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Science cannot be stopped. Man will gather knowledge no
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Einleitung

1. Einleitung und Zielstellung

1.1 Historie, Bestimmung und Validierung von Proteinstrukturen

Ausgehend von den ersten Rontgen- und elektronenmikroskopischen Analysen von
Tropomyosin in den spaten Vierzigern zeigte sich, dass Proteine keine langen ungeordneten
Ketten von Aminosauren sind, sondern klar strukturierte Bereiche besitzen [1]. Mit der
Postulierung von a-Helices und B-Strangen im Jahr 1951 durch Pauling, kam der groRe
Durchbruch auf diesem Gebiet [2—4].

Mit Hilfe dieser Erkenntnisse wurden verschiedene Strukturebenen, namentlich Primar-
Sekundar-, Tertidar- und Quartarstruktur, definiert. Die Primarstruktur entspricht dabei der
Aminosauresequenz, wahrend unter Sekundarstrukturen geordnete Bereiche wie a-Helices,
310-Helices oder B-Strange zusammengefasst werden. Die Tertidrstruktur beschreibt dann
die Gesamtheit der dreidimensionalen Faltung eines Proteins und die Quartarstruktur die
Bildung von Proteinkomplexen [5, 6].

Durch die Entwicklung der Rontgenkristallstrukturanalyse wurde es moglich,
Proteinstrukturen experimentell zu bestimmen. Bis zum heutigen Tag findet diese Variante
der Strukturbestimmung von Proteinen weitlaufige Anwendung in den verschiedensten
Bereichen [7, 8]. Weitere oft verwendete Methoden sind die Nuclear Magnetic Resonance
Spektroskopie (NMR-Spektroskopie) [9—11] und die Cryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM)
[12, 13] sowie Kombinationstechniken [14, 15]. Um die Menge an aufklarbaren
Proteinstrukturen zu vergroBern, wurden zusatzliche Techniken, z.B. Elektronen-
Kristallographie [16], Neutronen-Diffraktion [17] oder Fiber-Diffraktion [18], entwickelt, mit
deren Hilfe etwaige Schwachen der anderen Methoden ausgeglichen werden sollten.
Aufgeklarte Proteinstrukturen, und dabei vor allem der Zusammenhang zwischen der
Struktur sowie der Funktion eines Proteins, spielen in den meisten biologischen,
medizinischen und pharmazeutischen Forschungsbereichen eine wichtige Rolle [19]. Sie
konnen essentielle Erkenntnisse bei der Bekdampfung von Krebs [20-23] oder bei der
Entwicklung von Medikamenten zur Behandlung von Ebola [24-26], Malaria [27, 28] oder
Hepatitis C [29, 30] liefern.

Die Aufklarung von Proteinstrukturen ist zwar eine sehr zeitaufwandige und kostspielige

Prozedur, aber dennoch unverzichtbar [31]. Leider kann die Anzahl der in der PDB
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hinterlegten Strukturen nicht mit der Menge an bekannten Proteinsequenzen, die vor allem
durch die stiandige Weiterentwicklung von Sequenzierungsverfahren [32-34] sehr schnell
wachst, Schritt halten [35, 36]. Des Weiteren kann nur eine begrenzte Anzahl an
Proteinstrukturen tatsachlich experimentell aufgeklart werden, so dass andere Verfahren in
Betracht gezogen werden miissen [37, 38].

Zu diesen Alternativen zahlt die in silico Generierung von Proteinstrukturmodellen [38].
Dabei finden Methoden wie die Homologie-Modellierung, das Threading oder die ab initio
Erstellung von Strukturen Anwendung [39—-42]. Die Erstellung der Modelle beruht dabei
entweder auf der Suche nach homologen Proteinen deren Struktur bereits bekannt ist [43,
44], der Erkenntnis, dass Proteine mit gleicher Funktion dhnliche Faltungen annehmen [45—
47] oder der Suche nach der energetisch glinstigsten Faltung [48]. Durch die standige
Weiterentwicklung und Automatisierung dieser Verfahren stellen sie gute Alternativen zur
klassischen experimentellen Strukturaufklarung dar [49-52].

Proteinstrukturen, die in silico generiert wurden, kdonnen fir eine grofle Anzahl an
Untersuchungen genutzt werden. So kdnnen sie zur Aufklarung von Protein-Protein- oder
Protein-Ligand-Interaktionen beitragen [53-56]. Des Weiteren konnen sie zur ldentifizierung
von Bindestellen [57, 58] oder zur Struktur-basierten Entwicklung von Medikamenten [59—
63] genutzt werden. Aufgrund der vielfdltigen Anwendungsmoglichkeiten von in silico
erstellten Proteinstrukturen kénnen automatisierte Datenbanken wie das Swiss Model
Repository [64] oder die ModBase [65] Alternativen zur PDB darstellen.

Bevor diese Proteinstrukturmodelle jedoch fiir Analysen genutzt werden kdnnen, muss eine
Validierung erfolgen. Dazu wurden zum einen die CASP (Critical Assessment of Protein
Structure Prediction) Experimente ins Leben gerufen [66], deren Bewertungskriterien zwar
sehr komplex sind [67-69], sich jedoch stark auf den Vergleich mit Kristallstrukturen
konzentrieren [70, 71]. Auf der anderen Seite wurden verschiedene Programme und/oder
Server wie ProCheck [72] oder WhatCheck [73] zur Analyse von geometrischen Problemen
entwickelt. Weitere Server sind ANOLEA [74] oder ProSA [75] zur energetischen Validierung
sowie komplexere Programme wie Qmean [76] oder MolProbity [77].

Obwohl die Anzahl an Bewertungsprogrammen in den letzten Jahren immer mehr zunahm
[78-83], stellt die Modellvalidierung noch immer ein sehr komplexes Verfahren dar. Die
Hauptprobleme sind dabei die Fixierung der Programme auf nur wenige Aspekte einer

Proteinstruktur, z.B. nur geometrische Analysen bei ProCheck, die zum Teil fehlende oder
2
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unzuladngliche Dokumentation sowie veraltete Standard-Parameter. Auflerdem korrelieren
die Ergebnisse der verschiedenen Server und Programme nur in den seltensten Fallen
miteinander, wodurch eine umfassende Aussage Uber die Qualitdt einer Proteinstruktur
erschwert wird. Dementsprechend muss eine Moglichkeit gefunden werden, diese Probleme
anzugehen und eine umfassende Bewertung unter Nutzung eines Programms oder Servers

zu generieren.
1.2 Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Servers zur Analyse, Bewertung
und Verfeinerung von Proteinstrukturen. Dazu sollte eine Vielzahl von Analyse- und
Validierungsfunktionen bereit gestellt werden, um eine umfassende quantitative und
gualitative Bewertung aus einer Hand zu ermoglichen.

Um dies zu bewerkstelligen, mussten zuerst verschiedene Berechnungsalgorithmen
entwickelt werden, mit deren Hilfe eine umfassende Analyse von Proteinstrukturen
durchgefiihrt werden kann. Im Anschluss daran sollte eine neue Methode zur Zuweisung von
Sekundarstrukturen etabliert werden, um Problemen bei schon bekannten Programmen zu
begegnen. Insbesondere Regionen zwischen a-Helices und B-Strangen sollten dabei
gesondert untersucht werden, um etwaige RegelmaRigkeiten zu identifizieren. In einem
letzten Schritt mussten dann Standard-Parameter fiir die geometrische, sterische und
energetische Bewertung von Proteinstrukturen ermittelt werden. Dabei sollte ein
besonderes Augenmerk auf die Aminosaure-Seitenketten, Sekundarstrukturmerkmale und
Torsionswinkel gelegt werden. Unter Anwendung und Erweiterung bereits bekannter
Validierungssysteme sollten alle Aspekte, die einen Einfluss auf die Qualitdt von
Proteinstrukturen haben, bewertet werden konnen. Zusatzlich sollten mehrere neue
Energiepotentiale sowie Bewertungsmechanismen fiir Sekundarstrukturelemente etabliert
werden.

Die bestimmten Parameter, der neu entwickelte Zuweisungsmechanismus sowie die
etablierten Berechnungsalgorithmen sollten dann in Form von Funktionsservern einer
breiten Offentlichkeit zur Verfiigung gestellt werden. Des Weiteren sollten Datenserver eine

umfangreiche Dokumentation inklusive der Standard-Parameter und statistische
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Auswertungen einzelner Datensitze bereitstellen, um Nutzern einen Uberblick iiber die

zugrunde liegenden Funktionen zu geben.



Strukturbiologische Parameter

2. Strukturbiologische Parameter

Die Validierung von Proteinstrukturen basiert in den meisten Fallen auf einem Vergleich von
Standardparametern mit denen des zu untersuchenden Modells. Diese Standardparameter
werden dabei in den meisten Fallen direkt aus experimentell bestimmten Proteinstrukturen
gewonnen. Im Folgenden soll die Auswahl, Berechnung und Interpretation solcher Daten
erlautert werden. Die Reihenfolge der einzelnen Abschnitte ist dabei abhadngig von der
Komplexitat der Implementierung, beginnend mit sehr einfachen Analyse-Modulen bis hin zu
sehr komplexen Validierungsprogrammen. Samtliche Untersuchungen wurden mit Hilfe der
in Abschnitt 6.1 beschriebenen Datensatze durchgefiihrt. Dabei diente der Strukturdatensatz
XRay5000 (XRD) zur Bestimmung der Standard-Parameter, wahrend die Modell-Datensatze
aus ModBase (MDB) und dem SwissModel Repository (SMD) zur Uberpriifung einiger

geometrischer Parameter herangezogen wurden.
2.1 Analytische Untersuchungen von Proteinstrukturen

Um eine in silico generierte Proteinstruktur ausfiihrlich validieren zu kénnen, ist es wichtig
zu allererst eine tiefgreifende Analyse durchzufiihren. Dabei wird nach cis Peptidbindungen,
D-Aminosauren und anderen einfachen Parametern gesucht, mit deren Hilfe die Qualitat des
vorliegenden Modells eingeschatzt werden kann. Durch die Auswertung solcher Parameter
kann schnell bestimmt werden, ob die generierte Proteinstruktur im Einklang mit der

Literatur steht.
2.1.1 Allgemeine Strukturdaten

Um einen Einblick in die grundsatzliche Qualitat von Modellen zu bekommen, sollten in
einem ersten Schritt allgemeine Strukturparameter analysiert werden. Diese ermoglichen es,
etwaige Besonderheiten der jeweiligen Struktur zu identifizieren und mit Literaturangaben

zu vergleichen.

Aminosdurezusammensetzung

Als erstes kann die Aminosdurezusammensetzung eines Modells mit denen von bekannten
Proteinstrukturen und -sequenzen verglichen werden. Die dafiir ndtigen Daten entstammen

zum einen der UniProt/SwissProt [84] und zum anderen einem selbsterstellten Datensatz
5
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hochaufgeloster Proteinstrukturen aus der PDB (XRD, siehe Material und Methoden).
Anhand der Daten in Tabelle 1 wird deutlich, dass die grundsatzlichen Verteilungen im Bezug
auf einige Aminosduren deutliche Unterschiede aufweisen. Auffdllig ist, dass es bei
aromatischen Aminosauren (Trp und Tyr) zu gréBeren prozentualen Abweichungen kommt.
Moglicherweise sorgt der stabilisierende Effekt von aromatischen Interaktionen [85] fur eine
bessere Kristallisierbarkeit von Proteinstrukturen und fiihrt somit auch zu einer Erhéhung
des Anteils an aromatischen Aminosauren innerhalb der PDB [35]. Des Weiteren fallt auf,
dass Methionin in Proteinsequenzen deutlich haufiger vorkommt als in geldsten
Proteinstrukturen. Diese Diskrepanz konnte auf die Funktion des Methionins als
Translationsinitiator [86] und die co-translationale Abspaltung des N-terminalen Methionins
[87] zurickzufiuhren sein. AuRerdem konnte ein direkter Zusammenhang zwischen den
unterschiedlichen Anteilen von Aspartat und Methionin aus der post-translationalen
Umwandlung von Methionin zu Aspartat bestehen [88]. Ein weiterer Grund kdnnte der
haufige Austausch von Methionin zu Selenomethionin bei der

Rontgenkristallstrukturaufklarung sein [19].

Tabelle 1: Vergleich der Aminosdurezusammensetzung im SwissProt-Sequenzdatensatz sowie
im Proteinstrukturdatensatz XRay5000

Aminosdure | SwissProt [89] | XRD | Aminosdure | SwissProt [89] | XRD
Alanin 8,2% 8,0% | Leucin 9,6% 9,2%
Arginin 5,5% 5,1% | Lysin 5,8% 6,0%
Asparagin 4,0% 4,5% | Methionin 2,4% 1,9%
Aspartat 5,4% 6,0% | Phenylalanin 3,8% 4,1%
Cystein 1,3% 1,3% | Prolin 4,7% 4,7%
Glutamin 6,7% 6,6% | Serin 6,6% 6,1%
Glutamat 3,9% 3,9% | Threonin 5,3% 5,5%
Glycin 7,0% 7,2% | Tryptophan 1,0% 1,5%
Histidin 2,2% 2,3% | Tyrosin 2,9% 3,8%
Isoleucin 5,9% 5,6% | Valin 6,8% 6,9%

Gyrationsradien von Proteinstrukturen

Der Gyrationsradius ist definiert als RMSD (root mean square distance) aller Atome vom
Zentroid der Proteinstruktur [90] und kann als mittlerer (Mittelwert Gber alle drei
Raumrichtungen) oder maximaler Radius (grofRte Ausdehnung in eine der drei

Raumrichtungen) angegeben werden.
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In Tabelle 2 sind die mit einem vereinfachten System berechneten Gyrationsradien fiir alle in
dieser Arbeit genutzten Datensdtze zusammengefasst. Dabei wurden die drei
Raumkoordinaten (x, y und z) Uber alle Atome der Proteinstruktur gemittelt und im
Anschluss die Differenz zwischen dem maximalen Wert einer Raumkoordinate und seinem
Mittelwert berechnet. Diese Mittelwerte entsprechen dann den Gyrationsradien in den drei
Raumrichtungen und je nach Angabe kann dann der Mittelwert der drei Radien oder der
Maximalwert angegeben werden. Beim Vergleich von mittlerem und maximalem
Gyrationsradius sind nur geringe Differenzen bei den Mittel- sowie Minimalwerten zu
erkennen. Die Maximalwerte weisen beim deutliche Unterschiede (145,97 A fiir mittleren zu
278,78 A fur maximalen Gyrationsradius) auf. Hauptgriinde fiir diese Diskrepanz liegen in
Strukturen die sehr langgestreckte, z.B. Teile des Exocyst (PDB: 2B1E [91]), oder nicht
komplett globuldare Konformationen annehmen, z.B. Transaminase von Pseudomonas st. ACC

(PDB: 4UHO [92]).

Tabelle 2: Zusammenfassung berechneter Gyrationsradien der genutzten Datensatze
Art des Radius Wert XRD
Mittelwert | 24,77 A
Mittlerer Gyrationsradius | Maximum | 145,97 A
Minimum | 5,33 A
Mittelwert | 29,78 A
Maximaler Gyrationsradius | Maximum | 278,78 A
Minimum | 7,23 A

Abhdngigkeit von Kettenldnge und Gyrationsradius

Bei einer Auftragung von Gyrationsradien gegen die dazugehorigen Kettenlangen (Abb. 1)
wird ein nicht-linearer Zusammenhang dieser beiden Parameter erkennbar. Das Verhaltnis
von Kettenlange und Gyrationsradius entspricht dabei dem von Flory postulierten
Potenzgesetz [93]:

Ry = RoN" (1)
Der Gyrationsradius Rg einer Proteinstruktur ist dabei abhangig von dem Vorfaktor R, der
Aminosaureanzahl N der Struktur und dem Exponenten v (Formel (1)). Die genauen Werte
von Round v wurden in vielen Arbeiten diskutiert. So postulierte Flory einen Wert von 0,6 fiir
v [93], der durch SAXS (Small angle Xray-Scattering) Messungen von Kohn et al. an

denaturierten Proteinen [94] und smFRET (single-molecule Férster resonance energy

7
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transfer) Messungen von Hofmann et al. bestéatigt werden konnte [95]. Gong et al. fanden im
Gegensatz dazu anhand von Monte-Carlo Simulationen mit simuliertem Annealing Werte
von 2,83 A fiir Ro und 0,34 (Kristallstrukturen vor der Simulation) bzw. 0,40 (nach der
Simulation) fiir v [96]. Eine statistische Analyse von rund 37000 Proteinstrukturen von Hong
und Lei bestétigte den Wert von 0,40 fiir v [97]. Sie konnten dabei zeigen, dass diese Werte
nahezu unabhdngig von der Faltungsklasse der Proteine (All-a, All-B, a/B oder
unstrukturierte Proteine) sind [97]. Ausflihrliche statistische Untersuchungen von Tanner an
Protein-Komplexen verdeutlichten, dass Monomere und Oligomere grundsatzlich denselben
Regeln im Bezug auf den Gyrationsradius folgen und ein Wert von 0,40 fiir v unabhangig vom
Oligomer-Zustand genutzt werden kann [98]. Sowohl Hong und Lei [97] als auch Tanner [98]
nutzten dabei den von Wilkins et al. mittels NMR-Messungen bestimmten Wert von 2,0 A fiir

Ro [99].
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Abb. 1: Mittlerer und maximaler Gyrationsradius bezogen auf die Kettenlange (XRD)

In den Diagrammen sind die berechneten mittleren (C und D) und maximalen (A und
B) Gyrationsradien gegen die dazugehdrigen Strukturldangen fiir den Datensatz XRD
aufgetragen. Auf der linken Seite wurde ein Ro von 2,0 A und auf der rechten Seite
ein Ro von 2,83 A fiir den nicht-linearen Fit verwendet. Die schwarzen Punkte sind die
berechneten Gyrationsradien und die farbigen Linien zeigen verschieden nicht-
lineare Fits mit verschiedenen Werten fiir v.

Die berechneten Radien fiir den genutzten Datensatz XRD (Abb. 1) zeigen ein etwas anderes
Verhalten als bisher postulierte Daten. So konnten fiir die maximalen Gyrationsradien Ideal-
Parameter von 2,0 A fir Ro und 0,46 fir v bestimmt werden (Abb. 1 A), wihrend fiir die
mittleren Gyrationsradien die Werte von Gong et al. [96] (Ro = 2,83 A und v = 0,40, Abb. 1 D)
bestatigt werden konnten.

Alles in allem konnte gezeigt werden, dass eine grundsatzliche Unterscheidung von

mittlerem und maximalem Gyrationsradius zwingend erforderlich ist. Des Weiteren konnte
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das Potenzgesetz von Flory [93] sowohl fiir den mittleren als auch fiir den maximalen
Gyrationsradius bestatigt werden. Der Vergleich mit dlteren Studien konnte fir die mittleren
Gyrationsradien die Parameter, die von Gong et al. mit Hilfe von Monte-Carlo Simulationen
bestimmt wurden [96] reproduzieren. Die Ergebnisse der statistischen Analysen von Hong
und Lei [97] sowie Tanner [98] (Ro = 2,0 A und v = 0,40) konnten allerdings nicht
nachgewiesen werden. Da sowohl Hong und Lei [97] als auch Tanner [98] in ihren Arbeiten
Datensatze mit sehr hohen Sequenzidentitdten (90% bei Tanner bzw. Nutzung aller PDB-
Strukturen bei Hong und Lei) nutzten, kénnten die sehr dhnlichen Proteinstrukturen, im
Gegensatz zu den Analysen von Gong et al. [96] und der vorliegenden Arbeit, zu einem

statistischen Fehler gefuihrt haben.
2.1.2 Eigenschaften von Aminosduren

Neben den allgemeinen Eigenschaften einer Proteinstruktur spielen auch die individuellen
Parameter der einzelnen Aminosauren eine wichtige Rolle im Bezug auf die Qualitdt des
Modells. Dabei sind vor allem die Konfiguration (D- oder L-Aminosdure), der Omega-Winkel
(cis- oder trans-Peptidbindung), Protonierungsgrad von Aspartat und Glutamat sowie (wenn

vorhanden) der Chil-Winkel der einzelnen Aminosauren von besonderem Interesse.

D-Aminosdiuren

Um die Konfiguration einer Aminosdure zu bestimmen, kann der pseudo-Torsionswinkel Zeta
[100] genutzt werden. Morris et al. definierten so einen Wert von 33,81° + 4,14° als Standard
[100]. Der Vergleich der berechneten Zeta-Winkel entlang der Bindungen Coa-N-C-CB des
Datensatzes XRD (unter Ausschluss von Prolin) mit den Ergebnissen von Morris et al. (Abb. 2)
zeigt, dass die neueren Werte eine deutliche engere Verteilung annehmen. Auch bei einem
genaueren Blick auf die Verteilung der neu berechneten Werte (Abb. A. 1) konnte dieses

Verhalten bestatigt werden.
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Abb. 2: Ca-Zeta-Winkel des Datensatzes XRD im Vergleich zu Daten von Morris et al.

Die Diagramme zeigen die berechneten Ca-Zeta-Winkel von Morris et al. (A) [100],
sowie des Datensatzes XRD (B). Die neuen Daten zeigen eine deutlich engere
Verteilung als die der alteren Studie.

Es zeigte sich, dass fir fast alle L-Aminosauren dieser Winkel standardmaRig bei rund 34°
1,43° (Tabelle 3) bzw. fir Prolin bei 38,4° + 1,12° liegt (Abb. A. 2). Der leichte Unterschied
zwischen diesen Werten basiert auf der Ringgeometrie des Prolins, die dafiir sorgt, dass das
CB-Atom etwas anders zu den Substituenten rund um das Ca-Atom steht. In Anbetracht der
Tatsache, dass Morris et al. einen allgemeingliltigen Zeta-Winkel angeben [100], der mit
seiner Standardabweichung sogar in den Bereich des Prolins reicht, wurde von der
Verwendung dieser grundsatzlichen Definition Abstand genommen. Stattdessen wurde

zumindest Prolin bei der Entwicklung des Servers separat betrachtet.

11
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Tabelle 3: Zeta Ca-Winkel der L- und D-Konfigurationen der kanonischen Aminosauren

Die Zahlen der vierten Spalte geben die Anzahl an gefundenen Proteinstrukturen
sowie in Klammern die Anzahl der gefundenen Molekile der jeweiligen D-
Aminosaure an. Ein X in der letzten Spalte bedeutet, es wurden zu wenige Strukturen
gefunden um eine Auswertung der Daten zu ermoglichen. Alle Zeta-Winkel wurden

entlang der Achse Ca-N-C-Cj berechnet.

Aminosdure Zeta Ca [°] | D-Form (PDB ID) | # Strukturen | Zeta Ca [°]
ALA 34,0+0,9 | DAL 69 (184) -34,0+3,7
ARG 34,1+1,4 | DAR 10(33) -33,115,6
ASN 33,9+1,3 | DSG 5 X

ASP 34,0+1,5 | DAS 11 (24) -34,5+2,3
CYs 34,1+1,5 ([ DCY 10 (24) -34,8+1,6
GLN 34,1+1,2 | DGN 8 X

GLU 34,0+1,3 | DGL 31 (65) -34,4+1,3
HIS 34,0+1,5 | DHI 10(17) -34,8+1,3
ILE 33,8t1,4 | DIL 5 X

LEU 34,2+1,3 | DLE 20 (194) -35,1+2,7
LYS 34,0+1,3 ([ DLY 14 (45) -33,9+3,6
MET 34,2+1,2 | MED 5 X

PHE 34,0+1,5 | DPN 14 (26) -34,4+3,2
PRO 38,4+1,1 | DPR 21 (144) -39,0+1,7
SER 34,3+1,4 | DSN 21 (69) -34,2+1,6
THR 34,1+1,5 | DTH 9(19) -35,2+1,7
TRP 34,1+1,6 | DTR 14 (41) -34,6+1,6
TYR 34,1+1,5 | DTY 14 (44) -34,6%2,2
VAL 33,7t1,4 [ DVA 20 (109) -33,8+2,9

Berechnungen des Ca-Zeta-Winkels fiir D-Aminosauren zeigten, dass sich die Betrage der
Winkel in den meisten Fallen nur wenig von denen der L-Aminosduren unterscheiden
(Tabelle 3). Bei D-Cystein, -Histidin, -Leucin und -Threonin wurden jedoch Werte ermittelt
die deutlicher von denen der L-Konfigurationen abweichen. Aufgrund der relativ geringen
Datenmenge sowie den grolRen Standardabweichungen, die sich fiir die D-Aminosauren
ergeben wurde von einer separaten Betrachtung der vier Aminosauren bei der Entwicklung
des Validierungsprogramms jedoch abgesehen.

Schreiner et al. konnten bei Molekildynamik-Simulationen mit NAMD zeigen, dass D-
Aminosduren innerhalb von Helices zu einem Knick innerhalb der Sekundarstruktur fiihren
konnen [101]. Sie konnten in verschiedenen Datensatzen von Strukturen aus der PDB knapp

1% Kristallstrukturen mit fehlerhaften D-Aminosduren® finden [101]. Eine statistische

! Dabei handelt es sich um modellierte D-Aminosiuren die eigentlich keine sind.
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Auswertung der hier genutzten Datenséatze fihrte fiir die Kristallstrukturen und die Modelle
der ModBase zu deutlich geringeren Anteilen. Im SwissModel-Datensatz konnte jedoch ein
deutlich erhohter Anteil fehlerhafter D-Aminosauren nachgewiesen werden, was zu einigen
Problemen bei der Nutzung dieser Modelle im Zuge von weiteren wissenschaftlichen

Untersuchungen fiihren kdnnte.

Tabelle 4: Statistische Verteilungen von D-Aminosauren in den genutzten Datensatzen

XRD MBD SMD

# Aminosauren 1442992 | 668196 | 387485

# D-Aminosauren 19 2 321

% D-Aminosauren 0,0013% | 0,0003% | 0,0828%

# Strukturen 5545 3196 1245

# Proteinketten mit D-Aminosauren 17 2 243

% Proteinketten mit D-Aminosduren | 0,31% 0,06% 19,52%

cis-Peptidbindungen

Untersuchungen von Stewart et al. (154 Strukturen) [102], MacArthur und Thornton (903
Proline) [103] sowie Jabs et al. (571 Strukturen) [104] verschieden groRer Datensatze von
Strukturen aus der PDB konnten einen Anteil von 5% bis 7% Xaa-Pro bzw. 0,03% bis 0,05%

Nicht-Xaa-Pro cis-Peptidbindungen innerhalb von Proteinstrukturen nachweisen. Eine

aktuelle Studie von Croll [105] konnte jedoch zeigen, dass der Anteil von fehlerhaften Nicht-
Xaa-Pro cis-Peptidbindungen? mit sinkender Auflésung der Kristallstrukturen signifikant

ansteigt (Abb. 3). Er diskutierte dabei, dass diese Fehler unter anderem auf die

automatisierte Nutzung von Programmen wie MolProbity [106] zurlickzufiihren sein

konnten. Aus diesem Grund versuchen Arbeitsgruppen wie das Richardson-Lab

Hilfestellungen zu geben, um eine Uberinterpretation von Nicht-Xaa-Pro cis-

Peptidbindungen zu verhindern [107].

2 Gemeint sind trans-Peptidbindungen die nur leicht verdreht sind und deshalb als cis-Peptidbindungen
identifiziert wurden.
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Abb. 3: Vorkommen von cis-Peptidbindungen in Abhdngigkeit von der Auflésung von

Kristallstrukturen [105]

Die Abbildung ist der Studie von Croll [105] entnommen und zeigt wie der Anteil an
nicht-Xaa-Pro cis-Peptidbindungen mit sinkender Auflosung der Kristallstrukturen

ansteigt.

Durch die Berechnung des Riickgrat-Torsionswinkels Omega (Ca-C-N-Ca) kdnnen cis- und
trans-Peptidbindungen voneinander unterschieden werden [100]. Fiir die Datensatze XRD,
MBD und SMD wurden alle Peptidbindungen hinsichtlich ihrer Konformation untersucht und
etwaige cis-Peptidbindungen statistisch ausgewertet (Tabelle 5). Dabei konnte analog zur
statistischen Untersuchung der PDB durch Schreiner et al. [101] ein Anteil von ungefahr 45%
Strukturen mit cis-Peptidbindungen gefunden werden. Bei den Modell-Datensatzen war der
Anteil mit 28,8% bei ModBase geringer und mit 59,3% bei SwissModel hoher als bei den

Kristallstrukturen. Das spricht fiir eine verminderte Qualitdt der automatisch generierten

Modelle von SwissModel.

90 95

100

Tabelle 5: cis-Peptidbindungen innerhalb der genutzten Datensatze

Wert XRD MBD SMD
# Peptidbindungen 1472256 | 665000 | 386240
# Xaa-Pro Peptidbindungen 69196 35880 | 20726
% Xaa-Pro an Peptidbindungen 4,7% 5,4% 5,4%
# Cis-Peptidbindungen 4246 1096 1519
% Cis-Peptidbindungen an Peptidbindungen | 0,29% 0,16% | 0,39%
# Xaa-Pro cis-Peptidbindungen 3359 530 500
% Xaa-Pro cis an cis-Peptidbindungen 79,1% 48,4% | 32,9%
% Xaa-Pro cis an Xaa-Pro-Peptidbindungen 4,85% 1,48% | 2,41%
% nicht Xaa-Pro cis an cis-Peptidbindungen 20,9% 52,6% | 77,1%
% nicht Xaa-Pro cis an Peptidbindungen 0,06% 0,09% | 0,26%
# Strukturen mit cis-Peptidbindung 2538 794 738
% Strukturen mit cis-Peptidbindung 45,8% 28,8% | 59,3%

14




Strukturbiologische Parameter

Die Daten in Tabelle 5 zeigen, dass ungefahr aller 5% Xaa-Pro-Peptidbindungen als cis-
Peptidbindungen innerhalb der Datensatze vorliegen, und entsprechen den Ergebnissen von
verschiedenen vorhergehenden Untersuchungen. Der Anteil an nicht Xaa-Pro cis-
Peptidbindungen ist mit 0,06% nah an den postulierten Werten von 0,03-0,05% fir
tatsachliche cis-Peptidbindungen und spiegelt so nicht die von Croll [105] beschriebene
Uberinterpretation wider (Abb. 4). Bei den Modell-Datensitzen sind die Anteile zum Teil
deutlich groRer. So konnten bei den Modellen 0,09% (MBD) und 0,26% (SMD) nicht Xaa-Pro
cis-Peptidbindungen gefunden werden. Wahrend die Ergebnisse der ModBase noch in einem
annehmbaren Rahmen liegen, sind die Ergebnisse von SwissModel sehr problematisch. Diese

Modelle sollten vor etwaiger Nutzung noch einmal detailliert tiberpriift werden.
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Abb. 4: Anteil Nicht-Xaa-Pro cis-Peptidbindungen in Abhangigkeit vom

Veréffentlichungsjahr der Kristallstrukturen [105]

Die Abbildung wurde der Studie von Croll [105] entnommen und zeigt, wie der Anteil
von Nicht-Xaa-Pro cis-Peptidbindungen in Proteinstrukturen im Laufe der letzten
Jahre immer mehr ansteigt.

Protonierung von Aspartat und Glutamat

Einige kanonische Aminosaduren besitzen Seitenketten, die in wassriger Losung einem Saure-
Base-Gleichgewicht unterliegen, d.h. sie sind protonierbar. Dieses Verhalten ist sehr gut
verstanden (pKa-Werte), jedoch kommen im Inneren von Proteinen andere Eigenschaften
zum Tragen. Die Saure-Base-Eigenschaften kdnnen sich deutlich von denen in wassriger
Losung unterscheiden und sind von der individuellen Umgebung der Aminosaure abhangig.
So kénnen sie an der Ausbildung von Wasserstoffbriicken sowie an der Katalyse beteiligt

sein. Daher ist es wichtig, den Protonierungsgrad von titrierbaren Aminosduren zu
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bestimmen. Diesem Umstand Rechnung tragend wurde ein System entwickelt, mit dessen
Hilfe der Protonierungszustand von Asp und Glu direkt anhand von Bindungslangen
bestimmt werden kann. Dabei wird der Umstand genutzt, dass eine Doppelbindung deutlich
klrzer ist als eine Einfachbindung. Dementsprechend gilt analog zu schon friiher bestimmten
Werten, dass ein Sauerstoffatom von Asp oder Glu protoniert ist, wenn die Liange der
dazugehorigen C-O-Einfachbindung > 1,3 A und die benachbarte C-O-Doppelbindung < 1,22
A ist. Auf eine geometrische Analyse von Histidin, Arginin oder Lysin wurde verzichtet, da die
hier genutzten Strukturen eine zu geringe Auflésung zeigten um zwischen den einzelnen

Protonierungszustdanden zu differenzieren [108, 109].

Tabelle 6: Protonierungszustinde von Aspartat und Glutamat
Aminosaure XRD MBD | SMD
# Aspartate 88015 | 40478 | 24768
# Protonierte Aspartate 90 0 1
% Protonierte Aspartate | 0,10% | 0,00% | 0,01%
# Glutamate 96118 | 32609 | 20458
# Protonierte Glutamate 84 0 5
% Protonierte Glutamate | 0,09% | 0,00% | 0,02%

Tabelle 6 zeigt die Anzahl protonierter Asp und Glu zusammen mit ihren prozentualen
Anteilen am Gesamtvorkommen innerhalb der genutzten Datensdtze. Um den genauen
Protonierungsgrad von Asparat oder Glutamat zu bestimmen, sind Rontgenkristallstrukturen
mit sehr hohen Auflésungen notig [108, 109]. Dementsprechend sind die geringen Anzahlen

an protonierten Asp und Glu (Tabelle 6) nicht Gberraschend.

Chil-Winkel

Chil-Winkel kénnen, berechnet entlang der Bindungen N-Ca-CB-Cy, grundsatzlich eine von
drei Konformationen, namentlich gauche  (g-, X = -60°, Auswahlbereich: -120° bis 0°),
gauche® (g+, X = 60°, Auswahlbereich: 0° bis 120°) sowie trans (t, X = + 180°, Auswahlbereich:
+120° bis £180°), annehmen. Diese stimmen mit den energetisch idealen Isomeren von zwei
kovalent-gebundenen, sp3-hybridisierten Kohlenstoff-Atomen  Gberein [110]. Eine
statistische Untersuchung von 19 Kristallstrukturen von Janin et al. fand eine allgemeine
prozentuale Verteilung von 54% gauche’, 11% gauche® und 35% trans [111]. Sie konnten
dabei zusatzlich nachweisen, dass diese prozentuale Verteilung stark von der jeweiligen

Aminosaure abhangig ist [111]. Diese Abhangigkeit konnte durch eine weitere statische
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Analyse von Bhat et al. (23 Strukturen) bestatigt werden [112]. McGregor et al. konnten in
einer Analyse von 61 PDB-Strukturen zusatzlich zur Aminosdure-Abhangigkeit auch eine
Sekundarstruktur-Abhangigkeit der Verteilung der Chil-Winkel feststellen [113].

Prolin stellt eine Ausnahme von diesen Verhalten dar, da seine Seitenketten-Torsionswinkel
aufgrund seiner Topologie deutlich von denen anderer Aminosduren abweichen. Bereits
Ramachandran konnte mit Hilfe der Seitenketten-Torsionswinkel von Prolin zwei
unterschiedliche Konformationen berechnen [114]. Eine neuere Studie von Ho et al. konnte
sogar drei verschiedene Prolin-Konformationen anhand der Chil- und Chi2-Torsionswinkel in

Proteinstrukturen identifizieren [115].
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Abb. 5: Verteilung der Chil-Winkel innerhalb XRD

Das Histogramm zeigt die Verteilung der berechneten Chil-Winkel fir den Datensatz
XRD. Es sind drei Maxima zu erkennen die den Konformationen gauche (rund -65°),
gauche® (rund 65°) sowie trans (£180°) zugeordnet werden konnen. Die meisten
Aminosauren nehmen eine gauche™ Konformation an, gefolgt von trans und gauche*
Konformationen.

Eine Analyse der allgemeinen Verteilungen der Chil-Winkel (berechnet als Winkel entlang
der Achse N-Ca-CB-Cy), unter Ausschluss von Prolin, bestadtigte drei Maxima in den
Bereichen -65°, 65° sowie 180° (Abb. 5). Dieses Verhalten sowie die berechneten
Mittelwerte (siehe auch Tabelle 7) entspricht nahezu den postulierten Daten, allerdings ist
zu beachten, dass in der Anfangszeit die Nomenklatur von gauche’/gauche* nicht einheitlich
war. Die berechneten prozentualen Verteilungen sind relativ ahnlich zu den allgemeinen
Daten von Janin et al. [111] sowie den allgemeinen Ergebnissen von McGregor et al. [113].
Die von Willard et al. genutzten prozentualen Verteilungen in ihrem VADAR-Webserver [116]

zeigen jedoch deutliche Unterschiede bei gauche* und trans.
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Tabelle 7: Mittelwerte und prozentuale Anteile der drei Chil-Konformationen

Die angegebenen Prozentzahlen von Morris et al. [100] sind der Ausgabe des VADAR-
Webservers [116] enthommen.

Janin [111] | McGregor [113] | Morris et al.[100] XRD
X gauche: | -70° £ 21° -66,7° £ 15,0° -65,7° £ 10,2°
X gauche* | 61°+25° 64,1° + 15,7° 64,3° +10,6°
X trans 190° £ 24° 183,6° £ 16,8° 182,1° +11,2°
% gauche 54% 49% 55,00% 53,01%
% gauche® 11% 13% 20,00% 12,43%
% trans 35% 33% 25,00% 34,56%

Die Uberpriifung der Verteilungen der Chil-Konformationen der einzelnen Aminosiuren
konnte die von Janin et al. [111] beschriebenen Verhaltnisse zu groRen Teilen bestatigen
(Tabelle 8). GroRere Abweichungen finden sich lediglich bei Serin und Threonin. Serin nimmt
in den hier beschriebenen Analysen deutlich hdufiger eine gauche* Konformation an als von
Janin et al. beschrieben [111]. Die Unterschiede beim Threonin resultieren aus
Unterschieden in der Berechnung der Winkel. Wahrend Janin et al. den Winkel entlang der
Bindungen N-Ca-CB-Oy1 berechneten [111], wurde in der vorliegenden Arbeit die Bindungen

N-Ca-CB-Cy; genutzt.

Tabelle 8: Prozentuale Verteilungen der Chil-Konformationen einzelner Aminosauren
L. Janin [111] XRD
Aminosaure
g- g+ t g- g+ t

Arginin 57,5% | 8,5% | 34,0%
Asparagin 51% | 15% | 34% | 56,0% | 14,0% | 30,0%
Aspartat 51% | 15% | 34% | 50,6% | 17,5% | 31,9%
Cystein 57% | 16% | 27% | 51,6% | 20,5% | 27,9%
Glutamin 44% 62,0% | 7,6% | 30,4%
Glutamat 57,9% | 8,6% | 33,5%
Histidin 45% | 10% | 45% | 55,3% | 12,3% | 32,4%
Isoleucin 77,0% | 13,3% | 9,7%
Leucin 60% | 4% | 36% ] 66,8% | 1,2% | 32,0%
Lysin 57,7% | 7,8% | 34,5%
Methionin 63,6% | 6,6% | 29,8%
Phenylalanin | 57% | 13% | 31% | 54,6% | 11,2% | 34,2%
Serin 34% | 24% | 38% | 28,5% | 47,6% | 12,9%
Threonin 48% | 39% | 13% | 49,5% | 7,8% | 42,7%
Tryptophan | 57% | 13% | 31% | 50,0% | 15,0% | 35,0%
Tyrosin 57% | 13% | 31% | 53,8% | 11,7% | 34,5%
Valin 66% | 21% | 13%
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Mit Hilfe der Seitenketten-Torsionswinkel kann man die unterschiedlichen Konformationen
von Prolin bestimmen [115]. Ausgehend von den Daten von Ho et al. [115] wurden die drei
Konformationen planar (-10° < Chil < 10°), Up (Chil < -10°) und Down (Chil > 10°) definiert.
Die Daten in Tabelle 9 zeigen, dass die Proline in den hier genutzten Datensatzen dhnliche
Konformationen aufweisen wie sie von Ho et al. [115] beschrieben wurden. Auch die

prozentualen Verteilungen sind sehr ahnlich zu den friiheren Ergebnissen.

Tabelle 9: Prolin-Konformationen im Datensatz XRD
Konformation | Ho [115] | XRD | MBD | SMD
# Planar 216 124 135 31
% Planar 5,0% 46% | 6,9% | 2,9%
# Up 2160 1406 | 1099 | 527
% Up 50,4% | 51,7% | 55,9% | 49,4%
# Down 1913 1187 | 733 508
% Down 44,6% 43,7% | 37,2% | 47,7%
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2.2 Intramolekulare Interaktionen

Ein wichtiger Aspekt im Hinblick auf die Stabilitdat von Proteinstrukturen sind intramolekulare
Wechselwirkungen. Dementsprechend wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Disulfidbindungen, Salzbriicken, Wasserstoffbriicken des Proteinriickgrates, aromatische -

-, Kation-mt- sowie hydrophobe Wechselwirkungen analysiert.
2.2.1 Disulfidbindungen

Die Identifizierung von Disulfidbindungen erfolgt in zwei Schritten. Zuerst wird der Abstand
zweier Sy-Atome bestimmt. Liegt dieser Abstand in einem Bereich von 1,85 A bis 2,25 A
[100] wird im Anschluss der Chi3-Torsionswinkel der Sy-Sy-Bindung (Abb. 6) berechnet [100].
Die Auswertung aller moglichen Disulfidbindungen ergab, dass der berechnete Winkel
entweder zwischen -102,8° und -69,2° oder zwischen 74,7° und 112,2° (X * 1,5%c der neu
berechneten Werte)® liegen muss, damit von einer Disulfid-Bindung gesprochen werden

kann (Tabelle 10 und Abb. A. 3).

Tabelle 10: Chi3-Torsionswinkel von moglichen Disulfidbindungen
Morris [100] XRD
# Rechtsgangig X 956
X Chi3 Rechtsgangig 96,8+10,1° | 93,4%+12,5°
# Linksgangig X 1137
X Chi3 Linksgdngig -85,8+8,6° | -86,0+11,2°
% Strukturen mit Disulfidbindungen 21,3% 15,3%

Die Daten in Tabelle 10 zeigen eine leichte Praferenz fiir die Ausbildung von linksgangigen
Disulfidbindungen im Vergleich zur Ausbildung von rechtsgangigen Disulfidbindungen. Die
berechneten Mittelwerte liegen sehr nah an den Ergebnissen von Morris et al. [100], weisen
jedoch leicht erhohte Standardabweichungen auf. Insgesamt konnten in rund 15% aller
untersuchten Proteinstrukturen Disulfidbindungen gefunden werden. Das ist ein geringerer

Anteil als er von Morris et al. [100] nachgewiesen wurde.

3 Die Werte wurden Abb. A. 3 entnommen und so gewihlt, dass mindestens 95% der untersuchten Bindungen
dieses Kriterium erfillen.
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Abb. 6: Torsionswinkel einer Disulfid-Bindung

Die Abbildung zeigt die Stick-Reprasentation einer Disulfid-Bindung zwischen zwei
Cysteinen. Die Pfeile geben exemplarisch an, fiir welche Bindung die entsprechenden
Seitenketten-Torsionswinkel Chil, Chi2 und Chi3 berechnet werden. Firr eine
Disulfid-Bindung ist dabei vor allem letzterer von entscheidender Bedeutung.

2.2.2 Salzbriicken

Salzbriicken kdnnen zwischen den negativ geladenen Aminosauren Aspartat und Glutamat
sowie den positiv geladenen Aminosauren Arginin, Histidin und Lysin gebildet werden.
Barlow und Thornton konnten bei Untersuchungen von Kristallstrukturen zwei
Abstandsmaxima in den Bereichen 4,0 A und 6,0 A fiir Salzbriicken feststellen [117]. Bei
genauerer Betrachtung ihrer Daten konnten sie zeigen, dass wenn sich zwei gegensatzlich
geladene Atome auf 4,0 A annihern, z.B. NH1 von Arg und OD1 von Asp, die restlichen N-O-
Abstiande, z.B. NH2 von Arg und OD2 von Asp, in einem Bereich von 6,0 A liegen [117].
Dementsprechend definierten sie einen Ideal-Abstand von maximal 4,0 A fiir Salzbriicken
[117]. Des Weiteren konnten sie nachweisen, dass Salzbriicken eher an der Ausbildung von
Tertidrstrukturen beteiligt sind als an der von Sekundarstrukturen, da mehr 66% der von
ihnen gefundenen Salzbriicken eine Sequenzseparation von mehr als sieben Aminosauren
aufwiesen [117]. Weitere statistische Analysen von Salzbriicken wurden zum einen von Lee
et al. [118] und zum anderen von Sarakatsannis und Duan [119] durchgefiihrt. Wahrend
erstere ebenfalls mit einem simplen Atomabstand zur Definition von Salzbriicken arbeiteten
[118], nutzten letztere den Abstand zwischen den Ladungsschwerpunkten definiert durch
alle Atome der Carboxyl- (Asp und Glu) oder Guanidinium-Gruppe (Arg) bzw. dem NT des

Lysins oder allen Ringatomen des Histidins [119].
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Abb. 7: Mogliche Salzbriicken des Aspartats

Die Abbildung zeigt Stick-Reprasentationen der Salzbriicken zwischen Aspartat und
Arginin (A), Histidin (B) sowie Lysin (C). Etwaige Interaktionen sind als schwarze Pfeile
gezeigt und die dazugehorigen Abstdande sind darliber bzw. darunter angegeben. In
(A) sind alle moglichen Interaktionen eingezeichnet und die gezeigten Lingen
beziehen sich auf die oberste bzw. unterste Interaktion.

Unter Nutzung des Ideal-Abstandes von 4,0 A konnten samtliche Salzbriicken im Datensatz
XRD bestimmt werden. Dabei wurden etwaige multiple Salzbricken zwischen zwei
Aminosauren (z.B. die vier moglichen Salzbriicken in Abb. 7 (A)) fir die statistischen
Auswertungen nur einmal gewertet. Insgesamt machen Interaktionen zwischen
Aspartat/Glutamat und Arginin bzw. Lysin ungefdhr 80% bis 90% aller Salzbriicken aus
(Tabelle 11). Des Weiteren ist erkennbar, dass die Interaktionen einer negativ geladenen
Aminosdaure mit Arginin und Lysin sich ungefdahr im Verhdltnis 3:2 aufteilen. Das ist
besonders interessant wenn bedacht wird, dass Lysin in diesem Datensatz insgesamt
deutlich haufiger vorkommt als Arginin (Tabelle A.1). Da Wigley et al. anhand von Protein-
Ligand Interaktionen in Kristallstrukturen zeigen konnten, dass von Arginin gebildete
Salzbriicken deutlich stabiler sind als Salzbriicken von Lysin [120], erscheint die Praferenz

von Arginin logisch.
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Tabelle 11: Salzbriicken und daran beteiligte Aminosauren im Datensatz XRD

Im oberen Teil der Tabelle geben die Prozente in Klammern den Anteil der jeweils
gefundenen Salzbriicke an der Gesamtheit aller gefundenen Salzbriicken an. Im
unteren Teil geben die Prozentzahlen die Verteilung der negativ bzw. positiv
geladenen Aminosduren innerhalb der Salzbriicken an. Zur besseren Vergleichbarkeit
mit der Literatur wurden die Interaktionen von Histidin nicht prozentual

ausgewertet.

Salzbriicke | Barlow [117] | Sarakatsannis [119] | Lee [118] XRD
Asp-Arg 38 X 7240 20100
(23,3%) (22,6%) | (29,3%)

Asp-His 29 X X 6066
Asp-Lys 34 X 8040 11526
(20,9%) (25,0%) | (16,8%)

Glu-Arg 46 X 7337 23328
(28,2%) (22,9%) | (34,1%)

Glu-His 16 X X 5243
Glu-Lys 45 X 9479 13543
(27,6%) (29,5%) | (19,8%)

Aminosdure | Barlow [117] | Sarakatsannis [119] | Lee [118] | XRD
Aspartat 44,2% 5272 15280 37692
(50,8%) (47,6%) | (47,2%)

Glutamat 55 89 5098 16816 42114
’ (49,2%) (52,4%) | (52,8%)

Arginin 51 5% 4408 14577 43428
’ (44,0%) (45,4%) | (63,4%)

Histidin 361 X 11309
Lysin 5601 17519 25069
48,5% (56,0%) (54,6%) | (26,6%)

Der Vergleich der erhaltenen statistischen Daten mit friheren Studien zeigt, dass fir
Aspartat und Glutamat dhnliche prozentuale Anteile nachgewiesen wurden. Bei den positiv
geladenen Aminosduren findet sich jedoch eine deutlich veranderte Aufteilung als bisher
postuliert. Im vorliegenden Datensatz werden knapp zwei Drittel aller Salzbriicken von
Arginin gebildet wahrend in alteren Studien nur knapp 45% der Salzbricken durch Arginin
gebildet werden [118, 119]. Barlow und Thornton begriindeten den hoéheren Anteil von
Arginin in Salzbricken mit der erhohten Stabilitat von Salzbriicken aufgrund der grofSeren
Anzahl an Ladungstragern im Arginin im Vergleich zum Lysin [117]. In &dhnlicher Weise
diskutierten sie, dass Glutamat im Vergleich zu Aspartat eher Salzbriicken ausbilden kann, da
es aufgrund seiner langeren Seitenkette besser in der Lage ist, die nétigen Konformationen

einzunehmen [117].
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Tabelle 12: Prozentuale Verteilung der Sequenzseparationen von Salzbriicken
Die Daten von Sarakatsannis [119] wurden ausgehend von gerundeten Werten aus
Abb. 8 berechnet.

Separation Sarakatsannis [119] | XRD
1 Aminosaure ~3% 3%
2 Aminosauren ~7% 8%
3 Aminosauren ~10% 9%
4 Aminosauren ~11% 9%
5 Aminosauren ~2% 2%
6 Aminosauren ~2% 2%
7 oder mehr Aminosaduren ~65% 67%

Betrachtet man die Sequenzseparationen von Salzbriicken in einem relativ engem Bereich
von maximal 10 bis 20 Aminosauren (Abb. 8) so erkennt man, dass viele der gefundenen
Salzbriicken maximal vier Aminosduren voneinander entfernt liegen. Bei genauerer
Betrachtung der Werte (Tabelle 12) wird jedoch deutlich, dass die beteiligten Aminosaure-
Rest in nur knapp 35% aller gefundenen Salzbriicken nah beieinander liegen. Der hier
gefundene Anteil von 67% an Salzbriicken mit einer Sequenzseparation von sieben oder
mehr Aminosduren steht im direkten Einklang mit den Daten von Barlow und Thornton
[117]. Auch in der Studie von Sarakatsannis und Duan finden sich rund 65% der Salzbriicken
mit einer Sequenzseparation von sieben mehr Aminosauren, trotzdem argumentierten sie,
dass Salzbriicken vor allem bei der internen Stabilisierung von Helices eine wichtige Rolle

spielen [119].
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Abb. 8: Sequenzseparationen von Salzbriicken in XRD

Die Diagramme zeigen die gefundenen Sequenzseparationen der Studien von
Sarakatsannis und Duan [119] sowie der vorliegenden Arbeit. In beiden Fallen ist ein
Maximum im Bereich von drei bis vier Aminosduren zu erkennen. Bei Separationen
von mehr als vier Aminosdauren kommt es zu einem starken Abfall der Anzahl
gefundenen Salzbriicken.
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2.2.3 Kation-n-Wechselwirkungen

Identifizierung von Kation-rnt-Interaktionen

Bei Kation-m-Wechselwirkungen interagiert ein geladenes Stickstoff-Atom, z.B. NT von Lysin,
mit einem aromatischen n-Elektronensystem [121]. Burley und Petsko konnten anhand von
Polarkoordinaten bestimmen, dass der Abstand r zwischen dem Masseschwerpunkt des
aromatischen Ringes und dem polarisierten Stickstoff-Atom in einem Bereich von 3,4 A bis
6,0 A liegen muss [121]. Sie definierten dazu den Masseschwerpunkt des aromatischen Rings
als Koordinatenursprung und legten die x-Achse parallel zur CB-Cy-Bindung des Aromaten
sowie die z-Achse parallel zur 6-fachen Symmetrie-Achse des aromatischen Rings [121]. Um
die Orientierung des polarisierten Stickstoffs zur Ringebene zu bestimmen, definierten sie
den 6-Winkel zwischen der z-Achse und dem Positionsvektor des Stickstoffatoms innerhalb

des Polarkoordinatensystems (Abb. 9 A) [121].
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Abb. 9: Schematische Darstellung von Kation-n-Wechselwirkungen

Die Darstellung in (A) wurde der Arbeit von Burley und Petsko [121] enthommen und
stellt die von ihnen genutzten Polarkoordinaten dar. In (B) ist das in der vorliegenden
Arbeit genutzte System zur Bestimmung von Kation-m-Wechselwirkungen gezeigt.
Das Schema in (C) stellt dar, wie die Orientierung der Ebenen (Rechtecke) einer
Guanidinium-Gruppe und eines aromatischen Rings in der vorliegenden Arbeit
bestimmt wurde. Fiir mehr Informationen siehe Text.
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In der vorliegenden Arbeit wurde ein verdndertes System genutzt. Dabei wurde der Abstand
r zwischen dem Masseschwerpunkt des aromatischen Rings und dem NZ-Atom des Lysins
oder dem Masseschwerpunkt der Guanidinium-Gruppe des Arginins bestimmt. Histidin
wurde ausschlieRlich als Aromat behandelt, da die Bestimmung des Protonierungsgrades mit
den hier genutzten Strukturen nicht moglich war. Die Masseschwerpunkte wurden dabei als
arithmetisches Mittel aller Atome der Ebene berechnet (Tabelle 13, Spalte 2). Lag der
berechnete Abstand innerhalb des von Burley und Petsko definierten Rahmens von 3,4 A bis

6,0 A [121], konnte von einer Kation-ri-Wechselwirkung ausgegangen werden.

Tabelle 13: Zur Bestimmung von Masseschwerpunkten genutzte Atome

Fir Tryptophan kamen drei verschiedene Systeme zum Einsatz, die entweder den 5-
Ring, den 6-Ring oder das komplette Ringsystem benutzten. Die Atombezeichnungen
wurden der PDB entnommen. Die letzte Spalte gibt die Vektoren, an die zur
Bestimmung der Normalen der Ebenen genutzt wurden.

Aminosdure | Atome der Ebene Vektoren

Arginin NE, CZ, NH1, NH2 NE-NH1 und NE-NH2
Histidin CG, ND1, CD2, CE1, NE2 CG-CE1 und CG-NE2
Phenylalanin | CG, CD1, CD2 CE1, CE2, CZ CG-CE1 und CG-CZ
Tyrosin CG, CD1, CD2 CE1, CE2,CZ CG-CE1 und CG-CZ
Tryptophan5 | CG, CD1, CD2, NE1, CE2 CG-NE1 und CG-CE2
Tryptophan6 | CD2, CE2, CE3, CZ2, CZ3, CH2 CD2-CZ3 und CD2-CH2
Tryptophan9 | CG, CD1, CD2, NE1, CE2, CE3, CZ2, CZ3, CH2 | CG-CZ3 und CG-CH2

Um die Orientierung des Kations zur Ringebene zu bestimmen, wurde analog zu Burley und
Petsko [121] ein ©6-Winkel definiert. Der 8-Winkel reprasentierte den Winkel zwischen dem
Abstandsvektor r und dem Ring-Vektor Vr zwischen Cy-Atom und Masseschwerpunkt des
aromatischen Rings (Abb. 9 B). Bei einem Vergleich der 8-Winkel von Burley und Petsko

[121] sowie der vorliegenden Arbeit galten dann die in Tabelle 14 gezeigten Verhaltnisse.

Tabelle 14: Verhiltnisse der verschiedenen 8-Winkel von Burley und Petsko und der aktuellen
Arbeit
Burley und Petsko [121] | Aktuelle Arbeit | Orientierung
0° 90° Kation senkrecht Giber Masseschwerpunkt
45° 45° oder 135°
90° 0° Kation orientiert sich in Richtung Ende der Seitenkette
180° Kation orientiert sich in Richtung Cy

Sowoh! Flocco und Mowbray [122] als auch Gallivan und Dougherty [123] konnten zwei

verschiedene Konformationen fiir Interaktionen zwischen Arginin und aromatischen Ringen
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feststellen (Abb. 10). Um die Orientierung der Ebenen der Guanidinium-Gruppe und des
aromatischen Ringes zueinander zu bestimmen, wurde ein zweiter Winkel definiert (Abb. 9
C). Dieser y-Winkel (Ebenenwinkel) berechnete sich dabei als Winkel zwischen den Normalen

der beiden Ebenen (Naro und Narg). Die Normalen konnten als Kreuzprodukte von zwei

Vektoren innerhalb der jeweiligen Ebene (Tabelle 13, Spalte 3) bestimmt werden.
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Abb. 10: Verschiedene Orientierungen von Arginin im Bezug zu Aromaten [123]

Die Abbildung wurde der Studie von Gallivan und Dougherty [123] entnommen und
stellt die verschiedenen Orientierungen der Guanidinium-Gruppe eines Arginins im
Bezug zum aromatischen System dar. Auf der linken Seite ist die planare Orientierung
dargestellt und auf der rechten Seite die T-stacked Orientierung.

Bisherige Untersuchungen

Im Bezug auf Kation-m-Wechselwirkungen gibt es viele analytische und statistische Studien,
von denen einige hier kurz vorgestellt werden sollen. Eine der grundlegendsten Studien
wurde von Burley und Petsko [121] angefertigt. Mit Hilfe eines kleinen Datensatzes von 33
Kristallstrukturen und einem Polarkoordinatensystem (Abb. 9 A) konnten sie ein
Abstandskriterium von 3,4 A bis 6,0 A fur Kation-ri-Interaktionen definieren [121]. Zusatzlich
konnten sie mit Hilfe ihres 6-Winkels (Maximum: 0° - 45°) zeigen, dass ein Grofteil der
polarisierten Stickstoff-Atome senkrecht (iber dem Masseschwerpunkt des aromatischen
Ringsystems stehen (siehe auch Abb. 11 oder Abb.2 in [121]).

Flocco und Mowbray untersuchten die Interaktionen von Arginin mit aromatischen
Aminosduren anhand von 79 Kristallstrukturen [122]. Sie definierten dabei ein einfaches

Abstandskriterium unter Nutzung aller Atome des aromatischen Ringes und aller Atome der
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Arginin-Seitenkette beginnend mit dem Cy-Atom [122]. Sobald mindestens einer der
verschiedenen Atomabstinde kleiner als 4,6 A war, nahmen sie eine Kation-m-
Wechselwirkung an [122]. Sie konnten so zeigen, dass knapp 33% aller Arginine ihres
Datensatzes an Kation-mt-Interaktionen beteiligt sind [122]. Zusatzlich konnten sie unter
Verwendung eines Ebenenwinkels a (< 25°) und eines Cutoff-Abstandes von 4,5 A
nachweisen, dass die parallele, planare Orientierung der Guanidinium-Gruppe im Bezug auf
die aromatischen Ringe relativ haufig fir geringe Abstiande vorkommt [122]. Bei Betrachtung
der Interaktionspartner des Arginins fanden sie Anteile von 39% flr Phenylalanin, 39% fir
Tyrosin und 22% fir Tryptophan [122].

Gallivan und Dougherty [123] sowie Crowley und Golovin [124] verfolgten einen
energetischen Ansatz bei der Bestimmung von Kation-nm-Wechselwirkungen. In einem ersten
Schritte malRen sie den Abstand zwischen dem Zentroid des aromatischen Ringes und dem
CZ-Atoms eines Arginins oder dem NZ-Atom eines Lysins [123]. Lag dieser Abstand unterhalb
des Distanz-Cutoffs von 6,0 A, testeten sie, ob ein Wasser-Molekiil in Form einer Kugel mit
einem Durchmesser von 2,8A zwischen den Seitenketten lag [123]. Mit Hilfe von ab initio-
Berechnungen konnten sie dann Energien fir elektrostatische und van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen den beiden Seitenketten zu berechnen [123]. Mit Hilfe dieser
Energien konnten sie zwei Grenzwerte fir Kation-m-Wechselwirkungen festlegen [123]. Sie
akzeptierten alle Interaktionen, deren elektrostatische Bindungsenergie < -2,0 kcal/mol war
sowie Interaktionen, deren elektrostatische Energie zwischen -2,0 kcal/mol und -1,0
kcal/mol lag, wenn die van-der-Waals-Interaktionsenergie kleiner/gleich -1,0 kcal/mol war
[123].

Gallivan und Dougherty konnten mit Hilfe des OPLS-Kraftfeldes zeigen, dass in der Gas-Phase
Kation-mt-Wechselwirkungen von Lysin starker sind als Interaktionen von Arginin [123]. Des
Weiteren konnten sie fir die Gas-Phase nachweisen, dass T-stacked Interaktionen von
Arginin  mit aromatischen Aminosdauren energetisch glinstiger sind als parallele
Orientierungen [123]. Fir Interaktionen innerhalb von Proteinstrukturen konnten sie jedoch
zeigen, dass die Energie von Kation-m-Wechselwirkungen nahezu unabhangig vom Kation
bzw. der Orientierung der Guanidinium-Gruppe ist [123]. Crowley und Golovin konnten mit
Hilfe dieses Systems zusatzlich zeigen, dass energetisch glinstige T-stacked Orientierungen

der Guanidinium-Gruppe hohere Distanzen r zwischen dem Masseschwerpunkt des
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aromatischen Systems und dem C{-Atom des Arginins erfordern als parallele Orientierungen

[124].

Statistische Ergebnisse

Ein Vergleich der erhaltenen Kation-m-Wechselwirkungen mit alteren Studien (Tabelle 15)
lieferte sehr unterschiedliche Ergebnisse, die vor allem durch unterschiedliche
Bestimmungen der Kation-m-Interaktionen zustande kommen. Rund 30% aller in Proteinen
vorkommenden Arginin-Reste und 20% der Lysin-Reste sind an Kation-n-Wechselwirkungen
beteiligt. Diese Ergebnisse stehen in klarer Diskrepanz zu den Ergebnissen der
Untersuchungen von Burley und Petsko [121] sowie Gallivan und Dougherty [123]. Diese
Unterschiede resultieren zum einen aus dem sehr geringen Datensatz, der Burley und Petsko
zur Verfigung stand [121], zum anderen sorgt die Beschrankung auf ein rein geometrisches
Kriterium in der vorliegenden Arbeit daflir, dass etwaige energetisch unglinstige
Interaktionen mitgezahlt werden. Im Gegensatz dazu betrachten Gallivan und Dougherty nur
Wechselwirkungen, deren Bindungsenergie deutlich negativ ist [123]. Interessanterweise
stimmt der hier gefundene Anteil von 30,5% fiir Arginin sehr gut mit den Daten von Flocco
und Mowbray uberein, die gezeigt haben, dass rund 33% aller Arginin-Reste an Kation-mt-

Wechselwirkungen beteiligt sind [122].

Tabelle 15: An Kation-n-Wechselwirkungen beteiligte Aminosduren

Die Prozente in Klammern geben an wie viele der im Datensatz vorhanden
Aminosaure-Reste (Tabelle A.1) jeweils an den Interaktionen beteiligt sind.

Aminosaure B[:;T]y G;\lllzl\;?n XRD
Arginin 44 1988 22430
(46,8%) | (18,2%) | (30,5%)

Lysin 45 1006 16072
(26,5%) | (7,5%) | (18,7%)

Histidin 7275
Phenylalanin 915 12209
(10,0%) | (20,4%)

892 6065
Tryptophan (26,1%) | (27,0%)
Tyrosin 1187 15319
(14,3%) | (28,2%)

Die in Tabelle 16 zusammengefassten moglichen Kombinationen von Kation-m-

Wechselwirkungen weisen eine klare Praferenz von Kation-n-Wechselwirkungen zwischen
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Arginin und Phenylalanin/Tyrosin (rund 50% aller gefundenen Interaktionen) auf. Insgesamt
konnten die Ergebnisse von Gallivan und Dougherty [123] fiir alle Kombinationen nahezu
bestatigt werden. Auffillig ist, dass der prozentuale Anteil an Interaktionen, an denen

Tryptophan beteiligt ist, in dieser Untersuchung geringer ist als in den Literaturangaben.

Tabelle 16: Statistische Auswertung aller moglichen Kation-mni-Interaktionen
Die Prozentzahlen geben den Anteil der jeweiligen Kombination an allen gefundenen
Kation-m-Wechselwirkungen an. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse
wurden die Interaktionen mit Histidin bei der Berechnung der Prozente des
Datensatzes XRD nicht beachtet.

. L. Gallivan
Kombination [123] XRD
Arg-His 4705

630 8712
Arg-Ph
re-rhe (21,0%) | (23,1%)
609 4108
Arg-Trp (20,3%) | (11,1%)
749 9281
Arg-T
re-hyr (25,0%) | (25,2%)
Lys-His 3220
285 4535
Lys-Ph
ys-Fhe 9,5%) | (12,3%)
Lvetr 283 2542
ys-irp 9,5%) | (6,9%)
s Tor 438 7728
ys-ly (14,6%) | (20,9%)

Mit Hilfe des 8-Winkels kann die Orientierung des Kations im Verhaltnis zum aromatischen
Ring bestimmt werden. Analog zu den Ergebnissen von Burley und Petsko [121] konnte eine
breite Verteilung der B8-Winkel nachgewiesen werden (Abb. 11). Burley und Petsko
beschrieben ein Maximum von rund 45° fir die Interaktionen von Arginin und Lysin mit
aromatischen Aminosduren [121]. Eine genauere Betrachtung der 6-Winkel der vorliegenden
Arbeit konnte zeigen, dass knapp 80% der Werte in einem Bereich von 45° bis 135° liegen

und somit ein ahnliches Maximum gefunden wurde.
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Abbildung (A) wurde der Studie von Burley und Petsko [121] entnommen und zeigt
die berechneten Theta-Winkel von Lysin und Arginin bei Interaktionen mit
aromatischen Aminosduren. Die Punkte entsprechen sin(B) und reprasentieren die
zufallige Verteilung von diesen Interaktionen. Das Histogramm in (B) zeigt die in der
aktuellen Arbeit berechneten ©-Winkel. Die durchgezogenen roten Linien
entsprechen dem ungefdhren Maximum von 45°, den Burley und Petsko fiir ihre
Winkel finden konnten [121]. Die gestrichelten Linien entsprechen den Konfidenz-
Intervallen von 90% (rot), 95% (griin) und 99% (blau) der gefundenen Werte (Tabelle
17).

Erstaunlicherweise zeigen die hier berechneten 8-Winkel keine Normalverteilung mit einem

Maximum im Bereich 90° sondern eine sehr breite Verteilung im Bereich von ~40° bis ~110°

(Abb. 11 B). Eine Berechnung der Konfidenz-Intervalle (gestrichelte Linien in Abb. 11 und
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Tabelle 17) konnte nachweisen, dass 90% der berechneten Winkel in einem Bereich von ~30°
bis ~125° liegen. Das 99% Konfidenz-Intervall liegt in einem Bereich von ~12° bis ~145° und
bestatigt, dass die Daten nicht normalverteilt um einen Mittelwert von 90° sind. Dies
entspricht der Orientierung des Kations von der CB-Cy-Bindung des aromatischen Systems
weg zum Ende der Seitenkette hin. Insbesondere bei Interaktionen an denen Tyrosin
beteiligt ist (Abb. A. 4) zeigt sich dieses Verhalten. Dougherty konnte anhand von ab initio 6-
31G** Berechnungen zeigen, dass Tyrosin ein zusatzliches negativeres Potential, im
Vergleich zum m-Elektronensystem, an der Oberflache im Bereich der Hydroxylgruppe tragt
(Abb. A. 5) [125]. Dementsprechend resultiert die praferierte Orientierung der Kationen bei

Wechselwirkungen mit Tyrosin in Richtung der Hydroxyl-Gruppe aus diesem negativen

Potential.
Tabelle 17: Verschiedene Konfidenz-Intervalle der 6-Winkel des Datensatzes XRD
Intervall Untergrenze | Obergrenze | % Winkel
Burley und Petsko [121] | 45° 135° 78,9%
90% Konfidenz 29,2° 126,6° 90%
95% Konfidenz 22,0° 133,6° 95%
99% Konfidenz 11,9° 145,4° 99%
Sonderfall Arginin

Wie weiter oben beschrieben kann Arginin zwei Konformationen bei der Interaktion mit
aromatischen Systemen eingehen (Abb. 10). Aus diesem Grund wurden die Ebenenwinkel y
fir alle Interaktionen von Arginin mit aromatischen Aminosauren berechnet (Abb. 12). Die
Daten zeigten unabhangig vom Interaktionspartner eine relative Gleichverteilung liber den
gesamten Wertebereich. Fir Interaktionen von Arginin und Histidin konnte eine leichte
Praferenz einer T-stacked Orientierung (y=90°) und fir Interaktionen von Arginin mit

Tryptophan eine Praferenz einer planaren Orientierung (y= +180°) festgestellt werden.
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Abb. 12: Verteilung der y-Winkel bei Kation-m-Wechselwirkungen von Arginin mit

verschiedenen aromatischen Aminosauren

Die vier Histogramme zeigen die Verteilung der berechneten y-Winkel
(Ebenenwinkel) bei Kation-mt-Interaktionen von Arginin mit Histidin (A), Phenylalanin
(B), Tryptophan (C) und Tyrosin (D). In allen Féallen sind die Winkel relativ gleich
verteilt Gber den gesamten Wertebereich mit leicht unterschiedlichen Maxima.

Flocco und Mowbray konnten zeigen, dass bei kleineren Abstinden zwischen der
Guanidinium-Gruppe und dem aromatischen Ringsystem planare Orientierungen haufiger
vorkommen [122]. Analog dazu konnten Gallivan und Dougherty mit ihren ab initio
Berechnungen zeigen, dass T-stacked Interaktionen zwar starker sind, eine planare
Orientierung jedoch favorisiert wird [123]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Tabelle
18) zeigen keine Praferenz zugunsten von T-stacked Konformationen bei den
Wechselwirkungen von Arginin mit aromatischen Systemen. Dies entspricht nicht den
theoretischen Ergebnissen von Gallivan und Dougherty bei ihren ab initio Berechnungen in
der Gas-Phase [123]. Die Diskrepanz der Daten resultiert auch hier aus der Beschrankung auf
ein rein geometrisches Kriterium, wodurch auch energetisch unglinstige Interaktionen in die

Statistik mit einflieRen.
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Tabelle 18: Prozentuale Verteilungen der Orientierungen der Guanidinium-Gruppe zum
aromatischem Ringsystem
Angegeben sind die prozentualen Anteile der jeweiligen Anordnung im Bezug auf alle
gefundenen Interaktionen von Arginin mit aromatischen Ringsystemen. In der ersten
Zeile der jeweiligen Studie sind alle Ergebnisse zusammengefasst und danach sind die
Aminosaure-spezifischen Anteile angegeben.

Arbeit Typ Planar (y 2 £150°) | Schrag | T-Stacked (60° <y < 120°)
Gesamt 51% 28% 21%
Tyrosin 22% 12% 9%

Crowley [124] | Phenylalanin 17% 11% 8%
Tryptophan5 7% 3% 2%
Tryptophan6 5% 2% 2%
Gesamt 31,5% 30,7% 37,8%
Histidin 4,6% 5,3% 7,6%

Aktuelle Arbeit | Phenylalanin 9,3% 11,3% 11,9%
Tryptophan 5,9% 4,5% 4,9%
Tyrosin 11,7% 9,5% 13,5%

Crowley und Golovin konnten bei den von ihnen gefundenen Interaktionen von Arginin mit
aromatischen Ringsystemen zeigen, dass der Abstand der Masseschwerpunkte fiir T-Stacked
Konformationen groRer sein muss als fir planare Konformationen [123]. Die steigende
Praferenz von T-stacked Anordnungen bei steigendem Abstand, konnte durch eine Analyse
der gefundenen Konformationen in Abhangigkeit vom Abstand der Masseschwerpunkte der
Guanidinium-Gruppe und des aromatischen Ringes (Tabelle 19), nachgewiesen werden.
Dieses Verhalten entspricht den Ergebnissen von Flocco und Mowbray die bei ihren
statistischen Untersuchungen ein &hnliches Verhalten nachweisen konnten [122]. Sie
begriindeten dieses Verhalten mit der Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den
Nni- und Nn2-Atomen des Arginins und dem aromatischen Ring [122]. Des Weiteren
diskutierten sie, dass die planare Orientierung eine Ausrichtung von Arginin-Resten in
katalytisch  aktiven Bereichen von Proteinen ermoéglicht, ohne dabei das

Wasserstoffbrickennetzwerk rund um das Arginin zu beeinflussen [122].
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Tabelle 19: Abstandsabhdngigkeit der Konformation der Arginin-Interaktion mit aromatischen
Systemen
Die Prozentzahlen in Klammern geben den Anteil der jeweiligen Konformation im

dazugehorigen Abstands-Cluster an. Der angegebene Abstand entspricht dem
Abstand zwischen den beiden Masseschwerpunkten.

Abstand Planar | Schrag | T-Stacked
HUAERE S uéﬁz) mg%) m;%)
3.5 Abis 4,0 A (92;2;) ( 612-‘;) (2’77‘1 "
4,0 Abis 4,5 A (5273, ?;) (31312‘;) ( ; ::’)j;)
1469 2281 2078

A5AbISS0A | e 00 | 39,1%) | (35,7%)

1069 2072 3490
(16,1%) | (31,2%) | (52,7%)
847 2227 4100
(11,8%) | (31,0%) | (57,2%)

5,0 A bis 5,5 A

5.5 A bis 6,0 A

2.2.4 mn-n-Wechselwirkungen

Grundlegende Definition

Statistische Studien von Burley und Petsko (34 Strukturen) [85] sowie McGaughey et al. (505
Strukturen) [126] wiesen nach, dass fir n-m-Interaktionen der Maximalabstand der Zentroide
zweier aromatischer Ringe bei 7,5 A liegen muss (Abb. 13). Eine Bestimmung aller
Interaktionen innerhalb eines Abstandsbereiches von 3,0 A bis 12,0 A fir den Datensatz XRD
(Abb. 13 C) stimmte mit den Ergebnissen bisheriger Studien (Abb. 13 A und B) sehr gut
liberein. Die Verteilung enthilt ein (lokales) Maximum im Bereich von 5,0 A bis 6,0 A
(Idealabstand der Interaktionen) sowie ein Minimum bei rund 7,5 A. Es handelte sich
demnach um eine radiale Verteilungsfunktion fiir die McGaughey et al. feststellten, dass bei
Abstinden groRer 7,5 A keine direkten Ring-Ring-Kontakte mehr vorhanden sind [126]. Aus
diesem Grund werden im Folgenden nur noch Interaktionen betrachtet bei denen die

Zentroide der Aminosauren sich in einer raumlichen Nihe von 3,0 A bis 7,5 A befinden.
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Abb. 13: Vergleich der gefundenen n-n-Wechselwirkungen in Abhangigkeit vom Abstand der
Masseschwerpunkte

In der Abbildung sind die Ergebnisse der Studien von McGaughey et al. [126] (A),
Burley und Petsko [85] (B) und der vorliegenden Arbeit (C) zu sehen. Alle drei
Untersuchungen zeigen ein (lokales) Maximum im Bereich von 5,0 A bis 6,0 A, sowie
einen Anstieg der gefundenen Interaktionen bei Abstidnden iiber 7,5 A.

Konformationen von n-r-Wechselwirkungen

Jorgensen und Severance konnten bei der energetischen Berechnung von Interaktionen von
Benzen-Dimeren in der Gas-Phase drei energetisch giinstige Konformationen definieren
[127]. Mit Hilfe eines OPLS-Kraftfeldes, der Nutzung eines kombinierten Coulomb/Lennard-
Jones-Potentials und Monte-Carlo-Simulationen in der Gas-Phase konnten sie die
Interaktionsenergien verschiedener Konformationen berechnen [127]. Die drei energetisch
gunstigsten Konformationen waren dabei T-stacked- (-2,3 kcal/mol), parallel displaced (-2,1
kcal/mol) und um 30° gedrehte sandwich-Konformation (-1,7 kcal/mol) (Abb. 14 a bis C)
[127].
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Abb. 14: Mogliche Konformationen von n-n-Wechselwirkungen
Das Bild zeigt zum einen Stick-Reprasentationen der drei moglichen Konformationen
T-stacked (A), parallel displaced (B) und sandwich (C) von m-nm-Wechselwirkungen
innerhalb von Proteinstrukturen. Die Abbildung (D) wurde der Arbeit von McGaughey
et al. [126] entnommen und angepasst. In ihr ist schematisch dargestellt, wie die
Orientierung der aromatischen Ringe zueinander bestimmt werden kann.

Die energetisch glnstigsten Konformationen bei m-m-Wechselwirkungen kdnnen unter

Verwendung von verschiedenen Winkeln identifiziert werden (Abb. 14 D und Tabelle 20).

Das in der vorliegenden Arbeit genutzte System basiert dabei auf den Festlegungen die

McGaughey et al. fur ihre Analyse von Kristallstrukturen getroffen haben [126]. Am

wichtigsten ist dabei der Winkel y zwischen den Normalen der beiden aromatischen

Ringebenen, der die grundsatzliche Lage der Ringsysteme zueinander charakterisiert [126].

Zur genaueren Differenzierung konnen dann noch die 6-Winkel zwischen den Normalen der

Ringebenen und dem Vektor zwischen den Masseschwerpunkten (Rcn) herangezogen

werden [126]. In Tabelle 20 sind alle moéglichen erlaubten Winkelkombinationen der

verschiedenen Konformationen zusammengefasst.

Tabelle 20: Idealwerte der Winkel bei n-rt -Wechselwirkungen
Interaktionstyp Y 0, 0.
0°<B8;<+30° | 75°<0,<105°
T-Stacki 80° <y < 100°
il i 75°<0,< 105° | 0° <8, < 30°
Sandwich . . | 0°<B6;<£20°
: 0°<y<#35 - -
Parallel displaced +20°< 0:< #45

Abstandsabhdingigkeit der Anordnungen

In einer ausfihrlichen statistischen Studie Uber

mn-rt-Interaktionsnetzwerke

unter

Verwendung eines Datensatzes von 7848 Kristallstrukturen mit einer Sequenzidentitat von
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maximal 90% konnten Chourasia et al. nachweisen, dass die Orientierung von zwei

aromatischen Aminosauren zueinander abhangig von ihrer Zentroid-Distanz ist (Abb. 15)

[128]. Sie untersuchten dabei Netzwerke verschiedener GroRe, beginnend bei Netzwerken,

die aus nur zwei Aminosduren bestanden (2 m) bis hin zu Netzwerken, die zwolf

Aminosauren enthielten (12 m) [128]. Ein dhnliches Verhalten konnten McGaughey et al. bei

der Analyse ihres Datensatzes von 505 nicht-homologen Proteinstrukturen aus der PDB

nachweisen [126].
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Ebenenwinkel verschiedener mn-m-Interaktionsnetzwerke bei verschiedenen

Zentroid-Distanzen [128]

In  der Abbildung sind die Anzahlen von verschiedenen gefundenen
Interaktionsnetzwerken gegen den Ebenenwinkel bei verschiedenen Cutoff-Distanzen
aufgetragen. Die verschiedenen farbigen Linien reprdsentieren die Ergebnisse
verschieden grofRer Netzwerke. Man kann erkennen, dass sich erst ab einem
Mindestabstand von 5,0 A eine Normalverteilung ausbildet. Bei geringeren
Abstanden findet man eine inverse GauR-Verteilung vor.
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Die Verteilungen der y-Winkel in Abb. 16 stellt nahezu eine Reproduktion der Ergebnisse von
Chourasia et al. [128] fir 2n-Systeme dar (Abb. 15). Bei geringen Abstanden von weniger als
4,5 A (Histogramme A bis C) finden sich vor allem parallele Orientierungen mit y-Winkeln
von 0° bis +30°. Erst bei Abstinden von mehr als 4,5 A konnen auch andere Anordnungen
gefunden werden wobei insbesondere die Anzahl an T-stacked Interaktionen (y-Winkel
zwischen 80° und 100°) sehr stark zunimmt. McGaughey et al. konnten mit Hilfe von
Molekiilmechanik-Untersuchungen und RFF1-Energieberechnungen an einem Benzen-Dimer
zeigen, dass die energetischen Minima von parallelen Orientierungen bzw. T-stacked
Interaktionen bei Abstinden der Zentroide von rund 3,5 A bzw. 5,0 A zu finden sind [126].
Dementsprechend bestatigen die hier gefundenen statistischen Abstandsverteilungen diese
energetischen Berechnungen. Alles in allem zeigen diese Ergebnisse, dass bei geringen
Zentroid-Abstanden eine parallele Orientierung der aromatischen Ringe zueinander einer T-

Stacked-Orientierung eher auftritt.
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Abb. 16: Ebenenwinkel in Abhangigkeit vom Abstand der Masseschwerpunkte (XRD)

Die neun Histogramme zeigen die Verteilung der berechneten y-Winkel fiir
verschiedene 0,5 A groRe Distanzklassen von 3,0 A bis 7,5 A. Es ist klar eine Praferenz
von parallelen Konformationen fiir kleine Abstdnde (A bis C) zu erkennen. Bei
Abstinden von mehr als 4,5 A steigt die Anzahl an anderen Konformationen.
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Statistische Auswertung

Ein Vergleich der statistischen Auswertung der gefundenen n-ni-Interaktionen innerhalb des
Datensatzes XRD mit den Daten von Chourasia et al. [128] zeigt relativ starke Ahnlichkeiten
(Tabelle 21). Es wurde allerdings ein leicht geringerer Anteil Histidin und Tyrosin sowie ein
erhohter Anteil von Tryptophan im Vergleich zu den Literaturergebnissen gefunden. Im hier
genutzten Datensatz setzten sich die aromatischen Aminosauren aus 20% Histidin, 35%
Phenylalanin, 13% Tryptophan und 32% Tyrosin zusammen (Tabelle A.1). Dementsprechend
resultieren die Unterschiede zwischen den aktuellen Ergebnissen und denen von Chourasia
et al. [128] sehr wahrscheinlich nur aus den Zusammensetzungen der Datensatze.

Die Daten in Tabelle 21 zeigen zusatzlich, dass nur rund 20% aller gefundenen m-m-
Wechselwirkungen eine der drei energetisch glinstigsten Konformationen annehmen. Jaffe
und Smith konnten mit Hilfe von quantenmechanischen Berechnungen von Benzen-Dimeren
nachweisen, dass sowohl sandwich- als auch T-stacked-Konformationen Sattelpunkte eines
Niedrig-Energie-Ubergangs zwischen verschiedenen parallel-displaced Konformationen
darstellen (Abb. A. 6) [129]. Dementsprechend kénnen auch die Konformationen in den
Ubergangsbereichen der energetischen Minima (T-stacked, sandwich und parallel displaced)
als energetisch glinstig angesehen werden [129]. Das heilt die oben beschriebenen Winkel-
Kriterien (Tabelle 20) kénnen zwar zur Identifizierung der Konformation genutzt werden,

sollten aber kein Ausschluss-Kriterium darstellen.
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Tabelle 21: Vorkommen von aromatischen Aminosauren in n-n-Wechselwirkungen
Die Prozente geben die Haufigkeit an, mit der die jeweilige Aminosdaure an den
Interaktionen beteiligt ist. Flir den Datensatz XRD sind die Ergebnisse fiir alle
Interaktionen sowie die Anordnungen nach Anwendung der Winkelkriterien aus
Tabelle 20 angegeben. Letztere sind in Spalte 7 nochmals zusammengefasst.
Aminosiure Chourasia XRD XRD XRD XRD XRD
[128] Komplett | sandwich | T-stacked | p. displaced | Summe*
Histidin 13849 19994 665 1243 2960 4868
(22%) (16,5%) (29,3%) (10,9%) (23,2%) (18,4%)
Phenylalanin 23686 46182 671 4834 4544 10049
(37%) (38,0%) (29,6%) (42,5%) (35,5%) (38,0%)
Tryptophan 4208 17061 345 1983 1609 3937
(6%) (14,0%) (15,2%) (17,4%) (12,6%) (14,9%)
Tyrosin 22417 38227 585 3309 3671 7565
(35%) (31,5%) (25,8%) (29,1%) (28,7%) (28,6%)

Kombinationen aromatischer Aminoséuren

Anjana et al. untersuchten ausgehend von einem Datensatz bestehend aus Kristallstrukturen

und NMR-Strukturen (insgesamt 12206) mit einer maximalen Sequenzidentitdt von 90%

mogliche Kombinationen von aromatischen Aminosduren bei n-n-Wechselwirkungen [130].

Die Analyse dieser Kombinationen in der vorliegenden Arbeit produzierte relativ dhnliche

Ergebnisse (Tabelle 22). Die Daten von Anjana et al. beziehen sich nur auf bestimmte, nicht

ndaher definierte Ebenenwinkel [130]. Etwaige Unterschiede zu den Ergebnissen der

vorliegenden Arbeit resultieren dann sehr wahrscheinlich aus dieser Auswahl (Tabelle der

Originalliteratur enthalt ~85000 Interaktionen von ~186000 gefundenen Interaktionen).

4 #Summe = #sandwich + #T-stacked + #parallel displaced
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Statistische Auswertung moéglicher Kombinationen von aromatischen Interaktionen

Die Prozentzahlen geben den Anteil der jeweiligen Kombination an allen gefundenen
Kombinationen an. Fiir den Datensatz XRD sind die Ergebnisse fiir alle Interaktionen
(nur Abstandskriterium) sowie die drei energetisch giinstigsten Konformationen
(Winkelkriterien nach Tabelle 20) angegeben. Letztere sind in Spalte 7 nochmals

zusammengefasst.
combination | AMiana | XRD XRD XRD XRD XRD
[130] | Komplett | Sandwich | T-Stacked | P. displaced | Geometrie

e 5008 | 4397 73 81 304 458
6,2%) | (59%) | (9,9%) | (2,0%) (7,2%) (5,1%)

His-Phe 7660 | 4692 90 283 384 757
9,5%) | (6,3%) | (12,2%) | (7,2%) (9,1%) (8,5%)

HisTr 2791 | 2329 76 103 283 462
P (3,5%) | (3,1%) | (103%) | (2,6%) (6,7%) (5,2%)

s Tor 6304 | 4886 87 177 458 722
y (7,8%) | (6,6%) | (11,8%) | (4,5%) (10,9%) (8,1%)
ohe-Phe 15055 | 20710 113 1145 994 2252
(18,7%) | (27,8%) | (15,4%) | (29,0%) | (23,6%) (25,3%)

ohe.Tr 9217 | 6529 29 449 298 776
P (1,4%) | (88%) | (39%) | (11,4%) (7,1%) (8,7%)
ohe-Tur 18762 | 13534 148 687 682 1517
y (23,3%) | (182%) | (20,1%) | (17,4%) | (16,2%) (17,0%)
TroTr 1931 | 2716 18 264 91 373
s 2,4%) | 3,6%) | 24%) | (67%) (2,2%) (4,2%)
oo Tur 6731 | 4558 37 239 211 487
p-1y 83%) | (6,1%) | (50%) | (6,0%) (5,0%) (5,5%)
TvrTer 7217 | 10209 65 527 507 1099
yrly 8,9%) | (13,7%) | (8,8%) | (13,0%) | (12,0%) (12,3%)

2.2.5 Hydrophobe Wechselwirkungen

Identifizierung von hydrophoben Wechselwirkungen

Das eine Wechselwirkung zwischen zwei Atome die sich in einer raumlichen Nahe von 3,0 A

bis 6,5 A befinden méglich ist, wurde von Li et al. anhand von statistischen Auswertungen

von Kristallstrukturen nachgewiesen [131]. Bei der Analyse der Abstandsverteilung konnten

sie zwei Maxima fur Abstinde von 4,05 A und 5,35 A finden. Sie diskutierten, dass diese

Abstdande identisch zu den Energieminima quantenmechanischer Berechnungen des CCSD-

Potentials (coupled cluster single and double excitation Potential) [132] eines Ethan-Dimers

[133] waren. Anhand der erhaltenen potentiellen Energien von -0,27 kcal/mol bzw. -0,13

kcal/mol

kamen sie zu dem Schluss,

dass der Energiebeitrag von hydrophoben
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Wechselwirkungen zwar relativ klein sei, aufgrund der groBen Anzahl von Interaktionen
jedoch einen wichtigen Beitrag zur Stabilisierung des Proteins beitragt [131].

In der vorliegenden Arbeit wurden hydrophobe Wechselwirkungen unter Anwendung dieses
Abstandskriteriums durch einfache Abstandsmessungen zwischen zwei Atomen
hydrophober Aminosaure-Seitenketten (Tabelle 23) quantitativ bestimmt. Hydrophobe
Cluster wurden mit Hilfe einer doppelten Suche innerhalb von k-d Baumen [134] identifiziert.
Dabei wurde eine k-d-Suche fiir alle Atome hydrophober Seitenketten durchgefiihrt und fiir

jedes gefundene Nachbar-Atom eine erneute Suche gestartet (siehe Abschnitt 6.2).

Tabelle 23: Genutzte Atome zur Bestimmung von hydrophoben Interaktionen
Aminosaure | Genutzte Atome
Alanin CB
Isoleucin CB, Cy1, Cy2
Leucin CB, Cy, Cb,, Cb,

Methionin CB, Cy, S§, Ce

Phenylalanin | CB, Cy, C6;, C&,, Ce4, Ce;, CT
Tryptophan | CB, Cy, C&1, C6,, Ce;,, Ces, Cl,, CTs, Cn:2
Tyrosin Cﬁ, CV, C61, C52, Ces, Cey, CZ

Valin CB, Cy1, Cy2

Interaktionskombinationen

Um bestimmen ob bestimmte Aminosauren besonders haufig miteinander wechselwirken,
wurde eine statistische Analyse aller moglichen Kombinationen durchgefiihrt. Die
paarweisen Korrelationen in Tabelle 24, berechnet anhand der Formeln (16) bis (19) in
Abschnitt 6.4, machen deutlich, dass es nur sehr wenige préaferierte Kombinationen
innerhalb der Datensatze gibt. Lediglich die Kombinationen Ala/Ala, Trp/Trp, Tyr/Trp, Tyr/Tyr
und Met/Met findet man signifikant haufiger vor als zu erwarten war. Bei den
Kombinationen Trp/Trp, Tyr/Trp sowie Tyr/Tyr handelt es sich sehr wahrscheinlich um m-mt-
Wechselwirkungen, deren Bindungsenergie mit ~-2,0 kcal/mol [127] deutlich glnstiger als

die ~-0,2 kcal/mol einer hydrophoben Wechselwirkung ist [131].
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Tabelle 24: Statistische Auswertung von Kombinationen hydrophober Wechselwirkungen der
Datensatze XRD, MBD und SMD
Die Zahlen geben die paarweisen Korrelationen berechnet anhand der Methode von
Lifson und Sander [135] (siehe auch Formeln (16) bis (19) in Abschnitt 6.4) an. Jeder

Wert gibt dabei an ob eine Kombination haufiger (> 1) oder seltener (< 1) als zu
erwarten vorkommt. Signifikant sind Werte < 0,8 oder > 1,2.

Ala lle | Leu | Met | Phe | Trp | Tyr | Val
Ala | 1,27
lle 0,92 (1,12
Leu | 0,95 | 1,00 | 1,10
Met | 1,00 ( 0,97 | 0,92 | 1,52
Phe | 0,89 ( 0,99 | 0,98 | 1,07 | 1,10
Trp (0,97 10,90 (0,94 |1,04]1,06 (1,49
Tyr (1,01]1097(0,89 (1,06 1,07 (1,22 | 1,24
Val |[1,01]1,02(0,98|094(0,95(0,92]0,95 ]| 1,10

Hydrophobe Cluster

Kalinowska et al. konnten bei einer Analyse eines reprasentativen Datensatzes von
Proteinstrukturen, basierend auf dem von Devlin vorgeschlagenen Datensatz [136], zeigen,
dass nahezu alle Proteinklassen einen hydrophoben Kern besitzen [137]. Sie nutzten dabei
die fuzzy oil drop Methode [138, 139] die auf der von Kauzmann entwickelten oil drop
Methode [140] basiert und mit Hilfe von drei-dimensionalen Gaulverteilungen den
hydrophoben Kern von Proteinen von der hydrophilen Hiille differenzieren kann [137]. Sie
schlossen aus ihren Ergebnissen, dass hydrophobe Kerne ein essentielles strukturelles
Merkmal von Proteinstrukturen sind. Aus diesem Grund wurde der Datensatz XRD auf
hydrophobe Cluster untersucht.

Die Ergebnisse der Analyse von hydrophoben Clustern (Tabelle 25) konnte zeigen, dass
knapp zwei Drittel aller gefundenen Cluster aus zehn oder weniger Aminosauren bestehen
(66,6%). Am haufigsten sind dabei Gruppen von drei, vier oder finf Aminosauren die sich zu
einem hydrophoben Cluster zusammenlagern. Bei diesen kleineren Clustern handelt es sich
moglicherweise um Bereiche innerhalb von ungeordneten Regionen der Proteinstruktur
oder um kleinere B-Faltblatter. Die groRen Cluster (mehr als 25 Aminosauren) reprasentieren

die hydrophoben Kerne von Proteinstrukturen.

44



Strukturbiologische Parameter

Tabelle 25: Hydrophobe Cluster im Datensatz XRD

In der Tabelle sind samtliche gefundenen hydrophoben Cluster des Datensatzes XRD
zusammengefasst. Der Cluster-Name entspricht der Anzahl an unterschiedlichen
Aminosauren die in einem Cluster vorkommen. Cluster mit einer GréRe von mehr als
25 Aminosauren wurden zusammengefasst.

Cluster # % | Cluster # % | Cluster # % | Cluster # %
2 30186 | 5,6 | 9 32233 [ 6,0 | 15 16282 | 3,0 | 21 5222 | 1,0
3 50613 [ 9,4 | 10 30186 | 5,6 | 16 14030 | 2,6 | 22 4133 10,8
4 50381 (9,4 | 11 27037 | 5,0 | 17 11468 | 2,1 | 23 3215 | 0,6
5 47155 | 8,8 | 12 23428 | 4,4 | 18 9839 (1,8]|24 2694 | 0,5
6 43588 | 8,1 | 13 21444 [ 4,0 | 19 8192 | 1,5| 25 1985 | 0,4
7 39036 7,3 | 14 18496 | 3,4 | 20 6507 | 1,2]26-45 | 5797 | 1,1
8 35130 | 6,5

2.2.6 Wasserstoffbriicken des Protein-Riickgrates

Wasserstoffbricken zwischen den Atomen des Proteinriickgrates sind essentiell fir die
Ausbildung von Sekundarstrukturen und liefern einen groBen Beitrag zur Faltung des
gesamten Proteins [141]. Da in in-silico generierten Proteinstrukturmodellen oder
experimentell aufgeklarten Proteinstrukturen oftmals Wasserstoff-Atome fehlen [142],
musste ein vereinfachter Ansatz zur Bestimmung von Wasserstoffbriicken genutzt werden.
Am effektivsten erwies sich der Ansatz von Tosatto [143], bei dem eine Wasserstoffbriicke
zwischen den Atomen des Proteinriickgrates nur anhand von drei Abstandskriterien
identifiziert werden kann (Abb. 17). Dabei missen sich ein Carbonyl-Sauerstoff und ein
Stickstoff-Atom (d(O,N)) in raumlicher N3he von 2,0 A bis 4,0 A befinden. Zusatzlich muss der
Abstand zwischen Carbonyl-Kohlenstoff und Stickstoff (d(C,N)) groRer als der Abstand von
Carbonyl-Sauerstoff und Stickstoff sein. Analog muss der Abstand zwischen Carbonyl-
Sauerstoff und dem Coa-Atom der Partneraminosaure (d(O,CA)) groRer als der Abstand

zwischen Carbonyl-Sauerstoff und Stickstoff sein.
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Abb. 17: Distanzkriterien zur Bestimmung von Wasserstoffbriicken

Die Abbildung zeigt schematisch die Abstandskriterien von Wasserstoffbriicken des
Rickgrates. Fiir eine Wasserstoffbriicke muss als erstes d(O,N) zwischen 2,0 A und
4,0 A liegen und auBerdem miissen d(O,CA) und d(C,N) groRer sein als d(O,N).

Ausgehend von diesem vereinfachten Bestimmungsansatz wurden samtliche Datensatze auf
Wasserstoffbriicken Gberprift. Dabei wurde fiir jede Wasserstoffbriicke zusatzlich der C-O-
N-Winkel berechnet. In Abb. 18 sind die berechneten O-N-Abstande und C-O-N-Winkel in
Form von Histogrammen zusammengefasst. Bei den Abstdanden ist ein klares Maximum von
3,0 A erkennbar was mit der Standardlinge einer Wasserstoffbriicke komplett
Ubereinstimmt [144]. Bei den C-O-N-Winkeln sind zwei Maxima im Bereich von ~110° und
~155° erkennbar. Des Weiteren gibt es keine Winkel unterhalb von 80°, da fiir einen solchen
Winkel der Abstand zwischen dem Stickstoff-Atom und dem Carbonyl-Kohlenstoff (d(C,N))
kleiner sein misste als der Abstand zwischen Carbonyl-Sauerstoff und dem Stickstoff-Atom

(d(N,O) (siehe Abb. A. 7).

300000 0O-N-Abstande XRD 90000 C-O-N-kae} XRD
— 80000}
250000/ 70000!
_200000| _ 60000
= < 50000

o o
E150000. 340000.
100000 30000/
20000/
50000/ 10000|
% 2 2 o e %" e g5 g5 g g
Abstande O-N [A] C-O-N-Winkel [¢]
Abb. 18: Abstinde und Winkel von Wasserstoffbriicken des Datensatzes XRD

Die Abbildung zeigt die Histogramme der O-N-Abstande (A) sowie der C-O-N-Winkel
(B) aller gefundenen Wasserstoffbriicken des Datensatzes XRD. Bei den Abstdnden ist
ein klares Maximum von 3,0 A erkennbar, wihrend bei den Winkeln zwei Maxima
von ~110° und ~ 150° sichtbar sind.

Eine Analyse der Sequenzseparationen der Wasserstoffbriicken (Abb. 19 und Tabelle A.2)

zeigt, dass rund 80% aller gefundenen Wasserstoffbriicken eine Sequenzseparation von 6
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oder weniger Aminosauren aufweisen. Da die Strukturen einen helikalen Anteil von rund
35% sowie einen Coil-Anteil von rund 42% aufweisen ist dies nicht verwunderlich. Die
groReren Sequenzabstdnde resultieren zu groRen Teilen aus B-Faltblattern deren Strange
eine  hohe Sequenzseparation aufweisen. Eine genauere Betrachtung der
Sequenzseparationen von mehr als 50 Aminosauren (Tabelle A.2) zeigt, dass es zwar relativ
viele weit voneinander entfernte (im Bezug auf die Sequenz) Partner gibt, jedoch der
GroRteil in einem Bereich bis maximal 400 Aminosduren zu finden ist. Dementsprechend
existieren nur sehr wenige groRe Proteine (mehr als 1000 Aminosauren) bei denen es eine
Interaktion von N- und C-Terminus gibt. Wahrscheinlich handelt es sich bei den gréReren

Proteinen um Multi-Doméanen-Proteine, deren Termini sich nicht raumlicher Nahe befinden.
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Abb. 19: Sequenzseparationen aller gefundenen Wasserstoffbriicken des Datensatzes XRD

Die drei Diagramme zeigen die Anzahl an Wasserstoffbriicken mit bestimmten
Sequenzseparationen. In (A) sind kurze, in (B) mittlere und in (C) lange
Interaktionsdistanzen zusammengefasst. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden in
(C) die Werte in Bins 4 50 Aminosduren zusammengefasst.
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2.3 Sekundarstrukturen

Seit der Entdeckung von a-Helices und B-Strangen durch Pauling und Corey [2—4] spielen
Sekundarstrukturen bei der Betrachtung von Proteinstrukturen eine essentielle Rolle.
Aufgrund ihrer Bedeutung fiir die gesamte Faltung eines Proteins [141] wurden Algorithmen
entwickelt, mit deren Hilfe sie anhand von Atomkoordinaten zugewiesen werden kénnen
[145-148]. Seit der Entwicklung von DSSP [145] wurden immer wieder neue Programme wie
PREDATOR [147, 148], Stride [146], PALSSE [149], KAKSI [150] oder P-SEA [151] publiziert
und ihre Ergebnisse miteinander verglichen [152]. In der vorliegenden Arbeit wurde
ebenfalls ein Zuweisungsmechanismus etabliert (siehe Abschnitt 6.3), mit dessen Hilfe eine

verbesserte Untersuchung von Sekundarstrukturen ermaoglicht werden sollte.
2.3.1 Bestehende Zuweisungsalgorithmen

Problemstellung

Das Ziel von Zuweisungsmechanismen ist es, ausgehend von den Atomkoordinaten einer
Proteinstruktur verschiedene Sekundarstrukturelemente zu identifizieren [153]. Um dies zu
ermoglichen, gibt es kein einheitliches Konzept, sondern es wurden immer wieder neue
Programme entwickelt, um verschiedenen Aspekten von Sekundarstrukturen Rechnung zu

tragen [153].

DSSP

Das von Kabsch und Sander entwickelte Programm DSSP [145] ist eines der am meisten
genutzten Programme, wenn es um die Zuweisung von Sekundarstrukturen geht [150]. Die
Zuweisung beruht dabei auf Wasserstoffbriicken des Proteinriickgrates und nutzt ein

Coulomb-Energiepotential zur Bestimmung energetisch glinstiger Wasserstoffbriicken [153].

1 1 1 1

E=199:Cony T rcm " 70  rChy (2)

In der von Lifson et al. [154] postulierten Formel zur Berechnung der Energie einer
Wasserstoffbriicke (Formel (2)) steht f fur den Dimensionsfaktor (332 (A kcal)/(e2 mol)), 61
(0,42e) und 6; (0,20e) fir die Polarladungen der beiden beteiligten Gruppen und r(AB) fir
den Abstand zwischen Atom A und Atom B [152]. Das Programm erkennt eine

Wasserstoffbriicke erst dann an, wenn die berechnete Energie kleiner als -0,5 kcal/mol ist

49



Strukturbiologische Parameter

[153]. Da in Kristallstrukturen oftmals die notigen Wasserstoff-Atome fehlen [142], nutzt
DDSP ungefdhre Positionen [153]. Dabei wird angenommen, dass die C-O-Doppelbindung
und die N-H-Bindung des Partners parallel verlaufen [153]. Die Position des Wasserstoffes
wird dann durch die Nutzung eines Vektors mit einer Linge von 1A, der Linge einer N-H-
Bindung [155], und der Richtung der C-O-Doppelbindung extrapoliert [153]. Durch die
Verwendung des Stickstoff-Atoms als Start-Punkt dieses Vektors kann dann die Position des
Wasserstoff-Atoms bestimmt werden [153].

Ausgehend von den gefundenen Wasserstoffbriicken identifiziert DSSP insgesamt acht
verschiedene Sekundarstrukturen in insgesamt vier Kategorien. Die erste Kategorie umfasst
die sogenannte Turn-Konformation, die Wasserstoffbriicken zwischen Aminosaure i und
Aminosaure i+n beinhaltet [152]. Bei mindestens zwei aufeinanderfolgenden Aminosduren
mit diesem Wasserstoffbriicken-Muster geht das Programm von einer helikalen Struktur aus
[153]. Fur eine a-Helix (H) missen es zwei Aminosdauren mit dem Muster i/i+4, fur eine 310-
Helix (G) zwei Aminosduren mit dem Muster i/i+3 und fiir eine n-Helix (1) zwei Aminosduren
mit dem Muster i/i+5 sein [153]. Samtliche Aminosduren, die ein i/i+n
Wasserstoffbriickenmuster aufweisen und nicht in Helices liegen werden dann als Turn (T)
angesehen [153]. In der zweiten Kategorie werden Wasserstoffbriicken zwischen zwei nicht-
uberlappenden, drei Aminosdure langen Strangen (i-1/i/i+1 und j-1/j/j+1) betrachtet [152].
Diese Strange formen eine parallele Briicke, wenn es zwei Wasserstoffbriicken der Form i-1/j
und j/i+1 oder der Form j-1/i und i/j+1 gibt [152]. Eine anti-parallele Briicke wird dann
gebildet, wenn es zwei Wasserstoffbriicken der Form i/j und j/i oder i-1/j+1 und j-1/i+1 gibt
[152]. Einzelne Briicken werden als B (Bridge) gekennzeichnet und aufeinanderfolgende
Bricken bilden sogenannte Leitern, die dann als B-Faltblatter (E) identifiziert werden kénnen
[152]. Fir die dritte Kategorie berechnet DSSP den Winkel Cai.>- Caj- Caix2 und markiert
etwaige noch nicht zugewiesenen Aminosauren als Bend (S) [152]. In der letzten Kategorie
werden dann alle restlichen Aminosauren zusammengefasst und als Coil (C) gekennzeichnet

[152].

Stride

Das von Frishman und Argos entwickelte Programm Stride [147, 148] arbeitet mit einem
ahnlichen Prinzip wie DSSP [153]. Die Wasserstoffbriickenenergie wird dabei jedoch nicht
Uber einen Coulomb-Ansatz [154] sondern Uber einen empirischen Ansatz [156, 157]
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berechnet. Diese Energie ist dabei abhangig von der N-O-Bindungsenergie und drei
verschiedenen Bindungswinkeln [153]. Zusatzlich nutzt das Programm noch Phi/Psi-
Torsionswinkel und berechnet Wahrscheinlichkeiten fiir Helices und Strange anhand der
Abstande der berechneten Torsionswinkel zu den jeweiligen Regionen im Ramachandran-
Plot [153].

Die Definition einer a-Helix (H) erfolgt analog zu DSSP (zwei aufeinanderfolgende
Aminosauren mit i/i+4 Wasserstoffbriicken) [153]. Diese Definition wird an den Randern der
Helices aufgeweicht um Aminosduren, die zwar die Torsionswinkelkriterien erfiillen aber
nicht ins Wasserstoffbriickenmuster passen, ebenfalls einzuschlieRen [152]. Fir 310-Helices
(G) und m-Helices (1) wird ein identisches System (Wasserstoffbriicken i/i+3 fur G und i/i+5
fir i) verwendet [152]. Als B-Strange (E) werden Bereiche von mindestens zwei
aufeinanderfolgenden Aminosduren gekennzeichnet, die mindestens eine von filinf
moglichen Wasserstoffbriickenmustern annehmen [153]. Einzelne Briicken werden hier
ebenfalls mit einem B markiert [152]. Die Zuweisung von Turns (T) erfolgt aufgrund der
Phi/Psi-Torsionswinkel [152] und folgt den Definitionen von Richardson [158] sowie Wilmot
und Thornton [159]. Wenn keines der genannten Kriterien erfillt wurde, wird die

entsprechende Aminosaure als Coil (C) gekennzeichnet [153].

P-SEA

Das Programm P-SEA von Labesse et al. weist Sekundarstrukturen nur anhand der
Koordinaten von Ca-Atomen zu [151]. Dabei werden nur Helices (Mindestlange fiunf
Aminosauren), Strange (Mindestlange drei Aminosduren) und Coil Regionen zugewiesen
[153]. Die Zuweisung erfolgt dabei aufgrund der Abstandkriterien d2i (Abstand von Cai.1 zu
Cai+1), d3i (Cai1 zu Cais2) und d4i (Cai-1 zu Caiss) sowie dem Winkel 1 (Cai-1- Cai- Cai+1) und
dem Torsionswinkel a; (Cai-1- Cai- Catisa- Catis2) [151].

Eine Helix ist dann definiert als ein Bereich von mindestens fiinf Aminosauren, in dem jede
Aminosaure entweder die Abstandkriterien d3i und d4i oder die Winkel-Kriterien i und a; fur
Helices (Tabelle 26) erfillt [151]. Dieser Bereich kann an den Randern um eine Aminosaure
erweitert werden, wenn diese entweder das Abstandkriterium d3i oder das Winkel-

Kriterium t; fur Helices erfallt [151].
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Tabelle 26: Von P-SEA genutzte Kriterien zur Zuweisung von Sekundarstrukturen [151]
Kriterium Helix Strang
Winkel t 89°+12° 124° + 14°
Torsionswinkel a | 50° + 20° -170° £ 45°
Abstand d2i 55A+05A(67A206A
Abstand d3i 53A+05A[99A+09A
Abstand d4i 64A+06A|124A+11A

Flr einen B-Strang missen mindestens drei aufeinanderfolgende Aminosauren entweder die
Abstandkriterien d2i, d3i und d4i oder die Winkelkriterien ti und a; fiir Strange (Tabelle 26)
erfillen [151]. Auch hier ist eine Verlangerung an den Enden moglich, wenn die
entsprechenden Aminosauren das Abstandkriterium d3i fiir Strange einhalten [151]. Strange
mit einer Lange von drei Aminosdauren werden nur dann akzeptiert, wenn sie Teil eines
groReren Faltblattes sind [151]. Dies wird durch die Bestimmung von Ca-Kontakten (Abstand
4,2 A bis 5,2 A) zu umliegenden Aminosauren Uberpriift [151]. Nur wenn die drei
Aminosauren im Strang in der Summe mindestens fiinf Kontakte ausbilden, wird er als Teil

eines Faltblattes angesehen [151].

KAKSI

Analog zum Programm P-SEA [151] nutzt auch das Zuweisungsprogramm KAKSI von Martin
et al. Ca-Abstandskriterien [150]. Fur Helices werden die Abstande i/i+2, i/i+3, i/i+4 und i/i+5
beachtet wobei noch eine Unterscheidung zwischen Aminosduren im Kern und an den
Randern der Helix getroffen wird [150]. Im Gegensatz dazu werden fiir Strange Abstinde
innerhalb eines Stranges (i/i+2) sowie Abstdnde zwischen zwei Strangen i und j (i+1/j+1, i/j
oder i/j+2, i+2/j+1) als Zuweisungsgrundlage genutzt [150]. Zusatzlich zu den Ca-
Abstandberechnungen definierten Martin et al. noch Phi/Psi-Karten, die spezifische
Torsionswinkel fur Helices bzw. Strange enthielten [150].

Die Zuweisung der einzelnen Sekundarstrukturen erfolgt dann nach einem heuristischen
Verfahren, wobei flir Helices Abstands- oder Torsionswinkelkriterien und fiir Strange
Abstands- und Torsionswinkelkriterien erfiillt sein miissen [150]. Etwaige nicht als Helix
definierte Knicke in Helices werden dann unter Berechnung des Unterschiedes der

Torsionswinkelpaare von zwei aufeinanderfolgenden Aminosauren j/j+1 ausgeglichen [150].

Das Problem des Zustandsmodells
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Ein Vergleich der Ergebnisse von verschiedenen Zuweisungsprogrammen wird durch die
unterschiedlichen Zustandsmodelle erschwert. Wahrend DSSP acht verschiedene
Sekundarstrukturen zuweist [145], definiert Stride sieben Zustande [146] und P-SEA [151]
sowie KAKSI [150] nutzen sogar nur drei Zustande. Cuff und Barton konnten fir die
Uberpriifung von Sekundérstrukturvorhersage-Programmen nachweisen, dass die
Verwendung von unterschiedlichen Reduktionsmethoden (Umwandlung von acht Zustdanden
in drei oder vier Zustiande) einen groBen Einfluss auf die erhaltenen Ergebnisse hat [160].
Dementsprechend ist es nur logisch, dass ein solcher Einfluss auch beim Vergleich von

Sekundarstrukturzuweisungsprogrammen untereinander vorhanden ist.
2.3.2 Vergleich verschiedener Zuweisungsalgorithmen

Far alle Strukturen des Datensatzes XRD wurden Sekunddrstrukturen mit dem neu
entwickelten Algorithmus (siehe Abschnitt 6.3) und den Programmen DSSP, Stride, P-SEA
sowie KAKSI (siehe Abschnitt 6.5 flir mehr Informationen Uber die Zustandsreduktion)
zugewiesen. Zusatzlich wurden, wenn moglich, die Angaben der Autoren zu
Sekundarstrukturen aus den pdb-files entnommen. Die so erhaltenen Ergebnisse wurden

dann detailliert miteinander verglichen.

Kurzer Uberblick dlterer Studien

Als Vergleichsgrundlage der erhaltenen Ergebnisse dienten drei dltere Studien, die im
Folgenden kurz erlautert werden sollen. Der erste Vergleich wurde mit der Studie von Martin
et al. [150] durchgefiihrt, die im Zuge der Prasentation ihres neuen Programms KAKSI bereits
bestehende Mechanismen miteinander verglichen. Etwaige Unterschiede bestimmten sie
dabei von prozentualen Ubereinstimmungen zwischen den Zuweisungsprogrammen DSSP,
Stride, P-SEA, KAKSI sowie den Autorenangaben [150]. Dazu nutzten sie drei verschiedene
Datensatze mit Kristallstrukturen (689 Strukturen mit Auflésung <1,7 A, 624 Strukturen mit
Auflosung zwischen 1,7 A und 3,0 A sowie 332 Strukturen mit Auflésung > 3,0 A) sowie einen
NMR-Datensatz [150]. Fiur alle vier Datensdtze definierten sie eine maximale
Sequenzidentitat von 30% [150].

Zhang et al. verglichen die Programme DSSP, Stride, P-SEA und KAKSI anhand von 416
strukturell alignierten Proteinpaaren miteinander [161]. Das Alignment fiihrten sie dabei mit
Hilfe von CA-Aligner [162] sowie der FSSP-Datenbank [163] durch, da beide Programme nicht
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auf Sekundarstrukturen bei der Erstellung des Alignments zurlickgreifen [161]. Der so
erhaltene Datensatz wies eine maximale Sequenzidentitat von 29,6% auf und alle Vergleiche
erfolgten anhand von prozentualen Ubereinstimmungen [161].

Zu Letzt wurden die erhaltenen Ergebnisse mit einer Untersuchung von Cao et al. [164]
verglichen. Auch hier fand ein Vergleich von DSSP, Stride, P-SEA und KAKSI anhand eines
Datensatzes von 2817 Kristallstrukturen mit einer Sequenzidentitat von maximal 30% statt
[164]. Der allgemeine Vergleich der Zuweisungsprogramme erfolgte erneut anhand von
prozentualen Ubereinstimmungen [164]. Zusatzlich verglichen Cao et al. noch die Zuweisung
von Helices und Strangen mit Hilfe des SOV-Scores, der die Ubereinstimmung der Zuweisung

zweier Fragmente beschreibt [165, 166].

Ablauf des Vergleichs

Um die verschiedenen Zuweisungsalgorithmen mit dem neu-entwickelten Mechanismus
(siehe Abschnitt 6.3) sowie den Autorenangaben zu vergleichen, wurden samtliche
Strukturen des Datensatzes XRD einer Zuweisung mit Hilfe der Programme DSSP, Stride, P-
SEA und KAKSI unterzogen (siehe Abschnitt 6.5 fiir mehr Informationen (iber die Programme
und die genutzte Zustandsreduktion). Zusatzlich wurden die von den Autoren bestimmten
Sekundarstrukturen den pdb-files (wenn vorhanden) entnommen. Ein Vergleich der
verschiedenen Ergebnisse fand dann nur fir Strukturen (5536), fir die alle sechs
Zuweisungen vorhanden waren, statt.

Der Vergleich der einzelnen Methoden untereinander erfolgte dann anhand der
prozentualen Ubereinstimmung der gefundenen Sekundarstrukturen. Dabei wurde ein Drei-
Zustandsmodell (Helix, Strang, Coil) genutzt. Ubereinstimmungen von Helices und Stringen
wurden ebenfalls in Form von prozentualen Anteilen bestimmt, wobei fiir jeden Vergleich

zwei Werte bestimmt wurden (Formel (3)).

H
Nig

%H = 3
N}I)-Img ( )

In Formel (3) stehen N4 flr die Anzahl an identischen Helix-Zuweisungen und NHpog flir die
Anzahl an Helix-Zuweisungen der einzelnen Programme (DSSP, Stride, P-SEA, KAKSI, VAProTS
sowie Autorenangaben). Jeder Vergleich wurde (iber den gesamten Datensatz durchgefiihrt,

um eine Gesamt-Ubereinstimmung zu bestimmen.

Sekundédirstrukturgehalt
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In einem ersten Schritt wurden die von den verschiedenen Programmen bestimmten Anteile
von Helices und Strangen im Datensatz XRD miteinander verglichen. Die Daten in Tabelle 27
zeigen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sehr gut mit denen von Martin et al.
[150] Ubereinstimmen. Auffillig ist, dass P-SEA deutlich weniger Helices zuweist als die
anderen Programme, wahrend bei den Autorenangaben der Helix-Anteil deutlich Gber den
Ergebnissen der verschiedenen Programme liegt. Der erhéhte Anteil an Helices konnte aus
einer detaillierteren Analyse der Strukturen durch die Autoren im Vergleich zur reinen

informatischen Berechnung der Sekundarstrukturen durch die Programme resultieren.

Tabelle 27: Sekundarstrukturgehalt des Datensatzes XRD bestimmt mit verschiedenen

Programmen

In der Tabelle sind die prozentualen Anteile von Helices und Strangen im Datensatz
XRD im Vergleich zu den Daten von Martin et al. [150] gezeigt. Die Anteile wurden
mit Hilfe verschiedener Programme bestimmt bzw. direkt den pdb-files entnommen

(Autorenangabe).

Martin [150] | Aktuelle Arbeit
Programm = -

Helix | Strang | Helix | Strang
DSSP 35,9% | 22,5% | 36,5% | 23,5%
Stride 36,4% | 22,6% | 37,6% | 22,9%
P-SEA 32,1% | 23,7% | 33,0% | 24,9%
KAKSI 36,8% | 22,0% | 38,5% | 23,4%
Autor 40,5% | 20,3% | 42,4% | 21,8%
VAProTS 35,6% | 22,1%

Allgemeiner Vergleich der Zuweisungsprogramme

In einem ersten Schritt wurde analysiert, wie stark der neue Zuweisungsalgorithmus mit
bereits bekannten Programmen Ubereinstimmt. Dazu wurden Ergebnisse des neuen
Programms mit denen von DSSP, Stride, KAKSI und P-SEA sowie den Angaben der Autoren
der Kristallstrukturen fir den Datensatz XRD verglichen. Anhand der prozentualen Anteile in
Tabelle 28 und Tabelle 29 ist erkennbar, dass die in der vorliegenden Studie erhaltenen

Ergebnisse sehr stark von denen anderer Studien abweichen.

Tabelle 28: Vergleich verschiedener bekannter Zuweisungsprogramme mit Angaben der
Autoren und dem hier genutzten neuen Mechanismus
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Die prozentualen Anteile geben die Gesamtiibereinstimmung der verschiedenen
Zuweisungsmechanismen zueinander an. Die Spalte Autoren fasst die Ergebnisse der
Angaben in den pdb-files zusammen und die Spalte VAProTS die Ergebnisse des neu-
entwickelten Zuweisungsalgorithmus.

Programm | DSSP | Stride | P-SEA | KAKSI | Autoren | VAProTS
DSSP X 88,48% | 59,62% | 61,37% | 60,55% | 62,31%
Stride X 58,87% | 60,77% | 59,36% | 61,42%
P-SEA X 82,31% | 71,35% | 88,52%
KAKSI X 77,44% | 86,94%
Autoren X 76,03%
VAProTS X

Dabei wird ein Vergleich von verschiedenen Zuweisungsmechanismen durch mehrere
grundlegende Probleme erschwert. So stellten schon Cuff und Burton fest, dass die
erhaltenen Ergebnisse von dem genutzten Zustandsmodell abhangig sind [160]. DSSP zum
Beispiel nutzt in seiner Standard-Ausgabe ein Acht-Zustandsmodell [145], das fir den
Vergleich mit anderen Programmen in ein Drei-Zustandsmodell tGberfiihrt werden muss. Cuff
und Burton konnten zeigen das die prozentualen Ubereinstimmungen von DSSP mit anderen
Programmen zwischen den Ansdtzen von Rost und Sander [167], Salamov und Solovyev
[168] sowie Frishman und Argos [148] nachweisbaren Schwankungen unterworfen waren.
Ein weiterer Aspekt der sowohl von Cuff und Barton als auch von Martin et al. [150] als
problematisch angefiihrt wurde, waren die unterschiedlichen Mindestlangen, die die

einzelnen Programme fir die jeweiligen Sekundarstrukturmerkmale festlegen.

Tabelle 29: Prozentuale Ubereinstimmungen zwischen verschiedenen Zuweisungsprogrammen
in verschiedenen dlteren Studien

Vergleich Zhang [161] | Martin [150]
DSSP/Stride 95,4% 95,4%
DSSP/KAKSI 83,6% 82,1%
DSSP/P-SEA 82,1% 80,1%
DSSP/Autor 90,8%
Stride/KAKSI 85,0% 83,5%
Stride/P-SEA 83,3% 81,8%
Stride/Autor 89,9%
KAKSI/P-SEA 82,8% 81,5%
KAKSI/Autor 83,4%
P-SEA/Autor 78,1%

Unterschiede zwischen Helix und Strang-Zuweisungen
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In den meisten Fallen unterscheiden sich die Zuweisungsergebnisse vor allem im Bereich von
B-Strangen und ungeordneten Regionen. So konnten Labesse et al. [151] bei der Etablierung
ihrer Zuweisungsprogramme zwar eine Ubereinstimmung von mehr als 90% zu schon
bestehenden Programmen nachweisen, bei den B-Stringen lag die Ubereinstimmung jedoch
in allen Fallen nur noch bei knapp 80%. In Tabelle 30 sind die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit denen von Cao et al. [164] gegeniibergestellt. Auch hier zeigt sich, dass die
Ubereinstimmungen bei den Helices deutlich héher sind als bei den B-Stringen. Dies
resultiert zum einen aus den sehr gut untersuchten geometrischen Merkmalen und
Wasserstoffbriickenmustern von Helices [169] die eine klare Abgrenzung von ungeordneten
Bereichen ermdglichen. Zum anderen ist vor allem die Endpunktbestimmung von B-Strangen
sehr kompliziert, da sich die geometrischen Parameter nur wenig von ungeordneten
Regionen unterscheiden [170]. AuRerdem bendétigen B-Strange immer mindestens einen
Partner-Strang um eine stabile Konformation anzunehmen [169] und die Suche nach diesen

Partnern ist fiir manche Programme schwer durchfihrbar.

Tabelle 30: Ubereinstimmung von Zuweisungen einzelner Sekundirstrukturmerkmale
Die Daten geben den prozentualen Anteil der Ubereinstimmung von Helix- und
Strang-Zuweisungen beim Vergleich der einzelnen Programme an. Bei den Daten fir
die aktuelle Arbeit wurde jeweils der groBere Anteil (siehe Formel (3)) angegeben.

Cao [164] Aktuelle Arbeit
Helix | Strang | Helix | Strang
DSSP/Stride 93,7% | 93,0% | 92,8% | 88,6%
DSSP/P-SEA 86,0% | 78,0% | 70,6% | 54,3%
DSSP/KAKSI 88,4% | 88,0% | 70,1% | 56,6%
Stride/P-SEA 86,2% | 78,6% | 71,3% | 53,5%
Stride/KAKSI 88,0% | 87,3% | 69,1% | 55,3%
P-SEA/KAKSI 95,7% | 83,2% | 96,8% | 81,0%

Vergleich

DSSP/VAProTS 69,9% | 57,0%
Stride/VAProTS 70,6% | 54,3%
P-SEA/VAProTS 97,9% | 89,3%
KAKSI/VAProTS 95,5% | 87,0%
Autor/VAProTS 90,4% | 73,4%

Alles in allem zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse, dass der neu entwickelte
Mechanismus im Bereich der Helices und B-Stridnge gute bis sehr gute Ubereinstimmungen
mit den bereits etablierten Programmen P-SEA und KAKSI aufweist. Allerdings sorgt die Neu-

Definition der Turns (siehe Abschnitt 2.3.5), sowie die Einfihrung von klaren Mindestlangen
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von finf Aminosduren fiir Helices bzw. drei Aminosduren fir B-Strange fir einige
Abweichungen. Des Weiteren kdnnte die von dem neu entwickelten Mechanismus genutzte
Zusammenfassung von verschiedenen Helix-Arten (a-Helix, m-Helix und 3io-Helix, siehe

nadchster Abschnitt) zu einem Sekundarstrukturmerkmal die Daten beeinflussen.
2.3.3 Helices in Proteinstrukturen

Helices allgemein

Helikale Strukturen sind ein immer wiederkehrendes Merkmal in fast allen Proteinstrukturen
und insbesondere die a-Helix als essentielles Sekundarstrukturmerkmal ist dabei nahezu
ubiquitar vertreten [5]. In der Literatur [171] wird zwischen a-, 310-, -, Q- und Poly-Prolin-
Helices unterschieden. Wahrend die a-Helix hinsichtlich ihrer geometrischen Parameter und
ihres Wasserstoffbriickenmusters sehr gut definiert ist [171], ist dies flir andere Helices, wie
Poly-Prolin-Helices [172], m-Helices [173] oder 3i0-Helices [174], nicht immer der Fall. Die
Kristallstrukturen der genutzten Datensatze enthalten, ausgehend von den Angaben der
Autoren, im Bezug auf alle gefundenen helikalen Strukturen einen Anteil von knapp 30% 310-
und rund 70% a-Helices. Die meisten anderen Sonderformen (Poly-Prolin-Helix oder Q-Helix)

sind nur sehr selten bis gar nicht in den untersuchten Strukturen auffindbar (Tabelle 31).

Tabelle 31: Vorkommen verschiedener Helix-Arten innerhalb der Struktur-Datensatze

Die Tabelle fasst alle in den pdb-files der einzelnen Datensdtze (Abschnitt 6.1)
erwahnten Helices zusammen.

Helixart XRD TRD TED
a-Helix 60595 (71,9%) | 6729 (70,3%) | 768 (71,3%)
310-Helix 23622 (28,1%) | 2849 (29,7%) | 309 (28,7%)
Poly-Prolin-Helix 2 (0,0%) 0 0

Ein Vergleich verschiedener geometrischer Parameter von a- und 310-Helices (Tabelle 32)
verdeutlicht, dass sich beide Helices in vielen Bereichen sehr stark dhneln und eine
Differenzierung mit den genutzten Parametern nur schwer durchfiihrbar ist. Zu einem
ahnlichen Ergebnis kamen auch Crisma et al. [171], die feststellten, dass 310- und a-Helices
im Bereich der Torsionswinkel nahezu identisch sind. Aus diesem Grund wurden sie vom neu
entwickelten Zuweisungsalgorithmus (siehe Abschnitt 6.3) zu einer Sekundarstruktur

zusammengefasst.
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Tabelle 32: Geometrische Parameter von a- und 3;0-Helices
Merkmal a-Helix 310-Helix
Phi -64,9° +11,2° | -66,5° +32,7°
Psi -39,5°+10,9° | -15,0° £ 30,1°
Tau [175] 92,3°+4,0° 92,3°+5,9°
Cai/Caus-Abstand | 52A+0,3A [ 57A+06A
Cai/Cays-Abstand | 52A+0,3A | 5,7A+06A

Allgemeine statistische Analyse von Helices

Chou wund Fasman beschéaftigten sich in  mehreren Studien mit statistischen

Sekundarstruktur-Praferenzen von Aminosduren [176-179]. Sie berechneten Helix- und
Strang-Praferenzen anhand eines Datensatzes von 15 Proteinstrukturen, deren
Sekundarstrukturen sie aus der Originalliteratur entnahmen [176]. Dabei fassten sie
verschiedene Helix-Arten (ou-, au-, 310- und verdrehte Helices) zu einer Sekundarstruktur
zusammen und bestimmten fehlende B-Strange anhand von Wasserstoffbriicken-Schemata
der Autoren [176]. Aufgrund der geringen Datenmenge, die Chou und Fasman bei ihrer
Analyse zur Verfligung stand [176], wurden in jlingerer Vergangenheit neuere Studien
angefertigt.

Zu diesen neueren Studien gehort eine Untersuchung von Costantini et al., die sich mit dem
Einfluss von Strukturklassen auf Aminosaure-Praferenzen beschaftigt haben [180]. Sie
nutzten dabei einen Datensatz von 2168 Strukturen aus der PDB mit einer maximalen
Sequenzidentitat von 25% [180]. Die Zuweisung der Sekundarstrukturen erfolgte dann mit
Hilfe von DSSP [145] wobei sie a-, - und 31p-Helices sowie B-Strange und einzelne B-Briicken
zu Helices bzw. Strangen zusammenfassten [180]. Als Definition von verschiedenen
Strukturklassen kamen in ihrer Arbeit zum einen die Definition nach Nakashima [181] und
zum anderen die Definition nach Chou [182] zum Einsatz [180].

Einen dhnlichen Ansatz verfolgten Fujiwara et al., die den Einfluss von Faltungstypen auf die
untersuchten [183]. |hr Datensatz bestand 2580

Aminosaureverteilung aus

Proteinstrukturen in 51 verschiedenen Faltungsklassen mit einer maximalen
Sequenzidentitdt von 60% [183]. Die Faltungsklassen bestimmten sie mit Hilfe ihrer
OLIGAMI-Datenbank [184], die Informationen der SCOP-Datenbank [185] mit Daten zur
Oligomerisierung von Proteinen kombiniert [183]. Auch hier kam DSSP [145] zur Bestimmung

von Sekundarstrukturen zum Einsatz [183]. Im Gegensatz zur Arbeit von Costantini et al.
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[180] wurden jedoch nur a- und 3i0-Helices zusammengefasst und B-Briicken als Coil

angesehen [183].

Tabelle 33: Statistische Auswertung von Helix-Pridferenzen der einzelnen Aminosauren fiir den
Datensatz XRD
Die Werte zeigen die statistischen Helix-Praferenzen der Aminosduren im Bezug auf
den gesamten Datensatz. Alle Werte wurden anhand von Formel (15) (siehe
Abschnitt 6.4 auf Seite 112) berechnet und Werte groRer 1,3 und kleiner 0,7 kénnen
als statistisch signifikant angesehen werden.

L Chou | Costantini | Fujiwara
Aminosadure [177] [180] [1183] XRD
Alanin 1,45 1,39 1,41 | 1,4
Arginin 0,79 1,17 1,21 | 1,22
Asparagin 0,73 0,77 0,73 0,77
Aspartat 0,98 0,89 0,82 0,82
Cystein 0,77 0,74 0,85 0,80
Glutamin 1,17 1,29 1,39 1,31
Glutamat 1,53 1,35 1,26 1,38
Glycin 0,53 0,47 0,44 0,44
Histidin 1,24 0,92 0,87 0,89
Isoleucin 1,00 1,04 1,04 1,03
Leucin 1,34 1,32 1,28 1,31
Lysin 1,07 1,11 1,17 1,19
Methionin 1,20 1,21 1,26 1,30
Prolin 0,59 0,50 0,44 0,49
Phenylalanin | 1,12 1,01 1,00 1,00
Serin 0,79 0,82 0,76 0,80
Threonin 0,82 0,76 0,78 0,75
Tryptophan 1,14 1,06 1,07 1,01
Tyrosin 0,61 0,95 0,98 0,96
Valin 1,14 0,89 0,91 0,86

Die Daten in Tabelle 33 zeigen groRe Ubereinstimmungen mit den Arbeiten von Costantini et
al. [180] und Fujiwara et al. [183], weichen jedoch fiir manche Aminosduren deutlich von
den Ergebnissen von Chou und Fasman ab [176]. Diese Abweichungen resultieren aus der
unterschiedlichen Aminosaurezusammensetzung des Datensatzes von Chou und Fasman im
Vergleich zum Datensatz von Costantini et al. [180] und dem hier genutzten (Tabelle A.3).

Vor allem lange, polare Aminosduren (Glu, GIn, Arg und Lys) sowie unpolare Aminosduren,
die weder aromatisch sind noch am CB-Atom eine Verzweigung tragen (Ala, Leu und Met)
kommen in Helices vor. Eine Studie von Malkov et al. der Abhdngigkeit von

Sekundarstruktur-Praferenzen von der chemischen Struktur von Aminosauren kam zu einem
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identischen Ergebnis [186]. Anhand von 1737 Proteinstrukturen mit einer Sequenzidentitat
von maximal 25% konnten sie zeigen, dass Alanin, Leucin, Glutamin, Glutamat, Arginin,
Methionin und Lysin in Helices praferiert vorkommen [186].

Die Praferenz von langen, polaren Aminosauren in Helices konnte auf die Ausbildung von
Salzbriicken zwischen verschiedenen Helices oder innerhalb einer Helix hindeuten. Eine
Auswertung aller im Datensatz XRD vorhandenen Salzbriicken unter Einbeziehung der
Sekundarstruktur (Tabelle 34) konnte zeigen, dass die meisten Salzbriicken tatsachlich von
Aminosaduren in Helices gebildet werden. Hinzu kommt, dass mehr als zwei Drittel dieser

Salzbriicken zwischen zwei Aminosduren in Helices ausgebildet werden.

Tabelle 34: Salzbriicken zwischen verschiedenen Sekundarstrukturen
Die Tabelle fasst alle gefundenen Salzbriicken anhand der Sekundarstruktur der
jeweiligen Partner zusammen. Die Zeilen tragen die Sekundarstruktur von Glu oder
Asp und die Spalten die Sekundarstruktur von Arg, His oder Lys. Die Prozente geben
den Anteil der jeweiligen Kombination an allen Werten der entsprechenden Spalte
an. In der letzten Spalte ist die Anzahl von Salzbriicken innerhalb eines
Sekundarstrukturmerkmals, z.B. einer Helix, angegeben.

Helix | Strang Turn Coil Selbe SSE

24824 | 2491 | 461 | 7125
i 1411
Helix | 26 106) | (13,9%) | 32,5%) | (28,5%) | 14113

stran 1815 | 8433 | 287 | 3896 1501
& | (51%) | (47,0%) | (20,3%) | (15,6%)

Turn 755 809 206 830 142
(2,1%) | (4,5%) | (14,5%) | (3,3%)
Coil 8033 6204 463 13174 X
(22,7%) | (34,6%) | (32,7%) | (52,6%)

Gesamt | 35427 | 17937 1417 25025 15776

Das hohe Vorkommen von Aminosauren, die unverzweigt am CB-Atom sind, spricht fir
sterische Probleme bei der Ausbildung der Helix wenn eine solche Verzweigung existiert.
Dafiir sprechen auch die geringen Werte von Threonin (0,75) und Valin (0,87).

Als Helixbrecher konnten in der vorliegenden Arbeit nur Glycin und Prolin identifiziert
werden. Beide Aminosduren sind in der Lage, abweichende geometrische Konformationen
im Vergleich zu den restlichen Aminosdauren anzunehmen und unterbrechen so die

regelmaRige Struktur der Helix.
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Positionsspezifische Aminosédurevorkommen

Verschiedene Studien beschaftigten sich mit positionsspezifischen Praferenzen von
Aminosauren in Helices. Eine der Ersten wurde von Richardson und Richardson anhand eines
Datensatzes von 215 Helices aus 45 Proteinstrukturen angefertigt [187]. Sie untersuchten
dabei Helices, die eine Mindestlange von 8 Aminosduren aufwiesen und definierten das N-
bzw. C-Cap als die erste bzw. letzte Aminosaure, die noch im Zylinder-Bereich der Helix und
auf der Spiralbahn der Proteinkette lagen [187]. Auch Aurora und Rose beschaftigten sich in
einer statistischen Analyse von 1316 Helices mit mindestens sieben Aminosauren aus 274
Proteinstrukturen mit den N- und C-Caps [188]. Sie nutzten dabei eine andere Definition und
sahen die erste bzw. letzte Aminosaure, die eine i/i+4 Wasserstoffbriicke ausbildet, als Cap-
Aminosaure an [188]. Ein Vergleich der Ergebnisse von Richardson und Richardson [187]
sowie Aurora und Rose [188] mit den Daten der vorliegenden Arbeit (Tabelle 35) zeigt, dass
ein Vergleich der erhaltenen Ergebnisse aufgrund der unterschiedlichen Definitionen,
DatensatzgrofRen und Zuweisungsgrundlagen kaum moglich ist.

Da eine Einordnung der erhaltenen Daten im Bezug auf altere Studien schwer machbar ist,
sollen im Folgenden die einzelnen Positionen innerhalb von Helices separat diskutiert
werden (Tabelle 35). Lediglich zwei Aminosduren zeigen ein relativ positionsunabhangiges
Verhalten. Zum einen findet man Glycin fast ausschlielich direkt vor oder nach Helices
(Positionen -1 und n+1) und zum anderen findet man Prolin fast ausschlieBlich an der ersten
Position von Helices.

An der Position direkt vor der Helix (-1) werden neben Glycin vor allem kurze, polare
Aminosauren bevorzugt. Die Fahigkeit von Serin, Threonin, Asparagin und Aspartat, mit
ihren Seitenketten Wasserstoffbriicken zum Proteinriickgrat der Helix auszubilden [187],
fihrt zu dieser Praferenz. Vasudev et al. konnten bei einer Analyse von Seitenketten-
Wasserstoffbricken von Asparagin und Glutamin innerhalb von Proteinstrukturen zeigen,
dass Asparagin vor allem Wasserstoffbriicken der Form i/i+2 oder i/i+3 mit seiner
Seitenkette eingeht, wahrend Glutamin vor allem Wasserstoffbriicken der Form i/i-3 eingeht
[189]. Dementsprechend ist Glutamin weniger in der Lage, eine Helix von dieser Position aus

zu stabilisieren und kommt deutlich seltener vor.
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Tabelle 35: Positionsspezifische, statistische Priferenzen von Aminosauren in Helices
Die Position -1 markiert die Aminosdure vor und die Position n+l die Aminosaure direkt nach der Helix. Die Positionen n bzw. n-1
reprasentieren die letzten beiden Positionen innerhalb der Helix. Positionen 1 und 2 umfassen die erste und die zweite Aminosaure in der Helix.
In M sind alle restlichen Aminosduren der Helix zusammengefasst. In den Studien von Richardson und Richardson [187] bzw. Aurora und Rose
[188] sind die Aminosauren des N-bzw. C-Caps als Positionen -1 und n+1 eingetragen. Da Aurora und Rose nur die Caps von Helices
untersuchten, wurden von ihnen keine Werte fiir die Mitte der Helix definiert [188]. Als statistisch signifikant wurden Werte > 1,5 oder < 0,5
angesehen (fett markiert).
. Richardson [187] Aurora [188] Diese Arbeit
Position
-1 1 2 M|nl| n |ntl] -1 1 2 M n-1 n n+l -1 1 2 M n-1 n n+1

ALA 05|12|16(18|14|11|08]067|110]|1,39]|n.d.|1,33]|1,87|1,19}034|107]|1,25]1,48]|1,44]1,35]0,59

ARG 04/07/09(13(21|10|/09}0,76 105|095 |n.d.|139|1,66|1,45]0,54|0,96|0,85| 1,24 | 1,64 1,27 |0,72

ASN 35/07]07(09(09|1,2|16|1,28|0,72|0,67 |n.d.|{0,64|0,70|1,33J2,30(0,51]|0,89(|0,70(0,89]1,28| 1,89

ASP 21]08|26(22(07|04|0,7|158|1,14|1,64|n.d.|{060(|0,91|0,7212,81|0,91|1,65|0,73|0,89|0,53| 1,05

CYS 0o6/08|12{(0,7(1,21,2|16}037|0,26(|052|n.d.{0,44|0,33|044]1,01|0,42)|0,41|0,88| 0,76 | 1,02 | 1,03

GLN o4/07|08(13(16|21|09|105|131(1,60|n.d.|137|1,24]|1,43}0,62(0,85|1,22|1,32(1,55]|1,52]| 1,00

GLU 04)22|20(08(1,7|08]|03}09|230](207]|n.d.|143|1,88|1,27]0,54|1,39]|2,60]|1,26(1,51]|0,99|0,49

GLY 18(03(09|05}02(0,2(3,91]098]|0,55]|0,65](n.d.|0,20]|0,33|0,74]1,57|0,47 | 0,74 | 0,42 | 0,34 | 0,38 | 3,96

HIS 1110707})10(18(34(13}083]083(|136(n.d.|102(089(1,55}1,11|0,83(1,15]|0,80]|0,92(1,33]|1,56

ILE 02|09|0,7(12(04)0,7]| 0,7 0,78 | 1,06 0,64 |n.d.|1,58]|0,90 |061]0,15|0,80|0,52| 1,22 0,71 | 0,54 | 0,51

LEU 02/09|03(12(08)0,7|07}0,79|0,84|091|n.d.{163]|1,65|1,36]0,25|0,96|0,57|1,44|1,20|1,43 0,73

LYS 0o7/06|10(11(19|20| 13}084|108|080|nd.|1,71|1,63|1,45]0,46(1,09|1,19|1,09(1,83|1,41| 0,89

MET o803|10{f15(13|10|08}098|09(1,10|n.d.{1,76|1,35|1,35J0,28 0,94 |0,54|1,481,05]|1,23|0,71

PRO 08/26|05(03(0,2|00|0,7|1,12|1,67 (0,94 |n.d.|0,07(0,03|0,10] 1,46 (3,21|0,52|0,23 (0,24 | 0,03 | 0,06

PHE 02/05|09(13(0,3|0,7|05}09 |09 |100]|n.d.|1,22|0,67|1,2040,36|0,94|0,64|1,06|0,78| 1,23 0,99

SER 23/07|08|06(16(|1,7|08|1,25|0,81(0,69|n.d.|0,42(0,71|1,02}2,75|0,86|1,16 | 0,68 [ 0,93 | 1,20 | 0,84

THR i6(08(07|10]09|10(03})141|0,77]092(n.d.|0,57]0,50(0,82]2,03]|0,74|0,87|0,71]0,66| 1,03 | 0,59

TRP 03/21|1,7|(15(04|00]| 00094 |1,26(1,10|n.d.|1,00(1,00|0,558})0,49(1,31]|0,97| 1,07 |0,64]|0,67|0,48

TYR 0o8/18|04(08(03|12,2|08}082(0,91(0,73|n.d.|{102(|0,73|1,06]40,47|0,93]|0,78|0,99 (0,66 1,18 | 0,91

VAL o1j1106(|12(0,7|0,7| 0,2 }0,67|0,76 (0,70 | n.d. | 1,08 | 0,51 | 0,46 0,17 | 0,76 | 0,53 | 0,99 | 0,62 | 0,53 | 0,50

(o]
w
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Als Helixinitiator findet sich in vielen Fallen Prolin. Da in den meisten Helices die
Aminosauren an Position zwei oder drei als erste Donoren von Wasserstoffbriicken auftreten
[190], kann ein Prolin durch seine Imido-Gruppe die Exposition einer unverbriickten Amido-
Gruppe verhindern [187]. Als besonders unglinstig erweisen sich kurze polare Aminosauren
am Anfang von Helices.

Die zweite Position von Helices haufig durch vor allem negativ geladene Aminosauren
eingenommen. Das stimmt mit einer Arbeit von Shoemaker et al. liberein, die mit Hilfe von
Titrationsexperimenten am isolierten C-Peptid (Aminosauren 1 bis 13 von Ribonuklease A)
zeigen konnten, dass eine negative Ladung am N-Terminus von Helices zu einer
Stabilisierung und Ausbildung eines Dipol-Momentes Uber die Helix beitragen kann [191].
Grole, aliphatische, hydrophobe Aminosduren sowie schwefelhaltigen Aminosduren sind
unglinstig an dieser Position, da sie moéglicherweise die Ausbildung einer Helix aufgrund von
sterischen Problemen behindern kénnen.

Im mittleren Bereich von Helices sind fast alle Aminosduren erlaubt (ausgenommen Glycin
und Prolin). Anscheinend muss eine Helix nur einmal initiilert werden und kann dann
unabhangig von den eingebauten Aminosaduren verlangert werden. Hovmoller et al. konnten
zeigen, dass Aminosauren im Inneren von Helices Phi/Psi-Winkel von ® =-63,8° +2°und W =
-41,1° + 2° aufweisen [192]. Dieser sehr enge Bereich spricht daflir, dass Helices nach ihrer
Initilerung relativ unabhangig von dufleren Einfliissen sind und nur durch die Einbindung von
Glycin oder Prolin durchbrochen werden kénnen.

An der vorletzten und letzten Position von Helices sind vor allem positiv geladene
Aminosauren glnstig. So kann ein Ausgleich der negativen Ladung am N-Terminus der
Helices erreicht werden. Leicht problematisch scheinen aromatische Aminosduren sowie
Aminosdauren mit einer Verzweigung am CB-Atom zu sein, die eventuell zu sterischen
Problemen fiihren kénnten.

Die hohe Praferenz von Glycin an der ersten Position direkt nach der Helix (n+1) resultiert
aus seinen starken helixbrechenden Eigenschaften. Richardson und Richardson diskutierten,
dass Glycin durch seine La- oder L3ip-Konformation in der Lage ist, die Proteinkette sehr
stark zu drehen, so dass die Peptidbindungen vor und nach dem Glycin Wasserstoffbriicken
zu den Aminosauren an viertletzter und drittletzter Position ausbilden kdonnen [187].
Dadurch wiirde das regelmaRige Wasserstoffbriickennetzwerk der Helix unterbrochen und

eine Fortsetzung ware nicht mehr moglich [187].
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2.3.4 B-Strdnge

Statistische Strang-Préiferenzen

Analog zur statistischen Auswertung von Helices wurden auch die gefundenen B-Striange
detailliert ausgewertet. Ein Vergleich der erhaltenen Daten mit den Ergebnissen der bereits
publizierten Studien von Chou und Fasman [176], Costantini et al. [180] sowie Fujiwara et al.
[183] fuhrte zu relativ dhnlichen Daten (Tabelle 36). So sind neben Cystein vor allem
aromatische sowie am CB-Atom verzweigte Aminosauren bevorzugt in Strangen zu finden.
Street und May untersuchten dieses Phdnomen mit Hilfe von elektrostatischen
Berechnungen von Dipeptiden [193]. Unter Zuhilfenahme der B-Raum Definition von Phi/Psi-
Winkeln nach Munoz und Serrano [194] sowie den elektrostatischen Berechnungsansatzen
von Gastgeiger und Marsili [195] sowie Rappe und Goddard [196] berechneten sie
Entropiednderungen bei Ausbildung von B-Strangen [193]. Sie begriindeten das hohe
Vorkommen von aromatischen und am CB-Atom verzweigten Aminosauren damit, dass so
sterische Probleme zwischen der Seitenkette und dem Proteinriickgrat vermieden werden

konnen [193].

Tabelle 36: Statische Auswertung von Aminosdure-Praferenzen in B-Strangen
Aminosdure | Chou [176] | Costantini [180] | Fujiwara [183] | XRD
Alanin 0,97 0,75 0,72 0,84
Arginin 0,90 0,91 0,85 0,95
Asparagin 0,65 0,62 0,63 0,63
Aspartat 0,80 0,55 0,63 0,59
Cystein 1,30 1,31 1,36 1,43
Glutamin 1,23 0,76 0,72 0,76
Glutamat 0,26 0,72 0,65 0,69
Glycin 0,81 0,65 0,67 0,60
Histidin 0,71 0,99 0,99 1,00
Isoleucin 1,60 1,71 1,79 1,56
Leucin 1,22 1,10 1,15 1,06
Lysin 0,74 0,83 0,76 0,80
Methionin 1,67 0,99 1,01 1,05
Prolin 0,62 0,44 0,40 0,61
Phenylalanin 1,28 1,43 1,40 1,41
Serin 0,72 0,85 0,81 0,95
Threonin 1,20 1,23 1,21 1,26
Tryptophan 1,19 1,30 1,23 1,29
Tyrosin 1,29 1,30 1,37 1,43
Valin 1,65 1,86 2,00 1,78
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Polare, nicht basische Aminosaure sowie Glycin und Prolin sind relativ selten in Strangen zu
finden. Glycin und Prolin brechen sehr wahrscheinlich die regelmafige Struktur des
Proteinriickgrates und fungieren so als Terminator von Strdangen. Asparagin, Aspartat,
Glutamin und Glutamat sind wahrscheinlich energetisch unglnstig innerhalb der unpolaren
Stréange. Durch die hohe Praferenz von aromatischen Aminosduren kdnnte es zu einer
energetischen AbstoBung zwischen den mn-Elektronensystemen der Aromaten und den

negativen Seitenketten von Asn, Asp, GIn sowie Glu kommen.

Positionsspezifische Strang-Priiferenzen

West und Hecht konnten mit Hilfe einer statistischen Analyse von 197 Kristallstrukturen
zeigen, dass B-Strdange vor allem hydrophobe Aminosauren enthalten [197]. Ihre Auswertung
von bindren Pentapeptidmustern (Abfolge von polaren und unpolaren Aminosaduren) ergab,
dass unpolare Aminosauren innerhalb von Strangen oftmals von polaren Aminosauren
eingerahmt werden [197]. Zu einem anderen Schluss kamen Mandel-Gutfreund und
Gregoret, die fiir einen Datensatz von 1911 Kristallstrukturen ein hohes Vorkommen (~10 %
aller Strange) von periodischen Pentapeptiden (polar/nicht-polar/polar/nicht-polar/polar
oder umgekehrt) feststellten [198]. Allerdings zeigen ihre Ergebnisse auch, dass ~20 % der
gefundenen Pentapeptide entweder nur aus nicht-polaren Aminosauren oder aus nicht-
polaren Aminosdauren mit polaren Aminosauren an den Enden bestehen (Abb. A. 8).

Die Auswertung von positionsspezifischen Praferenzen fiir B-Strange mit mindestens neun
Aminosauren (Tabelle 37) konnte die Daten von West und Hecht [197] sowie Mandel-
Gutfreund und Gregoret [198] bestatigen. So findet man direkt vor oder nach Strangen kurze
polare Aminosduren sowie Glycin und Prolin. Letztere kdnnen durch ihre einzigartige
Rickgrat-Geometrie das regelmalliige Muster von B-Strangen durchbrechen. Asparagin und
Aspartat hingegen koénnten, wie schon bei den Helices diskutiert, an der Ausbildung von
Wasserstoffbricken zwischen ihrer Seitenkette und dem Proteinriickgrat innerhalb des
Stranges beteiligt sein. Bestdtigt wird diese Vermutung durch das hohe Auftreten von
Threonin und Serin an der ersten Position innerhalb der Strange. Auch diese Aminosaduren
sind in der Lage, Wasserstoffbriicken mit ihrer Seitenkette zu bilden. Eventuell dienen diese
Wasserstoffbricken als Alternative zu Wasserstoffbriicken zwischen dem Proteinriickgrat

von zwei benachbarten Strangen.
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Neben Serin und Threonin sind vor allem positiv geladene Aminosduren an der ersten
Position im Strang bevorzugt. Im Gegensatz dazu findet man an der letzten Position vor
allem kurze polare Aminosauren (Asn, Asp und Ser). Durch diese Praferenzen kommt es auch

hier zu einer Ausbildung eines Dipols Uber das gesamte Sekundarstrukturelement (SSE).

Tabelle 37: Statistische Auswertung von positionsspezifischen Strang-Praferenzen von J-
Strangen mit mindestens neun Aminosauren fiir den Datensatz XRD
Aminosdure -1 1 2 3 4 M n-3 [ n-2 | n1 n n+l

Alanin 0,4810,84)|0,66|0,78]0,85]09]0,85]|09]0,73]|0,73 | 0,86
Arginin 091(131(117]109(093]0,88]1,00(1,07|1,14]1,01(0,71
Asparagin 1,91)081)0,67]|0,62|085]|0,66|055]|068]|047|1,69]| 1,78
Aspartat 1,4210,83]0,48|0,50|0,45]0,52]0,56|0,36]|0,44 11,53 | 1,66
Cystein 0,34(084(100])1,15(167(095]1,22(1,111,01]1,11( 0,38

Glutamin 0921]1,52]080]085]|069]|084]0,75]0,69 (086|098 |0,73
Glutamat 0,81]1,05|0,72]0,69]0,72|0,73]|0,62| 0,69 | 1,00 | 0,73 | 1,07

Glycin 3,831082]051]061]0,58]0,72]0,59]|0,66]0,70]0,71 | 1,98
Histidin 106(130|108(119(0,97|0,80(0,84|098]|1,05]|1,02]0,73
Isoleucin 0421062127 |11,44|1,58|1,45)|1,98|1,62|1,32|0,78 | 0,45
Leucin 0,39(059(099]1,00(1,18(1,07]1,08(1,12|0,85]0,60 | 0,51
Lysin 1051140103 (0,72]0,70]0,73(0,82]0,78]1,06 (0,931 1,19
Methionin 0,65(100(143]097(104(1,01]1,04(0,89]|0,84]0,55]|0,69
Prolin 0,78 0,86 0,97]0,37(0,36 0,40 0,37 0,48 | 0,67 | 1,72 | 2,22
Phenylalanin | 0,36 (| 0,96 | 1,14 | 1,28 (1,42 (1,59 | 1,58 | 1,62 | 1,47 | 0,89 | 0,45
Serin 0,8611,18]1,08]0,83]0,85|1,09]|0,74]0,78]0,82] 1,31 1,07
Threonin 105(156(|147(125(132|137(140| 125|146 1,19 1,03
Tryptophan | 0,35|1,14|1,52(0,96|1,15]|1,06]1,11| 1,31 (1,20 | 0,76 | 0,36
Tyrosin 051(110(1,58]2,06(143|1,48|1,31(1,45|1,54|0,91 (0,42
Valin 0,441093|152|211|193|1,72|1,84|1,84|1,74| 1,08 | 0,44

Im Inneren der Strange (Positionen 2 bis n-1) sind haufig vor allem aromatische und am Cj-
Atom verzweigte, unpolare Aminosauren zu finden. Strange kdnnen mit Hilfe der haufig zu
findenden aromatischen Aminosauren durch m-m- oder CH-n-Wechselwirkungen zwischen
den Aminosduren eines Stranges stabilisiert werden. Eine detaillierte Analyse von m-m-
Wechselwirkungen unter Beachtung der SSEs konnte einen vergleichsweisen hohen Anteil
(~30%) von Interaktionen mit mindestens einem Partner in Strangen nachweisen (Tabelle

38).
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Tabelle 38: n-n-Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Sekundarstrukturen

Die Tabelle fasst alle gefundenen n-n-Wechselwirkungen anhand der
Sekundarstruktur der jeweiligen Partner zusammen. Die Prozente geben den Anteil
der jeweiligen Kombination an allen Werten der entsprechenden Spalte an. In der
letzten Spalte ist die Anzahl von m-nm-Interaktionen innerhalb eines
Sekundarstrukturmerkmals, z.B. einer Helix, angegeben.

Helix Strang Turn Coil Innerhalb einer SSE
. 24735 | 6172 | 360 | 10553
Helix | c0,5%) | (18,1%) | (37,4%) | (30,3%) 10471
5145 | 19337 | 290 | 8480
Strang | 15 6%) | (56,6%) | (30,1%) | (24,4%) 3254
o 568 316 64 288 e
(1,4%) | (0,9%) | (6,6%) | (0,8%)
ol 10443 | 8342 | 249 | 15478 N}
(25,5%) | (24,4%) | (25,9%) | (44,5%)
Gesamt | 40891 | 34167 | 963 | 34799 15776

Unglinstig sind dagegen Aspartat, Glutamat, Prolin und Glycin. Die negativ geladenen
Aminosauren kdnnten zu einer elektrostatischen AbstoBung mit den n-Elektronensystemen
der aromatischen Aminosauren fiihren. Glycin und Prolin wiirden wahrscheinlich die
Ausbildung einer regelmaRigen Proteinrlickgratstruktur verhindern und kommen deshalb
nur selten in Strangen vor.

Die Auswertung von Daten fir klrzere Strange (Tabelle A.4) ergab keinen gravierenden
Unterschied im Bezug auf die grundsatzliche Aminosadure-Verteilung. Auffallig ist jedoch,
dass bei Strangen mit sechs oder weniger Aminosaduren die Ausbildung eines Dipols nicht so
stark ausgepragt ist wie es bei den langeren Strangen der Fall ist. Insbesondere die Praferenz
von Lysin an Position 1 innerhalb der Strange findet sich erst bei Strangen mit mehr als 6

Aminosauren.
2.3.5 Verfeinerung von tight Turns

Grundsiitzliche Definition und Arten von tight Turns

Neben a-Helices und B-Strangen gibt es noch weitere wichtige Sekundarstrukturmerkmale in
Form von sogenannten tight Turns [199]. Per Definition handelt es sich dabei um Regionen
mit maximal 6 Aminosduren innerhalb einer Proteinstruktur, in deren Verlauf sich die
Proteinkette um 180° wendet und der Abstand zwischen den Ca-Atomen der ersten sowie

letzten Aminosidure kleiner als 7A ist [200]. Ausgehend von dieser Definition wurden im
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Laufe der Jahre verschiedene Typen in Abhdngigkeit der enthaltenen Anzahl an Aminosauren
identifiziert. Am haufigsten kommt dabei der B-Turn mit 4 Aminosauren vor [159], doch auch
andere Varianten mit 2 (6-Turn [158]), 3 (y-Turn [201]), 5 (a-Turn [202]) oder 6 Aminosduren
(m-Turn [203]) sind moglich. Zusatzlich wurden in den letzten Jahren auch noch einige
Sonderformen wie der w-Turn [204] oder der e-Turn [205] beschrieben.

Eine Analyse von Turns, die mit Hilfe von DSSP und Stride identifiziert wurden, verdeutlichte,
dass diese oftmals in ungeordneten Regionen an der Oberflaiche von Proteinstrukturen
vorkommen. Bei diesen Regionen handelt es sich jedoch um sehr flexible Bereiche, die sich
in dynamischen Prozessen stark bewegen und in vielen Fallen ihre Turn-Struktur nicht
aufrecht erhalten kénnen. Dementsprechend wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, die
Definition von tight Turns zu verfeinern, um Regionen zu identifizieren, die essentiell fiir die

Faltung des Proteins sind und die im Verlauf von dynamischen Prozessen stabil bleiben.

Betrachtung von Regionen zwischen zwei SSEs

Thornton et al. konnten bei einer Analyse von Loop-Regionen zwischen zwei
Sekundarstrukturmerkmalen RegelmaRigkeiten bei den Phi/Psi-Winkeln feststellen [206]. Die
vorliegende Arbeit erweitert diesen Ansatz, indem die klassische Definition von tight Turns
auf Regionen zwischen Helices und B-Strangen mit maximal 6 Aminosduren angewandt
wurde. So konnte eine Vielzahl von moglichen Turn-Kandidaten gefunden werden (Tabelle
39). Die Nomenklatur der hier beschriebenen Turns folgt dabei einfachen Regeln. Die
Typbezeichnung setzt sich zusammen aus dem SSE vor, dem SSE nach und der Anzahl an
Aminosauren im Turn. Ein Turn zwischen einer Helix und einem B-Strang mit 3 Aminosauren,
wirde dann die Typbezeichnung HE3 zugewiesen bekommen. Ausgehend von dieser
Nomenklatur konnen Hetero-Typen (HE oder EH) sowie Homo-Typen (HH oder EE) definiert

werden.
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Tabelle 39: Zusammenfassung der hier definierten Turn-Typen

In der Tabelle sind die Anzahlen aller moglichen Turns im Datensatz XRD zwischen
zwei SSEs aufgefiihrt. In der ersten Spalte sind die verfeinerten Turns mit den am
ehesten vergleichbaren bereits bekannten Turn-Typen aufgefiihrt (siehe Text fir die
Diskussion). In den darauffolgenden Spalten sind die allgemeine Anzahl sowie die
Anzahl an Regionen, bei denen die Ca-Atome der ersten und letzten Aminosaure
maximal 7A voneinander entfernt sind, aufgefiihrt. In Spalte drei wird die Anzahl an
Regionen, fiir die sowohl der Ca-Abstand als auch eine Drehung der Proteinkette um
mindestens 120° erfiillt ist, gezeigt. Die vierte Spalte gibt die Anzahl der Regionen an,
die zusatzlich das Phi/Psi-Kriterium (Abb. 21) erfullen. Am Ende der Tabelle wird die
mittlere Rotation der Proteinkette im Verlauf der untersuchten Regionen gezeigt.

Turn-Typ | Anzahl | Ca-Abstand | Rotation | Phi/Psi-Cluster | Mittlere Rotation
HH1 3712 3712 1368 1194 146,7°
HH2 (B) | 2468 2468 1796 1671 146,6°
HH3 (a) 2397 2059 804 688 140,5°
HE1 2937 2937 1634 1486 150,3°
HE2 (B) 3858 3858 2470 2270 152,2°
HE3 (a) 3527 3278 2155 1975 148,0°
EH1 3320 3320 1301 1147 144,7°
EH2 (B) 2450 2450 1153 987 143,1°
EH3 (a) 2128 1935 1000 828 144,6°
EE1 6603 6603 2287 1979 147,7°
EE2 (B) 7090 7090 4647 4237 147,6°
EE3 (o) 9660 9104 6909 6343 146,8°
EE4 (m) 4213 2049 1623 1434 149,9°

Die Daten in Tabelle 39 zeigen, wie viele Kandidaten im Allgemeinen gefunden wurden
(Spalte 2) und nach verschiedenen Analysen wie der Messung des Abstandes zwischen den
Ca-Atomen der ersten und der letzten Aminoséaure (< 7A, Spalte 3) sowie der Bestimmung
der Drehung der Proteinkette (= 120°, Spalte 4) noch Ubrig blieben. Bei Turns mit mehr als
drei (bzw. vier im Falle von Regionen zwischen zwei B-Strangen) Aminosduren war die
Datenmenge in den meisten Fallen (weniger als 750 Vorkommen) zu gering um eine
ausfiihrliche Analyse zu ermoglichen. Aus diesem Grund wurden sie von den weiteren

Untersuchungen ausgeschlossen.

Unterschiede der beiden Definitionen

Die Anwendung der einfachen Definition nach Chou [200] auf Regionen zwischen
Sekundarstrukturen in der vorliegenden Arbeit flihrt zu einigen Unterschieden zwischen
bereits bekannten Turn-Typen und den hier genutzten verfeinerten Typen. Zum einen findet

in der vorliegenden Arbeit keine Differenzierung zwischen offenen Turns, die keine
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Wasserstoffbriicke zwischen der ersten und der letzten Aminosdure ausbilden, sowie
geschlossenen Turns, mit entsprechender Wasserstoffbriicke, statt. In der Literatur werden
im Gegensatz dazu fast ausschlieBlich geschlossene Turns beschrieben [200]. Des Weiteren
handelt es sich bei den meisten hier gefundenen Strukturen um reverse Turns, bei denen die
Seitenketten der beteiligten Aminosauren nach innen zeigen [207] (Abb. 20). Durch diese
Unterschiede ist ein Vergleich der verfeinerten Turns mit bereits etablierten Arten nur
schwer moglich. Zusatzlich stellen die hier gefundenen XX1-Turns eine starke Ausnahme dar,
da bei ihnen die Drehung der Proteinkette zu groflen Teilen durch die Aminosauren vor und
nach dem Turn realisiert wird, wahrend die Aminosadure im Turn vor allem zur Stabilisierung

der Sekundarstrukturmerkmale davor oder danach dient. Aus diesem Grund werden sie in
den folgenden Abschnitten auller Acht gelassen.

Abb. 20: PyMOL-Darstellungen der neu-definierten Turn-Typen
Die Abbildung zeigt PyMOL-Darstellungen eines HE1- (A), eines HH2- (B), eines EH3-
(C) und eines EE4-Turns (D). Die Aminosauren, die den jeweiligen Turn ausmachen,
sind in griin als Stick-Reprasentation dargestellt, wahrend die davor und danach

liegenden Sekundarstrukturen als Cartoon- sowie als Stick-Reprasentation in rot
gezeigt sind.
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Phi/Psi-Cluster

Nachdem 13 verschiedene Turns definiert werden konnten, wurden die Phi/Psi-Winkel der
im Turn vorkommenden Aminosauren analysiert. Die erhaltenen Ergebnisse (Abb. 21 und
elektronischer Anhang) verdeutlichen, dass es fir jeden der dreizehn Typen eindeutige
Phi/Psi-Cluster gibt, mit deren Hilfe man etwaige falsch positive Identifizierungen
ausschlieBen kann. Die Ergebnisse stimmen sehr stark mit den Ergebnissen von Hovmoller et
al. tberein, die fiir Regionen auRerhalb von a-Helices und B-Strangen sehr dhnliche Phi/Psi-

Winkel-Verteilungen feststellen konnten [192].

A EE3 Pos 2 HEZ Pos 2
1807 . - 180 g

135 135

901

451

Psi[°]
Psi [°]

—45]

—901{

—135

s —180"

=] [Ty] [Ts] w o n [=] [=] uw o wn O [Ta] O’ [Ta] o
(] m =T = (=2 m (==} w m [=2] = = [=2] m o0
Phi [°] Phi [°]
Abb. 21: Beispiele der Phi/Psi-Winkel der Aminosduren in den Turns

Die Diagramme zeigen exemplarisch die berechneten Phi/Psi-Winkel der zweiten
Aminosaure im Turn EE3 (A) sowie im Turn HE2 (B). In beiden Fallen sind deutliche
Cluster der berechneten Winkelpaare zu erkennen, mit deren Hilfe die Turns besser
charakterisiert werden kénnen.

Da vor allem Glycin und Prolin deutlich abweichende Phi/Psi-Werte im Vergleich zu den
restlichen Aminosduren besitzen, wurden die Aminosaure-spezifischen Phi/Psi-Winkel in
Abhédngigkeit von der Position im Turn berechnet. Die in Abb. 22 beispielhaft gezeigten
Cluster fir Asparagin und Lysin wurden auch fiir weitere Aminosduren gefunden
(elektronischer Anhang). Aufféllig ist zum einen der relativ grolRe Anteil an Aminosduren die
im Bereich von ©® = 45° - 90° und W = 0° - 45° liegen. Hovmoller et al. diskutierten, dass
dieser Bereich, urspriinglich als Bereich der linksgangigen a-Helix bezeichnet, eher als Turn-
Bereich definiert werden sollte [192]. Zum anderen fallt auf, dass die Riickgrat-

Torsionswinkel an Position 1 des Turns im a-helikalen Bereich des Ramachandran-Plots, an
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Position 2 grofRere Psi-Werte bei gleichbleibenden Phi-Werten (im Vergleich zu Position 1)
und an Position 3 dann Werte des Turn-Bereiches annehmen. Interessanterweise konnten
Hovmoller et al. fir Regionen auBerhalb von Helices und Strangen zeigen, dass Asparagin
und Lysin (etwas seltener) sehr haufig Werte im Bereich von ® =-135°--90° und W = 0° - 45°
annehmen kénnen [192]. Des Weiteren konnten sie zeigen, dass Asparagin nach Glycin die
Aminosdure mit den meisten Phi/Psi-Winkeln im Turn-Bereich ist [192] und somit
anscheinend essentiell fir die Ausbildung von Turns zu sein scheint.

Insgesamt zeigte sich, dass flr Turns mit zwei oder mehr Aminosauren klare Regeln gelten.
Grundsatzlich muss eine der Aminosauren Phi/Psi-Winkel im Bereich von ® = -135° - -90°
und W = 0° - 45° annehmen, wahrend eine zweite Aminosauren Torsionswinkel des von
Hovmoller et al. vorgeschlagenen Turn-Bereichs [192] aufweisen muss. Ausgenommen von
diesen Regeln sind lediglich Glycin und Prolin, die auch mit anderen Torsionswinkeln in der

Lage sind, die Drehung der Proteinkette zu realisieren.
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Abb. 22: Phi/Psi-Winkel von Asparagin und Lysin im Turn EE3

Die Diagramme zeigen die bestimmten Phi/Psi-Winkel von Asparagin (A - C) und Lysin
(D - F) an erster Position (A und D), zweiter Position (B und E) oder dritter Position (C
und F) im Turn EE3. Fir beide Aminosaduren sind dhnliche positionsabhéngige Cluster
der Phi/Psi-Winkel zu erkennen.
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Ausgehend von diesen Ergebnissen fiir die Phi/Psi-Winkel wurde Uberpriift, ob es spezielle
Kombinationen von Phi/Psi-Clustern gibt, die die jeweiligen Positionen innerhalb eines Turns
beschreiben konnen. Daflir wurden die Phi/Psi-Plots in 90° x 90° groRe Quadrate aufgeteilt
und alle moglichen Kombinationen dieser Felder ber den Verlauf eines Turns wurden
gezahlt. Flr XX2-Turns ergeben sich so 256, fiir XX3-Turns 4096 und fir EE4-Turns 65536
mogliche Phi/Psi-Kombinationen.

Als statistisch signifikant wurden nur Kombinationen angesehen, die in mindestens zehn
Prozent aller gefundenen Turns vorkommen. Die Auswertung aller gefundenen
Kombinationen fiir die XX2-Turns ergab, dass HH2-Turns 6, HE2- und EH2-Turns je 5 sowie
EE2-Turns 9 von 256 moglichen Kombinationen annehmen kénnen. Bei den XX3- und EE4-
Turns finden sich nur 3 von 4096 bzw. 65536 moglichen Kombinationen, die als statistisch
signifikant eingestuft werden kdénnen. Je nach Turn-Typ wurden teilweise bis zu 20 weitere,

statistisch insignifikante Kombinationen gefunden.

Statistische Turn Prdferenzen

Die statistische Auswertung der XX2-Turns ergab, dass vor allem Asparagin, Aspartat und
Glycin bevorzugt in diesen Turns vorkommen, wahrend aromatische Aminosauren nur sehr
selten in diesen Turns zu finden sind (Tabelle 40). Die hohen Vorkommen von Asparagin und
Aspartat kdnnen durch die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen ihrer Seitenkette
und dem Riickgrat der Aminosauren in der dem Turn nachfolgenden Sekundarstruktur
erklart werden [189]. Hovmoller et al. konnten zeigen, dass beide Aminosauren sehr haufig
Phi/Psi-Winkel in den oben beschriebenen favorisierten Clustern annehmen kénnen [192].
Da bei den hier vorliegenden Turns die Aminosdure-Seitenketten nach innen zeigen, wiirden
grofRere Seitenketten zu sterischen Problemen flihren. Dementsprechend kommen Glycin

sehr haufig und aromatische Aminosduren nur sehr selten in den hier gefundenen Typen vor.

75



Strukturbiologische Parameter

Tabelle 40: Statistische Auswertung der XX2-Turns

Gezeigt sind statistische Praferenzen (berechnet anhand von Formel (15)). Die fett
markierten Ergebnisse werden im Text diskutiert.

. . HH2 HE2 EH2 EE2
Aminosaure
1 2 1 2 1 2 1 2

Alanin 0,60(0,8011,37]0,64]0,88]|0,360,58]0,23
Arginin 0,58 1,28 0,510911,13|1,35| 0,59 | 0,60
Asparagin 1,49 2,83(1,59(0,57|1,23 14,95 2,87 | 2,41
Aspartat 0,37 14,76 | 0,56 | 1,42 | 2,51 | 2,79 | 2,41 | 2,42
Cystein 060(0,301]097]081]0,64 (0,48 |0,32]0,25

Glutamin 1,9 ] 1,09 (063|055 |0,54|0,31]0,86 0,59
Glutamat 1,2210,83]0,26 (0,560,88]0,46 1,63 | 0,75

Glycin 5,8810,36| 7,10 0,73 |0,31| 1,02 | 3,29 | 5,08
Histidin 0,411]1,24]10,601]1,30]|4,55]0,53]0,73]0,92
Isoleucin 0,140,021 0,13 1,990,671 0,13 ]| 0,11 | 0,10
Leucin 063]034]0,11]1,22]0,43]0,19] 0,18 | 0,12
Lysin 1,12 ({1,00|0,69|1,36|0,78|0,44 | 1,08 | 0,92
Methionin 1,2810,4410,13(0,98]0,54]0,24 (0,46 | 0,13
Prolin 0,00 (1,09 (0,00]0,56|154(0,11]1,01|0,24
Phenylalanin | 0,35 | 0,16 | 0,81 | 1,06 | 0,71 | 0,27 | 0,35 | 0,18
Serin 047(132(053]0,25|165(281]0,72 0,75
Threonin 0,05]0,64]0,20] 0,46 |1,05] 2,01 0,48 | 0,94
Tryptophan | 0,37 | 0,19 | 0,14 | 0,57 | 0,93 | 0,07 | 0,25 | 0,16
Tyrosin 0,25(0,38 (0,64 (1,44 (0,46 (0,32 (0,32 (0,89
Valin 0,290,181 0,241 2,110,39|0,19| 0,13 | 0,14

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung der XX3- und des EE4-Turns flihrte zu dahnlichen
Ergebnissen wie bei den XX2-Turns (Tabelle 41). Auch hier zeigte sich ein haufiges Auftreten
von Asparagin und Aspartat, die je nach Turn an unterschiedlichen Positionen zu finden ist.
Bei Turns, die vor oder nach einer Helix zu finden sind, wird Asparagin in direkter
Nachbarschaft dieser Helices gefunden, wahrend bei EE-Turns Asparagin/Aspartat vor allem
in der Mitte des Turns vorkommen. Dieses Verhalten resultiert zum einen aus den speziellen
Torsionswinkeln, die diese beiden Aminosduren annehmen kénnen [192] und zum anderen
aus ihrer Fahigkeit, Wasserstoffbriicken der Form i/i+3 oder i/i+2 mit ihren Seitenketten
auszubilden (Abb. 23) [189]. Des Weiteren findet sich mindestens eine Position im Verlauf
der Turns, an der Glycin sehr haufig vorkommt, um die nétige Drehung der Proteinkette zu
vervollstandigen. Zu guter Letzt sind auch hier aromatische Aminosduren nur selten zu

finden, da sie zu sterischen Problemen innerhalb der Turns fiihren konnten.
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Abb. 23:

Wasserstoffbriicken von Aspartat in HH2-Turns

Die Abbildung zeigt die Stick-Reprasentation eines HH2-Turns mit Aspartat an zweiter
Position. Die Aminosauren im Turn sind in grin und die Aminosduren der davor bzw.
danach folgenden Sekundarstruktur in rot gekennzeichnet. Die gestrichelten blauen
Linien reprasentieren mogliche Wasserstoffbriicken des Aspartats mit den
dazugehorigen Langen.
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Tabelle 41: Positionsspezifische Aminosaure-Praferenzen in XX3- und EE4-Turns
HH3 HE3 EH3 EE3 EE4
Aminosdure
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 4

Alanin 084(07010,214y040)151/|051)0831,14)1042¢1,11|0,67|0,22}40,92]1,41]0,55{0,30
Arginin 0,53|0,77]105110,70]|0,36 1,151 0,46 | 0,90 | 0,25 0,77 | 0,56 | 0,45} 0,77 | 1,22 | 0,68 | 0,97
Asparagin 1,38|0,71|2,47]205|053|199]152|107|293]107|3,21|1,1211,29|1,34]|2,63]1,93
Aspartat 147 |085(4,34]113|0,45|3,19]10,93|194|286]159|4,43|0,79]|1,42|1,24| 2,47 | 0,96
Cystein 1,180,89(0,371,21|103|0,28})1,12]|0,63|3,48]10,40]|0,68]0,2310,83]0,34]1,17]0,34

Glutamin 0641079|055}0,70(0,41]1,85}0,40(0,891,53}40,73(0,87(055})0,71 (1,11 (0,71 | 1,31

Glutamat 0,571067]083}0,3410,38]1,2740,84(0,82]0,74)1,66(0,82(0,35)0,77 (1,59 (0,61 | 0,82

Glycin 4,40 ( 0,60 ( 0,65)5,96 (0,62 (1,18)2,84 (0,88 |1,52)1,12|1,44(8,74]1,10( 1,16 | 0,95 | 6,04
Histidin 1,50|057|069]129]051]115}40,48]0,760,55}0,68|1,55]1,31}0,72|0,68|0,87| 1,25
Isoleucin 059]1,82]008]0,29(1,33]0,31]0,68 (0,68 |0,20]0,60 (0,07 |0,07]0,55]|0,34 (0,20 | 0,06
Leucin 0491175(0,09)|0,34]0,65(0,22]0,54]0,66(0,34}0,60]|042 (0,16} 1,15] 0,36 | 0,50 | 0,27
Lysin 0,68]108(039}|1,28|063(150}108]0,79(0,47}1,21]0,81(0,74]0,86]1,64 (1,16 1,51
Methionin 033]137(0,38}0,16 0,41 (0,30}0,280,65(0,09}0,76 |0,24(0,19]}0,77]0,15 | 2,04 | 0,31
Prolin 0,041194]193}0,02|4,15|1,41]§1,99(1,25|0,97]}2,15(0,22 (0,172,911 (1,28 (0,00 | 0,15
Phenylalanin ] 0,34 ( 0,98 | 0,25} 0,47 | 1,98 | 0,17 ] 0,69 | 0,65 | 0,34 0,29 | 0,34 ( 0,19} 0,66 | 0,23 | 0,38 | 0,15
Serin 1,49]082|3,06]0,52]107|0,74)148|1,48|2,27]146]120|0,59]1,13]1,58]1,70]| 0,64
Threonin 0851091]165}042]0,41]1,07]1,04|1,30|1,20}0,82(0,72|0,34})1,31 (1,12 2,91 (0,33
Tryptophan ] 0,00| 0,55 (0,18 | 0,21 | 0,36 | 0,24 0,41 | 1,86 | 0,21} 0,46 | 0,25 | 0,23 ] 0,51 | 0,40 | 0,17 | 0,17
Tyrosin 042|0,75(0,30}0,64|0,86(0,28}042)|0,47|0,38}0,47|0,76 | 0,25 0,35 | 0,26 | 0,79 | 0,26
Valin 0,481]088(0,10}0,27|1,71(0,37}40,53|1,02|0,32}0,62|0,12|0,09]0,47|0,58|0,17 | 0,04
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2.4 Validierung von Proteinstrukturen

Um Proteinstrukturmodelle validieren zu koénnen, ist es wichtig, eine ausfihrliche
Bestimmung von Standard-Parametern durchzufiihren. Dabei miissen verschiedene Aspekte

beleuchtet werden, auf die in den nachfolgenden Abschnitten eingegangen werden soll.
2.4.1 Uberpriifung von einfachen geometrischen Parametern

Eines der wichtigsten Qualitatskriterien von Proteinstrukturen sind einfache geometrische
Parameter wie Bindungslangen und -winkel [31, 208], die Planaritdit von Aminosdure-
Seitenketten [209], sowie die Chiralitdit von Ca-Atomen [100]. Um diesem Rechnung zu
tragen, wurden Programme wie ProCheck [72] oder WhatCheck [73] entwickelt, mit deren
Hilfe eine allgemeine Uberpriifung dieser Parameter méglich ist. Allerdings untersuchen
diese Anwendungen ausschlieRlich das Protein-Riickgrat und lassen die Seitenketten der
Aminosauren auller Acht. Des Weiteren wurden die Standard-Parameter bereits zu Beginn
der 1990'er Jahre ausgehend von nur sehr geringen Datenmengen [100] oder von kleinen
Molekilen [208] bestimmt. Aus diesem Grund wurden samtliche geometrische Parameter

mit Hilfe des groRen Datensatzes XRD erneut berechnet.

Tabelle 42: Zusammenfassung der berechneten maximalen RMSDs der

Aminosaureseitenketten

Die Zahlen geben die maximal erlaubten RMSDs fir alle Bindungslangen (L.) bzw. -
winkel (W.) von Aminosdure-Seitenketten einer Art innerhalb einer Struktur an. Die
Werte wurden so gewahlt, dass maximal 5% der untersuchten Strukturen des
Datensatzes XRD einen groRReren Wert aufwiesen.

Aminosaure | RMSD L. | RMSD W. | Aminosaure | RMSD L. | RMSD W.
Alanin 0,025A |1,75° Leucin 0,025 A | 2,50°
Arginin 0,025 A | 3,00° Lysin 0,035A | 2,50°
Asparagin | 0,030A | 2,25° Methionin 0,035A | 2,50°
Aspartat 0,025A | 2,00° Phenylalanin | 0,025A | 1,75°
Cystein 0,025A | 2,50° Prolin 0,030A | 2,25°
Glutamat 0,025A | 3,00° Serin 0,035A | 2,50°
Glutamin 0,030A | 2,75° Threonin 0,025A | 2,50°
Glycin 0,000 A | 0,00° Tryptophan [ 0,020A | 1,75°
Histidin 0,020A | 2,25° Tyrosin 0,020 A | 2,00°
Isoleucin 0,025A | 2,25° Valin 0,025 A | 2,00°

Der Vergleich der neu berechneten Daten fiir die Bindungslangen und -winkel mit denen von

Engh und Huber [31] (siehe elektronischen Anhang fiir ausfiihrliche Daten), sowie denen der
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AMBER-Kraftfelder [210-213] zeigte nur sehr geringe Unterschiede im Bereich der zweiten
bis dritten Nachkommastelle. Allerdings konnten die Standardabweichungen teilweise
drastisch reduziert und so eine genauere Validierung der Bindungen ermdglicht werden. Da
in den bisherigen Bewertungsprogrammen [72, 73] die Seitenketten immer aufler Acht
gelassen werden, ermoéglichen die neuen Berechnungen eine Validierung der von den
Protein-Modellierungsservern genutzten Seitenketten-Datenbanken. Dabei kénnen sowohl
einzelne problematische Bindungen als auch die gesamte Datenbank in Form einer RMSD-
Analyse validiert werden [214]. Die berechneten Maximalwerte fiir die Bindungslangen
(Tabelle 42 RMSD L.) und -winkel (RMSD W.) wurden so gewahlt, dass mindestens 95% aller

untersuchten Kristallstrukturen einen geringeren Wert aufweisen.

Tabelle 43: Mittlere RMS-Distanzen von planaren Gruppen

Hooft et al. [209] bestimmten die RMS-Distanzen von Atomen einer planaren Gruppe
zu der dazugehorigen Ebene sowohl fiir PDB-Strukturen (Hooft P) wie auch fir kleine
organische Molekile aus der CSD (Hooft C). Dabei wurden fiir aromatische Systeme
nur die Atome des aromatischen Ringsystems zur Etablierung der Ebene genutzt,
wahrend fir die Daten in der vierten Spalte alle Atome als Teil der Ebene angesehen
wurden. Die Daten der vierten Spalte (XRD H) wurden analog des von Hooft et al.
genutzten Systems berechnet.

Aminosaure Hooft C [209] | Hooft P [209] XRD XRDH MBD SMD

Arginin 0,0370 A 0,0340 A | 0,0026 A 0,0011 A | 0,0036 A
Asparagin 0,0059 A 0,0104 A | 0,0041 A 0,0015 A | 0,0056 A
Aspartat 0,0063 A 0,0000A | 0,0037 A 0,0013 A | 0,0082 A
Glutamin 0,0059 A 0,0102A | 0,0035A 0,0012 A | 0,0041 A
Glutamat 0,0063 A 0,0091A | 0,0030 A 0,0009 A | 0,0068 A
Histidin 0,0046 A 0,0082 A | 0,0044 A | 0,0044 A | 0,0004 A | 0,0022 A
Histidin-C 0,0500 A 0,0660 A | 0,0078 A | 0,1196 A | 0,0043 A | 0,0224 A
Phenylalanin 0,0089 A 0,0091 A | 0,0052 A | 0,0052 A | 0,0020 A | 0,0117 A
Phenylalanin-CB | 0,0640 A 0,0590 A | 0,0089 A | 0,0433 A | 0,0024 A | 0,0267 A
Tryptophan 0,0135 A 0,0144 A | 0,0066 A | 0,0066 A | 0,0027 A | 0,0230 A
Tryptophan-CB 0,0740 A 0,0740 A | 0,0098 A | 0,0367 A | 0,0082 A | 0,0350 A
Tyrosin 0,0082 A 0,0095 A | 0,0051 A | 0,0051 A | 0,0020 A | 0,0127 A
Tyrosin-Cp 0,0610 A 0,0640 A | 0,0092 A | 0,0467 A | 0,0028 A | 0,0267 A
Tyrosin-On 0,0400 A 0,0450 A | 0,0064 A | 0,0146 A | 0,0021 A | 0,0222 A
Tyrosin-CB-On 0,0107 A 0,0029 A | 0,0382 A

Die Planaritat von Seitenketten wurde anhand der RMS-Abstiande der Atome einer planaren
Gruppe (z.B. aromatische Ringe oder Sduregruppen) zu der dazugehorigen Ebene lberprift
[209]. Die neu berechneten Mittelwerte sind in allen Fallen geringer als bereits publizierte

Daten (Tabelle 43). Die Hauptgriinde fiir dieses Verhalten liegen zum einen in der deutlich
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hoheren Datenmenge im Vergleich zur Analyse von Hooft et al. [209], und zum anderen in
einem etwas veranderten Systems der Berechnung. Wahrend in der vorliegenden Arbeit die
Ebene zur Berechnung auch durch die Substituenten gelegt wurde, haben Hooft et al. nur
den aromatischen Ring als Ebene definiert und dann den Abstand des Substituenten zu
dieser Ebene bestimmt [209]. Besonders auffallig sind die deutlichen Unterschiede bei den
aromatischen Ringsystemen wenn die Substituenten (CB oder On) in die Berechnung mit
einbezogen werden. Die erhaltenen Werte zeigen, dass die Substituenten leicht (iber- oder
unterhalb der aromatischen Ringebene stehen. Ein zweiter Berechnungsdurchlauf fir den
Datensatz XRD unter Anwendung des Berechnungssystems von Hooft et al. (Tabelle 43 letzte
Spalte) konnte dieses Verhalten bestdtigen. Des Weiteren waren die Werte fiir Arginin
deutlich geringer als bei Hooft et al., was auf der Nicht-Beachtung des C6-Atoms in der
vorliegenden Arbeit beruht.

Ein Vergleich der Ergebnisse der Modell-Datensdtze mit den Ergebnissen der
Kristallstrukturen zeigt, dass sie sich stark voneinander unterscheiden (Tabelle 43). Wahrend
die Modelle aus der ModBase deutlich ndher an der Planaritat sind als die Kristallstrukturen,
weichen die Modelle von SwissModel vor allem bei den aromatischen Aminosauren sehr
stark von der Planaritdt ab. Hier scheint es ein Problem in der Seitenketten-Datenbank

dieses Servers zu geben.

Tabelle 44: Berechnete Zeta-Winkel zur Uberpriifung der Chiralitit von Aminosiuren
Aminosaure Winkel Zeta
Standard Ca-N-C-CB 34,0°+1,4°
Prolin Ca-N-C-CB 384°+1,1°
lle CB CB-Cy:1-Ca-Cy, | 33,1°+1,3°
THR CB CB-Oy1-Ca-Cy, | 34,7° +1,4°

Das letzte geometrische Kriterium zur Validierung von Proteinstrukturen ist der pseudo-
Torsionswinkel Zeta, mit dessen Hilfe die Chiralitit von sp3-hybridisierten Kohlenstoff-
Atomen Uberprift werden kann [100]. Er findet bisher vor allem bei der Validierung von Ca-
Atomen Anwendung und kann zusatzlich Informationen liber die Konfiguration (L- oder D-
Aminosauren, siehe Eigenschaften von Aminosauren) liefern [100]. Durch die Anwendung
der Zeta-Winkel-Berechnung auf die CB-Atome von Isoleucin und Threonin kann auch die

Chiralitat der Seitenketten tUberprift werden (Tabelle 44).
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die meisten bisher genutzten geometrischen
Standard-Parameter, z.B. Bindungslangen und -winkel von Engh und Huber [208] oder RMS-
Distanzen der Planaritdt von Hooft et al. [209], noch immer ihre Berechtigung haben. Da sie
wahrend der Erstellung von experimentellen Proteinstrukturen oftmals starken Restraints
unterliegen [31], konnten keine groRen Unterschiede zu bereits publizierten Daten gefunden
werden. Bei der Anwendung dieser Parameter zur Validierung von in-silico erstellten
Proteinstrukturmodellen, sollten sich dementsprechend auch nur geringe Abweichungen
zeigen, da diese in den meisten Fallen auf Kristallstrukturen aufbauen [215]. Trotzdem ist es
wichtig, vor allem die Geometrie der Aminosdure-Seitenketten einer intensiven Priifung zu
unterziehen, um systematische Fehler der Modellierungsprogramme und/oder -server
ausschlieBen zu kénnen. Mit den aktuell am meisten verwendeten Programmen ProCheck
[72] und WhatCheck [73] ist dies jedoch nicht moglich, da sie nur das Protein-Riickgrat
untersuchen und dabei nur Fehler einzelner Bindungen aufzeigen. Sollte es Fehler in den
Seitenketten-Datenbanken der Modellierungsserver oder -programme geben, sind diese nur
schwer identifizierbar. Dementsprechend liefern die vorgestellten Ergebnisse eine ideale

Basis fir die Entwicklung neuer Validierungsmechanismen.
2.4.2 Analyse von Torsionswinkeln

Neben den einfachen geometrischen Parametern wie Bindungslangen und -winkel, sind vor
allem die Torsionswinkel innerhalb einer Proteinstruktur ein wichtiger Indikator fir ihre
Qualitat. Dabei ist es wichtig, nicht nur die Torsionswinkel des Protein-Riickgrates (Phi, Psi
und Omega) zu betrachten, sondern auch ein groBes Augenmerk auf die Chi-Winkel der
Aminosaure-Seitenketten zu legen. Durch die Untersuchung der Aminosaure-Seitenketten
konnen Probleme im Wasserstoffbriicken-Netzwerk, bzw. sterische Probleme eventuell

gel6st werden.
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Abb. 24: Omega-Winkel im Datensatz XRD

Die vier Histogramme zeigen die Verteilung des Betrages der Omega-Winkel fiir den
Datensatz XRD. Gezeigt sind die komplette Verteilung (A), die Verteilung der Omega-
Winkel im trans Bereich (160° bis 180°, B, 99,44% der Werte), im cis Bereich (0° bis
10°, C, 0,25% der Werte) sowie im Bereich der verdrehten Winkel (10° bis 160°, D,
0,31% der Werte).

Wie weiter oben beschrieben (Eigenschaften von Aminosduren), kann der Omega-
Torsionswinkel genutzt werden, um ungewoéhnliche Konformationen der Peptid-Bindung zu
identifizieren. Berkholz et al. wiesen im Zuge einer Analyse von hochaufgelosten
Kristallstrukturen (Auflosung kleiner als 1,0 A) nach, dass es viele trans-Peptidbindungen,
gibt deren Omega-Winkel um mehr als 20° von der Planaritdt (180°) abweichen [216].
Untersuchungen des Betrages dieses Winkels fiir den Datensatz XRD zeigten, dass zwei
verschiedene Konformationen unterschieden werden kénnen (Abb. 24). Bei diesen handelt
es sich um trans-Peptidbindungen (Omega > 160°) und um cis-Peptidbindungen (Omega <
10°). Alle Bindungen mit davon abweichenden Werten kdnnen als verdrehte
Peptidbindungen (10° < Omega < 160°) bezeichnet werden. Wahrend die verdrehten
Bindungen als problematisch angesehen werden sollten, kann ein gewisser Teil an cis-
Peptidbindungen durchaus erlaubt sein, allerdings sollte vermieden werden ihre Bedeutung

zu Uberinterpretieren [107].
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Tabelle 45: Peptidbindungskonformationen der verschiedenen Datensatze
Konformation XRD MBD SMD
# Peptidbindung 1482915 | 665000 | 386240
# trans-Peptidbindung 1474584 | 662622 | 378483
% trans-Peptidbindung 99,44% | 99,64% | 97,99%
# cis-Peptidbindung 3670 1063 813
% cis-Peptidbindung 0,25% 0,16% | 0,21%
# verdrehte Peptidbindung 4661 1315 6944
% verdrehte Peptidbindung | 0,31% 0,20% | 1,80%

Rund 0,31% aller Peptidbindungen im Datensatz XRD kann als verdreht angesehen werden
(Tabelle 45). Dieser Anteil entspricht den Ergebnisse von Berkholz et al., die fir
Kristallstrukturen mit Auflésungen von 2,5 A bis 1,2 A Anteile von 0,20% bis 0,40%
nachweisen konnten. Bei den Modell-Datensdtzen konnten fir die Modelle der ModBase
sehr ahnliche Ergebnisse gefunden werden, wahrend die Modelle von SwissModel deutlich
mehr verdrehte Peptidbindungen aufweisen. Moglicherweise liegt hier ein Problem bei der

Modellierung des Proteinriickgrates vor.
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Abb. 25: Klassischer Ramachandran-Plot

Die Abbildung zeigt einen klassischen Ramachandran-Plot [217] mit den von Morris
[100] definierten Regionen favorisiert (rot), erlaubt (gelb), grenzwertig (hellgelb) und
verboten (weiB).

Mit der Entwicklung des Phi/Psi-Plots durch Ramachandran [217-219], der Festlegung von
favorisierten und erlaubten Bereichen durch Morris [100] sowie der Weiterentwicklung
durch das Richardson-Lab [220, 221] wurde ein wichtiges Instrument zur Uberpriifung von

Proteinstrukturen (Abb. 25 und Abb. 26) geschaffen.
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Abb. 26: Vergleich der PhiPsi-Plots von Lovell et al. [220] und den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Berechnungen

Die beiden Diagramme zeigen die Phi/Psi-Plots fur den allgemeinen Fall, die mit Hilfe
der von Lovell et al. postulierten Dichte-abhangigen Glattungsfunktion erstellt
wurden. Es sind deutliche Unterschiede zwischen den erlaubten Bereichen der
Originalliteratur (dunkelblaue Kontur in A) und der Neu-Berechnung (griine Kontur in
B) zu erkennen. Aulerdem gibt es leichte Unterschiede bei der favorisierten
Regionen, vor allem im Bereich 90° < Psi < 45° und -150° < Phi < -120°.

Ausgehend von den Ergebnissen von Lovell et al. [220], wurden Dichte-Berechnungen der
Phi/Psi-Winkel fur alle kanonischen Aminosduren durchgefihrt. Dabei wurde eine
geglattete, normalisierte Dichte-Funktion genutzt, die als Summe der Dichten aller

Datenpunkte N wie folgt definiert ist:

N

CROEIIACRD (@)

i=1
Um eine komplette Dichte zu erhalten wird der Phi/Psi-Plot in gleichmé&Rige Quadrate (2°x2°)
aufgeteilt und fiir jeden Eckpunkt dieser Quadrate die Dichte anhand von Formel (4)
berechnet. Die Verteilungen werden als normalisierte Kosinus-Maske in Abhangigkeit von
den untersuchten Torsionswinkeln definiert. Die Berechnung wird dabei fir jeden

Datenpunkt i und fir alle x;, die kleiner als a;, sind durchgefihrt.

T TX;
(¢ ¥) = al(n? —4) {COS (a_l) * 1} (5)
Dabei ist x; wie folgt definiert:
xi= = o>+ W - ¥)? (6)
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Zur endgiiltigen Erstellung der Plots werden zwei Iterationen durchgefiihrt wobei fiir a; in
der ersten Iteration fiir alle Datenpunkte i ein Wert von 10° angenommen wurde. In der
zweiten Iteration kann dann a; wie folgt berechnet werden:

a; = kpy (s )" (7)
Als Konstanten wurden A = 0,5, n = 2 und k = 13 fiir den allgemeinen Plot und k=16 fir die
Sonderfille genutzt.
Dabei konnten neben den bereits postulierten Extra-Plots fir Glycin, Prolin und Pra-Prolin
(Abb. 27), noch vier weitere in Form von Glutamat, Histidin, Isoleucin und Valin entwickelt
werden (Abb. A.9). Ein Blick auf die Plots zeigt, dass es nur geringe Unterschiede bei Glycin
und Prolin in der Verteilung der favorisierten und erlaubten Regionen gibt (Abb. 27 A, B, D
und E). Diese resultieren aus leicht unterschiedlichen Grenzsetzungen fiir die Konturen bzw.
geringen Unterschieden der Datengrundlage. Lovell et al. nutzten Grenzwerte von 98% fir
die favorisierten Bereiche und 99,95% (allgemeine Verteilung) bzw. 99,8% (Sonderfalle) fir
die erlaubten Bereiche [220]. In der vorliegenden Arbeit wurden fiir alle Diagramme
Grenzwerte von 99,8% fur den erlaubten Bereich und 99% fur den favorisierten Bereich
genutzt. Bei den Pra-Prolinen (Abb. 27 C und F) resultieren etwaige Unterschiede im ersten
und vierten Quadranten aus der Inklusion von Glycin bei der Erstellung der Dichten. Dies
steht im Gegensatz zum Ansatz von Lovell et al., die bei der Erstellung ihres Diagramms nur

nicht-Glycine in den Pra-Prolin-Plot integrierten [220].
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Abb. 27: Phi/Psi-Diagramme der Sonderfille Glycin, Prolin und Pr&-Prolin

Neben den Torsionswinkeln des

In den sechs Diagrammen sind die berechneten
Aminosauren Glycin (A und D), Prolin (B und E) sowie Aminosauren vor Prolin (C und
F) zu sehen. Es sind immer die Plots von Lovell et al. (obere Zeile) den Neu-
Berechnungen (untere Zeile) gegeniibergestellt. Vor allem bei den Pra-Prolinen sind
in den dulersten Bereichen des ersten und vierten

deutliche Unterschiede
Quadranten zu erkennen.

Proteinrickgrates

idealen Regionen fir die

sollten auch die Seitenketten-

Torsionswinkel (Chil bis Chi4) in dhnlicher Form analysiert werden. Dazu wurde die oben

genannte Dichte-abhangige Glattungsfunktion auf Chil/Chi2-, Chi2/Chi3- sowie Chi3/Chi4-

Diagramme der Aminosdure-Seitenketten angewandt. Insgesamt konnten so 12 Chil/Chi2-,

4 Chi2/Chi3- sowie 2 Chi3/Chi4-Plots etabliert werden (Beispiel in Abb. 28, komplette

Ubersicht in Tabelle A.5 und im elektronischen Anhang).
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Abb. 28: Seitenketten-Torsionswinkel-Diagramme fiir Arginin
Die drei Diagramme zeigen die berechneten Chil/Chi2- (A), Chi2/Chi3- (B) und
Chi3/Chi4-Diagramme (C) anhand des Beispiels Arginin. Die Unterschiede zwischen
den einzelnen Plots sowie die vorliegende Abhangigkeit der Torsionswinkel
untereinander sind gut erkennbar. Die erlaubten Regionen (griine Kontur) liegen in
fast allen Bereichen sehr nah an der favorisierten Region (rote Kontur).

Die drei Diagramme in Abb. 28 zeigen, dass es praferierte Kombinationen der Seitenketten-
Torsionswinkel gibt. Besonders auffallig sind die nicht populierten Regionen in den mittleren
Bereichen beider Achsen (vergleiche Abb. 28 und Abb. 29), die sich auch fiir andere

Aminosauren so finden lassen (elektronischer Anhang). Insgesamt bestehen die Plots aus bis
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zu 16 moglichen idealen Kombinationen, deren grundsatzliche Lage fiir alle Aminosaduren
identisch ist. Bei diesen Regionen handelt es sich um alle méglichen Kombinationen der drei

idealen Chi-Winkel gauche’, gauche* und trans.
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Abb. 29: Chil/Chi2-Diagramme von Arginin und Leucin erstellt mittels ProCheck

Die beiden Plots zeigen die von ProCheck [72] entwickelten Chil/Chi2-Diagramme fiir
die Aminosauren Arginin und Leucin. Obwohl die Winkel-Einteilung etwas anders ist
als bei den neu-berechneten Diagrammen, sind zumindest gewisse Ahnlichkeiten zu
erkennen. Die favorisierten Regionen sind durch eine Griinfarbung der Zeichenflache
gekennzeichnet.

Eine genauere Betrachtung der einzelnen Chi-Plots zeigt, dass zumindest einige kleine
Regelmaligkeiten existieren. Die Kombination von gauche* (~60°) auf der x-Achse und
gauche  (~-60°) auf der y-Achse ist nur sehr selten, unabhangig von Aminosaure und
Diagramm-Typ, als favorisierte Region gekennzeichnet, was mit den Plots von ProCheck
durchaus Ubereinstimmt, denn auch dort ist dieser Bereich (Winkel von 60° flr gauche* und
300° fur gauche’) als unwahrscheinlich gekennzeichnet (Abb. 29). Des Weiteren scheint ein
Chi2-Winkel von +150° bis +180° fir aromatische Aminosauren (Phenylalanin, Tryptophan
und Tyrosin) energetisch ungiinstig zu sein. Da aromatische Aminosauren bevorzugt eine
"gauche" (+60°) oder "perpendicular" (+90°) Konformation annehmen und die "eclipsed"
Konformation energetisch eher unglinstig ist [222], entsprechen die hier gefundenen
Ergebnisse den stereochemischen Standards.

Ein weiteres Merkmal dieser Diagramme ist, dass die erlaubten Regionen (griine Konturen)

in fast allen Bereichen sehr nah an den favorisierten Regionen (rote Konturen) liegen. Das
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spricht fur eine insgesamt relativ enge Verteilung der zugrunde liegenden Daten, und deutet
somit auf eine klare Differenzierung zwischen den praferierten Winkel-Kombinationen und
den energetisch ungiinstigen Kombinationen hin.

Insgesamt ermoglichen die vorgestellten neuen Plots eine umfassende Bewertung von
Proteinstrukturen hinsichtlich ihrer Torsionswinkel. Insbesondere die vier neuen Phi/Psi-
Plots fiir die Sonderfélle (Glu, His, lle und Val, siehe Abb. A.9), von denen zumindest zwei
inzwischen auch durch das Richardson-Lab bestatigt wurden [221], verdeutlichen den Wert
dieses Ansatzes im Bezug auf die Validierung von Proteinstrukturen. Durch die Nutzung des
Ansatzes von Lovell et al. [220] zur Erstellung von neuen Chil/Chi2-Diagramme und der
Erweiterung dieses Ansatzes auf hohere Seitenketten-Torsionswinkel (Chi2/Chi3- oder
Chi3/Chi4-Plots) wird ein noch differenzierterer Blick auf diese Bereiche der Proteinstruktur

moglich.
2.4.3 Aminosaure-Volumina und sterische Probleme

Das Volumen von Aminosduren kann entweder mit Hilfe des Voronoi-Ansatzes [223], da
dieser eine gute Naherung fir die relativ komplizierte Berechnung darstellt [224-227], oder
unter Nutzung eines hard-sphere Modells durchgefiihrt werden [228, 229]. Beim Voronoi-
Ansatz werden Polyeder rund um die untersuchten Atome erstellt [224]. Die Grenzflachen
dieser Polyeder werden dabei durch die umliegenden Atome definiert [224]. Die Kanten
dieser Grenzflachen entsprechen einer Senkrechten in der Mitte der Geraden zwischen dem
Atomkern des untersuchten Atoms und den Atomkernen der umliegenden Atome [224]. Da
eine Implementierung dieses Ansatzes sich als zu kompliziert herausstellte, wurde

stattdessen auf das hard-sphere-Modell zurlickgegriffen.

Tabelle 46: Kovalente und van-der-Waals Radien ausgesuchter Elemente
Atom Kovalenter Radius [230, 231] | Van-der-Waals Radius [232]
sp2-hybridisierter Kohlenstoff 0,73 A 1,70 A
sp3-hybridisierter Kohlenstoff 0,76 A 1,70 A
Stickstoff 0,71 A 1,55 A
sp2-hybridisierter Sauerstoff 0,57 A 1,52 A
sp*-hybridisierter Sauerstoff 0,63 A 1,52 A
Schwefel 1,03 A 1,80 A

Die Berechnung der van-der-Waals-Volumina von einzelnen Aminosduren mit Hilfe eines

hard-sphere-Modells stellte sich als duRerst kompliziert dar, da es zur Uberlappung von
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mehreren Kugeln kam und die Volumen-Berechnung solcher Konstrukte sich als nicht trivial
erwies [233-236]. Aus diesem Grund wurden stattdessen kovalente Volumina genutzt. Mit
Hilfe der kovalenten Radien der einzelnen Atome [230, 231] (Tabelle 46) konnte ein System

zur Berechnung des kovalenten Volumens von Aminosauren entwickelt werden.

Tabelle 47: Berechnete kovalente Volumina der Aminosaure

Aminosaure | Volumen [A3] | Aminosidure | Volumen [A3]

Alanin 7.303£0.112 | Leucin 12.874 £ 0.168
Arginin 15.871 £ 0.203 | Lysin 14.438 + 0.231
Asparagin 10.633 £ 0.131 | Methionin 15.689 + 0.289
Aspartat 10.322 £ 0.130 | Prolin 11.016 £ 0.167
Cystein 12.037 £ 0.263 | Phenylalanin | 16.053 + 0.233
Glutamin 12.257 £0.170 | Serin 8.490+0.110
Glutamat 12.023 £ 0.155 | Threonin 10.399 £ 0.147
Glycin 5.410 £ 0.087 | Tryptophan | 20.284 +0.253
Histidin 14.120 £ 0.132 | Tyrosin 17.274 £ 0.227
Isoleucin 12.912 £ 0.214 | Valin 11.038 £ 0.169

In Tabelle 47 sind die berechneten kovalenten Volumina der zwanzig kanonischen
Aminosauren mit ihren jeweiligen Standardabweichungen zusammen gefasst. Im Zuge der
Berechnung dieser Werte stellte sich die Verwendung der publizierten Radien (Tabelle 46) in
manchen Fadllen jedoch als problematisch heraus. Vergleicht man die berechneten
Bindungslangen (Vergleiche Kapitel 2.4.1 und elektronischer Anhang) mit den kovalenten
Radien aus Tabelle 46, so fallt auf, dass vor allem bei Kohlenstoffatomen, die eine Einfach-
und eine Doppel-Bindung ausbilden, z.B. die Cy-Atome von aromatischen Ringen, der
angegebene Radius nicht grof’ genug ist, um eine Berlihrung der Orbitale zur Ausbildung
einer Einfachbindung zu erméglichen. Um die nétige Beriihrung der beiden Atome [237] zu
Radien der einzelnen Atome

ermoglichen, musste deshalb eine Anpassung der

vorgenommen werden (Abb. 30).
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Abb. 30: Schema zur Anpassung kovalenter Radien bei der Volumenberechnung

Die Abbildung zeigt schematisch die Bindung von drei aufeinanderfolgenden Atomen
M1, M; und Ms;, mit den dazugehorigen Bindungslangen di; und dys. Im Falle, dass
ein sp?-hybridisierter-Kohlenstoff eine Einfach- und eine Doppelbindung aufweist, ist
der postulierte kovalente Radius fir dieses Atom [230] kiirzer als die Einfachbindung
di/3 und daraus resultiert eine Liicke zwischen den beiden Atomen (x1/3).

Dabei werden fiir alle kovalenten Bindungen innerhalb der Proteinstruktur bzw. der
Aminosdaure die Bindungslangen berechnet, und im Anschluss daran die dazugehérigen
kovalenten Radien bestimmt. Dabei wird zuerst die Differenz aus der berechneten
Bindungslange, z.B. 1,532 A fiir CA-CB von Aspartat, und der theoretischen Bindungslange
(Summe der kovalenten Radien der beteiligten Atome), z.B. 0,76 A +0,76 A =152 A,
gebildet. Ausgehend von dieser Differenz, hier 0,012 A, kann nun berechnet werden, wie
sehr der jeweilige Radius angepasst werden muss. Dazu muss zuerst das Verhaltnis der
beiden Literaturwerte zueinander bestimmt, in unserem Fall 1:1, d.h. beide Radien miissen
gleichermalien angepasst werden, und dann die Differenz entsprechend dieses Verhaltnisses
auf die jeweiligen kovalenten Radien addiert werden. Im vorliegenden Fall miisste also 0,006
A auf die Literaturwerte addiert werden, so dass man zu reellen kovalenten Radien von je
0,766 A kommt. Diese Berechnung wird fiir alle Bindungen eines Atoms wiederholt, so dass
z.B. ein Atom mit drei Bindungen am Ende drei kovalente Radien zugewiesen bekommt. Da
fir alle Bindungen eine Berlhrung der Orbitale vorhanden sein muss [237], wird das

Volumen des Atoms dann aus dem maximalen angepassten kovalenten Radius r berechnet.
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Dieses Volumen entspricht dem Volumen einer Kugel mit dem Radius r, abziiglich aller

Kugelschnitte die durch die Uberlappung entlang der Bindungen entstehen (Abb. 31).

Cuttingplane

Abb. 31: Schematische Darstellung der Volumen-Berechnung iiberlappender Kugeln

Das Schema zeigt die fir die Berechnung des Volumens von zwei (iberlappenden
Kugeln notigen Werte. Mit Hilfe von einfachen mathematischen Berechnungen kann
das Volumen der Kugelkappen bestimmt und von den Volumina der Kugeln
subtrahiert werden.

Aufgrund der Nutzung des kovalenten Volumens im Gegensatz zum van-der-Waals-Volumen
in friiheren Arbeiten, ist ein Vergleich der Ergebnisse nur in Form von normierten Volumina
moglich (Tabelle 48). Grundsatzlich sind die Ergebnisse der verschiedenen Analysen sehr
dhnlich, mit Ausnahme der Ergebnisse von Finney, obwohl verschiedene Methoden zum
Einsatz kamen. Wahrend Pontius et al. [227] sowie Finney [225] den klassischen Voronoi-
Ansatz [223] nutzten, verwendeten Harpaz et al. [238] sowie Chotia [239] eine angepasste
Version des Voronoi-Ansatzes unter Beachtung der van-der-Waals-Radien der einzelnen
Atome [224]. Richards begriindete die Anpassung des Voronoi-Ansatzes mit dem
sogenannten Vertex-Fehler [224, 228], jedoch konnten Gerstein et al. mit Hilfe von
Molekildynamik-Simulationen mit ENCAD zeigen, dass dieser Fehler nur sehr geringe
Auswirkungen auf die Berechnung der Volumina hat [240]. Die starken Abweichungen der
Ergebnisse von Finney resultieren aus der Einbeziehung von Wasser-Molekiilen in die
Berechnung, mit deren Hilfe angepasste Voronoi-Polyhedra berechnet wurden [225]. Alles in
allem entspricht das Verhalten der hier berechneten kovalenten Volumina den Ergebnissen

von friheren Berechnungen von van-der-Waals-Volumina.
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Tabelle 48: Vergleich von normierten Aminosaure-Volumina verschiedener Studien
In der Tabelle sind die auf Glycin normierten Volumina von vier alteren Studien sowie
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gezeigt. Dazu wurde fir jede Aminosaure
das berechnete Volumen durch das Volumen von Glycin geteilt, um einen Vergleich
von van-der-Waals- und kovalentem Volumen zu ermoglichen. Die Zahlen in
Klammern sind die tatsachlich berechneten Volumina der einzelnen Aminosauren.
Bei der Studie von Finney [225] wurde das theoretische Volumen als Summe von
Volumina des Proteinriickgrates und der entsprechenden Seitenkette genutzt.
Aminosdure | Harpaz [238] | Chotia [239] | Finney [225] | Pontius [227] XRD
Alanin 1,41 1,38 1,52 1,36 1,35
(90,1 A3) (91,5 A3) (85,8 A3) (91,5 A3) (7,3 A3)
Arginin 3,02 3,73 2,91 2,93
(192,8 A3) (209,8 A3) (196,1 A%) | (15,9 A3
Asparagin 2,00 2,04 2,31 2,05 1,97
(127,5 A3) (1352 A%) | (130,2 A% (138,3A%) | (10,6 A3
Aspartat 1,84 1,88 2,34 2,00 1,91
(117,1 A3) (124,5 A3) (131,6 A3) (135,2 A%) | (10,3 A3)
Cystein 1,78 1,77 1,83 1,69 2,22
(113,3 A3) (117,733 | (103,1 A% (114,4 33 | (12,0 B3
Glutamin 2,34 2,43 2,74 2,32 2,27
(149,4 A3) (161,1 A3) (154,4 A3) (156,4 A3) | (12,3 A3)
Glutamat 2,21 2,34 2,70 2,29 2,22
(140,8 A3) (155,143 | (151,8 A% (154,6 A3) | (12,0 A3
Glycin 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
(63,8 A3) (66,4 A3) (56,3 A3) (67,5 A3) (5,4 A3)
Histidin 2,50 2,52 2,77 2,42 2,61
(159,3 A3) (167,3 A3) (156,2 A3) (163,233 | (14,1 A3)
Isoleucin 2,58 2,54 2,88 2,41 2,39
(164,9 A3) (168,8 A3) (162,4 A3) (162,6 A3) | (12,9 A3)
Leucin 2,58 2,53 2,80 2,42 2,38
(164,6 A3) (167,9 A3) (157,7 A3) (163,4 A3) | (12,9 A3)
Lysin 2,66 2,58 3,04 2,41 2,67
(170,0 A3) (171,3 A3) (171,1 A3) (162,573 | (14,4 A3)
Methionin 2,63 2,57 2,85 2,46 2,90
(167,7 A3) (170,8 A3) (160,2 A3) (165,9 A3) | (15,7 A3)
Prolin 1,93 1,95 2,23 1,83 2,04
(123,1 A3) (129,3 A3) (125,6 A3) (123,4 %) | (11,0 43)
Phenylalanin 3,03 3,06 3,62 2,95 2,97
(193,5 A3) (203,4 A3) (203,9 A3) (198,8 A3) | (16,1 A3)
Serin 1,48 1,49 1,80 1,51 1,57
(94,2 A3) (99,1 A3) (101,1 A3) (102,0 A3) (8,5 A3)
Threonin 1,88 1,84 2,20 1,87 1,92
(120,0 A%) (122,18%) | (123,943 (126,0A%) | (10,4 A%
Tryptophan 3,63 3,58 3,51 3,75
(231,7 A3) (237,6 A% (237,283 | (20,3 A3
Tyrosin 3,09 3,07 3,46 3,11 3,19
(197,1 A% (203,6 A%) | (194,9 A3) (209,8 A% | (17,3 A%)
Valin 2,18 2,13 2,25 2,05 2,04
(139,1 A3) (141,7 A3 (126,4 A3) (138,4 A% | (11,0 A3
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Zusatzlich zur Berechnung von Aminosaure-Volumina wurde in der vorliegenden Arbeit das
hard-sphere-Modell genutzt um sterische Probleme zu bestimmen. Dazu wurden die van-
der-Waals-Radien der Atome genutzt [232] und alle nicht-kovalent gebundenen Atome
(mehr als vier Bindungen voneinander entfernt), deren Kugeln sich mehr als 0,4 A
Uberlappen, als sterische Hinderungen definiert [241]. Analog zu Davis et al. [77] kann dann
ein Clashscore berechnet werden, definiert als Anzahl an sterischen Problemen pro 1000
Atome, um eine Aussage Uber die sterische Qualitat der untersuchten Struktur treffen zu
konnen. Nicht-kovalent gebundene Atome, deren kovalente Radien sich lGberlappen, wurden

zusatzlich als massive sterische Probleme definiert.
2.4.4 Energiepotentiale

Alle in der vorliegenden Arbeit etablierten Energiepotentiale wurden mit Hilfe des Ansatzes
von Melo und Feytmans [242] berechnet. Dabei kann die Energie fir eine Interaktion mit
Hilfe von Formel (8) berechnet werden. Die so erhaltene Energie ist dann abhangig vom

Interaktionspaar i, j, der Distanzklasse | und der Sequenzseparation k.

i,j
P l
AE (D) = RTIn(1 + M j.0) = RTIn[1 + M, j 0 ff—kxxig] (®)
k

Die darin vorkommenden Variablen My, fi)(I) und fi?*(I) kénnen dann mit Hilfe der Formeln
(9) bis (11) berechnet werden. Fur den Faktor RT wurde 0,582 kcal/mol gewahlt. Die darin
vorkommende Variable f(i, j, k, |) entspricht der Anzahl an gefundenen Interaktionen von
Atom i und Atom j bei einem Abstand | und der Sequenzseparation k. In Formel (9) werden
alle Interaktionen des Paares i, j (z.B. ALA und ARG) bei einer bestimmten Sequenzseparation
(z.B. k=5) fur alle Distanzklassen | aufaddiert, um so die Gesamtzahl an Interaktionen eines

bestimmten Paares zu bekommen.

Mije= ) G kD )
=1

Mit Hilfe der Variable Mikxkann nun die Interaktion des Paares i, j bei einer
Sequenzseparation k innerhalb einer bestimmten Distanzklasse | anhand von Formel (10)

normiert werden.
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i f@.) k1)
(D) = T]k (10)

So erhdlt man die relative Haufigkeit des Auftauchens einer bestimmten Interaktion
innerhalb der aktuellen Distanzklasse. Formel (11) beschreibt dann die relative Haufigkeit

aller Interaktionen in der aktuellen Distanzklasse I.

Z?=1 Z?:l f(l,], k: l)
Xl X f) kD (11)

fir® =

Dazu wird die Summe aller Interaktionen innerhalb der Distanzklasse | (Zahler) durch die
Gesamtzahl aller Interaktionen (Nenner) geteilt. Unter Nutzung des von Melo und Feytmans
[242] entwickelten Ansatzes (siehe oben) wurden verschiedene Potentiale entwickelt, mit
deren Hilfe eine energetische Validierung von Proteinstrukturen erméglicht werden sollte.
Neben klassischen Interaktionspotentialen wurden dabei auch weitere Formen getestet, die
nachfolgend erlautert und diskutiert werden sollen. Es wurde grundsatzlich versucht, auf
schon bestehende Berechnungen (Abschnitt Intramolekulare Interaktionen) zuriickzugreifen,

um eine Verknipfung der Wechselwirkungsanalyse mit den Bewertungsalgorithmen zu

schaffen.

Tabelle 49: Standard-Parameter der entwickelten Energiepotentiale
Potential | k| o
Ca-Interaktionspotential 85A|4]|1/50
CB-Interaktionspotential 75A 4] 1/50
Ca-Sekundarstrukturabhingiges Interaktionspotential | 7,5A | 3 | 1/50
CB-Sekundirstrukturabhingiges Interaktionspotential | 7,5A | 3 | 1/50
All-Atom-Interaktionspotential 75A |6 -
Ca-Losungsmittelpotential 80A | - -
CB-Losungsmittelpotential 80A|[-| -

Um eine Bewertung mit Hilfe von Interaktionspotentialen zu ermdéglichen, missen die
Parameter fir Distanzklasse |, Sequenzseparation k sowie den Anpassungsfaktor o ermittelt
werden. Fiur die einfachen Ca/CB-Interaktionspotentiale wurde ein Anpassungsfaktor von
1/50, eine Sequenzseparation von 4 Aminosiuren sowie eine maximale Distanz von 8,5 A fir
das Ca-Interaktionspotential bzw. 7,5 A fiir das CP-Interaktionspotential (Tabelle 49)

genutzt.
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Neben den einfachen Aminosdure-abhangigen Interaktionspotentialen wurden noch
Sekundarstruktur-abhangige Interaktionspotentiale entwickelt. Dabei kamen zwei
verschiedene Systeme, ein Drei-Zustandsmodell (Helix, Strang und Coil) sowie ein Vier-
Zustands-Modell (Helix, Strang, Turn und Coil) zum Einsatz, um den neu-definierten Turns
Rechnung tragen zu konnen. Unter Nutzung der selben Sequenzseparationen,
Anpassungsfaktoren und fast identischen maximal-Distanzen (Tabelle 49), konnten
insgesamt vier Potentiale entwickelt werden.

Ausgehend von den Ca- und CB-Potentialen wurde ein All-Atom-Interaktionspotential analog
zu ANOLEA [242] entwickelt. Dabei wurden alle Atomarten der kanonischen Aminosaduren
innerhalb von Proteinstrukturen als eigener Atomtyp angesehen, dementsprechend
reprasentieren z.B. ASN_OD1 und ASN_OD2 unterschiedliche Atomtypen. Als Parameter
wurden eine Sequenzseparation von 6 Aminosduren, eine Maximal-Distanz von 7,5 A sowie
ein Anpassungsfaktor von 1/50 gewahlt.

Mit  Hilfe eines vereinfachten Berechnungsansatzes (Formel (12)) wurden
Solvatationspotentiale entwickelt. Dabei wurde sich zunutze gemacht, dass die Solvatation
einer Aminosdure durch die Anzahl an anderen Aminosduren in ihrer direkten Umgebung
bestimmt werden kann [143, 243]. Ausgehend von dieser Annahme wurden zwei
Solvatations-Potentiale anhand von Formel (12) erstellt. Die Anzahl der Aminosduren in der
Umgebung wurde dabei entweder anhand von Ca- oder CB-Atomen bestimmt.

B fA4(@r)
AE (r) = —RTln(f(—r)) (12)

Dabei ist f(r) die Wahrscheinlichkeit aller Aminosauren eine bestimmte Anzahl "r" an
umgebenden Aminosduren zu besitzen und f*(r) ist dieselbe Wahrscheinlichkeit des
Aminosauretyps AA [143, 243].

VAL AA
Fr) = VELALA" (r)

20
ALA Xir=0 n44(r)

(13)

Der erste Term berechnet sich dabei aus der Anzahl der gezdhlten Aminosduren mit

Nachbaratomen "r" geteilt durch die Anzahl aller gezahlten Aminosauren.

nAA (T)
@) = =3 (14)

0
r=0 nAA (T)
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Der zweite Term (Formel (14)) berechnet sich dann aus der Anzahl von Aminosaduretyp AA

mit "r" Nachbarn geteilt durch die Anzahl aller gefundenen Aminosauren vom Typ AA.
2.4.5 Uberpriifung von Sekundirstrukturmerkmalen

Obwohl Sekundarstrukturen essentiell fiir die Faltung von Proteinen sind [5], wurden bisher
nur wenige Versuche unternommen ihre strukturelle Qualitdt zu Uberprifen. Die meisten
Untersuchungen in diesem Bereich beschrinken sich entweder auf die Ubereinstimmung
von vorhergesagter und modellierter Sekundarstruktur [244, 245], die Qualitat von
[246-248] oder die Entwicklung energetischen

Sekundarstrukturvorhersagen von

Funktionen mit Hilfe von Sekundarstrukturen [249, 250]. Nachdem alle bekannten
Validierungskriterien analysiert und erweitert wurden, wurden deshalb in einem letzten Test
Bewertungsparameter flir Sekundarstrukturmerkmale etabliert. Dabei wurden vor allem

neue geometrische Untersuchungen durchgefiihrt.

Tabelle 50: Geometrische Parameter zur Validierung von Sekundarstrukturmerkmalen

Parameter Beschreibung Erlaubter Bereich

CAp3-Distanz Mittelwert der CA-CA+3 Abstdnde Uber das gesamte | Helices: Z.SZOA = %.74A
Merkmal Strands: 4.88A — 5.16A
Mittelwert der CA-CA+2 Abstinde Uber das gesamte | Helices: 5.384 - 5.59A

Streckung

Merkmal

Strands: 6.35A — 7.054

VektorWinkel

Mittelwert der Winkel zwischen dem Vektor Uber das
Merkmal und den Vektoren zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Ca-Atomen im Merkmal

Helices: 62.89° — 66.77°
Strands:24.53° — 33.45°

Quotient aus Lange der Helix und Anzahl der darin

Steigung vorkommenden Aminosiuren Helices: 1.33A - 1.51A
CB-Torsion Torsionswinkel CB-CA-CA-CB von zwei | Helices: 55.24° — 76.26°
aufeinanderfolgenden Aminosauren im Merkmal Strands: 126.21° - 175.71°
ke 2 (DhiaDo —
Rotation Berechnet als arccos((1-4*cos?((Phi+Psi)/2))/3) fur jede Helices: 94.11° — 107.11°

Aminosaure in der Helix [175]

Bei der Etablierung von geometrischen Kriterien fiir die Validierung von Sekundarstrukturen
musste darauf geachtet werden, Parameter zu nutzen, die nicht Im Zuge der Zuweisung von
Sekundarstrukturen (Abschnitt 6.3) angewendet wurden. Dementsprechend wurden

Abstands- und Winkel-Berechnungen durchgefiihrt, um aussagekraftige und gut

differenzierende Kriterien zu etablieren. Nach ausfiihrlichen Berechnungen und Tests
konnten sechs Kriterien fiir Helices sowie vier Kriterien fiir B-Strange identifiziert werden,

mit denen eine Validierung moglich ist (Abb. 32, Abb. 33 und Tabelle 50).
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Geometrische Kriterien zur Validierung von Helices

Die vier Histogramme zeigen die Verteilung von vier geometrischen Parametern, die
zur Validierung von Helices herangezogen werden. Darunter sind die CAp3-Distanz
(A), die Rotation (B) und die "Streckung" (C) einer Helix sowie der Torsionswinkel
zwischen zwei aufeinanderfolgenden CB-Atomen innerhalb einer Helix (D)
(Vergleiche Tabelle 50). Alle vier Kriterien weisen schmale Verteilungen mit klar zu
erkennenden Maxima auf.

Vor allem die Abstandskriterien CAp3-Distanz und Streckung differenzieren sehr stark

zwischen gut und schlecht gefalteten Helices oder B-Strangen, da ihre Verteilungen in den

meisten Fallen sehr schmal sind und klar erkennbare Maxima besitzen (Abb. 32 und Abb. 33

A bzw. C). Auch die Rotation von Aminosauren [175] wurde fiir Helices sowie B-Strdange

berechnet (B) und kann zur Validierung von Helices herangezogen werden. Bei den Strangen

zeigte sich, dass die angenommenen Phi/Psi-Winkel sehr stark schwanken und somit eine

Nutzung dieses Parameters hier nicht moglich ist. Aufgrund der RegelmafRigkeit von

Sekundarstrukturen wurden auch verschiedene Torsionswinkel GUber mehrere Aminosauren

innerhalb der Merkmale getestet. Dabei konnte zumindest ein positives Ergebnis in Form des

CB-CA-CA-CB-Winkels gefunden werden (D). Das Besondere an diesem Kriterium ist, dass die
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Maxima der beiden Verteilungen (Helix oder B-Strang) sehr unterschiedliche Werte

annehmen und somit spezifisch fiir das jeweilige Merkmal sind.
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Abb. 33: Mogliche Validierungskriterien von B-Strangen

Die vorliegende Abbildung zeigt die Histogramme von vier geometrischen Kriterien,
die im Zuge der Suche nach Parametern fiir die Validierung von B-Strangen analysiert
wurden. Zu sehen sind die CAp3-Distanz (A), die "Rotation" (B) und die Streckung (C)
eines B-Stranges sowie der Torsionswinkel zwischen zwei aufeinanderfolgenden Cj-
Atomen innerhalb eines Strangs (D).
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3. Informatische Implementierung

Unter Verwendung der oben beschriebenen Parameter und Berechnungsalgorithmen
konnten verschiedenen Analyse- und Bewertungsprogramme entwickelt werden. Diese
Programme wurden in zwei verschiedene Funktionsserver integriert, die im Folgenden kurz
beschrieben werden sollen. Zuséatzlich wurden noch drei Daten-Server etabliert, die eine
ausfiihrliche Dokumentation, statistische Auswertungen der einzelnen Datensidtze sowie

samtliche genutzten Parameter in Gibersichtlicher Form aufbereiten.
3.1 Die Funktionsserver VAProTS und VAProIN

Im Zuge dieser Arbeit wurden die beiden Funktionsserver VAProTS (Validation and Analysis
of Protein Tertiary Structures) und VAProlIN (Validation and Analysis of Protein Interaction
Networks) erstellt, mit deren Hilfe Proteinstrukturmodelle umfassend analysiert und
validiert werden konnen. Beide Server bieten dem Nutzer eine Vielzahl an
Auswahlmoglichkeiten, um die Ubergebenen Strukturen ganz nach seinen Winschen zu
analysieren. Des Weiteren bieten beide Server eine Vielzahl an verschiedenen Ausgaben,
sowohl online als auch in Form von txt-, csv- oder pdf-Dateien an, die in Form eines Archivs
herunterladbar sind und individuell ausgewahlt werden kénnen.

Der VAProTS-Server besteht aus drei verschiedenen Modulen, die eine
Sekundarstrukturzuweisung, eine umfassende Analyse und eine ausfiihrliche Validierung der
Strukturen ermoglichen. Die Zuweisung von Sekundarstrukturen erfolgt dabei anhand des in
der vorliegenden Arbeit entwickelten Mechanismus und kann individuell angepasst werden.
Dazu stehen dem Nutzer drei Arten der Zuweisung zu Verfliigung, ungefiltert, d.h. kurzer
Zuweisungslauf ohne Anwendung von Mindestlangen, gefiltert, d.h. zu kurze
Sekundarstrukturmerkmale werden ausgeschlossen, und detailliert, d.h. Durchfiihrung von
mehreren zusatzlichen Tests (Tabelle 53). Des Weiteren kann die Zuweisung der neu-
definierten Turn-Typen deselektiert werden. Das zweite Modul erstellt eine umfassende
Analyse der Proteinstruktur und nutzt dabei einen Grof3teil der oben beschriebenen
Analysekriterien (Kapitel 2.2 Analytische Untersuchungen von Proteinstrukturen). Zusatzlich
enthalt es eine detaillierte Sekundarstrukturzuweisung, inkl. der neu-definierten Turns. Die

einzelnen Kriterien kdnnen dabei vom Nutzer deaktiviert werden und ermdoglichen so eine
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spezifische Analyse der hochgeladenen Strukturen. Eine Auswahl der Standard-Einstellungen
flhrt zum Start eines groRen Validierungsmoduls, das zusatzlich sowohl das Analyse-Modul
als auch das Zuweisungs-Modul mit Standard-Einstellungen beinhaltet. Die Validierung
erfolgt in Form von fiinf Unter-Modulen, die die oben beschriebenen Validierungskriterien
(Abschnitt 2.4 Validierung von Proteinstrukturen) aufgreifen. Am Ende erhélt der Nutzer fir
jedes Kriterium einen Zahlenwert, der die Gesamtqualitat in Bezug auf dieses Kriterium, z.B.
Torsionswinkel, reprdsentiert, sowie mehrere Zahlenwerte, die einzelne Teile des Kriteriums,
z.B. Omega-Winkel, reprasentieren. Samtliche berechneten Scores werden dem Nutzer in
Form von ubersichtlichen Tabellen auf den Ergebnisseiten des Servers Gbergeben. Zusatzlich
konnen noch verschiedene Datei-Ausgaben erstellt werden. Diese reichen von
unformatierten, tabellarischen csv-Dateien Uber graphische Ausgaben in pdf-Dateien bis hin
zu Zusammenfassungen und detaillierten Listen der Ergebnisse in Form von txt-Dateien.

Im Zuge der Implementierung von VAProTS stellte sich vor allem die Ubersichtliche
Darstellung der verschiedenen gefundenen intramolekularen Interaktionen in Form von
Interaktionskarten als problematisch dar. Aus diesem Grund wurden die verschiedenen
Interaktions-Module von VAProTS (siehe auch Abschnitt 2.2 Intramolekulare Interaktionen)
nochmals in einem zweiten Funktionsserver zusammengefasst und um Wasserstoffbriicken,
hydrophobe Wechselwirkungen und Aminosdaurekontakte erweitert. Mit Hilfe des Servers
VAProIN kdénnen Nutzer sich nun interaktive Interaktionskarten erstellen lassen und online
betrachten. Samtliche gefundenen Wechselwirkungen werden dabei in Form von kleinen (50
Aminosauren x 50 Aminosduren) quadratischen Karten visualisiert. Dazu werden pro Bereich
vier verschiedene Karten (Aminosdurekontakte, Wasserstoffbriicken, hydrophobe
Wechselwirkungen sowie sonstige Wechselwirkungen) erstellt, in denen die jeweiligen
Interaktionen durch kleine, farbige Quadrate gekennzeichnet werden (Abb. 34). Bewegt der
Nutzer die Maus Uber ein solches Quadrat werden ihm detaillierte Informationen, z.B.
welche Aminosauren beteiligt sind, in Form eines Tooltips angezeigt. Zur besseren
Orientierung innerhalb der Karten sind die x- und die y-Achse mit den Aminosdaurenummern
der ersten und letzten Aminosdure des aktuellen Bereichs sowie einer schematischen
Sekundarstrukturzuweisung versehen. Komplette Interaktionskarten sind in Form von txt-

Dateien als Archiv direkt von der Ergebnisseite herunterladbar.
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Interaction-Map

Interaktive Interaktionskarten des Servers VAProIN

Il Backbone-Backbone
B Backbone-Sidechain
Sidechain-Sidechain

Il Hydrophic interaction

Il Cation-Pi interaction
Disulfide bond

I Salt bridge

I Sandwich Pi-Pi
T-Stacking Pi-Pi
parallel displaced Fi-Pi

Die Abbildung zeigt die vier vom Server VAProIN erstellten interaktiven Karten fir
Aminosaurekontakte (links oben), Wasserstoffbriicken (rechts oben), hydrophobe
Wechselwirkungen (links unten) und die restlichen Wechselwirkungen (rechts unten).
Am rechten Rand befindet sich die dazugehorige Legende und die blauen Balken auf
der x- und y-Achse stellen die schematische Sekundéarstrukturzuweisung (in diesem
Fall drei B-Strédnge) dar. Zahlen am oberen und rechten Rand geben die genaue
Position der Karten innerhalb der Proteinstruktur an. Durch die Gegeniiberstellung
aller Interaktionen ermdglichen diese Karten die Identifikation von miteinander

wechselwirkenden Regionen innerhalb des Proteins.

3.2 Datenserver VADoc, VAStat und VAPara

Um den Nutzern der beiden Funktionsserver moglichst viele Informationen Uber die
zugrunde liegenden Algorithmen, Standard-Parameter sowie die Verwendung der
Weboberflache an die Hand zu geben, wurde eine ausfiihrliche Dokumentation erstellt.
Diese ist unter dem Namen VADoc (Validation and Analysis Documentation,
vaprots.biochemtech.uni-halle.de/Wiki/Start.php) online verfligbar und enthdlt einzelne

Bereiche fiir jeden Server im erstellten Netzwerk. Die einzelnen Seiten bestehen dabei aus
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einer Textspalte und einer kleineren Spalte mit verschiedenen Bildern zur lllustration der
verschiedenen Aspekte des jeweiligen Servers.

Da die Wahl der Parameter von entscheidender Bedeutung bei der Entwicklung von
Bewertungsservern ist, wurden samtliche berechneten und von den Funktionsservern
genutzten Parameter auf der Webseite VAPara (Validation and Analysis Parameters,
vaprots.biochemtech.uni-halle.de/Parameter/Start.php)  bereitgestellt. Des Weiteren
wurden csv-files und Archive der einzelnen Datensatze erstellt und kénnen, genau wie die
Parametersatze, von Nutzern heruntergeladen werden.

Zu guter Letzt wurden alle zur Erstellung der Funktionsserver genutzten Datensatze
statistisch ausgewertet und ihre Ergebnisse online auf VAStat (Validation and Analysis
Statistics, vaprots.biochemtech.uni-halle.de/Statistics/Start.php) bereitgestellt. Ein groRer
Teil der berechneten Daten entfallt dabei auf die Aminosaureverteilungen, mit deren Hilfe
etwaige Praferenzen innerhalb der einzelnen Sekundarstrukturen bestimmt werden
konnten. AuBerdem wurden samtliche Strukturen noch einer kompletten Bewertung mit
Hilfe von VAProTS unterzogen und die Ergebnisse der Analysen von Validierungen kénnen

ebenfalls eingesehen werden.
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4. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Server zur Analyse, Bewertung und Verfeinerung von
dreidimensionalen Proteinstrukturen entwickelt, der als Alternative zu bereits bekannten
Validierungsprogrammen dienen kann. Durch die Bereitstellung verschiedener Analyse- und
Bewertungsprogramme sollte damit die Validierung von Proteinstrukturen, die aktuell
aufgrund von fehlenden Korrelationen und einer Vielzahl von schlecht dokumentierten
Programmen relativ kompliziert ist, vereinfacht und umfassender gestaltet werden.
Ausgehend von verschiedenen Datensdtzen bestehend aus hochaufgelsten
Kristallstrukturen aus der PDB mussten dafiir verschiedene grundlegende Parameter
berechnet und (berprift werden. Beginnend mit einfachen Analyse-Kriterien wie
Aminosdaurezusammensetzungen von  Proteinstrukturen konnte eine qualitative
Untersuchung von Proteinen im Allgemeinen ermdglicht werden. Durch die Etablierung von
Analysefunktionen fiir cis-Peptidbindungen, D-Aminosduren sowie verschiedene Typen von
intramolekularen Wechselwirkungen, war es moglich, umfassende Analysen von
Proteinstrukturen durchzufihren.

Da sie essentiell sowohl fiir die Faltung als auch die Stabilitdt von Proteinstrukturen sind,
wurde ein neuer Mechanismus zur Zuweisung von Sekundarstrukturen entwickelt. Die
schrittweise Identifizierung von Helices und B-Strangen sorgt fir eine genauere Abgrenzung
zwischen ungeordneten Regionen und den Sekundirstrukturelementen. Die Ubertragung
der klassischen tight Turn Definition auf Regionen zwischen Sekundarstrukturelementen
ermoglichte eine Neu-Definition von 13 Turn-Typen, deren Relevanz anhand von Phi/Psi-
Clustern und statistischen Daten nachgewiesen werden konnte.

Um eine umfassende Validierung von Proteinstrukturen zu erméglichen, ist es notwendig,
Standard-Parameter ausgehend von bekannten Strukturen zu ermitteln. Die erhaltenen
Ergebnisse fir einfache geometrische Parameter konnten verdeutlichen, dass, obwohl es nur
geringe Unterschiede zwischen den bereits publizierten Werten und den hier berechneten
Werten gab, eine Uberpriifung der alten Daten sinnvoll ist. Durch die Erweiterung der
Bewertungsroutinen auf Aminosdure-Seitenketten konnte zudem ein Mehrwert im Bezug

auf die geometrische Bewertung von Proteinstrukturen gewonnen werden.
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Durch die Anwendung einer Dichte-abhangigen Glattungsfunktion bei der Erstellung von
Phi/Psi-, Chil/Chi2-, Chi2/Chi3- und Chi3/Chi4-Diagrammen konnten insgesamt 22 neue
Validierungsroutinen flr Torsionswinkel etabliert werden. Des Weiteren konnten durch die
Nutzung eines hard-sphere Modells sowohl kovalente Aminosaure-Volumina berechnet als
auch eine Suche nach sterischen Hinderungen etabliert werden. Durch die Definition von
massiven sterischen Problemen konnte auRerdem eine Erweiterung der bisherigen Analyse
von unglnstigen Kontakten innerhalb von Proteinstrukturen eingefiihrt werden.

Die Berechnung von Energie-Funktionen mit Hilfe eines wissensbasierten Ansatzes konnte
genutzt werden, um sieben neue Potentiale zu entwickeln. Durch die Einbindung von
Sekundarstruktur-Abhangigkeiten, verschiedenen Interaktionszentren und der
Lésungsmittelzugénglichkeit ist eine komplexe, energetische Uberpriifung méglich.

Mit Hilfe von bereits etablierten und neuen geometrischen sowie energetischen Parametern
konnte eine gualitative und guantitative Bewertung von einzelnen
Sekundarstrukturelementen ermdglicht werden. Diese neue Form der Bewertung erlaubt
sogar Rickschllsse auf die Lage, Faltung und Umgebung von Sekundarstrukturen.

Unter Nutzung der berechneten Standard-Parameter konnten zwei Funktionsserver sowie
drei Datenserver implementiert werden, mit deren Hilfe eine umfassende Analyse und
Bewertung von Proteinstrukturen maglich ist. Die erstellten Interaktionskarten sowie die
umfassenden Bewertungsergebnisse der beiden Server VAProTS und VAProIN ermoglichen
es Nutzern, problematische Bereiche in ihren Proteinmodellen zu finden. Durch die
Erstellung einer umfangreichen Dokumentation, der Bereitstellung aller berechneten
Standard-Parameter sowie die statistische Auswertung aller Datensdtze wurde der
Grundstein fir ein umfassendes Server-Netzwerk gelegt.

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Arbeit Server zur Analyse, Validierung und
Verfeinerung von Proteinstrukturen erstellt. Durch die Nutzung vieler verschiedener
Analyse-Parameter, inklusive Ubersichtlicher Karten zur Veranschaulichung von intra-
molekularen Wechselwirkungen, konnen fast alle wichtigen analytischen Aspekte von
Proteinstrukturen schnell und einfach bestimmt werden. Die umfangreichen
Validierungsprogramme fiir geometrische, sterische sowie energetische Aspekte liefern
einen umfassenden Einblick in die Qualitdit der untersuchten Modelle. Durch die
verschiedenen Datenserver, konnte der Beginn eines umfangreichen bioinformatischen

Netzwerkes gelegt werden.
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5. Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit etablierten Funktions- und Datenserver ermdglichen es
Nutzern, ausfihrliche Validierungen sowie Analysen ihrer Proteinstrukturen durchzufiihren.
Trotzdem gibt es noch Kriterien, die bisher keine Verwendung innerhalb der Programme
gefunden haben. So existiert bisher keine Analyse der Losungsmittel-zuganglichen
Oberflache von Proteinen bzw. Aminosauren [251]. Des Weiteren sollte versucht werden,
van-der-Waals-Volumina der Aminosduren zu berechnen, um mit ihrer Hilfe eine
Differenzierung zwischen Aminosauren im Inneren und an der Oberfliche von
Proteinstrukturen zu ermdglichen [229]. Zwar ermoglichen die Server die parallele
Validierung/Analyse von bis zu 30 Proteinstrukturen, eine Vergleichsmdglichkeit von
Strukturen mit derselben Aminosduresequenz auf struktureller Ebene fehlt jedoch.
Dementsprechend ware die Implementierung eines Servers zum qualitativen und
guantitativen Vergleich von Proteinstrukturen, vor allem fiir Arbeitsgruppen, die sich mit in
silico Modellierung von Proteinstrukturen beschaftigen, eine grol3e Hilfe.

Im Bereich von Nukleinsdurestrukturen gibt es nur wenige Ansatze zur Validierung dieser
Strukturen [221]. Aus diesem Grund ware es wiinschenswert, weitere Funktionsserver zu
entwickeln, die sich mit der Validierung von Nukleinsdaure-Strukturen, kleinen organischen
Molekiilen (Liganden) sowie Protein-Komplexen beschaftigen.

Des Weiteren kénnten Erkenntnisse, die durch die Berechnung von Standard-Parametern fir
solche Strukturen gewonnen wurden, genutzt werden um mogliche Protein-Protein
Interaktionen oder Wechselwirkungen zwischen Proteinen und/oder
Liganden/Nukleinsduren vorherzusagen bzw. zu validieren.

Zu guter Letzt konnten samtliche Validierungs- und Analyse-Ergebnisse, die im Zuge der
Entwicklung der einzelnen Server fiir experimentell bestimmte Proteinstrukturen gewonnen
wurden, noch in eine umfassende Datenbank eingebettet werden, mit deren Hilfe die
Qualitat der Strukturen schnell und umfassend bestimmt werden kann. Dies ware vor allem
im Bereich der Homologie-Modellierung eine grofRe Hilfe, da Nutzer schnell lberprifen

kénnen ob die von ihnen ausgewdhlten Templates fiir eine Modellierung nutzbar sind [215].
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Abb. 35:

Graphische Reprasentation des Bewertungsserver-Netzwerkes

Die Abbildung zeigt eine Zusammenfassung aller moglichen zukiinftigen Funktions-
und Daten-Server des zu entwickelnden Netzwerkes. Die Pfeile geben die
Beziehungen der einzelnen Server/Programme zueinander an. Zu diesen
Beziehungen gehéren die Ubergabe von Daten (rot), das gegenseitige Verlinken
(hellblau) sowie das Teilen von Algorithmen (pink). Siehe Tabelle A.6 fir die
Bedeutung der einzelnen Abkirzungen, sowie kurze Beschreibungen der geplanten
Server.

Ausgehend von den vielen Moglichkeiten, die im strukturbiologischen Bereich noch

vorhanden sind, konnte ein umfassendes Netzwerk von Servern und Programmen entwickelt

werden (Abb. 35), mit dessen Hilfe eine Vielzahl an bioinformatischen Routinen aus einer

Hand angeboten werden kénnen.
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6. Material und Methoden

6.1 Datensatze

Insgesamt wurden in der vorliegenden Arbeit drei Datensdtze verwendet, mit deren Hilfe die
Standard-Parameter bestimmt werden konnten. Es wurde zum einen ein groRer Datensatz
XRay5000 (Suchdatum: 27.4.2017) erstellt, in dem mehr als 5000 Kristallstrukturen mit einer
maximalen Sequenzidentitat von 30% vorhanden waren. Zum anderen wurden der Trainings-
und Test-Datensatz erstellt, die sich aus mehreren kleineren Datensadtzen (Suchdatum:
20.5.2016) zusammensetzten (Tabelle 51 Spalten 2 bis 4). Dabei wurden nur Strukturen mit
einer Kette in der asymmetrischen Einheit ausgewdhlt und per Zufall ein Zehntel der
Strukturen ausgewahlt. Diese zufallig ausgewahlten Strukturen dienten als Test-Datensatz
fir die Sekundarstrukturzuweisung, wahrend die restlichen  Strukturen als
Trainingsdatensatz fir die Etablierung von Parametern fiir die Sekundarstrukturzuweisung
genutzt wurden. Fir alle Datensatze wurden monomere Proteine verwendet und Strukturen,

in denen Atome oder Aminosauren fehlten, wurden ausgeschlossen.

Tabelle 51: Suchkriterien in der PDB zur Erstellung der Datensatze
Kriterium Domadnen | XRay100 XRay500 | XRayl000 [ XRay5000
Kettenldange | 40< 100 | 101 <500 | 501 <1000 ( > 1000 -

Auflésung <16A <134 <204 <204 <2A
R-free <0.25 <0.20 <0.25 - <0.25
Strukturen 210 566 342 82 5545

Zusatzlich wurden zwei Modell-Datensatze erstellt, bestehend aus in silico generierten
Modellen von Proteinen aus Mycobacterium tuberculosis. Dazu wurden alle Strukturen aus
der ModBase (10158 Modelle) und dem SwissModel Repository (5446 Modelle)
heruntergeladen (Stand: 3.6.2019), die aus diesem Organismus stammen. AnschlieRend
wurden Modelle, die eine Sequenzidentitat von 25% bis 35% zu ihrem Template aufwiesen,

ausgewahlt (3196 fur Modbase und 1245 fir SwissModel).
6.2 Suche nach hydrophoben Interaktionen mit Hilfe von k-d Baumen

Um eine schnelle und effektive Suche von moglichen Interaktionen innerhalb von

Proteinstrukturen zu ermoglichen wurde auf k-d-Baume zuriickgegriffen [134]. Dabei
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werden samtliche Atome einer Proteinstruktur in einen bindren Suchbaum uberfihrt und
etwaige Nachbarn kénnen effizient anhand ihrer Koordinaten identifiziert werden. Bei der
Suche nach hydrophoben Wechselwirkungen wurde vereinfachter ein k-d Baum erstellt, der
nur die Atome hydrophober Seitenketten (Tabelle 23 auf Seite 43) enthielt. AnschlieRend
wurde eine Nachbarsuche fiir jedes im Baum enthaltene Atom durchgefiihrt. Wenn eine
hydrophobe Interaktion identifiziert wurde, folgte eine weitere Nachbarsuche ausgehend
von dem gefundenen Interaktionspartner. Durch diese doppelte Iteration der Suchen

konnten etwaige hydrophobe Cluster innerhalb der Proteinstruktur analysiert werden.
6.3 Zuweisung von Sekundarstrukturen

Der in dieser Arbeit genutzte Mechanismus zur Zuweisung von Sekundarstrukturen besteht
aus insgesamt vier Schritten. Zuerst erfolgt eine Zuweisung von Helices anhand von CA+3-
Abstdanden, dem Winkel Gber drei aufeinanderfolgende Ca-Atome t [175] sowie den Phi/Psi-

Torsionswinkeln [171] (Tabelle 52).

Tabelle 52: Wertebereiche der verschiedenen Helixkriterien
Parameter 1 | Bereich Parameter 2 Bereich
Tau 80° < Tau <100° | CA+3-Abstand | <6,3A
Tau 100° < Tau < 110° | CA+3-Abstand | < 6,04
Phi -130° £ Phi £-40° | Psi -70° £ Psi < 20°

Im Anschluss an die Identifizierung von helikalen Strukturen werden Cai-N;-
Abstandsmessungen zwischen den verbliebenen Aminosdauren durchgefiihrt, um eine
Zuweisung von B-Strangen zu ermoglichen. Zwei Aminosauren i und j werden dabei als
Kandidaten fiir eine Strangzuweisung angesehen, wenn ihre Ca-N-Abstinde kleiner als 6,0 A
sind. Im Anschluss daran erfolgte eine Verifizierung der potentiellen Strange durch eine
vereinfachte Berechnung von Wasserstoffbriicken (N-O-Abstand kleiner als 3,5 A) zwischen
den einzelnen Strangen. Nur Abschnitte, die mindestens eine potentielle Wasserstoffbriicke
pro Aminosdure zu anderen als Strang gekennzeichneten Aminosauren aufweisen, werden

Ubernommen.

111



Material und Methoden

Tabelle 53: Sonderfille bei der Zuweisung von B-Striangen
Problem Lésung
Kurzes Faltblatt mit 3 Aminosduren pro | Testen der Drehung der Proteinkette zwischen den
Strang, bei nur zwei vorhandenen | beiden Strangen. Liegt diese bei mindestens 120°
Strangen liegt ein Faltblatt vor.
Falsch negative  Zuweisung  eines | Uberpriifung des Tau-Winkels (105° bis 120°) und
Stranges? des CA+3-Abstandes (= 9,7A)
Liicken in Strang-Zuweisung / Uberpriifung ob Aminosduren davor und danach
Kettenbriiche in Strangen bestimmte Parameter erfiillen
Zu wenig Wasserstoffbriicken im Strang Aufheben der Strangzuweisung
Strang mit weniger als 3 Aminosauren Aufheben der Strangzuweisung

Aufgrund von Sonderfallen und Problemen an den Termini bzw. bei kleinen Strangen erfolgt
nach der Strang-Zuweisung eine detaillierte Untersuchung der zugewiesenen Bereiche.
Unter Nutzung verschiedener Test-Verfahren (Tabelle 53) wird eine genauere Zuweisung
ermoglicht.

Der letzte Schritt bei der Bestimmung von Sekundarstrukturen innerhalb von
Proteinstrukturen ist die Suche nach tight Turns. Dabei handelt es sich um Regionen, in
deren Verlauf sich die Proteinkette um 180° wendet, die nicht mehr als sechs Aminosauren
umfassen und in denen der Abstand zwischen den Ca-Atomen der ersten und der letzten
Aminoséaure kleiner als 7,0 A ist [200]. In der vorliegenden Arbeit kommen 13 neu-definierte
Turn-Strukturen zum Einsatz, die durch die Anwendung der Turn-Kriterien auf Bereiche
zwischen Helices und/oder B-Stringen sowie eine Uberpriifung der Phi/Psi-Torsionswinkel

identifizierbar sind. Fir mehr Informationen siehe 2.3.5 Verfeinerung von tight Turns.
6.4 Statistische Auswertungen

Alle positionsspezifischen oder Struktur-spezifischen statistischen Auswertungen dieser
Arbeit wurden anhand von Formel (15) berechnet. Der Wert naax steht dabei fir die Anzahl
von Aminosaure AA in Sekundarstrukturelement x oder an Position x und der Wert naa flr

die Anzahl an Aminosaure AA in der Referenzmenge, z.B. dem gesamten Datensatz.

Ngax Nyy
Val Val
> AlaMAAx % Alaaa

(15)
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Um zu testen, ob eine bestimmte Aminosdure-Kombination signifikant ist, kénnen analog zu
den Studien von Lifson und Sander [135] paarweise Korrelationen anhand von Formel (16)

berechnet werden.

nj

9ij= f (16)

Lj
Dabei steht nj, j fiir die Anzahl der Kombination von Aminosaure i und Aminosaure j, und E;j,

entspricht der erwarteten Anzahl an Kombinationen wenn die Verteilung zufallig erfolgt. Sie

kann mit Hilfe Formel (17) berechnet werden
_ ninj

ij = (17)

n

Dabei stehen n, und n; fir die Anzahl von Interaktionen an denen die Aminosdure i bzw. j

beteiligt ist (18) und n flr die Anzahl von allen gefundenen Interaktionen (19).

20
n; = Zni,j (18)
i=1
20 20
n= Zzni,j (19)
i=1j=1

6.5 Sekundarstrukturzuweisung mittels externer Programme

Um die Qualitdt des neu entwickelten Sekundarstrukturzuweisungsalgorithmus zu
Uberprifen, wurden dessen Ergebnisse mit denen éalterer Programme verglichen (Tabelle
54). Da alle Programme unterschiedliche Ausgaben verwenden, wurden die Ergebnisse auf
Drei- oder Vier-Zustandsmodelle reduziert. Die genaue Zuordnung der Ausgaben der
einzelnen Programme zu den jeweiligen Sekundarstrukturmerkmalen ist in der letzten Spalte

von Tabelle 54 zusammengefasst.
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Tabelle 54: Externe Sekundarstrukturzuweisungsprogramme
In der letzten Spalte ist angegeben, wie die Ausgaben der einzelnen Programme
zusammengefasst wurden um jeweils ein Drei- oder Vier-Zustandsmodell der
Zuweisung zu erhalten.

Programm | Version Anmerkungen
Helix: H, G, |
Strang: B, E
Turn: T

Coil: S, C
Helix: H, G, |
Strang: E
Turn: T

Coil: B, b, C
Helix: a
P-SEA [151] | 0.99 LMCP | Strang: b
Coil: c

Helix: H
KAKSI [150] | 2.3rcl Strang: E
Coil: .

DSSP [145] | 2.0.4

Stride [146] | 29.1.26

6.6 Informatische Module

Um die verschiedenen Parameter zu berechnen und in Form von bioinformatischen Modulen
zu nutzen wurden im Zuge dieser Arbeit viele verschiedene C++ [252] und Python [253]
Module genutzt. Die untenstehende Tabelle fasst alle zur Implementierung genutzten
Module zusammen. Des Weiteren wurden samtliche Webseiten mit Hilfe von php, javascript

und css erstellt.

Tabelle 55: Im Zuge der Arbeit genutzte Python und C++ Module
Python C++
Numpy [254] lostream
Pandas [255] String
Biopandas [256] | Vector
Matplotlib [257] | Glob.h
Os Algorithm
Glob Fstream
Pickle Map
Sys Cstring

Sstream
Cmath
Eigen
Sys
Ctime
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Anhang Al - Tabellen

Tabelle A.1: Vorkommen aller kanonischen Aminosauren in den Datensdtzen

Aminosdure XRD TRD TED MBD SMD

115340 | 20167 | 2258 | 88684 | 51341

AT (8,0%) | (8,3%) | (7,9%) | (13,3%) | (13,2%)
Areinin 73523 | 11365 | 1421 | 49993 | 30196
& (5,1%) | (4,7%) | (5,0%) | (7,5%) | (7,8%)
ncoarasin | 64995 | 11912 | 1376 | 15568 | 7950
parag (4,5%) | (4,9%) | (4,8%) | (2,3%) | (2,1%)
Acoartat 86363 | 14989 | 1716 | 40478 | 24768
P (6,0%) | (6,2%) | (6,0%) | (6,1%) | (6,4%)
Cvetein 18441 | 2838 | 324 | 6183 | 3424
y (1,3%) | (1,2%) | (1,1%) | (0,9%) | (0,9%)
clutamin 56688 | 9338 | 1259 | 20022 | 12059

3,9%) | 3.8%) | (4,4%) | (3,0%) | (3,1%)
clutamat 94982 | 14719 | 1725 | 32609 | 20458

6,6%) | (6,1%) | (6,0%) | (4,9%) | (5,3%)
Glvein 104424 | 18827 | 2100 | 62246 | 34690
v (7,2%) | (7,7%) | (7,4%) | (9,3%) | (9,0%)
et 33172 | 5490 | 628 | 15648 | 9383

(2,3%) | (2,3%) | (2,2%) | (2,3%) | (2,4%)
oleucin 80402 | 12891 | 1468 | 29210 | 16292

(5,6%) | (5,3%) | (5,1%) | (4,4%) | (4,2%)
Leucin 132256 | 21403 | 2525 | 68788 | 39981

(9,2%) | (8,8%) | (8,8%) | (10,3%) | (10,3%)
Losin 86148 | 13505 | 1520 | 13154 | 7675
¥ 6,0%) | (5,6%) | (5,3%) | (2,0%) | (2,0%)
Viethiomn | 24520 | 4356 | 525 | 11690 | 6723

(1,7%) | (1,8%) | (1,8%) | (1,7%) | (1,7%)

59708 | 9930 | 1139 | 19623 | 10736

Phenylalanin | ) 196) | (4,1%) | (4,0%) | (2,9%) | (2,8%)

68004 | 11663 | 1324 | 36110 | 20812

,/ /0 ,0 /0 ,O /0 470 470
el 4,7%) | (4,8%) | (4,6%) | (5,4%) | (5,4%)
Serin 88543 | 15257 | 1838 | 35312 | 20234
,L /0 ,9 /0 )+/0 970 , 470

6,1%) | (6,3%) | (6,4%) | (5,3%) | (5,2%)

Threonin 79677 | 14407 | 1787 | 38573 | 21873
(5,5%) | (5,9%) | (6,3%) | (5,8%) | (5,6%)

Trvotonnan | 22441 | 3997 | 479 | 8507 | 5050
yptop (1,6%) | (1,6%) | (1,7%) | (1,4%) | (1,3%)
vrosin 54240 | 9547 | 1128 | 14084 | 8012
U (3,6%) | (3,9%) | (4,0%) | (2,1%) | (2,1%)
Valin 99125 | 16416 | 2010 | 60709 | 35828

(6,9%) | (6,8%) | (7,0%) | (9,1%) | (9,2%)
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Tabelle A.2:  Wasserstoffbriicken-Cluster im Datensatz XRD
In der Tabelle sind gefundene Wasserstoffbriicken mit Sequenzseparationen von
mehr als 50 Aminosduren zusammengefasst. Zusatzlich sind noch die Anzahlen an
Strukturen gezeigt die eine gewisse Anzahl von Aminosauren enthalten angegeben.
Es ist erkennbar, dass es nur sehr wenige sehr lange Strukturen gibt und dass ein
GroBteil der gefundenen grofReren Sequenzseparationen mit den Langen der
Proteinstrukturen Gbereinstimmt.
Wasserstoffbriicken (Sequenzseparation) | Strukturen (Kettenlange)

Cluster " 7 " 7

50 - 100 57771 54,54% 490 8,92%

100 - 150 21739 20,52% 894 16,27%

150 - 200 10048 9,49% 810 14,74%

200 - 250 6710 6,34% 724 13,18%

250 - 300 3762 3,55% 662 12,05%

300 - 350 2213 2,09% 569 10,35%

350 - 400 1178 1,11% 388 7,06%

400 - 450 618 0,58% 300 5,46%

450 - 500 371 0,35% 191 3,48%

500 - 550 216 0,20% 131 2,38%

550 - 600 101 0,10% 114 2,07%

600 - 650 80 0,08% 45 0,82%

650 - 700 97 0,09% 37 0,67%

700 - 750 233 0,22% 27 0,49%

750 - 800 357 0,34% 22 0,40%

800 - 850 162 0,15% 15 0,27%

850 - 900 38 0,04% 9 0,16%

900 - 950 9 0,01% 43 0,78%

950 - 1000 181 0,17% 4 0,07%

1000 - 1050 0 0,00% 3 0,05%

1050 - 1100 0 0,00% 8 0,15%

1100 - 1150 1 0,00% 1 0,02%

1150 - 1200 31 0,03% 1 0,02%

1200 - 1250 3 0,00% 1 0,02%

1250 - 1300 0 0,00% 2 0,04%

1300 - 1350 0 0,00% 0 0,00%

1350 - 1400 0 0,00% 0 0,00%

1400 - 1450 0 0,00% 0 0,00%

1450 - 1500 0 0,00% 4 0,07%

1500 - 1550 0 0,00% 0 0,00%

1550 - 1600 0 0,00% 0 0,00%
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Tabelle A.3: Aminosdurezusammensetzungen des Datensatzes XRD im Vergleich zu Datensatzen
verschiedener dlterer Studien

Die Prozentzahlen geben den Anteil der jeweiligen Aminosdure am gesamten
Datensatz an.

Aminosadure XRD Chou [176] Costantini [180]
Alanin 115340 (8,0%) 228 (9,2%) 7,7%
Arginin 73523 (5,1%) 78 (3,2%) 5,0%
Asparagin 64995 (4,5%) 133 (5,4%) 4,5%
Aspartat 86363 (6,0%) 111 (4,5%) 5,8%
Cystein 18441 (1,3%) 54 (2,2%) 1,8%
Glutamin 56688 (3,9%) 95 (3,8%) 3,9%
Glutamat 94982 (6,6%) 113 (4,6%) 6,6%
Glycin 104424 (7,2%) 232 (9,4%) 7,1%
Histidin 33172 (2,3%) 74 (3,0%) 2,4%
Isoleucin 80402 (5,6%) 106 (4,3%) 5,7%
Leucin 132256 (9,2%) 196 (7,9%) 8,8%
Lysin 86148 (6,0%) 175 (7,1%) 6,3%
Methionin 24520 (1,7%) 28 (1,1%) 2,1%
Phenylalanin 59708 (4,1%) 85 (3,4%) 4,1%
Prolin 68004 (4,7%) 82 (3,3%) 4,5%
Serin 88543 (6,1%) 202 (8,2%) 6,1%
Threonin 79677 (5,5%) 156 (6,3%) 5,5%
Tryptophan 22441 (1,6%) 44 (1,8%) 1,5%
Tyrosin 54240 (3,6%) 100 (4,0%) 3,5%
Valin 99125 (6,9%) 181 (7,3%) 6,9%
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Tabelle A.4:  Statistische Praferenzen von B-Strdngen mit weniger als neun Aminosauren
Die Tabelle zeigt die positionsspezifischen Aminosaure-Praferenzen von B-Strangen mit weniger als neun Aminosauren. Die Daten wurden
nochmals unterteilt in Werte fir verschiedene Strang-Langen (maximal vier, sechs oder acht Aminosauren). Die Ergebnisse zeigen keine
gravierenden Unterschiede zu den Ergebnissen der langeren Stréange (Tabelle 37).

3 oder 4 Aminosduren 5 oder 6 Aminosduren 7 oder 8 Aminosauren
-1 1 M n n+l -1 1 2 M n-1 n n+tl | -1 1 2 3 M n-2 | n-1 n n+l
ALA 053098076 |0,75|0,76 }0,53|0,97|0,78|098|0,73|10,87|0,79}0,48(0,85(0,69(0,81(0,81(0,94|0,85(0,77 | 0,79
ARG | 0,77 | 1,14 |(1,05]|0,74|0,69] 1,03 | 1,20 (0,84 | 0,74 0,86 (0,71 | 0,66 1,02 | 1,16 |1,13| 0,98 | 0,78 [ 0,84 | 0,98 | 0,85 | 0,82
ASN | 1,42 |1062|041|097|150}1,70(0,72|0,36|0,33 (043 |1,22(1,61)1,64(0,72|0,48(0,40(0,44(0,38|/0,44( 1,20/ 1,65
ASP 1,510,550 (0,27 | 1,06 | 1,47 11,57 | 0,69 | 0,28 | 0,24 ( 0,34 | 1,52 | 1,60] 1,52 | 0,70 | 0,47 | 0,42 | 0,34 | 0,37 | 0,62 | 1,49 | 1,62
cys 10,70 1,13 |1,21{1,62|105})058|203|1,21(149(|181(199|085})0,46|1,00|1,09(1,43]|1,64(1,99]1,81]1,23(0,75
GLN ] 0,74]0,83|0,74 (0,64 |0,65]1,02 |09 |0,70 (0,58]|0,73(0,75|0,58}0,82(0,96|0,79 (0,59 | 0,59 | 0,56 |0,81|0,79 | 0,72
GLU ] 0,67 |0,82|0,70(0,620,93})0,74]0,85|0,56|0,60|0,68(0,60]|0,8)]0,78(0,89]|0,68(0,59]|0,56]/0,52|0,81]0,65]0,91
GLY ] 2,98 |0,74|0,40(0,54|1,63]28]|080|0,44(0,51|0,53(0,68]|203]3,58(0,83|0,38(0,52|0,58]|0,56]|0,67]|0,84](1,74
HIS | 1,14|097(0,87]1,08|092})101)1,13|0,72|(0911091(133(1,19}41,20(1,17|0,99|1,03(0,77|1,07 (1,13 (1,42 ]0,94
ILE 067126184 (1,38|0,79]0,60(1,02]|2,31|205]|192|108(054}0,35(0,89|1,711,93(1,99]|1,74](1,47]|0,81]0,50
LEU Jo,68 0,76 1,11 (1,00|097}0,52|0,791,39(|1,30|1,19|0,87(0,71}0,49 (0,67 | 1,15 1,25|1,57| 1,30 (0,96 | 0,76 | 0,63
Lys | 1,12 {(1,00)0,86(062]|068]1,26|1,08|0,70(0,59]0,70(0,59(0,73|1,21(1,47]|1,00/(0,60|0,54|0,57|0,84]0,78 1,12
MET |} 0,59 (1,18 1,07 (1,08 |0,60}0,55|(091]093|1,21]|09|0,79(0,61}0,52(1,51]|091|1,37|1,06]|1,09](1,06]1,08]0,53
PRO | 0,93(0,75]|0,39 (0,9 | 1,56 1,10 ( 0,93 | 0,47 | 0,22 | 0,45 | 1,01 (1,95} 0,95 | 1,11 | 0,72 0,19 [ 0,32 | 0,29 [ 0,52 | 1,10 | 1,98
PHE | 0,65(|132(169]|1,23|0,72)0,47 1,12 |136(1,63|1,67|1,12(0,61}0,37|(0,84|1,44|1,57|1,75|1,73|1,40(0,97| 0,51
SER | 0,751,123 (0,80 1,25|1,0910,88| 1,05 (0,74 | 0,66 (0,80 1,40|1,23]10,85|1,21|0,76|0,76|0,72 (0,77 10,81 (1,53 | 1,40
THR |1 094 |1,22|1,24(136]1,25}087|1,27)1,21113|1,21]1,20(092}11,04|1,31(1,29|1,15|1,24 (1,07 ]1,45]|1,38|0,94
TRP | 0,57 1,50 (1,50 | 1,28 (0,72}0,46 | 1,18 |1,51|1,49 (1,63 |109|0,63]0,34|1,35(1,24|1,10( 1,16 1,29 1,23 (0,97 | 0,57
TYR | 0,71 (153 |175|1,26 ({0,54}0,63|1,27(137(163|153(099|0,7040,53(1,21|1,36|1,64|1,44|1,58|1,52| 1,12 0,49
VAL | 0,87 | 1,47 | 2,08 | 1,54 | 0,81 | 0,58 | 1,28 | 2,25 | 2,36 | 2,02 | 1,26 | 0,64 | 0,46 | 1,13 | 2,04 | 2,29 | 2,06 | 2,27 | 1,68 | 1,02 | 0,58
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Tabelle A.5:

Anhang

Seitenketten-Torsionswinkel, die zur Erstellung von Diagrammen genutzt wurden

Die Tabelle fasst alle genutzten Seitenketten-Torsionswinkel zusammen, fiir die im
Zuge der Analyse der Torsionswinkel (Kapitel 2.4.2 Analyse von Torsionswinkeln)
neue Diagramme erstellt wurden. Dabei wurde fiir zwei aufeinanderfolgende Winkel
jeweils ein Plot erstellt, d.h. fiir Glutamin existiert ein Chil/Chi2- sowie ein Chi2/Chi3-
Diagramm. Torsionswinkel innerhalb von aromatischen Ringsystemen wurden
genauso nicht beachtet wie Winkel, bei denen keine Unterscheidung zwischen
verschiedenen Endpunkten, z.B. Chi3 von Glutamat, getroffen werden konnte.

Aminosdure | Chil Chi2 Chi3 Chi4

Arginin N-Ca-CB-Cy [ Ca-CB-Cy-C& | CB-Cy-Cé-Ne [ Cy-Co-Ne-CT

Asparagin N-Ca-CB-Cy | Ca-CB-Cy-Nb2

Glutamat N-Ca-CB-Cy | Ca-CB-Cy-Cd

Glutamin N-Ca-CB-Cy | Ca-CB-Cy-Cé& | CB-Cy-Co-Ne2
Histidin N-Ca-CB-Cy | Ca-CB-Cy-N61

Isoleucin N-Ca-CB-Cyl | Ca-CB-Cy-Cé1

Leucin N-Ca-CB-Cy [ Ca-CB-Cy-Cé1

Lysin N-Ca-CB-Cy | Ca-CB-Cy-Cé | CB-Cy-Cé-Ce

Methionin N-Ca-CB-Cy | Ca-CB-Cy-Sé CB-Cy-S6-Ce Cy-C6-Ce-NT

Phenylalanin | N-Ca-CB-Cy [ Ca-CB-Cy-Cé1

Tryptophan | N-Ca-CB-Cy | Ca-CB-Cy-C61

Tyrosin N-Ca-CB-Cy | Ca-CB-Cy-Cé1
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Tabelle A.6:  Mogliche Server des zu entwickelnden Netzwerks
Serverkiirzel | Englischer Name Beschreibung
Validation and Analysis Server zur Analyse und Validierung von
VAProTS . . .
of Protein Tertiary Structures Protein Strukturen
Validation and Analysis Server zur Erstellung von Interaktionskarten
VAProlIN . . . )
of Protein Interaction Networks fr Proteinstrukturen
Validation and Analysis Da'c_er\bank 2ur Sam_mlung von .
VAData Validierungsergebnissen von Kristall-
Database
Strukturen
Validation and Analysis Dokumentation aller Server/Programme des
VADoc .
Documentation Netzwerks
Validation and Analysis Sammlung von Statistiken aller genutzten
VAStat .. .
Statistics Datensatze
Validation and Analysis Sammlung der zugrundeliegenden Standard-
VAPara .
Parameters Parameter der einzelnen Server
VANUACS Validation and Analysis Server zur Analyse und Validierung von
Of Nucleic Acid Structures Nukleinsdure-Strukturen
Erstell i leich
Validation and Analysis Server zur Erstellung gmer vergleic gnden
VAProC . Bewertung von Proteinstrukturen mit
of Protein Clusters L
dhnlichen Sequenzen
VASOM Validation and Analysis Server zur Analyse und Validierung von
of Small Organic Molecules Liganden in Proteinstrukturen
Validation and Analysis Server zur ldentifikation, Analyse und
VATraRP of Transmembrane Regions Validierung von Transmembran-Regionen in
of Proteins Proteinstrukturen
VAProQs Validation and Analysis Server zur Analyse und Validierung von
of Protein Quartery Structures Protein-Protein-Interaktionen
Validation and Analysis Server zur Analyse und Validierung von
VAProll . . L .
of Protein Ligand Interactions Protein-Ligand-Wechselwirkungen
Validation and Analysis -
. s Server zur Analyse und Validierung von post-
VApoMPS Of posttranslational Modifications v z‘u i u. o el g e
) . translationalen Modifikationen
in Protein Structures
Validation and Analysis .
Anal Val
VAProNAI of Protein and Nucleic Server zur Analyse und Validierung von

Acid Interactions

Protein-DNA/RNA-Interaktionen

142




Anhang

Anhang A2 - Abbildungen
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Abb. A. 1: VergroBerung der Verteilungen der Zeta-Ca-Winkel im Datensatz XRD

Die beiden Histogramme zeigen VergroRerungen von Abb. 2 der Verteilung der Zeta-
Ca-Winkel der Aminosaduren im Datensatz XRD. Die Histogramme wurden entlang der
y-Achse (A) oder der x-Achse (B) vergréBert, um einen genaueren Blick auf die Daten
zu ermoglichen. In beiden Féllen ist erkennbar, dass sich die Verteilung zu grolRen
Teilen im Bereich von 20° bis 50° bewegt.
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Abb. A. 2: Verteilung der Zeta-Ca-Winkel von Prolin im Datensatz XRD

Das Histogramm zeigt die Verteilung der berechneten Zeta-Ca-Winkel aller Proline im
Datensatz XRD. Es ist gut das Maximum im Bereich von 38° zu erkennen, das sich
deutlich vom Standard-Wert von 34° der restlichen Aminosduren unterscheidet.
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Verteilung Disulfid-Chi3-Winkel XRD
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Abb. A. 3: Verteilung der berechneten Chi3-Torsionswinkel von moglichen Disulfidbindungen

Das Histogramm zeigt die berechneten Chi3-Torsionswinkjel von allen moglichen
Disulfidbindungen des Datensatzes XRD. Es sind zwei Maxima zu erkennen, die
jeweils der linksgangigen Konformation (~-85°) und der rechtsgangigen Konformation
(~95°) zuordnen lassen. Insgesamt sind die linksgdngigen Konformationen haufiger
und zeigen eine engere Verteilung als die rechtsgdangigen Konformationen. Fir beide
Konformationen existieren Bindungen mit Winkeln die stark vom Optimum
abweichen (x180°) und bei einer Bestimmung von Disulfidbindungen ausgeschlossen
werden sollten [100].
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Abb. A. 4: 0-Winkel von Kation-n-Wechselwirkungen mit Tyrosin

Die beiden Histogramme zeigen die berechneten 6-Winkel fir Kation-m-
Wechselwirkungen von Arginin (A) und Lysin (B) mit Tyrosin. Flr beide Verteilungen
ist eine starke Tendenz zu Winkeln im Bereich von 0° bis 90° zu erkennen.
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Abb. A. 5:

Anhang

Elektrostatische Oberflichenpotentiale aromatischer Systeme [125]

Die Abbildung wurde der Arbeit von Dougherty [125] entnommen und zeigt die von
ihm berechneten elektrostatischen Oberflichenpotentiale von aromatischen
Aminosauren. Die Oberflachen sind farbkodiert von Rot (-25 kcal/mol) zu Lila (25
kcal/mol). Beim Phenol-Ring (Mitte) ist sehr gut das zweite negative elektrostatische
Potential im Bereich der Hydroxyl-Gruppe zu erkennen.
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Abb. A. 6: Niedrig-Energieilibergange von n-n-Wechselwirkungen des Benzen-Dimers in der
Gasphase

Die Abbildung zeigt schematisch die Niedrig-Energielibergdange von parallel displaced
Anordnungen Benzen-Dimeren in der Gasphase. Ausgehend von der Nomenklatur in
(A) gibt es zwei Moglichkeiten wie sich dir Orientierung der beiden Dimere
zueinander ander kann. Dies erfolgt entweder iber eine um 30° verdrehte sandwich
Anordnung (B) oder Uber eine T-stacked Anordnung (C).
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Abb. A. 7:

Schematische Darstellung verschiedener C-O-N-Winkel von Wasserstoffbriicken des
Proteinriickgrates

Die Abbildung zeigt schematisch vier verschiedene C-O-N-Winkel in Abhangigkeit der
Orientierung des Amid-Stickstoffes zur Carboxyl-Gruppe. In allen vier Fallen betragt
der Winkel der Wasserstoffbriicke (N-C-H-Winkel, schwarzer Bogen und Schrift)
120°, der berechnete C-O-N-Winkel (rote Pfeile und Schrift) weicht jedoch teilweise
deutlich davon ab. In (D) ist ein Extremfall gezeigt, der verdeutlicht, dass der C-O-N-
Winkel mindestens 80° annehmen muss, da ansonsten der Abstand zwischen
Carboxyl-Kohlenstoff und dem Stickstoff-Atom (d(C,N)) kleiner wird als der Abstand
zwischen Carboxyl-Sauerstoff und dem Strickstoff-Atom (d(O,N)).
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Abb. A. 8: Pentapeptidmuster in B-Strangen [198]
Die Abbildung wurde der Arbeit von Mandel-Gutfreund und Gregoret [198]
entnommen und zeigt die von ihnen gefundenen Pentapeptidmuster von B-Strangen
ihres Datensatzes. Man kann erkennen, dass die periodischen Pentapeptide am
haufigsten vorkommen, jedoch sind Pentapeptide ohne polare Aminosaduren oder mit
nur polaren Aminosaduren an den Enden insgesamt deutlich haufiger.
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Glulamic Acid Histidine
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Abb. A.9: Phi/Psi-Plots fiir Glutamat, Histidin, Isoleucin und Valin

Die vier Diagramme zeigen die neu-entwickelten Phi/Psi-Diagramme fir die
Aminosauren Glutamat (links oben), Histidin (rechts oben), Isoleucin (links unten)
sowie Valin (rechts unten). Jeder Plot weist individuelle Unterschiede im Vergleich
zum klassischen Diagramm (Abb. 26) auf. Bei Glutamat fehlt der favorisierte Bereich
im dritten Quadranten, wahrend bei Histidin der favorisierte Bereich im zweiten
Quadranten deutlich vergroRert ist und ein kleiner zusatzlicher favorisierter im
vierten Quadranten entsteht. Dieser entspricht einem Cluster der neu-definierten
Turns (siehe Verfeinerung von tight Turns). Bei Isoleucin und Valin fehlt ebenfalls der
favorisierte Bereich im dritten Quadranten und die erlaubten Regionen im ersten
Quadranten fallen ganz (Isoleucin) oder nahezu komplett (Valin) weg. Zusatzlich ist
der favorisierte Bereich im zweiten Quadranten kleiner und es fehlt die Ausbuchtung
im Bereich von 45° < Psi < 80° und -90° < Phi < -110°.
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Anhang A3 - Elektronischer Anhang
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