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Simulation und Visualisierung von Biomolekulen

1 Uber diesen Versuch

In diesem Versuch lernen Sie, Molekulardynamik (MD) Simulationen durchzufiihren und die Da-
ten mithilfe einer Virtual-Reality-Brille zu visualisieren. Biomolekile sind komplexe dreidimensionale
Strukturen. Die virtuelle Realitat ermdglicht es Ihnen, Biomolekile raumlich genau zu erforschen und
ein tieferes Verstéandnis der molekularen Dynamik zu gewinnen.

1.1 Einfahrung in die computergestiitzte Biophysik

Die Bausteine des Lebens sind die vier Gruppen grundlegender Biomakromolekile, aus denen al-
le lebenden Organismen bestehen. Diese sind: Kohlenhydrate, Lipide, Proteine und Nukleinsauren
(Abb. 1). Die vier Bausteine bilden die strukturelle und funktionelle Grundlage fir das Leben, wie
wir es kennen. Kohlenhydrate dienen als primare Energiequelle fir lebende Organismen. Lipide wer-
den zur Energiespeicherung und als Strukturbestandteile von Zellmembranen verwendet. Proteine
Uben fast alle biologischen Funktionen in lebenden Organismen aus. Als Enzyme katalysieren sie
biochemische Reaktionen (z.B. Laktase), sie transportieren Sauerstoff (z.B. Hamoglobin) oder Gben
strukturelle Funktionen zur Stabilisierung von Zellen und Gewebe aus (z.B. Kollagen). Nukleinsau-
ren, mit den Hauptvertretern DNA und RNA, sind die Trager unserer Erbinformation und spielen eine
zentrale Rolle bei Vererbung, Replikation und Proteinsynthese.
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Abbildung 1: Die Bausteine des Lebens: Kohlenhydrate, Lipide, Proteine und Nukleinsaduren.

1.2 Struktur von Biomolekiilen

Proteine und Nukleinsduren falten in komplexe dreidimensionale Strukturen (Abb. 2). Biomolekulle
sind nur funktionsféhig, wenn sie in die richtige dreidimensionale Struktur gefaltet sind. Im Folgenden
fokussieren wir uns auf die Struktur der Proteine.

Proteine bestehen aus langen Ketten von Aminos&uren. Eine Peptidbindung verbindet die Carboxy-
und Aminogruppen zwischen zwei Aminosauren. Typischerweise werden Ketten mit mehr als 100
Aminosauren als Proteine bezeichnet. Bei kiirzeren Ketten spricht man von Polypeptiden. Das Riick-
grat ist fur alle Aminosauren identisch. Die Palette der mdglichen Seitenketten ist dagegen sehr
vielfaltig und reicht von aliphatischen oder aromatischen bis hin zu sauren und basischen Ketten. In
der Natur werden 22 Aminosduren fur den Aufbau von Proteinen verwendet.



Die Strukturbildung von Proteinen erfolgt hierarchisch: Die Priméarstruktur bezeichnet die Abfolge
der spezifischen Aminosduren und ist direkt in den entsprechenden Genen kodiert. Die Sekundar-
struktur ist die lokale raumliche Konformation des Polypeptidriickgrats ohne die Seitenketten. Die bei-
den haufigsten Sekundarstrukturelemente sind Alpha-Helices und Beta-Sheets (Abb. 2). Die Protein-
Tertiarstruktur ist die dreidimensionale Anordnung eines Proteins. Sie resultiert aus 4 verschiedenen
Arten der Wechselwirkung: (1) Hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen, (2) Disulfidbricken,
(3) Wasserstoffbriickenbindungen, und (4) elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen
Aminosauren. Die Proteinquartarstruktur ist die vierte und héchste Klassifizierungsebene der Pro-
teinstruktur. Die Quartarstruktur bezieht sich auf die Struktur von Proteinen, die ihrerseits aus zwei
oder mehr kleineren Proteinketten (auch als Untereinheiten bezeichnet) bestehen.
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Abbildung 2: Hierarchische Proteinstruktur am Beispiel des Proteins PCNA (PDB-ID: 1AXC). Gezeigt sind
Ausschnitte aus Primér-, Sekundar-, Tertiér- und Quartérstruktur.

Die Struktur eines Proteins ist von grundlegender Bedeutung fir seine biologische Funktion. Je-
de Veranderung oder Stérung dieser Struktur kann erhebliche Auswirkungen auf die Gesundheit und
das Wohlbefinden eines Organismus haben. Deshalb ist die Entschlisselung der Struktur von Biomo-
lekilen von zentraler Bedeutung in der aktuellen Forschung. Experimentelle Techniken wie Réntgen-
kristallographie, NMR und Kryoelektronenmikroskopie sind besonders gut geeignet, um die Struktur
von Biomolekilen aufzulésen. Heute sind mehr als 200.000 Strukturen in der Protein Datenbank ge-
speichert (Stand 10/2023). Eine weitere vielversprechende Methode ist die computergestitzte Struk-
turvorhersage mittels kinstlicher Intelligenz. Die bekannteste Software zur Strukturvorhersage ist
AlphaFold/AlphaFold2 von DeepMind und basiert auf tiefen neuronalen Netzen. Die Vorhersagege-
nauigkeit von AlphaFold2 ist in vielen Féllen vergleichbar mit experimentellen Methoden, bei deutlich
geringerem Zeit- und Kostenaufwand. Deshalb z&hlt die computergestitzte Strukturvorhersage der
dreidimensionalen Struktur von Biomolekilen mit kiinstlicher Intelligenz zu den wichtigsten wissen-
schaftlichen Durchbriichen der heutigen Zeit.

1.3 Einfuhrung in Molekulardynamik Simulationen

MD Simulationen sind eine recht junge wissenschaftliche Disziplin in der Biophysik. MD Simulationen
wurden entwickelt, um die Dynamik in komplexen Vielteilchensystemen vorherzusagen. Die Simula-
tionen ermdglichen es, die Bewegung jedes einzelnen Atoms im System genau zu verfolgen, und
damit die grundlegenden Mechanismen genau zu verstehen. Die Methodik ist interdisziplinar und
wird insbesondere in der Physik, den Materialwissenschaften, und der Chemie eingesetzt. In den



letzten Jahrzehnten haben sich MD Simulationen mit dem Aufkommen fortschrittlicher Mikroprozes-
sorarchitekturen, der Verwendung von Grafikkarten und dem Einsatz von kinstlicher Intelligenz rasch
weiterentwickelt. Die erste MD-Simulation eines Proteins in Wasser wurde 1977 verdéffentlicht und be-
stand aus einer 9.2 ps Trajektorie fir ein kleines Protein (ca. 500 Atome) im Vakuum (McCammon
et al. (1977)). Elf Jahre spater wurde eine 210 ps Simulation desselben Proteins in Wasser durch-
gefiihrt (Levitt and Sharon (1988)). Die rasante Zunahme der Rechenleistung und der Einsatz von
leistungsfahigen Grafikkarten ermdéglichen es uns heute Simulationen von viel gréBeren Systemen
(mehrere Millionen Atomen) Uber viel langere Zeitrdume (hunderte Mikrosekunden) durchzufihren.

1.3.1 Bewegungsgleichungen fiir klassische Vielteilchensysteme

Wir betrachten ein System aus N Teilchen mit Ortsvektoren 7, ..., 7y und Geschwindigkeitsvektoren
1, ..., Un. Die Dynamik des Systems wird durch Newton’s 2. Axiom beschrieben:

fi = mi; (1)

wobei f; die Kraft auf das i-te Atom, m; dessen Masse und 7; die Beschleunigung ist. Fiir konservative
Krafte gilt zudem

fi = fi(f1, .. PN) = =iV (7, ..7N) (2)

mit dem Potential V' (7, ...7n ), das die Wechselwirkung zwischen den Atomen beschreibt. Insgesamt
ergeben sich 3N gekoppelte, nicht lineare Differentialgleichungen 2. Ordnung

mT; = —ﬁiV(Fla TN), 3 i =10, N (3)

Diese kdnnen fir komplexe Vielteilchensysteme numerisch geldst werden. Hierbei legen 6N Anfangs-
bedingungen die Bahnkurven eindeutig fest. Fir die Startpositionen werden haufig experimentelle
Strukturen verwendet. Die Geschwindigkeiten werden, entsprechend der festgelegten Temperatur,
zuféllig aus einer Maxwell-Boltzmann-Geschwindigkeitsverteilung gezogen.

1.3.2 Numerische L6sung der Bewegungsgleichungen

Um die Bewegungsgleichung (Gl. 3) zu lésen, fihren wir einen endlichen Zeitschritt At ein und
entwickeln 7 (t + At) und 7;(t — At).

Fi(t + At) = F(t) + 75 () At + %#;(t)M + é Fi(t) At + O(AtY) (4)
Filt = A1) = (1) — F(DAL + (AR - é F (AR + O(AE) (5)

Summation beider Ausdrlicke ergibt den Verlet-Algorithmus
Fi(t+ At) = 275 (1) — 75(t — At) + 75() A2 + O(AtY). (6)

Der entscheidende Vorteil des Verlet-Algorithmus ist, dass sich die ungeraden Terme aufheben und
sich ein Fehler der Ordnung O(At*) ergibt. Der Verlet-Algorithmus ist zeitumkehrinvariant und die
Gesamtenergie ist erhalten. Deshalb wird dieser Algorithmus am haufigsten im Bereich der Moleku-
lardynamik eingesetzt. Abb. 3 zeigt eine Propagationsschleife fir MD Simulationen. Der Zeitschritt
At ist typischerweise 2 fs. Die Bindungen zu Wasserstoff-Atomen werden aufgrund der schnellen
Vibrationen mit dem SHAKE Algorithmus konstant gehalten.

1.3.3 Kréafte und Kraftfelder

MD Simulationen verwenden ein empirisches Potential, um die Wechselwirkungen zwischen den
Atomen eines Biomolekils zu beschreiben. Die funktionale Form beruht dabei auf funf physikalisch



| 6N initial conditions: r,(0) and v;(0) |
!
Calculate force Fi= -V, V(ry, ..., ry) I
1
| Move atoms: ri(t+At) = 2r((t) - r(t-At) + a;( t) A2 + ... with a= F/m |
| Move time forwlard: t=t+At |

1

Repeat as long as you need/can |

Abbildung 3: Propagationsschleife fir MD Simulationen.

motivierten Termen in folgender Form

N o 2 [N 2
V(T1,...T’N) = Z k‘r (T,‘j—’l”%) + Z k@ (@ (Tiarj7rk)_@?jk) +
bonds angles
V; oL

+ Z Z%(l+cosn¢(ri,rj,rk,n)+5n)
dihedrals n

+ Z de;j (”) — (U) + Z =5
i,j<i T rij 5= dmegr;;

1, ..., bezeichnet die Ortsvektoren der N Atome im System. r;; ist der Abstand von Atomen ¢ und
j. © (73,7}, 7)) bezeichnet den Winkel zwischen den Atomen i, j und k. ¢ (75, 7, 7%, 77) bezeichnet den
Torsionswinkel zwischen den Atomen i, j, k, [. Die ersten drei Terme des Potentials beschreiben die
bindenden Wechselwirkungen, die letzten 2 Terme beschreiben die nicht bindenden Wechselwirkun-
gen. Die Schwingungen von Bindungslédngen und Bindungswinkeln werden durch ein harmonisches
Potential beschrieben (Terme 1,2). k., ko bezeichnen dabei die Steifigkeit und r?] @?jk die Ruhe-
lage. Fir eine C-H Bindung ist 7); = 0.1 nm und k. = 2.8 - 10> kJ/(mol nm?). Die Rotation von
Torsionswinkeln wird durch eine Fourier-Reihe beschrieben mit Amplitude V,, und Phasenverschie-
bung 4, der n-ten Mode. Das Lennard-Jones Potential (Term 5) besteht aus einem abstoBenden
r~12 und anziehenden ¢ Anteil. Die AbstoBung tritt bei kurzen Abstanden durch Uberlappung der
Elektronenorbitale auf (Pauli-Repulsion). Die Van-der-Waals Anziehung entsteht durch Dipol-Dipol
Wechselwirkungen zwischen permanenten und induzierten Dipolen. Die funktionale Form des Wech-
selwirkungspotentials und die verwendeten Parameter werden zusammen als Kraftfeld bezeichnet.
Die heutzutage am h&ufigsten verwendeten Kraftfelder fir Proteinen sind AMBER, CHARMM und
OPLS. Als Wassermodell wird haufig das TIP3P Wassermodell verwendet. Durch systematische Op-
timierung sind diese Kraftfelder genau und effizient, so dass in diesem Versuch die Dynamik eines
kleinen Proteins fir mehrere Nanosekunden simuliert werden kann.
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Abbildung 4: Beitrdge zum Wechselwirkungspotential: Schwingungen kovalenter Bindungen (2 Atome),
Schwingungen von Bindungswinkeln (3 Atome), Torsion von Diederwinkeln (4 Atome), Van-der-Waals Wech-
selwirkung und elektrostatische Wechselwirkung.

1.3.4 Cut-off Radius fiir das Wechselwirkungspotential

Bei MD Simulationen ist die Berechnung des Wechselwirkungspotentials als Funktion der Koor-
dinaten aller N Atome die rechenintensivste Aufgabe. Diese skaliert mit N2, da alle paarweisen



Wechselwirkungen fir die elektrostatische und die Van-der-Waals Wechselwirkung berlcksichtigt
werden mussen. Der Rechenaufwand kann durch den Einsatz der Particle-Mesh-Ewald Summation
sowie der Einflhrung geeigneter Cut-offs in Kombination mit Nachbarschaftslisten reduziert werden
(O(N In N)). Fir MD Simulationen wird meistens ein Cut-off im Bereich von 0.8-1.2 nm gewahlt. Fir
gréBere Abstédnde wird das Wechselwirkungspotential auf null gesetzt.

1.3.5 Periodische Randbedingungen

In MD Simulationen werden periodische Randbedingungen verwendet, um makroskopische Systeme
zu imitieren und finite size effects zu vermeiden. Die Simulationsbox wird dabei durch unendlich viele
Kopien in alle Raumrichtungen fortgesetzt. Erreicht ein Molekul die Boxgrenze, dann tritt es auf der
gegeniberliegenden Seite wieder in die urspriingliche Box ein (Abb. 5). Um zu verhindern, dass
ein Molekll mit seinem eigenen periodischen Bild interagiert, wird der Cut-off Radius so gewahlt,
dass er kleiner als die halbe Boxlange ist. Zudem muss sichergestellt werden, dass ein Teilchen A
entweder mit Teilchen B oder dem entsprechenden Bild in einer benachbarten Box B’ interagieren
kann, nicht jedoch mit beiden. Deshalb werden nur Wechselwirkungen mit dem n&heren der beiden
beriicksichtigt. Diese Regel wird als Minimum Image Convention bezeichnet.
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Abbildung 5: Zweidimensionale Darstellung periodischer Randbedingungen. Die Punkte stellen die Massen-
schwerpunkte der Molekile dar. Ein Partikel, das die Box verlasst, ist grau gefarbt. Der blaue, gestrichelte
Kreis ist der Cut-off Radius flr das rote Molekl.

1.3.6 Simulationen in thermodynamisch relevanten Ensembles

MD Simulationen werden gewdhnlich im kanonischen Ensemble (NVT) oder isothermisch-isobaren
Ensemble (NPT) durchgefiihrt.

1.3.7 Thermostat

Um die Temperatur des Systems wahrend der gesamten Simulation auf einem konstanten Wert zu
halten, ist der Einsatz von Thermostat-Algorithmen erforderlich. Uber das Aquipartiitionstheorem ist
die Temperatur des Systems mit der Geschwindigkeit verkntpft

N mi? f
Ein) = L= kT 7
wobei f die Anzahl der Freiheitsgrade des Systems und (Ey;,,) die durchschnittliche kinetische Ener-
gie ist. Aus der statistischen Physik wissen wir zudem, dass die Geschwindigkeitsverteilung durch



eine Maxwell-Boltzmann Verteilung vorgeben ist. Die Wahrscheinlichkeit p(v) fir ein Teilchen mit
Geschwindigkeitsbetrag (v = |¢]) ist demnach gegeben durch

—mv?/2kgT —3/2
p(v) = p(v)d*v = fooooeemUQ/?kBTd%dSv = <27ranT> e~ 2k T g2 gy (8)
mit der Wahrscheinlichkeitsdichte p(v') des kanonischen Ensembles und dem dreidimensionalen Ge-
schwindigkeitsvolumen d3v. Ein guter Thermostat sollte diese Verteilung richtig wiedergeben. Der
Nose-Hoover-Thermostat erfillt dieses Kriterium und wird hier fir die Simulationen verwendet. Um
das System zu Beginn der Simulation ins Gleichgewicht zu bringen, wird der Berendsen Thermostat
verwendet. Dieser ist besonders stabil und eignet sich deshalb zur initialen Equilibrierung.

1.3.8 Barostat

Um den Druck wahrend der Simulation konstant zu halten, wird ein Barostat benétigt. Das Virial
Theorem aus der statistischen Physik verknipft Druck und Volumen des Systems

2 1
P= " (B +-—% 9
gy (Bkin) + 537 (9)
== - #VV(#,..,7y) ist das innere Virial. Barostat Algorithmen reskalieren die Simuations-

box und Teilchenpositionen. Der Parrinello-Rahman Barostat reproduziert zusammen mit dem Nose-
Hoover-Thermostat das korrekte thermodynamische Ensemble. Um das System zu Beginn einer
NPT Simulation ins Gleichgewicht zu bringen, wird der Berendsen Barostat verwendet.

1.3.9 RMSD (root mean square deviation)

Der RMSD quantifiziert die mittlere Abweichung zwischen zwei molekularen Strukturen. Hierbei wird
die Position der Atome ¢ zum Zeitpunkt ¢ in der Simulationstrajektorie mit einer Referenzstruktur ver-
glichen. Als Referenzstruktur wird dabei entweder die experimentelle Struktur oder die equilibrierte
Struktur aus der Simulation zur Zeit t = 0 verwendet. Im zweiten Fall kann der RMSD als Funktion
der Simulationszeit wie folgt berechnet werden

N
RMSD(t; = t,to = 0) = (]17 Z |75 (t) — ﬁ(0)|2> (10)
=1

wobei N die Anzahl der ausgewahlten Atome ist. Hierbei werden gewéhnlich nur die C, Atome ver-
wendet. Zur Berechnung missen die beiden Strukturen zunachst zu jedem Zeitschritt durch Transla-
tion und Rotation ausgerichtet werden (siehe Abb. 6).
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Abbildung 6: Einfache Darstellung ausgerichteter Strukturen in der RMSD-Berechnung fir ein fiktives Bei-
spiel in vier verschiedenen Konfigurationen. Zwei der Konfigurationen sind nach der Ausrichtung identisch.



2 Aufgaben

1.

Visualisierung und Diskussion der Struktur von Biomolekiilen: Wahlen Sie ein Biomolekdl
aus der Projektdatenbank (Protein, DNA, oder RNA). Visualisieren Sie das Biomolekil mit der
VR Brille (siehe Anhang 1). Beschreiben Sie die Struktur und die wichtigsten Wechselwirkun-
gen, die zur dreidimensionalen Struktur fihren. Erstellen Sie Grafiken, Simulations-Snapshots
oder einen Movie.

. Fuhren Sie eine MD Simulation mit der Subdoméne von Villin Headpiece HP35 (pdb-id

1YRF) durch (siehe Anhang 2). Berechnen Sie den RMSD-Wert im Vergleich zu der experi-
mentellen X-Ray Struktur. Berechnen Sie die Geschwindigkeitsverteilung der Wassermolekiile.
Visualisieren Sie die Trajektorie mit der VR Birille.

Verwenden Sie AlphaFold2, um die Struktur eines kleinen Proteins vorherzusagen. Ver-
wenden Sie dabei die Primarsequenz und experimentelle Struktur aus der Protein Daten Bank.
Vergleichen Sie die Strukturvorhersage aus AlphaFold2 mit der experimentellen Struktur. Be-
rechnen Sie den RMSD und erstellen Sie eine Grafik in der beide Strukturen tberlagert sind.

Flihren Sie eine MD Simulation mit der Struktur aus AlphaFold2 durch.
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