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Kurzzusammenfassung

Proteine sind an vielen physiologischen Prozessen in Zellen beteiligt und als solche
unverzichtbar fiir das Leben. Es gilt als gesichert, dass fiir die Ausiibung biologischer
Funktionen, die Dynamik des Proteins von zentraler Bedeutung ist. Es wird angenom-
men, dass die molekulare Umgebung des Proteins entscheidend fiir dessen Dynamik
ist. Insbesondere das Losungsmittel spielt eine zentrale Rolle, da davon ausgegangen
wird, dass Proteine ohne ein geeignetes Losungsmittel keine funktionsrelevante Dy-
namik aufweisen. Trotz intensivster Bemiihungen gibt es bis heute kein qualitatives
Modell, das die dynamischen Phdnomene von Proteinen erkldren konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wird untersucht, wie Protein- und Losungsmitteldynamik zu-
sammenhingen. Zu diesem Zweck werden Molekulardynamik-Simulation verwendet,
da sie ein vielseitiges Werkzeug sind, um Zusammenhénge auf konzeptioneller Ebene
anhand von Modellsystemen zu verstehen. Proteine werden der weichen Materie zuge-
ordnet. Als solche sind sie insbesondere glasbildende Systeme, wodurch angenommen
werden kann, dass bestehende theoretische Uberlegungen zum Glasiibergang fiir das
Verstdndnis der Proteindynamik relevant sind.

In diesem Kontext werden zunichst Systeme zu Glyzerin, einem prominenten Glas-
bildner, implementiert, simuliert und analysiert. Dabei gelingt es durch Analysen an
einzelnen Untergruppen des Systems die experimentell beobachtete ungewo6hnlich
grolde Trennung zwischen Rotation- und Translationsdynamik nachzubilden. Es wird
gezeigt, dass — entgegen der Annahme einer grofden Flexibilitdt — das Glyzerinmole-
kiil auf der Zeitskala der untersuchten Reorientierungsdynamik als starr angenommen
werden muss. Die Analyse einzelner Molekiilkomponenten bestétigt, dass die experi-
mentell beobachteten Anomalien bei Glyzerin auf die anisotrope Spinverteilung des
Molekiils zuriickzufiihren sind. Dariiber hinaus konnten zuvor heuristisch eingefiihrte
experimentelle Auswerteverfahren durch Replikation im Modellsystem verifiziert wer-
den.

Zusatzlich werden Protein-Wasser-Mischsysteme in neutralen, geometrisch beschréank-
ten Systemen untersucht, deren Form an die Startkonfiguration des Proteins angepasst
wird. Die GrofRe der so entstandenen Pore und die Starrheit der begrenzenden Wand
konnen systematisch variiert werden. Diese gezielte Variation der Umgebungsparame-
ter erlaubt es, die gegenseitige Abhéngigkeit von Protein- und Losungsmitteldynamik
zu zeigen, was der weit verbreiteten Annahme eines einseitigen Einflusses des Lo-
sungsmittels auf die Proteindynamik widerspricht. Der funktionale Zusammenhang
der Korrelationszeiten fiir Systemkomponenten in der Ndahe der gemeinsamen Grenz-
flache deutet auf eine Abhingigkeit in Form eines Potenzgesetzes hin. Unterhalb eines
kritischen Hydratationsgrades nimmt die Proteinmobilitdt bei weiterer Verringerung
des Hydratationswassers rapide ab; oberhalb stellt sich bulk-artige Dynamik ein. In
den untersuchten Systemen ist diese Grenze erreicht, wenn die Masse des Hydrata-
tionswassers das 1.5-fache der Masse des Proteins betrdgt. Die rdumlich aufgelosten
Analysen zeigen, dass die Wirkung der Porenwand auf die Wasserdynamik zwar stark,
aber kurzreichweitig und damit im Wesentlichen auf die ersten beiden Wasserschichten
beschrénkt ist.




Abstract

Proteins are involved in many physiological processes in cells and as such are essen-
tial for life. It is considered verified that for the execution of biological functions, the
dynamics of the protein is of central importance. The molecular environment of the
protein is thought to be critical to its function-related dynamics. In particular, the sol-
vent plays a central role, as proteins are believed to lack dynamics without a suitable
solvent. Despite the most intensive efforts, to date there is no qualitative model that
could explain the dynamical phenomena of proteins. In this work, we investigate how
protein and solvent dynamics are related. For this purpose, we use molecular dynamics
simulations because they are suitable for understanding relationships at a conceptual
level using model systems. Proteins are classified as soft matter. As such, they are par-
ticularly glass-forming systems, suggesting that existing theoretical considerations of
the glass transition are relevant to understanding protein dynamics.

In this context, simulations with glycerol, a prominent glass former, are first imple-
mented, simulated, and analyzed. Here, subensemble analyses succeed in reproducing
the unusually large separation between rotational and translational dynamics obser-
ved experimentally. It is shown that - contrary to the assumption of great flexibility -
the glycerol molecule must be assumed to be rigid on the time scale of the reorienta-
tion dynamics studied. Analysis of individual molecular components confirms that the
experimentally observed anomalies in glycerol are due to the anisotropic spin distribu-
tion of the molecule. In addition, the experimental evaluation procedures previously
introduced heuristically could be verified by replication in the model system.

In addition, protein-water mixtures are studied in neutral, geometrically constrained
systems whose shape is adapted to the initial configuration of the protein. The size
of the resulting pore and the stiffness of the confining wall can be systematically va-
ried. This selective variation of environmental parameters allows us to demonstrate
the interdependence of protein and solvent dynamics, contradicting the widely held
assumption of a unilateral influence of the solvent on protein dynamics. The functio-
nal correlation of correlation times for system components near the common interface
suggests dependence in the form of a power law. Below a critical hydration level, pro-
tein mobility decreases rapidly as the hydration water is further reduced; above this
level, bulk-like dynamics are established. In the systems studied, this limit is reached
when the mass of hydration water is 1.5 times the mass of the protein. The spatially
resolved analyses show that the effect of the pore wall on the water dynamics is strong
but short-range and thus essentially limited to the first two water layers.
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1 Einleitung

Der folgende Abschnitt soll einen Uberblick iiber den Aufbau dieser Arbeit liefern. Die
Details finden sich in den entsprechenden Unterkapiteln.

Als zentraler Bestandteil jeglichen Lebens sind Proteine schon lange Gegenstand der
Forschung. In Jahrmillionen {iber evolutionédre Prozesse an komplexe Aufgaben ange-
passt, iibernehmen diese in den Zellen katalytische und regulatorische Funktionen. Es
ist unstrittig, dass die Dynamik wesentlich mit der biologischen Funktion verkniipft ist.
Es fehlt jedoch ein tieferes Verstdndnis dieser Dynamik und wie diese von den Um-
gebungsbedingungen in der Zelle beeinflusst wird. Vor allem der Einfluss des in den
Zellen vorliegenden Wassers auf die Dynamik ist umstritten. Die vorhanden Modelle
sind iiberwiegend qualitativer Natur und unterscheiden sich in ihren Erklarungsansét-
zen fundamental.

In dieser Arbeit werden Computer-Simulation erstellt und analysiert, um ein besse-
res Verstdndnis iiber die relevanten Zusammenhinge zu erlangen. Das Problem aller
experimenteller Methoden ist die Komplexitét realer Systeme. Es ist nie moglich alle
Einflussfaktoren beliebig genau zu kontrollieren. Dariiber hinaus misst jedes Experi-
ment nur einen Teilaspekt des untersuchten Systems. Die mikroskopischen Details des
Systems bleiben aufgrund des eingeschrankten Auflésungsvermogens verborgen. Im
Gegensatz dazu steht bei einer Simulation die vollstindige Informationen des Systems
zur Verfligung. Es wurde gezeigt, dass géngige Simulationen makroskopische Eigen-
schaften komplexer Systeme gut reproduzieren. Durch das Vorliegen der vollstindigen
Systeminformation ist es dariiber hinaus moéglich kollektive Effekte ndher untersuchen
zu koénnen. Dies bietet sich vor allem in Situationen an, in denen es gilt plausible
Hypothesen zu entwerfen. Darum eignen sich Computer-Simulationen vor allem zur
Generierung von Hypothesen und bilden somit die Schnittstelle zwischen Theorie
und Experiment. Dabei ist es wichtig zu beriicksichtigen, dass Simulationen niemals
ganzlich die Realitit abbilden konnen. Aus diesem Grund miissen die so gewonnen Er-
kenntnisse im kritischen Abgleich mit experimentellen Ergebnissen verifiziert werden.
Um den Zusammenhang zwischen Protein- und Wasserdynamik zu untersuchen, wird
iiblicherweise die Mobilitidt beider Komponenten mittels Temperaturvariation veran-
dert und sich ergebende Korrelationen in den dynamischen Eigenschaften interpretiert.
In dieser Arbeit wird der gegenseitige Einfluss durch die systematische Variation wei-
terer Parameter untersucht.

A priori ist nicht sichergestellt, dass eine stetige Steigerung der Komplexitédt der un-
tersuchten Systeme zu einem tieferen Verstindnis der Proteindynamik fiihrt; ganz
besonders, wenn grundlegende Zusammenhinge noch unverstanden sind. Die Ver-
besserung der verwendeten Analysemethoden ist ein weiterer Ansatz. Detailliertere
Analysen simplerer Systeme kénnten dazu fiihren, den Raum sinnvoller Hypothesen
zu beschranken und so einen wichtigen Schritt zum Erkenntnisgewinn leisten. Dass
dieser Ansatz sinnvoll ist, zeigt die systematische Untersuchung der dynamischen Ei-
genschaften von Glyzerin in dieser Arbeit. Als Prototyp eines fragilen Glasbildners
wurde Glyzerin in der Forschung bereits umfangreich untersucht. Eine detailliertere
Analyse der Simulationen liefert jedoch neue Erkenntnisse, die experimentell bestatigt
werden.




Im Anschluss wird durch Beimischung dieser hochviskosen Fliissigkeit die Dynamik in
Protein-Wasser-Systemen variiert.

Eine weitere Moglichkeit, die Dynamik des Systems zu beeinflussen, bietet die geo-
metrische Einschrdnkung des Systems. Experimentell werden dazu Protein-Wasser
Mischungen in pordsen Materialien untersucht. In Anlehnung an diese Experimente
werden in dieser Arbeit Protein-Wasser Mischungen in zylindrischen Silica-Poren si-
muliert. Dabei stellt sich heraus, dass eine ortsaufgeloste Analyse nicht zielfithrend
sein wiirde, da neben der geometrischen Restriktion weitere Effekte die Dynamik des
Proteins beeinflussen. Um den Einfluss der geometrischen Einschrdnkung von weiteren
Storeffekten zu trennen, werden Modell-Porensysteme konstruiert, die experimentell
nicht realisierbar sind. Es werden Wassermolekiile, die einen festgelegten Abstand zur
Proteinoberfldche {iberschreiten, in ihrer Bewegung durch harmonische Potentiale ein-
geschrankt. Auf diese Weise werden zusatzliche Wechselwirkungen zwischen Poren-
wand und Protein-Wasser-Gemisch vermieden. Gleichzeitig wird durch die Anpassung
der Porengeometrie an die entsprechende Proteinstruktur gewahrleistet, verschiede-
nen Proteine in dquivalenter Umgebung zu untersuchen und somit direkte Vergleiche
zu ermoglichen. Uber die Variation des Abstands und der Stirke der harmonischen
Potentiale wird der Einfluss des Hydratationsgrades und der Porenwandstarrheit sys-
tematisch untersucht.




2 Theoretische Grundlagen

Viele Konzepte der Proteindynamik sind dem Vokabular der Glasdynamik entlehnt,
weshalb dieses zuerst vorgestellt wird.

Der Glasiibergang scheint ein universelles Phinomen der Relaxation wechselwirken-
der klassischer Viel-Teilchen-Systeme zu sein. Er zeigt sich in molekularen Fliissigkei-
ten organischer und anorganischer Stoffe, in Polymeren, Biomolekiilen, Metallen, in
Mischsystemen dieser Klassen und sogar in Kolloiddispersionen, die als makroskopi-
sche Modellsysteme molekularer Fliissigkeiten aufgefasst werden kénnen. Die grofse
Bandbreite der untersuchten Systeme, der verwendeten experimentellen Methoden
und der theoretischen Zugange dieses interdisziplindren Forschungsbereiches sorgt da-
fiir, dass es fiir viele Phdnomene keine einheitlichen Begrifflichkeiten gibt. Aus diesem
Grund ist es wichtig, die verwendeten Begriffe zunachst einheitlich zu definieren, denn
manche Interpretationsansétze der Proteindynamik unterscheiden sich nur sehr subtil
und Dispute in der Literatur, die rein semantischer Natur zu sein scheinen,'™ beein-
trichtigen den wissenschaftlichen Fortschritt.*

Die Literatur zum Glaslibergang ist umfangreich und trotz der grofden Auswahl an
ausfiihrlichen Ubersichtsartikeln®!! ist die jeweilige Auswahl der vorgestellten Ide-
en notwendigerweise auf einen kleinen Ausschnitt der in der Literatur vorkommen-
den Modelle beschrinkt. Die bekanntesten sind die Theorie des freien Volumens,'*13
das Adam-Gibbs-Modell,'* das Energielandschaftsmodell,*>'® die Modenkopplungstheo-
rie,!”"29 das Modell der Random-First-Order-Phase-Transition,>"*> und das Coupling-
Model >3 Trotz der groRen Zahl an quantitativen Modellen zum Glasiibergang gibt
es bisher nicht einmal eine qualitative Beschreibung der Glasdynamik, die allgemein
akzeptiert ware. Im Folgenden werden die wichtigsten phdnomenologischen Befunde
zusammengetragen, anhand derer die wichtigsten Begriffe in konsistenter Form ein-
gefithrt werden. Das dieser Darstellung zugrunde liegende mikroskopische Bild des
Glasiibergangs stellt einen Minimal-Konsens dar, der sich aus Konzepten verschiedener
Theorieansétze zusammensetzt.

2.1 Unterkuhlte Flussigkeiten und glasartige Dynamik

Wird eine Fliissigkeit auf eine Temperatur unterhalb der Schmelztemperatur abge-
kiihlt, so erstarrt diese in der Regel und es bildet sich eine kristalline Struktur aus.
Dabei handelt es sich um einen thermodynamischen Phaseniibergang erster Ordnung,
bei dem die Temperaturabhéngigkeit makroskopischer Grof3en eine Unstetigkeit auf-
weist. Die Anordnung der Molekiile in einem regelmafdigen Gitter sorgt dafiir, dass
die Struktur kristalliner Festkorper eine hohe Fernordnung aufweist. Wird die Kristal-
lisation der Fliissigkeit durch geeignete MaRnahmen?* — wie dem Einsatz einer hohen
Kiihlrate — unterdriickt, wird diese als unterkiihlte Fliissigkeit bezeichnet. Im unter-
kiihlten Regime befindet sich die Fliissigkeit in einem metastabilen Zustand, was aus
experimenteller Sicht bei ausbleibender Kristallisation jedoch nicht festgestellt wer-
den kann. In diesem Sinne wird der metastabile Zustand der unterkiihlten Fliissigkeit
im Folgenden als im ,,Gleichgewicht befindlich“ betrachtet. Mit sinkender Temperatur
nimmt die Viskositdt 1) der Fliissigkeit zu, bis diese die experimentell realisierbaren
Messwerte {ibersteigt — die unterkiihlte Fliissigkeit erstarrt zu einem Glas. Der so
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Abbildung 2.1: Schematischer Angell-Plot. Logarithmus der Relaxationszeit T aufgetra-
gen Uber dem reziproken Wert der reduzierten Temperatur T /T,.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellungen typischer Messergebnisse. (a) Korrelations-
funktion; (b) mittlere quadratische Verschiebung; (c & d) Suszeptibilitat




gebildete amorphe Festkorper ist strukturell praktisch nicht von einer Fliissigkeit zu
unterscheiden.

Unabhéngig der Tatsache, dass es keine allgemeingiiltige Modellvorstellung des Glas-
iibergangs gibt, welche alle Phdnomene plausibel begriinden wiirde, so gibt es doch
eine Reihe von Vorstellungen, die so tief in der Forschungsgemeinde verwurzelt sind,
dass diese in der Regel nicht mehr in Frage gestellt werden. Dieses Bild setzt sich
aus Konzepten der Theorie des freien Volumens'?, des Adam-Gibbs-Modells'* und des
Energielandschaftsmodells*®> zusammen. In diesem Bild kann sich ein Teilchen nur von
seinem derzeitigen Ort entfernen, wenn ihm dafiir ausreichend freier Raum in seiner
Umgebung zur Verfiigung steht.!? Da die Teilchen in einer Fliissigkeit dicht gepackt
sind, erfordert dieser Prozess eine kooperative Umlagerung'4 mehrerer Teilchen. Be-
trachtet man die Systemtrajektorie im Phasenraum, so entsprechen kooperative Pro-
zesse hoheren Energiebarrieren als unabhingige Teilchenfluktuationen.!® Demnach
wird der Glastlibergang dadurch verursacht, dass bei sinkender Temperatur die Rate
der kooperativen Umlagerungsprozesse'# abnimmt und die umliegenden Nachbarteil-
chen einen starren Kifig'? bilden. Wie im Folgenden gezeigt werden wird, prigen diese
Uberlegungen die Intuition bei der Interpretation der dynamischen Observablen.

Die geléufigste Definition der Glasiibergangstemperatur T, ist n(T,) ~ 10'2Pa-s.2 Die-
se Definition ist willkiirlich und die exakte Glasiibergangstemperatur hiangt allgemein
von dufleren Parametern, wie beispielsweise der Kiihlrate, ab. Fiir die Untersuchung
des Glasiibergangs auf molekularer Ebene ist es vorteilhaft diesen iiber die struktu-
relle Relaxationszeit T zu charakterisieren, welche iiber verschiedene Modelle mit 7
verkniipft ist. Die bedeutendsten sind das Maxwell-Modell?>?” viskoelastischer Relaxa-
tion, die Stokes-Einstein®%2° Beziehung fiir Diffusion und die Stokes-Einstein-Debye>°
Relation fiir molekulare Reorientierungsbewegung. In diesem Fall gilt 7(T,) ~ 100 5.2

Als Relaxationsprozess wird der praktisch irreversible Ubergang eines Systems in Rich-
tung des thermodynamischen Gleichgewichtszustands unter Dissipation von Energie
bezeichnet.® Relaxationsprozesse sind von den thermodynamischen Fluktuationen —
reversiblen kleinamplitudigen Systemadnderungen um den thermodynamischen Gleich-
gewichtszustand — zu unterscheiden. Die molekulare Diffusion3! ist in diesem Sinne
ein besonderer Relaxationsprozess, welcher angeregt durch Brownsche Molekular-
bewegung®? zu irreversiblen Zustandsinderungen innerhalb des thermodynamischen
Gleichgewichts fiihrt>.

Ublicherweise werden die mikroskopischen Fluktuationen im thermodynamischen
Gleichgewicht anhand der Auswirkungen auf die durch externe Storungen ausge-
l6sten Relaxationsprozesse untersucht. Den theoretischen Hintergrund bildet das
Fluktuations-Dissipations-Theorem®>~3° welches die thermischen Fluktuationen mit
den dissipativen Folgen einer kleinen externen Stérung in Beziehung setzt. In vielen ex-
perimentellen Anordnungen wird das zu untersuchende System durch eine periodische
Storung aus seinem Gleichgewichtszustand ausgelenkt und es wird die sich einstellen-
de stationdre Antwort des Systems gemessen. Dabei muss die Auslenkung ausreichend
gering sein, sodass die Zeitabhéngigkeit des Relaxationsprozesses nicht von der Starke
der oszillativen Stérung abhingig ist (Linear-Response-Regime).>%’




A priori ist mit dem Begriff der Relaxation keine GrofRenordnung der Systemauslen-
kung festgelegt. Ein zentralen Begriff im Kontext unterkiihlter Fliissigkeiten ist der
der strukturellen Relaxation. Dessen Bedeutung wirkt intuitiv offensichtlich, weshalb
eine Definition {iberfliissig erscheint. Diese Tatsache ist in einem interdisziplindren
Umfeld problematisch, denn was ,Struktur“ bedeutet hdangt von den beobachteten
Systemen und den verwendeten Messmethoden ab. Aus diesem Grund herrscht in
der Forschergemeinschaft hdufig Uneinigkeit bei der Interpretation von Messergeb-
nissen. Dies wird dadurch erschwert, dass kein allgemein akzeptiertes theoretisches
Konzept existiert, das in der Lage wére, den Glasiibergang auf molekularer Ebene zu
erkldren. Aufgrund der vielfaltigen Unterschiede der physikalischen und chemischen
Eigenschaften glasbildender Systeme ist es auch nicht naheliegend, dass es einen
universellen mikroskopischen Effekt geben sollte. So fehlen in metallischen Glasern
rotatorische Freiheitsgrade, in starren Molekiilen die intramolekularen und in Kolloid-
systemen wird der Glasiibergang nicht iiber die Temperatur oder den Druck sondern
iiber eine steigende Teilchenkonzentration bewirkt.3® Aus diesem Grund ist es sinnvol-
ler die Relaxationsprozesse nicht nach ihren mutmaflichen mikroskopischen Ursachen,
sondern nach universelleren Kriterien zu klassifizieren.

Bei diesem Vorgehen wird der primére Relaxationsprozess von weiteren moglichen se-
kundéaren Prozessen unterschieden. Der primére Relaxationsprozess wird a-Relaxation
genannt und wird synonym fiir die Struktur-Relaxation verwendet. Ublicherweise han-
delt es sich bei diesem um den Prozess, iiber dessen Korrelationszeit 7, der Glas-
iibergang definiert wird. Alle schnelleren Prozesse werden als sekunddre Prozesse zu-
sammengefasst. Den haufigsten Ausgangspunkt fiir Kontroversen bildet der Begriff der
p-Relaxation. Was damit gemeint ist, hdngt sowohl vom Autor als auch vom theore-
tischen Kontext ab. Die in dieser Arbeit genutzte Klassifikation aufgrund dynamischer
Eigenschaften wurde im Wesentlichen von Ngai®”*® geprigt. Um diese zu verstehen,
werden zunéchst die Temperaturabhiangigkeiten der Relaxations-Prozesse betrachtet.

Dazu ist in Abbildung 2.1 ein sogenannter Angell-Plot>*~* in schematischer Form dar-
gestellt. In diesem ist der Logarithmus der Relaxationszeit T iiber den reziproken Wert
der reduzierten Temperatur T /T, aufgetragen. In dieser reskalierten Arrheniusdarstel-
lung kann die Form der Temperaturabhéngigkeit verschiedener Glasbildner direkt ver-
glichen werden. Anhand der Kriimmung der a-Relaxation werden diese als fragil oder
stark bezeichnet, wobei ein MaR fiir die Fragilitdt des Glasbildners die Steigung bei der
Glasiibergangstemperatur T, ist.*? Die Temperaturabhingigkeit der Strukturrelaxation

starker Glasbildner (z.B. SiO,) folgt einem Arrhenius-Gesetz*>44
1
T)=1,€ — 2.1
©(T)=1q Xp(kBT) 2.1)

und entspricht somit einem thermisch aktivierten Prozess mit der Aktivierungs-
energie E,. Fiir fragile Glasbildner (z.B. Glyzerin) zeigt sich eine Super-Arrhenius-

Abhingigkeit, die haufig durch die empirische Vogel-Fulcher-Tammann (VFT)-Gleichung* 4’

T(T)="1, exp( ) 2.2)

T—T,




beschrieben werden kann. Unterhalb von T, sind lediglich noch die schwach tempera-
turabhingigen schnelleren sekundiren Prozesse messbar. Urspriinglich wurden diese
alle unter dem Begriff der f3-Relaxation zusammengefasst. Dariiber hinaus wird auch
einer der Relaxationsprozesse der Modenkopplungstheorie?° als 3-Relaxation bezeich-
net. Der Klassifikation®”3® nach dynamischen Kriterien folgend, wird eine Klasse be-
sonderer sekundirer Prozesse als Johari-Goldstein(JG)-[3-Prozess bezeichnet. Dieser
zeichnet sich dadurch aus, dass er aus kollektiven Bewegungen aller Molekiildoménen
herrithrt und somit, im Unterschied zu unabhéngigen intramolekularen Fluktuations-
bewegungen, als Vorldufer des a-Prozesses betrachtet wird, mit welchem er einige
Eigenschaften teilt. Dazu gehoren vor allem, dass sich der Einfluss von Druck, Tempe-
ratur und Aging auf beide qualitativ ahneln und sich die Temperaturabhédngigkeit am
Glaspunkt dndert. Der Name geht auf Johari und Goldstein zuriick, die bei der Un-
tersuchung starrer Molekiile sekundire Relaxationsprozesse fanden, deren Ursprung
nicht durch intramolekulare Freiheitsgrade erklarbar war und somit von kollektiver
Reorientierungsbewegung der Molekiile als Ganzes stammen musste.*®*° Obwohl Jo-
hari und Goldstein diese Klassifikation nicht beabsichtigten, stimmen sie dieser zu.>°

Um eine weitere wichtige Eigenschaft glasbildender Systeme zu verstehen, sind in
Abbildung 2.2 typische Kurvenverldufe fiir verschiedene experimentelle Observablen
schematisch dargestellt. In Abbildung 2.2a ist der zeitliche Verlauf einer Korrelati-
onsfunktion einer dynamischen Grof3e abgebildet. Die Strichlinie zeigt den Verlauf
fiir einen exponentiellen Korrelationsabfall, wie er fiir einfache Fliissigkeiten erwar-
tet wird. In unterkiihlten Fliissigkeiten und anderen glasbildenden Systemen zeigt sich
stattdessen ein mehrstufiger Prozess, der in einem gestreckt-exponentiellen Korrela-
tionsabfall endet. Haufig lasst sich ein gestreckt-exponentieller Korrelationsabfall mit
der empirischen Kohlrausch-Williams-Watts(KWW)-Funktion®!->2

Crww(t) = exp [_(é)ﬁ] (2.3)

beschreiben. Darin enthalten sind die Relaxations-/Korrelationszeit T und der Stre-
ckungsparameter 3. Der nicht-exponentielle Korrelationsabfall der Strukturrelaxati-
on ist eine zentrale Eigenschaft glasbildender Systeme, dessen Ursprung bisher nicht
verstanden ist. In diesem Zusammenhang gibt es zwei Grenzfallbetrachtungen als Er-
klarungen, den Fall homogener oder heterogener Korrelationszeitenverteilungen. Im
Falle der heterogenen Verteilung ergibt sich der nicht-exponentielle Abfall als Fol-
ge des Ensemblemittels einer Korrelationszeitenverteilung intrinsisch exponentieller
Zerfalle, wohingegen im Falle homogener Verteilung die Streckung des Zerfalls als sys-
temimmanent angenommen wird. Obwohl sich beide Erklarungen nicht gegenseitig
ausschliefen, wird durch den Nachweis dynamischer Heterogenititen®>3=> das erste
Szenario als wahrscheinlicher angenommen.

Die erste Stufe des Korrelationsabfalls in Abb. 2.2a entspricht der ballistischen Dyna-
mik, in welcher Teilchen stof3frei innerhalb des Kifigs eine kurze Strecke zuriickle-
gen. Die letzte Stufe entspricht der Strukturrelaxation. Dazwischen konnen mehrere
Sekundérprozesse liegen. Im Schaubild der mittleren quadratischen Verschiebung in
Abb. 2.2b wird der Einfluss des Kifigs, der sich als Plateau im Graphen darstellt,




besonders deutlich. Unterhalb der Glastemperatur T, ergeben sich die Verlaufe der
Punktlinien — auf experimenteller Zeitskala findet Dynamik im Kéfig statt.

In vielen Experimenten wird die Dynamik im Frequenzraum gemessen, wodurch sich
die Suszeptibilitatsdarstellung in Abbildung 2.2c ergibt. In dieser Darstellung zeigt sich
héufig der Hochfrequenzfliigel (excess wing) als zusétzlicher Signalbeitrag, schematisch
in Abbildung 2.2d gezeigt, dessen Ursprung bisher nicht vollstindig verstanden ist.3




2.2 Proteine

Proteine sind strukturierte Biomolekiile, die fiir viele Zellfunktionen in Lebewesen ver-
antwortlich sind. Sie bilden Strukturelemente fiir biologisches Gewebe und steuern
physiologisch relevante chemische Prozesse durch ihre katylisierende Wirkung in en-
zymatischen Reaktionen und durch den Transport von Stoffwechselprodukten und Bo-
tenstoffen.>®>” Auch wenn eine Einteilung aufgrund des Umfangs der Funktionen nicht
einfach ist, so lasst sich festhalten, dass fiir viele chemischen Reaktion in Zellen ein Pro-
tein am biologischen Prozess beteiligt ist.

Chemisch sind Proteine Polymere aus Aminosduren, die {iber Peptidbindungen ver-
bunden sind. Es gibt 20 proteinbildende Aminosiuren, die sich jeweils durch ihre
Restgruppe unterscheiden. Die Abfolge der Aminosauren wird als Primdrstruktur des
Polypeptids bezeichnet und ist im Genom des Lebewesens kodiert. Das Riickgrat be-
steht bei allen Proteinen aus dem Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe (Cy), dem
Amid-Stickstoffatom (N) und dem a-Kohlenstoffatom (C,), an welchem der Seiten-
kettenrest gebunden ist. Was Proteine von synthetischen organischen Polypeptiden
unterscheidet, ist ihre dreidimensionale Struktur, die durch intramolekulare Wasser-
stoffbriickenbindungen stabilisiert wird. Diese besteht bei den meisten Proteinen aus
wiederkehrenden lokalen Strukturmotiven, Sekunddrstruktur genannt. Die haufigsten
Sekundérstrukturelemente sind die a-Helix und das f3-Faltblatt. Die globale Anord-
nung der Sekundarstruktur bildet die Tertidrstruktur, die native Faltung des Proteins.
Dariiber hinaus gibt es die Quartdrstruktur, in welcher Proteinkomplexe aus mehreren
Untereinheiten gefalteter Proteine gebildet werden.

Wie ein Protein seinen nativen Faltungszustand findet ist noch nicht vollstdndig ge-
klart.>®> Das Levinthal-Paradox®® verdeutlicht, dass der native Zustand aufgrund
der Grofde des Konformationsraumes nicht durch zufallige Exploration aller Konfigura-
tionen gefunden werden kann. Stattdessen wird angenommen, dass die Energieland-
schaft des Konformationsraumes trichterartig zur energetisch vorteilhaftesten Konfor-
mation fiihrt. Levinthal selbst ging dabei davon aus, dass sich im Protein zunichst
die stabilen Sekundarstrukturen formen, durch deren Bildung die Anzahl moglicher
Konformationen fiir angrenzende Aminosauren aufgrund sterischer und energetischer
Einschrédnkungen stark reduziert wird. Die Sekundarstrukturelemente wirken somit als
,Nukleationskeime“ der Proteinfaltung.%%-6!

Dieser dynamische Prozess ist fiir das Uberleben des Organismus von entscheiden-
der Bedeutung. Obwohl sich Konformationen nahe der nativen Struktur energetisch
nur geringfiigig unterscheiden,®® sind Proteine unter physiologischen Bedingungen
erstaunlich stabil.>® Die Stabilitit wird hauptsichlich durch intramolekulare Was-
serstoffbriickenbindungen und den hydrophoben Effekt verursacht, wonach sich hy-
drophobe Aminosduren durch Zentrierung im Proteininneren von den umgebenden
polaren Wassermolekiilen abschotten und so zu einer Entropieerh6hung des umge-
benden Wassers beitragen.®®>%> Auch eine geringfiigig veranderte Primarstruktur hat
héufig keinen Einfluss auf Struktur und Funktion, vor allem, wenn die Verdnderung an
nicht-funktionalen Bereichen der Proteinoberfldche stattfindet.°® Die entsprechende
Proteinstruktur ist das Resultat eines evolutiondren Prozesses, weshalb eine Resili-
enz gegeniiber geringfiigigen Mutation nicht verwunderlich erscheint. Jedoch ist im




Falle der Sichelzellkrankheit der Austausch einer einzelnen Aminosdure im Protein
Hamoglobin, hervorgerufen durch eine einzige Punktmutation, die Ursache fiir eine
Begiinstigung von Fehlfaltungen, die mit einer pathologischen Verdnderung der Pro-
teinfunktion einhergeht.®® Auch viele neurodegenerative Erkrankungen werden durch
fehl-gefaltete Proteine im Gehirn verursacht, wobei die Ursachen dieser Fehlfaltun-
gen noch unbekannt sind.®” Aus diesem Grund ist es auch aus anwendungsorientierter
Sicht wichtig, die Prozesse der Proteindynamik und die Wechselwirkungen zwischen
dem Protein und der Proteinumgebung auf fundamentaler Ebene zu verstehen.

Ein weiterer Aspekt der Proteinstabilitéit liegt in der molekularen Umgebung des Pro-
teins im Zellinneren. Bis zu 40% des Zellvolumens ist von Makromolekiilen besetzt,
wodurch die Proteine dicht gepackt in hoher Konzentration vorliegen.®® Diese Tatsa-
che wird als makromolekulares Crowding bezeichnet und ist ein Spezialfall des Con-
finements, der geometrischen Einschrankung des untersuchten Systems. Dies hat zur
Folge, dass 30% bis 70% des Wassers der Zelle als Grenzflachenwasser an der Proteino-
berfliche vorliegt, was dessen dynamische Eigenschaften stark verdndert.®® Urspriing-
lich wurde angenommen, dass die stabilisierende Wirkung durch Volumenauschluss-
Effekte verursacht wird,®®-7! jedoch zeigen viele Studien’?74, dass die Zusammenhin-
ge komplexer sind und chemische Prozesse und elektrostatische Wechselwirkungen
auch destabilisierend wirken konnen.

Lange Zeit wurde angenommen, dass die biologische Funktionalitédt der Proteine durch
deren Struktur festgelegt sei.”>~”7 Jedoch besitzen viele Proteine Doménen, die teil-
weise oder vollstindig ohne Sekundarstruktur sind. Etwa ein Viertel der an inter- und
intrazelluldren Signaliibertragung beteiligten Proteinen in Sdugetieren sind intrinsisch
vollstindig unstrukturiert.”® Durch Untersuchungen an intrinsisch ungeordneten Pro-
teinen (intrinsically disordered proteins - IDP) wurde das Struktur-Funktions-Paradigma
aufgebrochen”>7%78 und die Proteindynamik noch stirker in den Fokus geriickt.””>7%-80

2.2.1 Untersuchte Proteine

Proteine variieren stark in ihrer Grée und Komplexitdt. Das fiir die Regulation des
Blutzuckerspiegel verantwortliche Protein Insulin besteht aus zwei Untereinheiten mit
jeweils 21 und 30 Aminosiuren.8! Das Protein Hexokinase, welches an der Glykolyse
beteiligt ist, besteht hingegen nur aus einer Untereinheit, die jedoch mit 917 Aminosau-
ren sehr groR ist.%2 Das fiir den Sauerstofftransport im Blutkreislauf verantwortliche
Proteine Hamoglobin setzt sich aus zwei Komplexen zusammen, die jeweils aus zwei
Untereinheiten mit 141 und 146 Aminoséiuren bestehen.%3

Eine sinnvolle Auswahl der zu untersuchenden Proteine ist somit eine nicht triviale
Aufgabe. Fiir Simulationen bietet es sich an, moglichst kleine Proteine zu wahlen, da
der Rechenaufwand quadratisch mit der Teilchenzahl steigt. Die Zahl der benétigten
Teilchen wéchst aufgrund der komplexen Umgebung super-linear mit der Ausdehnung
des Proteins. Zusatzlich sollten die Proteine in ihrer Grof3e vergleichbar sein. Dies vor
allem, weil im Vorfeld nicht klar ist, wie sich die Grol3e des Confinements auf die Dyna-
mik des Protein-Losungsmittel-Systems auswirkt. Dariiber hinaus gilt es eine moglichst
grofde Vielfalt an unterschiedlichen Proteinklassen abzubilden, um die Allgemeingiiltig-
keit der Ergebnisse gewéhrleisten zu konnen und um etwaige Unterschiede erkennen
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Abbildung 2.3: Lysozym (links) und Myoglobin (rechts). Eine a-Helix des Lysozyms ist
in rot und zwei anti-parallele B-Faltblatter in 3-Haarnadelkehren Kon-
figuration sind orange hervorgehoben. In Myoglobin dominiert als Se-
kundarstruktur die a-Helix. Im Zentrum befindet sich das fir die Sauer-
stoffbindung ursachliche Ham.

Abbildung 2.4: Das intrinsisch ungeordnete elastin-artige Polypeptid (VPGVG)s,, zu-
sammen mit einer Wiederholungseinheit. Dem knauelartigen Faltungs-
zustand fehlen fest definierte Sekundarstrukturelemente.

1



zu konnen. Der wichtigste Punkt aller Simulationsstudien ist der Abgleich mit experi-
mentellen Messergebnissen. Aus diesem Grund werden drei Proteine gewéhlt, zu de-
nen ein weiter Bestand an experimenteller Literatur existiert, was zusatzlich zur Folge
hat, dass eine grof3e Auswahl an validierten Proteinmodellen zur Verfiigung steht. Bei
den untersuchten Proteinen handelt es sich um Lysozym, Myoglobin und Elastin, die
jeweils aus einer Untereinheit bestehen. Die Strukturen dieser Proteine, zusammen mit
einem GroRenmaldstab, sind in den Abbildungen 2.3 und 2.4 dargestellt.

Lysozym ist an der Immunabwehr beteiligt, indem es durch eine enzymatische Re-
aktion die Zellwand von Bakterien zerstort. Es besitzt 129 Aminosduren und seine
Struktur enthélt sowohl a-Helices als auch f-Faltblatter. Die Tertidrstruktur wird zu-
sitzlich durch vier intrachenare kovalente Disulfidbriicken stabilisiert.8*

Myoglobin ist ein globulires Protein, das aus 153 Aminosiuren besteht.®> Die Struk-
tur von Myoglobin besteht {iberwiegend aus a-Helices, deren globale Anordnung
durch Wasserstoffbriicken stabilisiert wird. In dessen Zentrum befindet sich eine Him-
Gruppe, die fiir dessen Funktion der Sauerstoffversorgung in Muskelzellen relevant
iSt.86’87

Elastin ist ein vernetztes Strukturprotein, welches elastische Fasern bildet, die dem
Bindegewebe Dehnungsfihigkeit verleihen.8® Es besteht aus hydrophilen Dominen,
die mittels Wasserstoffbriickenbindungen die Quervernetzung bewirken und aus hy-
drophoben Doménen, die fiir die Elastizitat verantwortlich sind. Eine besondere Ei-
genschaft ist dessen inverser Temperaturiibergang (inverse temperature transition —
ITT). Bei hoheren Temperaturen nimmt Elastin eine kompaktere Form ein, wohin-
gegen die meisten anderen Proteine bei erhohter Temperatur denaturieren und ihre
Struktur verlieren.®?! Als dafiir ursichlich wird ein entropisch getriebener hydropho-
ber Effekt in den hydrophoben Doménen angenommen, welche {iberwiegend aus den
Aminosduren Valin, Prolin und Glyzin bestehen.888%92:93 Das elastin-artige Polypep-
tid (elastin-like polypeptide — ELP) poly(VPGVG)®?? ist ein etabliertes Modellsystem,
welches die elastischen Eigenschaften und den inversen Temperaturiibergang in Si-
mulationen und Experimenten reproduziert.8%°+7 Elastin-artige Polypeptide stellen
aufgrund ihrer zahlreichen biotechnologischen und biomedizinischen Anwendungsge-
biete”®1°! und ihrer minimalen Komplexitit ein herausragendes Modell der Klasse der
intrinsisch ungeordneten Proteine dar.®

2.2.2 Proteindynamik

Die Dynamik des Proteins ist eng mit dessen physiologischer Funktionalitat verkniipft.
Die Proteindynamik wird stark von der Umgebung des Proteins beeinflusst. Insbeson-
dere gilt es als gesichert, dass fiir das Einsetzen der Proteindynamik ein geeignetes
Losungsmittel in ausreichendem MaRe vorhanden sein muss. Ublicherweise ist die-
ses Losungsmittel Wasser,'%? wie es unter physiologischen Bedingungen in den Zellen
gefunden wird. Diese Aussagen sind allgemein hin akzeptiert und werden nur von
wenigen* grundlegend in Frage gestellt. Beziiglich der Details existiert jedoch keine
Einigkeit, wie am Ende des Kapitels klar sein wird.

Eines der bisher umfangreichsten qualitativen Bilder der Proteindynamik wurde 2015
in einem Ubersichtsartikel von Khodadadi und Sokolov'®® gezeichnet, auf welchen im
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Folgenden Bezug genommen wird. Proteine sind ein Spezialfall weicher Materie, de-
ren strukturelle und dynamische Eigenschaften abhéngig von Zeit- und Langenskala
zwischen denen typischer Festkorper und Fliissigkeiten liegen. Weiche Materie besitzt
eine grolle Zahl an metastabilen Konformationszustdnden &hnlicher Energie, die nur
durch relative niedrige Energiebarrieren getrennt sind. Dies fiihrt dazu, dass es grof3e
Zustandsfluktuationen im thermodynamischen Gleichgewicht gibt, sich raumlich und
zeitliche dynamische Heterogenitiiten ergeben und das System stark auf externe Ande-
rungen wie Druck, Temperatur und pH-Wert reagiert.>1%® Im Gegensatz zu typischen
Festkorpern ergeben sich in weicher Materie bereits bei geringfiigigen dulderen Storun-
gen und aufgrund von Gleichgewichtsfluktuationen permanent Ubergénge zwischen
den einzelnen Zustdnden. Daraus folgt, dass fiir das Verstdndnis der makroskopischen
Eigenschaften weicher Materie das Verstandnis der Dynamik auf molekulare Ebene von
zentraler Bedeutung ist. Vor allem die Kooperativitidt der Bewegung und dynamische
Heterogenititen sind charakteristische Eigenschaften weicher Materie.!%® Dies fiihrt
dazu, dass weiche Materie, dhnlich Fliissigkeiten und glasbildenden Systemen, keine
Fernordnung aufweist. Auf kleinen Langenskalen zeigen viele Vertreter dieser System-
klasse jedoch ausgeprégte Strukturen, die stabil sind. Dies gilt vor allem fiir globuldre
Proteine mit ihren lokale Sekundarstrukturelementen.

Im Folgenden werden die typischen dynamischen Prozesse weicher Materie vorgestellt.
Im Anschluss wird auf die Proteindynamik im Speziellen eingegangen. Fiir Polymere
existieren einige Modelle, die quantitative Vorhersagen zur Dynamik ermoglichen, fiir
Proteine existiert jedoch nicht einmal ein allgemein akzeptiertes Bild der dynamischen
Prozesse auf qualitativer Ebene. Das liegt zum einen an ihrer strukturellen Komplexitét
und zum anderen an der Komplexitédt der Proteinumgebung in biologischen Systemen.
Um einen Uberblick iiber die Dynamik weicher Materie zu geben, sind in Abbildung
2.5 die Temperaturabhéngigkeiten der Korrelationszeiten verschiedener Relaxations-
prozesse eines typischen Polymeres schematisch dargestellt.!%® Die schnellen Prozes-
se umfassen vor allem kleinamplitudige Fluktuationen im Bereich einiger Pikosekun-
den,'%% deren Ursprung in der Bewegung einer Struktureinheit im molekularen Kifig,
der durch die umliegenden Struktureinheiten gebildet wird, angesehen wird. Einige
Autoren sehen in diesem Prozess den Vorldufer der Strukturrelaxation.® Die Relaxati-
onszeiten der schnellen Prozesse besitzen eine sehr schwache Temperaturabhangigkeit,
was mit niedrigen Energiebarrieren assoziiert wird.'%> Unter dem Begriff der sekun-
ddren Prozesse werden verschiedene Bewegungen zusammengefasst, die sich durch ei-
ne Arrhenius-Temperaturabhédngigkeit der Form (2.1) auszeichnen. Viele dieser Prozes-
se haben ihren Ursprung in intramolekularen Konformationsdnderungen und sind spe-
zifisch fiir die spezielle chemischen Zusammensetzung der beteiligten Molekiilbestand-
teile. Ein herausragendes Beispiel dieser Klasse der lokalen Sekundérprozesse ist die
Rotationsbewegung der Methylgruppen. Dariiber hinaus existieren die im Abschnitt 2.1
beschriebenen JG--Prozesse, die in jiingster Zeit, aufgrund ihrer verwandten Eigen-
schaften, als eigentlicher Vorlduferprozess der Strukturrelaxation gesehen werden.>
Die Temperaturabhéngigkeit der strukturellen a-Relaxation folgt der VFT-Gleichung
(2.2) und ist fiir nicht-polymere Systeme der langsamste Relaxationsprozess, der aus
kollektiven Umlagerungen mehrerer Struktureinheiten folgt. Der Mechanismus, der
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Temperaturverlaufe der Relaxationszei-
ten eines typischen Polymers.'%3

bei kleiner Temperaturvariation den Ubergang von weich zu fest bewirkt, ist noch
nicht verstanden.®103106 Als aussichtsreiche Ansitze fiir ein tieferes Verstindnis der
grundlegenden Zusammenhénge gelten in der aktuellen Forschung die Untersuchung
dynamischer Kooperativititen und Hetergenititen.>*>>103:107.108 13 jn Polymersyste-
men die elementare Struktureinheit Kettensegmente sind, wird fiir diese stattdessen
héufig der Begriff der segmentellen Relaxation verwendet. Fiir Polymere ergeben sich
aufgrund der chemischen Verkettung mehrerer Struktureinheiten weitere langsamerer
Prozesse, die von der Kettenlidnge abhiangen!?®!!0 und iiblicherweise mit dem Rouse-
Modell oder dem Reptationsmodell beschrieben werden.!!!

Zusammen mit experimentellen Befunden ergibt sich laut Sokolov et al.}%® auf Grund-
lage der Dynamik weicher Materie das im Folgenden skizzierte Bild fiir die dyna-
mischen Prozesse in Proteinsystemen bei Raumtemperatur. Die schnellen Prozesse
im Pikosekunden-Zeitbereich werden iiberwiegend durch Fluktuationen der Seiten-
ketten der Aminosduren verursacht, deren Amplitude des mittleren Verschiebungs-
quadrates durch umgebende Struktureinheiten auf ~ 0.3 — 0.5A beschrinkt wird.
Entsprechend anderer Glasbildner vibrieren die Seitenketten im molekularen Kifig,
der von umliegenden Proteinbestandteilen gebildet wird. Die Rotationsbewegung der
Methylgruppen liegt im Zeitbereich ~ 10 — 50ps, tritt jedoch auch bei nicht hy-
dratisierten Proteinen und bei tiefen Temperaturen auf und weist eine Arrhenius-
Temperaturabhingigkeit auf, die typisch fiir Sekundérprozesse ist. Auf der gleichen
Zeitskala zeigt sich die Dynamik des Hydratationswassers, welche jedoch eine starkere
Temperaturabhingigkeit besitzt. Die Dynamik des gebunden Losungsmittels ist stark
an die des Subnanosekundenprozesses der Proteine gekoppelt. Diese Bewegung &h-
nelt einer lokalen Diffusion in einem harmonischen Potential und ist auf ~ 1 — 3A
beschréankt. Lokale Diffusion wird als Vorlduferprozess der Konformationsdnderungen

In dieser Arbeit wird konsequent das international {ibliche Dezimaltrennzeichen verwendet.
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einzelner Seitenketten und Proteindoménen betrachtet, welche sich auf einer Zeits-
kala weniger Nanosekunden vollziehen. Die Temperaturabhingigkeit dieses Prozesses
scheint durch die der lokalen Diffusion bestimmt, zeigt jedoch eine stirkere Abhéangig-
keit vom Hydratationsgrad. Im Mikrosekundenbereich vollziehen sich die grollamplitu-
digen Konformationsdnderungen im Proteinriickgrat, die ebenfalls stark hydratations-
abhéngig sind und als segmentelle Relaxation der Proteine aufgefasst werden kénnen.

Modelle zur Beschreibung der Proteindynamik beschrianken sich {iberwiegend auf Er-
kldrungsansitze zum dynamischen Ubergang (Protein Dynamical Transition — PDT),!!2
dem Phidnomen, dass hydratisierte Proteine in Neutronenstreuexperimenten im Tem-
peraturbereich zwischen 180K und 240 K1-!13114 einen starken Anstieg des mittleren
Verschiebungsquadrates aufweisen. Der dynamische Ubergang des Proteins verschiebt
sich, wenn sich die Zeitskala der Dynamik des Losungsmittels verdndert. Aus dieser
Tatsache und der Abwesenheit des dynamischen Ubergangs in trockenen Proteinen,
wurde geschlossen, dass das Vorhandensein eines geeigneten Losungsmittels die Vor-
aussetzung fiir die Flexibilitdt von Proteinen ist. Das groRe Interesse an diesem Phéno-
men speist sich aus der Tatsache, dass das Einsetzen biochemischer Prozesse im selben
Temperaturbereich berichtet wird und somit geschlossen wurde, dass die Proteindyna-
mik fiir die biologische Funktionalitit verantwortlich ist.}13115-117

Obwohl es lange als gesichert galt, dass der dynamische Ubergang nur bei hydratisier-
ten Proteinen auftritt, legen neuere Untersuchen nahe, dass ein dynamischer Ubergang
auch in trockenen Proteinen existiert.! 18119 Es ist jedoch noch offen, ob es sich tatséich-
lich um das selbe Phinomen handelt. So wurde von Doster'?? die Existenz zweier dy-
namischer Ubergénge postuliert. Dariiber hinaus wurde Proteinaktivitit auch fiir sehr
niedrige Hydratationsgrade,'2%'22 fiir Temperaturen unterhalb des dynamischen Uber-
gangs'?>12% und bei Abwesenheit schneller anharmonischer Proteindynamik nachge-
wiesen.'?> Eine mégliche Erklirung fiir das Auftreten von Enzymaktivitit bei abwesen-
der Proteindynamik koénnte in den Messmethoden begriindet sein,'?* da die gemessene
Dynamik héufig ein Ensemblemittel darstellt und die enzymatisch relevante Dynamik,
welche hiufig auf wenige funktionelle Doménen beschrinkt ist,!'® aufgrund fehlen-
der Ortsselektivitdt unterhalb der Aufldsungsgrenze liegt.!?? Diese Erklirung deckt
sich mit Ergebnissen von Smith et al., wonach der dynamische Ubergang iiberwie-
gend durch wasser-induzierte Seitenkettenfluktuationen verursacht wird,'?® welche
graduell die Dynamik im Proteininneren antreiben'?”'28 und somit zu einer radia-
len Aufweichung'?® des Proteins fiihren.

Dies ist in Einklang mit Bones Hypothese, wonach das Wasser die elektrostatische
Wechselwirkung zwischen Proteinseitenketten abschirmt2%13° und somit als Schmier-
mittel'35132 oder Weichmacher'3®134 fungiert, indem die zusitzliche Bewegungsfrei-
heit der Proteinseitenketten zu einer Zunahme der Mobilitét fiihrt.

Dieses Bild ist konsistent mit der Erkldrung von Doster, dem Urheber des Begriffs des
dynamischen Ubergangs.''? Seiner Meinung nach werden hiufig wichtige Effekte der
Proteindynamik bei der Interpretation der experimentellen Ergebnisse ignoriert.! So
treten im relevanten Temperaturbereich mehrere dynamische Prozesse auf, die es zu
differenzieren gilt. Die wichtigsten Komponenten des Streuspektrums sind die hydra-
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tationsunabhéngige Rotationsbewegung der Seitenkettenreste — hauptsachlich der Me-
thylgruppen — und die an das Losungsmittel gekoppelte Librationsbewegung der Pro-
teinseitenketten. Dariiber hinaus werde hiufig nicht beriicksichtigt, dass ein Anstieg
des mittleren Verschiebungsquadrates in Neutronenstreuexperimenten sowohl durch
eine Erhohung der Bewegungsamplitude, als auch durch eine beschleunigte Dynamik
hervorgerufen werden kann. Vor allem die Beriicksichtigung des zweiten Effektes ist
wichtig, da dynamische Prozesse bei Variation der Temperatur in das starre Messfens-
ter der Spektrometer wandern und dieser somit abhéngig von der zeitlichen Auflésung
des verwendeten Spektrometers ist.!

Laut Doster zeigt das Spektrum beim dynamischen Ubergang einen zweistufigen Pro-
zess.120 Der erste Anstieg resultiert aus der Zunahme der Bewegungsamplitude der
Librationsbewegung der Proteinseitenketten, die durch eine Zunahme der Fluktua-
tionen im Wasserstoffbriickennetzwerk ermoglicht werden, wenn die Glastibergang-
stemperatur T, des Hydrathtillen-Wassers tiberschritten wird. Da dieser Anstieg von
steigenden Fluktuationsamplituden getrieben ist, ist er unabhingig von der zeitli-
chen Auflosung des Spektrometers, wird spektral jedoch haufig von der dominie-
renden Methylgruppen-Bewegung iiberlagert. Der zweite Anstieg wird dadurch ver-
ursacht, dass die Proteindynamik die Auflosungszeit des Spektrometers kreuzt, wenn
die Translationsdynamik des Wassers einsetzt. Die Proteindynamik folgt dem a-Prozess
der Solvatationshiille und der damit verbunden Viskositédt des Oberflachenlésungsmit-
tels.>!33 Experimente und Simulationen, in welchen die Viskositit des Losungsmittels
durch Beimischung von Kosolventien — unter anderem Glyzerin — variiert wurde, be-
stitigen diese Abhingigkeit.!3>138

Ein weiteres Modell der Proteindynamik basiert auf dem Energielandschaftsan-
satz!>00139 welcher von Frauenfelder et al. zur Beschreibung der funktionell rele-
vanten Dynamik erweitert wurde.'® Demnach ist die Energielandschaft eines Proteins
durch dessen Struktur bestimmt und hierarchisch organisiert. Kleinere Proteinbewe-
gungen entsprechen der Uberwindung kleiner Energiebarrieren, die in groRere Ener-
gieminima eingebettet sind. Die Uberwindung letzterer geht mit groBamplitudigeren
Bewegungen einher. Auf der untersten Ebene befinden sich Gleichgewichtsfluktuatio-
nen und auf der obersten groflamplitudige Konformationsdnderungen des Proteins.
In spateren Arbeiten wurde der Einfluss des Losungsmittels besonders hervorgeho-
ben.'*! Das Protein wird als dynamisch passive molekulare Maschine angenommen,
deren Dynamik vollstdndig durch die Einwirkung des umgebenen Losungsmittels an-
getrieben wird. Dieses Modell wird in pragnanter Weise als Slaving-Model bezeich-
net, bei welchem die Proteindynamik als von der Solvatationsdynamik ,versklavt®
betrachtet wird. In weiteren Arbeiten wurde der Einfluss des Losungsmittels prazi-
ser charakterisiert.!*? Dabei werden a-Fluktuationen des freien Losungsmittels und
Br-Fluktuationen der Solvatationshiille unterschieden. Diese Begriffe sind der Glas-
dynamik entlehnt, haben in diesem Kontext jedoch eine andere Bedeutung.!® Dieses
Modell erhebt den Anspruch die Proteinfaltung!#® und die Proteindynamik'!” vollstin-
dig zu erkldren. Der dynamische Ubergang ergibt sich in diesem Modell als Folge der
schnellen f;-Fluktuationen des Losungsmittels, die in diesem Temperaturbereich in
das experimentelle Zeitfenster gelangen.'*4
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Obwohl dieses Bild sehr eingédngig und damit in der Literatur sehr verbreitet ist, wird
von vielen Autoren die Vorstellung einer einseitigen Abhéngigkeit aufgrund experi-
menteller Befunde abgelehnt.'#>~*8 Dariiber hinaus wird kritisiert, dass der Einfluss
der Translationsbewegung des Losungsmittels ignoriert wird.!3120

Ngai beschreibt die Proteindynamik im Rahmen seines universellen Kopplungsmodells
(Coupling-Model),® das eine gewisse Ahnlichkeit mit Dosters Deutung aufweist. Der
wesentliche Unterschied besteht in der Annahme, dass aufgrund der beteiligten Zeits-
kalen®!%%150 nicht der a-Prozess der Hydrathiille, sondern dessen JG-f3-Prozess die
Ursache des PDT ist. Zwar erkennt auch Ngai an, dass Wasser in der Hydrathiille
des Proteins Translationsbewegung ausiibt, jedoch betrachtet er diese als besondere
Eigenschaft des JG-f3-Prozesses des Wassers, welcher auch als v-Prozess bezeichnet
wird. 15!
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3 Methodische Grundlagen

Das folgende Kapitel bietet einen Uberblick der in dieser Arbeit angewandten Me-
thoden. Diese umfassen zum einen die Simulationsmethoden, sowie die analysierten
Observablen. Dabei liegt der Fokus des Simulationsabschnitts in der Vermittlung der
konzeptionellen Ideen. Fiir eine detailliertere Beschreibung der verwendeten Verfah-
ren sei auf das Benutzerhandbuch der verwendeten Simulationssoftware GROMACS*>?
verwiesen, welches neben den Software spezifischen Erlauterungen einen mehr als
zweihundert Seiten langen Ubersichtsartikel iiber alle implementierten Verfahren ent-
halt.

Die Bandbreite der Systemkomponenten der in dieser Arbeit erstellten Simulationen
erforderte die Verwendung mehrerer Kraftfelder, verschiedener Simulationsparameter,
sowie individuell angepasster Erzeugungs- und Aquilibrierungsprotokolle. Aus diesem
Grund ist eine zentrale Auflistung nicht zweckdienlich, weshalb die jeweiligen Simula-
tionsdetails als eigener Abschnitt im entsprechenden Ergebnisteil aufgefiihrt werden.
Obwohl einige Analysemethoden ebenfalls systemspezifisch sind, werden diese in die-
sem Kapitel aufgelistet, um den Lesefluss nicht zu storen.

Allgemein eignen sich Simulationen auch zur Untersuchung von Systemen und Eigen-
schaften, die derzeit nicht oder nur schwer experimentell zugédnglich sind. Dabei ist es
wichtig zu betonen, dass diese stets auf Modellen basieren, welche die Realitidt niemals
vollstandig abbilden kénnen. Durch Simulationen gewonnene Erkenntnisse miissen da-
her, soweit das moglich ist, durch Experimente an realen Systemen {iberpriift werden.
Da Simulationen jedoch schneller und kostengiinstiger als entsprechende Experimente
umgesetzt und variiert werden kénnen, lassen sich Erkenntnisse frither gewinnen. Der
Zweig des computergestiitzten Rechnens nimmt eine immer grof3ere Rolle als Briicke
zwischen Experiment und Theorie in der Wissenschaft ein.!>31%4

Im vorangegangen Abschnitt wurde deutlich, dass die Interpretation der experimen-
tellen Ergebnisse ein haufiger Ausgangspunkt wissenschaftlichen Dissenses ist. Im
Speziellen sind die Vorteile der Molekulardynamik(MD)-Simulation gegeniiber kon-
ventionellen experimentellen Methoden die Moglichkeit, bekannte Storgrof3en bestim-
men und eliminieren zu konnen. Da die vollstindigen mikroskopischen Details zu-
ganglich sind, konnen die Ursachen schwach emergenter Phidnomene in klassischen
Vielteilchen-Systemen untersucht werden. Dariiber hinaus sind modellfreie Berech-
nungen der zu untersuchenden Observablen moglich. Somit bilden Ergebnisse der
MD-Simulation einen Ausgangspunkt bestehende Modelle zu ergdnzen und tragen so
zu einer zielgerichteten Forschung bei.

3.1 Simulation der Molekulardynamik

Es ist nicht moglich aus den Komponenten eines beliebigen Vielteilchen-Systems auf
dessen makroskopische Eigenschaften zu schlie3en, da fiir deren Berechnung im all-
gemeinen keine analytische Losung existiert. Aus diesem Grund berechnet man die
interessierenden Eigenschaften auf Grundlage bestehender Theorien aus einem vorlie-
genden Ensemble an Systemen. Dieses Ensemble muss zundchst mittels numerischer
Verfahren erzeugt werden. Das Grundprinzip der MD-Simulation besteht darin, durch
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iteratives Losen der Newtonschen Bewegungsgleichungen die Phasenraum-Trajektorie
aller Systemkomponenten zu erzeugen. Es entsteht ein Ensemble an Zustdnden, das
eine zeitliche Evolution des Systems beschreibt und somit fiir die Berechnung dynami-
scher Variablen geeignet ist. Damit diese Systemzustinde dem Gleichgewichtszustand
eines thermodynamischen Ensembles entsprechen — die Verteilung der kinetischen
Energie entsprechend der statistischen Mechanik physikalischer Systeme folgt — muss
die korrekte Verteilung der Mikrozustinde {iber zusitzliche Algorithmen (Thermostat,
Barostat) erzwungen werden. Aus diesen Trajektorien werden schliel3lich die interes-
sierenden Observablen berechnet.

MD-Simulationen, welche die zeitliche Evolution auf der Ebene der Quantenmecha-
nik 16sen, werden Ab-Initio Simulationen genannt. In den verwendeten Potentialen
wird die Elektronenstruktur explizit beriicksichtigt, was einen enormen Rechenauf-
wand darstellt und diese beziiglich ihrer Systemgrofde und Zeitverlaufe stark limitiert.
Daher werden zur Berechnung der zeitlichen Evolution des Systems oft empirisch
ermittelte Kraftfelder verwendet, die eine klassische Ndherung darstellen. In (klassi-
schen) MD-Simulationen werden quantenphysikalische Effekte, wie die Verdnderung
chemischer Bindungen, ignoriert. Im Kontext der Untersuchung makroskopischer Bio-
molekiile werden diese Effekte jedoch hiufig als nachrangig angesehen.!>®

Eine weitere Moglichkeit der Ensemble Generierung bieten Monte-Carlo Verfahren. In
Monte-Carlo-Simulationen werden die neuen Zustdnde durch zuféllige Teilchenver-
schiebungen erzeugt, die nach den Gesetzen der statistischen Mechanik mit einer ge-
wissen Wahrscheinlichkeit akzeptiert werden, sodass sich Zustédnde einer Boltzmann-
Verteilung ergeben. Der Ablauf dieser Systemtrajektorien beschreibt keine zeitliche
Abfolge, sondern entspricht einer zufdlligen Stichprobennahme aus der Gesamtheit
der energetisch erlaubten Zustédnde, die von der Startkonfiguration aus erreicht wer-
den konnen. Der Vorteil dieser Methode liegt in der Grofde des elementaren Schritts
zwischen altem und neuem Zustand. Es wird im Allgemeinen ein grol3erer Bereich
des Konfigurationsraums erkundet. Jedoch konnen mit dieser Methode nur statische
Observablen berechnet werden, weshalb diese Methode fiir die Untersuchung der dy-
namischen Eigenschaften ausscheidet.

Die Entwicklung und Validierung eines klassischen Kraftfeldes ist extrem aufwindig,
da viele Zielgrof3en gleichzeitig optimiert und kontrolliert werden miissen. Die Fiil-
le an bestehenden Kraftfeldern ist schwer iiberschaubar, da sich die meisten in viele
verschiedene Versionen aufschliisseln. Hinzu kommt, dass sich diese haufig nicht mit-
einander kombinieren lassen. Eine Auflistung iiber die historische Entwicklung der
relevantesten Kraftfelder im Bereich der Simulationen zu Biomolekiilen findet sich in
einem Aufsatz von Lemkul.'®® Viele Kraftfelder haben sich iiber einen langen Zeitraum
hinsichtlich verschiedenster Observablen bewéhrt, weshalb sie noch heute verwendet
werden, obwohl deutliche neuere Versionen existieren.

Die in dieser Arbeit verwendeten Kraftfelder haben beziiglich ihrer Parametrisierung
eine einheitliche Struktur. Die Zusammensetzung ist in den Gleichungen (3.1) sche-
matisch dargestellt. Das Gesamtpotential V& setzt sich dabei aus einem Anteil fiir
gebundene Teilchen V" und einem Anteil fiir ungebundene Teilchen V™ zusammen.
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Die Wechselwirkung gebundener Teilchen besteht aus drei Beitrdgen und ist dabei auf
die nichsten vier intramolekularen Nachbarteilchen beschrénkt. Die exakte Parametri-
sierung ist vom verwendeten Kraftfeld abhédngig. Die geldufigste Darstellung, die auch
in dieser Arbeit genutzt wird, ist in den Gleichungen (3.2) aufgefiihrt. Das Torsions-
potential der Diederwinkel VP ist periodisch, die chemischen Bindunglingen und Bin-
dungswinkel werden iiber harmonische Potentiale V® und VWV approximiert. Hiufig
werden die schnellsten Freiheitsgrade als irrelevant auf der Zeitskala der interessie-
renden Dynamik angesehen und die harmonischen Potentiale durch Zwangsbedingen
ersetzt.

Ve — Vb + an

Vb — VB + VW + VD (31)
e
B 1.5 0
VE(ry) = Ekij (rij _rij)
1
VY (050) = Ekl.vjvk(eijk—egk) (3.2)

VD (d)ijkl) = kijl [1 + cos (n¢ijkl - ¢3k1)]

1 49:i9;
ve(r;)= 2 e (3.3)
12 6
v (rij) =4¢€;; |:(r—l]) _(r_l]) :| (3.4
ij ij
1
€ij = 4/ €ii€jj (3.6)

Das Potential fiir chemische ungebundene Atome setzt sich aus einem abstol3enden,
einem anziehenden und einem elektrostatischen Term zusammen. Die ersten beiden
Terme werden zumeist durch ein Lennard-Jones Potential der Form in Gleichung (3.4)
dargestellt. Der kurzreichweitige repulsive Beitrag ist eine klassische Niaherung, die
den Effekt des Pauli-Prinzips nachbildet. Der anziehende Term fasst die Effekte der
Van-der-Waals Krafte zusammen. Zusétzlich wirken (partiell) geladene Teilchen iber
das Coulomb-Potential in Gl. (3.3).

Die Gesamt-Wechselwirkung zwischen ungebundenen Teilchen ergibt sich dabei als
Summe der Wechselwirkungen zwischen Teilchenpaaren, deren Abstand einen Grenz-
radius r. (Cutoff) nicht {iberschreiten. In vielen Kraftfeldern sind die ungebundenen
Wechselwirkungen der Teilchen, die dem gebundenen Potential unterliegen, in ihrer
Starke um kraftfeldspezifische Faktoren skaliert, da ein Teil dieser Wechselwirkungen
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bereits in den Parametern des intramolekularen Anteils implizit enthalten sind. Im
Allgemeinen sind reale Systeme nicht paarweise-additiv, da kooperative Viel-Teilchen-
Effekte von Bedeutung sind. Insbesondere folgt daraus, dass dielektrische Polarisati-
onseffekte nur implizit als effektiver Beitrag im Kraftfeld enthalten sind und induzierte
Dipolmomente nicht explizit berechnet werden.

Um die Stiarke der LJ-Wechselwirkung zwischen Teilchenpaaren zu ermitteln, wer-
den die Lorentz-Berthelot Mischungsregeln in den Gleichungen (3.5) und (3.6) ge-
nutzt. Die Verwendung eines Grenzabstands r, sorgt fiir das schnell abfallende LJ-
Potential zu einer kleinen Abweichung gegeniiber eines unendlich ausgedehnten Sys-
tems, die durch einen Korrekturterm kompensiert wird. Zur korrekten Beschreibung
des Coulomb-Potential ist es jedoch notwendig langreichweitige Beitrdge zu bertick-
sichtigen. Dies geschieht mit dem Particle-Mesh-Ewald (PME) Verfahren.'®” Dabei wird
der langreichweitige Anteil der Ewald-Summation im Foruierraum {iiber ein Gitter ap-
proximiert, welches durch Schnelle-Fourier-Transformation effizient berechnet werden
kann. Fiir zukiinftige Arbeiten sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass in GRO-
MACS das PME-Verfahren auch fiir die Lennard-Jones Wechselwirkung implementiert
wurde und dass es bei dessen Verwendung vorteilhaft sein kann fiir beide LJ-Parameter
das geometrische Mittel als Mischungsregel zu nutzen, was bei vernachléssigbaren Ein-
buflen der Genauigkeit eine signifikante Steigerung der Rechengeschwindigkeit be-
wirkt, 158

Die Ausdehnung der simulierten Systeme ist im Vergleich zu realen Experimenten
verschwindend gering, wodurch ein nicht zu vernachlissigender Anteil der Teilchen
unphysikalischen Randeffekten aufgrund des umgebenden Vakuums ausgesetzt ware.
Um ein ausgedehntes System nachzuahmen, werden die Simulationen mit periodi-
schen Randbedingen durchgefiihrt. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass artifizielle
langreichweitige Korrelationen aufgrund der erzwungen Periodizitat auftreten konnen,
wenn diese bei der Auswertung entsprechender Observablen nicht beriicksichtigt wer-
den. Als raumfiillende Simulationsboxen stellen Quader die einfachste Geometrie dar.
Es ist fiir manche Systeme jedoch von Vorteil Simulationsboxen zu verwenden, deren
Wigner-Seitz Zelle einer Kugelgeometrie dhnlicher ist als ein einfacher Wiirfel, da bei
gleichbleibendem Abstand zum néachsten periodischen Abbild ein geringeres Volumen
benotigt wird. Die kugeldhnlichste raumfiillende Geometrie stellt der Rhombendode-
kaeder dar. Die Einsparung der Rechenzeit, aufgrund des um 29% verringerten Vo-
lumens fiir solvatisierte Proteine, wird dabei durch eine gesteigerte Komplexitét der
Auswerteroutinen erkauft.

Der prinzipielle Ablauf der Systemerzeugung und Auswertung unter Vernachlassigung
technischer Details erfolgt fiir alle Systeme auf folgende Weise:

Es wird eine Startkonfiguration des Systems erstellt, indem die Anfangskoordinaten
aller Teilchen festgelegt werden. Dieser Schritt erfolgt in komplexen Systemen durch
iterative Kombination der Systemkomponenten. Dabei ist es hédufig erforderlich das
System mittels Energieminimierungsmethoden zu relaxieren, um einen Systemabsturz
aufgrund unvorteilhafter Konfigurationen und den damit verbundenen gro3en Kraf-
ten zu vermeiden. Im Anschluss wird das System mittels des Parrinello-Rahman Ba-
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rostats'®® bis zur Einstellung des Zieldrucks von p = 1bar im NPT-Ensemble simu-
liert. Dabei wird der Druck iiber die Variation der Simulationsboxgrofe eingestellt.
Die Temperatur wird iiber den Nosé-Hoover Thermostat'®® kontrolliert. Konvergie-
ren Druck, Temperatur und potentielle Energie des Systems, wird dieses im Anschluss
im NVT-Ensemble simuliert. Dadurch werden Artefakte bei der Berechnung der Obser-
vablen, die im NPT-Ensemble aufgrund der fluktuierenden Simulationsbox auftreten,
vermieden. Abhingig von der zu untersuchenden Dynamik werden Systemzustidnde
in regelméafligen Intervallen gespeichert, welche nach Abschluss der Simulation die zu
untersuchende Systemtrajektorie darstellen. Statische Grof3en, werden durch die Mit-
telung mehrerer Systemzustdnde berechnet. Bei der Berechnung dynamischen Grof3en,
wird ein Auswerte-Zeitfenster festgelegt und anschliel3end wird {iber die Ergebnisse fiir
verschiedene Startzeitpunkte gemittelt.
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3.2 Observablen

In MD Simulationen liegt die vollstdndige mikroskopische Information in Form der
Teilchenpositionen zu allen Zeitpunkten vor. Dies unterscheidet sich fundamental von
Experimenten, in welchen aufgrund endlicher Auflosung stets rdumlich und zeitlich
gemittelte GroBen gemessen werden. Die Berechnung dieser Observablen aus den
Simulationsdaten erfolgt mit den Methoden der statistischen Mechanik. Um aus ex-
perimentell gemessenen Observablen auf die molekularen Zusammenhénge zu schlie-
RBen, miissen haufig Modellannahmen gemacht werden. Im Gegensatz dazu erlaubt
die Systemtrajektorie der MD Simulationen eine modell-freie Berechnung der dyna-
mischen und strukturellen Observablen durch numerische Verfahren. In den meisten
Féllen eignen sich deren formale mathematische Beschreibung, die aus theoretischen
Uberlegungen stammen, jedoch nicht fiir eine direkte Umsetzung.'®%162 Aus diesem
Grund folgen einige allgemeine Voriiberlegungen, um die folgenden Abschnitte ver-
standlich zu machen.

Ein wichtiges Konzept der statistischen Mechanik ist das Ensemblemittel. Der Erwar-
tungswert einer Observablen A ergibt sich dabei, als Mittelung iiber ein Ensemble von
Mikrozustéanden. Ein statistisches Ensemble ist dabei eine idealisierte reprasentative
Verteilung von Mikrozustdnden, die mit vorgegebenen makroskopischen Parametern
eines Systems vereinbar ist. Formal ergibt sich diese Mittelung als gewichtetes Phasen-
raumintegral der Observable A:

{A)gns = J dr' p(T") A(T) (3.7

Dabei ist T'(7V(t), BV (t)) die Phasenraumtrajektorie und p(I') eine Wahrscheinlich-
keitsdichte, deren Form von der Wahl des Ensembles abhéngt.

Alternativ kann der Erwartungswert einer Observable als Mittelwert der zeitlichen Evo-
lution aufgefasst werden:

t
(A) = tl_iglo%JO dt’ A(T(¢)) (3.8)
Zur Berechnung von Observablen wird implizit die Giiltigkeit der Ergodizitatshypothe-
se angenommen, die besagt, dass das Ensemble- und Zeitmittel einer Observablen A
identisch sind. Das ist der Fall, wenn die zeitliche Entwicklung der Phasenraumtrajek-
torie T(7V(t), pN(t)) des Systems iiber die Evolutionszeit den gesamten Phasenraum
durchlauft. Streng genommen ist diese Annahme in metastabilen Systemen, wie un-
terkiihlten Fliissigkeiten und biologischen Makromolekiilen, nicht erfiillt. Analog zu
Uberlegungen in Abschnitt 2.1 kann das System jedoch als ergodisch betrachtet wer-
den, wenn sich dessen zeitliche Evolution auf der Zeitskala der Untersuchung auf einen
Bereich des Phasenraumes beschréinkt, innerhalb dessen es als im Gleichgewicht be-
findlich betrachtet werden kann.!63164
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In MD Simulationen werden Observablen numerisch iiber das diskrete zeitliche Mittel
iiber N, Zeitpunkte bestimmt:

N¢
{(Avp = Nl Z At;) (3.9)

ti=1

In den meisten Féllen beinhaltet die Berechnung der Observablen eines Systems eine
zusétzliche Mittelung tiber dquivalente Teilsysteme. Um Verwechslungen mit Summen,
die aus Mehrteilchen-Effekten resultieren, zu vermeiden, werden diese in den folgen-
den Formeln explizit ausgeschrieben.

Die numerische Berechnung der Integrale in formalen Definitionen ist in MD Simulatio-
nen eng mit der Methode der Monte-Carlo-Integration verkniipft, bei der ein Integral
durch den Mittelwert einer reprisentativen Stichprobe dargestellt wird.'®°

A =J as’ (3.10)
Q
Lo p@rmt S = () (3.11)
Vg . NN o Xi) = .

Dabei ist es fiir die Berechnung wesentlich das korrekte Integrationsvolumen Vj, zu
berticksichtigen.

Héangt die zu bestimmende Grof3e von der Position benachbarten Teilchen ab, erfolgt
die Berechnung iiber die Bildung eines Histogramms mit entsprechend normierten dis-
junkten Raumbereichen, welche als Bins bezeichnet werden. Dartiiber hinaus muss dar-
auf geachtet werden, dass zur Berechnung von Mehrteilchen-Wechselwirkungen peri-
odische Abbilder nicht mehrfach beriicksichtigt werden. In der Praxis bedeutet das,
dass die auswertbare maximale Reichweite einer Observablen auf einen Grenzabstand
r. (cutoff) beschréankt wird, welche die halbe Minimaldistanz periodischer Abbilder
nicht tiberschreiten darf. Bei gegebener Teilchenzahl bedeutet dies effektiv, dass sich
der maximalen Auswertungsradius um den Faktor +2 erhéht, wenn dodekaedrische
periodische Randbedingungen anstelle von kubischen Randbedingungen verwendet
werden.

3.2.1 Struktur und Dynamik

Aufgrund der vollstdndigen mikroskopischen Information stellt die orts- und zeitab-
hiingige Van-Hove-Funktion!®®

N N
1
G(F, t)=— O[F—(F(t+ty)—T7 (t , 3.12
(0= (226Gl () (312
fiir MD Simulationen den natiirlichen Ausgangspunkt fiir die Berechnung von Obser-
vablen dar, die in Neutronenstreu-Experimenten gemessen werden.® Sie beschreibt die
bedingte Wahrscheinlichkeit zum Zeitpunkt t, + t ein Teilchen am Ort 7 zu finden,
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wenn sich zum Zeitpunkt t, ein Teilchen im Ursprung befand. Da die Startzeitpunkte
fiir ergodische Systeme beliebig gewahlt werden konnen, wird in allen folgenden Glei-
chungen t, = 0 gesetzt.

Mit der mikroskopischen Teilchenzahldichte

N
p(F.0)= D 6(F—7i(1) (3.13)
i=1
= firf € AV
5(F) = lim {AV v (3.14)
AV—-0 | 0 sonst
ergibt sich mit den Eigenschaften der Delta-Distribution
f dx 6(x)=1 (3.15)
J dx 6(x) f (x) = £ (0) (3.16)

dass G(7, t) als Dichte-Autokorrelationsfunktion
1L X
G(F,t) = N<ZZJ &Ers[r—#(0)]6[r +7 -7 (t)]> (3.17)
ik JV
1 - -
= —<J d3r’p(r’,0)p(r’+'r',t)> (3.18)
N\ Jy

(p(0,0)p (7, 0))
Po

1 .
= V{p(0,0p(F, ) = (3.19)

ausgedriickt werden kann,'%7-1%8 wobei p, = N/V die mittlere Teilchenzahldichte ist.

Die Summation in Gleichung (3.12) lasst sich dabei in einen Selbst- (self) und einen
Fremdanteil (distinct)

G(7,t) = G,(7,t)+ G4(7, t) (3.20)
BN I 2
Gy(7,t) = N<Z5 [ +7(0)—F (t)]> (3.21)
1 Iil N—-1
Gy4(F, 1) = N<ZZ S[F+7(0)—7 (t)]> (3.22)
i ki

auftrennen.

Die statische Paarverteilungsfunktion g(7) ergibt sich dabei aus dem Fremdanteil der
Van-Hove-Funktion bei t =0

Gq(7,0) = pog (7). (3.23)
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Die korrekte Normierung des Histogramms zur Berechnung der richtungsabhédngigen
Paarverteilungsfunktion g(7) ist trivial, da alle Bins eine einheitliche Grof3e haben. In
isotropen Systemen hangt g(r) nur vom Abstand r = |F| ab und wird dann auch als
radiale Verteilungsfunktion bezeichnet. Um eine bessere Statistik zu erhalten, bietet
es sich an iiber verschiedene Richtungen zu mitteln, was im expliziten Fall ebenfalls
trivial ist.

Eine implizite Mittelung iiber alle Raumrichtungen ergibt sich, wenn das Histogramm
Hist;(r) eines Teilchens i iiber die Abstdnde der Teilchenpaare r; = |; — 1| gebildet
wird. In diesem Fall entsprechen die Bins des Histogramms Kugelschalen der Dicke Ar,
mit dem Volumen

4
AVgin(r) = 37 [(r+Ar)—r?] (3.24)
= grc [SrzAr +3rAr? + Ar3] ~ 41 r2Ar, (3.25)
womit sich
1 /N
8 =pi' (D 6017~ 7il]) 3.26)
i k#i
1 /<, Hist (r)
=pt=(y —L 7 3.27
Po' N <Zl: 4nr2Ar> (3.27)
ergibt.

Uber die rdumliche Fouriertransformation erhilt man aus G(7,t) die experimentell
zugangliche kohdrente intermedidre Streufunktion

F(@G,t)= f G(#,t) e 97 dr (3.28)

mit dem Streuvektor ¢. Ihre zeitlich Fouriertransformierte ist der dynamische Struktur-
faktor

1 (7 .
S(EI"‘)):%J F(G,t)e'“" dt. (3.29)

—0Q
und entspricht somit dem Frequenzspektrum der kohdrenten intermedidren Streufunk-
tion.

Die translative Dynamik der einzelnen Teilchen ist im Selbstanteil G,(7,t) aus Glei-
chung (3.21) enthalten. Analog zur vorherigen Betrachtung ergibt sich durch rdum-
liche Fouriertransformation die inkohdrente intermedidre Streufunktion (incoherent in-
termediate scattering function — ISF)

Fy(g,t)= J Gy(7,t) e T dr (3.30)

N

1 N o
= N<Z elq'(ri(f)_ri(o))>. (3.31)

i
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In isotropen Systemen héngt die ISF lediglich vom Betrag des Streuvektors g = |g| ab,
wodurch sich folgende Vereinfachung ergibt:

1/ sin(q|ﬁ(t)—?i(0)>>
fla.t N<Z 4l ()~ 7,(0) (3:32)
Haufig lasst diese sich durch eine KWW-Funktion aus Gleichung (2.3) beschreiben.
Die Zeitskala des Korrelationsabfalls ist ein Mal$ der translativen Dynamik auf einer
Langenskala 27t/|G|. Wird g so gewéhlt, dass die gemessene Liangenskala dem mitt-
leren Abstand zu den Nachbarteilchen — dem , Kéfig“ — entspricht, so ist die aus der
ISF bestimmte Korrelationszeit 7 ein Mal$ der Strukturrelaxation. In Proteinsystemen
wird ein extrem gestreckter Abfall beobachtet, der sich nicht immer durch eine KWW-
Funktion beschreiben l4sst. Aus diesem Grund wird die Korrelationszeit, sofern nicht
anders angegeben, in diesen Systemen {iber F,(q, 7) = ¢! bestimmt.
Aus der inkohérenten intermedidren Streufunktion lasst sich die mittlere quadratische
Verschiebung (r?) (mean-square displacement — MSD) bestimmen'®”

F(q, )~ e_(qz<_"’rz>), (3.33)

wenn die Verteilung der Verschiebungen als gaul3-formig angenommen wird. In MD
Simulationen wird das MSD hingegen direkt aus den vorliegenden Teilchenpositionen
berechnet

N
1 — -
w0 = X -ror) (339
= 2n,Dt, (3.35)
mit der Diffusionskonstante D und der Anzahl der Raumdimensionen n,.

Die Quantifizierung der Reorientierungsdynamik erfolgt iiber die Bestimmung der Kor-
relationszeit einer Rotations-Autokorrelationsfunktion C;. Die allgemeine Form ergibt
sich mit dem Legendrepolynom P; vom Grade [ und den Einheitsvektoren é;, welche
die zu untersuchende Orientierung charakterisieren, zu

N
Gi) = %<Z PIE()- a(on>. (3.36)

In Simulationen kénnen beliebige Orientierungen untersucht werden, experimentell
héngt die Wahl von der verwendeten Messmethode ab. So werden in der NMR mit
dem Molekiilsystem verkniipfte Tensororientierungen (mit [ = 2) gemessen, in der
dielektrischen Spektroskopie hingegen molekulare Dipolmomente (mit [ = 1).
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3.2.2 Spin-Gitter-Relaxationszeit T,

Um die Spin-Gitter-Relaxationszeit T; aus der Trajektorie der Simulation berechnen
zu konnen, ist es notwendig die entsprechenden Zusammenhinge auf der Teilchen-
ebene zu verstehen. In Experimenten wird jedoch stets das Mittel {iber ein ganzes
Teilchenensemble gemessen. Von diesen Messergebnissen ausgehend versucht man
iiber Modellannahmen auf die Molekulardynamik zu schlieen. In Molekulardyna-
miksimulationen wird der umgekehrte Weg beschritten. Aus diesem Grund sind die
Darstellungen in der Literatur, besonders im Hinblick auf den Prozess der Mittelung,
hiufig nicht ausreichend explizit.'®1192 Dariiber hinaus sind die entsprechenden Dar-
stellungen nicht einheitlich, was den Zugang zusétzlich erschwert. Aus diesem Grund
wird an dieser Stelle eine kurze Zusammenfassung der fiir die Berechnung der Spin-
Gitter-Relaxationszeit aus Simulationsdaten relevanten Zusammenhénge gegeben. Der
Ausdruck fiir die Spin-Gitter-Relaxationszeit T; hdngt von der Wahl der Definition fiir
die Spektraldichten J (m) (i.A. von der Normierung der Fouriertransformation) und der
Form der Korrelationsfunktionen G™ ab. Welche Form die Korrelationsfunktionen ha-
ben hingt von der Darstellung des Dipol-Hamiltonoperators ab. Generell wird dieser
in Funktionen faktorisiert, welche jeweils nur von der rdaumlichen Struktur oder von
Spin-Operatoren abhédngen. Dariiber hinaus ist es auch moglich die Spin-Operatoren
mit Hilfe von irreduziblen sphérischen Tensoroperatoren darzustellen, welche unter
Rotation wie Kugelfldichenfunktionen transformieren.

Abragam!®® faktorisiert den Dipolhamiltonian folgendermafen mit entsprechend ge-
wihlten Spinoperatoren A™:

2

Ay =D FmAm (3.37)
m=—2
v (6,9)
F =g, 2—"— (3.38)
r

4| 167 871 4| 327
dg = T a, = E a, = F (339)

Die Kugelkoordinaten r, 8 und ¢ sind zeitabhidngig und beschreiben den Verbindungs-
vektor zweier Spins im raumfesten Koordinatensystem. Die Raumwinkel werden im
folgenden mit Q2 zusammengefasst. Die Yz(m) sind Kugelflachenfunktionen zweiten Gra-
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des mit der Normierung f q |Y2(m)(§2’ )|2dQY’ = 1. Als Spin-Gitter-Relaxationszeit T; fiir
zwei gleichartige Spins in Wechselwirkung erhélt man in SI-Einheiten:

1/T, = % (Z—:[)zy‘*hz I(I+1) [JP(w0)+7P(20)] (3.40)
= %K I1(I+1) [T (w)+JP (2w)] (3.41)

(Mo ) 42
K= (‘m) v (3.42)
JM () =f G (t)e @t de (3.43)
G(m)(t):% f JM(w) et dow (3.44)
GM(0) = % J JM(w)dw (3.45)

Die Korrelationsfunktionen G sind reell und gerade, weshalb gilt:

oo

JM(w)=2 f G™(t) cos(wt) dt (3.46)
0

Diese Beziehung ist relevant, da die Korrelationsfunktionen G™ langsam variieren-
de Funktionen sind und die Spektraldichten J™ somit numerisch mit dem Filon-
Algorithmus!”® berechnet werden kénnen. Es ist nicht uniiblich die Spektraldichte auf
den halben Wert der in Gl.(3.46) gegebenen Definition festzulegen und dies im Aus-
druck fiir die Relaxationsrate Gl.(3.40) durch den Faktor 2 zu beriicksichtigen.!”1-173
Wechselwirken k gleichartige Spins ergibt sich unter der Annahme unkorrelierter Re-
lativbewegung:

YT =2 K10+ Y I (@) + 20)] (3.47)
k

Diese Annahme trifft fiir Molekiile mit mehr als einem Spin nicht zu, die Abweichung
ist jedoch fiir Systeme mit drei oder vier Aquidistanten Spins vernachlissigbar.'6%174
Gleichung (3.47) gilt fiir einen Spin. Ist dieser nicht reprasentativ fiir das Gesamtsys-
tem, so muss liber ein reprasentatives Ensemble gemittelt werden:

N
1T, = %K I(I+1) %ZZ [T () +ID (2] (3.48)
i ki

Dabei ist es wichtig iiber welchen Bereich die zweite Summe lauft. In den in Simulatio-
nen auftretenden endlichen Systemen muss darauf geachtet werden, dass die zweite
Summe die Isotropie erhilt: Alle Nachste-Nachbar-Spins mit Index k liegen innerhalb
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einer Kugel mit Radius r, um den Spin mit Index i und es diirfen nicht mehrere peri-
odische Abbilder innerhalb dieser Kugel liegen. Dies bedeutet insbesondere, dass die
Elemente der zweiten Summe jeweils vom Element der ersten Summe abhidngen. Die
Fouriertransformation ist eine lineare Operation und mit GI.(3.48) und Gl.(3.43) erge-
ben sich fiir die Korrelationsfunktionen G™:

1T, = —KI (I+1) —ZZ U G (et dt +J G (t)e—i2wfdt]
i k#i - —o0
(3.49)

=2 K 1I+1) f Z G (t)e @t + G (¢)e 2t ] de (3.50)

i k;él
vi™ (e
FI (£) = a,, - g i) (3.51)
ik
G (¢) = ZZF('“) (0) FI™* (t) (3.52)

i k#i

Bei isotroper Zufallsbewegung gibt es keine Korrelation zwischen den stochastisch
fluktuierenden Funktionen FU™ mit ungleicher Ordnung m. Fiir die Startwerte der
Korrelationsfunktionen gilt:

(m) 2
i ki Tik (0)

Weiter folgt unter der Annahme eines isotropen Ensembles und der Normierung der
Kugelflachenfunktionen bei Integration iiber den vollen Raumwinkel

J|Y2(’") ()P de =1 (3.54)
und dem Zusammenhang zwischen Mittelwert und Integral
(Y (@)% = J ly\™ ()2 dsy, (3.55)

dass GI.(3.53) sich vereinfacht zu

G™(0) = (3.56)

;&
N2

i k#i rlk (0)6

&R
RRERS

30



Der Mittelwert iiber die Summen der Abstdnde benachbarter Spins kann durch ein
Raumintegral {iber die lokale Spindichte ersetzt werden. Die lokale Spindichte ist ge-
geben durch das Produkt der mittleren Spindichte py und der radialen Verteilungs-
funktionen gy (r).

az T 27 R (T')
G (0) = - J J J Pu8HIT) 2 Gin g d6 dg dr (3.57)
an Jo Jo Jo ro
R
:azmpr gHr—Srr)dr (3.58)
0

Wird gy (r) durch eine Stufenfunktion ersetzt (minimaler Abstand fester Kugeln bei
uniformer Dichte)

) 1 flirr>d (3.59)
r)= .
8 0 flrr<d
dann gilt fiir R — oo
oo
(m) (0) = 2 1
G™(0)=a;, pu —4dr (3.60)
a T
2
a
= ;:T’ZH (3.61)
Die normierten Kugelflichenfunktionen transformieren unter Rotation gemaR:'”>
2 /
@)= Y, v\ (@) D%, (a.p.7) (3.62)
m/=—2

Dabei sind die Drzn (@, B,7) die Wignerschen D-Matrizen und a, f und y die Eulerwin-
kel einer entsprechenden Drehung, welche im Folgenden symbolisch mit ¥ dargestellt
werden. Fiir das Produkt zweier Kugelflichenfunktionen gilt demnach:'7°

2 2
@) @)= Y > v (%) v (9)) D2, (¥)DZ,, (%) (3.63)
2

m/'=—2m’"'=

Es gilt die Orthogonalitétsrelation fiir Wignerschen D-Matrizen

27 T 27 2
f f f D2, (¥)D2, (¥) dasinfdBdy = & 8% (3.64)
0 0 0

Damit folgt aus Gl.(3.63) analog zu GI.(3.55) fiir die Mittelung iiber alle moglichen
Orientierungen

87 (1" (@P)oc = == D, 12" () 1, () (3.65)

m=—2
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und zusammen mit dem Additionstheorem fiir Kugelflichenfunktionen'’” und dem
zweiten Legendre-Polynom P,

2
1 m m ].
gmzzYz( () K™ () = 7~ Pa(cos(86))) (3.66)
2(a6,)—1
_ 1 3cos (A6,) (3.67)
4 2

mit der relativen Winkeldnderung A6, zur Zeit t. Es folgt, dass sich die G™ (t) bei
isotropem Teilchenmittel nur um einen konstanten Faktor unterscheiden.

a? 1< 3cos? (AB;, (1)) —1
m(p)= —m — E: ik 3.
G (t) = NZ}(# 2 r(0)3 rp(0)3 (3.68)
Es gilt
1 1 81
GO ==69()==6D¥ ()= =G (¢t 3.6
()= =26% =560 (3.69)

Daraus folgt G1.(3.56) direkt. Es wird eine m-unabhéingige Korrelationsfunktion defi-
niert

G(t)=a2G™(¢) (3.70)

mit der m-unabhéngigen Spektraldichte

J(w)= J G(t)e @t dt. (3.71)

—00

3.2.3 Force Free Hard Spheres Modell (FFHS)

Aus dem FFHS Modell'”® ergeben sich fiir den Korrelationsabfall aufgrund von Trans-
lationsdiffusion der beteiligten Spins folgende Gleichungen:

18py (7 u? 2
G t) = = ~tu/Tans 3.72
rress (1) md3 Jo 81 +9u2 —2u*+ub € “ ( )
18py [T u?
G 0)= d 3.73
rriss (0) md3 Jo 81 + 9u2 — 2u4 + ub u ( )
18py m PH
Grpps (0) = —=1f 3.74
rrus (0) ~d® 54 343 ( )
(3.75)
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Gl.(3.74) stimmt mit G1.(3.60) tiberein.
Es werden folgende Normierungen festgelegt:

G(t)
t)=——
g(t) G(0)
oo
jlw)= J g(t)e ™ de
—00
o0
= J j(w)dw
0
Es ergibt sich
54 u? —tu?/
t U”/Ttrans d
8rrns (1) = T fo 81+9u2—2u4+u6e u
Jrrus (@) = >4 foo L 2 ans du
FFHS n J, 81+ 9u2 —2ut +u® Uy 4 (W Typans)’
1 1
T =-KI(I+ 1) B [eprs(@) + 4 jepns(20)]
1,FFHS

In allgemeiner Form fiir normierte Spektraldichten gilt somit:
1
1/T, = EKI(I +1) [j(w)+4j(2w)] 47 G(0)

:%KI(I+1) [j () +4j(20)] _ZZ

i=1 ki

4T py

3d3

4n pH g(r)

Ty pms = S KU+ 1) [(@) +4](20)]

:%KI(I+1) [J(w)+41(2w)]f

(3.76)

(3.77)

(3.78)

(3.79)

(3.80)

(3.81)

(3.82)

(3.83)

(3.84)

(3.85)

3.2.4 NMR Observablen fiir Glyzerin Analysen

In diesem Abschnitt werden Observablen der NMR beschrieben deren Auswertung auf
die Glyzerinsysteme beschrankt ist. Um konsistent zu vorangegangenen experimentel-

len Arbeiten!”1-173

gewahlt.

j(w)=J g(t)cos(wt)dt.
0

T <
§=JO jlw)dw

zu bleiben, wird fiir die Spektraldichten j(w) folgende Normierung

(3.86)

(3.87)
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Fiir diese Normierung ergibt sich fiir die Relaxationsrate R,

1

Ri(w) = /T () (3.88)
1
Ry(w) =2 (&)2 PRI +1) = iz 10 [ (w) + 4 (20)] (3.89)
S \4n N i=1 k#i
= Kyip [ (@) + 4] (20)], (3.90)

wobei die Kopplungsstiarke der Dipol-Dipol-Wechselwirkung in der dipolaren Kopp-
lungskonstante Kg;, zusammengefasst ist.

Die Simulationen erlauben eine getrennte Analyse der intra- und intermolekularen
Relaxationsanteile durch entsprechende Einschrankungen der Summationen der di-
polaren Korrelationsfunktionen in Gleichung (3.52). Auf diese Weise lésst sich die
Gesamtrelaxationsrate R, in die entsprechenden Beitrige aufteilen:19%17°

Rl(w) = Rl,intra(w) + Rl,inter(w) (3.91)

Fiir den intramolekularen Anteil der Relaxationsrate Ry i, () ist die Abstandsmodu-
lation der beteiligten Spins aufgrund der molekularen Bindungen gering. Das hat zur
Folge, dass der Korrelationsabfall der intramolekularen Reorientierung fast ausschliel3-
lich aus der molekularen Rotationsbewegung resultiert. Daher werden die Spektral-
dichten j.o () = jinra(w) mit der Cole-Davidson!®® (CD) Funktion

sin[Bcp arctan(wTcp)]
w[1+ (wTcp)?]Pen/2

Jjep(w) = (3.92)

approximiert, fiir die bekannt ist, dass sie die Reorientierungsdynamik glasbildender
Fliissigkeiten gut beschreiben. Mit der Zeitkonstanten 7T.p und dem Parameter der
spektralen Breite f3qp ergeben sich die Korrelationszeiten 7, = T¢p Bcp-

Da anzunehmen ist, dass molekulare Rotationsprozesse auch zu einer Abstandsvaria-
tion der Spins benachbarter Molekiile fithren konnen, ergibt sich der intermolekula-
ren Anteil der Relaxationsrate R ju,(w) aus Translations- und Rotationsbewegungen.
Vor allem in Molekiilen mit anisotroper Spinverteilung wird der Effekt der Exzentrizi-
t4t181.182 erwartet, was in vorangegangenen Arbeiten bestitigt wurde.!”® Unter Einbe-
ziehung des Exzentrizititseffektes ergibt sich fiir R;..(w) eine Zerlegung in er‘?itnter(w)
und R (w). In einem heuristischen Ansatz, dessen Validitidt anhand der Simulati-

1,inter
onsergebnisse gepriift wird, wird angenommen, dass er‘fitmer(w) und er"’itmra(co) iden-
tisch sind, 73183184 wodurch R,(w) iiber
Rl(w) = Rg(,)itntra(w) + Rli(?itnter(w) + Rtlr,el}rIlltser(w) (3.93)
~ R (w) + RT*™(w) (3.94)

durch einen Rotations- und einen Translationsanteil beschrieben werden kann. Es gab
in der Vergangenheit einige Ansitze zur Beschreibung des Translationsanteils auf

34



Grundlage von Diffusionsbewegung.!”® Im folgenden wird fiir die Translationsdyna-
mik angenommen, dass diese sich mit dem im vorigen Abschnitt vorgestellten FFHS
Modell beschreiben lasst. Mit der in Gleichung (3.86) gewdhlten Normierung ergibt
sich jians ZU

54 [ u? uthrans
‘ )= 22 du 3.95
Jirans (@) T J;) 81 +9u2—2u*+ub y4+ (w Ttrans)z ( :

wobei, dem Zusammenhang aus Gleichung (3.90) entsprechend, der Wert der Kopp-
lungskonstante!”8185

_ 8T pu (Mo 4.2
trans — Eﬁ (4_713) Y h I(I + 1) (3.96)

betragt.

Die Korrelationszeit 7, ist mit der relativen Diffusionskonstante D, verkniipft. Wer-

den ausschlie8lich gleichartige Molekiile untersucht, ergibt diese sich aus dem doppel-

ten Wert des Selbstdiffusions-Koeffizienten D.'® Es gilt

> d?

=—=— 3.97
Ttrans Drel 2D ( )

mit dem minimalen Molekiilabstand d.

In 'H SLR Messungen schliet sich an den Bereich der a-Relaxation anschlieRend
der sogenannte Hochfrequenzfliigel'®” (excess-wing), der es erforderlich macht, den Be-
reich der Reorientierungsdynamik durch eine Uberlagerung zweier CD Funktionen zu
approximieren. Zusammengefasst ergibt sich, dass die experimentellen Daten der 'H
SLR durch

Rl(Q)) = ktrans (jtrans(w) + 4jtrans(2w))
+ ki (o (@) + 45, (20))
+ k(G (w) + 42 (2w)) (3.98)

rot ot rot
beschrieben werden kénnen. Um die intra- und intermolekularen Beitrdge zu sepa-
rieren, werden Experimente mit Isotopenverdiinnung'”>188-1%0 qurchgefiihrt, bei wel-
chen die intermolekularen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen durch die Beimischung voll-
standig deuterierter Molekiile unterdriickt wird. Durch entsprechende Isotopenmar-
kierung — der Teil-Deuterierung einer bestimmten Protonen-Klasse — konnen Reori-
entierungsprozesse unterschiedlicher Molekiilbestandteile separat untersucht werden.
Es werden zwei Glyzerinvarianten erzeugt, bei denen die Molekiile selektiv an den
Kohlenstoffatomen (Glyzerin-h3, CD;OH;) oder an den Sauerstoffatomen (Glyzerin-
h5, CH;0D;) deuteriert werden. Dabei unterscheiden sich die partiellen Kopplungs-
konstanten k1o, flir die beiden Glyzerinvarianten aufgrund der unterschiedlichen
Spinverteilung. In den 'H SLR Daten wird der Bereich hoher Frequenzen von mikrosko-
pischen Fluktuationen dominiert, da es nicht moglich ist Temperaturen zu simulieren,
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die tief genug fiir eine ausreichende Separation der Dynamik wéren. Dieser Bereich
wird daher bei der Bestimmung der Regressionsparameter der Simulationen ignoriert.
Folglich wird im Falle der Simulationen festgelegt, dass k;\{ = 0, da der Hochfrequenz-
fliigel nicht beobachtet wird.

Im diffusiven Regime wird fiir ausreichend lange Zeiten ein Korrelationsabfall g s ©<

t=3/2 erwartet, welcher im Falle kleiner Frequenzen zu einer R Dispersion der

FOI'I’I’I173’1 78,185,191-193

RUMS(¢y) = RU™(0) — T/z Jo+ .. (3.99)

mit B = (z—ghyz) (”4‘/—) mpy fithrt. Weil, aufgrund des schnelleren Korrelationsab-
falls des Rotationsanteils, fiir lange Zeiten stets der Translationsanteil dominiert, gilt
der vorherige Zusammenhang auch fiir die Gesamtrelaxationsrate

Ri(w)=Ry(0)— —7 vV +... (3.100)

mit R;(0) = RY*(0) + R\°"(0) im Grenzfall w — 0. Uber die mit

B 2
=| —7—= (3.101)
TreS D3/2R1(0) > .

reskalierte Frequenz ergibt sich bei Renormierung mit R,(0) fiir den niederfrequenten

Bereich eine universelle Masterkurvel?419>

Ry(w)
R,(0)

=1— /OT, g+ (3.102)

Aus dem Selbstdiffusions-Koeffizienten D und der Rotationskorrelationszeit 7, kann,
bei Giiltigkeit der Stokes-Einstein-Debye (SED) Relation, der hydrodynamische Radius
Ry iiber die Gleichung!6%:196:197

2
DT, = 9R2 (3.103)

bestimmt werden. Umgekehrt, kann aus den Annahmen des FFHS Modells iiber Glei-
chung (3.97) auf die vorhergesagte Separation der Translations- und Rotationsdyna-
mik

p = Luans (3.104)

Trot

des SED Modells geschlossen werden. Eine einfache Umstellung liefert D = d? /27 4.
Eine sinnvolle Annahme fiir den Wert des hydrodynamischen Radius ist der halbe Mi-
nimalabstand des FFHS Modells, d = 2Ry;.1%!%7 Daraus ergibt sich r = 9. Aus diesem
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hydrodynamischen Ansatz ergibt sich somit eine moderate Separation zwischen den
Zeitskalen der Translations- und Rotationsdynamik, die unabhéngig von der Grofde des
Molekiils ist. Es ist jedoch bekannt, dass die r-Werte fiir bestimmte Fliissigkeiten, dar-
unter auch Glyzerin, viel grol3er sind. Daraus folgen unphysikalisch kleine Ry, die auf
eine Verletzung der SED Relation hinweisen.

Aus der Bestimmung von d und r im Rahmen des FFHS-Ansatzes, lasst sich mit Glei-
chung (3.97) der hydrodynamische Radius Ry direkt iiber die folgende Relation be-

rechnen:
4| 9d? 3d
H 4r 2\/? ( )

Um die direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu anderen Methoden, wie etwa der
dielektrischen Spektroskopie, zu gewéahrleisten, werden die Relaxationsraten R;, un-

ter Ausnutzung des Fluktuations-Dissipations-Theorems, in die Suszeptibilitdtsdarstel-
lung?95198.199

Ry (@) = Kip [ 2" (0) + 21" (20)] = 1) (3.106)
tiberfiihrt. Neben der besseren Vergleichbarkeit, erméglicht diese Darstellung die di-
rekte Konstruktion von Masterkurven. Dazu werden die Suszeptibilitdtskurven, welche
bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen werden, entlang der Frequenzachse
verschoben, um eine Superposition der Form y;,:(w7) zu erhalten.’*®**% Die Vor-
aussetzung fiir dieses Vorgehen ist die Temperaturunabhéangigkeit der Form des Ver-
laufs der a-Relaxation.??! Die Giiltigkeit dieser Eigenschaft wird Frequenz-Temperatur-
Superposition (frequency-temperature-superposition, FTS) und Zeit-Temperatur-Super-
position (time-temperature-superposition, TTS) genannt. Auf diese Weise kann der
zur Verfiigung stehende Frequenzbereich in Simulationen und Experimenten erwei-
tert werden. Zusatzlich ergibt sich bei Auftragung liber die reduzierten Frequenzen
w7 eine unmittelbare Vergleichbarkeit zwischen Experiment und Simulation, da beide
Methoden die Dynamik auf unterschiedlichen Zeitskalen messen und ohne Skalierung
eine direkte Vergleichbarkeit der Kurvenformen nicht moglich wére. Selbstverstand-
lich wiirden Messungen bei hohen Temperaturen nicht das selbe Spektrum wie das
der Masterkurven zeigen, weil im Bereich hoher Frequenzen die mikroskopische Dy-
namik dominiert. Der Gesamtverlauf des Spektrums der Masterkurve entspricht dem
Spektrum der tiefsten Temperatur, die zur Konstruktion der Masterkurve herangezogen
wurde.

3.3 Weitere Methoden

In diesem Abschnitt werden weitere Methoden erklart, die keine direkte experimen-
telle Entsprechung besitzen. In Molekulardynamik-Simulationen liegt die vollstdndige
Information iiber Ort und Impuls jedes Teilchens zu jedem Simulationszeitschritt vor.
Aus diesem Grund ist die Menge der Moglichkeiten zur Auswertung der Struktur und
Dynamik praktisch unbegrenzt. Diese Tatsache wird in dieser Arbeit ausgiebig ausge-
nutzt. Auswertungsdetails werden daher nach Moglichkeit an entsprechender Stelle
benannt. Einige Methoden sind in ihrer Komplexitidt so umfangreich, dass eine aus-
fiihrliche Beschreibung den Lesefluss erheblich stéren wiirde. Daher werden diese im
folgenden Abschnitt behandelt.
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3.3.1 Bestimmung der ConfinementgréBe

Zur Untersuchung einer postulierten Kopplung von Losungsmittel- und Proteindyna-
mik soll die Losungsmitteldynamik systematisch variiert werden. Ziel ist es, beispiels-
weise die Losungsmitteldynamik mittels verschiedener Confinementgrof3en zu variie-
ren und den Einfluss auf die Proteindynamik zu untersuchen. In den meisten Experi-
menten ist eine exakte Kontrolle der Confinementgrofde nicht moglich. In der Regel
wird Bezug auf die Herstellerangaben genommen. Zudem liegt produktionsbedingt
stets eine Verteilung verschiedener Porenradien vor. Auferdem lasst sich nicht kon-
trollieren, ob sich bei der Probenpraparation oder der Messung das Porenmaterial
verdndert. So ist es beispielsweise denkbar, dass bei der Untersuchung unterkiihlter
Fliissigkeiten einsetzende Kristallisation das Porengeriist beschéddigt. Diese Probleme
treten bei Simulationen nicht auf. Es konnen beliebige Geometrien vorgegeben und
iiber den gesamten Untersuchungszeitraum stabil gehalten werden. Die Definition der
Porengrof3e ist bei unregelmalliger Struktur, wie diese beispielsweise bei solvatisierten
Proteinen vorliegt, jedoch nicht eindeutig. Ublicherweise wird die GroRe implizit iiber
den Solvatationsgrad, dem Verhiltnis zwischen Losungsmittel- und Proteinmasse, an-
gegeben. Der Zusammenhang zwischen Solvatationsgrad und der Dicke der umgeben-
den Losungsmittelschicht wird jedoch von Dichte und Struktur des Proteins beeinflusst.
Das untersuchte Elastinmodell hat eine hohere Dichte als die untersuchten Myoglobin-
und Lysozymmolekiile. Um diesen Effekt zu beriicksichtigen, muss die Dicke der Sol-
vathiille ermittelt werden und es ist erstaunlich, dass die Bestimmung dieser Grof3e
nicht trivial ist. In diesem Abschnitt werden verschiedene Moglichkeiten am Beispiel
hydratisierter Proteine im Confinement vergleichend gegeniibergestellt.

Eine erste Naherung der Wasserschichtdicke kann dadurch erfolgen, dass das Protein
durch eine Kugel approximiert wird. Dazu werden die dulleren Proteinatome durch
ihren Abstand zum néichsten Wassermolekiil bestimmt und anschlief3end wird eine Ku-
geloberflache an diese angepasst. Eine zweite Kugel wird auf die gleiche Weise iiber die
dulleren Wandatome bestimmt. Die Differenz der Kugelradien entspricht der mittleren
Wasserschichtdicke. Eine genauere Schatzung wird erreicht, wenn die Kugeln durch
Ellipsoide ersetzt werden. Die mittlere Wasserschichtdicke ergibt sich in diesem Fall
aus dem geometrischen Mittel der Differenzen der Halbachsen.

Eine weitere, aus Simulationssicht naheliegende, Losung nutzt die Abstandsbestim-
mung der Wassermolekiile zu den nidchsten Wand- und Proteinatomen. Dazu wird die
Hydratationsschicht in Abhdngigkeit des Raumwinkels um den Proteinschwerpunkt
in kleinere Einheiten unterteilt. Fiir alle Wassermolekiile einer Einheit werden beide
Abstiande, zum nichsten Wand- und nichstem Proteinatom, addiert. Die Abstands-
summen einer Einheit werden fiir verschiedene Zeiten ausgewertet. Der Mittelwert
der Abstandssummen einer Einheit wird mittels Anpassung einer Normalverteilung
bestimmt. Uber alle Einheiten gemittelt sollte dieser Wert ein sinnvolles MaR der mitt-
leren Dicke der Hydratationsschicht sein. Ein Problem dieser Methode ist die nicht-
kugelférmige Geometrie des Proteins, wodurch eine Einteilung nach Raumwinkeln
nicht zu gleichméligen Einheiten fiihrt. Die Losung dieses Problems wird im Zusam-
menhang mit einer anderen Methode erldutert. Dartiber hinaus ergibt sich vor allem
fiir niedrige Solvatationsgrade das Problem, dass die Abstandsvektoren zu den néchs-
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ten Wand- oder Proteinatomen nicht senkrecht zu dem liegen, was ein Mensch bei
der Betrachtung des Systems als Oberfldche definieren wiirde — wobei die Definition
entsprechender Grenzflichen ebenfalls nicht eindeutig ist.2%2%% Eine simple Losung
ist es, jeden Punkt des Raumes einer Doméne — Losungsmittel, Protein oder Wand —
in Abhéngigkeit der Doméanen-Zugehorigkeit des nachst gelegenen Atoms zuzuordnen.
Bei dieser Einteilung wird der gesamte zur Verfiigung stehende Raum einem Bereich
zugeordnet, was zu unphysikalischen Partitionen fiihren konnte. Eine Korrektur dieses
Effekts durch die Einfithrung eines maximal Abstandes (oder andernfalls Einteilung
als freies Volumen) 16st das Problem der Geometrie und Auflésungsabhéngigkeit nicht.
Ein regelméaliges Gitter konnte bei den starr vorgegebenen Wandatompositionen zu
Artefakten fiihren. Aus diesem Grund wird ein Monte-Carlo-Ansatz verfolgt: Mittels
Gleichverteilung werden Punkte zufillig iiber die gesamte Simulationsbox verteilt und
anschlieRend wird iiber verschiedene Punkteverteilungen gemittelt. Um die Absténde
senkrecht zu den Oberflachen zu bestimmen, wird ein Punktgitter in die Wasserschicht
gelegt. Auf diesem Punktgitter wird die lokale Flichennormale einer impliziten Ober-
fléiche?** mit Hilfe eines Regressionsverfahrens berechnet. Der Vorteil dieser Methode
ist die adjustierbare Gro3enordnung der relevanten Oberfldchendetails, sodass irrele-
vante Oberfldchenvariationen heraus-gemittelt werden konnen.

Ein interessanter Zusatzeffekt ist, dass es mit diesem Ansatz moglich ist, die Oberfla-
chendiffusion auch fiir lange Zeiten zu bestimmen. Ublicherweise wird die Diffusions-
konstante nur fiir kurze Zeiten berechnet, da in diesem Fall der Einfluss der Kriimmung
auf Grund der beschriankten zuriickgelegten Distanz gering ist. Die zuriickgelegte Di-
stanz lasst sich in diesem Fall direkt aus dem rdumlichen Abstand zwischen Anfangs-
und Endpunkt berechnen. Fiir kurze Zeiten ist es unter Umstanden nicht moglich ein-
deutig zu bestimmen, ob die betrachten Teilchen bereits das diffusive Regime erreicht
haben, da der lineare Langzeitverlauf zu kurz fiir eine eindeutige Bestimmung der Stei-
gung sein kann. Dies ist bei Betrachtung der schematischen Darstellung in Abbildung
2.2b unmittelbar ersichtlich.

Zur korrekten Berechnung der Langzeitdiffusion werden die zuriickgelegten Strecken
mit dem Dijkstra-Algorithmus®®® ermittelt. Dabei wird die kiirzeste Verbindung von
Start und Endpunkt {iber die Gitterpunkte bestimmt. Im Anschluss wird der Weg mit
einem Polynomzug dritten Grades geglattet.
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4 Glyzerin

Die Molekulardynamik fliissigen Glyzerins wurde in der Forschung mittels verschie-
denster experimenteller Methoden umfangreich untersucht. Aufgrund seiner geringen
Neigung zur Kristallisation eignet es sich hervorragend als Modellsystem zur Erfor-
schung des Glasiibergangs. Fiir die damit assoziierten Reorientierungsprozesse wurden
iiber einen weiten Temperaturbereich Zeitkonstanten ermittelt, welche von wenigen
Picosekunden bis zu einigen Sekunden reichen. Um diesen Zeitbereich abzudecken
wurden insbesondere Ergebnisse aus Lichtstreuexperimenten?°1206-20% ynd dielekti-
scher Spektroskopie?!%213 zusammengetragen.

Die Interpretation des Relaxationsspektrums der Reorientierungsdynamik ist dabei
verhiltnismiRig einfach,!?>213214 da die Charakterisierung des Hauptprozesses, der
a-Relaxation, zusammen mit dessen Hochfrequenzfliigel,>'# nicht durch das Auftreten
eines sekundéaren f3-Prozesses beeintrachtigt wird. Der Hochfrequenzfliigel folgt einem
Potenzgesetz und bleibt auch unterhalb der Glastibergangstemperatur T, = 186K er-
halten, wo sich eine exponentielle Temperaturabhingigkeit zeigt.'8”

In ihrer bahnbrechenden Arbeit in 1948 konnten Bloembergen, Purcell und Pound?!®
(BPP) den Zusammenhang zwischen der Rate der Spin-Gitter-Relaxation (spin-lattice
relaxation, SLR) R; der Protonen und der Spektraldichte, welche die Fluktuationen
ihrer magnetischen Dipol-Dipol-Wechselwirkung beschreibt, aufzeigen. Thr Ansatz die
gemessenen Relaxationsraten R, bei unterschiedlichen Larmor Frequenzen w mit Hilfe
von lorentzféormigen Spektraldichten, entsprechend exponentiell abfallenden Korrela-
tionsfunktionen, zu erklaren, scheiterte jedoch bei Glyzerin. Das war der Ausloser fiir
zahlreiche weitere Messungen iiber einen weiten Frequenzbereich, um die Details der
Spektraldichte von Glyzerin zu entschliisseln. Dabei lieferten Noack et al. 1969 und
1971 bedeutende Beitrige,2%27 in deren Rahmen sie Relaxationsraten im Bereich
von 10 kHz bis 117 MHz gemessen hatten. Ihre Ansétze zur Beschreibung von R, (T, w)
konnten jedoch nicht vollends iiberzeugen. Die folgenden drei Jahrzehnten brachten
wenig Fortschritt beim Verstdndnis der Protonen SLR. Dies dnderte sich erst zum Ende
der 90er Jahre mit dem Aufkommen kommerzieller NMR-Spektrometer, die eine zykli-
sche Variation der Feldstarke (field-cycling, FC) erlaubten. Mit diesen war es mit ver-
gleichsweise geringem Aufwand und besserem Auflosungsvermoégen moglich R (T, w)
in einem Frequenzbereich von 10kHz bis 30 MHz zu messen. Einige Arbeitsgruppen
erreichten mit eigens konstruierten Spektrometern sogar Messbereiche von 100 Hz bis
40 MHz,200:218-220

Wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, wird die Analyse der Protonen-SLR dadurch er-
schwert, dass die dominierende Dipol-Dipol-Wechselwirkung sowohl inter- als auch
intramolekulare Anteile enthilt.'®® Im intramolekularen Anteil wird hauptséchlich Ro-
tationsdynamik gemessen, da die Molekiilbindungen die Variation der Abstdnde zwi-
schen den einzelnen Bestandteilen des Molekiils stark einschrankt. Der intermolekula-
re Anteil wird jedoch, vor allem bei intermedidren Zeiten, sowohl von Rotations- als
auch von Translationdynamik bestimmt. Durch die Uberlagerung von Messkurven, wel-
che bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen und entsprechend der relevanten
Dynamik in ihrer Frequenz und Zeit skaliert wurden (frequency-temperature superposi-
tion, FTS und time-temperature superposition, TTS), ist es moglich Uberlagerungskur-

40



ven, sogenannte Masterkurven, zu konstruieren. In einer aktuellen Veréffentlichung!®®
wurden auf diese Weise Masterkurven erstellt, die sich tiber 15 Dekaden erstrecken und
nahezu perfekt R,(T, w) reproduzieren. Der Rotationsanteil der Spektraldichte und
die damit verbundene Suszeptibilitit waren dabei in guter Ubereinstimmung, genauso
wie der Hochfrequenzfliigel, welcher R, (T) nahe T, dominiert. Der Translationsanteil
konnte mit dem force-free hard spheres'’®18> (FFHS) Modell reproduziert werden. Die-
ser Ansatz erlaubte die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten D(T), welche mit den
Messergebissen der Feldgradienten-NMR {ibereinstimmten.!”3193195  An dieser Stelle
sei erwédhnt, dass die Analyse von R, (T, w) mit Hilfe der Deuteronen-NMR vereinfacht
wiirde, da bei dieser die intramolekulare quadrupolare Wechselwirkung dominiert und
diese somit hauptsichlich molekulare Reorientierung misst.'®? Entsprechende 2H FC
Experimente sind in ihrer Durchfiihrung jedoch technisch anspruchsvoller und schei-
tern an den derzeit verfiigbaren Spektrometern,??! obwohl diesbeziiglich in jiingster
Zeit Fortschritte berichtet wurden.??? Auf der anderen Seite lieferten andere 2H-NMR
Methoden wertvolle Einsichten zur Reorientierungsdynamik von Glyzerin.?%3

Trotz aller Komplikationen, die sich bei der Analyse der 'H FC Messdaten ergeben,
ist Glyzerin in besonderer Weise geeignet, da die Rotations- und Translationsanteile
im Zeit- und Frequenzbereich besonders weit auseinander liegen. Aus diesem Grund
konnen die intra- und intermolekularen Relaxationsanteile gut unterschieden werden,
was zu einem bimodalen Relaxationsspektrum fiihrt, welches die Translations- und
Rotationsbewegung abbildet. In einer vorangegangenen FC Studie!”® wurde mittels
Isotopenverdiinnung die theoretische Annahme'®” bestitigt, dass die niederfrequente
Dispersion die Translationsdynamik beschreibt, wohingegen der Hochfrequenzbereich
von Rotationsbewegungen herriihrt. Eine genauerer Betrachtung zeigt, dass die inter-
molekulare Wechselwirkung nicht nur durch Translationsdynamik sondern auch durch
molekulare Rotation moduliert wird. Dies ergibt sich aus der Struktur des Glyzerinmo-
lekiils. Eine Rotation des Molekiils bewirkt effektiv eine Verschiebung, da der ,,Schwer-
punkt“ der Spins und der Massenschwerpunkt des Molekiils nicht {ibereinstimmen.
Trotz seines signifikanten Einflusses wurde dieser Effekt der Exzentrizitit'8!:182 bisher
selten beriicksichtigt.

Ublicherweise wird die Separation zwischen Translations- und Rotationsdynamik
durch das Verhéltnis r der entsprechenden Korrelationszeiten r = T ,ns/ Tror Charak-
terisiert. Dabei ist die Separation fiir Glyzerin und dessen Homologe??* viel groRer
als es aufgrund der Stokes-Einstein-Debye Relation erwartet wiirde.'®” Der Ursprung
dieses Verhaltens konnte im ausgepragten Wasserstoffbriickennetzwerk liegen, jedoch
sind die mikroskopischen Prozesse bisher noch unverstanden. Aus diesem Grund bie-
tet sich eine detaillierte Betrachtung mit Hilfe von Molekulardynamik-Simulationen an.

Aufgrund der enorm gestiegenen verfiigbaren Rechenleistung entwickelten sich Simu-
lationen zur molekularen Dynamik innerhalb der letzten Jahrzehnte zu einem umfang-
reichen Werkzeug zur Untersuchung der komplexen Bewegungen in glasbildenden Sys-
temen. Der limitierten Rechenkapazitat geschuldet, beschrankten sich frithe Arbeiten
hiufig auf die Simulation von Lennard-Jones Systemen oder Kugel-Modellen.22>-227
Trotz dieser Beschrankung gelang es zu zeigen, dass die kooperative Teilchenbewe-
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gung fiir die Glasdynamik von hoher Relevanz ist. Mit der Zeit war es moglich die auf-
wendig zu berechnende Elektrostatik explizit miteinzubeziehen, was beispielsweise die
detaillierte Untersuchung an ionischen Silica-Modellen erméglichte.??8-23! Heutzuta-
ge sind Simulationsstudien zu molekularen Fliissigkeiten auf Basis von atomistischen
Modellen Standard, wobei die Bandbreite der untersuchten Systeme von einfachen
Wassermolekiilen?32-23% bis hin zu Polymeren,°®235-237 mit einer groen Zahl an in-
ternen Freiheitsgraden, reicht. Dariiber hinaus wurden in den vergangenen Jahren
eine Vielzahl an Glyzerinmodellen entwickelt.238-2%* Giovambattista et al. haben die
Eigenschaften fiinf prominenter voll-atomistischer (all-atom) Kraftfelder (force-field,
FF) verglichen und kamen zu dem Ergebnis, dass keines der untersuchten Modelle
alle thermodynamischen, strukturellen und dynamischen Eigenschaften fliissigen Gly-
zerins gleichzeitig reproduziert.2*> Einige Modelle zeigten eine gute Ubereinstimmung
mit experimentell bestimmten Diffusionskoeffizienten,?3*-24* jedoch fehlt eine detail-
lierte Betrachtung der glasartigen Dynamik von Glyzerin bisher. MD-Simulationen, so-
wie artverwandte Ab-Initio-Methoden, erwiesen sich als geeignet, um SLR Daten zu
berechnen.!86-246-253 Die Berechnung von Autokorrelationen, wie sie beispielsweise in
2H and *N Experimenten aufgrund der dort dominierenden quadrupolaren Wechsel-
wirkung auftreten, sind verhiltnismiRig simpel. Bei 'H-NMR iiberwiegt jedoch die di-
polare Wechselwirkung, bei welcher Kreuzterme beriicksichtigt werden miissen. Trotz
dieser Schwierigkeit, konnten MD-Simulationsstudien im Grengzfall schneller Dynamik
(extreme-narrowing limit) erfolgreich die intra- und intermolekularen Beitrédge bestim-
men. '86:250-252 Der Vergleich simulierter und gemessener SLR-Daten bietet sich somit
an und hat in der Vergangenheit im Bereich der Polymerdynamik bereits wertvolle Er-
kenntnisse erbracht.?>*

In den folgenden Abschnitten werden Ergebnisse von MD- und FC-Studien zur
'H SLR fliissigen Glyzerins verglichen, um die Dynamik dieser glasbildenden Fliis-
sigkeit zu erforschen, insbesondere die Ursache der ungewohnlich groflen Separation
der Rotations- und Translationszeitskalen. Diese Vergleiche werden iiber einen weiten
Frequenz- und Temperaturbereich direkt auf der Ebene der R, (w) Dispersionen durch-
gefiihrt, wobei analog zu Meier et al.!”® Wasserstoffe in aliphatischen Bindungen und
in Hydroxygruppen getrennt aufgelost werden. Auf diese Weise ist eine Unterscheidung
zwischen intra- und intermolekularen Anteilen zur Relaxation moéglich. Dartiber hin-
aus erlaubt dieses Vorgehen eine gezielte Untersuchung des dynamischen Verhaltens
der einzelnen Molekiilbestandteile, was Riickschliisse iiber die Relevanz der internen
Molekiilflexibilitdt erlaubt. In den meisten Arbeiten, die sich mit dem Glasiibergang
molekularer Fliissigkeiten befassen, wird implizit angenommen, dass sich die Dyna-
mik durch eine einzige Zeitskala, die der strukturellen Relaxation, beschreiben liel3e.
Es kann jedoch a priori nicht angenommen werden, dass alle Rotationsfreiheitsgrade
eines anisotropen und flexiblen Molekiils wie Glyzerin an die strukturelle Relaxation
koppeln. Dies gilt in besonderer Weise fiir den Bereich niedriger Viskositét. Aus diesem
Grund wird in dieser Arbeit explizit untersucht, welchen Einfluss die Beriicksichtigung
der internen Flexibilitdt des Glyzerinmolekiils auf dessen Reorientierungsdynamik hat.
Dariiber hinaus wird iiber die intermolekulare Dipolkopplung die Diffusionsbewegung
fliissigen Glyzerins bestimmt, was Riickschliisse iiber die Validitdt des FFHS-Modells
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und die Relevanz des Exzentrizititseffektes ermoglicht. In experimentellen Untersu-
chungen erlaubte diese Betrachtung die Interpretation des niederfrequenten Spek-
tralbereiches, welcher einem Wurzelgesetz folgt und sich aus der Diffusionsbewegung
dipolar gekoppelter Spins ergibt.!”>193195 Dje Details sind im Abschnitt 3.2.4 in Glei-
chung (3.100) aufgefiihrt. Aufgrund der langreichweitigen Natur ist dessen akkurate
Berechnung sehr aufwéndig und wurde daher nur in wenigen Simulationsarbeiten er-
folgreich zur Berechnung von Diffusionskoeffizienten genutzt.!86.246:252

4.1 Simulationsdetails

Die experimentellen Daten wurden von M. Becher iiber FC Relaxometrie an teildeute-
rierten Glyzerinproben iiber einen Temperaturbereich von 180-360 K ermittelt. Dabei
wurden die Proben selektiv an den Kohlenstoffatomen (Glyzerin-h3, CD;OH;) oder an
den Sauerstoffatomen (Glyzerin-h5, CH;OD;) deuteriert. Die experimentellen Details
finden sich in einer gemeinsamen Publikation.?>> Die Ergebnisse zu Glyzerin-h8 wer-
den einer vorangegangen Studie entnommen.!%®

In den MD Simulationen werden jeweils 2800 Glyzerinmolekiile bei Temperaturen
von 300K bis 540K in einer kubischen Simulationsbox mit einer Kantenlédnge von
~7nm bei periodischen Randbedingungen mit dem GROMACS?*%2>7 Softwarepaket
(Version 2018.3) simuliert. Als Kraftfeld wird die ladungsneutrale Variante?** des auf
AMBER basierenden Glyzerin-Modells verwendet, welches von Chelli et al.?*>24! ent-
wickelt und von Blieck et al.>*® modifiziert wurde. Dieses Modell ist etabliert und re-
produziert experimentelle Befunde hinsichtlich Dynamik und interner Struktur besser
als vergleichbare Modelle.2*>2°® Der Integrationszeitschritt betrigt 2fs, die Lennard-
Jones- und die Coulombwechselwirkungen werden bis zu einer Distanz von 1.2nm
direkt berechnet und fiir groRere Abstédnde jeweils durch das Particle-Mesh-Ewald Ver-
fahren mit einem Gitterpunktabstand von 0.12nm approximiert. Die Systeme werden
zunéachst bei entsprechender Temperatur und konstantem Druck von p = 1bar equi-
libriert. Dabei werden der Velocity-Rescale Thermostat (v-rescale) und der Parrinello-
Rahman Barostat?>” verwendet. Die NpT Simulationszeit variiert in einem Bereich von
50ns bis 450 ns. AnschlieBend werden die equilibrierten Systeme im kanonischem En-
semble (NVT) fiir 5ns bis 1.16 us simuliert. Die Linge der NVT-Trajektorie iibertrifft
in jeder Simulation die Zeitkonstante der Strukturrelaxation um mindestens das drei-
Rigfache und gewéhrleistet so eine hinreichende Statistik. Die zeitliche Auflosung der
Simulation richtet sich dabei aus Griinden des Speicherplatzbedarfs nach der Simulati-
onszeit. Um Daten fiir die Analyse dynamischer GréRen bei kurzen Zeiten zu erhalten,
wurden zusatzlich kiirzere Simulationen mit einer zeitlichen Auflésung von 0.001 ps
erzeugt. In Abschnitt 4.2.4 wird gezeigt, dass dieses Vorgehen gerechtfertigt ist.

4.2 Ergebnisse

Glyzerin ist ein einfach aufgebautes und gut untersuchtes Molekiil. Trotzdem sind viele
seiner Eigenschaften unverstanden. Ein umfangreicher Vergleich zwischen experimen-
tell ermittelten und in Simulationen reproduzierten Ergebnissen soll zundchst zeigen,
wie valide die aus Simulationen gewonnen Erkenntnisse sind. Dabei wird die Stér-
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Abbildung 4.1: Masterkurven zu den NMR-Suszeptibilitditen von Glyzerin-h3, -h5 (Re-
ferenztemperaturen 270 K) und -h8 (Referenztemperaturen 273 K), er-
mittelt aus Einzelmessungen bei 180K < T < 360K. Die roten Regres-
sionskurven sind eine Uberlagerung aus dem Translationsanteil (FFHS
Modell, Strichlinien) und zwei Rotationsanteilen (CD Funktionen), wel-
che jeweils den a-Prozess (Strichpunktlinien) und der Hochfrequenzfli-
gel (Punktlinien) beschreiben.

ke der molekularen Auflésung der MD-Simulationen genutzt, um Erklarungsansitze
zu offenen Fragen zu finden. Der Erfolg dieses Vorgehens rechtfertigt die detaillierte
Betrachtung wesentlich komplexerer Proteinsysteme.

4.2.1 Intra- und intermolekulare Anteile der 'H SLR

Um die Simulationsergebnisse besser einordnen zu konnen, werden zuerst die experi-
mentellen Ergebnisse?> der 'H FC Relaxometrie ausfiihrlich betrachtet. In Abbildung
4.1 sind die NMR Suszeptibilitdten yy,,(w) als Masterkurven dargestellt. Dabei wer-
den verschiedene Deuterierungszustinde unterschieden. Mit Glyzerin-h8 wird der un-
deuterierte Zustand beschrieben. Werden die aliphatischen Wasserstoffe mit Deuterium
ersetzt so erhélt man Glyzerin-h3, bei welchem nur die Wasserstoffe der Hydroxygrup-
pen zum 'H FC Signal beitragen. Im umgekehrten Fall erhilt man Glyzerin-h5 und
es werden ausschliellich die aliphatischen Wasserstoffe im Riickgrat des Molekiils
gemessen. Die in der Abbildung gezeigten Daten sind iiber die absolute Frequenz
aufgetragen, die sich bei den Referenztemperaturen von 273K, bzw. 270K fiir die
teildeuterierten Systeme, ergeben. Es zeigt sich, dass der Verlauf des Spektrums fiir
alle drei Systeme &hnlich ist. Im Bereich hoher Frequenzen ist ein Abflachen der Kur-
ve zu erkennen. Dies entspricht in doppelt-logarithmischer Darstellung einem Uber-
gang von einem Potenzgesetz mit h6herem Exponenten, zu einem mit einem kleineren
Exponenten. Der linke Teil der Kurve ist mit dem a-Prozess assoziiert und geht bei
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Steigerung der Frequenz w in den excess-wing iiber, in Ubereinstimmung mit Ergeb-
nissen der dielektrischen Spektroskopie?!®>2®® und dynamischen Lichtstreuung.2°%-2%
Die Ahnlichkeit der Kurvenverliufe im Bereich hoher Frequenzen fiir die unterschied-
lich deuterierten Glyzerinmolekiile lasst darauf schlief3en, dass die Abweichung des
a-Prozesses vom einfachen Debye-Modell fiir alle Molekiilbestandteile gleich ist. Bei
niedrigen Frequenzen schiebt sich ein Schulterbereich aus dem Hauptpeak. Dieser
kann auf die intermolekulare dipolare Relaxation, welche von der Translationsdyna-
mik der Molekiile herriihrt, zuriickgefiihrt werden. Diese Zuordnung wurde durch
eine experimentelle Studie zur Isotopenverdiinnung bestitigt.!”® Die Autoren dieser
Studie beobachteten, dass bei der Verdiinnung von protoniertem Glyzerin mit voll-
deuteriertem Glyzerin die Ausbildung des Schulterbereiches unterdriickt wird, wohin-
gegen der Hauptpeak unveradndert blieb. Vollstandig deuteriertes Glyzerin trégt nicht
zum Signal der 'H FC Relaxationsmessung bei, wodurch bei steigendem Grad der Ver-
diinnung die rdumlichen Abstinde zwischen den beitragenden Molekiilen vergroRert
werden. Dieses Ergebnis bestatigt die Interpretation, dass die Ausbildung der Schul-
ter intermolekularen Beitrdgen entstammt. Der Hauptpeak resultiert demnach aus der
intramolekularen Relaxation, welche im wesentlichen durch Reorientierungsprozesse
der Glyzerinmolekiile verursacht wird.

Es ist aufféllig, dass die Amplitude fiir Glyzerin-h3 kleiner als fiir die beiden anderen
Systeme ist, was sich auf die geringere Protonendichte zuriickfiihren ldsst, welche das
zweite Moment der dipolaren Wechselwirkung und somit die Stérke der Kopplungskon-
stante Kg;, bestimmt, siehe Gleichung (3.90). Dessen ungeachtet liegen alle Maxima
bei der gleichen Frequenz, sodass die Rotations-Korrelationszeiten 7, nicht vom be-
trachteten Teilsystem abhdngen. Dieses Ergebnis ist iiberraschend, denn in einwertigen
Alkoholen héngt die Position des Hauptpeaks davon ab, zu welcher chemischen Gruppe
die Protonen gehoren,?®! was auf anisotrope molekulare Bewegung oder gruppenab-
héngige interne Dynamik schliel3en ldsst. Im Gegensatz dazu ist die Erkenntnis, dass
die Rotationsdynamik von Glyzerin-h3 und Glyzerin-h5 auf der gleichen Zeitskala statt-
findet, ein Hinweis darauf, dass Glyzerin isotrope Reorientierung als starres Molekiil
vollzieht. Tatsdchlich merkten Schnauss et al.?%? bereits 1992 an, dass sich das Glyze-
rinmolekiil im Rahmen des a-Prozesses als Einheit verhalte, auch wenn es in Wahrheit
flexibel ist — ,the glycerol 'molecule’ moves as an entity as far as the alpha process is con-
cerned“. Dieser Punkt wird bei Betrachtung der Simulationsergebnisse, die eine grof3e
zeitliche Separation der internen Flexibilitdt und der Reorientierungsdynamik aufzei-
gen, ausfiihrlicher diskutiert.

Dem Ansatz vorangegangener Arbeiten'®® folgend werden die NMR-Suszeptibilititen
Xayr(@) durch drei Beitrdge beschrieben. Die niederfrequente Schulter wird mittels
eines Modells frei diffundierender harter Kugeln (force-free hard spheres, FFHS) be-
schrieben und der der a-Relaxation entsprechende Hauptpeak und der Hochfrequenz-
fliigel jeweils mit einer Cole-Davidson (CD) Funktion. Die zufriedenstellende Uber-
einstimmung der so ermittelten Regressionskurven ist in Abbildung 4.1 zu sehen. Die
zugehorigen Fit-Parameter sind in Tabelle 4.2 aufgelistet. Obwohl es den dargestell-
ten Relaxationsspektren nicht direkt anzusehen ist, weicht der Regressionsparameter
fir die Breite des Hauptpeaks fiir Glyzerin-h3 (¢, = 0.48) im Vergleich zu Glyzerin-
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h5 (B¢, = 0.58) und Glyzerin-h8 (5, = 0.57) nach unten ab. Bei Betrachtungen in
der Zeit-Doméne sind gestreckte Exponentialfunktionen (Kohlrausch-Williams-Watts,
KWW) zur Approximation iiblicher, weshalb an dieser Stelle erwdhnt werden soll, dass
die letzteren Werte flir 37}, einem Streckungsparameter S, ~ 0.71 entsprechen.26
Dariiber hinaus ist Tabelle 4.2 zu entnehmen, dass sich die relativen Beitrdge zur
Gesamtrelaxation, ausgedriickt durch die entsprechenden Kopplungskonstanten ki .,
k. und k;7, filir die drei Glyzerinsysteme unterscheiden. Wéhrend der Hauptpeak aus
der Reorientierung der Molekiile entstammt, entspringt der Hochfrequenzfliigel einem
der a-Relaxation vorgelagerten Sekundéarprozess. Die Interpolation des Gesamtspek-
trums dient dazu, die dynamischen Eigenschaften der unterschiedlichen Komponenten
zu vergleichen. Aus Gleichung (3.96) wird der durchschnittliche Minimalabstand d
und die dazugehorige Spindichte py bestimmt. Es zeigt sich, dass der Wert fiir d fiir
Glyzerin-h3 groRer als fiir Glyzerin-h5 ist. Im Abschnitt 4.2.3 zur Translationsdyna-
mik wird dieses Ergebnis anhand des statischen Strukturfaktors S(q) mit Hilfe der
Simulationsergebnisse erldutert. Jedoch liegen beide Werte in der GréBenordnung des
Doppelten des Van-der-Waals-Radius r,qy = 0.27 nm fiir Glyzerin.!°® Die Rotations-
korrelationszeiten der verschiedenen Glyzerinsysteme sind im Wesentlichen identisch,
jedoch unterscheiden sich die entsprechenden Streckungsparameter geringfiigig. Um
einen direkten Vergleich zu den Simulationsergebnissen zu ermoglichen, werden zwei-
komponentige Regressionskurven bestimmt, bei denen der Anteil des Hochfrequenz-
fliigels ignoriert wird. Bei Temperaturen weit oberhalb der Glasiibergangstemperatur

T, dominiert im Hochfrequenzbereich die mikroskopische Dynamik der Molekiile. Eine
Separation zwischen dieser und anderen Prozessen erfolgt erst bei tieferen Temperatu-
ren, die aufgrund der langsamen Dynamik sehr aufwéndig zu simulieren wéren. Folg-
lich wird dieser Bereich in den Simulationsergebnissen nicht betrachtet. Die sich daraus
ergebenden Regressionsparameter fiir die Breite des Hauptpeaks f.p sind ebenfalls in
Tabelle 4.2 aufgefiihrt. Diese sind fiir die unterschiedlichen Glyzerinsysteme praktisch
identisch, weichen im Vergleich der Werte fiir 87, der drei-komponentigen Regressi-
onsfunktion jedoch deutlich nach unten ab. Offensichtlich hat der relative Beitrag des
Hochfrequenzfliigels zum Gesamtspektrum einen grofen Einfluss auf die gemessene
Breite des Hauptpeaks. Des Weiteren wird der Vergleich der Ergebnisse dadurch er-
schwert, dass die Parameter der zwei-komponentigen Regressionskurven von der Wahl
des beriicksichtigten Intervalls abhingen,?®4, welches so gewihlt wurde, dass die Re-
gion des Hauptpeaks bestmoglich approximiert wurde.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der MD Simulationen von Glyzerin-h3 und -h5
beschrieben. In Abbildung 4.2 sind die aus den Korrelationsfunktionen berechneten
Suszeptibilitdten y{j,,z iiber die reduzierte Frequenz wt,,, dargestellt. Anders als in
den experimentellen Analysen erfolgt die Bestimmung der Zeitkonstanten 7,,,(T) nicht
aus der Anpassung (engl. fit) von Regressionskurven an das Spektrum des Gesamtsys-
tems. Stattdessen ermoglicht die Simulation die Separation intra- und intermolekula-
rer Anteile der Relaxation. Daher wird zur Bestimmung der Rotationskorrelationszei-
ten 7,.(T) der intramolekulare Anteil ausgewertet, bei welchem Translationsdynamik
aufgrund der Molekiilbindungen stark unterdriickt ist (vgl. Einschub Abb. 4.4). Die in
Abbildung 4.2 dargestellten Uberlagerung der Kurven ergibt sich durch Reskalierung
der Zeitachse ohne weitere Anpassung. Beim Vergleich der experimentell gemessenen
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Tabelle 4.1: Parameter der an die gemessenen und simulierten (sim) NMR-
Suszeptibilitditen von Glyzerin-h3, -h5 und -h8 angepassten Regressi-
onsfunktion (3.98). Zur Bestimmung der Breite wurden jeweils zwei (f37;)

or eine CD Funktion (fcp) genutzt.
sample h3 h5 h8 h3 sim h5 sim
Kyrans in s~> || 2.61-10% | 9.54-10°% | 8.43-10° | 2.60-10° | 7.14-10°
k% ins?2 2.56-10° | 4.95-10° | 5.64-10° | 2.85-10° | 5.84-10°

rot

kW in s—2 2.74-10% | 1.09-10° | 1.32-10°

rot

k" /Kaip 0.09 0.16 0.17
Kerans/ Kdip 0.08 0.14 0.11 0.08 0.11

B (), £0.01 | 0.48 0.58 0.57
Bep (1), £0.01 || 0.45 0.47 0.48 0.27 0.48
d in nm 0.45 0.35 0.42 0.45 0.38

Suszeptibilitdten in Abb. 4.1 mit den aus Simulationen berechneten in Abb. 4.2 kon-
nen die folgenden qualitativ beschriebenen Gemeinsamkeiten festgestellt werden: Der
Ansatz der Frequenz-Zeit-Superposition funktioniert fiir beide Datensétze und fiihrt
jeweils zu einer Masterkurve mit geringer Streuung. Im Bereich niedriger Frequenzen
ist die Ausbildung eines Schulterbereichs zu erkennen, welcher durch die Fluktuatio-
nen der intermolekularen Dipol-Wechselwirkung als Resultat relativer Translation der
Molekiile hervorgerufen wird. Die Position der Hauptpeaks unterscheidet sich nicht
fiir Glyzerin-h3 und Glyzerin-h5. Die Amplitude des Hauptpeaks ist fiir Glyzerin-h3
kleiner als fiir Glyzerin-h5, wobei die Absolutwerte fiir Simulation und Experiment in
guter Ubereinstimmung sind. Die Flanke nach dem Hauptpeak ist in beiden Fillen fiir
Glyzerin-h3 flacher als fiir Glyzerin-h5.

Um die Ergebnisse in quantitativer Form vergleichen zu konnen, werden analog zur ex-
perimentellen Untersuchung zwei-komponentige Regressionsfunktionen an die Simu-
lationsdaten, unter Aussparung des von interner Dynamik dominierten Hochfrequenz-
bereiches, angepasst. Die Ergebnisse dieser Analyse sind ebenfalls in Tabelle 4.2 mit
aufgefithrt und in Abb. 4.2 mit abgebildet. Die auf diese Weise bestimmten f.p stim-
men fiir Glyzerin-h5 gut {iberein, wohingegen fiir Glyzerin-h3 die Simulationen einen
kleineren Wert liefern. Obwohl die entsprechenden Korrelationszeiten der beiden Gly-
zerinvarianten praktisch identisch sind, zeigt die Abweichung der Streckungsparame-
ter, dass ein klassisches Modell, wie es in MD Simulationen genutzt wird, nicht in der
Lage ist die Dynamik der Wasserstoffbriickenbindungen vollstdndig realistisch abzubil-
den. Auf der anderen Seite stimmen die Werte von ki, und k. fiir Glyzerin-h3 gut
tiberein, wohingegen das Verhéltnis ki.,n/ky;, fiir Glyzerin-h5 im Experiment grofSer
ist als in der Simulation. Dies konnte ein Hinweis auf eine unzureichende Reprodukti-
on der Konformationsverteilung im verwendeten Glyzerinmodell sein. Es ist bekannt,
dass die molekulare Konfiguration stark von den verwendeten Kraftfeldparametern
abhingt?* und auch aus experimenteller Sicht ist die genaue Verteilung keinesfalls
geklirt.2%> Auf dieses Problem wird an spiterer Stelle in diesem Abschnitt eingegan-
gen. Dessen ungeachtet ergeben sich mit beiden Methoden &hnliche Werte fiir den
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Abbildung 4.2: Simulierte NMR-Suszeptibilitdten von Glyzerin-h3, -h5 und -h8 als Funk-
tion der reduzierten Frequenz w7 ,y. Die Rotationskorrelationszeiten
T ot der untersuchten Temperaturen 300K < T < 540K wurden direkt
aus den intramolekularen Anteilen (s. Einschub in Abb. 4.4) ermittelt.
Die roten Regressionskurven sind eine Uberlagerung aus dem Trans-
lationsanteil (FFHS Modell, Volllinien) und einem Rotationsanteil (CD
Funktion, Strichpunktlinien). Der von der schnellen internen Dynamik
dominierte Hochfrequenzbereich wurde von der Analyse ausgeschlos-
sen.

molekularen Minimalabstand d der entsprechenden Glyzerinvariante.

Im Folgenden werden Zeitkonstanten 7, des a-Prozesses, welche mittels verschiede-
ner experimenteller Methoden ermittelt wurden, mit den Ergebnissen der Simulation
verglichen. Dazu sind in Abbildung 4.3 die Rotationskorrelationszeiten 7., der simu-
lierten intramolekularen Anteile (s. Einschub Abb. 4.4) zusammen mit Zeitkonstanten
dargestellt, welche tiber verschiedene experimentelle Methoden bestimmt wurden. Es
zeigt sich iiber einen groRen Temperaturbereich eine gute Ubereinstimmung. Bei nihe-
rer Betrachtung der MD Ergebnisse féllt jedoch auf, dass die Temperaturabhangigkeit
der 7, im Vergleich zu den experimentellen Werten geringfiigig kleiner ist. Dies wird
bei der Betrachtung der T,/ T, Verhéltnisse an spaterer Stelle relevant. Dariiber
hinaus zeigt sich, dass sich die Zeitkonstanten der Glyzerinvarianten nicht wesentlich
unterscheiden, was dafiir spricht, dass die betrachteten Glyzerinmolekiile eine iiber-
wiegend isotrope Reorientierung als Einheit vollfiihren.

Wie bereits erwdhnt ist die Separation von intra- und intermolekularen Relaxati-
onsbeitrdgen in MD Simulationen moglich. Abbildung 4.4 zeigt die intramolekularen
Suszeptibilititen y;” = am Beispiel von y;" _ von Glyzerin-h5. Im Einschub der Grafik
zeigt sich, dass sich die y;" () mittels einfacher CD Funktionen gut approximieren
lassen. Die auf diese Weise ermittelten 7., des a-Prozesses wurden in den Abbildun-
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Abbildung 4.3: Korrelationszeiten der a-Relaxation 7,,; und inverse Selbstdiffusionsko-
effizienten D! von Glyzerin. Eigene MD-Ergebnisse im Vergleich zu ex-
perimentellen Daten: FC Relaxometrie an Glyzerin-h3 und -h52%°, breit-
bandige dielektrische Spektroskopie?®® (BDS), dynamische Lichtstreu-
ung?®’ (DLS), Diffusometrie im statischem Feldgradienten?®® (SFG) und
FC Relaxometrie an Glyzerin-h8'%> (Flamig).

gen 4.2 und 4.3 genutzt. Weiter dienen diese zur Skalierung der Frequenz, wie im
Hauptteil der Grafik dargestellt. Die so skalierten Kurven iiberlappen zu einer einzigen
Masterkurve und bestitigen damit, dass der Ansatz der FTS fiir die Rotationsdyna-
mik des untersuchten Glyzerinmodells funktioniert, wie es bereits in Abbildung 4.2
zu vermuten war. Abweichungen ergeben sich lediglich im Bereich hoher Frequenzen
aufgrund der internen Molekiildynamik, welche schneller ablauft als die a-Relaxation.
Zum Vergleich ist die entsprechende experimentelle Masterkurve, welche mittels Isoto-
penverdiinnung!”® experimentell ermittelt wurde, mit eingezeichnet. Es zeigt sich eine
gute Ubereinstimmung zwischen Simulation und Experiment. Kleinere Abweichungen
treten lediglich im Bereich hoher Frequenzen auf.

In Abbildung 4.5 werden die frequenzskalierten intermolekularen Suszeptibilitdten
Xirter VON Glyzerin-h5 fiir verschiedene Temperaturen gezeigt. Vor allem bei tiefen
Temperaturen ist zu erkennen, dass sich das Spektrum aus drei Beitrdgen zusam-
mensetzt. Bei hohen Frequenzen zeigt sich schnelle Dynamik. Diese wird durch die
Vibrationsbewegung der Molekiile und der damit verbundenen kleinamplitudigen Ab-
standsmodulation zwischen den Spins, verursacht. Wie erwartet steigt die Separation
der Frequenzbereiche zwischen molekularer Vibrationsbewegung und nachgelagerten
dynamischen Prozessen bei einem Absenken der Temperatur. Der Rest des Spektrums
besteht aus dem Hauptpeak und einem Schulterbereich bei niedrigen Frequenzen. Da-
bei zeigt sich anhand des Hauptpeaks der Effekt der Exzentrizitdt: Die Spins liegen
im Allgemeinen nicht im Massenschwerpunkt der Glyzerinmolekiile, wodurch Rotati-
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Masterkurven der intramolekularen Suszeptibilitat xi’étra aufgetragen

Uber die reduzierte Frequenz wT,y;. Die MD Daten werden mit Werten
einer experimentellen Studie'’? verglichen. Zur besseren Vergleichbar-
keit wurden die Amplituden in der Hohe auf die entsprechenden Maxi-
ma x,., skaliert. Der Einschub zeigt die simulierten .. (w)/ ., (T =
485K) fur verschiedene Temperaturen Uber die unskalierte Frequenz.
Der von interner Dynamik dominierte Hochfrequenzbereich wurde aus-
geblendet. Die griinen Linien zeigen CD Fits die zur Bestimmung von
T ot genutzt wurden.
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Abbildung 4.5: Intermolekulare Suszeptibilitat y,” ~ von Glyzerin-h5 (ber reduzierte

Frequenz w7, aufgetragen. Der Hauptteil der Grafik zeigt MD Er-
gebnisse Uiber einen Temperaturbereich 300K < T < 540 K. Im Einschub
der Grafik werden experimentelle (FC) intermolekulare Suszeptibilita-
ten mit simulierten (MD) intra- und intermolekularen verglichen. Die
Kurven wurden in ihren Hohen Uiber die entsprechenden Maxima y,
skaliert.

onsprozesse unweigerlich eine intermolekulare Abstandsmodulation bewirken, welche
die intermolekulare dipolare Wechselwirkung beeinflusst. Dass molekulare Rotations-
bewegungen nicht nur auf die intramolekularen sondern auch auf die intermolekularen
Relaxationsbeitrige einen groRen Einfluss haben, wurde iiber allgemeine Uberlegun-
gen in Gleichung (3.93) bereits antizipiert. Der Schulterbereich wird von der relativen
Diffusion der Molekiile verursacht. Dies wird in Abschnitt 4.2.3 néher erldutert. Es
zeigt sich, dass die Separation zwischen Diffusionsschulter und Hauptpeak mit einem
Absenken der Temperatur steigt, was an Hand experimenteller Befunde nicht zu er-
warten war. Dies hat zur Folge, dass das Verhéltnis r = T,,s/ 7o temperaturabhéngig
ist und damit der Ansatz der FTS anders als im Experiment fiir das simulierte Gly-
zerinmodell nicht giiltig ist. Jedoch ist die Abweichung so gering, dass diese in den
Gesamtspektren in Abb. 4.2 nicht zu erkennen ist.

Im Einschub der Abbildung 4.5 sind die simulierten y;’ und y;' . dargestellt, um
die Sinnhaftigkeit der oben beschriebenen Zuordnung zu unterstreichen. Es ist auch
zu sehen, dass der Hauptpeak, welcher dem Rotationsanteil entspricht, in beiden Bei-
tragen sehr dhnlich verlauft, was die heuristisch eingefiihrte Zusammenfassung der
beiden Rotationsanteile in Gleichung (3.94) rechtfertigt. Dariiber hinaus ist auch der
intermolekulare Anteil der experimentellen Daten abgebildet. Es zeigt sich im Bereich
des Hauptpeaks ein dhnlicher Kurvenverlauf, jedoch ist der relative Anteil des Diffusi-
onsbeitrags bei den Simulationsdaten grof3er. Es muss jedoch erwahnt werden, dass bei
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Abbildung 4.6: (a) Simulierte NMR Suszeptibilitaten y(,.(«) von Glyzerin-h3 und
Glyzerin-h5 bei 300 K zusammen mit den entsprechenden intramoleku-
laren (xi’r:tra) und intermolekularen (;(i’éter) Beitragen. (b) Entsprechende
experimentelle Masterkurven fiir Glyzerin-h5."73

der Konstruktion der intermolekularen Masterkurven, wie in vorangegangenen Studien
diskutiert,'732%° ein gewisser Handlungsspielraum vorhanden ist.

Als néachstes wird der Frage nachgegangen, in welchem Verhéltnis die intra- und in-
termolekulare Relaxationen zur Gesamtrelaxation beitragen. Dieses héngt von der Ver-
teilung der Protonen ab, welche iiber die molekularen Konformation bestimmt wird.
Dartiber hinaus unterscheiden sich diese, je nachdem, ob die betrachteten Protonen teil
einer Hydroxygruppe oder einer aliphatischen Verbindung sind. In Abbildung 4.6 sind
die Gesamtsuszeptibilitdten yy,,(w) fiir Glyzerin-h5 und Glyzerin-h3 in ihre intra-
und intermolekularen Beitrége zerlegt. In 4.6a sind die Ergebnisse der Simulation bei
300K gezeigt. Das Gesamtspektrum von Glyzerin-h3 wird fast ausschlie8lich von des-
sen intermolekularen Anteil y;" = (w) bestimmt, dessen Beitrag fast eine GroRenord-
nung iiber dem des intramolekularen liegt. Im Gegensatz dazu wird die Suszeptibilitét
Zaur (@) bei Glyzerin-h5 vom intramolekularen Anteil y;” () dominiert, bis auf den
niederfrequenten Bereich, in welchem der intermolekulare Anteil .  (w) {iberwiegt.
Dieser Unterschied kann mit der unterschiedlichen Position der Protonen im Glyze-
rinmolekiil begriindet werden. Die in Glyzerin-h3 betrachteten Hydroxy-Wasserstoffe
bilden intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen und sind aus diesem Grund Pro-
tonen anderer Molekiile nidher als denen des eigenen Molekiils. Im Gegensatz dazu ist
der Abstand der direkt benachbarten Wasserstoffe der Methylengruppen in Glyzerin-h5
viel geringer als intermolekulare Abstdnde. In Abbildung 4.6b sind die experimentellen
Entsprechungen fiir Glyzerin-h5 abgebildet.!”? Auch hier zeigt sich, dass ;. _ (w) den
Bereich niedriger Frequenzen dominiert, wihrend y;” () im Bereich des Hauptpeaks
iiberwiegt. Der Unterschied zwischen den Beitrdgen ist im Experiment geringer als in
den Simulationen, was als weiterer Beleg fiir eine unzureichend reproduzierte Konfor-
mationsstatistik gewertet werden kann. Malcolm Levitt?’? merkt an, dass die schnelle
Librationsbewegung der Protonen effektiv zu einer Absenkung der Kopplungskonstan-
te gegeniiber theoretisch ermittelten Werten fiihrt. Der Einfluss dieses Effekts ist fiir die
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direkt benachbarten Wasserstoffe der Methylengruppe am gro3ten und kann durch die
klassischen Modelle der MD Simulation nicht realistisch nachgebildet werden.

4.2.2 Simulationsergebnisse zur molekularen Reorientierung
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Abbildung 4.7: (a) Diederkorrelationsfunktionen Cp(t) der OCCC-Diederwinkel & fir
Glyzerin bei 310K und 540K ausgewertet mit den Legendrepolyno-
men ersten (P;) bzw. zweiten Grades (P,). Im Einschub sind die Ver-
teilungen der Diederwinkel & abgebildet, welche die H6he der Lang-

zeitplateaus beeinflussen. (b) Cp(t), renormiert nach Subtraktion des
Langzeit-Plateaus. Die mittleren Korrelationszeiten (7) sind praktisch

identisch fir beide Legendrepolynome.

In diesem Abschnitt werden die Stirken der MD Simulation ausgenutzt, um die mo-
lekulare Reorientierungsdynamik von Glyzerin im Detail zu untersuchen. Insbesondere
wird die im Vorfeld aufgeworfene Frage geklért, inwieweit Glyzerin als starres Molekiil
aufgefasst werden kann. Ublicherweise wird die Konformation eines Glyzerinmolekiils
iiber die beiden Diederwinkel & definiert, welche die relative Lage des dulderen Sau-
erstoffatoms (O) zu der von den drei Kohlenstoffatomen (C) aufgespannten Ebene
beschreiben.?’! Aus sterischen Griinden gibt es drei Vorzugsorientierungen, welche

Tabelle 4.2: Regressionsparameter der KWW-Funktionen, welche an die in Abbildung

4.8 dargestellten Korrelationskurven fir Glyzerin bei 300 K angepasst wur-

den.
a Ty in ps B () in ps
C,: CH 0.858 218 0.624 312
C,: OH 0.826 81.2 0.503 160
Gia: B5 || 0.860 | 232 | 0.632 | 327
Gua: D3 || 0.807 | 138 | 0.519 | 258
Cp: OCCC 0.854 1139 0.874 1420
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Abbildung 4.8: (a) Korrelationsfunktionen zur Reorientierungsdynamik der Glyzerin-

molekdle bei 300 K und 540 K. Insbesondere werden Gj,(t) der Gly-
zerinvarianten h3 und h5 mit den Rotationsautokorrelationsfunktionen
C,(t) der C-H und O-H Bindungsvektoren verglichen. Zusatzlich wer-
den C,(t) der Einheitsvektoren entlang des Molekilriickgrats (para)
und senkrecht (perp) zu der von diesen C aufgespannten Ebene darge-
stellt. Darlber hinaus sind die Diederkorrelationsfunktionen Cp(t), wel-
che die internen Torsionsbewegung und damit inharente Flexibilitat der
Molekile charakterisieren, abgebildet. (b) KWW-Regressionskurven
(Punktlinien) fir Glyzerin bei 300 K. Die entsprechenden Regressions-
parameter sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
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mit griechischen Buchstaben bezeichnet werden. Mit a wird die Anordnung im Die-
derwinkelbereich 120° < & < 240° bezeichnet, 240° < & < 360° entspricht 3 und
0° < ® < 120° entspricht y. Die Verteilungen des verwendeten Glyzerinmodells sind
im Einschub der Grafik 4.7 dargestellt.

Um die interne Flexibilitdt der Glyzerinmolekiile zu klaren, wird unter anderem die
zeitliche Variation der Diederwinkel betrachtet. Es gibt viele Moglichkeiten dies zu tun
und in der Literatur gibt es keine einheitliche Methode. In Analogie zu dielektrischen
Experimenten und NMR-Groen bietet es sich an Korrelationsfunktionen aus dem ers-
ten oder zweiten Legendrepolynom der zeitlich verdanderlichen Diederwinkeldifferenz
A®(t) zu bilden. In Abbildung 4.7a sind diese bei 310K und 540K fiir den OCCC-
Diederwinkel, welcher die Konformation des Glyzerinmolekiils definiert, dargestellt.
Die Prasenz bevorzugter Winkel ¢ fithrt dazu, dass auch fiir lange Zeiten kein voll-
standiger Korrelationsabfall erfolgen kann, weshalb die Korrelationsfunktionen nicht
gegen Null sondern gegen ein Langzeitplateau streben. Um zu verstehen warum die
Plateauhohen temperaturabhingig sind, sind im Einschub der Grafik die entsprechen-
den Diederwinkelverteilungen abgebildet. Es zeigt sich, dass die Verteilung bei hoheren
Temperaturen verbreitert ist. Zusatzlich ist zu erkennen, dass der energetisch unvorteil-
hafte Winkelbereich 3 bei hoheren Temperaturen stiarker besetzt ist. Durch Abzug des
entsprechenden Langzeitplateaus und anschlie@ender Renormierung erhélt man die in
Abbildung 4.7b gezeigten Korrelationsfunktionen. Die mittels KWW-Funktionen ermit-
telten mittleren Korrelationszeiten (tp) sind fiir beide Legendrepolynome praktisch
identisch. Ein zeitlicher Korrelationsabfall bedeutet, dass das genutzte Glyzerinmo-
dell in der Lage ist, Konformationsdnderungen aufgrund interner Torsionsbewegung
zu vollfiihren. Der Grad an interner Flexibilitit nimmt wie erwartet mit steigender
Temperatur zu. Um die Reorientierung der Molekiile besser charakterisieren zu kon-
nen, werden Rotationsautokorrelationsfunktionen C,(t) weiterer Vektoren berechnet,
die die Orientierung des Molekiils charakterisieren. Diese sind fiir die Temperaturen
300K und 540K in Abbildung 4.8 zusammen mit den Diederkorrelationsfunktionen
Cp(t) dargestellt. Alle Kurven lassen sich gut durch KWW-Funktionen approximieren,
wie in Abbildung 4.7b fiir die Daten zu 300 K gezeigt wird. Die entsprechenden Regres-
sionsparameter sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Zundchst wird die Betrachtung
auf die Korrelationsabfalle der C,(t) fiir die C-H Bindungsvektoren fokussiert. Es zeigt
sich, dass diese mit den Kurvenverldufen der Funktionen g;,.,(t) der aliphatischen
Wasserstoffe von Glyzerin-h5 iibereinstimmen. Da die C-H Bindungen bis auf Vibra-
tionsbewegungen relativ starr sind, kann eine Abstands- und Winkelmodulation nur
durch molekulare Konformationsdnderungen des Glyzerinmolekiils oder durch eine
Reorientierung des Gesamtmolekiils erfolgen. Konformationsidnderungen gehen ein-
her mit Diederwinkelspriingen, die zu einem Abfall der Diederkorrelationsfunktion
Cp(t) fithren. Wie an deren relativen Lage zu den restlichen Korrelationsabfillen in
Abbildung 4.7 ersichtlich ist, erfolgt deren Abfall auf einer Zeitskala, die sich um eine
Grollenordnung von der {ibrigen Dynamik unterscheidet. Das bedeutet, dass das simu-
lierte Glyzerinmodell zwar nicht starr ist, die die interne Flexibilitat charakterisierende
Dynamik jedoch auf einer anderen Zeitskala als die Reorientierungsdynamik stattfin-
det. Dieser Befund erklart, weshalb Glyzerin aus Sicht des a-Prozesses als starres Mo-
lekiil wirkt.26? Zusatzlich werden in der gleichen Abbildung C,(t) der Einheitsvektoren
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Abbildung 4.9: (a) Temperaturabhdngige Konformationsverteilung des simulierten
Glyzerinmodells. (b) Temperaturabhdngiges Verhaltnis der Korrelati-
onszeiten der Rotations-Autokorrelationsfunktionen C, der C-H Bin-
dungsvektoren fur verschiedene Glyzerinkonformationen. Im Einschub
sind experimentelle Werte?’? der Massendichte p den simulierten ge-
genlibergestellt. Die Strichlinie zeigt die um 2.5% nach oben skalierten
MD Daten.

entlang des Molekiilriickgrats und senkrecht zur Ebene, welche von den Kohlenstoffa-
tomen aufgespannt wird, gezeigt. Beide Kurven fallen ebenfalls mit g;..,(t) der alipha-
tischen Wasserstoffe zusammen. Das bedeutet, dass die Reorientierungsdynamik des
Gesamtmolekiils isotrop erfolgt und vollstdndig durch die Protonen der aliphatischen
Bindungen charakterisiert wird. Es fallt auf, dass C,(t) fiir die O-H Bindungsvektoren
und g;,., flir die Hydroxywasserstoffe von Glyzerin-h3 schneller abfallen als die zuvor
betrachteten Kurven, welche die Gesamtmolekiil-Reorientierung charakterisieren. Die
schnellere Dynamik ergibt sich aus der Tatsache, dass die O-H Bindungsvektoren in
der Lage sind unabhéingig vom Rest des Molekiils zu rotieren. Dartiiber hinaus ist die
Bewegung komplexer, weil neben der internen Molekiilbewegung {iber Wasserstoff-
briickenbindungen auch die Reorientierung benachbarter Molekiile Einfluss auf die
Dynamik der Hydroxygruppen hat. Die Wasserstoffbriickenbindungsdynamik ist somit
geringfiigig von der Reorientierung des Gesamtmolekiils entkoppelt. Folglich unter-
scheiden sich C,(t) der O-H Bindungsvektoren und g;,..,(t) der Hydroxywasserstoffe
geringfiigig. Dariiber hinaus ist in der Zeitdoméne die grof3ere Streckung der Kurven
der Hydroxywasserstoffe direkt ersichtlich.

Es stellt sich die Frage, welchen Einfluss die Konformationsverteilung auf die Reori-
entierungsdynamik hat. Ob sich verschiedene Konformationen hinsichtlich ihrer Ro-
tationsdynamik unterscheiden ist noch nicht geklirt.24>2%5 Fiir dieses Glyzerinmodell
iiberwiegen aa und ay Konformationen, gefolgt von der yy Konfiguration.24-24> Der
im Rahmen dieser Arbeit bestimmte Temperaturverlauf der Konformationsverteilung
ist in Abbildung 4.9a dargestellt. In Ubereinstimmung mit vorangegangen Arbeiten®#
zeigt sich, dass bei Absenkung der Temperatur der Anteil der kompakten yy Konforma-
tion abnimmt und im gleichen Mal3e der der stirker ausgedehnten aa Konformation
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zunimmt. Die energetisch ungiinstigen?*! Konformationen mit Diederwinkeln in f3-
Anordnung nehmen zwar mit steigender Temperatur zu, liegen kumuliert jedoch stets
unter 8% und werden daher fiir die weitere Betrachtung vernachlassigt.

In Abbildung 4.8 wurde gezeigt, dass der Ubergang zwischen den OCCC-Diederwinkeln
langsam auf der Zeitskala der a-Relaxation ist. Daher ist es moglich die Rotationsdyna-
mik der verschiedenen Glyzerinkonformationen getrennt voneinander zu betrachten.
Zu diesem Zweck werden die Korrelationszeiten der Rotationsautokorrelationsfunk-
tionen C,(t) der C-H Bindungsvektoren verschiedener Glyzerinkonformationen ver-
glichen. Diese sind, wie in Abbildung 4.8 gezeigt, Aquivalent zu g;,.,(t) und 7, fir
Glyzerin-h5 und charakterisieren die Reorientierung des Gesamtmolekiils. Mal3geblich
fiir die Zuordnung ist die Konformation, die das Molekiil zum jeweiligen Startzeitpunkt
t, der Auswertung hatte. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Form der Korrelationszeit-
quotienten in Abbildung 4.9b zusammengefasst. Es zeigt sich, dass die Rotationsdyna-
mik der kompakten yy Konformation am schnellsten und die der eher gestreckten aa
Konformation am langsamsten ist. Die Geschwindigkeit der Reorientierung der Mole-
kiile in ay Konfiguration liegt dazwischen. Bei Raumtemperatur betragen die Verhalt-
nisse T,4/7y, ~ 1.4 und 7,,/7,, ~ 1.2. Bei hoheren Temperaturen gleichen sich die
Zeitkonstanten an. Das bedeutet, dass bei Raumtemperatur die Konformationsvertei-
lung zur dynamischen Heterogenitét beitragt. Der relative Zuwachs der langsameren
aa Konformation und die Abnahme der schnelleren yy Konformation sorgen bei Be-
trachtung der iiber das Ensemble gemittelten Korrelationszeiten fiir eine zuséatzliche
Verlangsamung der Dynamik. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dass dieser Effekt fiir
tiefere Temperaturen verschwindet. Wie aus der Abnahme der zeitlichen Differenzen
der entsprechenden Kurven in Abbildung 4.8a ersichtlich, ist die Temperaturabhén-
gigkeit der Torsionsdynamik geringer als die der a-Relaxation. Bei Extrapolation des
Trends ist zu erwartet, dass bei niedrigeren Temperaturen Konformationsiiberginge
auf der Zeitskala der a-Relaxation stattfinden und sich etwaige dynamischen Unter-
schiede der Konformationen durch zeitliche Mittelung aufheben. Es ist anzunehmen,
dass eine ganzlich unphysikalische Temperaturabhéngigkeit der Konformationsvertei-
lung im Temperaturprofil der Massendichte p zu erkennen ware. Im Einschub der
Abbildung 4.9b wird der Temperaturverlauf der Massendichte p dieses Glyzerinmo-
dells mit experimentellen Messungen verglichen. Es zeigt sich, dass die Dichte nur um
2.5% nach unten abweicht, im tiberlappenden Temperaturbereich jedoch die gleiche
Steigung aufweist. Um eine Abweichung feststellen zu konnen, miissten tiefere Tempe-
raturbereiche simuliert werden, wodurch sich aufgrund der langsamen Dynamik eine
enorme Steigerung der benodtigten Rechenzeit ergébe.

4.2.3 Translationsbewegung

Zur Einordnung der in dieser Arbeit produzierten Simulationsergebnisse werden diese
mit experimentelle Daten verglichen. Die Analyse der translativen Diffusionsbewegung
erfolgt {iber die Bestimmung der Selbstdiffusionskoeffizienten D(T). Diese konnen bei
FC Messungen durch Gleichung (3.100) direkt aus den Relaxationsdispersionen R;(w)
bei niedrigen Frequenzen gewonnen werden. Wie fiir verschiedene Fliissigkeiten ge-
zeigt!?3, ist es fiir diese Analyse nicht notwendig Masterkurven zu konstruieren.%%:1%2
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Abbildung 4.10: Normierte Relaxationsrate R;(w)/R;(0) liber Quadratwurzel der res-
kalierten Frequenz wT . FUr Glyzerin-h5 werden FC Messergebnisse
der Gesamtrelaxationsrate R; bei 200-360 K mit aus MD Simulatio-
nen berechneten R .. bei 300-540 K verglichen. Die hellblauen Voll-
linien sind Regressionskurven, die sich aus Rotations- (CD Funktionen)
und Translationsanteilen (FFHS Modell) zusammensetzen. Die schwar-
ze Volllinie markiert den aus Gleichung (3.100) erwarteten theore-
tischen Wert im Niederfrequenzbereich. Im Einschub sind fur 540K
die unskalierten Simulationsdaten R jer(w) Uber 4/ aufgetragen.
Die griine Volllinie zeigt die erwartete Wurzelabhangigkeit; der ver-
wendete Diffusionskoeffizient wurde unabhangig von R () di-
rekt aus der Diffusionsbewegung der Molekiil-Massenschwerpunkte
bestimmt.

Die auf diese Weise aus FC Experimenten!”31%> ermittelten Werte der Diffusivitit stim-

men mit denen {iberein, die in Diffusionsmessungen im statischen Feldgradienten ge-
messenen wurden.?®® In MD Simulationen kénnen die Diffusionskoeffizienten D direkt
aus dem Langzeitverhalten der mittleren quadratischen Verschiebung (mean square dis-
placement, MSD) (r2(t)) berechnet werden. Die experimentell gemessenen und die in
dieser Arbeit aus MD Simulationen berechneten D(T) sind in Abbildung 4.3 enthalten.
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zur Reorientierungsdynamik zeigt sich auch
fiir die Translationsdynamik eine gute Ubereinstimmung der verschiedenen Methoden.
Das simulierte Glyzerinmodell ist in der Lage die experimentellen Diffusionskoeffizien-
ten D zu reproduzieren. Es zeigt sich aber analog zur Reorientierungsdynamik eine ge-
ringfligig schwéchere Temperaturabhingigkeit der aus den Simulationen berechneten
Werte, die bereits in vorangegangenen Simulationsarbeiten beobachtet wurde.?4324
In Abbildung 4.10 wird das Niederfrequenz-Verhalten der 'H SLR Dispersion R;(w)
im Detail untersucht. In diesem Frequenzbereich iiberwiegt aufgrund der langreich-
weitigen Translationsbewegung der intermolekulare Relaxationsbeitrag, weshalb fiir
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R;(w) dort das Langzeitverhalten g .., o< t~>/? gilt, das laut Gleichung (3.100) zu
einer Wurzelabhingigkeit der Relaxationsdispersion fiihrt. Um die Allgemeingiiltigkeit
dieses Gesetzes zu priifen werden normierte Relaxationsraten iiber die Quadratwurzel
der reskalierten Frequenzen wt ., abgebildet. Die reskalierten Korrelationszeiten 7.
werden in Gleichung (3.101) definiert. In dieser Darstellung sollten sich die Kurven zu
einer Masterkurve {iberlagern und im Bereich niedriger Frequenzen gegen eine Gerade
mit Steigung —1 konvergieren. Die Experimentellen Daten zeigen dieses Verhalten in
Ubereinstimmung mit der theoretischen Erwartung, dass R*"(w) im Bereich niedriger
Frequenzen konstant ist. Somit bietet die Konstruktion von Masterkurven im Nieder-
frequenzbereich in linearer Darstellung mit Argument 4/« direkten Zugang zu den
reskalierten Zeitkonstanten 7., welche iiber Gleichung (3.101) zur Berechnung der
Diffusionskoeffizienten D genutzt werden kénnen.

Im Folgenden konzentriert sich die Betrachtung der Simulationsergebnisse auf die
fir Translationsbewegung relevanten intermolekularen Ratenanteile Ry j,,. Die Ver-
gleichbarkeit entsprechender Untersuchungen in MD Simulationsarbeiten ist stark
eingeschrinkt, da diese entweder an simpleren Lennard-Jones Systemen?*®273 oh-
ne Exzentrizitdtseffekte, oder iiber einen eingeschréankten Temperaturbereich erfolg-
ten.'86:252274 Die Untersuchung des universellen Niederfrequenzverhaltens mittels
Computersimulationen ist aufwéndig, da lange Trajektorien in grofen Systemen er-
stellt werden miissen, um die langreichweitige relative Diffusion rdumlich weit ent-
fernter Protonenpaare zu berechnen. Die Unterschiede der Kurvenverlaufe in Abbil-
dung 4.10 zwischen Experiment und Simulation lassen sich darauf zuriickfithren, dass
die Betrachtung der Simulationsdaten auf den intermolekularen Anteil beschrinkt ist,
in welchem der Anteil der Rotationsdynamik geringer ist als in der Gesamtrelaxati-
on (vgl. Abb. 4.6). Um zu zeigen, dass diese Analyse nicht von der Konstruktion der
Masterkurven abhéngig ist, sind im Einschub der Abbildung 4.10 beispielhaft die Abso-
lutwerte von R; der Simulationsergebnisse bei 540K {iber /w dargestellt und werden
mit den laut Theorie erwarteten Werten aus Gleichung (3.100) verglichen. Die Absolut-
werte der Relaxationsrate Ry j,.;(0) werden, wie zuvor beschrieben, durch Regression
einer Uberlagerung von FFHS und CD Funktionen bestimmt. Im Gegensatz dazu wird
die Asymptote unabhéngig iiber Gleichung (3.100) aus den Diffusionskoeffizienten,
welche aus dem Langzeitverhalten der mittlere quadratische Verschiebung (réOM(t))
der Molekiil-Massenschwerpunkte ermittelt wurde (D = 1.92 - 1072 m?/s, vgl. Abb.
4.12), berechnet. Es zeigt sich fiir die Simulationsergebnisse, dass diese fiir niedrigen
Frequenzen gegen das fiir R;(w) postulierte Wurzelgesetz streben.

Bevor im Folgenden die Validitdt des FFHS Modells, welches fiir die experimentell
bestimmten Werte von zentraler Bedeutung ist, anhand der Simulationsergebnisse
tiberpriift wird, sind einige Vorbemerkungen zu simulationstechnischen Details von
Noten.

Es ist bekannt, dass die Dipol-Dipol-Wechselwirkung ein langreichweitiger Effekt
ist.275-277 Naiver Weise wiirde man bei der Betrachtung von Gleichung 3.52 aufgrund
der Abstandsabhingigkeit von r—° davon ausgehen, dass eine hohe Genauigkeit be-
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Abbildung 4.11: (a) Normierte Korrelationsfunktion G(t) der Molekulschwerpunkte
bei 402K fur verschiedene Auswerteradien r.. Die Steigung k des
Langzeitabfalls in doppelt logarithmischer Darstellung wird mit einer
Potenzfunktion bestimmt. (b) Steigung k in Abhdngigkeit des Auswer-
teradius r. fur verschiedene Temperaturen. (c) Korrelationsfunktion
G™(t) aller Wasserstoffatome bei 300K fiir verschiedene Ordnungen
m.

reits bei Beriicksichtigung weniger Nachbaratome erreicht wird. Jedoch wéchst die
Zahl der zu beriicksichtigenden Teilchen zur Berechnung des intermolekularen Anteils
mit r2. Zusitzlich ist die Korrelationszeit abhingig von der Zeitskala der Diffusion
iiber die Oberfliche einer Kugel mit Radius des Abstands, welche ebenfalls mit r2 ska-
liert. Somit ist die effektive Abstandsabhingigkeit r—2.2”> Der Rechenaufwand steigt
bei trivialer Implementierung mittels Exhaustionsmethode mit dem Quadrat der An-
zahl der berticksichtigten ndchsten Nachbaratomen. Aus diesem Grund wird fiir die
Suche auf die Implementierung eines k-d-Baums?’® des Python-Softwarepaketes sci-
py?”? zuriickgegriffen. Eine effiziente Berechnung erfordert es, die Koordinaten der
benotigten Teilchen im Arbeitsspeicher zu halten. Bei vielen Teilchen kann es daher
erforderlich sein, die Berechnung iterativ iiber kleine Untermengen der Gesamtteil-
chenzahl auszufiihren, wodurch sich die Rechenzeit unter anderem durch héufige
Suchanfragen verldangert. In jedem Fall gilt es fiir akzeptable Resultate eine Abwé-
gung zu treffen. Zusétzlich ist auch die Simulationszeit ein beschrankender Faktor fiir
die Systemgrofde. Um zu untersuchen, wie sehr die Ergebnisse von der Wahl der Reich-
weite der Dipol-Dipol-Wechselwirkung abhédngen, werden die Korrelationsfunktionen
G(t) fiir alle Temperaturen fiir verschiedene Reichweiten r, ausgewertet. Die Kanten-
lange der Simulationsbox betrdgt 7 nm, weshalb die maximale Reichweite auf 3.5nm
begrenzt ist. Ein grol3erer Wert verletzt die Isotropiebedingung, da mehrere periodi-
scher Abbilder in die Berechnung einflief3en, was zu Artefakten aufgrund korrelierter
Teilchenbewegung fiihrt. Fiir lange Zeiten wird bei diffusiver Dynamik ein Potenzge-
setz der Form G(t > 1) o< t/* erwartet. In Abbildung 4.11a wird die normierte
Korrelationsfunktion g(t) der Molekiil-Massenschwerpunkte (center of mass, COM)
bei 402K fiir fiinf unterschiedliche Auswerteradien r. dargestellt. Die Reduktion auf
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Abbildung 4.12: Uberpriifung des FFHS Modells an Hand der Bewegung der Massen-
schwerpunkte (COM) der Glyzerinmolekile bei verschiedenen Tem-
peraturen. (a) Berechnete NMR Suszeptibilitaten xé’OM(w) und Re-
gressionskurven basierend auf Gleichung (3.81). (b) Simuliertes MSD
(rgOM(t)) mit Regressionsgeraden im Langzeitbereich, womit tber
(réom(t)) = 6Dt Diffusionskoeffizienten D bestimmt werden. Die
Kreuze geben an, welcher Zeitpunkt der Frequenz maximaler Suszep-
tibilitat entspricht.

Molekiilschwerpunkte ermoglicht die direkte und effiziente Berechnung der Korrelati-
onsfunktion fiir den maximalen Auswerteradius. Zudem wird durch die zentrale Lage
des Schwerpunkts der kurzreichweitige intramolekulare Anteil der Korrelationsfunk-
tion unterdriickt. Die Steigung k des Langzeitabfalls in doppelt logarithmischer Dar-
stellung wird mit einer Potenzfunktion bestimmt. Es zeigt sich, dass fiir . = 3.5nm
die beobachtete Steigung mit k = —1.69 um rund ~ 15% unter der erwarteten Stei-
gung liegt. Auflerdem ist ersichtlich, dass der Sprung von von 3nm auf 3.5nm — das
entspricht einer Steigerung des Volumens und entsprechend auch der Teilchenzahl um
knapp 60 % — nur zu einer Anderung der Steigung von ~ 5% fiihrt.

Fiir eine genauere Abschédtzung der erstrebenswerten Systemgrof3e werden in Abbil-
dung 4.11b die Exponenten —k der an den Langzeitabfall angepassten Potenzfunk-
tionen fiir verschiedene Temperaturen in Abhéngigkeit des Auswerteradius r, in dop-
pelt logarithmischer Darstellung aufgetragen. In dieser Darstellung erkennt man einen
linearen Zusammenhang. Eine einfache Extrapolation der Daten ldsst darauf schlie-
Ren, dass fiir eine korrekte Reproduktion des Langzeitverhaltens ein Auswerteradius
von ~6nm benotigt wird. Daraus folgt, dass fiir eine korrekte Reproduktion des Lang-
zeitverhaltens eine Simulationsbox mit einer Kantenldnge im Bereich von 12nm von
Noten ist. Dies entsprache dem fiinffache Volumen der in dieser Arbeit untersuchten
Systeme und einer Simulation von 200000 Atomen. Die Grof3enordnung deckt sich mit
Uberlegungen zu Wassersystemen®’®, wonach zur Berechnung von 99% der dipolaren
Wechselwirkung einige hunderttausend Wassermolekiile benétigt wiirden.

An dieser Stelle soll auf ein weiteres Detail der Analyse der Simulationsdaten hinge-
wiesen werden. Den Ausgangspunkt fiir die Analyse der Spinrelaxation aufgrund der
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Dipol-Dipol-Wechselwirkung bildet bei Simulationen die Berechnung der Korrelations-
funktion G™(t) gemaR Gleichung 3.52. Wie in Abschnitt 3.2.2 dargelegt, ist deren
Form im Falle isotroper Teilchenverteilung und isotroper Bewegung unabhingig von
der Ordnung m. Dies wird in Abbildung 4.11c exemplarisch anhand der Korrelations-
funktionen fiir das System bei 300K gezeigt. Die Kurven wurden den theoretischen
Amplitudenverhiltnissen aus Gleichung 3.69 entsprechend in der Hohe skaliert. Wie
erwartet, zeigt sich iiber den gesamten Zeitbereich der Auswertung bis in den Bereich
des statistischen Rauschens eine vollstindige Uberlagerung. Somit geniigt es lediglich
eine der drei Korrelationsfunktionen zu bestimmen. Fiir alle Simulationsergebnisse bil-
det stets die Bestimmung von G© die Grundlage, da sich die Kugelflichenfunktionen
fiir m = 0 am effizientesten berechnen lassen. An dieser Stelle sei fiir zukiinftige Ar-
beiten darauf hingewiesen, dass die Anwendung der vereinfachten Gleichung 3.68 im
Falle gegebener Isotropie gerechtfertigt ist und gepriift wurde.

In Abbildung 4.12a sind die NMR Suszeptibilitidten y ,,(w) abgebildet, die aus den
Trajektorien der Massenschwerpunkte bestimmt wurden. Wie zuvor erwahnt, entspre-
chen diese den intermolekularen Relaxationsanteilen ohne Rotationsbeitrag aufgrund
der Exzentrizitdt der molekularen Spinverteilung. Das Regressionsintervall wird durch
die Kreissymbole angeben und wurde so gewdhlt, dass der Hoch- und Tieffrequenz-
bereich von der Analyse ausgeschlossen werden. Der Hochfrequenzbereich entspricht
kurzen Zeiten zu denen subdiffusives Verhalten vorliegt. Dieser Bereich ist nicht Be-
standteil des FFHS Modells und wird daher bei der Analyse vernachlassigt. Der Be-
reich niedriger Frequenzen entspricht dem Langzeit Diffusionsverhalten, welches auf-
grund der endlichen Systemgrof3e bei der Berechnung der langreichweitigen Dipol-
Dipol-Wechselwirkung nicht optimal reproduziert werden kann (vgl. Abb. 4.11a). Die
Regressionskurven approximieren den Bereich des Suszeptibilitdtsmaximums perfekt
und die antizipierte Abweichung bei niedrigen Frequenzen ist in dieser Darstellung nur
schwer zu erkennen. Abbildung 4.12b zeigt die mittleren quadratischen Verschiebun-
gen (rczm(t)) der Massenschwerpunkte. Die Bestimmung der Diffusionskoeffizienten D
in Abbildung 4.3 erfolgt durch Regressionsgeraden der Form (réOM(t)) = 6Dt, die an
den linearen Langzeitbereich angepasst werden. Die Kreuzsymbole markieren die Kor-
relationszeiten Ty, die den Maxima der Suszeptibilitdten y. () entsprechen. Diese
liegen fiir alle Temperaturen innerhalb des diffusiven Regimes bei Verschiebungen von
~0.8 nm, was dem 1.8-fachen molekularen Abstand entspricht.

4.2.4 Hydrodynamischer Radius Ry

Die iiber die Schwerpunktsbewegung berechneten 7.,,, werden mit den zuvor aus
den intramolekularen Relaxationsanteilen ermittelten 7., zur Bestimmung der Se-
paration der Zeitskalen zwischen Translations- und Rotationsdynamik als Verhaltnis
' = Tirans/ Tror geNUtzt und sind in Abbildung 4.13 dargestellt. Dariiber hinaus sind in
der Grafik die aus den Masterkurven der experimentellen Daten ermittelten r enthal-
ten. Beide Methoden liefern Werte fiir r, die deutlich {iber der theoretischen Vorhersage
des SED Modells von rggp = 9 liegen. Bei hohen Temperaturen stimmen die experimen-
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Abbildung 4.13: Temperaturabhdngige Separation der Zeitskalen zwischen
Translations- und Rotationsdynamik beider Glyzerinvarianten.
Das Verhéltnis r = T4,/ Tt @us FC Relaxationsmessungen (Linien)
wird mit MD Simulationsergebnissen (Quadrate) verglichen.

tellen und rechnerischen Werte gut iiberein. Im Falle von Glyzerin-h5 ergibt sich r = 49
und fiir Glyzerin-h3 r = 75. Der Unterschied zwischen den Glyzerinvarianten wird
nicht durch Abweichungen im dynamischen Verhalten verursacht, sondern von der
Protonenverteilung im Molekiil, die sich fiir beide Varianten unterscheidet. Diese fiihrt
zu unterschiedlichen Minimalabstdnden d (vgl. Tab. 4.2) und somit zu abweichen-
den T, ©< d2/D. Insbesondere ergeben sich fiir diese aus Gleichung (3.105) sehr
dhnliche hydrodynamische Radien Ry 1,5 = 0.075nm und Ry 3 = 0.078 nm, welche
beide unphysikalisch klein sind. Ubereinstimmend berichten Chang und Sillescu von
einem unerwartet kleinen hydrodynamischen Radius Ry; = 0.096 nm in ihrer Studie zu
Glyzerin-h8.2%8 Die Ergebnisse der Simulationsanalyse bestitigen, dass der Ansatz der
Konstruktion von Masterkurven der in FC NMR gemessenen Daten geeignet ist, r und
d in einem einzigen Experiment zu bestimmen und zusétzlich {iber Gleichung (3.105)
zur Bestimmung verlasslicher Werte des hydrodynamischen Radius Ry taugt. Fiir die
Systeme unterhalb von 400 K ergeben sich Abweichungen zwischen den experimentell
bestimmten und aus Simulationen berechneten Werten fiir r. Bei niedrigen Tempera-
turen steigt der Wert fiir r stark an, wohingegen die experimentellen Daten konstruk-
tionsbedingt temperaturunabhingig sind. Bei der Konstruktion der experimentellen
Masterkurven wird explizit angenommen, dass Diffusions- und Rotationsbewegung der
Molekiile die gleiche Temperaturabhingigkeit zeigen. Dies wird durch die groe Uber-
einstimmung der iiberlagerten experimentellen Suszeptibilitdten begriindet. Passend
dazu berichten auch Chang und Sillescu in ihrer Studie von einer praktisch unun-
terscheidbaren Temperaturabhingigkeit beider Prozesse im Temperaturbereich 250—
370K.2%8 Der Anstieg der simulierten r-Werte bedeutet, dass die Translationsdynamik
eine stirkere Temperaturabhingigkeit als die Rotationsdynamik aufweist. Es liegt na-
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he dieses Verhalten mit den strukturellen Eigenschaften des verwendeten Glyzerinmo-
dells, insbesondere der Konformationsverteilung?#°, zu begriinden. Ein Anstieg der r-
Werte bedeutet, dass die sich die Rotationsbewegung relativ zur Translationsbewegung
beschleunigt. Wie in Abbildung 4.9 gezeigt, steigt bei einer Temperaturabsenkung der
Anteil der aa-Konformation auf Kosten der yy-Konformation. Da die Rotationsdynamik
der aa-Konformation in Relation zur yy-Konformation jedoch bei sinkenden Tempera-
turen zunehmend langsamer wird, kann die Konformationsverteilung nicht die Ursache
fiir steigende r-Werte sein. Eine weitere Erklarung bietet die bei sinkender Temperatur
abnehmende Separation der Zeitskalen zwischen Rotationsdynamik und Torsionsdyna-
mik, die sich in Abbildung 4.8a zeigt. Es ist moglich, dass bei sinkenden Temperaturen
ein zunehmender Teil des Korrelationsabfalls durch Reorientierungsprozesse aufgrund
von Konformationsiibergdngen verursacht wird, was durch die damit verbundene Ab-
nahme der Rotationskorrelationszeiten 7., zu einem Anstieg der r-Werte fiihrt. In
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Abbildung 4.14: (a) Koharente Streufunktionen S(q, t) fir Kohlenstoffatome (C) und
Sauerstoffatome (O) bei 300K. (b) S(q, t), zum direkten Vergleich re-
normiert, mit angepassten KWW-Funktionen (Volllinien). Beispielhaft
werden Zeiten 7, . flr Korrelationsabfall auf 1/e aufgefiihrt.

vorangegangene Simulationsarbeiten?*®> wurde ein schwacher Vorpeak im statischen
Strukturfaktor S(q,t = 0) beobachtet, iibereinstimmend mit experimentellen Befun-
den der Neutronen-Streuung.?®° Um zu ermitteln, ob dieses Ergebnis die bei sinkender
Temperatur steigenden r-Werte der Simulation erklédrt, werden kohéarente Streufunk-
tionen S(q, t) fiir verschiedene Streuvektoren g berechnet. Aufgrund gegebener Isotro-
pie (vgl. Abb. 4.11c) ist S(q, t) nur vom Betrag des Streuvektors q abhéngig. Zusatzlich
wird vereinfachend vernachlassigt, dass sich der Wirkungsquerschnitt fiir verschiedene
Atome unterscheidet. In Abbildung 4.14a sind S(q, t) fiir Kohlenstoffatome und Sau-
erstoffatome bei 300K fiir verschiedene q gezeigt. Im Bereich um 100 ps ist die Uber-
lappung der Ergebnisse der Kurzzeit- und Langzeit-Simulationen als leichte Streuung
zu erkennen. Diese Uberlappung ist bei allen Auswertungen vorhanden, jedoch funk-
tioniert die Zusammensetzung so gut, dass sie in den vorangegangenen Abbildungen
nicht zu erkennen ist. Die Amplitudenvariation entspricht dem statischen Strukturfak-
tor S(q,t = 0). In Abbildung 4.14b sind die Kurven auf 1 skaliert, sodass in einem
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Abbildung 4.15: (a) Statischer Strukturfaktor S(q,t = 0) des simulierten Glyzerinmo-
dells fir alle Atome (Total), Sauerstoffatome (O) und Molekilschwer-
punktspositionen (COM) bei 331K und S(g,t = 0) fur Hydroxy-
Wasserstoffatome (H3) flr Temperaturen im Bereich 300-540 K. Zu-
satzlich sind experimentelle Ergebnisse abgebildet.?® (b) S(q,t = 0)
fur Kohlenstoffatome (C) und Sauerstoffatome (O) bei verschiedenen
Temperaturen. (c) Korrelationszeiten 7, der koharenten Streufunkti-
on S(g, t) fur Cund O bei verschiedenen Temperaturen, skaliert um
jeweiliges Maximum.

direkten Vergleich die Variation der Korrelationszeiten ersichtlich ist. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit sind die Zeitkonstanten 7, fiir einen Korrelationsabfall auf 1/e in der
Legende aufgefiihrt. Diese Analyse kann fiir verschiedene Glyzerinbestandteile separat
durchgefiihrt werden, um zu bestimmen, welcher Anteil fiir den Vorpeak im statischen
Strukturfaktor S(q,t = 0) verantwortlich ist. In Abbildung 4.15 sind S(q,t = 0) fiir
die Sauerstoffatome, alle Atome und Schwerpunktspositionen bei 331K dargestellt.
Zusétzlich werden S(q,t = 0) der Hydroxy-Wasserstoffatome fiir verschiedene Tem-
peraturen gezeigt. Es ist klar ersichtlich, dass sich der Vorpeak bei ¢ ~ 8 nm™! aus
den polaren Gruppen des Glyzerinmolekiils ergibt. Das Maximum des Vorpeaks steigt
bei absinkender Temperatur. Insbesondere ist ersichtlich, dass der partielle statische
Strukturfaktor fiir die Sauerstoffatome und Hydroxy-Wasserstoffatome keinen Haupt-
peak bei ~ 14nm™! besitzt, der aus dem Molekiilschwerpunktsabstand von ~ 0.45 nm
resultiert. Stattdessen zeigen sich zwei Maxima bei grof3eren und kleineren q. Der Peak
bei ~ 27 nm™! entspricht einem Abstand von ~ 0.23 nm und wird durch die Formation
von Wasserstoffbriickenbindungen verursacht. Der Peak bei ~ 8 nm™! spricht fiir die
Existenz von Strukturen in der Grof3enordnung von ~ 0.8 nm. Es ist naheliegend an-
zunehmen, dass die Ausbildung von intermolekularen Wasserstoffbriicken dazu fiihrt,
dass die tendenziell polaren Seiten des Glyzerinmolekiils einander gegeniiberliegen.
Diese Anordnung fiihrt dazu, dass die Abstdnde zu den Hydroxy-Wasserstoffen weite-
rer Molekiile aufgrund entsprechender Ausrichtung der umliegenden Molekiile grof3er
ist, als der mittlere Abstand der Schwerpunkte. In diesem Zusammenhang berichtet
eine vorangegangene Simulationsstudie, dass die Korrelationszeiten 7, der kohéren-
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ten Streufunktion S(q, t) in der nihe des Vorpeaks ein zweites Maximum besitzen.?*3

Das Anwachsen des S(q) Vorpeaks bei sinkender Temperatur legt die Vermutung nahe,
dass dieser Effekt mit der Zunahme der r-Werte verkniipft sein konnte. Die Ausbildung
zusatzlicher Strukturen auf Langenskalen, die fiir ji,,,s(w) relevant sind, konnten dazu
fiihren, dass die Protonenabstands-Korrelation verzogert abfallt. Um diese Vermutung
zu liberpriifen, werden die Korrelationszeiten 7, der kohérenten Streufunktion S(q, t)
der schweren Atome fiir verschiedene Temperaturen in Abbildung 4.15c gezeigt. Dies
ermoglicht die Charakterisierung der Glyzerindynamik auf verschiedenen Léngenska-
len. Fiir die folgende Betrachtung sind die absoluten Werte, die mit steigender Tem-
peratur abnehmen, irrelevant. Zu diesem Zweck werden die Korrelationszeiten um
das jeweilige Maximum reskaliert. Um die relative Lage der Korrelationszeitmaxima
besser einschétzen zu konnen sind in Abbildung 4.15b die entsprechenden Struktur-
faktoren dargestellt. Das Hauptmaximum der Korrelationszeiten liegt in der Ndhe des
ersten scharfen Beugungspeaks bei ¢ ~ 14nm™!. Ein weiteres Maximum ist deutlich
bei g ~ 7nm™! in der Nihe des Vorpeaks zu sehen. Durch die Reskalierung wird deut-
lich, dass die Korrelationszeit bei ~ 7nm™! in Relation zum Hauptpeak mit sinkender
Temperatur abnimmt, was zu einer relativen Beschleunigung der Translationsdynamik
fihrt. Selbst, wenn das zweite Maximum der 7, mit dem unerwartet grofRen r-Wert
verkniipft ist, so liefern die vorliegenden Ergebnisse keine Erkldrung fiir dessen Zu-
nahme unterhalb von 400K in den Simulationsauswertungen.

Die Simulation erlauben es zu {iberpriifen, ob das Auftreten des Vorpeaks tatsichlich
mit der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen assoziiert ist oder ob sich die-
ser aus rein geometrischen Griinden fiir das Glyzerinmolekiil zwingend ergeben muss.
Es ist moglich die Partialladungen der Atome des Glyzerinmodells zu verdndern. Wer-
den diese verringert, so nimmt die Polaritdt des Molekiils ab. Eine solche Skalierung
hat den grof3ten Einfluss auf die polaren Gruppen, da an diesen der Ladungsgradi-
ent am grofdten ist. Eine Absenkung der Polaritit fithrt dazu, dass die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen unterdriickt wird. In diesem Fall sollte, bei korrekter
Interpretation der vorangegangenen Ergebnisse, der Vorpeak verschwinden. In Abbil-
dung 4.16 werden die statischen Strukturfaktoren S(q,t = 0) der Kohlenstoffatome
und Sauerstoffatome, stellvertretend fiir das Gesamtmolekiil, denen der Sauerstoffato-
men und Wasserstoffatomen der polaren Gruppe gegeniibergestellt. Zusatzlich werden
entsprechende Auswertungen fiir zwei Systeme mit reduzierten Partialladungen ab-
gebildet. Dabei bezeichnet f, den Faktor mit dem die Ladungen skaliert werden. Die
schwarze Linie zeigt ein System ohne Partialladungen, in welchem die elektrostatische
Wechselwirkung vollstindig eliminiert wird. In Abbildung 4.16a ist zu erkennen, dass
der Vorpeak fiir die Systeme reduzierter Partialladungen verschwindet. In Abbildung
4.16c ist zu erkennen, dass dieser Effekt auf die polaren Gruppen zuriickzufiihren ist.
Somit ist gezeigt, dass das Ausbilden des Vorpeaks nicht auf geometrischen Effekten
beruht, sondern die Bildung von Wasserstoffbriicken ursachlich ist. Besonders deut-
lich wird das in den Abbildungen der radialen Paarverteilungsfunktionen g(r), die den
entsprechenden Sachverhalt im Ortsraum darstellen. Wahrend sich diese in Abbildung
4.16b fiir die schweren Atome qualitativ nicht unterscheiden, zeigt sich in Abbildung
4.16d fir die Atome der polaren Gruppe, dass der erste Peak bei ~2nm, der typi-
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schen Langenskala fiir Wasserstoffbriickenbindungen, im Falle der Ladungsskalierung
verschwindet.

Es ist naheliegend die Dynamik der ladungsskalierten Systeme untersuchen zu wollen.
Es stellt sich die Frage, in welcher Weise die Anomalie der r-Werte von der Ausbildung
eines Wasserstoffbriickennetzwerkes abhéngig ist. Dies sollte das Ziel weiterfiihren-
der Untersuchungen sein, in deren Rahmen eine systematische Variation der Parti-
alladungen alle Unterschiede der dynamischen Eigenschaften beriicksichtigt. Es ist
beispielsweise davon auszugehen, dass eine Verringerung der Polaritdt der Hydroxy-
gruppen, aufgrund der reduzierten intramolekularen Wasserstoffbriicken, zu hoheren
Ubergangsraten zwischen den verschiedenen Konformationszustinden fiihrt. Aufgrund
des komplexen Zusammenspiels der sorgfiltig gewidhlten Kraftfeldparameter, ist im
Vorfeld nicht abzusehen, wie sich eine Verdnderung dieser auf die Dynamik auswirken
wird. Daher wird es erforderlich sein, die {ibrigen Kraftfeldparameter in geeigneter
Weise anzupassen, um die iibrigen Eigenschaften des Glyzerinmodells zu erhalten.
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Abbildung 4.16: Simulationsresultate zum statischen Strukturfaktor S(q, t = 0) und zur
radialen Paarverteilungsfunktion g(r) der, mit dem Faktor f. ladungs-
skalierten, Glyzerinmodelle. (a) und (b) zeigen die Auswertung Uber
die schweren Atome (C und O), (c) und (d) die Auswertung Gber die
polaren Gruppen (O und H3).
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Abbildung 4.17: Normierte Korrelationsfunktionen g(t) von (a) Glyzerin-h3 und (b)
Glyzerin-h5 aus FC Experimenten und MD Simulationen bei 300 K. Die
Volllinien sind Regressionskurven mit Translations- (FFHS Modell) und
Rotationsanteilen (CD Modell). Bei langen Zeiten zeigt sich die fir Dif-
fusionsbewegung universelle Abhangigkeit der Form t~3/2.

4.2.5 Darstellung in der Zeitdomane

Wie erwihnt beginnt die Analyse der 'H SLR mit der Berechnung der Korrelationsfunk-
tionen. Aus diesem Grund werden in diesem Abschnitt experimentelle Ergebnisse und
Simulationsdaten in der Zeitdoméne dargestellt und verglichen. In Abbildung 4.17
werden die normierten Korrelationsfunktionen g(t) fiir Glyzerin-h3 und Glyzerin-h5
abgebildet. Dabei werden die experimentellen Korrelationsfunktionen aus den mit-
tels Filon-Algorithmus'’? Fourier-transformierten Masterkurven der Spektraldichten
berechnet. In dieser Darstellung zeigt sich der bimodale Charakter des Relaxations-
prozesses in einem zweistufigen Abfall der Korrelationsfunktionen. Fiir die experi-
mentellen Daten ist die Zerlegung in Rotations- und Translationsanteil gezeigt. Die
Zeitskala des Abfalls unterscheidet sich geringfiigig zwischen Experiment und Simu-
lation fiir beide Glyzerinvarianten, jedoch ist die Form des Kurvenverlaufs in beiden
Féllen praktisch identisch. Beide Methoden zeigen die fiir Diffusion charakteristische
Langzeitabhingigkeit t=/2. Auch in dieser Reprisentation zeigt sich eine gute Uber-

einstimmung zwischen den Methoden der experimentellen FC Relaxometrie und der
MD Simulation.

4.2.6 Diskussion der Glyzerinresultate

In diesem Kapitel wurden die Ergebnisse zur Dynamik des Glasbildners Glyzerin der
MD Simulationen ausfiihrlich mit experimentellen Befunden verglichen. Insbesonde-
re wurden die berechneten 'H SLR Raten R; aus den Simulationstrajektorien den
experimentellen Messungen an teil-deuterierten Systemen Glyzerin-h3, -h5 und -h8
gegeniibergestellt. Dabei wurden die relevanten Dipol-Dipol-Wechselwirkungen der
Protonen iiber einen weiten Frequenz- und Temperaturbereich ermittelt und die re-
sultierenden Relaxationsspektren in ihre Rotations- und Translationsanteile zerlegt. Es
zeigt sich, dass es mit MD Simulationen von chemisch realistischen Modellen glas-
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bildender Fliissigkeiten moglich ist, 'H SLR Daten zu berechnen. Dies ist moglich,
obwohl die Simulation realistischer Modelle aufgrund der langreichweitigen elektro-
statischen Wechselwirkung und der grof3en Zahl intramolekularer Freiheitsgrade sehr
rechenaufwendig ist. Die Methodik erlaubt die Analyse der Fluktuation intramoleku-
larer Dipol-Dipol-Wechselwirkung aufgrund der mit der a-Relaxations verbundenen
Rotationsbewegung. Dariiber hinaus gelingt es den niederfrequenten Bereich der in-
termolekularen Dipol-Dipol-Wechselwirkung zu ermitteln, welcher Aufschluss {iber die
translatorische Diffusion ermdoglicht. In diesem Fall wird der Rechenaufwand durch die
erforderlichen Systemgrofden und die bendtigten langen Simulationszeiten zusatzlich
gesteigert. Zur Simulation wurde ein etabliertes Kraftfeld,>4%24! welches fiir die Repro-
duktion verschiedener Aspekte der Glyzerindynamik bekannt ist,%* in einer leicht mo-
difizierten Form?*>243 verwendet. Aus den damit berechneten 'H SLR Raten R, folgen
Korrelationszeiten und Selbstdiffusions-Koeffizienten, die auf logarithmischer Skala
mit experimentellen Daten {ibereinstimmen und die die fiir glasbildende Fliissigkeiten
charakteristische Abweichung von der Arrhenius-Temperaturabhidngigkeit aufweisen.
Durch das Vorliegen der vollstindigen Teilchentrajektorien ist die Auswertung nicht
auf experimentelle Observablen beschrankt. In weiterfithrenden Analysen, die nur auf
Grundlage der MD Simulationsdaten erfolgen konnen, konnten weitere experimentelle
Befunde unabhéngig qualitativ reproduziert werden. So zeigt sich auch in den Simula-
tionen eine stérkere Streckung der Relaxation fiir die Glyzerin-h3 Variante im Vergleich
zu Glyzerin-h5, obwohl sich die resultierenden Zeitkonstanten fiir beide Varianten
kaum unterscheiden. Die so ermittelten Zeitkonstanten ermoglichen die Berechnung
reduzierter Frequenzen. In der Suszeptibilititsdarstellung der simulierten Relaxations-
daten fiihrt die Auftragung iiber die reduzierte Frequenz, ohne zusétzliche Skalierung,
zu einer idealen Uberlagerung der Kurven. Das zeigt, dass fiir die Reorientierungsdy-
namik FTS gilt und die Konstruktion von Masterkurven aus FC Messergebnissen somit
gerechtfertigt ist. Erstmalig konnte das FFHS Modell der relativen Translationsbewe-
gung direkt gepriift werden. Dazu wurden die Molekiil-Schwerpunktsbewegungen, die
experimentell nicht zugéinglich sind, explizit ausgewertet, um Exzentrizitatseffekte auf-
grund der molekularen Geometrie und intramolekularen Flexibilitidt zu unterdriicken.
Es zeigt sich, dass das FFHS Modell die Simulationsdaten gut beschreibt. Abweichun-
gen bei hohen Frequenzen ergaben sich aus den Einschriankungen des FFHS Modells,
welches subdiffusives Verhalten nicht abbildet. Die aufgrund der endlichen Systemgro-
Re erwartete Abweichung im Bereich niedriger Frequenzen ist fiir die Auswertung der
Translationsdynamik vernachlassigbar. Unabhéngig vom FFHS Modell wird in den Si-
mulationen das universelle Wurzelgesetz fiir R, (w) bei niedrigen Frequenzen, welches
dem t73/2 Potenzgesetz der Korrelationsfunktionen Gy, (t) entspricht, reproduziert.
Ein Befund, der in der Literatur bisher wenig Beachtung findet.'828! Zusitzlich besti-
tigen die gezeigten MD Ergebnisse die unerwartet grof3e Separation der Translations-
und Rotationsdynamik in Glyzerin, welche zuvor in FC Experimenten beobachtet wur-
de und durch die Verhéltnisse r = Tans/Tror > 9 charakterisiert wird.!*”-2%° Somit
weichen Glyzerin und dessen Homologe,??4, im Gegensatz zu anderen Fliissigkeiten,
vom theoretisch erwarteten Wert r = 9 des SED Modells ab.

Die Ergebnisse der MD Analyse rechtfertigen den Ansatz, die 'H SLR Dispersion
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R;(w) mittels eines bimodalen Modells zu beschreiben. Dabei beschreibt der FFHS
Beitrag den Korrelationsabfall aufgrund translatorischer Diffusionsbewegung und der
CD Beitrag den Effekt der Reorientierungsdynamik der intra- und intermolekularen
Relaxation. Die simultane Berticksichtigung der Rotations- und Translationsbewegung,
sowie deren variable Separation in Zeit und Frequenz, sind fiir das Verstandnis der
Protonen-Relaxationsdispersionen in Fliissigkeiten von zentraler Bedeutung. Die vor-
liegenden Simulationsergebnisse bestitigen, dass die FC Relaxometrie die Bestimmung
der Rotations- und Translationsdynamik in einem Experiment vereint. Insbesondere,
weil Breitband-Spektren, welche bis zu sechs Dekaden in der Frequenz iiberspannen
konnen, in Eigenbauten aufgenommen werden kénnen und ein solches Relaxations-
spektrum bei geeigneter Temperatur die Bestimmung des r-Wertes und des molekula-
ren Minimalabstandes d erlaubt und damit verlassliche Werte fiir den hydrodynami-
schen Radius Ry liefert.

Trotz der groRen qualitativen Ubereinstimmung zwischen Experiment und Simula-
tion zeigen sich einige quantitative Abweichungen. Die Streckung des Rotations-
Relaxationsbeitrags ist im Falle der Glyzerin-h3 Variante in der Simulation grof3er als
im Experiment (vgl. Tab. 4.2), was fiir eine unzureichende Reproduktion der Wasser-
stoffbriickenbindungsdynamik spricht. Fiir k.. /k.,s €rgeben sich zu gro3e Werte fiir
Glyzerin-h5 (vgl. Tab. 4.2), was auf eine Abweichung von der, derzeit nicht vollends
geklirten, 24525 realen Konformationsverteilung hinweisen kénnte. Die Separation der
Translations- und Rotationsbewegung r nimmt in den Simulationen bei Abkiihlung zu,
was experimentell nicht beobachtet wird und nicht mit einer méglichen Entkopplung
der Translations- und Rotationsdynamik in der Nahe der Glasiibergangstemperatur T,,
wie sie beispielsweise in experimentellen Studien zu o-Terphenyl berichtet wird,!°%-282
verwechselt werden darf.

Die Starken der MD Simulation ausnutzend, wurden die mikroskopischen Mechanis-
men untersucht, die fiir die Temperaturabhingigkeit der r-Werte ursichlich sein konn-
ten. Insbesondere wurden Auswertungen auf unterschiedliche Teilsysteme beschrankt,
was es ermoglicht die dynamischen Eigenschaften unterschiedlicher Molekiilbestand-
teile auf verschiedenen Langenskalen aufzulosen. Durch die Analyse von Rotations-
korrelationsfunktionen verschiedener Vektoren, die beziiglich des Bezugssystems des
Molekiils definiert sind, konnte gezeigt werden, dass die polaren Gruppen eine gering-
fiigig schnellere und signifikant stérker gestreckte Reorientierungsdynamik als die un-
polaren Gruppen aufweisen, was verdeutlicht, dass die Bestimmung einer eindeutigen
a-Relaxationszeit nicht trivial ist. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind jedoch
moderat und es zeigt sich, dass die Reorientierungsdynamik des Glyzerinmolekiils als
Einheit isotrop ist. Fiir Molekiile mit besonders anisotroper Reorientierungsdynamik
weit oberhalb der Glasiibergangtemperatur T, sind grofSere Unterschiede zu erwarten,
wie beispielsweise fiir Toluol,?!, wohingegen fiir Temperaturen nahe T, vorhergesagt
wird, dass der Effekt unterdriickt wird.?®3284 Des Weiteren ist anzunehmen, dass Mo-
noalkohole, mit ihren besonderen Wasserstoffbriicken-Konfigurationen, eine grol3ere
Separation der einzelnen Zeitskalen zeigen konnen.261-285

Die Auswertung der Torsionsbewegung ergab, dass die Ubergéinge zwischen verschie-
denen Konformationszustdnden im untersuchten Temperaturbereich fiir das simulierte
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Glyzerinmodell langsam im Vergleich zur a-Relaxation sind. Dies bestétigt den expe-
rimentellen Befund, dass sich die Molekiile bei Betrachtung der Reorientierungsdyna-
mik als starre Korper zeigen.?®? Somit ist es moglich, die Reorientierungsbewegung
der verschiedenen Glyzerinkonformationen separat zu untersuchen. Es zeigt sich, dass
die Rotationsbewegung der Molekiile in der kompakten yy Konformation schneller ist
als die der Molekiile, welche in der eher gestreckten aa Konformation vorliegen. Das
bedeutet, dass die experimentellen Korrelationszeiten eine Mittelung tiber die Dyna-
mik verschiedener Konformationen darstellen, was die Vorstellung eines universellen
a-Relaxationsprozesses, zumindest fiir Fliissigkeiten moderater Viskositat, zusatzlich
in Frage stellt.

Da in einer vorangegangene Simulationsarbei berichtet wurde, dass ein vorgela-
gertes sekundédres Maximum im statischen Strukturfaktor S(q, t = 0), welches bei klei-
nerem Streuvektorbetrag q als dem des ersten scharfen Beugungsmaximums auftritt,
mit einem Maximum der Korrelationszeiten 7, der kohérenten Streufunktion S(q, t)
einher geht, wurde im Rahmen dieser Arbeit Ursprung und Auswirkung dieses tem-
peraturabhéngigen Effektes untersucht. Die Auswertung ergab, dass der Vorpeak im
statischen Strukturfaktor aus der Trennung polarer und unpolarer molekularer Grup-
pen resultiert. Wahrend ein Anstieg des Vorpeaks bei Abkiihlung auf eine steigende
strukturelle Inhomogenitit hinweist, zeigt die simultane relative Abnahme der ent-
sprechenden Korrelationszeit-Maxima, dass die mit diesem Phdnomen assoziierten
Auswirkungen auf die Translationsdynamik nicht die Temperaturabhingigkeit der r-
Werte erkldren kann. Somit liefert keine der Untersuchungen eine abschlieRende und
vollstandige Erkldarung iiber den Ursprung der unerwartet grof3en Werte fiir r und
deren Anstieg bei niedrigen Temperaturen. Es bleibt unklar, ob die grol3e zeitliche Se-
paration zwischen Translations- und Rotationsbewegung dieses Glasbildners mit der
strukturellen Heterogenitdt aufgrund der amphiphilen Natur des Molekiils verbun-
den ist oder mit dem Vorhandensein einer langsamen rheologischen Mode, die nur
in Scher-Experimenten beobachtet wird und dort der Starrheit des dreidimensionalen
Wasserstoffbriicken-Netzwerk zugeschrieben wird.?8¢

t243

Abschlieend ergibt sich, dass die wesentlichen experimentellen Befunde durch die
MD Simulationen bestétigt werden. Dariiber hinaus konnten durch die explizite Be-
trachtung einzelner Molekiilbestandteile Auswertungsmethoden der experimentellen
Daten, die bis dato auf Grundlage allgemeiner Uberlegungen erfolgten, gerechtfer-
tigt werden. Im Gegenzug folgt aus der Ubereinstimmung mit experimentellen Er-
gebnissen, dass MD Simulationen ein geeignetes Mittel sind, das komplexe Verhalten
glasbildender Fliissigkeiten auf molekularer Ebene zu verstehen. Der Zugewinn des
Verstdndnisses liber die experimentellen Untersuchungen wurde insbesondere durch
die Auswertung und Interpretation experimentell nicht zugidnglicher Eigenschaften
der untersuchten Glyzerinsysteme erméglicht. Das Vorliegen der vollstindigen mo-
lekularen Information ermoglicht die isolierte Betrachtung einzelner Teilaspekte des
Systems. Der Erfolg dieses Ansatzes rechtfertigt die detaillierten Untersuchungen zur
Proteindynamik, teilweise an experimentell nicht umsetzbaren Modellsystemen, die im
nachsten Kapitel folgen. Jedoch gilt es zu beriicksichtigen, dass die hier verwendeten
Simulationsmethoden zur molekularen Dynamik auf rein klassischer Physik beruhen.
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Simulationsmethoden, die explizit quantenmechanische Rechnungen nutzen, sind mit
der derzeit verfiigbaren Rechenkapazitit viel zu rechenaufwendig, um die benotig-
ten Systemgrofen und langen Simulationszeiten zu erreichen. Die Beschrankung auf
klassische Modelle fiihrt zwangsldufig zu Abweichungen von realen Systemen. Im vor-
liegenden Fall konnte die Abweichung der Rotationsdynamik der polaren Gruppen
auf eine unzureichende Abbildung der inhdrent quantenmechanischen Wasserstoff-
briickenbindungsdynamik hindeuten. Trotz dieser Einschrankungen sind die quanti-
tativen Ubereinstimmungen des Glyzerinmodells, welches nicht explizit auf die Repro-
duktion der 'H SLR Messdaten optimiert wurde, erstaunlich akkurat. Jedoch handelt es
sich bei den Simulationen an Glyzerin um vergleichsweise einfache Systeme. Bei den
wesentlich umfangreicheren Proteinsystemen wird der Vergleich zu experimentellen
Ergebnissen, vor allem wenn die simulierten Modellsysteme keine experimentelle Ent-
sprechung besitzen, iiberwiegend qualitativ erfolgen. Ziel ist es, Erkldrungsansétze auf
molekularer Ebene fiir bisher unverstandene Phdnomene zu finden. Die Untersuchun-
gen theoretischer Modelle mittels Exploration der Vorhersagen sind, vor allem im Falle
analytischer Losungen, auf extrem vereinfachte Annahmen angewiesen. Simulationen
zur molekularen Dynamik erlauben die numerische Approximation mit realistische-
ren Annahmen und schlagen somit beim Verstdndnis der physikalischen Prozesse die
Briicke zwischen Theorie und Experiment.
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5 Topologieporen

Um die Wechselwirkung zwischen Protein und Wasser im Confinement — dem Ein-
schluss in beschriankten Geometrien — zu ermitteln, wird die Tatsache genutzt, dass
MD-Simulationen eine vollstdndige Kontrolle und systemische Variation des Modell-
systems sowie komponentenweise und rdumlich aufgeloste Analysen ermdoglichen. Es
wird ein elastindhnliches Molekiil simuliert, welches von einer Hydratationsschicht
umgeben ist, die in ihrer Dicke variiert wird. Dariiber hinaus wird die Steifigkeit der
begrenzenden Wand iiber die Mobilitdt der Wandatome eingestellt. Der Ansatz zeigt
aufféllige dynamische Kopplungen an der Protein-Wasser-Grenzflache in Kombinati-
on mit starken raumlichen Schwankungen der Protein- und Wasserdynamik. Explizit
werden Anderungen in der Mobilitit der Hydratationsschale als Reaktion auf verin-
derte Einschlussbedingungen von Anderungen in der Mobilitit der Proteinoberfliche
begleitet, was sich in einer Kopplung der jeweiligen Korrelationszeiten zeigt. Dariiber
hinaus beschleunigt sich mit zunehmendem Abstand zur Protein-Wasser-Grenzflédche
die Wasserdynamik und verlangsamt sich die Proteindynamik, wobei jedoch die in-
ternen und globalen Proteinbewegungen quantitative Unterschiede aufweisen. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Verstdndnis biologischer Funktionen die Be-
riicksichtigung gegenseitiger Abhdngigkeiten von Protein- und Wasserdynamik, starker
Mobilitdtsgradienten iiber das Proteinmolekiil und die Hydratationshiille, sowie Unter-
schieden zwischen internen Bewegungen und grofRamplitudigen Verschiebungen und
Rotationen des Gesamtmolekiils erfordert. Dariiber hinaus zeigt sich, dass die Wirkung
der einschlief3enden Wénde sehr stark, aber kurzreichweitig ist. Infolgedessen wird die
Proteindynamik unter strengen Einschlussbedingungen erheblich verdndert, wohinge-
gen sich bei einem Hydratationslevel ab ~1.5 g/g Bulkverhalten einstellt.

Viele biologische Prozesse in lebenden Systemen werden von Proteinfunktionen ange-
trieben. Um diese Funktionen erbringen zu konnen, muss das Protein entsprechende
Konformationsdnderungen vollfiihren und zeigt somit dynamische Eigenschaften, die
speziell auf die Erfordernisse zugeschnitten sind. Im Allgemeinen werden die dyna-
mischen Eigenschaften der biologischen Makromolekiile stark durch ihre Umgebung
beeinflusst. Proteinfunktionalitdt erfordert {iblicherweise die Anwesenheit eines ge-
eigneten Losungsmittels — hauptsichlich, aber nicht ausschlieRlich Wasser?®” — in
ausreichender Menge, obwohl enzymatische Aktivitdt auch fiir sehr niedrige Hydra-
tationsgrade beobachtet wird.!?>288 Trotz der groRen Anzahl experimenteller und re-
chenmethodischer Studien sind die wechselseitigen Einfliisse zwischen Protein- und
Losungsmitteldynamik noch nicht vollstandig geklart,!»102:289-291

Ein weithin akzeptiertes gedankliches Konzept ist das von Frauenfelder et al. vor-
geschlagene Slaving-Model,''7-?°2 welches das Protein als dynamisch passive Ma-
schine betrachtet, die durch die Bewegungen des Losungsmittels angetrieben wird.
Dabei wird angenommen, dass die internen Bewegungen des Proteins durch Fluk-
tuationen der Solvatationsschale an der Proteinoberfliche angetrieben werden und
die grofRamplitudigen Konformitatsdnderungen durch die strukturelle Relaxation des
bulkartigen Losungsmittels in groeren Abstdnden. Andere Forscher verwarfen jedoch
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diese Auffassung von vollstindig ,versklavten“ Proteinen.!*2%3 So wurde beispiels-
weise vorgeschlagen, dass das Losungsmittel als Weichmacher wirkt und die fiir die
Proteindynamik relevanten Energiebarrieren moduliert.""'?° Dariiber hinaus wurde
berichtet, dass sich die Dynamik von Proteinen und Losungsmitteln gegenseitig be-
einflussen.!# In lebenden Systemen sind Proteine nicht von reinem Wasser umgeben,
sondern von Kosolvenzien, und dariiber hinaus werden sie durch verschiedene Arten
von Makromolekiilen rdumlich stark eingeschrénkt. In Kombination mit den Protein-
Losungsmittel-Kopplungen fithren diese heterogenen Umgebungen zu sehr komplexem
dynamischen Verhalten. Trotz dieser Tatsache beschrénkten sich die meisten friiheren
Studien auf die Untersuchungen stark verdiinnter wéssriger Proteinlosungen. Erst in
jlingster Zeit gewann die Bedeutung von Kosolvenzien- und Crowding-Effekten fiir
die Faltung und Funktion von Proteinen zunehmend an Interesse.??*2%> Zum Beispiel
wurde gezeigt, dass Proteine ihre Funktionalitidt beibehalten, wenn sie in Silicaglas
eingebettet sind.2?* Aufgrund der hohen Komplexitit solcher Systeme ist das bisherige
Verstdndnis von Kosolvenzien- und Crowding-Effekten sehr eingeschrankt.

Molekulardynamiksimulationen sind ein gédngiges Instrument zur Untersuchung des
komplexen Verhaltens von Proteinen auf mikroskopischer Ebene.?%%2°7 Besonders die
Moglichkeit raumlich aufgeldste Einblicke in die Systemtrajektorie zu erhalten,?°%2%
sind ein Vorteil gegeniiber experimentellen Methoden, in welchen diese nur schwer
zu erreichen sind. Hier wird diese Moglichkeiten genutzt, um die gegenseitige Ab-
héngigkeit der Protein- und Wasserdynamik als Funktion des Abstands zur Protein-
Wasser-Grenzflache unter verschiedenen Confinement-Bedingungen zu untersuchen.
Diese Analyse wird im folgenden Abschnitt fiir ein elastindhnliches Polypeptid (ELP)
durchgefiihrt. Konkret wird (VPGVG)s, untersucht, wobei angenommen wird, dass
die VPGVG-Aminosauresequenz als einfaches Modell fiir die elastischen Einheiten
des Elastins betrachtet werden kann.’*°> ELPs haben eine grofe Vielfalt an biotech-
nologischen und biomedizinischen Anwendungen.’®°° Dariiber hinaus sind sie auch
Modellsysteme fiir intrinsisch ungeordnete Proteine, da sie keine definierten Sekun-
darstrukturmotive aufweisen, sondern eher eine zuféllige, spiralférmige Konformati-
on.”® MD-Simulationen erlauben die prizise Steuerung und systematische Variation
der Proteinumgebung. Wie eingangs erwahnt, konnen in lebenden Systemen Protein-
Losungsmittel-Kopplungen durch Kosolvenzien- und Confinement-Effekte modifiziert
werden, wobei letztere wiederum sowohl aus storenden Wechselwirkungen als auch
aus geometrischen Einschrankungen durch die Confinement-Matrix resultieren kon-
nen. Um diese Vielzahl von Einflussfaktoren entflechten zu konnen, werden geeignete
Modellsysteme entworfen. Um Kosolvenzieneffekte zu vermeiden, wird reines Wasser
als Losungsmittel verwendet. Um dariiber hinaus stérende Wechselwirkungen an den
Winden zu vermeiden und die Auswirkungen der rdumlichen Beschriankung auf die
Dynamik von Protein-Wasser-Gemischen zu isolieren, werden chemisch neutrale Po-
ren generiert.2%%2% Bei diesem Ansatz wird das Protein zunéchst in einer ausreichend
groRen Menge Wasser aufgelost. Nach der Aquilibrierung wird das Wasser in zwei
Fraktionen aufgeteilt. Wahrend die Molekiile in grof3eren Abstdnden zum Protein so
fixiert werden, dass sie ein Confinement bilden, wird die Dynamik der Molekiile in
kleineren Abstidnden zusammen mit dem Protein weiter simuliert, wodurch diese die
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Hydratationshiille des Proteins bilden. Die Verwendung solcher neutralen Umschlie-
Bungen hat mehrere wichtige Vorteile. Erstens gibt es keine zusétzlichen Wechselwir-
kungen an den Begrenzungsflachen, welche den Einfluss geometrischer Einschrankung
iiberlagern konnten. Dariiber hinaus erlaubt dieser Ansatz, je nach Aufteilung in fest-
gehaltene und mobile Wassermolekiile, Confinements beliebiger Form und Grofde zu
erzeugen und somit diese Parameter systematisch zu variieren. Es werden neutrale
Confinements konstruiert, indem wir zwischen Wassermolekiilen oberhalb und unter-
halb eines gewihlten Mindestabstands von der Proteinoberfliche unterscheiden, so
dass die Form der Confinements der des Proteins entspricht. Durch die Verwendung
solcher proteinformiger Confinements vermeiden wir, dass einfache Porengeometrien
Proteinstrukturen erzwingen, die weit von der nativen Struktur entfernt sind, insbe-
sondere unter strengen Confinement-Bedingungen mit einem geringen Anteil mobiler
Wassermolekiile. Zudem wird die Grof3e des Confinements und damit die Dicke der
Hydratationsschicht variiert, was wiederum die Wassermobilitét verdndert. SchlieRlich
wird die Steifigkeit der Begrenzungswande durch die Anwendung harmonischer Poten-
tiale zum Anheften der Matrixmolekiile durch die Variation der Kraftkonstante dieser
Pinning-Potentiale abgestimmt. Diese systematische Variation der Einschlussbedingun-
gen in Kombination mit raumlich aufgelosten Analysen der Protein- und Wasserdyna-
mik ermoglicht es, die Existenz etwaiger Mobilitdtsgradienten aufzuzeigen und somit
ein tieferes Verstdndnis zu den Einfliissen geometrischer Beschrankungen auf Protein-
Wasser-Systeme zu erlangen.

5.1 Simulationsdetails

Es werden MD-Simulationen eines (VPGVG)s, ELP-Molekiils durchgefiihrt, welches in
10432 Wassermolekiilen gelost ist. Dazu wird GROMACS (Version 5.1.4) genutzt.300-301
Die Simulationen verwenden das GROMOS96 45a3 United-Atoms-Kraftfeld*? zusam-
men mit SPC/E Wasser,>% sofern nicht anders angegeben. Zusitzliche Daten werden
fiir das All-Atom-Kraftfeld AMBERO3ws>** in Kombination mit TIP4P/2005-Wasser et-
zeugt.3%° Die elektrostatischen Wechselwirkungen werden mit der Particle-Mesh-Ewald-
Methode mit einem Gitterabstand von 0.12nm und einem Realraum-Cutoffradius von
1.4nm berechnet. Die Lennard-Jones-Wechselwirkungen werden ebenfalls bei 1.4nm
abgeschnitten. Der Simulationszeitschritt betrédgt 2 fs und es werden periodische Rand-
bedingungen in kubischen Simulationsboxen genutzt. Alle MD-Simulationen werden
bei der Temperatur T = 300K durchgefiihrt, wobei der Nosé-Hoover-Thermostat zum
Einsatz kommt.'®%3% Die untersuchten Systeme werden zunichst fiir einen Zeitraum
von 20 ns bei einem konstanten Druck von P= 1bar, d.h. im NPT-Ensemble, unter Ver-
wendung des Parrinello-Rahman-Barostaten dquilibriert.!>® AnschlieRend werden ge-
eignete Teilmengen von Wassermolekiilen durch Anlegen zusitzlicher harmonischer
Potentiale an die Sauerstoffatome in ihrer Bewegung eingeschrankt. Im folgenden
werden diese als Pinning-Potentiale bezeichnet. Schlief3lich werden Produktionslau-
fe von 50ns Lange im kanonischen NVT-Ensemble durchgefiihrt, wobei die Volumina
V ~7nm?® aus den NPT-Liufen gewonnen werden. Um eine Aquilibrierung der ELP-
Konfiguration innerhalb der neutralen Confinements zu erméglichen, werden die die
ersten 5ns der Produktionslédufe verworfen und die Analysen auf die restlichen 45ns
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beschréankt. Um einschrankende Matrizen zu erzeugen, die aus festen Wassermole-
kiilen bestehen und die Form des ELP-Molekiils haben, werden Sauerstoffatome der
Wassermolekiile jenseits eines gewéhlten Schwellenwerts fiir den Abstand zum néchs-
ten ELP-Atom durch harmonische Potentiale in ihrer Mobilitat gehindert, wihrend jene,
die sich néher an der ELP-Oberflache befinden, sich frei bewegen konnen. Die endgiil-
tigen Systeme bestehen somit aus mobilen und festgehaltenen Wassermolekiilen, die
als Hydratationswasser bzw. Matrixwasser bezeichnet werden. Der Abstand der Poren-
wand wird im Bereich von ~ 5 — 13 A variiert, was zu proteinférmigen Einschliissen
mit Durchmessern zwischen etwa 3.7 und 5.1 nm fiihrt. Die entsprechenden Hydrata-
tionsgrade h, die im gesamten Manuskript als Massenanteil von ELP zu Hydratations-
wasser angegeben werden, liegen im Bereich von 0.6 — 3.0 g/g, siehe Tabelle 5.1. Fiir
jedes untersuchte GROMOS96-SPC/E-System werden die Simulationen fiir zwei unab-
héngige Ausgangskonfigurationen vergleichen, um die statistische Unsicherheit dieses
Ansatzes abzuschétzen. Um die innere Dynamik der Proteinbestandteile von der Ge-
samtbewegung des Molekiils zu trennen, werden nicht nur die nativen Trajektorien,
sondern auch davon abgeleitete Trajektorien untersucht, bei denen die Bewegung des
ELP-Molekiils als Ganzes herausgerechnet wurde. Konkret wird die in Gromacs enthal-
tene Methode trjconv-fit progressive genutzt, um sowohl die Translation als auch die
Rotation um den Masseschwerpunkt des ELP-Molekiils aus den urspriinglichen Tra-
jektorien zu entfernen und verarbeitete Trajektorien zu erhalten, die somit von der
Gesamttranslation und der , Taumelbewegung“ des Gesamtmolekiils befreit sind und
somit die interne ELP-Dynamik widerspiegeln.

Es ist naheliegend die Gesamtbewegung des Proteins dadurch unterdriicken zu wol-
len, dass einzelne Bestandteile — vorzugsweise im Proteininneren — analog zu den
Wandatomen in ihrer Bewegung eingeschrankt werden. Bei ersten Versuchen zeigte
sich jedoch, dass dies einen ,,Gummiband-Effekt“ zur Folge hat, bei welchem eine sich
langsam aufbauende Verschiebung des Molekiilschwerpunkts dazu fiihrt, dass sich das
Molekiil ruckartig in seine Ruhelage begibt. Dadurch wird die urspriingliche Struktur
des Proteins starker verdndert, als es in Bulk-Simulationen beobachtet wird. Es ist an-
zunehmen, dass die Tertidrstruktur geordneter Proteine dabei zerstort wiirde. Zudem
kann das System in diesem Fall nicht mehr als quasi-ertgodisch betrachtet werden.
Wird der gesamte Proteinkern in seiner Bewegung eingeschrénkt, so verdndert dies
den Mobilitatsgradienten, der sich in den freien Systemen zeigt. Dies hat Auswirkun-
gen auf die dulleren Proteinbestandteile, die mit den Wassermolekiilen der Hydrata-
tionsschicht in Kontakt steht. Aus diesem Grund wurden die Proteine ohne weitere
Einschrankung ihrer Mobilitat simuliert.

Um Einblicke in den Einfluss harter im Vergleich zu weichen Grenzen zu erhalten, wird
das Hydratationsniveau bei h = 1 g/g gehalten und die Kraftkonstante k der Pinning-
Potentiale zwischen 3500 und 10°kJmol*nm™2 variiert. Um die jeweilige Steifigkeit
der begrenzenden Wénde zu charakterisieren, werden die mittleren quadratischen Ver-
schiebungen der Matrix-Sauerstoffe im Langzeit-Plateau-Regime bestimmt. Aus Tabelle
5.2 geht hervor, dass die Amplitude der Matrixschwingungen als Reaktion auf die An-
derung der Potentiale um mehr als eine Gro3enordnung variiert. Um den Einfluss der
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Confinementgrof3e zu untersuchen, werden ausschlieRlich Systeme mit harten Wanden
verwendet.

Tabelle 5.1: Hydratationsgrade h, Grenzabstand d; und Porendurchmesser D, der un-
tersuchten Systeme.

” h (g/g) dry (nm) Dp (nm) ||

0.6 0.47 3.7
0.7 0.52 3.7
0.8 0.57 3.8
0.9 0.61 3.9
1.0 0.65 4.0
1.5 0.82 4.3
2.0 0.98 4.6
3.0 1.26 5.1

5.1.1 Analysemethoden

In den ortsaufgelosten Analysen werden die Struktur und die Dynamik des Hydra-
tationswassers als Funktion der Abstédnde zur Proteinoberflache, d.,, und/oder der
begrenzenden Wand, d,,;, charakterisiert. Dies ist in Abbildung 5.2 schematisch dar-
gestellt. Die Position des Hydratwassers wird iiber die momentane Position der Sau-
erstoffatome bestimmt. Dabei ist d,y, der Abstand zwischen dem Sauerstoffatom eines
betrachteten Wassermolekiils und dem néchstgelegenen ELP-Nichtwasserstoffatom der
aktuellen Konfiguration. Analog dazu ist d,,, der Abstand zwischen einem Hydrata-
tionssauerstoff und dem néachstgelegenen Matrixsauerstoff. Dariiber hinaus wird zwi-
schen dem Verhalten im Proteinkern und an der Proteinoberflache unterschieden. Dazu
wird der Abstand dyyq zwischen einem betrachteten Proteinatom und dem néchstgele-
genen Sauerstoffatom des Hydratationswassers ermittelt.

Um die Wasserstruktur an der Proteinoberfliche zu untersuchen, wird die Anzahl der
Sauerstoffatome N (d,) in diinnen Schichten zwischen dgj, — Ad und dgp, + Ad, wo-

bei Ad = 0.5A. Diese Daten erméglichen den Zugriff auf die Wasserverteilungsfunk-
tion g, (d.,) senkrecht zur Proteinoberflache.??1:397 Allerdings ist eine angemessene
Normalisierung in diesem System schwierig, aufgrund der fluktuierenden und un-
regelmafRigen Formen der Schichten und der Tatsache, dass einige Regionen durch
die Matrix oder das Protein ausgeschlossen sind. Daher werden fiir alle untersuchten
Konfiguration die zugénglichen Schichtvolumen dV (d,,) explizit bestimmt. Zu diesem
Zweck werden in einem Monte-Carlo Ansatz 10® Punkte zufillig {iber die gesamte Si-
mulationsbox verteilt. Im Anschluss wird iiber den Anteil der Punkte, die sich in jeder
Hydratationsschicht befinden das Volumen ermittelt. Dabei werden Punkte, die sich in-
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nerhalb der Porenwand oder innerhalb des Proteins befinden, vernachléssigt. Anhand
dieser Informationen wird die Wasserverteilungsfunktion gemaf3
NJ_(delp)

Pn dV(delp)

bestimmt, wobei p, der Teilchenzahldichte von SPC/E Wasser im Bulk entspricht.

Um das dynamische Verhalten des Proteinmolekiils und des Hydratationswassers zu
charakterisieren, wird die ISF F,(q, t) gemaf} Gleichung (3.32) bestimmt. Dabei wer-
den Untergruppen anhand der Absténde dgj,, dy, und dpyq unterteilt. Im Folgenden
wird der Betrag des Streuvektors g = 2.27A~" gesetzt. Wie in Abschnitt 3.2.1 erlidu-
tert, ist die ISF somit auf einer Lidngenskala von ~ 2.8 nm sensitiv, was dem mittleren

Sauerstoffabstand in Bulkwasser entspricht. Die Korrelationszeit T wird definiert als
F(t)=el

81(dep) = 6.1

Bei der Analyse der Dynamik des Hydratationswassers ist es wichtig Molekiile zu
vernachlassigen, die in die Wand oder das oder das Protein eingedrungen und ste-
cken geblieben sind, so dass sie eine artifiziell geringe Mobilitdt aufweisen. Deshalb
wurde ein Algorithmus entwickelt, der solche Molekiile identifiziert und von der Ana-
lyse ausschlief3t. Dieser Algorithmus ordnet die Abstinde zwischen einem bestimmten
Hydratationswassermolekiil und den anderen Hydratations Wassermolekiilen auf der
Grundlage der Positionen der Sauerstoffatome an. Dann wird der Abstand des i-ten
Nachbarn (fiir i = 1, ..., 5) mit dem durchschnittlichen Abstand des i-ten Nachbarn
im Hydratationswasser verglichen. Wenn der Unterschied 2A fiir mindestens einen
der fiinf ndchsten Nachbarn {iberschreitet, gehort das Wassermolekiil nicht zu einer
kontinuierlichen Hydratationsschale und wird daher aus der Analyse ausgeschlossen.
Es zeigt sich, dass weniger als 4% der Hydratationswassermolekiile die harteste Wand
durchdringen, jedoch steigt dieser Anteil fiir kleinere Kraftkonstanten k der Pinning-
Potentiale auf bis zu 8% fiir die weichste Wand an.

Um eine bessere Vorstellung der untersuchten Systeme zu bekommen, ist in Abbildung
5.1 ein Querschnitt durch die Simulationsbox abgebildet. Das gelbe ELP-Molekiil ist
von mobilen Wassermolekiilen (rot) umgeben. Die immobilen Wassermolekiile (blau)
bilden die Porenmatrix.

5.2 Ergebnisse

Um die Ergebnisse der Untersuchung der dynamischen Eigenschaften der Systeme bes-
ser verstehen zu konnen, wird zunéchst ihre Struktur charakterisiert. Es wird deutlich,
dass die ortsaufgeloste Analyse fiir das Verstdndnis der beobachteten Phdnomene un-
erldsslich ist. Anhand der im Folgenden vorgestellten ortsaufgelosten Strukturanalyse
werden die verwendeten Methoden greifbarer. AnschlieRend wird der Frage nachge-
gangen, wie sich Protein- und Losungsmitteldynamik gegenseitig beeinflussen.

5.2.1 Struktur der Proteinsysteme

Zur Visualisierung der untersuchten Protein-Wasser-Gemische in neutraler Umgebung
werden die atomaren Trajektorien auf die xy-Ebene projiziert. Abbildung 5.2 zeigt Pro-

78



Tabelle 5.2: Kraftkonstanten k und entsprechende Plateaus des Root-Mean-Squared-
Displacements, welche die Wandharte charakterisieren.

k (kJmol 'nm™2) rmsd (nm)
1.0 x 10° 0.004
1.0 x 10° 0.011
5.0 x 10% 0.016
1.0 x 10* 0.030
7.5 x10° 0.034
5.0 x 10° 0.040
4.0 x 10° 0.044
3.5x10° 0.047

jektionen fiir Hydratationsgrade h von 1.0 und 3.0 g/g und fiir harte bzw. weiche Wan-
de. Abbildung 5.2d zeigt eine schematische Darstellung, welche die zuvor definier-
ten Abstdnde fiir die folgenden rdumlich aufgelosten Analysen veranschaulicht. Der
Farbcode unterscheidet Protein (griin), Hydratationswasser (blau) und Matrixwasser
(orange). Fiir h = 1.0 g/g zeigt sich, dass die Verwendung proteinartiger Poren zu Hy-
dratationsschalen fiihrt, die in allen Raumrichtungen gleichmafig dick sind, so dass
dieser Ansatz auch bei strengen geometrischen Einschrdnkungen gut definierte Bedin-
gungen liefert. Dariiber hinaus wird deutlich, dass ein kleinerer Teil des verfiigbaren
Matrixvolumens in harten Wanden exploriert wird, was eine Folge der heterogenen
Schwingungsamplituden in weichen Wanden ist. Fiir h = 3.0 g/g zeigt sich eine asym-
metrische Anordnung des Proteins in dem groeren Confinement. Somit hat sich das
Protein im Simulationsverlauf aus dem Zentrum weg bewegt und befindet sich in un-
mittelbarer Ndhe der Porenwand. Das Protein ist jedoch nicht an der Wand adsorbiert;
eine diinne Hydratationsschicht verhindert einen kontinuierlichen Kontakt. Eine &hnli-
che Verschiebung des Proteins wird in allen Simulationen fiir ausreichend grof3e Poren
beobachtet, was darauf hindeutet, dass eine Position in der Ndhe der Wand, aber nicht
an dieser adsorbiert, dem Gleichgewichtszustand des Proteins unter diesen Bedingun-
gen entspricht. Daher wurden die ersten 5ns der Produktionsldufe, in denen sich das
Protein vom Zentrum zur Wand bewegt, vernachlassigt, und alle Analysen wurden
fiir die verbleibenden 45 ns der simulierten Trajektorien durchgefiihrt. Dariiber hinaus
wurden Hydratationswassermolekiile, die sich innerhalb der Matrix oder des Prote-
ins befinden, mit dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen Algorithmus identifiziert
und von allen Betrachtungen ausgeschlossen. Die Tatsache, dass in den Projektionen
kein Hydratationswasser innerhalb der Matrix oder des Proteins zu finden ist, belegt,
dass das oben beschriebene Verfahren funktioniert.

Als néchstes wird die rdumliche Anordnung des Hydratationswassers in Abhéngigkeit
der Entfernung von der Proteinoberfléche d, untersucht. Abbildung 5.3a zeigt fiir
verschiedene Hydratationsgrade in hartem Confinement N, (d,), die zeitlich gemit-

telten Teilchenzahlen der Hydratationswassermolekiile in Schichten der Dicke 1A bei

79



Abbildung 5.1: Visualisierung des simulierten Systems mit h = 1g/g. Das ELP-Molekdl
(gelb) ist umgeben von mobilem Wasser (rot). Die festgehaltenen Was-
sermolekiile (blau) bilden die Porenmatrix.

den Absténden dy,. Bei dgj, ~ 2.9A st ein kleiner Peak zu erkennen, der von Was-
serstoffatomen stammt, die {iber Wasserstoffbriickenbindungen an die Amidgruppen
des Proteins gebunden sind, und einen Hauptpeak bei ~ 3.8A, der Wassersauer-
stoff an anderen Positionen auf der Proteinoberfliche widerspiegelt. An dieser Stel-
le sei darauf hingewiesen, dass frithere Studien iiber Peaks bei ~ 1.5 —2A und
~ 2.5—3.5A berichten.?"3% Die Diskrepanz zu den hier dargestellten Abstandspro-
filen ergibt sich aus der Tatsache, dass diese Studien all-atom Kraftfelder verwenden.
Bei dem hier genutzten Kraftfeld GROMOS96 handelt es sich jedoch um ein united-
atom Modell, in welchem die Bestandteile einiger funktioneller Gruppen — darunter
aliphatische Gruppen — nicht explizit, sondern als Einheit zusammengefasst betrachtet
werden. Diese werden in der Simulation als ,ein Atom“ dargestellt, weshalb sich die
Analyse auf die {ibrigen Atome beschrankt.

Fiir groRere Abstdnde héngt N, (d.,) stark vom Hydratationsgrad ab, was die ver-
schiedenen Porengrof3en widerspiegelt. Allerdings gibt es aufgrund der bevorzugten
asymmetrischen Lage des Proteins innerhalb der Pore keinen scharfen Abfall, wie die-
ser fiir harte Wande zu erwarten wére. Fiir h < 1g/g befindet sich der grof3te Teil des
Hydratationswassers bei dgj, < 5.5A und somit gibt es unter strengen geometrischen
Einschrankungen im Wesentlichen nur eine einzige Hydratationsschicht. Um die raum-
liche Anordnung des Hydratationswasser fiir verschiedene Hydratationsgrade genauer
vergleichen zu konnen, ist es sinnvoll, die Volumenauschluss-Effekte zu eliminieren. Zu
diesem Zweck wurden entsprechend normierte Wasserverteilungsfunktionen g, (dejp,)
berechnet, welche in Abb. 5.3b dargestellt werden. Es zeigen sich sehr dhnliche Verlau-
fe fiir alle Hydratationsgrade h, was darauf hinweist, dass die Porengré3e die Wasser-
struktur nahe der Proteinoberfliche kaum beeinflusst. Es gibt eine gut definierte erste
Hydratationsschale und, falls vorhanden, eine weniger ausgeprédgte zweite Hydrata-
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Abbildung 5.2: Visualisierung der untersuchten Protein-Wasser-Gemische in neutraler
Umgebung: Die Atompositionen werden mit einem Zeitschritt von 10 ps
Uber ein Zeitintervall von 45ns entlang der z-Achse auf die xy-Ebene
projiziert. Sauerstoffatome des Matrix- und Hydratationswassers sind
orange bzw. blau eingefarbt. Die ELP-Atome sind in Griin dargestellt.
Hydratationswasser, welches sich innerhalb der Matrix oder des Prote-
ins befindet, ist nicht abgebildet, wie im Text erldutert wird. Projek-
tionen fur verschiedene ConfinementgréBen und Matrixsteifigkeiten
werden verglichen: (a) Hydratationsgrad von 1.0g/g und hartes Con-
finement, (b) Hydratationsgrad von 3.0g/g und hartes Confinement,
(c) Hydratationsgrad von 1.0g/g und weiches Confinement, und (d)
schematische Darstellung der verschiedenen Abstdnde, die bei raum-
lich aufgelosten Analysen genutzt werden.
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Abbildung 5.3: Rdumliche Verteilung des Hydratationswassers in der Nahe der ELP-

Oberflache fiir verschiedene Hydratationsgrade h in hartem Confine-
ment: (a) Anzahl der Hydratationswassermolekiile in Schichten der Di-
cke 1A in Abstanden djp zur Proteinoberfléche, N, (dey,), und (b) nor-
mierte Verteilungsfunktion fiir Wasser senkrecht zur Proteinoberflache
g1 (depp)- Die Normierung beriicksichtigt die unregelméBigen und fluk-
tuierenden Formen der Schichten und lasst das durch das Protein und
die Matrix belegte Volumen auBer Acht, siehe Text fiir weitere Erlaute-
rungen.
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Abbildung 5.4: Intermediare Streufunktionen F,(q, t) der Wassersauerstoffatome (ge-
fillte Kreise) und der Nicht-Wasserstoffatome im ELP-Rlckgrat (offene
Quadrate) fiir ¢ = 2.27 A~ und verschiedene Hydratationsgrade h im
Bereich von 0.6 — 3.0g/g, entsprechend Porendurchmessern zwischen
~ 3.7 und 5.1 nm. In allen Fallen werden harte Confinements betrach-
tet.

tionsschale, bevor die Korrelationen zwischen den Protein- und Wasserpositionen bei
grofleren Absténden d,y, verschwinden.

5.2.2 Protein- und Wasserdynamik

Um die Auswirkungen der geometrischen Einschrankung auf die molekulare Dynamik
hydratisierter Proteine zu untersuchen, werden die ISF-Korrelationsabfille fiir die Sau-
erstoffatome des Hydratationswassers und die Atome des ELP-Riickgrats berechnet.
Zunéchst wird iiber das gesamte Confinement eine Ensemble-Mittelung durchgefiihrt.
Abbildung 5.4 zeigt die iiber das Gesamt-Porenvolumen gemittelten Ergebnisse fiir ver-
schiedene Hydratationsgrade im harten Confinement. Offensichtlich verschieben sich
die Korrelationsabfélle zu ldngeren Zeiten wenn der Hydratationsgrad h von 3.0 auf
0.6 g/g reduziert wird, siehe Tabelle 5.1. Folglich ist die Mobilitdt der Wassermolekiile
in einer einzelnen Hydratationsschicht, die zwischen dem Proteinmolekiil und der Be-
grenzungswand eingeschlossen ist, erheblich gehemmt. Gleichzeitig verlangsamt sich
auch die Proteindynamik stark mit abnehmender Dicke der Hydratationsschicht. Die
Ergebnisse fiir die AMBER-TIP4P/2005-Kraftfelder stimmen qualitativ mit den hier
gezeigt Daten der GROMOS96-SPC/E-Kraftfelder iiberein, jedoch ist die Dynamik fiir
erstere langsamer, was die Analyse erschwert, weshalb sie nicht weiter betrachtet wur-
den.3%?

Um die Abhéngigkeit vom Hydratationsgrad h zu quantifizieren, werden die Korrela-
tionszeiten 1, der Proteindynamik und 7., der Wasserdynamik aus den jeweiligen
Korrelationsverlaufen bestimmt. Abbildung 5.5 zeigt 7., und T, fir die untersuch-
ten Hydratationsniveaus. Es zeigt sich, dass die Korrelationszeiten bei h < 1g/g stark
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Abbildung 5.5: Korrelationszeiten der ELP-Ruckgratatome 7, und der Wassersauer-
stoffatome 7, in Abhéngigkeit des Hydratationsgrades h im harten
Confinement. Daten, die aus einer zweiten, unabhangigen Startkonfi-
guration resultieren sind als schwarze Symbole abgebildet. Alle Ergeb-
nisse wurden Uber F,(t) = e™! aus den ISF-Kurven ermittelt.
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Abbildung 5.6: Intermedidre  Streufunktionen F(t) der schweren Protein-
Ruckgratatome fir ¢ = 2.27A! , wie sie aus den urspriinglichen
(offene Quadrate) und modifizierten (volle Dreiecke) Trajektorien be-
rechnet werden. Bei letzteren wurde die Gesamtmolekillbewegung des
Proteins entfernt. Es werden mehrere Hydratationsgrade verglichen.
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vom Hydratationsgrad abhéngen, wihrend sie bei h > 2g/g im Wesentlichen unab-
héngig vom Wassergehalt sind. Daher ist ein Hydratationsgrad von ~ 1.5g/g und
dementsprechend eine Porengré8e von ~ 4.3nm fiir die volle Mobilitit des Protein-
Wasser-Systems erforderlich. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten ex-
perimentelle Arbeiten an Myoglobin unter Einschluss in Silica-Poren eine vom Hy-
dratationsgrad abhingige Verringerung der Mobilitit des Proteins.3!? Die Ahnlichkeit
der Hydratationsgrad-Abhangigkeit weist auf eine starke Kopplung zwischen Protein-
und Wasserdynamik hin. Der Vergleich der Daten fiir zwei unabhingige Startkonfi-
gurationen zeigt eine gute Ubereinstimmung, was darauf hindeutet, dass trotz der
Betrachtung eines einzelnen (VPGVG);s,-Molekiils, die statistischen Unsicherheiten ge-
ring sind. Es ist daher ausreichend, sich in den folgenden Analysen iiberwiegend auf
eine Ausgangskonfiguration zu beschranken.

Bei der Interpretation von Beobachtungen zur Proteindynamik ist es wichtig zu be-
riicksichtigen, dass atomare Positionsveranderungen sowohl von internen als auch
von Gesamtmolekiilbewegungen des Proteins herriihren konnen. Um den Anteil bei-
der Beitrdge zu untersuchen, werden die ISF-Korrelationsabfélle von urspriinglichen
und modifizierten Trajektorien berechnet, d.h. vor und nach Eliminierung der allge-
meinen molekularen Translations- und Reorientierungsbewegung. In Abb. 5.6 ist zu
sehen, dass die Eliminierung der globalen Bewegungen starke Auswirkungen auf ho-
he Hydratationsgrade hat, aber nur geringe Auswirkungen auf niedrige. Insbesondere
lasst sich feststellen, dass die Schwerpunkts- und die ,,Taumelbewegung“ des Gesamt-
molekiils zu Abféllen der ISF fithren, die sich bei Erhohung des Wassergehalts stark
zu kiirzeren Zeiten verschieben, so dass dieser Beitrag fiir h = 3.0 g/g dominant und
fiir h = 0,6 g/g praktisch vernachléssigbar ist. Die interne Proteindynamik verursacht
stark gestreckte Zerfélle, die nur schwach vom Wassergehalt abhidngen. In einer aktu-
ellen Studie wurden dhnliche stark nicht-exponentielle, der Form eines Potenzgesetz
folgende ISF-Korrelationsabfille fiir nicht-eingeschlossene, niedrig hydratisierte Prote-
inmodelle beobachtet, darunter (VPGVG)s,.3!! Dort wurden die Ergebnisse auf eine
sehr breite sekundére Relaxation der Riickgratatome zuriickgefiihrt, welche korrelierte
Hin- und Riickspriinge beinhalten, die eine hohes Mal} an Kooperativitit zeigen.

Raumlich aufgeloste Analysen ermoglichen einen tieferen Einblick in das dynamische
Verhalten von Protein-Wasser-Mischungen im Confinement. Zunéchst ist es sinnvoll,
die Wasserdynamik in verschiedenen Regionen der Pore zu betrachten. Dazu werden
die Korrelationszeiten 7,,,, als Funktion der Abstdnde zu Wand- und Proteinoberfla-
che bestimmt. In Abbildung 5.7 ist anhand des Systems mit h = 3.0 g/g exemplarisch
das Ergebnis dieser Analyse in Form einer zweidimensionalen Heatmap dargestellt.
Der Farbcode gibt den Wert der Korrelationszeit 7., des Hydratationswassers an, die
Achsen die Absténde zur entsprechenden Oberfldche d.y, und d,,,. Bei grof’en Abstén-
den zu beiden Oberfléchen tritt eine schnelle, fast bulk-artige Wasserdynamik auf, die
in der Abbildung als hellgelber Bereich erscheint. In der Nahe der Oberflachen ver-
langsamt sich die Wasserdynamik. Dieser Effekt ist in der Ndhe der Porenwand viel
ausgepragter als an der Proteinoberflache. Um die Auswirkungen der einzelnen Ober-
flache zu bestimmen, gehen wir von der 2D-Darstellung zu 1D-Projektionen {iber. Um
den Einfluss einer bestimmten Oberflache zu isolieren, miissen jedoch die Beitrédge
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Abbildung 5.7: Abhéangigkeit der Korrelationszeiten 7, von den Abstanden der Was-

sermolekdle zu der Porenwand (d,,,;) und zur Proteinoberfléache (d.p).
Der Farbcode gibt den Wert der Korrelationszeit an. Die Daten entstam-
men dem System mit Hydratationsgrad h = 3.0g/g im harten Confine-
ment. Die schwarzen Kurven an den Rdndern entsprechen denen der
Abbildung 5.8, siehe Text. Die roten Kurven ergeben sich, wenn Wasser,
das sich an der nicht betrachteten Oberflache befindet, nicht entfernt
wird, siehe Text.
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Abbildung 5.8: Raumlich aufgeléste Korrelationszeiten des Hydratationswassers: 7.,
ist dargestellt als Funktion des Abstandes zur (a & c) Porenwand d,,,;
und (b & d) zur Proteinoberfliche d,. (a & b) zeigen verschiedene
Hydratationsgrade im harten Confinement. Die grauen Linien sind die
selben Daten, jedoch in der Hohe skaliert fiir maximale Uberlagerung
bei kurzen Abstanden. (c & d) zeigen Daten bei fir h = 1.0 g/g fir ver-
schiedene Wandstarrheiten, charakterisiert Gber die Kraftkonstanten k
der harmonischen Pinning-Potentiale.

der anderen eliminiert werden. Es wird die Kurzreichweitigkeit des Oberflacheneffekts
ausgenutzt, indem Wassermolekiile von der Berechnung ausgeschlossen werden, wenn
diese naher als 3A an der nicht-beriicksichtigten Oberfliche sind. Auf diese Weise wird
vermieden, dass die starke Verlangsamung in Porenwandnéahe die schwicheren Effekte
in der Nahe des Proteins iiberlagert. Anhand der roten Kurven in Abb. 5.7 kann man
sehen, wie stark dieser Effekt den Kurvenverlauf von 7.,,.(d.j,) beeinflussen wiirde. Die
resultierenden rdumlich aufgeldsten Korrelationszeiten der Wasserdynamik, T.,,.(dya1)
und T, (dejp) sind in Abbildung 5.8 dargestellt.

Zunachst werden die Auswirkungen der Porenwand untersucht. In Abb. 5.8a, zeigt
sich eine sehr starke Verlangsamung der Wasserdynamik, die sich jedoch auf die un-
mittelbare Umgebung der Wand beschrankt. Insbesondere sind die Korrelationszeiten
Twa fUr Wassermolekiile in der ersten Schicht an der Wand um knapp eine Gré3en-
ordnung langer als in den iibrigen Regionen des Confinements, obwohl die Stérke
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Abbildung 5.9: Korrelationszeiten 7, der ELP-Riickgratatome als Funktion des Abstan-

des dyyq zur Hydratationshiille. Die Ergebnisse in (a & b) wurden aus
den urspriinglichen Trajektorien bestimmt, wohingegen jene in (c & d)
aus modifizierten Trajektorien, bei welchen die Gesamtmolekiilbewe-
gung entfernt wurde, bestimmt wurden. (a & c) zeigen Korrelations-
zeiten fur verschiedene Hydratationsgrade h in hartem Confinement.
(b & d) vergleichen die Ergebnisse flir verschiedene Wandharten bei
h = 1.0g/g. Die Wandstarrheit wird charakterisiert Gber die Kraftkon-
stante k der harmonischen Pinning-Potentiale.
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der Wasser-Matrix-Wechselwirkungen im Falle neutralen Confinements nicht iiber der
Wasser-Wasser-Wechselwirkungenen liegt. Dariiber hinaus verlangsamt sich die Was-
serdynamik mit abnehmendem Hydratationsgrad und somit mit abnehmendem Po-
rendurchmesser. Um die Form der dynamischen Profile 7.,,.(d,,) fiir unterschiedliche
Wasseranteile besser vergleichen zu konnen werden diese in der Hohe skaliert, sodass
sich diese fiir kurze Absténde iiberlagern. In diesem Fall wird der Effekt verschiede-
ner Wasseranteile entfernt, wie anhand der grauen Linien in Abb. 5.8 zu erkennen ist.
Man erkennt, dass die skalierten Daten iiber das gesamte Confinement hinweg beinahe
vollstdandig iibereinander liegen, was bedeutet, dass der beobachtete Mobilitatsgradi-
ent groldtenteils unabhéangig vom Hydratationsgrad h ist.

Im Folgenden wird der Einfluss der Wandsteifigkeit auf die Wasserdynamik untersucht.
Dazu variieren wir die Kraftkonstante k der auf die Matrixatome wirkenden Pinning-
Potentiale und damit die Amplitude ihrer Schwingungsbewegung. In Abb. 5.8c ist zu
sehen, dass eine Abnahme der Kraftkonstante k zu einer geringeren Verlangsamung
an der Wand fiihrt. Somit sind die zuvor beobachteten starken Mobilitdtsgradienten in
der Nahe von harten Wanden in der Ndahe weicher Wande schwécher. Zur Bestimmung
der Auswirkungen der Proteinoberfldche auf die Wasserdynamik, ist in Abbildung 5.8b
Twat(dep) dargestellt. Die Verlangsamung von Wasser in der Néhe der Proteinober-
flache ist viel schwécher als in der Nahe der Matrixoberfldche. Auferdem bestatigen
die Tya(derp)-Kurven die reduzierte Gesamtmobilitéit des Wassers bei niedrigeren Hy-
dratationsgraden. Bei Betrachtung entsprechend skalierter Daten zeigt sich, dass die
dynamischen Profile in Bezug auf die Proteinoberflache auch weitgehend unabhéngig
von der GroRe des Confinements sind. Auch dass das Protein weniger starr ist als die
Porenwand, vertrégt sich mit der vorangegangenen Beobachtung, dass die Verlang-
samung stdrker an harten Wénden ist als an weichen. Schliel8lich ist aus Abb. 5.8d
ersichtlich, dass die Wasserdynamik an der Proteinoberflache nicht wesentlich von der
Starrheit der Porenwand abhéngig ist. Dies ladsst sich mit der kurzen Reichweite des
Wandeffekts in Kombination mit dem verwendeten Eliminationsverfahren fiir Hydra-
tationswasser, das direkt an der Wand sitzt, erkliren.

Fiir eine rdumlich aufgeloste Charakterisierung der Proteindynamik werden die ISF-
Korrelationsabfille der Riickgratatome in verschiedenen Abstdnden von der Hydratati-
onsschale separat analysiert. Abbildung 5.9 zeigt die resultierenden Korrelationszeiten
Tpro(dhya)- Offensichtlich gibt es starke Mobilititsgradienten innerhalb des Proteins.
Die Korrelationszeiten in den dufSeren Teilen des Proteins, d.h. bei kleinen Abstin-
den zum Hydratationswasser, sind mindestens um mindestens eine GroRenordnung
kiirzer als die in den inneren Teilen, d.h. bei gro3en dy, 4-Werten. Betrachtet man die
beiden oberen Abbildungen, so stellt man fest, dass der Effekt signifikant vom Hy-
dratationsgrad abhéngt, wohingegen er sich fiir harte und weiche Confinements nur
geringfiigig unterscheidet. Um einen Einblick zu erhalten iiber den Ursprung der Ab-
héngigkeit vom Hydratationsgrad, insbesondere die Bedeutung der allgemeinen und
internen Proteindynamik, vergleichen wir diese Ergebnisse aus den urspriinglichen
Trajektorien mit denen von modifizierten Trajektorien, die von allgemeiner moleku-
larer Translation und Gesamtmolekiil-Rotationsbewegungen befreit sind und daher in-
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Abbildung 5.10: Korrelationszeiten 7, der duBeren ELP-Atome als Funktion der Kor-
relationszeiten 7, der Wassermolekiile, die sich nahe der Proteino-
berflache (d.,) oder Porenwand dj, befinden. (a) zeigt Daten, die
aus den urspriinglichen Trajektorien ergeben und (b) aus den Da-
ten fir die die Gesamtmolekilbewegung entfernt wurde. In beiden
Darstellungen werden h und k variiert. Zudem sind die Daten aus der
zweiten Startkonfiguration (grau) enthalten. Die Werte fur 7., wur-
den flr dyyq < 0.3nm bestimmt, die 7, fur dg, = 0.275nm und
dywa = 0.255nm, was den Positionen ihrer Maxima in Abb. 5.8 ent-
spricht.

terne Bewegungen widerspiegeln. In den unteren beiden Abbildungen zeigt sich, dass
die dynamischen Profile noch steiler sind, wenn globale Bewegungen entfernt werden,
was zu Unterschieden von mehr als zwei Grof3enordnungen zwischen den Korrelations-
zeiten in den inneren und dulleren Teilen des Proteinmolekiils fiihrt. Abgesehen von
einer leichten globalen Verschiebung héngen die dynamischen Profile 7,,(dyyq) der
internen Proteindynamik kaum vom Grad der Hydratation ab. Zusammengenommen
zeigen die Beobachtungen in Abb. 5.9, dass es eine starke Variation der internen Prote-
indynamik durch das gesamte Protein hindurch gibt, die weitgehend unabhéngig von
den Einschlussbedingungen ist. Dies deutet darauf hin, dass der Effekt durch die Wech-
selwirkung mit der ersten Hydratationsschicht verursacht wird. Bei der Untersuchung
der kombinierten Wirkung von interner und der Gesamtdynamik, wird der Mobili-
tatsgradient durch das Taumeln des Gesamtmolekiils bei hoheren Hydratationsgraden
abgeschwaicht, weil dieser Beitrag bei hohem Wasseranteil und langsamer interner Dy-
namik dominiert, was im Vergleich zur Betrachtung rein intramolekularer Bewegung
zu reduzierten Korrelationszeiten T, fiihrt — besonders im Proteininneren bei grof3en
Hydratationsgraden. Mit einfachen Worten: Die kleineren Mobilitdtsgradienten erge-
ben sich bei grolen Hydratationsgraden und somit in grof3en Confinements als Folge
der Zunahme der Gesamtmolekiilbewegung.

Zum Abschluss wird eine mogliche Kopplung zwischen Protein und Wasserbewegung
untersucht. Zu diesem Zweck werden die Korrelationszeiten 7, in den duferen Tei-
len des Proteinmolekiils mit den Korrelationszeiten 7, des Hydratationswassers in
verschiedenen Regionen in Abb. 5.10 korreliert. Die Kombination der Ergebnisse fiir
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verschiedene Hydratationsgrade und Wandhérten, unter Einbeziehung der Daten, die
aus unabhéngigen Startkonfigurationen gewonnen wurden, liefert die selbe starke Kor-
relation zwischen 7, und 7, der Wassermolekiile an der Proteinoberfléche. Insbe-
sondere gibt es eine lineare Korrelation zwischen log 7., und log 7., Diese Korre-
lation hangen nicht davon ab, dass die Gesamtmolekiilbewegung entfernt wird. Das
bedeutet, dass es eine Starke Kopplung der Protein-Wasser-Dynamik an der gemein-
samen Grenzfldche gibt. Im Gegensatz dazu ist die Beziehung zwischen 7, und 7,
der Wassermolekiile an den angrenzenden Wanden unterschiedlich, wenn Daten fiir
verschiedene Hydratationsgrade oder unterschiedliche Wandhérten verwendet wer-
den. Diese Diskrepanz deutet darauf hin, dass aufgrund der kurzen Reichweite des
Wandeffekts, die Verlangsamung der Wasserdynamik in der ndhe der Porenwand die
Proteindynamik nur schwach beeinflusst. Dennoch ist die Steigung von T ,,(Ty,) in
einer doppelt-logarithmischen Darstellung bei Variation des Wertes von h fiir Wasser
an der Poren- oder Proteinoberflache dhnlich. Das folgt aus der Tatsache, dass das Pro-
fil der Wassermobilitdt praktisch unabhéngig von der Dicke der Hydratationsschicht
ist, dass die dynamischen Profile Ty, (Tep) Und Ty, (Twa) filir verschiedene Hydra-
tationsgrade lediglich zueinander verschoben sind, wie in Abbildung 5.8 ersichtlich
ist.

5.2.3 Diskussion

Es wurden Protein-Wasser-Mischungen im Nanoconfinement untersucht, zu dessen
Zweck neutrale Matrizen in Form des eingeschlossenen Proteins erzeugt wurden. Dies
gelang durch den Einsatz harmonischer Potentiale, die auf Wassermolekiile wirken,
die in einen frei-wéhlbaren Abstand zur Proteinoberfldche {iberschreiten. Dadurch
wurde vermieden zusatzliche Wechselwirkungen in das System zu tragen, was einen
wichtigen Vorteil dieser Methode darstellt. Gleichzeitig war es so moglich, homogene
Hydratationshiillen mit klar definierter Dicke zu erzeugen — auch im Falle starker geo-
metrischer Restriktion. Somit ist es moglich, die Schichtdicke, und somit den Hydrata-
tionsgrad h systematisch zu variieren. Auf diese Weise lassen sich detaillierte Einblicke
iiber den Einfluss geometrischer Einschrankungen auf dynamische Systeme gewinnen.
Zusétzlich konnte die Starrheit der so konstruierten Pore {iber die Wahl der Kraftkon-
stante k der harmonischen Potentiale, die zur Fixierung der Matrixmolekiile dienen,
frei gewahlt werden. Somit konnten die Einfliisse harter und weicher Confinements
auf die Dynamik der Protein-Wasser-Mischungen direkt verglichen werden. Alle Simu-
lationen wurden an dem elastin-artigen Polypeptid (VPGVG)5, bei 300 K durchgefiihrt.

Es zeigte sich, per Design, dass die Wasserstruktur nicht von neutralen Confinements
beeinflusst wird.2?8-2%9:312 Im Gegenzug zeigten Wasserverteilungsfunktionen g, mar-
kante Wasserlagen an der Proteinoberflache. Es zeigte sich, dass, bei ausreichend
groRer PorengroRe, das ELP eine Position in der Ndhe der Wand préferiert, ohne je-
doch adsorbiert zu werden, da sich stets mobiles Wasser zwischen Porenwand und
Proteinoberflache befindet. Beziiglich der Dynamik zeigte sich, dass ein Hydratations-
grad h ~ 1.5g/g Bereiche grol3er und geringer Hydratationsgradabhingigkeiten der
Protein-Wasser-Mischung trennt. Im Bereich zwischen 0.6 und 1.5 g/g dndern sich die
system-gemittelten Korrelationszeiten um fast eine Grof3enordnung, wohingegen ab
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1.5g/g ein Sattigungseffekt in Kraft tritt und bulk-artiges Verhalten einsetzt. Somit
wird dieser Wert, entsprechend einer Confinementgré3e von ~ 4.3 nm, benotigt, um
die vollstindige Flexibilitat des Proteins herzustellen und moéglicherweise, volle biolo-
gische Funktionalitit zu gewéhrleisten. Dariiber hinaus legt die Analyse der Korrela-
tionszeiten T, und T, eine enge Beziehung zwischen Protein- und Wasserdynamik
nahe.

Ortsaufgeloste Analysen ermoglichten tiefere Einsichtigen in das dynamische Verhal-
ten von Mischungen in raumlich beschrénkten Systemen. Fiir Hydratationswasser zeigt
sich an beiden Grenzfldachen, dass der Einfluss sehr kurzreichweitig ist und nur 1 — 2
molekulare Lagen betrifft. Es zeigte sich eine starke Verlangsamung des Wassers an
den Porenwénden, wohingegen Verlangsamung an der Proteinoberfliche gering ist.
Diese Erkenntnis deckt sich mit vorangegangenen Ergebnissen aus Studien an Wasser
in neutralem Confinement.2%-299:312 Dje geringe Verlangsamung an Proteinoberflichen
wurde auch in Proteinlosungssystemen im Bulk beobachtet, jedoch ist ein direkter Ver-
gleich schwierig aufgrund der Heterogenitat der Wasserdynamik in Anwesenheit pola-
rer und unpolarer Gruppen.313-316

Die Variation der Wassermenge, und somit implizit der Confinementgrof3e, bewirkt
einen Versatz des gesamten Ty, (Tyar)- Und Ty, (Tepp)-Profils um einen Faktor 3, in der
untersuchten Spannweite, wobei sich jedoch kaum die Mobilitdtsgradienten an beiden
Grenzflichen verdndern. Somit kann die Hydratationsgradabhéngigkeit der system-
gemittelten Korrelationszeiten fiir das Wasser auf die allgemeine Verlangsamung und
auf die Tatsache zuriickgefiihrt werden, dass bei groReren Hydratationsgraden der Ein-
fluss von langsamem Oberflachenwasser aufgrund des geringeren Anteils weniger stark
ins Gewicht fallt. Im Gegensatz zum Hydratationsgrad hat die Harte der Porenwand
einen signifikanten Einfluss auf die starke der Mobilitdtsgradienten. Konkret bedeutet
das, dass die harte Wand eine starkere Verlangsamung der angrenzenden Wassermo-
lekiile zur Folge hatte, wobei die Reichweite der Verlangsamung fiir harte und weiche
Confinements dhnlich gering ist.

Auch fiir die Proteindynamik wurden starke Mobilitdtsgradienten beobachtet. Pro-
teinatome im Proteininneren sind sehr viel langsamer, als Atome, die sich auf der
Oberflache befinden. Um Beitrdge dieses Effekts, die aus interner und der Gesamtmo-
lekiilbewegung herriihren, zu entflechten, wurden die Trajektorien so modifiziert, dass
in diesen der Einfluss der Gesamtmolekiilbewegung stark unterdriickt ist. Aufgrund
der inhédrenten Flexibilitat des Proteins ist eine vollstindige Entkopplung nie méglich,
jedoch weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Methode funktioniert. So zeigte sich
in dieser Analyse, dass die inneren Proteinatome, weitestgehend unabhéngig vom Hy-
dratationsgrad, um etwa zwei GroBenordnungen langsamer als die duf3eren sind. Auf
der anderen Seite wird durch ein groferes Confinement vermehrt die Bewegung des
Gesamtmolekiils ermdéglicht. Dadurch tragen die globalen Proteinbewegungen im Falle
groRer Hydratationsgrade signifikant zur atomaren Verschiebung der inneren Protein-
atome bei. Dadurch sind die Mobilitdtsgradienten in urspriinglichen Trajektorien bei
hoherem Hydratationsgrad geringer. Anders als die Grof3e des Confinements hat dessen
Harte keine Auswirkung auf die Proteindynamik. Das liegt an der geringen Reichweite
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des Wandeffekts. Vermutlich wiirde eine Variation der Wandhérte in kleineren Confi-
nements auf die Proteine durchschlagen, wenn die Proteinoberflache nur durch eine
diinne Wasserschicht von der Wand abgeschirmt ist. Interessanterweise wurde in einer
vorherigen Arbeit zu Myoglobin in Silica-Matrizen und hydrierten Pulvern argumen-
tiert, dass die unterschiedliche Dynamik des Proteins iiber die verdnderte Mobilitédt von
Oberflichenwasser aufgrund von unterschiedlichen Wandstarrheiten herriihrt.31°

Fiir eine umfassende Untersuchung der dynamischen Kopplungen der Komponenten
wurde die Proteindynamik in den &dul3eren Teilen des Molekiils in Bezug auf die Was-
serdynamik in verschiedenen Regionen des Confinements analysiert. Es fanden sich
Hinweise auf starke dynamische Kopplungen an der Protein-Wasser-Grenzflache, ob-
wohl sich die Korrelationszeiten der Komponenten um mehrere Grofdenordnungen
unterscheiden. Explizit, zeigt sich ein linearer Zusammenhang der Logarithmen der
Korrelationszeiten beim Vergleich der Protein- und Wasserdynamik in der Nahe der
Grenzfliche, was auf ein Potenzgesetz zwischen 7, und 7, hindeutet. Die gleiche
Korrelation gilt, wenn sich das dynamische Verhalten als Reaktion auf eine verdnder-
te Grolde oder Steifigkeit des Confinements dndert. Auflerdem wird eine Korrelation
festgestellt, die unabhéngig davon ist, ob die Gesamttranslation und -rotation des
des Proteinmolekiils entfernt werden. Allerdings miissen 7., und T, in viel gro-
Reren Bereichen variiert werden, z.B. in zukiinftigen temperaturabhéngigen Studien,
um zu aussagekraftigen Schlussfolgerungen zu gelangen in Bezug auf das Vorhanden-
sein einer Potenzgesetzbeziehung zwischen diesen Korrelationszeiten. Im Gegensatz
dazu gibt es unter moderaten, d.h. nicht sehr strengen Confinement-Bedingungen kei-
ne gemeinsame Beziehung zwischen der Dynamik in der Proteinhiille und der Was-
serdynamik an der Confinement-Wand, was wiederum durch die kurze Reichweite des
Wandeffekts erklart werden kann. Insgesamt geht eine starke dynamische Kopplung an
der Protein-Wasser-Schnittstelle mit ausgeprdgten raumlichen Gradienten der Protein-
und Wassermobilitdt einher. Die dynamische Kopplung bedeutet nicht, dass die Be-
wegungen der Komponenten auf der gleichen Zeitskala ablaufen, sondern vielmehr,
dass Anderungen der Wasserdynamik als Reaktion auf verinderte Bedingungen an
die Proteindynamik weitergegeben werden. Wenn man sich von der Protein-Wasser-
Grenzflache entfernt, so verlangsamt sich die Proteindynamik, wahrend Wasserdyna-
mik beschleunigt wird. Die Existenz dieser Mobilititsgradienten zeigt, dass eine gegen-
seitige Abhangigkeit von Protein- und Wasserdynamik besteht. Ein weiteres Ergebnis
dieser raumlichen Variation wird die Bedeutung der dynamischen Kopplung fiir biolo-
gische Prozesse sein, die im Inneren eines Proteins ablaufen. Diese werden fiir verschie-
dene Proteine unterschiedlich sein, da die erh6hte Mobilitdt an der Proteinoberfldche
nur teilweise an den Proteinkern weitergegeben wird, abhangig von der Molekiilgrofe
und wahrscheinlich auch von der Struktur. Schlie3lich sind die Auswirkungen von ein-
schrankenden Matrizen zwar sehr stark, dafiir jedoch kurzreichweitig. Infolgedessen
kann die Proteindynamik erheblich von der GréRe und Steifigkeit des Confinements
abhéngen. Es zeigt sich jedoch schnell Bulkverhalten, wenn die Beschrdnkung gelo-
ckert wird. Die volle Beweglichkeit des untersuchten elastin-artigen Polypeptids wird
bei Einschlussdurchmessern von mehr als als 4.3 nm erreicht, was einem Hydratations-
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grad von iiber 1.5g/g entspricht. Es ist jedoch davon auszugehen, dass diese Zahlen
von der Gro3e des Proteins abhidngen.
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6 Fazit

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MD-Simulationen eine geeignete Me-
thode zur Untersuchung unverstandener Phdnomene sind. Durch die Auswertung der
Glyzerin-Simulationen konnten experimentelle Befunde bestétigt werden. Die durch
explizite Betrachtung einzelner Molekiilbestandteile gewonnenen Informationen recht-
fertigen die Analysemethoden der experimentellen Daten, deren Anwendung zuvor
alleinig auf Grundlage allgemeiner Uberlegungen erfolgte. Die Ubereinstimmung mit
experimentellen Ergebnissen rechtfertigen im Gegenzug die Nutzung von MD Simula-
tionen. Mit Hilfe dieser lasst sich das komplexe Verhalten glasbildender Fliissigkeiten
untersuchen und besser verstehen. Dies gelang in dieser Arbeit insbesondere durch die
Analyse experimentell nicht zugénglicher Systemeigenschaften. Die Betrachtung ein-
zelner Systemkomponenten wird dabei durch das Vorliegen der vollstandigen moleku-
laren Information ermoglicht. Der Erfolg der Studie zu Glyzerin, eines vergleichsweise
simplen Molekiils, rechtfertigt somit das weitere Vorgehen in Bezug auf die Auswer-
tungen der Proteinsysteme.

Die prinzipbedingt klassische Behandlung der molekularen Dynamik geht jedoch auch
mit Nachteilen einher. Die Nutzung klassischer Modelle fiihrt zwangslaufig zu Abwei-
chungen von realen Systemen. Im vorliegenden Fall konnte die Abweichung der Ro-
tationsdynamik der polaren Gruppen auf eine unzureichende Abbildung der inhérent
quantenmechanischen Wasserstoffbriickenbindungsdynamik hindeuten. Jedoch wiren
die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen mit Simulationen, die explizit quanten-
mechanische Effekte beriicksichtigen, nicht moglich gewesen, da die dazu notwendi-
gen Rechenkapazitdten derzeit noch nicht existieren. Die klassische Betrachtung ent-
sprach in ihrem Anspruch an die Computerleistung bereits den maximalen Moglich-
keiten, die im Rahmen dieser Arbeit realisiert werden konnten, da die untersuchten
Phinomene sowohl lange Simulationszeiten als auch grof3e Simulationssysteme erfor-
derten.

Es bietet sich an, in Folgestudien den Einfluss der Wasserstoffbriickenbindungsdynamik
durch deren Unterdriickung zu untersuchen. Dazu kénnten — physikalisch unrealisti-
sche — Simulationen durchgefiihrt werden, bei denen die Teilladungen der Hydroxy-
gruppen systematisch reduziert werden. In diesem Fall konnte es jedoch erforderlich
sein, das Glyzerin-Kraftfeld zu reparametrisieren, sodass das modifizierte Glyzerinmo-
dell Teile seiner Eigenschaften beibehélt, die nicht mit den Wasserstoffbriickenbindun-
gen zusammenhidngen, da sich die Eigenschaften des Modells immer aus dem Zusam-
menspiel aller Parameter ergeben.

Trotz der zuvor beschriebenen Einschriankungen sind die quantitativen Ubereinstim-
mungen des Glyzerinmodells, welches nicht explizit auf die Reproduktion der 'H SLR
Messdaten optimiert wurde, erstaunlich akkurat.

Zusatzlich wurden Protein-Wasser-Mischsysteme in neutralen, geometrisch beschrénk-
ten Systemen untersucht, deren Form an die Ausgangskonfiguration des Proteins ange-
passt wurde. Die Gro3e der so entstandenen Pore und die Starrheit der begrenzenden
Wand konnen systematisch variiert werden. Die prézise Variation der Umgebungspara-
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meter erlaubte es, die Interdependenz zwischen Protein- und Losungsmitteldynamik zu
belegen. So wurde fiir Molekiile des Hydratationswassers bei zunehmender Entfernung
von der gemeinsamen Wasser-Protein-Grenzflache eine Beschleunigung, fiir Protein-
atome hingegen eine Verlangsamung der Dynamik beobachtet. Somit widersprechen
die Ergebnisse dieser Arbeit Frauenfelders Slaving-Model,''7?°? welches einen einsei-
tigen Einfluss des Losungsmittels auf die Proteindynamik postuliert. Stattdessen legen
die Ergebnisse nahe, dass das Losungsmittel eher als Abschirmung,'?>'3% Schmiermit-
tel'31:132 oder Weichmacher!'3®'3* wirkt. Der funktionale Zusammenhang der Korrela-
tionszeiten fiir Systemkomponenten in der Ndhe der gemeinsamen Grenzfldche deutet
auf eine Abhéngigkeit in Form eines Potenzgesetzes hin. Um dies gesichert belegen zu
konnen, miisste die Spannweite der Korrelationszeiten erhoht werden. Konkret folgt
daraus, dass ldngere Simulationen generiert werden miissten, um die antizipierte lang-
same Dynamik bei ausreichend niedrigen Hydratationsgraden dennoch auswerten zu
konnen.

Unterhalb eines kritischen Hydratationsgrades nimmt die Proteinmobilitat bei weite-
rer Verringerung des Hydratationswassers rapide ab; oberhalb stellt sich bulk-artige
Dynamik ein. In den untersuchten Systemen betrug dieser Wert h = 1.5g/g. Es ist je-
doch davon auszugehen, dass dieser Wert nicht universell giiltig ist. Fiir ein Protein mit
groBerer Massendichte ergéibe sich bei vorgegebenem Hydratationsgrad effektiv eine
dickere Hydratationshiille. Mit Hilfe der ortsaufgeldsten Analysen wurde gezeigt, dass
die Wirkung der Porenwand auf die Wasserdynamik zwar stark, jedoch sehr kurzreich-
weitig und damit im Wesentlichen auf die ersten beiden Wasserschichten beschrankt
ist. Es liegt nahe, dass die dickere Hydratationshiille aufgrund des grol3eren abschir-
menden Effektes zu einer, im Vergleich zum Protein mit niedrigerer Dichte, beschleu-
nigten Dynamik fiihren miisste. Vermutlich ware die direkte Angabe der Dicke der
Hydrathiille ein geeigneteres Malf3 fiir den Einfluss der Hydratation, jedoch ist dieser
Wert experimentell nicht zuginglich und auch anhand der Simulationsdaten nicht ein-
deutig definiert.

Die Untersuchungen theoretischer Modelle mittels Exploration der Vorhersagen sind,
vor allem im Falle analytischer Losungen, auf extrem vereinfachte Annahmen angewie-
sen. Simulationen zur molekularen Dynamik erlauben die numerische Approximation
mit realistischeren Annahmen und schlagen somit beim Verstdndnis der physikalischen
Prozesse eine Briicke zwischen Theorie und Experiment. Neben den physikalischen Er-
kenntnissen zu den untersuchten Systemen ist die Optimierung bestehender und die
Implementierung neuer Analysemethoden ein weiteres Produkt dieser Arbeit. Auf vor-
angegangenen Arbeiten aufbauend wachst die Zahl der unmittelbar verfiigbaren Me-
thoden stetig. Gleichzeitig birgt diese Fiille an Moglichkeiten aber auch die Gefahr, die
wirklich wissenschaftlich relevanten Fragen aus den Augen zu verlieren.
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