanges können
wir bei einer Änderung des Protonierungszustandes ebenfalls Veränderungen in
den Konformationen anderer Residuen erwarten.

Um diese Situation näher zu beschreiben, haben wir die Orientierungen der Grup-
pen, die sich hier wesentlich an den Konformationsänderungen beteiligen, für eini-
ge Zustände mit den zugehörigen Konformationsenergien in Tabelle 5.12 zusam-
mengefaßt. Betrachten wir hier zunächst nur die Zustände mit der niedrigsten
Konformationsenergie des jeweiligen Protonierungszustandes. Diese unterschei-
den sich in beiden Fällen auch in der Konformation mindestens einer weiteren
Gruppe. Daher müssen wir, wenn wir die Energieunterschiede zwischen einzelnen
KP-Zuständen untersuchen wollen, die Energetik des gesamten Systems betrach-
ten.

Zunächst bemerken wir, daß der niederenergetischste K-Zustand 1© des total
deprotonierten Systems für beide Parametersätze gleich ist. Die beiden Ergeb-
nisse unterscheiden sich hier aber bereits deutlich in der Energie des ersten K-
Zustandes, bei dem T203 in a-Konfiguration vorliegt ( 2©). Zwischen diesem Zu-
stand und dem niedrigsten liegen bei der Rechnung mit CHARMm-Ladungen
nur zwei weitere Zustände. In den Parse-Ergebnissen befinden sich hingegen 34
K-Zustände, bei denen T203 in b-Konfiguration vorliegt, dazwischen. Da wir zur
Diskussion solcher Unterschiede die Differenzen der Energien unterschiedlicher
Konfigurationen betrachten müssen, sind in Tabelle 5.13 die paarweisen Wechsel-
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wirkungsenergien einzelner Gruppen für zwei verschiedene Konformationen ne-
beneinander, sowie die Energiedifferenz zwischen diesen aufgelistet. Hier finden
wir bereits in der ersten Zeile die Antwort für diesen Unterschied. Wechselt T203
von der a- in die b-Konformation, so ist damit im Parse-Ladungsmodell, durch
die Wechselwirkung mit dem HBI, ein Energiegewinn von 11.7 kBT verbunden.
Die CHARMm-Ladungen ergeben hier nur 6.5 kBT. Aus Tabelle 5.10 sehen wir,
daß für diese Konformationsänderung mit CHARMm-Parametern 0.9 kBT mehr
für die Änderung der Wechselwirkung mit dem fixen Set benötigt werden als bei
den mit Parse-Ladungen berechneten Werten.

Bei den Zuständen, in denen das Protein einfach protoniert ist ( 3©– 7©), liegt bei
den Parse-Ladungen derjenige mit protoniertem HBI ( 3©) günstigster als der mit
protoniertem E222 ( 5©). Gerade umgekehrt verhält es sich mit den Ergebnissen
des CHARMm-Ladungsmodells. Da sich T203a im zweiten Fall nicht umorien-
tiert, wäre der Zustand 4© hier um 10 kBT ungünstiger als der Zustand 3© im
Vergleich zu den Parse-Ergebnissen. Allerdings ist der Energiegewinn durch die
Deprotonierung des HBI, aufgrund dessen Wechselwirkung mit dem fixen Set, bei
CHARMm um fast 7 kBT höher als bei Parse. Außerdem führt die Umorientierung
des T203 aufgrund der damit verbundenen Torsionsenergie zu einem Verlust von
3.6 kBT, der bei den CHARMm-Werten nicht kompensiert werden muß. Damit
haben wir die Wechselwirkungen genannt, welche den größten Einfluß auf die
Energien der eben diskutierten KP-Zustände haben. Die gesamte Differenz wird
letztendlich durch die Beiträge aller anderen Wechselwirkungen und Selbstenergi-
en bestimmt und es wäre wenig instruktiv, alle einzeln aufzulisten und im Detail
zu diskutieren.

Wir wollen nun versuchen, zu verstehen, ob wir diese Unterschiede in den Er-
gebnissen auf Eigenheiten der Parameter zurückführen können. Aus den unter-
schiedlichen Wechselwirkungen des T203 in den verschiedenen Konformationen
können wir vermuten, daß die Stärke von Wasserstoffbrücken bei den CHARMm-
Ladungen niedriger ausfällt als bei den Parse-Ladungen. Um dieser Idee weiter
nachzugehen, betrachten wir die Wasserstoffbrücke zwischen S205 und E222. Da-
zu untersuchen wir die Energiedifferenzen für die Zustände 6© und 7©. Dabei ist
der Zustand 6©, allein aufgrund der paarweisen Wechselwirkungen, bei Parse um
27.4 kBT, bei CHARMm aber nur um 13.3 kBT günstiger als die Konformation 7©.
Ein Beitrag rührt hier von der Wechselwirkung zwischen S205 und E222. Die zu-
gehörige Energieänderung beträgt bei Parse ganze -20.6 kBT, bei CHARMm nur
-7.8 kBT. Hier haben wir die Situation, daß die energetisch ungünstige Wechsel-
wirkung S205h1 mit E222h3 bei CHARMm um 11 kBT niedriger liegt als bei den
Parse-Daten. Die günstigere Situation S205h2 mit E222h3 wird von CHARMm
1.7 kBT ungünstiger bewertet als von Parse. Dieses Abhängigkeit von den La-
dungsparametern finden wir auch bei den Wechselwirkungen zwischen S205h1
mit E222h3 und S205h1 mit E222h4, sowie für die Wasserstoffbrücken zwischen
T203bh1 mit Y66h1 und T203bh1 mit Y66h2.
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Abbildung 5.10: pH-abhängige Besetzung der einzelnen KP-Zustände. Für T203 und
w22 wurden jeweils nur die am stärksten populierten Zustände aufgetragen.
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Tabelle 5.13: Wechselwirkungsenergien einiger Residuen in unterschiedlichen KP-
Zuständen. Die Energien sind für die Rechnungen mit Parse- und CHARMm-Ladungen
angegeben. Die Energiedifferenz ∆W el gibt jeweils die Differenzen zwischen der Kon-
formation 2 und Konformation 1 in einer Zeile an.



100 PRAKTISCHE ANWENDUNG

5.5.2 Konformationen und Protonierungen

Im letzten Abschnitt haben wir von der Wahl der Ladungsparameter abhängige
Zusammenhänge zwischen den Protonierungszuständen und Konformationen des
Proteins gesehen. Im folgenden wollen wir untersuchen, wie durch die Vorgabe
des zugänglichen Konformationsraumes, die Titrationskurven der protonierba-
ren Residuen beeinflußt werden können. Auch hier werden wir Rechnungen mit
beiden Ladungsmodellen vorstellen.

Verschiedene Konformationsräume für T203

Bei den Rechungen mit dem kleinen Satz hatte das T203 die Möglichkeit zwei
verschiedene Konformationen einzunehmen. Zumindest bei den Rechnungen mit
Parse-Ladungen konnten wir einen Zusammenhang zwischen der Besetzung die-
ser Konformationen und dem Protonierungszustand des HBI feststellen. Daher
wollen wir nun der Frage nachgehen, wie sich die Besetzung dieses P-Zustandes
ändert, wenn wir den Konformationsraum des T203 auf eine einzige Orientierung
beschränken.
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Abbildung 5.11: Besetzungswahrscheinlichkeiten für die deprotonierten Formen E222
und Y66 bei eingeschränktem Konformationsraum von T203. Teilbild A): T203 in a-
Konformation fixiert; Teilbild B): T203 in b-Konformation fixiert.

In Abbildung 5.11 sind die Populationen von E222 und Y66 für Rechnungen mit
unterschiedlichen Konformationsräumen von T203 und Parametersätzen darge-
stellt. Teilbild A) zeigt die Titrationskurven für den Fall, daß sich T203 nur
in der a-Konformation befinden kann. In Teilbild B) sind die Resultate für das
System dargestellt, in dem T203 nur die b-Position einnehmen kann. In beiden
Fällen können jeweils alle drei möglichen Konfigurationen für die Wasserstoff-
atome besetzt werden. Auch hier erkennen wir wieder deutliche Unterschiede
zwischen den Ergebnissen aus Rechnungen mit den verschiedenen Ladungspara-
metern. Am auffälligsten ist das Verhalten der Plateauhöhen. Unter Verwendung
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der CHARMm-Ladungen liegt das Plateau von Y66 beide Male höher als das von
E222. Die Rechnungen mit Parse-Parametern ergeben allerdings Unterschiede in
der gegenseitigen Lage der beiden Titrationskurven für die beiden Fälle.

Ein Blick auf die in Tabelle 5.11 aufgelisteten bedingten pKa-Werte für die ver-
schiedenen Rechnungen ermöglicht eine quantitative Beschreibung der Situatio-
nen. Der intrinsische pKa für den Chromophor wird bei den Rechnungen mit
Parse-Parametern um mehr als drei pK-Einheiten verschoben, wenn wir den
Konformationsraum von T203 unterschiedlich einschränken. Der entsprechende
Wert für E222 ändert sich nur um 1.16 pK-Einheiten. Daher beträgt die Differenz
der intrinsischen pKa-Werte 1.78 pK-Einheiten. Damit haben wir die Erklärung
dafür, daß das Plateau beinahe nicht mehr zu erkennen ist (vgl. Gl. 3.59 in Ab-
schnitt 3.3).
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Abbildung 5.12: Teilbild A) zeigt die pH-abhängigen Besetzungen für die polaren
Wasserstoffatome von T203, wenn dieses in b-Konformation fixiert ist; In Teilbild B)
sind die Besetzungen der polaren Wasserstoffatome von Y66h dargestellt.

Wir wollen im folgenden nur für die beeindruckend große Abhängigkeit des in-
trinsischen pKa-Wertes des Chromophors von den Orientierungsmöglichkeiten
des T203 eine mikroskopische Erklärung geben. Dabei werden wir uns auf die
Resultate beschränken, die mit Parse-Parametern berechnet wurden. In Abbil-
dung 5.12 Teilbild A) sind die Besetzungswahrscheinlichkeiten der einzelnen Kon-
formationen des polaren Wasserstoffatomes am T203 in der b-Konformation dar-
gestellt. Die pH-abhängigen Orientierungen des Wasserstoffes am Y66 sind in
Teilbild B) aufgetragen. Bei hohen pH-Werten ist zu einem großen Teil T203bh1
populiert, welches die günstige Wechselwirkung von -10.10 kBT mit dem depro-
tonierten Chromophor hat. Die günstigste Wechselwirkung zwischen T203 und
dem protonierten HBI bildet, wie wir Tabelle 5.13 entnehmen, die Konfiguration
T203bh2 mit Y66h1. Daher wird bei abnehmendem pH-Wert zunächst Y66h2 be-
setzt. Allerdings muß auch dafür eine Energie von 8.73 kBT aufgewendet werden.

Wenn wir T203 in der a-Konfiguration fixieren, muß bei der Protonierung des
HBI im ungünstigsten Fall nur eine Energie von 0.58 kBT geleistet werden, um
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die Änderung dessen Wechselwirkung mit T203ah1 zu kompensieren. Tatsächlich
ist in diesem Fall im gesamten pH-Bereich die Konformation T203ah3 mit etwa
80% besetzt. In dieser führt die Änderung der Wechselwirkung mit dem HBI bei
dessen Protonierung sogar zu einem Energiegewinn von mehr als zwei kBT. Damit
ist die Protonierung des Chromophors in dieser Situation energetisch um mehr als
zehn kBT günstiger im Vergleich zur Fixierung von T203 in der b-Konformation.

Somit kann diese Verschiebung des pKa-Wertes auf die Wechselwirkung zwischen
dem Chromophor und T203 zurückgeführt werden. Zur Interpretation der gesam-
ten pH-abhängigen Konzentrationen sind auch hier wieder die Wechselwirkungen
und Orientierungsänderungen aller anderen Gruppen zu berücksichtigen. Der ge-
ringe Einfluß des T203 Konformationsraumes auf die Rechnungen mit CHARMm-
Parametern läßt sich durch die, weiter oben diskutierten, geringeren Differenzen
in den Wechselwirkungsenergien erklären.

Simulation einer hypothetischen Mutante

In dem kleinen Satz von Konformationen, den wir anfangs eingeführt haben, wa-
ren für das Wasserstoffatom am S65 zwei mögliche Konformationen vorgesehen.
Die Rechnungen in diesem Raum möglicher KP-Zustände für das GFP haben
aber gezeigt, daß im gesamten pH-Bereich mit mehr als 99.99% die Konformation
S65h1 populiert. In dieser Position bildet es eine Wasserstoffbrücke mit E222. Die-
se ist im wtGFP möglich, in der S65T Mutante bildet sich eine Wasserstoffbrücke
zwischen dem Hydroxyl dieses Residuums und dem Carbonyl-Sauerstoff von V61
oberhalb der Chromophor-Ebene [173]. Aus dieser Konformationsänderung resul-
tiert eine Bevorzugung des anionischen Chromophors.

Wir wollen die S65T Mutante simulieren, indem wir das Wasserstoffatom von
S65 in der Position h2 fixieren. Obwohl wir damit S65 die Möglichkeit einer Was-
serstoffbrücke zum E222 nehmen, handelt es sich nicht wirklich um das Modell
dieser speziellen Mutante. Wir wollen dieses System daher im weiteren als

”
hy-

pothetische Mutante“ bezeichnen.

Die, aus diesen Rechnungen ermittelten, intrinsischen pKa-Werte sind ebenfalls
in Tabelle 5.11 notiert. Bei beiden Parametersätzen verschiebt sich, im Vergleich
zu den Rechnungen mit S65h1, der Wert für E222 um fast drei pK-Einheiten zu
höherem pKa. Der Wert für den Chromophor wird hingegen nur wenig niedriger.
Daher erwarten wir hier in beiden Fällen ein Verschwinden des Plateaus. Beide
Parametersätze liefern für die Konzentrationen fast aller KP-Zustände ein ähnli-
ches Verhalten. Lediglich die Änderungen in der Population der Konformationen
von T203 mit dem pH-Wert wirken sich bei den CHARMm-Ladungen nicht so
stark aus wie bei den Rechnungen mit Parse-Parametern. Dieser Effekt läßt sich
aber wie bei den Rechnungen mit dem gesamten kleinen Satz erklären. Wir wol-
len uns daher auf die Diskussion der mit dem Parse-Ladungsmodell erzielten
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Abbildung 5.13: Beide Diagramme zeigen pH-abhängige Besetzungswahrscheinlich-
keiten einzelner KP-Zustände bei der Simulation der hypothetischen S65T Mutante.

Ergebnisse beschränken.

Die Titrationskurven sind, wie auch die Besetzung von T203a in Abbildung 5.13
Teilbild A) dargestellt. Durch das Unterbinden einer Wasserstoffbrücke zwischen
E222 und S65 wird die Protonierung des Glutamats deutlich begünstigt und da-
mit die anionische Form des HBI stabilisiert. Diese Verschiebung des Säure-Base-
Gleichgewichtes zwischen den beiden Gruppen, sowie die damit einhergehende
Veränderung in der Population der T203a-Konformation ist konsistent mit der
Röntgenstruktur von S65T [52, 173].

In Teilbild B) der Abbildung 5.13 sind die pH-abhängigen Konzentrationen der
Konformationen des polaren Wasserstoffatomes am E222 und am S205, sowie die
der Orientierung des Wassers w12 aufgetragen. Interessant ist hier zu bemerken,
daß das E222, obwohl es keine Wasserstoffbrücke mehr mit S65 macht, nicht am
Sauerstoff OE1, sondern weiterhin hauptsächlich mit E222h4 an OE2 protoniert.
Die Wechselwirkung zwischen S65h2 und E222h1 wäre zwar um mehr als zwei kBT
günstiger, als die mit E222h4. Aufgrund der ungünstigeren Wechselwirkungen mit
dem fixen Set und der höheren Solvatisierungsenergie, vor allem aber wegen der
hohen Torsionsenergie von E222h1, wird diese Konformation nicht besetzt (vgl.
Tabelle 5.10).

In diesem Diagramm erkennen wir auch, daß das Wasser w12, welches vorher
als Donor einer Wasserstoffbrücke zu S65 diente und damit fest in einem Was-
serstoffbrückennetz eingebunden war, sich nun ebenfalls umorientiert und Kon-
formationen senkrecht zur Ebene des HET einnimmt. Aus dem Verhalten der
Konzentration von S205h1 können wir schließen, daß sich das polare Wasserstoff-
atom an dieser Gruppe korreliert mit der Protonierung des E222 umorientiert.
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5.6 Untersuchung des Systems mit vielen KP-

Zuständen

Die Rechnungen am kleinen Satz haben gezeigt, daß die Ergebnisse von Proto-
nierungsrechnungen einerseits von der Wahl der Modellparameter und anderer-
seits von den möglichen Konformationen des Systems abhängen. Um die Kopp-
lung zwischen Protonierungs- und Konformationsänderungen möglichst gut be-
schreiben zu können, wollen wir den Residuen in unserem Proteinmodell einen
möglichst großen Konformationsraum zur Verfügung stellen. Aus diesem Grund
haben wir, wie in Abschnitt 5.3 beschrieben, für das GFP die große Ausgangs-
menge mit 1035 möglichen Konformationszuständen erzeugt. Davon ausgehend
wollen wir nun die Titrationskurven der protonierbaren Residuen sowie die Be-
setzungswahrscheinlichkeiten von Konformationszuständen ermitteln.

5.6.1 Einfache MC-Simulationen

Bei der Berechnung von Protonierungsgleichgewichten hat sich bisher die Verwen-
dung von Monte-Carlo-Methoden durchgesetzt, um Systeme mit vielen möglichen
Zuständen zu untersuchen [21, 39, 72]. Daher werden auch wir zunächst das von
uns generierte System mit einer einfachen MC-Methode analysieren (vgl. Ab-
schnitt 4.3.3).

Wir verwenden hierzu das MC-Programm von Beroza [72], welches wir wie folgt
modifiziert haben. Wir haben Gleichung 5.26 als Energiefunktion für einen
KP-Zustand eingeführt und nur ein Konformer für jedes Residuum zu jedem
Zeitschritt erlaubt. Außerdem sampeln wir mit dem MC-Programm sowohl
Protonierungs- als auch Konformationszustände. Hierbei haben wir die gleich-
zeitige Änderung des KP-Zustandes zweier Residuen unterbunden.

Mit dem so angepaßten Programm sind wir in der Lage, den Protonierungsgrad
eines Residuums für einen vorgegebenen pH-Wert als Mittelwert über alle akzep-
tierten Konfigurationen zu berechnen. Da wir bei einer zufälligen Startkonfigura-
tion beginnen, die energetisch beliebig hoch liegen kann, werden wir das System
äquilibrieren [155] und erst danach mit der Mittelung beginnen.

Bevor wir Ergebnisse für den großen Satz erzeugen, wollen wir die Methode
erst einmal an dem kleinen Satz mit Parse-Ladungen ausprobieren. Diese Re-
sultate können wir unmittelbar mit den exakt berechneten Werten aus Ab-
schnitt 5.5.1 vergleichen. Dafür ermitteln wir die pH-abhängigen Konzentrationen
der Protonierungszustände von Chromophor und E222. Da bei einer solchen MC-
Simulation ein großkanonisches Ensemble bei vorgegebenem pH-Wert ausgewer-
tet wird, führen wir diese Rechnungen für 31 äquidistante pH-Werte im Intervall
pH = [0, 15] durch. Um die Qualität der erhaltenen Mittelwerte zu verbessern
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und einen Eindruck von der Genauigkeit der Methode zu gewinnen, berechnen
wir diese pH-abhängigen Besetzungen nicht nur ein- sondern zehnmal. Der Über-
sichtlichkeit halber haben wir nur die Ergebnisse von fünf dieser Rechnungen in
Abbildung 5.14 dargestellt.
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Abbildung 5.14: Ergebnisse von fünf MC-Simulationen am kleinen Satz. Die Beset-
zungen aus den verschiedenen Rechnungen sind mit unterschiedlichen Symbolen ge-
kennzeichnet. Teilbild A) zeigt die Populationen des Y66, Teilbild B) die des E222.
Die durchgezogenen Linien zeigen die, mit den Parametern für den kleinen Satz, aus
Tabelle 5.14, an das Modell Gl. 5.27 gefitteten Titrationskurven.

Für jede der vorgenommen MC-Simulationen haben wir bei einem neuen, zufällig
generierten Startzustand beginnend 1000 Äquilibrierungsschritte unternommen
und anschließend 5 ·106 Auswerteschritte laufen lassen. Bei all diesen Rechnun-
gen hatten wir nur eine Akzeptanzrate von etwa 14%. Dieser ungünstige Wert läßt
sich durch starke Korrelationen zwischen den KP-Zuständen einzelner Gruppen
erklären. Wie wir im vorangegangeenen Abschnitt gesehen haben, zieht beispiels-
weise die Protonierung des E222 die Umorientierung von S205 und w22 nach sich.
Dies führt zu einer starken Zerklüftung der Energielandschaft und somit zu der
niedrigen Akzeptanzrate für MC-Schritte.

Dennoch erkennen wir in Abbildung 5.14 die Titrationskurven aus Abbildung 5.9
Teilbild A) wieder, auch wenn die Übereinstimmung der einzelnen Ergebnisse in
der Nähe der Plateaus schlechter wird. Um auch quantitative Aussagen machen
zu können, haben wir jede der zehn berechneten pH abhängigen Besetzungen mit
Hilfe eines numerischen Fit-Verfahrens [198] an das Modell aus Gleichung 5.27 an-
gepaßt und daraus die mikroskopischen pKa-Werte, welche die Form dieser Kurve
bestimmen, ermittelt. In Tabelle 5.14 haben wir die Mittelwerte dieser Gleichge-
wichtskonstanten, sowie die zugehörigen Standardabweichungen angegeben. Ein
Vergleich mit den in Tabelle 5.11 angegebenen exakten Werten zeigt, daß die
MC-Simulationen innerhalb der Standardabweichungen die gleichen Ergebnisse
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kleiner Satz großer Satz
pKa(E222|Y66) 13.27± 0.09 11.42± 0.14
pKa(E222|Y66h) 6.87± 0.06 4.64± 0.04
pKa(Y66|E222) 13.66± 0.09 10.90± 0.13
pKa(Y66|E222h) 7.28± 0.06 4.64± 0.04

Tabelle 5.14: Mit der einfachen MC-Simulation berechnete mikroskopische pKa-Werte
von Y66 und E222. Wir geben die, aus zehn Simulationen, gemittelten Werte und
Standardabweichungen für Rechnungen am kleinen und am großen Satz an. Die deutli-
chen Unterschiede in den Ergebnissen liegen an den unterschiedlichen van-der-Waals-
Wechselwirkungen (vgl. Abschnitt 5.5.1).

liefern.

Nach diesen guten Resultaten für den kleinen Satz, werden wir mit dieser MC-
Methode auch die Protonierungsgrade der beiden Residuen im großen Satz be-
stimmen. Auch hier haben wir Simulationen mit 1000 Äquilibrierungsschritten
und 5 ·106 Mittelungsschritten durchgeführt. Die Ergebnisse von fünf der zehn
durchgeführten Titrationsrechnungen haben wir in Abbildung 5.15 dargestellt.
Wiederum wurden die pH-abhängigen Konzentrationen von E222 und Y66 für
jede der durchgeführten Rechnungen an das Modell Gl. 5.27 gefittet und so die
bedingten pKa-Werte bestimmt. Aus diesen Werten haben wir die in Tabelle 5.14
zusammengefaßten Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt. Die durch-
gezogenen Linien in Abbildung 5.15 zeigen die mit Gleichung 5.27, unter Ver-
wendung der gemittelten pKa-Werte berechneten Titrationskurven der beiden
Residuen.
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Abbildung 5.15: Ergebnisse von fünf MC-Simulationen für den großen Satz. Die
Besetzungen aus den verschiedenen Rechnungen sind mit unterschiedlichen Symbolen
gekennzeichnet. Teilbild A) zeigt die Populationen des Y66, Teilbild B) die des E222.
Die durchgezogenen Linien zeigen die, mit den Parametern für den großen Satz, aus
Tabelle 5.14, an das Modell Gl. 5.27 gefitteten Titrationskurven.
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nmin 5 10 50 100 200 300 10000
pKa(E222|Y66) 12.660 13.251 13.237 13.258 13.262 13.263 13.263
pKa(E222|Y66h) 7.010 7.119 6.946 6.932 6.929 6.929 6.929
pKa(Y66|E222) 13.431 13.337 13.591 13.608 13.611 13.612 13.612
pKa(Y66|E222h) 7.782 7.204 7.300 7.282 7.279 7.278 7.278

Tabelle 5.15: Die aus den nmin energetisch niedrigsten KP-Zuständen bestimmten
mikroskopischen pKa-Werte für Y66 und E222.

Bei diesen MC-Simulationen haben wir Akzeptanzraten von weniger als 10%
erzielt. Das ist eine Erklärung für die großen Schwankungen der berechneten
Konzentrationen, die in Abbildung 5.15 besonders im Bereich der Plateaus zu
erkennen sind. Um die Qualität dieser Ergebnisse zu verbessern, könnten wir
die Anzahl der MC-Schritte erhöhen oder das einfache MC-Verfahren metho-
disch verändern und es so besser an unser spezielles Problem anpassen. Das wäre
beispielsweise durch die Verwendung von

”
nicht-Boltzmann-Verfahren“ [156]

oder durch die Bevorzugung energetisch günstiger KP-Zustände einzelner Resi-
duen beim Würfeln der neuen Konformation [213] (sog.

”
conformational biasing“

) möglich. Aber da wir in unserem System ungleich mehr Konformations- als
Protonierungszustände haben, werden wir versuchen die niederenergetischenM-
Teilchen-Zustände des Systems mit der in Abschnitt 4.3.4 beschriebenen Methode
zu ermitteln und damit die M-Teilchen-Zustandssummen zu nähern.

5.6.2 Bestimmung der M-Teilchen-Zustandssummen

Die Möglichkeit, aus diesen einmal ermittelten Energien und Konformationen jede
beliebige statistische Größe des Systems berechnen zu können, ist ein enormer
Vorteil dieser Vorgehensweise. Durch MC-Simulationen gewonnene Werte müssen
immer während der Simulation ermittelt werden. Außerdem erhalten wir so die
günstigen Konformationen des Systems und können daraus die zu einzelnen P-
Zuständen gehörenden Gleichgewichtskonfigurationen bestimmen.

Um einen ersten Eindruck von dieser Methode zu bekommen, untersuchen wir
auch hier wieder den vollständigen kleinen Satz in der Parse-Parametrisierung.
Hier bestimmen wir für die null- bis zwei-Teilchen-Zustandssummen die 104

niedrigsten Energiezustände. Aus diesen Zustandssummen berechnen wir nach
Gl. 5.28 die mikroskopischen pKa-Werte für E222 und Y66. Dabei verwenden wir
nur die nmin niedrigsten Energiezustände aus den jeweiligenM-Teilchenzustände.
In Tabelle 5.15 sind die berechneten pKa-Werte in Abhängigkeit von der Zahl der
verwendeten Zustände angegeben.

Wir erhalten hier also bereits mit nur den 300 energetisch günstigsten Werten
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Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus der exakt berechneten Zustands-
summe (vgl. Tabelle 5.11). Dieses erfreuliche Ergebnis läßt sich leider nicht
verallgemeinern, sondern hängt mit der speziellen Verteilung der Konformations-
energien in dem kleinen Satz zusammen. Die Energien der günstigsten Zustände
liegen nämlich in allen M-Teilchen-Ensembles so weit auseinander, daß bereits
nach 300 Zuständen eine Differenz von mindestens 10 kBT zur Energie des nied-
rigsten Zustandes besteht.

Bei dem großen Satz liegen die Konformationsenergien sehr viel dichter. So haben
wir bei verschiedenen Rechnungen in den null- bis zehn-Teilchen-Zuständen bis zu
2·105 Zustände innerhalb der niedrigsten 3 kBT der Konformationsenergien gefun-
den. Bei einem Lauf unseres Programmes zeichnen wir die 4·104 Zustände mit den
niedrigsten Energien auf. Die Energien dieser Zustände erstrecken sich über min-
destens 6 kBT. Daraus können wir schließen, daß unser Algorithmus trotz mehrfa-
chen Aufheizens (auf fünffache Raumtemperatur) und anschließenden Abkühlens
nicht alle niederenergetischen Zustände findet. Tatsächlich liefern verschiedene
Programmläufe, ausgehend von unterschiedlichen Startstrukturen, auch verschie-
dene niederenergetische Zustände. Wir könnten nun die Zustände aus den un-
terschiedlichen Programmläufen zusammenfassen und unsere Zustandssummen
beispielsweise mit den niedrigsten 2 · 105 Zuständen nähern. Aber das wäre un-
wirtschaftlich und wir wüßten trotzdem nie, ob wir auch genug Zustände gefunden
haben.

In Abbildung 5.16 haben wir für fünf der zehn durchgeführten Läufe unseres Pro-
grammes die aus den niedrigsten gefundenen Zuständen berechneten Titrations-
kurven für den HBI und E222 dargestellt. Um diese Kurven zu berechnen, haben
wir für jeden derM-Teilchen-Zustände (M = 0 . . . 10) nur die niedrigsten 2 · 104

gefundenen Zustände zur Berechnung derM-Teilchen-Zustandssummen verwen-
det. Die pH-abhängigen Kurven wurden dann wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben
bestimmt.

Wir erkennen in diesen Diagrammen, daß sich die einzelnen Kurven wiederum im
wesentlichen in den Höhen der Plateaus unterscheiden, davon abgesehen aber, wie
bei den vorher durchgeführten MC-Simulationen, gut übereinstimmen. Für alle
zehn Simulationen bestimmen wir die bedingten pKa-Werte der beiden Gruppen.
Ähnlich wie in Abschnitt 5.6.1 mitteln wir diese Werte und geben sie zusammen
mit den Standardabweichungen in Tabelle 5.16 an. Die durchgezogenen Linien
in den Graphen aus Abbildung 5.16 ergeben sich aus Gleichung 5.27 mit den
gemittelten mikroskopischen pKa-Werten.

Hierbei wird ein weiterer Vorteil der ProTikKS-Methode deutlich. Während wir
die Ergebnisse der einfachen MC-Methode an das Modell mit drei Parametern
anpassen mußten, um deren Werte als Resultat einer Fit-Routine zu erhalten,
können wir diese bei der ProTikKS-Methode nachträglich direkt bestimmen. Hier-
zu berechnen wir aus den gefundenenM-Teilchen-Zuständen die pH-abhängigen
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Abbildung 5.16: Mit der ProTikKS-Methode berechnete Besetzungswahrscheinlich-
keiten für die deprotonierten Zustände von Y66 (Teilbild A)) und E222 (Teilbild B)).
Die Ergebnisse von fünf Rechnungen sind mit verschiedenen Symbolen dargestellt. Die
durchgezogenen Linien sind mit den Parametern aus Tabelle 5.16 und Gl. 5.27 berech-
net.

voll rsa min
pKa(E222|Y66) 11.26± 0.09 11.25± 0.07 11.24± 0.00
pKa(E222|Y66h) 4.62± 0.05 4.64± 0.06 5.47± 0.02
pKa(Y66|E222) 11.12± 0.08 11.15± 0.05 10.27± 0.02
pKa(Y66|E222h) 4.43± 0.03 4.53± 0.06 4.50± 0.00

Tabelle 5.16: Mit der ProTikKS-Methode berechnete mikroskopische pKa-Werte für
E222 und Y66. Wir geben hier die Ergebnisse für die Rechnungen mit dem großen Satz
(voll), der reduced-site-approximation (rsa) und einem minimalen Satz (min) an (vgl.
Tabelle 5.5). Dabei wurden jeweils die Ergebnisse von zehn Rechnungen gemittelt.

bedingten Wahrscheinlichkeiten P(Mi|Mj; pH) und P(Mi|MjH; pH) für die De-
protonierung der Gruppe i, wenn die Gruppe j deprotoniert bzw. protoniert ist.
Aus diesen Kurven lassen sich die bedingten pKa-Werte direkt ausrechnen. Wenn
sich wirklich nur die Titrationskurven zweier Residuen beeinflussen, gilt9 für diese
Werte

pH + log
(
P−1(Mi | Mj; pH)− 1

)
= const = pK(Mi|Mj) bzw.

pH + log
(
P−1(Mi | MjH; pH)− 1

)
= const = pK(Mi|MjH). (5.29)

Die mit der ProTikKS-Methode bestimmten pKa-Werte der Residuen stimmen
innerhalb der Fehlergrenzen mit den Werten aus der einfachen MC-Rechnung
überein. Wir schließen daraus, daß unsere Methode für ein System mit so vielen

9Diese Gleichung kann am besten im Bereich der näheren Umgebung des Wendepunktes der
Kurve ausgewertet werden, da es sonst leicht zu numerischen Problemen kommt.
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K-Zuständen bei jedem Programmlauf, ebenso wie das einfache MC-Verfahren,
einen Unterraum des Konfigurationsraumes abtastet. Da wir uns hierbei auf ener-
getisch niedrige Zustände beschränken, gehen wir davon aus, daß dieser charak-
teristisch für das System ist. Diese Annahme wird dadurch bestärkt, daß die
Titrationskurven der einzelnen Programmläufe so ähnlich sind und die mikro-
skopischen pKa-Werte der Gruppen mit einer Standardabweichung von maximal
0.09 bestimmt werden konnten.

Genauigkeit der Rechnungen

Bisher haben wir nur die Titrationskurven zweier Residuen verglichen, um zu
untersuchen, wie gut die Ergebnisse der einzelnen Rechnungen übereinstimmen.
In dem großen Satz haben wir aber 382 unterschiedliche KP-Zustände der Re-
siduen (vgl. Tabelle 5.5), deren Kombinationen pH-abhängig populiert werden
können. Da wir Vergleiche zwischen den einzelnen Rechnungen nicht für all diese
KP-Zustände so durchführen können und wollen, suchen wir ein Maß, mit dem
wir die Vergleiche automatisch ausführen können.
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Abbildung 5.17: Graphische Defini-
tion der maximalen Varianz σmax der
Ergebnisse. Die Resultate von zehn
Rechnungen sind mit Symbolen darge-
stellt, die durchgezogene Linie gibt de-
ren Mittelwert und die Balken geben die
Standardabweichung für jeden pH-Wert
an. Die maximale (pmax) und minima-
le (pmin) Wahrscheinlichkeit, diesen KP-
Zustand eines Residuums zu finden sind
ebenso angegeben wie die Breite dieses
Bereiches ∆P.

In Abbildung 5.17 haben wir die aus allen zehn Rechnungen ermittelten pH-
abhängigen Konzentrationen für einen KP-Zustand von E222 dargestellt. Wir
bilden für diskrete pH-Werte den Mittelwert der verschiedenen Konzentrationen
über n Programmläufe

〈P(pH)〉 =
n∑
i=1

Pi(pH)/n

und die Standardabweichung

σ =

√√√√ n∑
i=1

(Pi(pH)− 〈P(pH)〉)2/(n(n− 1)).
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Nun gibt es mindestens einen pH-Wert, an dem die Standardabweichung ma-
ximal ist. Hier tritt in unseren Rechnungen also die größte Unsicherheit auf.
Daher geben wir diese maximale Standardabweichung als Unsicherheit für die
pH-abhängige Konzentration dieses KP-Zustandes an. In Tabelle 5.17 haben wir
für die KP-Zuständen der Residuen, die wir bereits in Abschnitt 5.5.1 näher dis-
kutiert haben, die in Abbildung 5.17 definierten Größen angegeben. Analysieren
wir alle KP-Zustände auf diese Weise, stellen wir fest, daß die maximale Stan-
dardabweichung für einen KP-Zustand von E222 mit σmax = 0.04 am größten
ist. Wir gehen somit von einer Unsicherheit von 4% bei der Bestimmung der
Besetzungswahrscheinlichkeit aus.

s σmax pmin pmax ∆P

S205
— 0.025 0.00 0.13 0.13
— 0.040 0.01 0.39 0.38
— 0.041 0.14 0.67 0.54
— 0.008 0.00 0.06 0.06
— 0.015 0.00 0.11 0.11
— 0.008 0.00 0.06 0.06
— 0.030 0.00 0.62 0.62
— 0.004 0.00 0.02 0.02
— 0.033 0.00 0.43 0.43
— 0.010 0.00 0.11 0.11
T203
— 0.035 0.00 0.51 0.51
— 0.034 0.49 1.00 0.51

s σmax pmin pmax ∆P

E222
0 0.034 0.00 0.84 0.84
1 0.042 0.00 0.51 0.51
0 0.029 0.00 0.24 0.24
1 0.042 0.00 0.78 0.78
Y66
0 0.039 0.00 1.00 1.00
1 0.039 0.00 0.73 0.73
1 0.010 0.00 0.16 0.16
1 0.006 0.00 0.15 0.15
w22
— 0.039 0.00 0.63 0.63
— 0.033 0.00 0.99 0.99
— 0.038 0.00 1.00 0.99

Tabelle 5.17: Berechnete Werte der in Abbildung 5.17 definierten Verteilungsparame-
ter für einige Residuen. Es sind nur KP-Zustände angeführt, die mit mehr als 5·10−4% in
den Rechnungen am großen Satz aufgetreten sind. Die erste Spalte gibt den P-Zustand
s der Gruppen an, sofern diese deprotonieren können.

Populierte KP-Zustände

Das Balkendiagramm in Abbildung 5.18 zeigt einen Vergleich zwischen der
Zahl der angebotenen KP-Zustände für die einzelnen Gruppen und der Zahl an
Zuständen, die bei den Rechnungen mit einer Wahrscheinlichkeit von mehr als
5 ·10−4% besetzt wurden.

In Tabelle 5.5 haben wir die Zahl der zur Verfügung gestellten Zustände für
die einzelnen Residuen zusammengefaßt. In der letzten Spalte steht dort die
Zahl der Zustände, die mit mehr als 5 ·10−4% besetzt waren. Wir haben noch
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Abbildung 5.18: Vergleich zwischen angebotenen (helle Balken) und besetzten
(dunkle Balken) KP-Zuständen für die einzelnen Residuen. Als ’besetzt’ haben wir
hierbei einen Zustand betrachtet, der bei der Rechnung am großen Satz im S0-Zustand
des HBI irgendwo im Intervall pH = [−10, 15] mit mehr als 5 ·10−4% aufgetreten ist.

einmal eine Rechnung gemacht, in der wir dem Proteinmodell nur diese KP-
Zustände ermöglicht haben. Die daraus ermittelten mikroskopischen pKa-Werte
haben wir in Tabelle 5.16 eingetragen. Diese Werte stimmen nicht innerhalb der
Fehlerschranken der ProTikKS-Methode mit denen aus den Rechnungen mit dem
großen Satz überein. Daraus können wir schließen, daß die berechneten pKa-Werte
empfindlich auf die Vorgabe der möglichen KP-Zustände reagieren.

Unter den Gruppen, die ihren zugänglichen Konfigurationsraum am meisten nut-
zen, befinden sich auch die Residuen, welche wir in Abschnitt 5.5 für den klei-
nen Satz verwendet haben. Interessant ist auch zu bemerken, daß wir im bezug
auf die Positionen der Stickstoffatome an den Imidazolringen der Histidine kei-
ne Abweichungen von den Röntgenstrukturen erhalten obwohl wir alternative
Konfigurationen angeboten haben. Diese werden aber bei unserer Suche nach
niederenergetischen Zuständen nicht erfaßt. Gleiches gilt für die Seitenketten mit
Amidgruppen.
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pKa-Werte der übrigen Residuen

Innerhalb der oben angegebenen Fehlergrenzen von 4% haben wir auch die P-
Zustände der anderen protonierbaren Residuen auf ihre pH-Abhängigkeit hin
überprüft. Die pKa-Werte der einzelnen Gruppen sind in Tabelle 5.18 aufgelistet.
Wir haben hierbei nur einen pH-Bereich von -10 bis 15 untersucht und festge-
stellt, daß weder R96 noch Y145 in diesem Bereich deprotonieren. Der Stickstoff
am HET bleibt unprotoniert, damit ist am HBI nur die Protonierungsreaktion
am Y66 von Bedeutung. Die beiden Histidine geben in diesem Bereich maximal
ein Proton ab. Der pKa-Wert für diese Reaktion ist beide Male kleiner als null,
und der zweifach deprotonierte Zustand der Histidine tritt nicht auf. Die De-
protonierungsreaktion am H148 findet am NE2 statt. Wir finden also in unseren
Rechnungen, im Einklang mit den Experimenten, das ND1-Tautomer, obwohl
beide Modell-pKa-Werte des Imidazolringes identisch gewählt wurden (vgl. Ab-
schnitt 5.4.3).

Die P-Zustände der eben diskutierten Residuen bleiben innerhalb des biologisch
wichtigen pH-Intervalls (3–10) unverändert. Das veranlaßt uns dazu, an diesem
System noch einmal Rechnungen im Sinne der

”
reduced-site-approximation“ von

Bashford und Karplus [11] durchzuführen. Hierbei halten wir die P-Zustände die-
ser Residuen fest und bestimmen die mittleren mikroskopischen pKa-Werte von
E222 und Y66 wie zuvor. Diese, ebenfalls in Tabelle 5.16 zusammengefaßten, Er-
gebnisse stimmen innerhalb der Standardabweichung mit den früheren überein.

R96 H148 H181 Y92 Y145
pKa (S0) > 15 −0.52± 0.1 −5.22± 0.11 > 15 > 15
pK∗a (S1) > 15 −1.00± 0.08 −5.59± 0.09 > 15 > 15

Tabelle 5.18: Berechnete pKa-Werte der anderen Residuen im großen Satz. Angegeben
sind die Werte für die Fälle, daß der HBI im Grundzustand (S0) bzw. im angeregten
Zustand (S1) vorliegt.

Korrelationen

Vertrauen wir nun darauf, daß unsere Rechnungen die pH-abhängigen Konzen-
trationen der einzelnen KP-Zustände mit einer Unsicherheit von 4% bestimmen,
können wir die aus den Simulationen stammenden Ergebnisse diskutieren. Die
Titrationskurven für den Chromophor und E222 haben wir bereits in Abbil-
dung 5.16 gesehen. Daran konnten wir erkennen, daß beide Kurven ähnlich ver-
laufen und können daraus auf eine Wechselwirkung zwischen den beiden Residuen
schließen.
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Bei der Untersuchung des kleinen Satzes haben wir bereits erkannt, daß diese
beiden Kurven nicht die einzigen sind, die ein ähnliches Verhalten zeigen. So
ist beispielsweise die Form der in Abbildung 5.10 dargestellte Konzentration des
KP-Zustandes S205h1 vergleichbar mit der der Population von T203bh1. Obwohl
sich diese Funktionen in ihren Werten unterscheiden, können wir augenscheinlich
auf eine Korrelation zwischen den Besetzungen der einzelnen Zustände schließen.
Um diese qualitative Aussage quantitativ untermauern zu können, berechnen wir
die Korrelationskoeffizienten zwischen den Besetzungen jeweils zweier Zustände.
Wenn wir die Populationen Pi(pH) und Pj(pH) zweier KP-Zustände i und j für
K diskrete pH-Werte berechnet haben10 ist der Korrelationskoeffizient [214] durch

σij =
1

K

K∑
k=1

(Pi(pHk)− 〈Pi〉)(Pj(pHk)− 〈Pj〉) (5.30)

gegeben. Wobei mit 〈Pi〉 =
∑K

k=1 Pi(pHk)/K der Mittelwert der Funktionswerte
über alle diskreten pHk, k = 1 . . .K gebildet wurde.

Da der Korrelationskoeffizient hier mit Wahrscheinlichkeiten (P ∈ [0, 1]) gebil-
det wird, ist es nicht nötig diesen mit den Varianzen der einzelnen Funktionen zu
normieren. Der Korrelationskoeffizient gibt einen Anhaltspunkt, ob zwischen zwei
Größen, in diesem Fall die pH-anbängigen Konzentrationen von KP-Zuständen,
ein linearer Zusammenhang besteht und wie stark dieser ist. Zwischen den mögli-
chen KP-Zuständen eines einzelnen Residuums besteht natürlich ein enger Zu-
sammenhang, schließlich kann zu einem Zeitpunkt immer nur einer davon rea-
lisiert sein. Deshalb bestimmen wir nur die Korrelationskoeffizienten zwischen
KP-Zuständen unterschiedlicher Residuen. Diese werden i. allg. unterschiedliche
Werte annehmen. Als Maß für die Korrelation zwischen zwei Residuen werden
wir nur den größten davon betrachten. Da eine Antikorrelation zwischen der Be-
setzung zweier Zustände auch als Korrelation zwischen der Besetzung des einen
und der Nichtbesetzung des anderen interpretiert werden kann, beschränken wir
uns auf positive Werte für die Korrelationskoeffizienten.

Je näher ein Korrelationskoeffizient bei eins liegt, desto begründeter ist die An-
nahme, daß ein linearer Zusammenhang zwischen zwei Größen besteht. Um einen
Überblick über die bestehenden Korrelationen in unserem System zu bekommen
haben wir in Abbildung 5.19 alle betrachteten Residuen in einem 45-Eck angeord-
net und nur diejenigen mit einer Linie verbunden, deren Korrelationskoeffizient
größer als 0.9999 ist.

Allerdings weist nicht jede der vielen Linien in der Graphik auf eine lineare Kor-
relation hin, die aus einer unmittelbaren Wechselwirkung zwischen zwei Residuen

10Obwohl wir mit der ProTikKS-Methode diese Konzentrationen in beliebig kleinen pH-
Abständen berechnen könnten, haben wir es bei numerischen Rechnungen immer mit diskreten
Werten zu tun.
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Abbildung 5.19: Graph für Korrelationen zwischen den KP-Zuständen der einzel-
nen Residuen. Wir haben diejenigen Gruppen mit Linien verbunden, für die wir nach
Gl. 5.30 eine Korrelation von mehr als 0.9999 erhalten haben. Diese Ergebnisse bezie-
hen sich auf die Rechnungen innerhalb der reduced-site-approximation für das wtGFP
mit dem HBI im S0-Zustand.

resultiert. Denn zwei Ereignisse können auch dann eine lineare Korrelation besit-
zen, wenn beide von einem dritten Parameter gleichermaßen beeinflußt werden. In
Teilbild A) der Abbildung 5.20 ist eine solche Situation skizziert. Ist die Gruppe
3 unprotoniert, bilden die Wasserstoffatome der Residuen 1 und 2 eine Wasser-
stoffbrücke zu dem Sauerstoff von 3. Wird dieser protoniert, müssen sich beide
Wasserstoffatome umorientieren. Da der Unterschied in der dipolaren Wechsel-
wirkung der Hydroxylgruppen von 1 und 2 zwischen den beiden Konfigurationen
vernachlässigt werden kann gegenüber der Wechselwirkung mit Gruppe 3, besteht
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keine direkte Wechselwirkung zwischen 1 und 2. Dennoch wird der Korrelations-
koeffizient für die pH-abhängigen Besetzungen der K-Zustände von 1 und 2 auf
einen linearen Zusammenhang zwischen diesen hinweisen.
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Abbildung 5.20: Beispiele für indirekte Korrelationen zwischen Konformationen und
Protonierungen von Residuen. In Teilbild A) orientieren sich die Gruppen 1 und 2 nach
Protonierung von 3 um, weil beide dem neuen Proton Platz schaffen. In Teilbild B)
macht nur die Gruppe 1 dem neuen Proton (an 3) Platz. Aber als Folge davon orientiert
sich auch 2 um.

Teilbild B) dieser Abbildung zeigt eine andere Situation, in der wiederum das
Residuum 3 zunächst deprotoniert ist und die Wasserstoffatome von 1 und 2 eine
Wasserstoffbrückenkette bilden, die an dem Sauerstoff von 3 beginnt. Protoniert
dieser, lagert sich zunächst das H-Atom von 1 und in Folge davon das von 2
um. Auch hier werden die paarweisen Korrelationskoeffizienten für die Konzen-
trationen der beiden K-Zustände von 1 und 2 sowie des P-Zustandes von 3 einen
linearen Zusammenhang anzeigen. Allerdings besteht dieser zwischen 1 und 2
hier tatsächlich aufgrund einer direkten Wechselwirkung zwischen diesen Grup-
pen. Der zwischen 2 und 3 hingegen ist nicht direkt Folge einer Wechselwirkung,
sondern wird durch die Umlagerung der Hydroxylgruppe von 1 vermittelt. Wir
könnten hier somit von einem indirekten Zusammenhang sprechen.

5.6.3 Angeregter Zustand

Mit den eben vorgestellten Rechnungen haben wir die Verteilung von Protonen
in der Umgebung des Chromophors für dessen elektronischen Grundzustand un-
tersucht. Da wir mögliche Akzeptoren für ein Proton im angeregten Zustand des
HBI suchen, untersuchen wir nun das Protein mit einem angeregten Chromophor.
Hierzu ersetzen wir die bisher verwendeten Partialladungen des HBI durch die für
den S1-Zustand ermittelten (vgl. Abschnitt 5.2.1). Die Modell-pKa-Werte für den
Tyrosin-Sauerstoff und den Stickstoff am Heterozyklus entnehmen wir aus Tabel-
le 5.7, wobei wir von der Annahme ausgehen, daß der S1-Zustand des Chromo-
phors lange genug lebt um ein Gleichgewicht zu erreichen (vgl. Abschnitt 5.2.3).
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Ausgerüstet mit diesen neuen Parametern, suchen wir mit unserem Algorithmus
wie zuvor die energetisch niedrigsten Zustände des Systems. Wir führen wiederum
zehn Simulationen, jeweils mit unterschiedlichen Anfangszuständen beginnend,
durch und bestimmen daraus mittlere pKa-Werte für die einzelnen Gruppen. Ei-
nige dieser Werte haben wir in Tabelle 5.18 zusammengefaßt. Auch bei den Ergeb-
nissen dieser Rechnungen haben wir untersucht, welche KP-Zustände mit mehr
als 5 ·10−4% besetzt werden und Korrelationen zwischen den pH-abhängigen Be-
setzungen betrachtet. Da wir dabei bezogen auf die Verteilung der K-Zustände im
Vergleich zum S0-Zustand des HBI keine neuen Erkenntnisse gewinnen konnten,
werden wir uns im folgenden auf die Darstellung der veränderten Protonierungs-
gleichgewichte beschränken.

voll rsa
pK∗a(E222|HET) 9.80± 0.08 9.76± 0.05
pK∗a(E222|HETh) 3.17± 0.05 3.20± 0.10
pK∗a(HET|E222) 10.45± 0.06 10.47± 0.05
pK∗a(HET|E222h) 3.83± 0.06 3.92± 0.07

Tabelle 5.19: Die mit der ProTikKS-Methode berechneten mikroskopischen pKa-
Werte von E222 und HET für das wtGFP mit dem HBI im S1-Zustand. Die ange-
gebenen Werte sind Mittelwerte aus zehn Simulationen mit der zugehörigen Standard-
abweichung. Es wurden Rechnungen am gesamten großen Satz (voll) und im Rahmen
der reduced-site-approximation (rsa) durchgeführt (vgl. Tabelle 5.5).

Die Residuen R96, Y92 und Y145 sind, ebenso wie im Grundzustand, im gesam-
ten untersuchten Bereich ( pH = [-10,15]) protoniert. Auch die Histidine verhalten
sich ähnlich und deprotonieren beide nur einfach. Dabei hat sich im Vergleich zum
S0-Zustand des Fluorophors der pKa von H148 um eine halbe Einheit zu niedri-
geren Werten hin verschoben. Dies läßt sich auf die veränderten elektrostatischen
Wechselwirkungen mit dem HBI zurückführen, ebenso wie die Verschiebung des
pKa-Wertes für die Dissoziation des H181.

Anhand der, in Abschnitt 5.2 beschriebenen, quantenchemischen Rechnungen
können wir erkennen, daß es bei elektronischer Anregung zu einer korrelierten
Verschiebung der Protonenaffinitäten an den beiden protonierbaren Gruppen des
HBI kommt (vgl. Tabellen 5.2 und 5.3). Im elektronisch angeregten Zustand rea-
giert der Tyrosinring Y66 saurer als im Grundzustand, während der Imidazolring
HET basischer wird. Durch diese Verschiebung des Tautomeriegleichgewichtes
tritt im S1-Zustand das protonierte Y66 im Protein im untersuchten pH-Bereich
nicht mehr auf. Stattdessen protoniert der N2 Stickstoff am HET.

Die in Abbildung 5.21 gezeigten Titrationskurven von HET und E222 lassen wie-
der ein Plateau erkennen. Wie im elektronischen Grundzustand des HBI teilt sich
dieser auch im angeregten Zustand ein Proton mit E222 innerhalb eines Bereiches
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Abbildung 5.21: Besetzungswahr-
scheinlichkeiten der deprotonierten
Zustände von E222 und HET im wtGFP
mit angeregtem HBI. Wir haben nur die,
mit den Werten für den großen Satz, aus
Tabelle 5.19 und Gl. 5.27, berechneten
Kurven eingetragen.

von pH ≈ 3.5 . . . 9.5, wobei der protonierte Chromophor dann in der zwitterioni-
schen Form vorliegt. Bisher existieren allerdings keine experimentellen Evidenzen
für das Vorhandensein dieses Protonierungszustandes im Protein. Daraus müssen
wir aber nicht folgern, daß unser Modell oder die Methode fehlerhaft sind. Schließ-
lich beschreiben wir mit unseren Simulationen Systeme im thermodynamischen
Gleichgewicht. Die Ergebnisse für den angeregten Zustand können, wie bereits
früher erwähnt, überhaupt nur dann sinnvoll interpretiert werden, wenn dieser
Zustand lange genug lebt, um ein Gleichgewicht zu erreichen. Aber selbst wenn
das der Fall ist, haben wir den Aspekt der Kinetik gänzlich vernachlässigt. Die
abgebildeten Titrationskurven machen Aussagen über Gleichgewichtsverteilun-
gen der Protonen, ohne darauf Rücksicht zu nehmen, auf welchen Wegen und
mit welchen Raten das System von einem Zustand in den anderen gelangt.

Überlegungen zum Protonentransfer

Dennoch wollen wir versuchen, mit Hilfe unserer Ergebnisse mögliche Akzepto-
ren für das Proton zu identifizieren, welches von Y66 im elektronisch angeregten
Zustand abgegeben wird. Die oben gezeigten Titrationskurven beschreiben das
makroskopische Verhalten des Systems. In ihnen sind die Effekte aller mikrosko-
pischen pKa’s des Systems subsummiert.

Die Wechselwirkungen, welche die bedingten mikroskopischen pKa-Werte kon-
trollieren, sind aber dennoch vorhanden. Damit existiert beispielsweise auch ei-
ne Gleichgewichtskonstante pKa(H148|HBI ∧ E222) für die Dissoziationsreaktion
des H148, wenn HBI und E222 deprotoniert sind. Aber diese wird in den ma-
kroskopischen Werten sozusagen

”
verschluckt“, weil E222 und Y66 bereits beide

protoniert sind, bevor der pH-Wert in die Nähe dieses pKa’s kommt. Folglich
kann H148 nur noch mit pKa(H148|E222h ∧ Y66h) protonieren, der dann als ma-
kroskopischer Wert zu Tage tritt. Dabei nimmt die Zahl der Protonen im Protein
mit abnehmendem pH zu. Wenn aber bei konstantem pH-Wert der Chromophor
angeregt wird und Y66 deprotoniert, müssen wir davon ausgehen, daß diese Zahl
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konstant bleibt11 und damit die mikroskopischen pKa-Werte wichtig werden.

Betrachten wir ein Experiment bei pH = 8. Aus der makroskopischen Titrations-
kurve (Abbildung 5.16) entnehmen wir, daß bei 60% der GFP Moleküle in der
Lösung Y66 und bei 40% das E222 protoniert ist. Die pKa-Werten aus Tabel-
le 5.18 rechtfertigen die Annahme, daß bei allen Proteinen R96, Y92 und Y145
protoniert und H148 sowie H181 jeweils einfach protoniert sind. Strahlen wir mit
Licht der Wellenlänge 397 nm in die Lösung ein, regen wir den Fluorophor ei-
nes GFPs an, bei dem Y66 protoniert ist. Diese Gruppe möchte nun das Proton
abgeben, aber wohin?

In unserem mikroskopischen Modell stehen H148, H181, E222, Y66 und HET
als mögliche Akzeptoren zur Auswahl. In dieser Reihenfolge haben wir auch die
P-Zustände des Systems in Abbildung 5.22 notiert. Hier ist die Situation für den
Protonentransfer als Baum dargestellt. Die eingetragenen mikroskopischen pKa-
Werte sind daneben definiert. Da keine weiteren Protonen eindringen können,
haben wir es hier nur mit ein-Teilchen-Zuständen zu tun.

In diesem Baum sind die Konzentrationen der einzelnen Protonierungszustände
auf den deprotonierten Grundzustand bezogen. Wir geben also jeweils den mi-
kroskopischen pKa einer Gruppe unter der Bedingung an, daß die übrigen de-
protoniert sind. Analog zu den Gleichungen 3.41 und 3.42, mit denen aus den
Gleichgewichtskonstanten die Konzentrationen aller P-Zustände berechnet wer-
den können, bestimmen wir daraus die Wahrscheinlichkeiten, das Proton an einer
bestimmten Gruppe zu finden:

P(si) =
10pKi∑5
j=1 10pKj

für i = 1 . . . 5. (5.31)

Die in dieser Gleichung auftretenden pKa-Werte haben wir, wie in Abschnitt 3.2.4
erläutert, aus den Ergebnissen unsere Rechnungen bestimmt und in Tabelle 5.20
eingetragen. Die aus diesen Werten resultierenden Wahrscheinlichkeiten, das Pro-
ton an einer der Gruppen zu finden, sind dort ebenfalls zusammengefaßt. Befände
sich das System im thermischen Gleichgewicht, würden wir bei mehr als 83% der
Proteine das Proton, im elektronisch angeregten Zustand des Chromophors, an
HET finden und nur in etwa 17% aller Fälle an E222. Im Vergleich dazu wäre eine
Protonierung der anderen Gruppen sehr unwahrscheinlich. Wie im elektronischen
Grundzustand befindet sich das Proton mit größter Wahrscheinlichkeit am E222
oder am Chromophor.

Diese Diskussion liefert die freien Energien der verschiedenen Akzeptorzustände.
Nach der Anregung des Chromophors sind alle anderen Residuen als Akzeptor

11Nach Dempsey [215] läuft der Austausch von Protonen zwischen einem Protein und seiner
Umgebung auf einer µs Zeitskala ab. Der Protonentransfer im angeregten Zustand läuft im
GFP innerhalb von 3ps ab [187].
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Abbildung 5.22: Baum für Protonentransferreaktionen in einem System mit einem
Proton. Die Ziffern geben, von links nach rechts, den P-Zustand der Gruppen H148,
H181, E222, Y66, HET an. Die eingetragenen mikroskopischen pKa-Werte sind auf
der rechten Seite definiert. Alle Reaktionen sind auf den deprotonierten Grundzustand
bezogen.

S1 S0
pK∗a P(Xh) pKa P(Xh)

H148 3.48± 0.04 (7.72± 1.05) · 10−8 4.98± 0.07 (2.91± 0.54) · 10−7

H181 0.76± 0.06 (1.47± 0.25) · 10−10 0.94± 0.05 (2.65± 0.39) · 10−11

E222 9.83± 0.07 (1.73± 0.28) · 10−1 11.24± 0.05 (5.29± 0.45) · 10−1

Y66 −3.27± 0.05 (1.37± 0.21) · 10−14 11.19± 0.06 (4.71± 0.45) · 10−1

HET 10.51± 0.05 (8.27± 0.28) · 10−1 3.23± 0.05 (5.17± 0.75) · 10−9

Tabelle 5.20: Berechnete mikroskopische pKa-Werte für die in Abbildung 5.22 defi-
nierten Reaktionen. Die pKa-Werte sind Mittelwerte aus zehn Simulationen und mit
der zugehörigen Standardabweichung angegeben. Aus diesen Werten wurden die Proto-
nierungswahrscheinlichkeiten P(Xh) der einzelnen Gruppen, im wtGFP mit dem HBI
im angeregten Zustand (S1) bzw. im Grundzustand (S0), berechnet (Gl. 5.31).

günstiger als das Y66. Auch wenn die treibenden Kräfte für die Protonierung von
HET oder E222 sehr günstig sind, können die Barrieren, die das Proton auf seinem
Weg dorthin überwinden muß, so hoch sein, daß die Übergangswahrscheinlichkeit
sehr klein wird. Immerhin beträgt der Abstand zwischen dem Sauerstoff von Y66
und dem N2 am Heterozyklus 6.7 Å und der zum nächsten Sauerstoff am E222
immer noch 5 Å. Diese Distanzen sind zu groß, als daß der Protonentransfer
direkt stattfinden könnte [183]. Der Abstand zum NE2-Stickstoff am H148 beträgt
hingegen nur 3.3 Å und das Proton am Y66 kann eine Wasserstoffbrücke zu diesem
Stickstoff ausbilden [174]. Diese Nähe könnte die Kinetik des Protontransfers vom
Y66 zum H148 derart begünstigen, daß dieses Histidin durchaus als Akzeptor für
das Proton in Frage kommt, wie es z. B. von Lossau et al. [187] diskutiert wird.



Kapitel 6

Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit haben wir die ProTikKS-Methode zur Beschreibung
der Ionisierungsgleichgewichte in Proteinen entwickelt, in ein numerisches Ver-
fahren umgesetzt und evaluiert. Dabei haben wir besonders die Wechselwirkun-
gen zwischen den Ladungs- und Konformationszuständen der einzelnen Residuen
im Protein betrachtet. Ändert sich der Protonierungszustand einer Gruppe im
Protein, können sich andere Seitenketten umorientieren und dadurch den neuen
Ladungszustand stabilisieren. In unserem Proteinmodell haben wir die Reori-
entierbarkeit von geladenen und polaren Seitengruppen explizit berücksichtigt.
Dadurch wurde die ortsabhängige Dipolrelaxation im atomaren Detail beschrie-
ben und wir konnten die dielektrische Antwort des Proteins auf Änderungen des
Protonierungszustandes durch eine niedrige, ortsunabhängige Dielektrizitätskon-
stante modellieren.

Die theoretischen Grundlagen unserer Methode haben wir, ausgehend vom Git-
tergasmodell, entwickelt. Wir haben zunächst die statistische Mechanik eines Ti-
trationsexperimentes an einzelnen Molekülen in verdünnter Lösung beschrieben
(vgl. Abschnitt 3.1.2). Anschließend haben wir diese Theorie auf die Protonie-
rungsreaktion einer Gruppe innerhalb eines Proteins mit mehreren wechselwir-
kenden titrierbaren Residuen erweitert. Dabei haben wir für die Residuen sowohl
unterschiedliche Protonierungs- als auch Konformationszustände zugelassen. Das
Ionisierungsgleichgewicht im Protein haben wir auf Modell-pKa-Werte zurück-
geführt, die die Dissoziationsgleichgewichte der isolierten Gruppen im Lösungs-
mittel charakterisieren (vgl. Abschnitt 3.2).

Da das gesamte Modell im Rahmen der statistischen Mechanik formuliert ist,
konnten wir theoretisch den Bezug zwischen dem Modell-pKa und dem experi-
mentellen Wert herstellen. Dabei haben wir gesehen, daß es nicht ausreichend
ist, den gemessenen Wert nur um die Energieänderungen zu korrigieren, die mit
der Umgebungsänderung einhergehen. Zusätzlich müssen auch noch entropische
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Beiträge berücksichtigt werden, wie sie beispielsweise durch Symmetrien von dis-
soziierenden Molekülen zustandekommen.

Ein weiterer entropischer Beitrag entsteht durch Freiheitsgrade, deren zugängli-
cher Konformationsraum vom Protonierungszustand einer Gruppe abhängt. Sol-
che Freiheitsgrade, die wir bei biologisch funktionellen Gruppen gefunden ha-
ben, müssen entweder explizit oder durch einen Korrekturterm am Modell-pKa

implizit im Modell beschrieben werden. Am Fluorophor des GFP konnten wir
einen solchen Freiheitsgrad identifizieren (vgl. Abschnitt 3.2.7). Um eine einfa-
che Abschätzung des Entropiebeitrages dieses Freiheitsgrades zur Dissoziations-
reaktion im Protein zu erhalten, haben wir den Transfer des Fluorophors vom
Lösungsmittel ins Protein als Übergang vom freien Rotor zum harmonischen Os-
zillator modelliert. Durch diese einfache Abschätzung konnten wir zeigen, daß der
pKa-Wert dieses Moleküls im Protein, allein aufgrund des zugehörigen entropi-
schen Beitrages, um etwa 1.2 pK-Einheiten niedriger liegt als im Lösungsmittel.
Später konnten wir diesen Wert durch quantenchemische Rechnungen bestätigen
(vide infra!). Auf diese Weise wurde erstmals ein Beitrag zum Ionisierungsgleich-
gewicht im Protein analysiert und quantifiziert, der durch das selektive Einfrieren
von Freiheitsgraden entsteht.

Mit der ProTikKS-Methode wollen wir speziell die Konformationsflexibilitäten
von Proteinen berücksichtigen. Deshalb haben wir bei der Ableitung der großka-
nonischen Zustandssumme unseres Proteinmodells in Abschnitt 3.2 den Beitrag
des chemischen Potentials klar von dem der Konformationsenergien getrennt. Da-
durch sind wir zu einer Darstellung gelangt, die es uns ermöglicht, pH-abhängige
Größen aus den Ergebnissen eines einmaligen Abtastens des Konfigurationsrau-
mes zu bestimmen. Dabei kann jedes geeignete Verfahren angewendet werden, um
die Zustandssumme über den Konformationsraum des Proteins zu ermitteln. Die
Zustandssumme kann z. B. bei Systemen mit wenigen Zuständen exakt berechnet
und bei solchen mit vielen Zuständen genähert werden.

Die Anwendung der ProTikKS-Methode auf ein reales System erfordert ihre Um-
setzung in ein numerisches Verfahren. Um diese zu verwirklichen, muß zunächst
ein Satz möglicher Seitenkettenkonformationen erzeugt werden. Wir sind davon
ausgegangen, diese Konformationen aus unterschiedlichen Röntgenstrukturen des
Proteins zu gewinnen. Protonen, die zu polaren oder deprotonierbaren Gruppen
in dem Protein gehören, werden durch ein eigens entwickeltes Verfahren (vgl. Ab-
schnitt 4.3.2) in die Modellstruktur eingeführt. Dabei versuchen wir den Protonen
einen möglichst großen Konformationsraum zugänglich zu machen und erzeugen
gezielt Konfigurationen, in denen starke Wasserstoffbrückenbindungen etabliert
werden können.

Für die ermittelten Konformations- und Protonierungszustände des Prote-
inmodells müssen die Konformationsenergien berechnet werden. Diese wer-
den basierend auf molekularen Kraftfeldern aus den Bindungs-, van-der-
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Waals- und Ladungsparametern bestimmt (vgl. Kapitel 4). Die elektrostatischen
Solvatisierungs- und Wechselwirkungsenergien werden aus numerischen Lösungen
der Poisson-Boltzmann-Gleichung ermittelt (vgl. Abschnitt 4.2).

Für Systeme mit einer kleinen Anzahl unterschiedlicher Zustände kann aus den
zugehörigen Konfigurationsenergien die Zustandssumme exakt berechnet werden.
Für größere Systeme, in denen das nicht mehr möglich ist, haben wir eine Me-
thode für die genäherte Berechnung der Zustandssumme vorgeschlagen. Unter
Verwendung eines Metropolis-Monte-Carlo-Algorithmus und der Methode des
simulated-annealing tasten wir dabei den Konformationsraum für feste Protonen-
zahlen ab, und suchen die niederenergetischsten Zustände (vgl. Abschnitt 4.3.4).
Mit diesen berechnen wir einen Näherungswert der Zustandssumme für das Sy-
stem, die wir als Grundlage für die Rechnungen mit der ProTikKS-Methode ver-
wenden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit (ab Kapitel 5) haben wir die zuvor entwickelte Me-
thode auf das GFP angewendet. Hier haben wir die Protonierungszustände und
Dipolorientierungen von Residuen innerhalb einer relevanten Umgebung um den
Fluorophor untersucht. Die Konformationen für die Seitengruppen in unserem
GFP-Modell haben wir Röntgenstrukturen entnommen, die unter unterschiedli-
chen experimentellen Bedingungen aufgeklärt worden waren (vgl. Abschnitt 5.3).
Nachdem wir die fehlenden Protonen modelliert und uns auf einen 10Å Bereich
um den Chromophor beschränkt haben, erhielten wir einen großen Satz von Sei-
tenkettenkonformationen die zu 1035 möglichen Konformations- und Protonie-
rungszuständen kombiniert werden können.

Da für dieses Protein nicht alle notwendigen Partialladungen zur Berechnung der
Konformationsenergien in den verwendeten Parametersätzen vorhanden sind, ha-
ben wir die fehlenden mit semiempirischen Standardverfahren der Quantenchemie
zusätzlich parametrisiert (vgl. Abschnitt 5.4.3). Eine besondere Herausforderung
stellte dabei der Fluorophor dar. Dieser besteht aus einem Phenol und einem
Imidazolring und besitzt daher zwei protonierbare Gruppen, deren Dissoziations-
gleichgewichte durch vier mikroskopische pKa-Werte beschrieben werden (vgl.
Abschnitt 5.1.2).

Diese mikroskopischen Werte sind experimentell nicht bekannt. Wir benötigen
aber, wie weiter oben erläutert, die pKa-Werte eines Modellmoleküls im Lösungs-
mittel, um die Werte im Protein berechnen zu können. Die Lösungsmittel-pKa-
Werte für den Fluorophor im elektronischen Grundzustand (Abschnitt 5.2.2) und
im angeregten Zustand (Abschnitt 5.2.3) haben wir deshalb mit Hilfe quanten-
chemischer Rechnungen ermittelt.

Die Torsionsbarrieren um die Bindungen, welche die beiden zyklischen Gruppen
des Fluorophors verbinden, sind im protonierten Zustand sehr viel geringer als
im deprotonierten. Daraus resultiert ein entropischer Beitrag des zugehörigen
Freiheitsgrades zu den mikroskopischen pKa-Werten, der bei den Rechnungen
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berücksichtigt werden muß. Deshalb haben wir nicht nur die pKa-Werte für den
rigiden Fluorophor berechnet, sondern zusätzlich das Konfigurationsintegral für
diesen Freiheitsgrad ausgewertet und die entropische Korrektur ermittelt. Die Be-
stimmung makroskopischer pKa-Werte für den Chromophor lieferte gute Überein-
stimmung mit experimentellen Daten für den elektronischen Grundzustand. Diese
Rechnungen haben gezeigt, daß die elektronische Anregung des Chromophors ei-
ne synchrone Verschiebung des Ionisierungsgleichgewichtes zwischen den beiden
Gruppen induziert. Im angeregten Zustand wird die phenolische Hydroxylgrup-
pe im Vergleich zum Grundzustand saurer, während der Imidazolring basischer
wird.

An dem so parametrisierten Proteinmodell haben wir zunächst den Einfluß ver-
schiedener Parameter auf die Ergebnisse von Proteinelektrostatik-Rechnungen
untersucht und die ProTikKS-Methode getestet. Um Artefakte auszuschließen,
die durch die Näherung der Zustandssumme entstehen, haben wir in Abschnitt 5.5
ein kleines Testsystem (mit etwa 2 ·105 Zuständen) präpariert. An diesem kleinen
Satz, dessen Zustandssumme wir exakt rechnen konnten, haben wir den Einfluß
verschiedener Ladungsmodelle auf die Ergebnisse von Elektrostatikrechnungen
untersucht. Wir haben dazu, in Abschnitt 5.5.1 Rechnungen mit CHARMm- und
mit Parse-Parametern verglichen und festgestellt, daß die Parametrisierung einen
erheblichen Einfluß auf die Resultate hat. Auch wenn die, mit den beiden Para-
metersätzen berechneten, mikroskopischen pKa-Werte für das kleine System nahe
beieinander lagen, konnten wir sehen, daß strukturelle Eigenschaften des Proteins
unterschiedlich gut repräsentiert wurden. Diese Unterschiede konnten vor allem
durch die differierenden elektrostatischen Wechselwirkungsenergien zwischen po-
laren Gruppen, die in Wasserstoffbrücken-Geometrien vorlagen, erklärt werden.
Wir haben daraus geschlossen, daß in solchen Strukturen wichtige Polarisationsef-
fekte verschieden in die Parametrisierung der beiden Ladungsmodelle eingegangen
sind.

Neben dem Einfluß der Ladungsparameter haben wir auch den Einfluß der zur
Verfügung gestellten Strukturen auf die Ergebnisse untersucht. Dazu haben wir
im Abschnitt 5.5.2 den Konfigurationsraum einiger Residuen im kleinen Satz un-
terschiedlich eingeschränkt und die Ergebnisse verglichen. Für verschiedene Kon-
figurationsräume variierten dabei die berechneten mikroskopischen pKa-Werte
um bis zu drei pK-Einheiten. Diese Veränderungen konnten wir in einem mikro-
skopischen Bild erklären und haben dabei gesehen, daß gleichzeitige, korrelierte
Umlagerungungen mehrerer Gruppen eine wesentliche Rolle bei der Stabilisierung
von Protonierungszuständen spielen.

Bei dem großen Satz war es nicht mehr möglich, die Zustandssumme exakt zu
berechnen. Daher ging es uns in Abschnitt 5.6 zunächst darum, das vorher vor-
gestellte numerische Verfahren zum Nähern der Zustandssummen zu testen. Da-
zu haben wir die Ergebnisse einer bekannten Monte-Carlo-Methode (vgl. Ab-
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schnitt 5.6.1) mit den Ergebnissen unserer numerischen Rechnungen verglichen.
Während wir den kleinen Satz sehr gut mit unserer Methode beschreiben konn-
ten und schnell die exakten Ergebnisse erhielten, war das beim großen Satz nicht
der Fall. In diesem System liegen die energetisch niedrigen Zustände sehr dicht
und die Zustandssummen können deshalb nicht gut genähert werden. Allerdings
haben wir festgestellt, daß bei unserer Methode, ebenso wie bei einer normalen
Monte-Carlo-Methode, ein charakteristischer Unterraum des Systems durchlaufen
wird und wir deshalb thermodynamische Mittelwerte bestimmen können. Dabei
bleibt im Vergleich zur Monte-Carlo-Methode immer noch der Vorteil, daß wir den
Konfigurationsraum nicht für verschiedene pH-Werte abtasten müssen. Außerdem
können wir, aus den gefundenen niederenergetischen Zuständen, nachträglich die
Werte von Observablen ausrechnen, die wir beim Programmlauf nicht berechnet
haben.

Nachdem wir so Vertrauen in unsere Methode gewonnen haben, sind wir daran
gegangen, die Ergebnisse für das GFP auszuwerten. Zunächst konnten wir dabei
festellen, daß von all den zur Verfügung gestellten Zuständen der einzelnen Re-
siduen nur ein kleiner Teil tatsächlich (mit mehr als 5 · 10−4%) besetzt wurde.
Allerdings hat eine Rechnung, bei der wir nur diese Konfigurationen zugelassen
haben, Abweichungen von bis zu einer pK-Einheit im Vergleich zu den Rech-
nungen mit dem kompletten Satz geliefert (vgl. Abschnitt 21). Die Ergebnisse
reagieren also durchaus sensibel auf den angebotenen Konfigurationsraum.

Die in Abschnitt 5.6 durchgeführten Berechnungen für das GFP im elektronischen
Grundzustand des Chromophors haben ein ausgeprägtes Plateau in dessen Ti-
trationskurve gezeigt. Dieses Verhalten, das wir bereits aufgrund experimenteller
Daten erwartet haben (vgl. Abschnitt 5.1.3), weist auf ein anormales Titrations-
verhalten des Chromophors hin. In Abschnitt 3.3 haben wir allgemein das Zu-
standekommen solcher Titrationskurven ausführlich diskutiert. Wir haben dort
gezeigt, daß diese Kurve durch drei mikroskopische, bedingte pKa-Werte zweier
wechselwirkender titrierbarer Gruppen charakterisiert wird. Die Lage des Plate-
aus wird durch die beiden mikroskopischen pKa-Werte der Gruppen bestimmt,
die die Deprotonierung unter der Bedingung eines deprotonierten Wechselwir-
kungspartners beschreiben. Damit das Plateau in der Kurve erkennbar wird,
ist es notwendig, daß die Differenz dieser beiden Werte weniger als etwa zwei
pK-Einheiten beträgt. Diese experimentell nicht einfach zugänglichen Werte ha-
ben wir in unserem Computerexperiment für verschiedene titrierbare Gruppen
im GFP bestimmt und konnten zeigen, daß die Glutaminsäure 222 als Wechsel-
wirkungspartner für das anormale Titrationsverhalten des Chromophors verant-
wortlich ist. Diese Rechnungen ergaben weiterhin, daß im Grundzustand nur die
Phenolgruppe des Fluorophors protoniert und der protonierte Imidazolring nicht
auftritt.

Dem elektronisch angeregten Zustand des Fluorophors haben wir uns in Ab-
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schnitt 5.6.3 zugewandt. Auch hier haben wir mit der ProTikKS-Methode wieder
die mikroskopischen pKa-Werte verschiedener titrierbarer Gruppen berechnet.
Wir müssen dabei betonen, daß wir mit dieser Methode Zustände im thermo-
dynamischen Gleichgewicht betrachten und die Titrationskurven im angeregten
Zustand nur dann zu interpretieren sind, wenn dieser Zustand lange genug lebt,
um das Gleichgewicht zu erreichen. Zusätzlich wurde angenommen, daß die Pro-
tonierungsreaktion der schnellste Zerfallskanal im angeregten Zustand ist. Diese
Annahme wird durch experimentelle Untersuchungen der Photodynamik im GFP
gerechtfertigt.

Wir haben zunächst festgestellt, daß auch im Protein die Phenolgruppe stark
sauer wird und nur in deprotonierter Form vorliegt. Die Protonenaffinität des
Imidazolringes ist dagegen stark erhöht. Dennoch findet sich auch im angeregten
Zustand ein Plateau in den Titrationskurven, das auf die Wechselwirkung des
Chromophors mit der Glutaminsäure 222 zurückzuführen ist.

Der Protonentransfer im GFP findet im angeregten Zustand statt und wir können
davon ausgehen, daß die Zahl der Protonen im Protein dabei konstant bleibt
und sich die Protonierungszustände der anderen Residuen zunächst nicht ändern.
Die treibenden Kräfte für den Transfer des Protons von der Phenolgruppe des
Chromophors zu einer anderen Gruppe sind durch die Differenzen mikroskopi-
scher pKa-Werte gegeben. In Abschnitt 5.6.3 haben wir den bedingten pKa-Wert
jedes in unserem Modell möglichen Akzeptors bei festgehaltener Protonierung
aller anderen Gruppen mit der ProTikKS-Methode berechnet. Aus diesen mi-
kroskopischen pKa-Werten, die experimentell nicht zugänglich sind, folgt, daß
im elektronisch angeregten Zustand der Imidazolring des Chromophors und die
Glutaminsäure 222 die wahrscheinlichsten Akzeptoren sind.

In der vorliegenden Arbeit haben wir nur die thermodynamischen Aspekte des
Protonentransfers betrachtet. Über die Kinetik des Protonentransfers können wir
soweit noch keine Aussagen machen. Dafür ist es notwendig, Energiebarrieren und
Reorganisationsenergien entlang bestimmter Transferwege zu bestimmen. Noch
sind wir mit der ProTikKS-Methode nicht in der Lage, die dafür benötigten
Größen direkt zu berechnen. Das gibt aber unmittelbar Anlaß für zukünftige
Erweiterungen dieser Methode. Moderne Konzepte der Protonentransfer-Theorie
können mit den hier erarbeiteten Grundlagen kombiniert werden. Die Umset-
zung erfordert die Berechnung von Energiedifferenzen für instantanen Protonen-
sprung vom Donor zum Akzeptor. Aus der Verteilung dieser Energielücken lassen
sich effektive Potentiale gewinnen, die die Berechnung von Aktivierungsenergien
ermöglichen.

Um den Anwendungsbereich und die Aussagekraft unserer Methode zu erweitern,
muß die Auswahl möglicher Protonenakzeptoren in dem Proteinmodell erweitert
werden. Wir haben uns in dieser Arbeit auf diejenigen Aminosäuren beschränkt,
die standardmäßig als protonierbar angesehen werden. Dabei haben wir gesehen,
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daß deren pKa-Werte im Protein stark gegenüber den Werten im Lösungsmit-
tel verschoben sind. Ebenso kann durch die Proteinumgebung die Protonierung
oder Deprotonierung von Hydroxylgruppen (Serin oder Threonin) oder Wasser-
molekülen ermöglicht werden.

Wassermoleküle können aber nicht nur reorientieren oder Protonen binden, son-
dern ein Protein unter Umständen verlassen oder darin eindringen. Auch diese
Möglichkeit der unterschiedlichen Besetzung für Bindungsstellen von Wassermo-
lekülen muß in unserer Methode noch berücksichtigt werden. Dadurch ergeben
sich auch weitere Möglichkeiten für Wasserstoffbrückennetze.

In dieser Arbeit haben wir solche Strukturen lokal aufgebaut, indem wir für
Donoren passende Akzeptoren gesucht haben. Auch bei dem Abtasten des
Konfigurationsraumes haben wir nur einzelne Orientierungen oder Protonierun-
gen geändert. In den Ergebnissen dieser Rechnungen konnten wir sehen, daß
großräumige, korrelierte Umlagerungen stattfanden. Daher könnte es eine Be-
reicherung für unsere Methode sein, Wasserstoffbrückennetze global zu erzeugen
und den Konfigurationsraum aus diesen globalen Strukturen aufzubauen. In ei-
nem solchen Proteinmodell könnten korrelierte Phänomene effektiver analysiert
werden als bei der Verwendung lokaler Konformationsänderungen.
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Anhang A

Aminosäuren

Im folgenden sind die 20 häufigsten Aminosäuren nach Karlson [216] tabelliert.
Wir haben die Aminosäuren nicht alphabetisch aufgeführt, sondern nach we-
sentlichen elektrostatischen Eigenschaften gruppiert. Die Bezeichnungen werden
durch die Kurzform mit drei Buchstaben und den zugehörigen Einbuchstaben-
code ergänzt. Die Angaben wurden bei deprotonierbaren Gruppen durch den
Lösungsmittel-pKa vervollständigt.

Aminosäuren mit deproto-
nierbaren Seitenketten
Arginin Arg R 12.5
Asparaginsäure Asp D 3.9
Cystein Cys C 8.3
Glutaminsäure Glu E 4.3
Histidin His H 6.0
Lysin Lys K 10.5

Aminosäuren mit polaren
Seitenketten
Asparagin Asn N
Glutamin Gln Q
Methionin Met M
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y

Aminosäuren mit apolaren
Seitenketten
Alanin Ala A
Glycin Gly G
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Valin Val V
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Anhang B

Abkürzungen

Im folgenden sind die wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten Abkürzungen
und Formelzeichen aufgeführt. Neben einer kurzen Erklärung ist der Abschnitt
angegeben, in dem das Zeichen erstmals auftritt.

Abkürzungen
BR Bakteriorhodopsin 1
GFP Grün Fluoreszierendes Protein 1
HET Heterozyklus des GFP-Fluorophors 5.1.2
HBI GFP-Fluorophor 5.1.2
K-Zustand Konformationszustand eines Moleküls 1
KP-Zustand Kombinierter Konformations- und Protonierungszu-

stand eines Moleküls
1

MC Monte-Carlo 1
MD Molekulardynamik 2.4
PYP Photoaktives Gelbes Protein 2.2.2
P-Zustand Protonierungszustand eines Moleküls 1

Akronyme der Quantenchemie
AM1 Austin Model 1 5.2.2
CI Configuration interaction 5.2.1
CISD Configuration interaction single and double excitations 5.2.2
INDO Intermediate neglect of differential overlap 5.2
INDO/S Intermediate neglect of differential overlap/

spectroscopic parametrization
5.2.1

MCSCF/PT Multiconfiguration self consistent field with
perturbation theory

5.2.3

MO Molekülorbital 5.2.3
RHF Restricted Hartree-Fock 5.2.2
SCF Self consistent field 5.2
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Allgemeine obere Indizes
* Angeregter Zustand 5.1.3
+, − Ladungszustand einer Gruppe 2.1
bdg Bindungen 4.1.1
dih Dihedralwinkel 4.1.1
diss Dissoziationsreaktion 2.2.1
el Elektrostatische Beiträge 4.2
env

”
Solvatisierungseffekte“ durch die Proteinumgebung 5.4.1

exp Experimentell 2.2.1
fix Fixes Set 5.4.1
konf Konformation eines Moleküls 2.2.2
prot Proteinumgebung 2.2.1
S Entropische Beiträge 5.2.2
solv Lösungsmittelumgebung 2.2.1
vdw Van-der-Waals 4.1.3
win Bindungswinkel 4.1.1

Symbole und Bezeichnungen
[X] Konzentration der Spezies X 2.1∑
{x} Summation über alle möglichen Realisierungen des Vek-

tors x
2.2.1

〈X〉 Mittelwert einer Größe X 3.1.1
∆X Differenz in der Größe X 2.1
∆∆X Differenz einer Differenz in der Größe X 2.2.1
{X} Menge aller möglichen Realisierungen der Größe X 3.2.2
xi i-te Realisierung aus der Menge {x} aller möglichen KP-

Zustände
3.2.1

{s | M} Menge aller Protonierungszustände, dieM Teilchen ent-
halten

3.2.2

P(X) Wahrscheinlichkeit des Ereignisses X 3.2.4
P(X;Y ) Wahrscheinlichkeit des EreignissesX, die von einem wei-

teren Parameter Y abhängt
3.2.3

P(X|Y ) Wahrscheinlichkeit von X unter der Bedingung Y 3.2.4
A Helmholtzsche freie Energie 2.3
G Gibbssche freie Energie 2.1
E,E Energie 2.2.1
Eeself
i Wechselwirkungsenergie des i-ten Residuums mit der

Umgebung des Proteins
3.2.1

Ehself
i Bindungsenergie des dissoziierbaren Protons 3.2.1

Ekself
i Bindungsenergie aller Atome einer Gruppe mit Ausnah-

me des dissoziierbaren Protons
3.2.1

Ekp Energie eines KP-Zustandes 3.2.2
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Eqself
i (s, li) Energie des Freiheitsgrades i im Besetzungszustand s

und Quantenzustand li(s)
3.1.2

EWW
ij Wechselwirkungsenergie des Residuums i mit Residuum

j
3.2.1

H,H+ Wasserstoffatom, –ion 2.1
K Gleichgewichtskonstante einer Dissoziationsreaktion 2.1
K Konformationsvektor des gesamten Proteins 2.2.2
ki Konformationsvektor des Residuums i 2.2.2
Ki,j Gleichgewichtskonstante für die Reaktion P(si)→P(sj) 3.2.6
kB Boltzmannkonstante 2.1
li Quantenzahlen des i-ten Freiheitsgrades einer Gruppe 3.1.2
lij j-te Quantenzahl des i-ten Residuums 3.2.2
M Deprotoniertes Molekül 2.1
MH Protoniertes Molekül 2.1
M Zahl der Teilchen, die im System gebunden sind 3.1.1

M Zählt die Zahl der Teilchen im System (M =
∑N

i=1 si) 3.2.2
N Zahl der Plätze die Teilchen besetzen können, (z. B. pro-

tonierbare Gruppen in einem Protein oder Gitterplätze)
2.2.1

pH pH-Wert 2.1
pKa pKa-Wert 2.1
pKi pKa-Wert der Gruppe i 2.2.1
pKint

a Intrinsischer pKa-Wert einer Gruppe im Molekül 2.2.1
pKmod

a Modellwert für den pKa, der durch Korrekturen aus dem
experimentellen Wert gewonnen wird

3.2.2

q Punktladung 4.1.2
Q(s) Zahl der inneren Freiheitsgrade einer Gruppe im Zu-

stand s
3.1.2

S0 Elektronischer Grundzustand 5.2.1
S1 Elektronisch angeregter Zustand 5.2.1
s Protonierungsvektor eines Proteins 2.2.1
si Protonierungszustand der Gruppe i 2.2.1
T Temperatur 2.1
W Wechselwirkungsterm von zwei protonierbaren Gruppen 3.3
x Vektor der den KP–Zustand des Proteins beschreibt 2.4
Z Zustandssumme des Gesamtsystems 2.2.2
ZM M-Teilchen-Zustandssumme eines Systems 3.1.1
z Zustandssumme eines Untersystems 3.1.1
zkonf Konformationszustandssumme 2.2.2
β β = 1/kBT 3.1.1
ε Dielektrizitätskonstante 4.2
κ Inverse Debye-Länge 4.2
µ, µ(X) Chemisches Potential allgemein, bzw. einer Spezies X 2.1
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Ξ Großkanonische Zustandssumme 3.1.1
ρ Ladungsdichte 4.2
Φ Elektrostatisches Potential 4.2
Φcoul

Coulomb-Potential 4.2
Φdiel Polarisationspotential eines Dielektrikums 4.2
Φ Konformationszustand aller Atome, die nicht den P–

Zustand bestimmen
2.4

Φi Konformationsvektor aller Atome der Gruppe i, die
nicht den P-Zustand bestimmen

2.4

ϕ Konformationsvektor aller H-Atome, die den P–Zustand
des Proteins bestimmen

2.4

ϕi Konformationsvektor für das H-Atom, das den P-
Zustand der Gruppe i bestimmt

2.4



Anhang C

Einheiten

In der vorliegenden Arbeit haben wir Energien in zwei verschiedenen Einhei-
ten angegeben. Um die gegenseitige Lage von Titrationskurven beschreiben zu
können, bieten sich die pK-Einheiten an. Für die numerische Berechnung von
Zustandssummen sind kBT-Einheiten besonders geeignet, da der 1/kBT-Term im
Boltzmannfaktor nicht berechnet werden muß. Ein weiterer Vorzug dieser Ein-
heiten ist die Möglichkeit, Energiedifferenzen direkt mit der thermischen Energie
vergleichen zu können.

Beide Einheitensysteme sind durch die Definition

1pK-Einheit := 1kBT ln10 (C.1)

verknüpft. Die kBT-Einheiten beziehen sich in der vorliegenden Arbeit auf eine
Temperatur von T = 298 K (≈ Raumtemperatur). Daraus folgt der Zusammen-
hang mit der SI-Einheit:

1 kBT ≈ 1.4 ·10−21 J.
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sondern mir gleichzeitig die Möglichkeit gegeben hat, meine Untersuchungen an
seinem Institut durchzuführen. Seine Diskussionsbereitschaft und Anregungen,
die in diese Arbeit eingeflossen sind, haben ebenso zum Gelingen beigetragen,
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[3] G. Löffler, P. Petrides, L. Weiss und H. Harper. Physiologische Chemie:
Lehrbuch d. med. Biochemie und Pathobiochemie für Studierende der Me-
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”
Protonation effects

on the chromophore of green fluorescent protein. Quantum chemical study
of absorbtion spectrum.“ Chem. Phys. Lett., 272, 162–167 (1997). 66

[185] G. von Bünau und T. Wolff. Photochemie: Grundlagen, Methoden, Anwen-
dungen. VCH, Weinheim (1987). 66

[186] M. Chattoraj, B. A. King, G. Bublitz und S. Boxer.
”
Ultra–fast excited

state dynamics in green fluorescent protein: Multiple states and proton
transfer.“ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 8362–8367 (1996). 66, 67



154 LITERATURVERZEICHNIS

[187] H. Lossau, A. Kummer, R. Heinecke et al..
”
Time–resolved spectroscopy

of wild–type and mutant green fluorescent proteins reveals excited state
deprotonation consistent with fluorophore–protein interactions.“ Chem.
Phys., 213, 1–16 (1996). 66, 119, 120

[188] T. Creemers, A. Lock, V. S. ans T.M. Jovin und S. Völker.
”
Three pho-

toconvertible forms of green fluorescent protein identified by spectral hole–
burning.“ Nat. Struct. Biol., 6, 557–560 (1999). 66

[189] T. Creemers, A. Lock, V. Subramaniam, T. Jovin und S. Völker.
”
Photo-

physics and optical switching in green fluorescent protein mutants.“ Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 97, 2974–2978 (2000). 66

[190] S. Bokman und W. Ward.
”
Renaturation of aequorea green–fluorescent

protein.“ Biochemical and Biophysical Research Communications , 101,
1372–1380 (1981). 67, 68

[191] M. Thompson und M. Zerner.
”
A theoretical examination of the electro-

nic structure and spectroscopy of the photosynthetic reaction center from
rhodopseudomonas viridis.“ J. Am. Chem. Soc., 113, 8210–8215 (1991).
68

[192] H. Niwa, S. Inouye, T. Hirano et al..
”
Chemical nature of the light emitter

of the aequorea green fluorescent protein.“ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93,
13617–13622 (1996). 69

[193] C. Lim, D. Bashford und M. Karplus.
”
Absolute pKa calculations with

continuum dielectric methods.“ J. Phys. Chem., 95, 5610–5620 (1991). 70

[194] G. Schüürmann.
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