direkte Nachweis von Radikalen in einer Coenzym-B,,-ab-
héngigen Umlagerung eines Kohlenstoffgeriists.
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Molekiildynamikrechnungen fiir Peptide
in Dimethylsulfoxid: Eliminierung
von Vakuumeffekten **

Von Michael Kurz, Dale F. M ierke und Horst Kessler *

Moderne NMR-Techniken zur Bestimmung strukturrele-
vanter Parameter! und anschlieBende Molekiildynamik-
(MD)-Simulation!?! sind die wichtigsten Hilfsmittel bei der
Konformationsbestimmung in Losung. Bis vor kurzem wur-
den die meisten MD-Simulationen im Vakuum durchge-
fithrt. Derartige Simulationen ergeben bei vielen Peptiden
interne Wasserstoffbriicken, fiir die es keine experimentellen
Belege gibt. Ein Beispiel dafiir ist das hiufige Auftreten von
y-Schleifen in cyclischen Hexapeptiden. Normalerweise wiir-
de man hier lediglich zwei f-Schleifen erwarten. Die zusitz-
lichen y-Schleifen bilden sich entlang der ,,Léngsseite* des
Peptids und fiihren zu einem starken Abknicken des gesam-
ten Molekiils. Bei Rontgenstrukturanalysen wurde dies je-
doch nie festgestellt™®. Wir zeigen am Beispiel der C,-sym-
metrischen Modellverbindung cyclo-(-D-Alal-Ala?-Ala*-p-
Ala*-Ala’-Ala%-), daB es sich bei diesen y-Schleifen um reine
Vakuumeffekte handelt, die man durch eine MD-Simulation
unter Beriicksichtigung des Losungsmittels leicht eliminieren
kann.

Fiir alle MD-Simulationen wurde das GROMOS-Pro-
grammpaket verwendet!*). Die Parameter fiir Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) wurden aus einer Rontgenstrukturanaly-
se’> und einer mikrowellenspektroskopischen Studie!®

[*] Prof. Dr. H. Kessler, Dipl.-Chem. M. Kurz, Dr. D. F. Mierke
Organisch-chemisches Institut der Technischen Universitit Miinchen
Lichtenbergstralle 4, W-8046 Garching

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem
Fonds der Chemischen Industrie gefdrdert.
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libernommen. Die Details sind in Lit. ! beschrieben. Mit
diesen Parametern ergeben sich bei den MD-Simulationen
Wasserstoffbriicken zwischen DMSO und Peptid, die mit
den Daten der Rontgenstrukturanalyse eines cyclischen Pep-
tids von Karle et al.[®! gut iibereinstimmen.

Fir das Modellpeptid cyclo-(-p-Alat-Ala-Ala3-p-Ala*-
Ala’-Ala®-) wurde zunichst eine Restrained-MD-Simula-
tion iiber 100 ps im Vakuum durchgefiihrt. Dabei wurden 30
Abstinde, die aus einem 500 MHz-ROESY-NMR-Spek-
trum (150 ms Mischzeit) erhalten wurden, verwendet. Fir
die Analyse der MD-Resultate wurden nur die letzten 60 ps
herangezogen. Wie zu erwarten war, ergab sich eine C,-sym-
metrische Konformation mit zwei SII'-Schleifen, wobei die
D-Aminosduren jeweils die Position i+1 einnahmen
(Abb. 1a). Zusitzlich waren auch zwei y-Schleifen mit Was-
serstoffbriicken zwischen p-Ala’-NH und Ala’-O sowie
D-Ala*-NH und Ala*>-O populiert, die zu dem erwihnten
Abknicken flihren (Tabelle 1).
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Abb. 1. Struktur von cyclo-(-p-Ala'-Ala%-Ala’-p-Ala*-Ala%-Ala®) nach
100 ps MD-Simulation a) im Vakuum, b) in DMSO.

Tabelle 1. Intramolekuiare Wasserstoffbriicken wihrend der MD-Simulatio-
nen im Vakuum und in DMSO[a].

H-Briicke Schieife  Distanz{b] Winkel Population

zwischen und [pm] ] [%]
Vakuum

Ala3-NH Ala8-0O pII 303 153 97
Ala®-NH Ala*-0 s 303 153 97
p-Ala’-NH Ala’-0 v 335 135 58
D-Ala*-NH Ala?-0 b 335 135 54

DMSO

Ala3-NH Alab-0 BIT 291 165 91
Ala®-NH Ala®-0 pII 297 160 90

{a] Die Kriterien fiir das Vorliegen einer Wasserstoffbriicke sind ein Donor-Ac-
ceptor-Abstand < 350 pm und ein Winkel N-H-O > 120°. [b] Abstand N-O.

Mit der so erhaltenen Struktur wurde nun eine Restrain-
ed-MD-Simulation in DMSO durchgefiihrt. Dazu wurde
das Molekiil in die Mitte eines Losungsmittelkifigs, beste-
hend aus 116 DMSO-Molekiilen, gesetzt. Dies entspricht
einer Konzentration von 100 mmolL ™!, die den experimen-
tellen MeBbedingungen (ca. 50 mmolL ~?) sehr dhnlich ist.
Wie im Vakuum erfolgte die MD-Simulation unter Verwen-
dung des SHAKE-Algorithmus mit einer Schrittweite von
2 fs. Zunéchst rechnete man 10 ps bei 300 K mit einer Kraft-
konstante fiir die ,,restraints* von 2500 kJmol~ !nm~2 und
einer starken Kopplung ans Wirmebad (die Temperaturrela-
xationszeit betrug 0.01 ps). AnschlieBend wurde bei dersel-
ben Kraftkonstante und einer schwachen Anbindung an das
Wirmebad (Temperaturrelaxationszeit 0.1 ps) 40 ps weiter
simuliert. Fiir die Analyse schlieBlich wurden die Kraftkon-
stante auf 1000 kJ mol ™! nm ™2 herabgesetzt und nochmals
50 ps gerechnet.
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Wahrend der Simulation in DMSO kam es zum Aufbre-
chen der beiden y-Schleifen (siehe Tabelle 1) und zu einer
weitgehenden Abflachung des Molekiils (Abb.1b und
Abb. 2). Die intermolekularen Wasserstoffbriicken, die wih-
rend der MD-Simulation zwischen Peptid und Lésungsmit-
tel auftraten, sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Abb. 2. Stereobild der Gbereinander projizierten Strukturen des Cyclohexa-
peptids im Vakuum und in DMSO. Die beiden Strukturen sind so itbereinander
gezeichnet, dal} die Aminosduren 1 und 2 zur Deckung kommen.

Tabelle 2. Intermolekulare Wasserstoffbriicken zwischen Peptid und DMSO
(Solv) wihrend der MD-Simulation in DMSO/{a].

H-Briicke Distanz Winkel Population
zwischen und [pm] 1 [%]
p-Ala’-NH Solv33-0 288 152 72
D-Ala*-NH Solv3-0 282 169 86
Ala?-NH Solv?¢-0 281 168 85
Ala’-NH Solv#%-0 284 169 86

turen sowie mit verschiedenen Kraftkonstanten fiir die re-
straints zu rechnen. MD-Simulationen im Vakuum ohne
Verwendung von restraints liefern nach unseren Erfahrun-
gen Strukturen, die mit den experimentellen Befunden nicht
iibereinstimmen. Bei Peptiden ist es zusdtzlich sinnvoll, Va-
kuumeffekte durch Reduktion der Ladung fiir Amidpro-
tonen, die zum Solvens orientiert sind (Information aus den
Temperaturgradienten der Amidprotonen), und durch Fixie-
rung der Seitenketten in dominierenden Rotamerenpopula-
tionen (Information aus homo- und heteronuclearen Kopp-
lungskonstanten) zu verringern!®!.

2. Mit der so erhaltenen Struktur wird eine Restrained-
MD-Simulation im Lésungsmittel durchgefiihrt. Das Sol-
vens sollte nicht nur durch ein hypothetisches Dielektrikum
wiedergegeben werden, sondern explizit in die Dynamik ein-
bezogen werden.

3. Zusidtzlich kann noch eine MD-Simulation im Lo-
sungsmittel ohne restraints angeschlossen werden. Dabei
zeigt sich, ob die Struktur stabil ist oder sich von der durch
experimentelle restraints vorgegebenen Konformation ent-
fernt.

Bei all diesen Rechnungen mufl man sich immer wieder
vor Augen fithren, daB statische Bilder wie in Abbildung 1
nur einen begrenzten Aussagewert haben, da sie durch Mit-
telung iiber eine sich zeitlich dndernde Konformation (Tra-
jektorie) entstehen. Im hier besprochenen Fall sind die beob-
achteten Vakuumeffekte iiber die gesamte Trajektorie
signifikant. MD-Simulationen fiir kleinere und polare Mole-
kiile sollten daher immer im Losungsmittel durchgefiihrt
werden.

Eingegangen am 5. September 1991 [Z 4899]

{a] Die Kiriterien fiir das Vorliegen einer Wasserstoffbriicke sind ein Donor-
Acceptor-Abstand <350 pm und ein Winkel N-H-O > 120°,

Die MD-Simulation im Losungsmitte] wurde ohne re-
straints iiber weitere 50 ps fortgesetzt. Dabei dnderte sich die
Konformation nicht mehr, so daB sie als stabil angesechen
werden kann. AbschlieBend wurde zur Absicherung die
Struktur in DMSO nochmals einer Restrained-MD-Simula-
tion im Vakuum unterzogen, wobei die y-Schleifen wiederum
auftraten.

Sowohl die Struktur im Vakuum als auch die in DMSO
stimmen mit den Abstidnden aus dem ROESY-Spektrum gut
iiberein. Die Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen
deuten aber nur auf zwei intramolekulare Wasserstoffbriik-
ken hin (Ala’-NH/Ala®-NH: A§/AT = —13x10"° K1,
D-Ala!-NH/p-Ala*-NH: AS/AT = —-8.7x10"°K~!, Ala>
NH/Ala®-NH: A§/AT = —8.0 x 1072 K~ !). Demnach sind
die Amidprotonen der beiden D-Aminosiuren, die in der
Struktur im Vakuum an einer y-Schleife beteiligt sind, zum
Losungsmittel hin orientiert, was in der Struktur in DMSO
wesentlich besser wiedergegeben wird.

Denselben Effekt stellten wir auch bei zahlreichen anderen
cyclischen Hexapeptiden fest. Die Unterschiede zwischen
den Strukturen im Vakuum und in DMSO sind dabei um so
grofler, je kleiner die Seitenketten der Aminosduren in der
Position i sind. Offensichtlich kénnen gréBere Reste die La-
dungen der polaren Gruppen besser abschirmen.

Nach unseren Erfahrungen ist es vorteilhaft, folgendes
generelles Vorgehen bei der Bestimmung der bevorzugten
Konformation in Lésung zu wéhlen:

1. Man fiihrt eine Restrained-MD-Simulation im Vaku-
um als erste Ndherung durch. Um einen gréBeren Konfor-
mationsraum abzusuchen, empfiehlt es sich, von mehreren
Startstrukturen auszugehen und auch bei héheren Tempera-
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Mikrokalorimetrie an den Spiniibergangssystemen
[Fe(bts),(NCS),] und [Fe(2-pic),|Cl, - EtOH
im Bereich 15K < 7T < 300 K **

Von Ralf Jakobi, Harald Romstedt, Hartmut Spiering
und Philipp Giitlich*

Professor Joseph Grobe zum 60. Geburtstag gewidmet

Thermodynamische Untersuchungen an Phaseniibergin-
gen jeglicher Art im Festkdrper setzen exakte Messungen der
Wirmekapazitit als Funktion der Temperatur voraus. Bei

[*] Prof. Dr. P. Giitlich, R. Jakobi, H. Romstedt, H. Spiering
Institut fir Anorganische und Analytische Chemie der Universitit
Staudinger Weg 9, W-6500 Mainz

[**] bts = 2,2"-Bis(4,5-dihydro-5-methyl-1,3-thiazol), 2-pic = 2-Picolylamin.
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