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Geleitwort

Markov-Modelle (englisch: Markov State Models (MSM)) sind sehr niitzlich
u.a. bei der Analyse von Zeitreihendaten, die aus Molekulardynamik-Simula-
tionen stammen. Mit Hilfe von MSM kénnen grundlegende Konformations-
dnderungen molekularer Systeme extrahiert werden, um die Gesamtprozesse
biochemischer Systeme besser zu verstehen. MSM sind jedoch bisher nur fiir
Gleichgewichtssysteme ausgereift.

Bernhard Reuter erzéhlte mir im Jahr 2015, dass er eine Dissertation iiber
den Einfluss von Mikrowellenstrahlung auf Amyloide und deren Konforma-
tionsdynamik schreibt, d.h. iiber die Frage, ob Mikrowellenstrahlung die
Alzheimer-Krankheit beeinflussen kann. Er untersuchte diese Frage, indem
er molekulare Simulationen unter dem Einfluss dufserer elektromagnetischer
Felder durchfiihrte und die Simulationsergebnisse statistisch auswertete.
Ich war sehr beeindruckt, denn allein die Durchfiihrung der Simulationen
selbst ist eine komplizierte Aufgabe im Falle der untersuchten hochkom-
plexen biomolekularen Nichtgleichgewichtsprozesse. Erschwerend kommt
hinzu, dass ein dufteres Feld das Gleichgewicht des Systems stort, sodass
Standard-MSM-Methoden den Einfluss des Feldes nicht erfassen kénnen. Da
Standard-MSM-Ansétze fiir die Konformationsdynamik-Modellierung, die in
der mathematischen Literatur gefeiert werden, bei diesem konkreten Beispiel
der Amyloid-Konformationsdynamik nicht anwendbar waren, wurde Bern-
hard nicht nur in der Physik — sondern auch in der Mathematik — angespornt
einen entscheidenden Schritt nach vorne zu machen.

Der Beitrag dieser Dissertation zum wissenschaftlichen Fortschritt zeigt
sich sicherlich vor allem in der Verallgemeinerung der bekannten robusten
Perron Cluster Cluster Analyse (PCCA+), die grundsétzlich zur Erstellung
von aussagekraftigen MSM verwendet wird. Bernhard Reuter entwickelte
die Generalisierte Perron Cluster Cluster Analyse (G-PCCA), die auch
die Modellierung von Nichtgleichgewichtsprozessen problemlos ermdoglicht.
Seine Doktorarbeit trug dabei auch insbesondere zur Beschleunigung und
Stabilisierung der zugrunde liegenden Algorithmen bei. Die eingereichte
Arbeit ist das Ergebnis sorgfaltiger wissenschaftlicher Analyse, technischer
Expertise in der Architektur und Verwendung von Computersystemen und
einer herrausragenden Ausdauer bei der Losung zahlreicher Probleme, die



VI Geleitwort

mit Bernhard Reuters Erfolg verbunden sind. Er musste neue mathematische
Konzepte zur effizienten Diskretisierung hochdimensionaler dynamischer
Prozesse entwickeln, was an sich ein noch ungelostes mathematisches Problem
darstellt.

Um es kurz zu machen: Seine Dissertation ist eine grofsartige Arbeit, die
auf Begabung, Ausdauer und Fleifs beruht. Sogar die seit vielen Jahren
unbeantwortete Frage, wie viele grundlegende Zusténde in einem indivi-
duellen MSM beriicksichtigt werden sollten, wurde von Bernhard Reuter
gelost. Er fiihrte eine Kombination von Kriterien ein, um diese Anzahl zu
bestimmen, was einen wichtigen Schritt bei der stabilen Automatisierung
des Gesamtalgorithmus darstellt.

Auf dem Gebiet der Amyloidforschung hat Bernhard Reuter durch seine
Simulationsexperimente meiner Auffassung nach gezeigt, dass Mikrowellen
entgegen der landldufigen Meinung einen nicht-thermischen Effekt auf die
Konformationsdynamik der entsprechenden Peptide haben. Dieser Effekt
begiinstigt Konformationen, die zu einer beschleunigten Aggregation von
Amyloiden beitragen. Meiner Meinung nach sollten daher unbedingt Labor-
versuche durchgefiihrt werden, um diese Aussage weiter zu untersuchen.

Ich freue mich sehr, dass Bernhard Reuter seine Ergebnisse in Form dieses
duferst lesenswerten Buches verdffentlicht.

Berlin PD Dr. Marcus Weber

Computational Molecular Design
Numerische Mathematik
Zuse Institut Berlin
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1 Einleitung

Das folgende einleitende Kapitel ist in drei Unterkapitel unterteilt. Im ersten
Unterkapitel wird die Frage nach dem Einfluss elektromagnetischer Felder
geringer Energie auf die Proteinkonformationsdynamik motiviert und ein
Uberblick iiber ausgewihlte experimentelle und theoretische Studien gegeben.
Dabei wird insbesondere der intrinsisch nichtreversible Charakter des Wech-
selwirkungsprozesses von elektromagnetischen Feldern mit Proteinen betont.
Darauf aufbauend wird eine molekular-dynamische Hypothese beziiglich
des Einflusses von Mikrowellenfeldern auf die Proteinkonformationsdynamik
formuliert, die im Rahmen der hier dargelegten Studie untersucht wurde.
Schlieflich wird die Auswahl des untersuchten Testsystems begriindet — des
Amyloid-3-(1-40)-Peptids. Das zweite Unterkapitel legt die Bedeutung der
Markov-Modellierung als Analyseinstrument fiir die Untersuchung von mo-
lekulardynamischen bzw. konformationsdynamischen Fragestellungen dar.
Dabei wird besonders die Notwendigkeit und der Nutzen der Generalisierung
von Markov-Modellierungsmethoden, die bisher auf reversible Prozesse in
Gleichgewichtssystemen beschréankt sind, auf nichtreversible Prozesse betont.
Ein Unterkapitel zum Aufbau der Dissertation schlieftt die Einleitung ab.
Dort wird auch der Beitrag des Autors dieser Dissertation zum Forschungsfeld
spezifiziert.

1.1 Einfluss von Mikrowellen auf Proteine

Eine der wichtigsten Fragestellungen in der Biologie und Medizin des vergan-
genen 20. und beginnenden 21. Jahrhunderts lautet: Aus welchem Grunde
und auf welche Weise liegt eine gegebene Aminoséuresequenz unter physiolo-
gischen Bedingungen zumeist in einer ganz bestimmten funktionellen raumli-
chen Struktur — dem sogenannten nativen Zustand — vor [Anf73, Lev68§]|?
In diesem Zusammenhang kommt auch die Frage nach den Einfliissen ver-
schiedener externer Faktoren auf die Stabilitdt des nativen Zustands auf, der
fiir die Aufrechterhaltung und den korrekten Ablauf der Prozesse des Lebens
entscheidend ist. Erfolgt ndmlich die Fehlfaltung bestimmter Proteine in
groferem Ausmafk, so kommt es zu schwerwiegenden Beeintrachtigungen des
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Organismus, wie zum Beispiel neurodegenerativen Erkrankungen (Alzheimer,
Prion-Erkrankungen).

Da in heutiger Zeit die Présenz elektromagnetischer Strahlung im Kilo-
hertz (kHz) bis Gigahertz (GHz) Frequenzbereich aufgrund weitreichender
technischer Anwendungen in unserer Umgebung enorm zugenommen hat,
ist die Untersuchung des Einflusses elektromagnetischer Strahlung als exter-
nem FEinflussfaktor auf Proteine von grofter Bedeutung. Wechselwirkungen
elektrischer und chemischer Natur innerhalb und zwischen Zellen sind um-
fangreich dokumentiert und allgemein akzeptiert. Im Gegensatz dazu sind
intra- und interzelluldre Interaktionen auf der Basis von elektromagneti-
schen Feldern ebenso wie der Einfluss elektromagnetischer Felder auf Zellen
und Zellbestandteile — wie Proteine — Gegenstand andauernder kontroverser
Diskussionen. Besonders das Vorhandensein nichtthermischer Effekte von
elektromagnetischer Strahlung im Mikrowellenbereich ist stark umstritten.

Hinweise fiir die zelluldre Interaktion mittels elektromagnetischer Strah-
lung im Frequenzbereich des sichtbaren und UV-Lichtes wurden zuerst
1916 von Scheminsky [Sch16] und Ludwig [Lud18] sowie unabhéngig in den
1920/1930er Jahren insbesondere von Gurwitsch [Gur23, Gur24a, Gur24b,
Gurb9] gefunden und in spéteren Untersuchungen durch andere Wissen-
schaftler bestitigt, aber auch abgelehnt (eine Ubersicht hierzu findet sich
bei [Cif11]). Wahrenddessen sind photochemische bzw. photooxidative Ef-
fekte von energiereicher elektromagnetischer Strahlung — wie UV-Licht —
wohlbekannt und unbestritten [McL64].

Hingegen stellt die experimentelle Untersuchung des nichtthermischen Ein-
flusses von elektromagnetischer Strahlung mit Frequenzen unterhalb einiger
Terahertz (THz) aus messtechnischen Griinden weiterhin ein schwieriges
Problem dar. Dies liegt vor allem darin begriindet, dass bereits die Energie
eines Photons mit einer Frequenz von etwa 6.2 THz (26 meV, Wellenéinge et-
wa 48 pm im Vakuum) der mittleren Energie des thermischen Rauschens bei
Raumtemperatur (ca. 293 K) entspricht, d.h. EMF (elektromagnetische
Felder) dieser und unterhalb dieser Frequenz sind vom thermischen Rau-
schen im Allgemeinen nicht zu unterscheiden [Cifl1]. Dies wird auch hiufig
als Begriindung angefiihrt, warum EMF mit Frequenzen unterhalb einiger
THz keinen iiber thermische Effekte hinausgehenden Einfluss auf biologische
Systeme haben konnten [Cifl1l, Ada03].

Dem muss entgegengehalten werden, dass diese Argumentation — basierend
auf einer kT-Beschrinkung — nur fiir Systeme nahe dem oder im thermischen
Gleichgewicht aufrecht erhalten werden kann [Cif11]. Hingegen befinden sich
biologische Systeme im Allgemeinen abseits des thermodynamischen Gleich-
gewichtes. Daher kénnen in biologischen Systemen Freiheitsgrade auftreten,
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die nur schwach an andere Freiheitsgrade (an das umgebende Wirmebad)
gekoppelt sind (im Gegensatz zum thermischen Gleichgewicht). Absorbiert
ein solcher Freiheitsgrad (eine bestimmte Vibration bzw. Rotation eines Mo-
lekiils) Energie, so kann aufgrund der schwachen Kopplung an das Warmebad
die Dissipation der Energie auf die anderen Freiheitsgrade deutlich verzogert
sein. Hierdurch wird eine Akkumulation von Energie, die z.B. aus einem
EMF geringer Intensitit und Frequenz (also geringer Energie im Vergleich
zum thermischen Rauschen) absorbiert wird, in bestimmten Freiheitsgra-
den moglich [Cif11]. Auf diese Weise konnten auch EMF geringer Energie
einen signifikanten — von thermischen Effekten unterschiedlichen — Einfluss
auf die Energie bestimmter Freiheitsgrade haben, z.B. auf ausgezeichnete
Freiheitsgrade eines Proteins innerhalb der Zelle [Cif11].

Dementsprechend gibt es stetige experimentelle Bemiihungen nichtthermi-
sche Effekte von EMF geringer Intensitdt und Frequenz (unterhalb des THz-
Bereichs) nachzuweisen [Cifll, Hoe94, Hoe95, Hoe0l, Jaf83, Jel05, Jel07,
Poh86, Pol88| bzw. zu widerlegen, die jedoch aufgrund der genannten Griinde
und der daraus resultierenden messtechnischen Schwierigkeiten Gegenstand
einer kontrovers gefiihrten Diskussion sind. Eine vertiefte und wesentlich
umfassendere Diskussion der besagten Effekte findet sich im Ubersichtsar-
tikel von Cifra [Cifl1], der den Grofteil aller in diesem Feld vorhandenen
experimentellen Studien und Theorien zusammenfasst. Dabei wird auf die
umfangreiche (russische) Literatur aus den Léndern des ehemaligen Sowjet-
blocks Bezug genommen, die sonst fiir den westlichen Leser nur schwer
zuganglich ist.

An dieser Stelle ist es angemessen anzumerken, dass ein guter Teil der
vermuteten nichtthermischen Effekte von EMF geringer Intensitit quanten-
mechanischer Natur ist und daher durch eine klassische Naherung kaum zu
beschreiben sein wird. Allerdings sind auch klassisch beschreibbare Effekte
nicht von der Hand zu weisen, wie die Kopplung des Feldes an atomare
Ladungen bzw. Dipole und die dadurch verursachte Stérung und Anpassung
der Molekiilkonformation. Da Simulationsstudien grofer molekularer Syste-
me auf biologisch relevanten Zeitskalen (Nanosekunden bis Millisekunden)
aufgrund der Komplexitit quantenmechanischer Bewegungsgleichungen i.A.
auf die Anwendung klassischer Naherungen beschrankt sind, konzentrie-
ren sich Simulationsstudien bzgl. der Beeinflussung von Proteinen durch
Subterahertz-EMF auf mogliche klassische Effekte.

Aufgrund der in den letzten Jahrzehnten omniprasent gewordenen Mobil-
technologie (Mobilfunk, WLAN) sind die Menschen und ihre Umwelt heute
mit einer signifikanten Exposition gegeniiber elektromagnetischer Strahlung
im Mikrowellen-Frequenzbereich (300 MHz bis 300 GHz) konfrontiert. Infol-
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gedessen stellt sich zunehmend die Frage nach den Effekten, die aus dieser
verstirkten Exposition resultieren. Gleichzeitig riickt auch das therapeutische
Potential elektromagnetischer Felder fiir neue medizinische Anwendungen
ins Blickfeld.

Der Einfluss von EMF bzw. elektrischen Wechselfeldern (EWF) mit
Frequenzen unterhalb des THz-Bereiches auf die Konformation von Prote-
inen, insbesondere in Bezug auf nichtthermische Effekte, war in jiingerer
Zeit bereits Gegenstand einiger theoretischer Studien verschiedener Au-
toren u.a.[Ast12, Bud05, Bud07, Bud08, Eng07, Eng09, Engl15, Sol10, Sol12,
Tod16]. In diesen Studien wurde der Effekt von EMF bzw. EWF, vor allem
im Mikrowellen- und fernen Infrarot-Frequenzbereich, auf die Konforma-
tion von in Wasser geldsten Proteinen mithilfe von klassischen atomaren
Molekular-Dynamik-(MD-)Simulationen (siehe Unterkapitel 2.1) untersucht.
Dabei wurden insbesondere EMF-Effekte mit thermischen Effekten ver-
glichen, wie sie durch die vom EMF bedingte Aufheizung des Mediums
(Wasser) und des Proteins verursachten werden. Dabei ergab sich generell,
dass nichtthermische Effekte elektrischer oder elektromagnetischer Felder
auf Proteine (insbesondere nichtthermisch induzierte Stérungen der Konfor-
mation) vorhanden sind, jedoch meist erst bei sehr hohen Effektivwerten
der elektrischen Feldstirke von 108 V/m bis 10° V/m signifikant auftreten
[Ast12, Bud05, Bud07, Bud08, Eng07, Eng09, Engl5, Soll0, Sol12, Ojel0].
Die Effekte in Form von Stérungen der Konformation bzw. Konformationsdy-
namik wurden dabei i.A. durch einfach zu bestimmende Gréfen quantifiziert,
wie z.B. die mittlere quadratische Abweichung (RMSD; siehe Abschnitt 4.1.5,
Gleichung (4.10)) der Proteinstruktur von der Ausgangsstruktur, die Entwick-
lung der Anteile bestimmter reduzierter struktureller Motive (DSSP; siehe
[Kab83]) oder die Verdnderung der Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen
des Proteins.

Feldstirken des elektrischen Feldes oberhalb von 107 V/m kommen in
der Zelle jedoch natiirlicherweise nicht vor. Das starkste bioelektrische Feld
fallt tiber der Zellmembran ab und liegt in dieser Grofenordnung [Tyn07].
Es darf gemutmafst werden, dass hohere Feldstérken in der Zelle schon
deshalb nicht auftreten, da bei elektrischen Feldstiirken von 108 V/m be-
reits der dielektrische Zusammenbruch von Wasser erfolgt [Jos02]. Daher
erscheinen Simulationsstudien bei derart hohen Feldstdrken auch wenig an-
gemessen [Swi07], insbesondere da chemische Bindungen bei Feldstérken
der Gréfenordnung 10° V/m gebrochen werden kénnen [Swi07]. Lediglich
eine neuere Studie von Todorova [Tod16] bemiiht sich um eine detailliertere
Untersuchung bei realistischen Feldstérken.
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In dieser Studie wurde ein kleines Peptid unter dem Einfluss von EMF
und EWF mit Effektivwerten der elektrischen Feldstirke von 7 x 103 V/m
bis 7 x 108 V/m mit der MD-Methode simuliert. Unterhalb von 7 x 10 V /m
zeigten sich nach Aussage von Todorova keine signifikanten feldspezifischen
Effekte. Oberhalb dieser Grenze vermerkt Todorova Verdanderungen der Pep-
tidkonformation, die jedoch nach Auffassung des Autors dieser Dissertation
erst ab 7 x 107 V/m beginnen signifikant in Erscheinung zu treten. Insgesamt
leidet diese Studie — jedoch in geringerem Ausmafs als die zuvor genannten
Studien — unter einem aus Sicht des Autors zu geringen Simulations- bzw.
Stichprobenumfang, um eine signifikante Aussage zu treffen: Lediglich 0.6 bis
4.8 ps an Simulationsdauer pro Feldstérke [Tod16, Supplementary Materiall.

Beachtenswert ist also insgesamt, dass all diese Studien auf relativ wenigen
und kurzen Simulationen aufbauen und sich relativ simpler Analysetechniken
bedienen, die fiir die Identifikation von komplexen und gering ausgepragten
Effekten ungeniigend sind. Daher kann zum Einen bezweifelt werden, dass
die Teststirke der Studien ausreicht, um einen vermutlich sehr geringen
Effekt nachzuweisen. Zum Anderen kann infrage gestellt werden, ob die
verwendeten Analysemethoden selbst bei ausreichender Teststarke geniigt
hétten, um einen sehr kleinen Effekt aufzuzeigen.

Im Rahmen der in dieser Dissertation prasentierten Studien wird ins-
besondere der Einfluss von elektromagnetischen Feldern im Mikrowellen-
Frequenzbereich auf die Konformation von Proteinen — am Beispiel des
Amyloid-3-(1-40)-Peptids (AB,,) mit 40 Aminoséuren — in silico unter-
sucht.

Die Frequenz des elektrischen Wechselfeldes wurde zu 1 GHz festgelegt, da
dieser Wert innerhalb des sogenannten §-Dispersionsbandes (hunderte MHz
bis zu einigen GHz) bei der dielektrischen Spektroskopie (eine experimentelle
Methode zur Untersuchung der dielektrischen Eigenschaften eines Mediums)
liegt [Pad07, 1.4, S. 28-31]. Das é-Dispersionsband liegt zwischen dem (-
Dispersionsband (ca. 100kHz bis 100 MHz), das mit Taumelbewegungen
von ganzen Proteinen im EWF korrespondiert, und dem ~-Dispersionsband
(ca. 10 GHz bis 100 GHz), das mit der Relaxation von Wassermolekiilen im
EWF assoziert ist [Pad07, 1.4, S. 28-31]. Die genauen Prozesse, die das §-Di-
spersionsbandes verursachen, sind Gegenstand andauernder Untersuchungen
und Diskussionen. Zum Einen wird es durch Protein-Wasser-Interaktionen
verursacht. Zum Anderen werden jedoch auch gewisse Bewegungen innerhalb
der Proteinstruktur, wie Strukturdynamik in ungeordneten Bereichen (mit
keiner oder kaum Sekundérstruktur), Helixverformungen oder -beugungen
und das ,Atmen* (wechselndes Ausdehnen und Zusammenziehen) von Struk-
turen wie S-Faltblattern mit EWF im MHz- und GHz-Bereich assoziiert
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[Pad07, 4.4.3, S. 83]. Weiterhin werden auch Bewegungen wasserexponierter
geladener Peptidseitengruppen im EWF auf einer Zeitskala von Nano- und
Pikosekunden mit MHz/GHz-Frequenzen assoziiert [Pad07, 4.4.3, S. 83].

Demgegeniiber féllt die Dynamik auf der Ebene ausgedehnter Sekundér-
strukturen — d.h. ganzer Helizes und Faltblidtter — in den Bereich geringerer
Frequenzen unterhalb des MHz-Bandes [Pad07, 4.4.3, S. 83]. Um Effekte
innerhalb einer realisierbaren Simulationsdauer von Nano- und Mikrosekun-
den signifikant verzeichnen zu kénnen, kann jedoch der MHz- besser GHz-
Frequenzbereich nicht sinnvoll unterschritten werden, da bei Periodendauern
von mehr als wenigen 10ns nicht mehr geniigend Periodendurchléufe inner-
halb der Simulationsdauer realisiert werden konnen. Daher fiel die Wahl des
Autors auf eine niedrige GHz-Frequenz des EWF von f = 1 GHz, einherge-
hend mit einer noch kurzen Periodendauer Tperiode = 1 ns. Der Effektivwert
der Feldstirke des elektrischen Wechselfeldes wurde zu 1 x 107 V /m festgelegt.
Dieser Wert liegt im Groéfenordnungsbereich der maximalen in der Zelle na-
tiirlich auftretenden elektrischen Feldstirken. Geringere Feldstirken miissen
gemifs der Vergleichsliteratur [Tod16] auf den mittels MD-Simulationen gut
zuginglichen Zeitskalen von Nano- bis Mikrosekunden als unwirksam (im
Sinne des Fehlens eines signifikanten Effekts des Feldes auf die Konforma-
tionsdynamik) angesehen werden. Tatséchlich unterschreitet die gewéhlte
Feldstirke sogar den gemifs des allergrofiten Teils der Vergleichsliteratur
wirksamen GréRenordnungsbereich von 108 V/m bis 10° V/m.

Gemaéf Kabsch und Sanders hat eine stabile Wasserstoftbriickenbindung
(kurz: H-Briicke) in Proteinen eine elektrostatische Energie von 3 kcal/mol ~
12.552 kJ/mol und unterhalb von 0.5 kcal/mol & 2.092 kJ/mol gehen Kabsch
und Sanders davon aus, dass keine H-Briicke mehr vorliegt [Kab83] Das
Dipolmoment p eines Molekiils koppelt mit dem elektrischen Feld E und
besitzt dadurch die potentielle Energie

Vi=—p-E. (1.1)

Um nun eine Abschétzung fiir die Energie zu erhalten, welche durch die
Kopplung des AS,0-Peptids an das externe elektrische Feld frei wird, kann
eine Publikation von Toschi [Tos09] herangezogen werden. Dort wurde der
Einfluss eines statischen elektrischen Feldes mit Werten der Feldstérke von
108, 2.5 x 108, 5 x 10% und 10° V/m auf die Konformation von Af,q in weni-
gen kurzen Simulationen von je 10 ns Dauer untersucht. Diese Feldstérken
liegen um eine bis zwei Grofenordnungen oberhalb des vom Autor noch als
physiologisch sinnvoll erachteten Effektivwertes der Feldstéirke von 107 V/m.
Das Dipolmoment des Molekiil in [Tos09, Figure 4] iiberschreitet in der



1.1 Einfluss von Mikrowellen auf Proteine 7

Simulationsdauer selbst fiir eine Feldstirke von 10° V/m einen Wert von
etwa p = 130 Debye nicht.

Bei Betrachtung eines EWF folgt der Dipol in seiner Ausrichtung dem
Wechselfeld, solange dieses nicht zu schnell schwingt. Vereinfacht kann dies
fiir ein EWF mit einem Effektivwert der Feldstéirke von Eeg = 107V /m als
Umklappen des Molekiildipols zwischen zwei extremalen Ausrichtungen im
Feld beschrieben werden, das zwischen seinen Extremwerten F,.x = V2.
FEefr ~ 1.414x 107 V/m und Epj, ~ —1.414 x 107 V/m wechselt. Nimmt man
sehr grofiziigig obigen Wert des Dipolmoments auch fiir einen Effektivwert
der elektrischen Feldstérke von 107 V/m an, so wird gemiif Gleichung (1.1) —
bei paralleler Ausrichtung von Dipol und Feld — pro Umklappvorgang die
Energie

V,=Ns-u-E
= 6.022 x 10** mol™! - 130 Debye - 1.414 x 107 V/m
~ 6.022 x 10* mol™* - 130 - 3.33564 x 107*° Cm - 1.414 x 10" V/m

~ 3.692kJ mol ™!
(1.2)

frei. Demgemafs sollte selbst die gesamte pro Umklappvorgang vom elek-
trischen Feld auf das Peptid libertragene Energie kaum geniigen, um eine
einzelne selbst schwache Wasserstoftbindung zu brechen. Innerhalb einer
Periode von 1ns treten zwei solche Umklappprozesse auf. Somit ist der
unmittelbare Bruch von H-Briicken innerhalb von Nano- oder gar Pikose-
kunden durch das externe Feld nicht sehr wahrscheinlich. Es darf von eher
kleinen Konformationsédnderungen durch geringe Verschiebung der einzelnen
geladenen Proteinatome im externen Feld augegangen werden, die dann eine
Tendenz zu bestimmten Konformationen im ldngeren Zeitverlauf (hunderte
Nanosekunden und Mikrosekunden) induzieren kénnten.

Elektronische und ionische Polarisationseffekte werden hier — wie auch
in anderen Studien [Ast12, Bud05, Bud07, Bud08, Eng07, Eng09, Engl5,
Sol10, Sol12, Tod16] zum Einfluss von EMF bzw. EF auf die Proteinkonfor-
mation — vernachléssigt, obwohl sie nichtverschwindend sind. Dies begriindet
sich darin, dass sie im betrachteten Feldstdrken- und Frequenzbereich ge-
ring ausgepragt sind und ihre Beriicksichtigung zu einem dramatischen
Effizienzverlust der MD-Methode fiihrt. Illustrativ lésst sich die Grofe des
induzierten Dipolmoments von Wasser bei einer Feldstiirke von 107 V/m
berechnen geméfs

Hing = & E (13)
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zu 1.64 x 10723 Cm =~ 4.92 x 10~* Debye mit der Polarisierbarkeit o =
1.64 x 10740 Cm?V~!. Somit ist das induzierte Dipolmoment von Wasser
bei dieser recht hohen Feldstéirke mehr als drei Gréfenordnung kleiner als
das permanente Dipolmoment p = 1.8 Debye [Fre05, S. 4]. Der prozentuale
Anteil der Verschiebungs- und Ionenpolarisation an der Polarisierbarkeit «
eines Mediums ist im Mikrowellenfrequenzbereich gering, dort macht die
Orientierungspolarisation den Hauptteil aus [Fre05, S. 5],[Pad07, Chapter 2,
insb. Figure 2.2].

Die Orientierungspolarisation wird durch die Kopplung der atomaren
Ladungen bzw. Dipole mit dem Feld geméf F; o = ¢;E bzw. V, = —u- E
beschrieben. Dieser Effekt kann einfach bei der “nichtpolarisierbaren” MD-
Methode inkorporiert werden [Engl5]. Hingegen erfordert die Berticksichti-
gung der Ionen- und Verschiebungspolarisation selbst in klassischer Ndherung
spezifische Modifikationen der Standard-MD-Methodik, welche die Effizienz
der MD-Methode signifikant reduzieren und dariiber hinaus noch Gegen-
stand intensiver Entwicklung und daher unausgereift sind [Lop13, Nerl§|.
Daher wird im Rahmen dieser Dissertation die Standard-MD-Methode ver-
wendet, lediglich ergdnzt um einen einfachen additiven Kraftfeldterm zur
Beriicksichtigung der Kopplung des EWF mit den atomaren Ladungen.

Da nun — wie oben erldutert — bei einer Frequenz von 1 GHz des EWF
mit noch physiologischer Feldstiirke von 107 V/m eher diffizile Dynamiken
dipolarer Peptidsubstrukturen zu erwarten sind und unmittelbar feldindu-
zierte Briiche von H-Briicken nicht wahrscheinlich sind, ist die Auswahl eines
geeigneten Testpeptids besonders wichtig. Dieses sollte ein hohes Maf an
struktureller Flexibilitdt und ungeordneten Strukturanteilen aufweisen und
sich nicht in einem stabilen Zustand befinden. Daher wurde das humane
Amyloid-S-(1-40)-Peptid A4 [Col98] als Testsystem ausgewahlt.

A4 wird von den B-Sekretase- und v-Sekretase-Enzymen aus dem Amy-
loid-Prekursor-Protein (APP) — einem in den neuronalen Synapsen kon-
zentrierten Membranprotein — geschnitten. Das A [40-Peptid ist besonders
interessant, da es unter physiologischen Bedingungen in einer Vielzahl von
teilweise strukturierten Zustdnden vorkommt, die vorzugsweise sowohl (-
Faltblatt- und a-Helix-Strukturen als auch «o/B-Mischstrukturen aufweisen
[Sgoll, Yan08|. Wahrend A4 in apolaren und micellaren Umgebungen —
wie der Zellmembran — vorzugsweise in a-Helix-Struktur vorliegt [Col98],
weist es in wassriger Umgebung auch stabile Strukturen mit einem hohen
B-Faltblatt-Anteil auf [Nas15]. Hierbei ist Afyo in der S-Faltblattstruktur
und in «/f-Mischstrukturen toxisch oder neigt dazu toxische Oligomere
zu bilden [Nasl5]. Diese treten in Alzheimer-assoziierten Gehirnlésionen —
sogenannten senilen Plaques — héufig auf. Aus diesem Grunde werden /-
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Strukturen und a/S-Mischstrukturen allgemein als Alzheimer-assoziierte
Pathogene interpretiert, wohingegen die vornehmlich a-helikalen Strukturen
als unbedenklich gewertet werden [Nasl5|. An diesem System kann sehr
gut untersucht werden, ob die Einwirkung eines elektromagnetischen Feldes
eine Tendenz zu einer der Strukturen induziert, bzw. die Destabilisierung
der Helixstruktur und den Ubergang zu S-Faltblatt- und «/S-Strukturen in
wassriger Umgebung begiinstigt.

A4 ist mit einer Linge von 40 Aminosdureresten nicht so grofs, dass die
Erzeugung eines Datensatzes unpraktikabel wére, der umfangreich genug
ist, um statistisch signifikante Ergebnisse zu erzielen. Gleichzeitig weist es
fiir seine geringe Grofle eine aufergewShnliche Mannigfaltigkeit an Kon-
formationszustédnden auf. Dies erleichtert den Nachweis eines eventuellen
Mikrowelleneinflusses im Vergleich zu einem Protein, das nur wenige Uber-
génge zwischen einer geringen Anzahl von Zustdnden oder gar einen fast
ausschlieRlich frequentierten, ausgezeichneten und stabilen Zustand aufweist.
Gerade dieser Punkt kann an vielen Vergleichsstudien besonders beméngelt
werden: Es wurden oft sehr stabile Systeme wie HEWL (Hen Egg White
Lysozyme; deutsch: Lysozym des Hithnereiklars) [Eng07, Eng09, Sol10| oder
Insulin [Bud05, Bud07, Bud08] untersucht, die durch geringe Stérungen
kaum zu destabilisieren sind.

Zusammenfassend wird in dieser Dissertation die Hypothese zur
Disposition gestellt, dass externe EWF und EMF im Mikrowellen-
bereich mit noch physiologischen Intensititen einen nichtthermi-
schen Effekt auf die Konformationsdynamik von Proteinen — wie
oben prizisiert — ausiiben.

Zur Untersuchung des nichtthermischen EWF /EMF-Effektes auf Proteine
wird die etablierte klassische MD-Methodik verwendet, die den Stand der
Technik darstellt, jedoch unter der Pramisse die oben genannten Schwach-
punkte bzgl. Testsystem, Teststdrke und Analyse der meisten Simulations-
studien zu dieser Fragestellung zu beseitigen. Dazu wurden sowohl sehr viel
umfangreichere Simulationen als in der Vergleichsliteratur durchgefiihrt als
auch insbesondere eine sehr hochentwickelte geeignete Analysemethodik —
die Markov-Modellierung — angewandyt.
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1.2 Zur Notwendigkeit der Generalisierung der
Markovmodellierung1

Eine der grofiten Herausforderungen bei der Durchfithrung und Analyse
biomolekularer Simulationen besteht darin, die relevanten Konformationsén-
derungen zu bestimmen ohne auf {iberméfig vereinfachte — rdumlich und
zeitlich grobgekornte — Simulationsmodelle zuriickgreifen zu miissen, welche
die Prozessdynamik verfdlschen wiirden. Stattdessen ist es erstrebenswert die
Genauigkeit atomistischer Simulationsmodelle auszunutzen und gleichzeitig
dennoch relativ einfach und mdoglichst automatisiert wihrend der Analyse
eine klare Identifikation und Selektion der relevanten Konformationen und
ihrer Dynamik zu erhalten.

Da atomistische Simulationsmodelle neben den Atomen des Biomolekiils
(der Biomolekiile) auch samtliche zehn- oder gar hunderttausende Atome
der umgebenden Wassermolekiile beinhalten, ist eine dramatische Reduktion
der Freiheitsgrade des untersuchten Systems wihrend der Analyse erforder-
lich. Diese systematische Komplexitatsreduktion stellt ein schwieriges aber
zwingend notwendiges Unterfangen dar, um der immensen Datenmengen
Herr zu werden, die bei den beschriebenen hochdimensionalen Simulationen
iiber Milliarden von Zeitschritten anfallen.

Eine in jiingster Zeit duferst beliebte und erfolgreiche Methode zu diesem
Zwecke ist die Markov-Modellierung (englisch: Markov state modeling). Es
handelt sich dabei um eine mathematisch rigorose Methode, die von Schiitte
[Sch99] fiir MD-Simulationen adaptiert und in jiingsten Jahren von ihm und
Anderen verfeinert wurde [Swo04, Sin05, Noé07, Cho07, Buc0§].

Durch Markov-Modellierung konstruierte Markov-Modelle (englisch: Mar-
kov State Models (MSM); siche Abschnitt 3.4.1) [Chol4] haben in den
jingsten Jahren einen starken Popularitdtszuwachs erlebt, der sich weiterhin
ungebremst fortsetzt. Dies liegt insbesondere darin begriindet, dass MSM die
einfache Zusammenfithrung von Datenséitzen aus Simulationen verschiedener
Lange ermoglichen und die relevanten Metastabilitédten sowie die Kinetik
des modellierten Molekiilsystems abbilden. Desweiteren hat sich die Markov-
Modellierung als hervorragende Methode zur Ableitung der Langzeitdyna-
mik von Molekiilsystemen aus vielen kurzen MD-Simulationsdatensatzen
ergeben. Dies ist von gréfitem Vorteil, da die Stichprobenentnahme aus der
Gesamtheit der moglichen Konformationen eines Molekiils durch wenige
lange Simulationen meist eine deutlich eingeschranktere Abtastung (englisch:

1 Das Unterkapitel folgt (ergénzt und iiberarbeitet) der Darstellung der Einleitung der
Publikation [Reul8] des Autors.



