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1 Einleitung

1.1 Proteine

Jede Lebensform stellt in ihren Zellen Proteine hermitrderen Hilfe wichtige Funktionen
des Lebens zu regeln. Diese Funktionen sind weit gefachertregulieren z. B. die
Genexpression und den Stoffwechsel, dienen als Traespfint kleinere Molekile und
wirken als Rezeptoren oder Botenstoffe bei der Signaldedtteng mit. Strukturproteine
bilden das Gerist jeder einzelnen Zelle oder stabilisierezeg®rganismen. Weiterhin
unterstitzen sie auch die Muskelkontraktion oder die Bastlgung von Zellen mithilfe von
Geil3eln, Flagellen oder Cilien. Eine der wichtigstengalben von Proteinen besteht darin,
biochemische Reaktionen zu beschleunigen oder Uberhaupt abdaukessen, indem sie als
Enzyme fungieren, die als Biokatalysatoren in einakilen eingreifen. Die Proteine bilden
mit fast 50 Prozent der trockenen Masse den Hauptbestgedés Zelle.

Aufgebaut sind diese Makromolekiile aus Kohlenstoff, Watst, Sauerstoff, Stickstoff und
Schwefel. Proteine sind unverzweigte Kettenmolekile (Palgmdie aus 21 Bausteinen, den
SO genannten proteinogenen Aminosauren, aufgebaut sind. LG@iege dieser

Aminosaureketten reicht dabei von unter 20 bis weit B8O Aminosauren.

Carboxylende

COOH
Aminoende |
H,N— (i\,q— H
R
Rest

Abbildung 1: Typische Struktur einer Aminosaure.

Die verschiedenen Aminosauren haben prinzipiell dicldgeGestalt und unterscheiden sich
nur in der spezifischen Seitenkette, die auch Aminosauredestkurz Rest genannt wird. In
Abbildung 1 sind die zwei funktionellen Gruppen, Carboxylgruppe -8B0OQnd
Aminogruppe -NH, zu sehen. Diese Gruppen dienen als Verbindung zu den anderen
Aminosauren. Die Carboxylgruppe der einen Aminosaure gehidenitAminogruppe der

anderen Aminoséaure unter Abspaltung von Wasser eigersmnte Peptidbindung ein.
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Abbildung 2: Sterische Beschrankungen der Bindungswinkel imeifretein. Jede Aminosaure tragt drei
Bindungen (rot) zu einer Polypeptidkette bei. Die C=0, Gad H-N- Bindungen sind eben und erlauben keine
Drehung. Drehungen in der Hauptkette kénnen nur um gi«€@nd um die N-¢Bindung stattfinden. Die;R

bezeichnen die Aminosauren-Seitenketten. (nach [1]).

Fur die Austibung der Funktion des Proteins ist seineliéuwnStruktur von herausragender

Bedeutung. Die Struktur eines Proteins wird in vier Klasssgeeeilt (Abbildung 3).

[}
-~
&

P

-ALA -LYS -HIS -LEU - ILE - PRO -
a-Helix b-Faltblatt
Primarstruktur Sekundarstrukturelemente

)

Ay

Tertidrstruktur Quartarstruktur

Abbildung 3: Die vier Klassen der Proteinstruktur.

Unter der Primarstruktur versteht man die ReihenfolgeAseinoséuren, die Sequenz. Die
Sekundarstruktur beschreibt die raumliche Anordnung naadbdbarter Aminosauren. Der
Carbonyl-Sauerstoff und der Stickstoff der Amino-Gruppe wiwht direkt benachbarten
Aminosauren bilden Wasserstoffbriicken, wenn zwei geeigmdt voneinander getrennte

Abschnitte eines Makromolekils tGber Wasserstoffatome ichéédwirkung treten, und es
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entstehen vorzugsweise zwei Sekundarstrukturen, peaaltblatt und diea-Helix. Als

Tertiarstruktur wird die raumliche Anordnung der gesamteiypeptidkette bezeichnet.
Helikale Abschnitte konnen mit Faltblattstrukturen abwechsdDazwischen liegen
Teilsticke, in denen die Polypeptid-Kette in unregelmali§ehleifen verlauft. Werden
Proteine aus mehreren Polypeptid-Ketten oder aus mehretktiohellen Gruppen gebildet,
so gibt die Quartarstruktur an, aus welchen und wie viedeher Untereinheiten ein Protein
besteht, wie diese raumlich zueinander orientiert sind ob sie kovalent oder Uber

Wasserstoffbriicken, ionisch oder Glban-der-WaalBindungen verkntipft sind.

Ein Lehrsatz der Biophysik besagt, dass die raumliche t8trukon biologischen

Makromolekiillen deren biologische Funktion bestimmt. Desw@&s hierfur ist die

Feststellung, dass mit der Denaturierung eines Protelss, rait der Zerstérung der
geordneten 3D-Struktur, ein Funktionsverlust einhergeht snseme Aufgaben nicht mehr
oder nur noch teilweise wahrnehmen kann. Ebenso kann ein HRehtbr Faltung zu

pathologischen Symptomen fiilhren. Prominente Beispielér ¢aid die Krankheiten BSE,
Creutzfeld-Jakob und Altzheimer [2-6]. Die Kenntnis der Suktur ermoglicht also ein
detailliertes Verstandnis der biologischen Funktion desPst

Im Wesentlichen gibt es zwei experimentelle MethodenStrukturaufklarung mit atomarer
Auflésung. Zum einen die altere Methode der Roéntgenstrukdilyse und zum anderen die
Kernresonanzspektroskopie (NMR). Jede Methode hat ihre Wt Nachteile. So wird bei
der Rontgenstrukturanalyse das Protein im kristallinenafdsbendtigt, was ihr folgende

Nachteile einbringt:

* Viele Proteine kristallisieren nicht.

» Maogliche Unterschiede der Proteinstruktur im kristallinen d@odtund in Lésung.

» Dynamische Prozesse sind schwer beobachtbar.

* Die gefundenen Strukturen ergeben sich aus einer raumlgthéstischen Mittelung

aller vorhanden Strukturen innerhalb des Kristalls.

Fur die Rontgenstrukturanalyse spricht, dass Proteine nuubisehreren hundert Kilodalton
(kDa) aufgeklart werden kdnnen und dass die Strukturbestmgmsehr schnell geht, wenn
die Kristallographiedaten vorliegen. Die Vorteile &&imtgenstrukturanalyse sind gleichzeitig
die Nachteile der NMR. Die GrolRenbeschrankung bei deRNgtragt zurzeit etwa 30 bis 40

kDa und die Auswertung der Daten ist sehr zeitaufwandig.
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Allerdings bietet die NMR entscheidende Vorteile:

* Es wird kein Kristall bendtigt.
* Das Protein liegt im nativen Zustand vor.
* Dynamische Prozesse beobachtbar auf einer Zeitskata Riosekunden bis

Millisekunden.

Das Institut fur Biophysik und physikalische Biochemie déniversitat Regensburg
beschaftigt sich u. a. mit der 3D-strukturbasierten Asglyon Funktionen und Interaktionen
biologischer Makromolekile in Losung und verwendet dafir adem die Methode der

NMR-Strukturaufklarung, auf die nun ndher eingegangen wesdi
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1.2 NMR-Spektroskopie

Der erste Schritt bei der NMR-Spektroskopie bestehteinHrstellung der Proteinproben
entwederin vivo (in einem Lebewesen oder einer lebendigen Zelle) adevitro (im
Reagenzglas). Liegt das exprimierte Protein in genlgendr H&dnzentration und Reinheit
vor und befindet es sich in der gewinschten Konformati@ann mit der Spektroskopie
begonnen werden.

Die Wechselwirkung des magnetischen Momeptseines Atomkerns mit einem aul3eren
magnetischen Feld bildet die Grundlage der NMR-Spektmpskdeswegen wird das in

einem Losungsmittel geloste Protein in ein starkes maghes FeldB,, das in z-Richtung

zeigt, gebracht. Die Protonen der Aminosauren des Rsobgisitzen einen Spih mit dem

Wert ¥2 und daraus ergibt sich fiir das magnetisches Dipadmioim z-Richtungs, = my7. y

bezeichnet das gyromagnetische Verhaltnis, das fiir jeteal charakteristisch ist, und
h

h=— das Plancksche Wirkungsquantum. Die magnetischent@ozahlm nimmt die
2T

ganzzahligen Werte vonl bis +1 , bei den hier verwendeten Kerngé; *°N und**C -%% und

+% an. Dies fuhrt zu einer Energieaufspaltung ireizﬁnergieniveauﬂy =-myn B . Die
~/2

Population der der ZusténdBLy im thermischen Gleichgewicht folgt d&oltzmann-
~/2

Statistik

N -
Y2 :exp[ yhBOJ: ex{ﬁ} (1.1)
N_}/2 KT kT

wobei AE die Energiedifferenz der beiden Zustandéigdie Boltzmannkonstantand T die

absolute Temperatur angibt.
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B,=0 B,= 0

-
N

Energie

m = =¥ (anti parallel)

e
1

m = +% (parallel)

Abbildung 4: Energieniveaus eines Kerns mit der Spinquantenziahéitem magnetischen Feld), .

Das magnetische Moment jedes Kerns prazessient debe Einfluss des Magnetfeld um

die z-Achse mit der Larmorfrequenz

Vy=—By=—. (1.2)

Sie entspricht der Resonanzfrequenz des Kerns amtt dler Ubergangsfrequenz zwischen
den beiden Energieniveaus. Unterschiedliche chémitimgebungen eines jeden einzelnen
Kernes fuihren dazu, dass die einzelnen Kerne wAfsohirmungseffekten der umgebenden
Elektronen leicht unterschiedlichen magnetischelddfa unterliegen. Dies macht sich in

unterschiedlichen Larmorfrequenzen fur die Kernmdxkbar. Erst dieses Phdnomen macht
NMR-Spektroskopie Uberhaupt moéglich, denn so kéraienverschiedenen Kerne mit ihren

daraus resultierenden unterschiedlichen chemis¢besthiebungen unterschieden werden.

Strahlt man ein elektromagnetisches WechselfelddbeiResonanzfrequenz, ein, so wird

aus diesem Feld Energie absorbiert und es werdengéibge zwischen den Energieniveaus
der Spins induziert. Wahrend der Relaxation zuriiaskGleichgewicht, wird eine Strahlung
emittiert, die sich aus den gedampften Schwinguradlen beteiligten Spins zusammensetzt.
Diese Strahlung bezeichnet man als FBeé Induction Decgyund wird wahrend des
NMR-Experiments aufgezeichnet. Um die so erhaltdDaten der Zeitdomane auszuwerten,
ist eine so genannte Prozessierung notwendig. élienerden mit Hilfe der Fourier-
Transformation [7] die Daten in die Frequenzdomiipertragen. Durch geeignete, vorher auf
den FID angewandte mathematische Filter kann diea.inienform, die Auflosung oder das
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Signal-Rausch-Verhéltnis  optimiert werden. Eine chheiende Phasen- und
Basislinienkorrektur [8] macht die Prozessierundjsténdig und die Auswertung der Daten
kann beginnen.

Komplexe organische Substanzen, wie es Proteirte 8afern aufgrund ihrer GrofRe eine
Vielzahl an Signalen, die bei eindimensionalen $ek zu erheblichen Uberlappungen
fihren, so dass eine eindeutige Zuordnung der feignad damit eine Strukturbestimmung

unmaglich ist.

2.50 0.00

Abbildung 5: 1D-Spektrum von Ras (T35A). Die Uberlappung der

Resonanzen verhindert eine eindeutige Signalidentifizigrun

Deshalb wurde zur Durchfihrung mehrdimensionaleRNEkperimente Gbergegangen.

Kern 1 Kern 2
Préparation Evolution Mischung Detektion
t t2

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines 2D NMR-Expertisne

Das 2D-NMR-Experiment entspricht im Prinzip vieldrmtereinander aufgenommenen, 1D-
Spektren, wobei die Evolutionszejtihkrementiert wird. Wahrend der Mischung erfolgtr d
Magnetisierungsubertrag von Kern 1 auf Kern 2 nsitekalarer oder dipolarer Kopplung.
Sind am Experiment nur Kerne gleicher Art, z. B. bgteiligt, so spricht man von
homonuklearen Experimenten. Bei heteronukleareneiixgnten kommen weitere NMR-
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aktive Isotope wig¢>C und*®N, die ebenfalls Spin ¥ besitzen, zum Einsatz. bbillung 7 ist
ein typisches 2D-NOESY-Spektrum zu sehen.

I\XChange\Assign\HPR BA MadeNExp\2rr | *
: ange\Assign _aureus_l—%ﬁ%/ xp2rr ]
; 7
o 7
2 0.0
R
2.50
.9 7
Bl 7
/{%J/ S .
0o .

5.08
¢4y, .
. SN Rt S ]
9o, Fpi egiif oopry oS o ]

o q ot Al g - N y 20
’ 'eq’ 3%1?%@ s~ O%Qb Yoot 7.3
lSase . ¢ Lo U - ]
s L S g
o o % %céé)(\: °o  Boklyy 7o B ]
® (Feo® % . ® o »%\[‘ e’iﬁg‘%b m
yed P uofj_é o 0 a _
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s} ' \’7@ . 0 't i
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Abbildung 7: Typisches 2D-NOESY Spektrum (HRraureus

Mehrere Mischprozesse hintereinander fihren zutziid@éEen Kreuzsignalen. Figt man
zwischen die Mischprozesse weitere Phasen freieoluBon ein, kommt man zu
héherdimensionalen (3D-, 4D-, etc.) Spektren. Aunkeaveitere Vertiefung wird hier nicht

eingegangen und auf entsprechende Literatur veewigy [10].

Fur die Strukturbestimmung von Proteinen ist es htige zuerst die chemischen
Verschiebungen der beteiligten Kerne zu finden diedsequentielle Zuordnung zu erhalten.
Hierzu dienen bei kleineren Proteinen (< 15 kDaga.udas 2D-TOCSY und das 2D-COSY
Experiment. Im 2D-TOCSY ExperimentTdtal Correlation Spectroscopywird die

Magnetisierung durch die skalare Kopplung aufeiearidigender Kerne tber das komplette
Spinsystem einer Aminosaure transferiert. Deshalden hier Kreuzsignale zwischen allen
am Spinsystem beteiligten Kernen beobachtet. Diesasakteristische Muster von Signalen
ist fur jede Aminosaure unterschiedlich und erngigles, die Aminosauren zu identifizieren.
Beim 2D-COSY-ExperimentQorrelation Spectroscopywird die Magnetisierung durch eine
skalare Kopplung J-Kopplung) Ubertragen. Protonen, die mehr als drbémische
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Bindungen voneinander entfernt sind, ergeben KkeiKeeuzsignale, denn die

Kopplungskonstant&®J hierfiir ist nahezu Null. Besonders wichtig sind efatlie Signale

zwischen den M und H-Protonen, weil der Torsionswink@ der Protein-Hauptkette aus

der °J -Kopplungskonstante uber die Karplus-Beziehung [f@lischen diesen beiden
Protonen bestimmt werden kann.

Den mit der GroRe des Proteins wachsenden Ubemrgepuder Signale kann mit HSQC-
Experimenten Hleteronuclear Single Quantum Cohereneatgegengewirkt werden. Diese
Experimente messen den Ubertrag der Magnetisieaurigeinen Heterokern und wieder
zurick. Mit Hilfe dieser Technik ist es méglich, BD-Experimenten Uberlappende
Resonanzen zu entzerren.

Bei gréReren Proteinen (>15kDa) wird die Zuordndeg Riickgrates wegen Uberlappungen
und fehlenden Signalen immer schwieriger. Abhitfeagfen hier Tripleresonanzexperimente.
Diese werden an doppelt markiertédN(*>C)-Proteinen durchgefiihrt. Auf jeder Frequenz
gibt es nur wenige Signale und das Problem der lajgeungen tritt somit seltener auf.
Zudem wird der Magnetisierungstransfer durch stadkbzw.?J Kopplungen zwischen den
Kernen Ubertragen, was zu einer hohen EmpfindlicHibert.

Hat man die sequentielle Zuordnung gefunden, sm kaan mit ihr die aus dem NOESY-
Experiment Ruclear Overhauser and Exchange Spectroscopgwonnenen Spektren
zuordnen. Diese Spektren sind unverzichtbar, untelsirukturen zu bestimmen. Die
physikalische Grundlage ist der Kern-OverhauseelEff der NOE Nuclear Overhauser
Effec). Er besagt, dass ein Kernspin mittels dipolarexckéelwirkung Magnetisierung auf
einen raumlich benachbarten Kernspin tbertragem.kian 2D-NOESY-Spektrum wird fur
ein raumlich benachbartes Protonenpaar ein Krenaki@eak erwartet. Das Volumen des
Signals ist dabei in erster Naherung proportional Z, wobeir der Abstand der Protonen
ist. Im Normalfall erhalt man ab einem Abstand gno&ls 0,5 nm keine Signale mehr. Es ist
klar, dass fur die Strukturbestimmung NOE-Signalen vProtonen, die in der
Aminosauresequenz weit auseinander liegen, in daetiafstruktur aber benachbart sind,
besonders wichtig sind.

Sind die Signale des NOE-Spektrums zugeordnet, idriaraus Atomabstdnde bestimmt
werden, die dann zur Einschrdnkung des Konformat@mms in  Molekildynamik-
Simulationen dienen.

Der aufwandigste Schritt bei der Bestimmung dertdtstrukturen ist die manuelle
Auswertung der NMR-Spektren. Deswegen werden gr&@&enihungen dahingehend
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unternommen, eine Automatisierung dieses Prozesdeiszumindest von Teilprozessen zu
erreichen. Obwohl schon lange an der automatisoheswertung von NMR-Spektren
gearbeitet wird, ist das Problem bis jetzt noctinmllstéandig gelost.

1.3 Strategien zur automatische Strukturbestimmung aus NMRSpektren

Es existieren zwei Strategien zur automatischenk&troestimmung aus NMR-Spektren. Im
Bottom-UpAnsatz soll mit Hilfe mdglichst vieler experimetée Daten die sequentielle

Zuordnung gewonnen und dann die réaumliche Strukiestimmt werden. Zahlreiche

Programme, die in Kapitel 3.3 noch genauer bedobnieverden, sind dazu veréffentlicht.
Diese Programme stltzen sich primar auf eine NMRriggte Auswertung der Spektren und
nutzen wenig Information tGber das verwendete Rrotei

Die andere Strategie ist der so genafidp-DownAnsatz. Hier wird bereits vor der Analyse
moglichst viel Wissen gesammelt und bei der ansBbinden Auswertung benutzt.
Ausgehend von der bekannten bzw. vermuteten od®r d¢iomologen Molekilstruktur

werden die NMR-Parameter moglichst genau vorheggeddazu zahlen z. B. chemische
Verschiebungen und Torsionswinkel. Neben der Strukverden zuséatzlich statistische
Analysen von Proteinstruktur-Datenbanken genutz¢. Startstruktur wird iterativ solange

verfeinert, bis sie optimal mit den experimentellPaten Ubereinstimmt. Im Extremfall

werden die experimentellen Daten nur benétigt, uen $tartstruktur zu verifizieren. Ein

Vorteil ist, dass nicht notwendigerweise eine véhslige sequentielle Zuordnung bendtigt
wird. Dies erspart die Aufnahme und Auswertung mther Korrelationsspektren und fiihrt
zu einer wesentlichen Beschleunigung der Strukstmpenung, da im Idealfall nur noch die
Aufnahme und Auswertung von 2D- und 3D-NOESY-Spakimotig ist. Das in dieser Arbeit

weiter entwickelte Computerprogramm AUREMOL nutehgu dieseiiop-DownAnsatz.

1.4 AUREMOL

Die am Institut fir Biophysik und physikalische Blemie der Universitat Regensburg
entwickelte Software AUREMOL wird in Kooperation tmidem Spektrometerhersteller
Bruker BioSpin GmbH entwickelt. 1999 wurde die Zumsaenarbeit gestartet, bei der in
Anlehnung an AURELIA [12] ein Programmpaket entvaltkwird, das eine automatischen
Strukturbestimmung von biologischen Makromolekiileh.6sung zum Ziel hat und die 3D-

Strukturvorhersage von Proteinen erlaubt. BrukesSBin stellt den AMIXY-Viewer als
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Gerust zur Verfugung, der die graphischen und ddesaystemspezifischen Anforderungen
bereits enthalt. Module zur wissenschaftlichen #sal Automatisierung und Evaluation
werden vom Institut erarbeitet. Dabei ist das Zsel,wenig wie moglich an experimentellen
Daten zu verwenden und manuelle Eingriffe so wed mdglich zu reduzieren. Wie oben
erwahnt, nutzt AUREMOL defop-DownAnsatz. Eine Datenbank fur statistische Analysen
ist bereits in AUREMOL enthalten und ein Modul awtomatischen Generierung homologer
Startstrukturen wurde im Rahmen dieser Arbeit é#rsteLediglich fur die
Spektrenprozessierung und fur die Strukturbereahpmuerden externe Programme benotigt.
In Kapitel 2 werden einige wichtige Funktionen nébdautert, die auch im Rahmen dieser
Arbeit Verwendung finden. Fiir eine detaillierte thieht der implementierten Funktionen
wird auf den Review-Artikel von Gronwald und Kaftst [13] verwiesen.

Testversionen kdnnen von der AUREMOL-Homepage (vamwemol.de) herunter geladen

werden.

1.5 Ziele der vorliegende Arbeit

Eine schnelle und genaue Strukturbestimmung votelen ist eines der wichtigsten Ziele
im Zeitalter der Proteomik. Deshalb beschaftigth siie vorliegende Arbeit mit neuen
Routinen, aber auch mit Korrekturen und Pflege iterbestehender Module fir das
Softwarepaket AUREMOL, das zur manuellen, halbaatisohen und vollautomatischen
Auswertung von NMR-Spektren dient.

Ein Uberblick tiber die wichtigsten Module in AUREMQvird in Kapitel 2.1 gegeben. Ein
Flussdiagramm zeigt, wie die einzelnen Module iaeder greifen und eine kurze
Beschreibung der Module macht deren Arbeitsweise. bamit diese Module reibungslos
zusammenarbeiten kodnnen, ist im Rahmen dieser tArbwie Standardisierung der
verwendeten Datenformate mittels einer durchgamgigjafihrung der IUPAC-Nomenklatur
entstanden. Zu diesem Zweck wurden mehrere Konventevickelt.

Kapitel 2.2 beschaftigt sich mit den in dieser Arbe verwendeten
Strukturberechnungsprogrammen. Es wird die grumtishé¢ Arbeitsweise derartiger
Programme erlautert und welche Eingabedaten Vemwendinden. Alle im Rahmen dieser
Arbeit entstandenen Proteinstrukturen wurden neisein Programmen berechnet.

Welil es sinnvoll ist, die erhaltenen Strukturentahinsichtlich ihrer Qualitat zu bewerten,
werden in Kapitel 2.3 Strukturvalidierungsmechamsnvorgestellt. Anhand der Ergebnisse

dieser Methoden wird die Qualitat von Proteinston&h beurteilt.
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Kapitel 3 gibt die theoretischen Grundlagen deri die diese Arbeit entwickelten
Hauptroutinen wieder. Wie oben beschrieben, veneerlJREMOL einenTop-Down
Ansatz, bei dem es u. a. winschenswert ist, eingitbegut definierte Struktur als Basis zu
verwenden. Aus diesem Grund wurde ein neuer Arsaiiwickelt, der es erlaubt, mit Hilfe
homologer Proteine geeignete Startstrukturen zeugen.

Um bereits bestehende Strukturen zu verbesserlewder ISIC-Algorithmus entwickelt, der
Informationen aus verschiedenen Quellen nutzt uopdsistente Daten in einer wohl
definierten Weise so verbindet, dass keine Verngen hin zu falschen Strukturen auftreten
konnen. Dies ist besonders sinnvoll, da in den HE2Benbanken eine Vielzahl von
Strukturen mit mittlerer Qualitat enthalten ist unasatzlich auf verschiedene Arten erstellt
wurde. Durch Kombination der Daten der verschiedesgukturaufklarungsmethoden wird
SO0 ein Maximum an Information erzeugt, die zu eineuen Strukturbestimmung
herangezogen wird.

Das Problem zur Bestimmung der sequentiellen Zuorgrwird im dritten Hauptmodul mit
ASSIGN behandelt. Ziel des Moduls ist die sequdéati@uordnung vollautomatisch zu
bestimmen. Dazu dient ein Vergleich eines simudierNOESY-Spektrums mit einem
experimentell gemessenen NOESY-Spektrum, bei derht nnur die chemischen
Verschiebungen der einzelnen Atome Verwendung find®ie oft vernachlassigte
Linienform und die Volumina der Signale sind entidende Faktoren beim Vergleich.
Hinzu kommt die Nutzung statistischer Vorhersagerdie chemischen Verschiebungen. Mit
Hilfe heuristischer Optimierungsverfahren werdere dihemischen Verschiebungen der
einzelnen Atome aus der Simulation so lange verdndais die wahrscheinlichste
Ubereinstimmung zwischen Simulation und Experinengicht ist.

In Kapitel 4 werden die Ergebnisse der neu entviteke Module vorgestellt. Bei der
Homologie-Modellierung wird anhand von HRureusausStaphylococcugezeigt, dass der
Ansatz zum Erfolg fuhrt und die gewlnschten Ergedmiiefert. Weiterhin wird gezeigt, dass
diese Methode verwendet werden kann, um vorhang&n&turblindel zu optimieren.

Die Ergebnisse von ISIC zeigen, wie eine NMR-Swuokimittlerer Qualitédt (Ras
Bindedoméane Byr2) mit Hilfe seiner Rontgenstruktlie, ebenfalls eine mittlere Qualitat hat
und bei der sogar 13 Aminosauren fehlen, verbesganden kann. NMR-Strukturen, die mit
wenig experimentellen Daten erstellt wurden undiseme schlechte Qualitat haben, kdnnen
ebenfalls mit ISIC durch Zuhilfenahme von weitef@mellen verbessert werden. Ein Beispiel
mit der Immunoglobulin-Binde-Doméne zeigt auf, dbss dem verwendeten Ansatz keine



1 Einleitung 13

Gefahr besteht, die zu verbessernde Struktur zschikchtern, selbst wenn die zur
Verbesserung herangezogene Struktur eigentlichaigget ist.

Anhand eines idealen kiinstlichen Datensatzes vereigt, dass der Ansatz, der bei ASSIGN
Verwendung findet, zum Erfolg fuhrt. Durch Einfuhguvon Rauschen néhert man sich
experimentellen Zustanden an. SchlieBlich wird mperimentellen Datensatzen der
Punkmutante H15A von HFS. aureugiezeigt, dass ASSIGN auch unter realen Bedingungen
verwendet werden kann.

Die anschlieRende Diskussion in Kapitel 5 zeigt, anfwelchem Stadium sich die neu
entwickelten Module befinden und in welchen Riclgeem diese weiterentwickelt werden
konnen. In Kapitel 6 ist eine Zusammenfassung ddregenden Arbeit gegeben.
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2 Material und Methoden

2.1 Wichtige Module in AUREMOL

Experiment und Prozessierung

Filter
Spektro Fouriertransformation
meter e Phasenkorrektur
Basislinienkorrektur

U

AUREMOL

Startstruktur
PERMOL

»/

Sequentielle
Zuordnung
ASSIGN
Manuell

S

NI

Extern

Molekulardynamik
DYANA
CNS
WATERREFINE

Strukturverbesserung
ISIC

Globale
Datenbank

U

Abbildung 8: Wichtige Module in AUREMOL und ihre Beziehungeneueinander. Die gelb hervorgehobenen
Module sind im Rahmen dieser Arbeit entstanden.
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Abbildung 8 zeigt die wichtigsten Module von AUREMOund veranschaulicht ihr

Zusammenwirken. Die globale Datenbank ist in [1ékdhrieben. Die gelb eingefarbten
Module sind im Zuge dieser Arbeit entstanden unddere weiter unten ausfihrlich

beschrieben. Die griin hinterlegten Module wareriterorhanden. Da auf diese Module oft
zuruckgegriffen wird, werden diese im nachsten Abg#t kurz beschrieben.

2.1.1 Signalidentifikation und Signalwahrscheinlichkeit

Nachdem NMR-Spektren aufgenommen und prozessiertiemy besteht der erste Schritt,
sowohl bei der manuellen als auch bei der autootais Auswertung, in der ldentifizierung
der Signale. Dabei wird die Intensitatsverteilurag &pektrums ausgewertet und alle lokalen
Maxima bzw. Minima, herausgesucht. Man nennt ds&ima (Minima) Peaksund den
beschriebenen Proze&eakpicking Die Peakswerden also gekennzeichnet und in einer
Peakliste gespeichert. In AURMOL gibt es zwei Verfahren zdteakpicking Das erste
Verfahren beruht in der Identifizierung aller lokalMaxima, die oberhalb eines bestimmten
Grenzwertes liegen. Der Grenzwert, der auchiratesholdbezeichnet wird, kann dabei vom
Benutzer frei eingestellt werden. Und genau daaush der grol3e Nachteil. Ist der Grenzwert
zu gering, erhalt man sehr viele Signale, bei detegnAnteil der deRauschpeakgiemlich
hoch ist. Wahlt man den Grenzwert zu hoch, gehele dchte Signale verloren. Aus diesem
Grund wurde in AUREMOL erst kirzlich ein adaptiv@sakpickingeingefihrt [15]. Dieses
Verfahren bestimmt automatisch anhand von lokal@usBhniveaus [16] einen lokalen
Grenzwert. Zusatzlich wurde die zuvor manuelle baghe Berechnung der
Signalwahrscheinlichkeiten [17;18] automatisiergeschlossen. Dadurch erhélt jedRrak
einen Wahrscheinlichkeitswert fur seine Gultigk®ftrteile des Verfahrens bestehen darin,
dass schwache Signale nicht automatisch ausgesehlegerden, starke Wassersignale nicht
von vornherein dabei sind und Symmetriebedingursgemie Linienform mit bericksichtigt
werden. Dies fuhrt zu einer deutlich besseren Jiggnatifikation in den Spektren.

Neben automatischereakpickingbesteht in AUREMOL nattrlich auch die Méglichkeit,
Peaksmanuell zu picken oder zu léschen. Ebenso istégian, Gebiete in einem Spektrum
zu definieren, in denen entweder aReaksinnerhalb oder allePeaksaulRerhalb entfernt
werden sollen. Schlie3lich hat der Benutzer noehMibglichkeit,Peaks die unterhalb eines

bestimmten Wahrscheinlichkeitsgrenzwertes, liegealiminieren.
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2.1.2 Signalvolumen

Nach dem Peakpicking schliel3t sich eine Volumenberechnung mit Hilfe eein
Signalintegration des identifizierteReaks an. Das Peakvolumenwird durch iterative
Segmentierung des betrachtefgaksberechnet, wobei die Segmentierung jeweils auf dem
héchsten Punkt des Signals beginnt und sich rekmath unten fortsetzt bis Datenpunkte
benachbarter Signale oder der Segmentierungssevevell erreicht werden. Dieser
Schwellwert, gemessen in Prozent vdeakmaximummuss vom Benutzer vorgegeben
werden. Zusatzlich muss die maximale Integratiogigdin Hz fur alle Frequenzdimensionen
angegeben werden, was sinnvoller Weise die maximalerwartende experimentelle
Linienbreite (auf halber Hohe) ist [19]. Uberdiesst i in AUREMOL eine
Volumenfehlerberechnung integriert, welche den Ywuafehler fir jede®Peakauf der Basis
von lokalen Rauschlevel-Abschatzungen und Signéalineungen berechnet [15].

2.1.3 NOESY Zuordnung

Die Zuordnung der NOESY-Spektren ist ein sehr wgeht Schritt auf dem Weg der
Strukturbestimmung. In AUREMOL sind hierzu zwei s@niedene Methoden implementiert.
Fur beide Methoden ist eine sequentielle Zuordnumogwendig. PEAKASSIGN [20]

(friherer Name des Moduls: AUNOAS) wird verwendegnn die Struktur bereits gut
bekannt ist und die einzelnen Signale aufgrund wanschiedenen experimentellen
Bedingungen verschoben sind. Mit KNOWNOE [21] kanan in einem iterativen Prozess

Zuordnungen aus schlechteren Strukturen bis hinausgestreckten Strang bestimmen.

PEAKASSIGN

Ziel dieses Moduls ist, zuerst eine gegebene ségllerZuordnung an ein neues Spektrum
anzupassen und dann mdglichst viele NOE-SignaldHitieé dieser sequentiellen Zuordnung
und mit Hilfe von Strukturinformationen zu benenndn der Regel decken sich die
chemischen Verschiebungen der verschiedenen Atomder sequentiellen Zuordnung nicht
ganz genau mit den in den NOESY-Spektren gefundehemischen Verschiebungen. Das
kommt daher, dass die chemischen Verschiebungees ettoms zusatzlich u. a. von
Parametern wie Temperatur, Druck, pH-Wert und Sddaly der Probe abhéangen und diese
Parameter bei jeder Spektrenaufnahme variierenekorin manchen Experimenten will man
ja gerade diese Parameter gezielt verandern, unPrbdsinverhalten unter den veranderten
Bedingungen zu studieren.
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Im Prinzip funktioniert der Algorithmus nach folglem Schema: Ausgehend von sicheren
Zuordnungen isoliertePeakswird versucht, die noch unsicheren Zuordnungerrhalten.
Dieser Prozess wird iterativ auf sich selbst rigkgeelt ausgefiihrt. In einem ersten Schritt
werden isoliert liegende Signale mit nur einer eirtggen Zuordnungsmoglichkeit benannt,
im zweiten Schritt Signale, die in mindestens eieordinate eindeutig sind, und im letzten
Schritt werden alle noch Ubrigen Signale mittelmesi Qualitatsbeurteilungskriteriums
Uberprift und gegebenenfalls benannt. Dabei werdent nur chemische Verschiebungen
genutzt, sondern auch Volumeninformationen, die dersSimulation von Spektren mittels

RELAX (siehe unten) mit geeigneten Strukturen stamm

KNOWNOE

Die automatische Zuordnung mit KNOWNOE gliederthsio zwei Teile. Zuerst wird eine
Zuordnung von NOE-Signalen nur mit Hilfe der cherhisn Verschiebungen ermittelt.
Danach schlief3t sich im Falle von Mehrdeutigkedén Berechnung der wahrscheinlichsten
Zuordnung an. Zunachst wird das experimentelle NOBektrum automatisch
vorverarbeitet. Mit den oben beschriebenen Moduwegrden Peaks gepickt und die
Wahrscheinlichkeiten und Volumen derselben berecHde Zuordnung der NOE-Signale
anhand der sequentiellen Zuordnung fihrt aufgrurat Entartung von chemischen
Verschiebungen meist zu Mehrdeutigkeiten. Deswegerden aus der Analyse von 326
Proteinstrukturen statistische Tabellen erzeugg Wahrscheinlichkeitsverteilungen der
Volumina von Atompaaren reprasentieren. Fur ein MNgghal, das N verschiedene

ZuordnungenA besitzt, kann so die bedingte Wahrscheinlichke(tA, aV;) berechnet
werden, dass die Zuordnung mindestensaly, des Volumensy, erklart. Ist fir eine
ZuordnungA die WahrscheinlichkeiP( A, al\;) = B, , wird diese als eindeutig erklart.

Weiterhin werden Informationen aus wechselseitiBeniehungen zu anderen sicheren NOE-
Signalen verwendet, ahnlich wie beletwork Anchoring22]. Mit einer Liste von eindeutig
zugeordneten Signalen wird danach ein Satz vonktsien berechnet, die als Input flr
weitere Iterationsschritte verwendet werden. Im &gtz zu PEAKASSIGN benotigt
KNOWNOE nicht notwendigerweise eine bekannte 3H&trr.
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2.1.4 Abstandsberechnung mit REFINE [15]

Sind die NOE-Spektren richtig benannt, ist der séelschritt, daraus Abstandsinformationen
fur die Strukturberechnung zu gewinnen. In der Asigeuppe wurde hierzu REFINE
entwickelt, das diese Aufgabe mit Hilfe von Speksieulation durch die oben beschriebene
Ruckrechung und den Volumenintegralen der zugetedn&OEPeaks bewerkstelligt.
Bendtigt werden ein Strukturbindel oder eine emeelStruktur, die zugehdrigen
Simulationsparameter fir RELAX und die chemischasrs¢hiebungen der Signale. Zuerst
werden auf Basis des Relaxationsmatrixiormalismuse dNOE-Volumen der
Eingabestruktur(en) berechnet, die dann fir einergMich mit den experimentellen
Volumen herangezogen werden. In einem iterativeszdds werden fur alle Signale, bei
denen keine gute Ubereinstimmung aufgrund diesesrgldiehes herrscht, die
Kreuzrelaxationsraten angepasst und die NOE-Volumeensimuliert. Dies geschieht solange
bis eine geniigend hohe Ubereinstimmung zwischeml8iion und Experiment erzielt ist.
Danach werden die Abstandsinformationen und zugghdtehler aus den Relaxationsraten
berechnet und aRestraintDateien fur Molekildynamik-Simulationen geschriebEur den
Fall, dass wahrend der Iteration fiir ein Signah&ebefriedigende Ubereinstimmung erzielt
wurde, wird der Abstand einfach aus dem experinflent&/olumen mittels einer einfachen
Isolated Spin Pair ApproacfiSPA)-Naherung berechnet. Die Fehler werdendden Peak
explizit aus einer Volumenfehlerabschatzung basdrauf lokalen Rauschlevels und
Uberlappfehler bestimmt. Fiir weitere Details séi[46] verwiesen.

2.1.5 Spektrensimulation mit RELAX [23]

Bei vielen Modulen in AUREMOL (Abbildung 8) wird eisimuliertes Spektrum bendtigt, um
Uber die Eingabestruktur Rickschlisse auf das emwpetelle Spektrum zu ziehen. In
analoger Weise wie die Abstandsinformationen de& 80 Spektrums die 3D-Struktur des
Proteins festlegen, bestimmt umgekehrt die Prdteikizr die Abstandsmatrix der Atome. Es
lasst sich vorhersagen, welches NOESY-Spektrumfiitagine gegebene Proteinstruktur mit
bekannten chemischen Verschiebungen erwartet. &@rtdye Spektrensimulationen wurde
in unserer Arbeitsgruppe das Programm RELAX entalickRELAX basiert auf der
Relaxationsmatrixanalyse, die im Gegensatz zum I&&AMagnetisierungstransfer nicht nur
zwischen zwei als isoliert betrachteten Kernen dwtitet, sondern Spindiffusionprozesse
zwischen allen Protonen des Systems berucksicMigt. erhélt ein Spektrum, das mit einem
fouriertransformierten, prozessierten experimeatell Spektrum korrespondiert und
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gualitative Vergleiche erlaubt. Absolute Vergleicder Volumen der Signale sind von
vornherein nicht mdglich, da das Maximum der Stagnetisierungen aller Spins in der
Simulation auf 1 gesetzt wird, wohingegen bei eixpentellen Daten die Signalintensitaten
von mehreren Faktoren abhéngen, allen voran vorPdavenkonzentration. In RELAX ist
seit der Arbeit von Ried et al. [24] die Berechnuleg Linienform, die hauptsachlich von der
transversalen Relaxation abhangt, und die Aufspgltder Signale durch J-Kopplung
hinzugekommen. Dies ist inshesondere fir diese iAvehtig, da das spater beschriebene
Modul ASSIGN eben genau diese Linienformen zu eiagtomatischen sequentiellen
Zuordnung von NOESY-Spektren nutzt. Fur eine aus$itife Darstellung und
Funktionsweise von RELAX sei auf [23] und [24] véssen.

2.1.6 Daten Konversion

In dieser Arbeit sind viele neue Werkzeuge entstandlie das Arbeiten mit den vielen
vorhandenen Datenformaten erleichtern.

PDB-Konverter

Zu allererst wurde sich in AUREMOL auf das Datenfat der IUPAC verstandigt. D. h. alle
Routinen innerhalb AUREMOL laufen mit IUPAC-konfoem Atomnamen ab. AUREMOL
ist aber auch auf externen Input angewiesen. Dahérgn vor allem PDB-Dateien, die die
raumliche 3D-Struktur von Proteinen beschreiben.niVanan diese Dateien genauer
betrachtet, stellt man fest, dass viele, manchogdusinkonsistente Formate fir Atomnamen
existieren. Hinzu kommt, dass oftmals die Defimga fur das Format der PDB-Dateien von
Brookhaver25] nicht beachtet worden sind. Hier ist klarideft, in welcher Spalte welcher
Wert stehen muss. All dies kann in konkreten Fé&tiefroblemen fuhren. Deshalb wurde ein
PDB-Konverter entwickelt, der diese Probleme in deristen Fallen l6st. Der PDB-
Konverter kann eine oder mehrere Dateien auf eirnioaleinem definierten Format in ein
Zielformat konvertieren. Weil3 man das Ausgangsformeht genau, erlaubt es die Option
unknowndie richtigen IUPAC-Atomnamen zu finden. Weitertkiéinnen mit diesem Tool
terminale Wasser- und Sauerstoffatome geloschtemerda AUREMOL diese Atome noch
nicht verwendet. Es kann ein Offset zur Aminosaseguenz addiert oder subtrahiert werden
und nach Bedarf kann eine neue Nummerierung dexe®ecerstellt werden. In den Fallen, in
denen dieBrookhavenSpaltendefinitionen verletzt sind, ist es mdglidie Datei getrennt
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durch Leerzeichen einzulesen. Der PDB Konverter diglt im praktischen Einsatz sehr

bewahrt, da viel Zeit auf die Préaparation der PDd&deien eingespart werden konnte.

Restraint-Datei-Konverter

Ein weiterer Konverter ist ddRestraintDatei-Konverter. Mit ihm kdnnen Atomnamen in
RestraintDateien, die bei Molekuldynamik-Programmen bendtigerden, konvertiert
werden. Hauptsachlich unterstitzt der Konverter dieiter unten beschriebenen
Molekuldynamik Programme DYANA [26] und CNS [27]aDei ist das globale Format der
Dateien gleich, da DYANARestraintDateien im CNS Format einlesen kann. Es ist lézhgl
eine Anpassung der Atomnamen nétig. Wie beim PDBuMeoter kdnnen hier Quell- und

Zielformat frei vom Benutzer eingestellt werden.

Masterlist Konverter

In AUREMOL werden diePeaklistenin einer so genanntellasterliste gespeichert. Die
Benennung dePeakssollte, damit AUREMOL die Listen verarbeiten kanm IUPAC-
Format erfolgen. Sollten dennoch Benennungen ieneianderen Format vorliegen, wie es z.
B. bei einer manuellen Zuordnung méglich ist, sarign diese mit dieseool ins IUPAC-
Format umbenannt werden.

r-Datei Konverter

Falls ein prozessiertes Spektrum vorliegt, dastnimhBruker r-Dateiformat vorliegt, wurde
im Rahmen dieser Arbeit ein Konverter entwickeler eéin beliebiges binar vorliegendes
Dateiformat in eine Bruker r-Datei (1r, 2rr, 3rtr,) konvertiert, da AUREMOL auf diese
Bruker Dateien angewiesen ist. Dabei kénnen diell@teien auch als mehrere Dateien
vorliegen, wie dies z. B. bei NMRPipe [28] der Fin kann.

Von der Quelle muss einiges bekannt sein. Be&aderlangeund der Datentyp sowie das
verwendete Bitformat, wie auch die Dimension deeeinen Eingabedatei(en) des Spektrums
dienen als Startparameter. Zu den Zieleinstellungeimbren wiederum der Datentyp, das
Bitformat sowie Dateipfad und Dateiname. Um einavastierte r-Datei anzeigen zu kdnnen,
mussen auch noch einige Prozessierungsparametanriedein. Die Anzahl der Datenpunkte,
der gewlnschte Bruker spezifische XDIM-Parameter, die Art der Datenablage in der
Datei zu Optimierungszwecken beschreibt, die Rasfrequenzen, Spektrenbreiten und der

Offset missen in der Eingabemaske eingegeben werden
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2.2 Berechnung von Proteinstrukturen

Ab initio Proteinfaltungssimulationen kdnnen bis heute anfgrdes hohen Rechenaufwandes
trotz der heute zur Verfugung stehenden Computeddten nur ansatzweise simuliert
werden [29-35]. Um den enorm hohen Rechenaufwarfgrimmd der vielen mdglichen
Konformationen zu verringern, nutzt man experimigngewonnene Informationen fur
Einschrankungen des Konformationsraums. Derartig@rmationen sind u. a. interatomare
Absténde, Diederwinkel, Wasserstoffbricken und @igeungen.

Im Prinzip gibt es zwei verschiedene Verfahren,idi€omputerprogrammen zur Berechnung
von Proteinstrukturen zum Einsatz kommen. Das Bindie Methode der Distanzgeometrie,
bei der aus allen experimentell gewonnenen Einsk&rigen und aus der kovalenten
Struktur Abstandsgrenzenmatrizen fur die Atompaarstellt werden. Diese Matrizen
beinhalten einen Satz von Abstanden in eingrdimensionalen Abstandsraum, der dann in
den Raum eines dreidimensionalen kartesischen Kwieshsystems projiziert wird. In ihm
sind dann alle Atomkoordinaten bestimmt und sonnthedie Proteinstruktur.

Die andere Methode ist die Simulation der Molekialawyik. Hier wird von vornherein in den
Raumkoordinaten (kartesische Koordinaten oder @ossvinkel) gerechnet. Es werden alle
experimentell gewonnenen Informationen in Form Rseudopotentialen in ein empirisches
Kraftfeld des Molekils eingebaut. Durch das LosenNewtonschen Bewegungsgleichungen
aller Atome versucht man die Trajektorie der Atowthe, zur Faltung fihrt, zu simulieren. Um
den Prozess weiter zu beschleunigen, werden demekt@urch ,Erhitzung“ h6here Energien
verliehen, um den Konfigurationsraum schneller tdetien und die Gefahr zu verhindern, in
eventuellen Energienebenminimas hangen zu bleibamach wird das System langsam
abgekuhlt und in einen stabilen, energiearmen Adsiidergefihrt.

Da man nicht sicher davon ausgehen kann, dassahirkhmer das globale Energieminimum
gefunden wird, werden bei derartigen Strukturrephegrammen immer viele (500-1000)
Strukturen berechnet und anhand einer Zielfunkiibe die Energie der einzelnen Strukturen

beschreibt, selektiert.

In dieser Arbeit wurde hauptsachlich DYANA 1.5 [26INS [27] und als speziellen Fall fur
Optimierungen im  expliziten Losungsmittel (in  dieseArbeit Wasser) NMR-
WATERREFINEMENT [36] als Anwendung von XPLOR-NIHTBverwendet, die jetzt kurz

vorgestellt werden sollen.
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2.2.1 DYANA

Das Programm DYANADRY namicsAlgorithm for NMR Applications) [26] wurde 1997 von
Guntert et al. entwickelt. Es benutzt eBimulated-Annealingrotokoll und rechnet
vollstandig im Torsionswinkelraum, d. h. es suchichn numerischen Lésungen fur die
Bewegungsgleichungen der klassischen Mechanik mitsidnswinkel als generalisierte
Koordinaten. Die Zielfunktion ist die potentiellenérgie des Systems, welches in einem
~remperaturbad” langsam von seiner am Anfang hohemperatur abgekuhlt wird und so
lokale Energieminima tberspringen kann, um zum gt Minimum zu finden. Der grol3e
Vorteil von DYANA ist, dass die Rechnungen im Torswinkelraum ablaufen und so die
kovalenten Strukturparameter wie Bindungslangennd@&mngswinkel, Chirialitat und
Planaritat immer auf ihren optimalen Werten festdeim werden. Daraus resultiert eine
einfachere Energiefunktion fir die potentielle Eper als bei konventionellen
Molekuldynamikprogrammen, die im kartesischen Ragsaohnen. Folge davon ist, dass der
Algorithmus effizienter ist, weil er langere Zeitsitte fur die numerische Integration der
Bewegungsgleichungen erlaubt.

In DYANA wird das Molekul als eine Art Baumstruktuerstanden, die aus einem starren, im
Raum fixierten, Basiskorper (N-terminus) und augeven nstarren Korpern besteht, die mit
untereinander Uben rotierenden Bindungen verbunden sind und mit d#e8ketten des C-
Terminus aufhort. Die einzigen Freiheitsgrade sitiel Torsionswinkel. Jeder der starren
Korper besteht aus einem oder mehreren Massenpu(kteme), deren relative Positionen
nicht variabel sind. Die Konformation ist eindeutfgstgelegt durch die Werte aller

Torsionswinkel.

Die verwendete potentielle Energ\'é(VzO) ist genau dann 0, wenn alle experimentellen

DistanzRestraintsund TorsionswinkeRestraintsunverletzt sind und alle ungebundenen
Atompaare keine sterischen Uberlappungen aufweiSiee. genaue Definition ist in [26] zu
finden. Die kinetische Energie wird rekursiv aus nWélgeschwindigkeiten, linearen
Geschwindigkeiten bezuglich eines Referenzpunkielsdem Tragheitstensor berechnet. Die

Bewegungsgleichungen sind die Lagrange-Gleichungen

d( oL oL
—| —|-—=0 (k=1,..n), (2.1)
dt{ 04, ) 06,

wobei L=E, -E,, die Differenz der kinetischen und potentiellen g & die

Torsionswinkel und k die einzelnen starren Korpeszdichnet. Die Loésung dieser

Bewegungsgleichungen fuhrt dann zur Proteinstruktur
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Fur die im Verlauf der Arbeit durchgefihrten Stukterechnungen wurde das ,Standard
DYANA Simulated-Annealing’rotokoll* der DYANA Version 1.5 benutzt.

Zur Rechnung benottigt DYANA die Sequenz des Preteund Distanz- und/oder
DiederwinkelRestraints

2.2.2 CNS
Die Software Suite CNS 1.C(ystallography &NMR System) [27] wurde 1998 von Briinger

et al veroffentlicht. Es wurde entwickelt zur Stwrbestimmung mittels
Rontgenkristallographie oder NMR. Die Architektust i hochflexibel, da es auch
Schnittstellen zu anderen Strukturbestimmungsmethede z. B. zu Elektronenmikroskopie
oder zur Festkorper-NMR bereitstellt. Der Benuthat zahlreiche Mdoglichkeiten mittels
Steuerdateien in die Strukturrechnung einzugrei@peziell fur die Strukturbestimmung aus
NMR-Daten ist das Rechenprotokoll in vier Haupthisite unterteilt: Dateneingabe,
Annealing-Protokol|l Akzeptanz-Test und die Analyse aller NMR-Strugtur Die
Dateneingabe umfasst aus NOEs abgeleitete Atonmalestd NOE-Intensitaten,
Torsionswinkel, Kopplungskonstanten, chemische atéebungen vonH, °C,, 1*C; Atome,
dipolare Kopplung und heteronukleargTh Verhaltnisse. Zu Beginn einer Simulation wird
eine Anfangsstruktur, die aus allen vorhandenearimdtionen tber die Molekularstruktur,
wie Bindungslangen und Bindungswinkel, generieraskann sowohl ein ausgestreckter
Strang éxtended strarjdoder eine bereits gefaltete Kette sein. Ausgeldandn simuliert
das Programm die thermische Dynamik der einzelnéom& und Atomgruppen unter
Berlcksichtigung der experimentellen Einschrankapngendem die Newtonschen
Bewegungsgleichungen integriert werden. Vor Begies ersten Simulationsschrittes werden
allen Atomen der Startstruktur zufallig gewahlte f@&mgsgeschwindigkeiten aus einer der
Temperatur entsprechenden Maxwellverteilung zugesirdVahrend der Simulation werden
in bestimmten Zeitintervallen, die im Femtosekun&eneich liegen, die Positionen der
Atome berechnet. Dabei gehen die Startpositionem ulie mittleren, durch die

Maxwellverteilung bei einer bestimmten Temperategaepenen, Geschwindigkeiten ein.

F.(t)=ma()=-orad § (1) 22)

F, (t) bezeichnet die Kraft auf Teilchen i zum Zeitpunkirt die Masse dieses Teilchens und

a seine Beschleunigung. Hinzu kommen die Beschleunggn, welche man aus den

Newtonschen Bewegungsgleichungen fur die angenoemddraftfelder (“force fields")
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erhalt, unter deren Einfluss sich die Struktur éckelt. Das typische molekulare Kraftfeld
oder effektive Potential eines solchen Systemst 1&g in empirische und effektive

Energieterme trennen [38]:

E = Eemp+ Eeff :Z( EBindung+ EWinkeI+ E Diederwinké‘- E vd\ﬁ E e}:lzl-Z( E ENd- Eorsion) (23)

E., beinhaltet die ganze Information Uber die Primékstr des Proteins, sowie die Daten

Uber die Topologie und Bindungen des Proteins ml@ge. Die Beitrdge der kovalenten

Bindungen, der Bindungswinkel und der Diederwinkéezlglich E,  werden

naherungsweise durch eine harmonische Funktionhbeben. Im Gegensatz dazu werden
die nichtkovalentenan-der-WaalKréafte und die elektrostatischen Wechselwirkungarch

ein Lennard-Jones- oder Coulomb-Potential simuli&g, berlicksichtigt die experimentell

gefundenen Absténde. Fir Distanz und Winkelbesk&hrégen verwendet CNS empirische
Funktionen, welche wie physikalische Potentialekerr. Damit werden die Beitrdge der
unterschiedlichen Wechselwirkungen modelliert. [dig NOE-Einschrankungen wird ein

soft-squarePotential herangezogen, dessen flacher Bereiahdlie vorgegebenen Distanzen
und deren Fehlergrenzen bestimmt ist. Zu grol3efeiEwingen hin wéchst das Potential nur
linear an, damit einzelne unerfillbare Einschragam(z. B. aus fehlerhaften Zuordnungen)
nicht dominant werden.

Fur die im Verlauf der Arbeit durchgefihrten Sturkterechnungen wurden ein Standard-
Annealing-Protokoll der CNS- Version 1.1, sowie 8tandardwerte fur alle Kraftkonstanten

verwendet.

2.2.3 Strukturberechnung im expliziten Lésungsmittel

Die oben beschriebenen Strukturrechenprogrammetzemaus Geschwindigkeitsgriinden
oft vereinfachte Annahmen. Interaktionen ungebuadeAtome und eine unrealistische
Behandlung der Elektrostatik undin-der-WaalsBindungen filhren oft zu nichtoptimalen
Packungseffekten und unvolistandigen Wasserstafitai. Abhilfe schaffen hier Kraftfelder,
die elektrostatische und Lennard-Jones-Potentialéicksichtigen. Ebenso wirkt sich die
Bertcksichtigung der Wechselwirkung mit einem ezif#n Losungsmittel positiv aus.

Das hier in dieser Arbeit verwendete CNS-Protokoilt Verbesserung von Strukturen im

expliziten Loésungsmittel [36] wurde entwickelt, udie Strukturen den physikalischen
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Gegebenheiten naher zu bringen. Das in der vorege Arbeit verwendete Lésungsmittel
ist Wasser, um moglichst physiologische Struktunemativer Umgebung zu erhalten und das
Protokoll hierzu heiR¥vater RefinementUm die zu verbessernden Strukturen wird dabes ein
Wasserbox gelegt und mit einemmalated-Annealing/erfahren energieminimiert. Das
Protokoll beinhaltet mehrere Tools zur Struktudigiiung, die eine Analyse der verbesserten
Strukturen erleichtert.

2.3 Validierung von Strukturen

Hat man Proteinstrukturen bestimmt, will man wissane gut diese das Experiment
beschreiben oder wie gut die geometrischen Eigeftech mit der Theorie und den
Erfahrungswerten zusammenpassen. Im Anschlussnfisdé die in dieser Arbeit benutzten
Strukturvalidierungsmethoden.

2.3.1 R-Wert Berechnung

Um in AUREMOL die Qualitdt von den berechneten Binen zu bestimmen, wurde in
dieser Arbeitsgruppe in Analogie zur Rontgenkristabphie eine R-Wert Berechnung
entwickelt [39]. Die R-Werte geben Aufschluss damibwie gut die jeweilige
Strukturvorstellung mit den tatséachlichen experitaben Daten Ubereinstimmt und werden
sowohl fir die ganze Struktur (global) als auchuiiterschiedliche Distanzklassen berechnet.
Der R-Wert ist definiert als normierte Standardaibtweng zwischen berechneten und

experimentellen Strukturparametern

P

wobei F,, und F,beliebige strukturabhangige GroRen darstellen. RstO, liegt eine

perfekte Ubereinstimmung zwischen den simulierted experimentellen Daten vor,
andernfalls istR>0.

Die Berechnung der R-Werte besteht im Prinzip intgleach vom experimentellen und
simulierten NOESY-Spektrum. Das simulierte Spektenmélt man mittels RELAX aus der
zu untersuchenden Struktur sowie der sequentigilEmdnung. Man erhalt so eine Liste mit
simuliertenPeaks(B-Liste). Da experimentelle Spektren eine linmigeQualitat haben und
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viele Rauschpeaksind Artefakte enthalten, ist es sinnvoll die QudlieinesKreuzpeaks

durch seine Wahrscheinlichkeip,

ex, i

auszudricken und diese mit in die Berechnung

einflieRen zu lassen. Diese Wabhrscheinlichkeitsitbeneng geschieht in AUREMOL
automatisch mit dem adaptiv&eakpicking In einem ersten Schritt missen Hieuzpeaks
des experimentellen NOESY-Spektrums mit Hilfe deguentiellen Zuordnung zugeordnet
werden. Dies kann mit PEAKASSIGN erledigt werder @s wird eine Liste zugeordneter
Peaks(A-Liste) erhalten.

Stellt sich beim Vergleich heraus, dass fir eineexpentelles Signal kein zugehdriges
simuliertes vorhanden ist, kommt dieses in ein¢elfisr unzugeordnet@eaks(U-Liste). Nun
wird versucht diese U-Liste weiter zu verringerndeém ein Gitteralgorithmus darauf
anwendet wird, der mit Hilfe der sequentiellen Zlramg und einem benutzerdefinierten
Suchradius (bei 2D-Spektren z. B. 0,01 ppm) unzidyedie Signale z. B. in den
Randbereichen des Spektrums zuordnet und mit @ntprechenden Wahrscheinlichkeit
versieht. Signale, die auf Grund einer unvollstgedi sequentiellen Zuordnung bei der
Simulation nicht vorhanden sind und sich deshaldenU-Liste befinden, werden mit Hilfe
einer Simulation eines Spektrums mandom coil shiftsversucht, zuzuordnen. Dieser Teil
wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt.

Als experimentelle GroRen werden die Volumen derEN&ignale verwendet. Wirde man

nun die reinen VolumenV zur R-Wert Berechnung heranziehen, wirden die
kurzreichweitigen Signale wegen der Beziehih@l r° dominieren. Deswegen weicht man
auf einen Distanzabhéngigkeit aus, die ¥fit,  =—-1/6 hergestellt werden kann. Weiterhin

ist eine Skalierung der experimentellen oder sientén Daten notwendig, um experimentelle
Parameter wie z.B. die Probenkonzentration, pH-Wct zu berticksichtigen. Dies geschieht

mit der Maximum-Likelihood-Methode, mit der sichrdgkalierungsfaktosf, zu

2 (Vous Vo)

Sfa — i0A
2V

i0A

(2.5)

ergibt. V

ex,i

bezeichnet das experimentelle und, ; das simulierte Volumen des

zugeordneten Signals A ist die Menge aller zugeordneter Signale.

Als globaler R-Wert resultiert
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Z(Vez,i - Sfa B/sfi’mi)z D@x i+Z( ve]X i SJ D\ZOiSE)Z U bexi
R(a)= [= iU 5
O Sy (e o R

i0A

: (2.6)

wobei V.

ex,i

das experimentelle und, ; das simulierte Volumen beschreiben wsfd fir den
oben beschriebenen Skalierungsfaktor stéht..; wird im Falle der unzugeordneten Signale
als Vergleichsvolumen eines typischen Rauschsignasvendet. p,, steht fur die

Wabhrscheinlichkeit, dass ein experimenteeakein echtes Signal oder Rauschen #tist

die Menge aller zugeordnetés, die Menge aller unzugeordneter Signale.

Mit der R-Wert-Berechnung kann nicht nur die gl@bllbereinstimmung gemessen werden.
Es ist mdglich, bestimmte Regionen innerhalb desefrs zu untersuchen. So kénnen z. B.
Sekundarstrukturelemente und einzelne Aminosaumersucht werden. Diese R-Werte
kdnnen, je nachdem welcReaklistenA, B und U man verwendet, berechnet werden. Rur ei
detaillierte Beschreibung sei auf [39] verwiesen.

2.3.2 Weitere Methoden zur Strukturvalidierung

RMSD

Der RMSD-Wert Root Mean Square Deviation) wird verwendet, um mehrere

Konformationen eines Molekiils an bestimmten Steltgpischerweise an Atompositionen,

zu vergleichen. Er gibt ein Mal3 fir den Abstand soen den zu vergleichenden
Atompositionen an. Es wird eine Superposition,dia RMSD minimiert, angestrebt.

Die Qualitat eines Strukturbindels wird durch digétlexe Abweichung jeder einzelnen

Struktur von der mittleren Struktur dieses Bundeschrieben. Man spricht hier vom RMSD
zum Mittelwert. Weiterhin kann ein paarweiser RMB&echnet werden, bei dem der RMSD
zwischen allen Strukturen berechnet und anschlgtBenMittelwert gebildet wird.

Sind zwei Satze vorN Atompositionenvund w gegeben, errechnet sich der RMSD der

beiden Strukturen zu

N

RMSD(V,W)z\/%g”V‘ w|=\/— (= w+(y- W +(v- W' @7

1
N =1
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Der RMSD-Wert eines Strukturbindels spiegelt ded8eirision wieder und ist fur die

verschiedenen Bereiche einer Proteinstruktur uctédlich. Regionen mit beweglichen

Strukturen oder ohne Sekundéarstruktur (Loops) regae grofRere Abweichung als solche
mit einer starren und gut definierten SekundarstnulStrukturbindel mit einem RMSD des
Protein-Riickgrades kleiner als 1A kann man als @itakturen bezeichnen. Der RMSD-
Wert kann z. B. mit dem Programm MOLMOL [40] bereehwerden.

Stereochemische Qualitat

Zur stereochemischen Prufung der Qualitédt von Brstreikturen wurde bereits 1993 das
Softwarepaket PROCHECK-NMR [41] von Laskowski et\airgestellt. Das Paket besteht
aus mehreren Einzelprogrammen, die die Eingabdsterk aufbereiten, bewerten und
schlieBlich in Form vonPostscriptDateien die Analyseergebnisse zusammenstellen.
Wichtige Ausgaben des Programms sind R@machandran-Plgi2], der die Diederwinkel-

Verteilung (®@,W¥, x,...) berechnet, und Abweichungen von Bindungslangamungswinkel

und Planaritdten. Basis fur diese Berechnungen gstadistische Auswertungen von

Proteinstrukturen hoher Auflésung.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Homologie-Modellierung (PERMOL)

Ublicherweise sind experimentelle Daten die Grugdldir die Bestimmung der 3D-
Tertiarstruktur von Proteinen auf atomarer Ebenge.kBmmen hier hauptséchlich NMR-
Untersuchungen und Roéntgenkristallographie zumaEm®och haben beide Methoden auch
Nachteile. Das Hauptproblem der Réntgenkristallpgma liegt bei der oft schwierigen
Protein-Kristallisation, wahrend in der NMR-Speldkopie Schwierigkeiten entstehen, wenn
das Protein nicht I6slich genug oder zu grol3 i€id8 Methoden haben gemein, dass sie
relativ komplex und deswegen sehr zeitintensiv.sWids liegt also naher als tber schnellere
Methoden der 3D-Strukturgewinnung nachzudenkene Entscheidende Entdeckung war,
dass Proteine, die eine &hnliche Primarsequenizéassich auch in der raumlichen Faltung
ahneln [43-47]. Diese Tatsache gilt bereits abre8sgjuenzidentitat von etwa 25 %. Nach der
SCOP-Klassifikation [48;49] zeigen die 18946 gespeiten Proteine in der
Proteindatenbank nur 765 verschiedene Faltungstypies ist eine wichtige Grundlage fur
die Human Proteomics Initiativic0]. Mit den etablierten experimentellen Methodedi aus
jeder Strukturfamilie eine reprasentative Terti@ddiur ermittelt werden und dann als Basis
zur Modellierung aller sequenzverwandten Molekidauizt werden [51].

In der Vergangenheit sind bereits viele verschied&nséatze zur Homologie-Modellierung
vorgestellt worden. Diese reichen von stark intevak Methoden (manuelle Modellierung)
bis hin zu voll automatischen Methoden [51;52].

Bereits bestehende Softwarepakete zur HomologieeMering sind u. a. SWISS-MODEL
[53] und MODELLER [54]. Das Paket SWISS-MODEL wivdn der Universitat Lausanne
im Internet als ein Werkzeug zur automatischen Hogie-Modellierung angeboten. Hierbei
geht das Programm wie folgt vor: Nach der Auswaluenzhomologer Proteine mit bereits
bekannter Struktur werden diese nach Generierumgs enultiplenAlignmentstibereinander
gelagert. Aus diesen Ubereinander gelagerten Sterkiwerden gemittelte Koordinaten fir
die einzelnen Atome errechnet, woraus dann eindidRefte ermittelt wird. Fehlende
Bereiche werden mit Hilfe von Daten aus einer Reata enthaltende Koordinatenbibliothek
rekonstruiert, womit dann das gesamte Proteinriatkgervollstandigt werden kann. Im
nachsten Schritt werden die entsprechenden Seitenkeingebaut und dann anhand ihrer
chemischen Umgebung mdglichst optimal eingepasatath wird noch einmal die gesamte
ermittelte Struktur durch einen Vergleich der Ssgtenumgebung mit einer
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aminosaurespezifischen Rotamer-Datenbank und éinaiyse der Packung des Proteins
verifiziert.

Das Paket MODELLER [54] respektive MODWERB (Intenegsion) wird von der Gruppe
von Andrej Sali an der Universitat von Kaliforniém San Francisco entwickelt und zur
Verfugung gestellt. Aus einer an die PDB.org angelen internen Datenbank wird ein
Sequenzalignmerzur zu modellierenden Struktur generiert. Aus d¥aten der aus der
Datenbank ausgewahlten Strukturen werden dann Besaingen fur intramolekulare
Distanzen sowie Diederwinkel erzeugt. Als Ausgabenegiert MODELLER eine
dreidimensionale Struktur des Proteins, welche Bschrankungen so gut wie moglich
erfullt. Die Optimierung der Struktur erfolgt Gbeme Simulated-Annealing/lethode, die
eine Zielfunktion minimiert.

Ab initio Molekuldynamik-Simulationen, bei denen neben demvendeten Kraftfeld nur die
Primarsequenz des Proteins als Information didiitren nur bei kleinen Molekilen zum
Erfolg [29-35;55]. Molekuldynamik-Simulationen basend auf Simulated-Annealing
Protokollen, bei denen der Konformationsraum durexperimentell gewonnene
BeschrankungenREestrainty eingeschrankt wird, werden dagegen schon lange sahr
erfolgreich in der NMR-Strukturbestimmung eingetsetn dieser Arbeit wird ein neuer
Ansatz vorgestellt, der Informationen aus berebshandenen homologen 3D-Strukturen
gewinnt. Das in AUREMOL implementierte Modul extigth aus PDB-Dateien, die die 3D-
Struktur der Proteine enthalten, intramolekularst@nizen und Diederwinkel vom Ruckgrat
und von den Seitenketten. Zusatzlich werden Wass#ndicken identifiziert. Die so
gewonnen Daten werden dkestraintsfir Molekildynamik-Programme wie DYANA [26],
CNS, usw. eingesetzt.

Das Modul Homologie-Modellierung (PERMOL) setzt adén gleichnamigen Vorlaufer
PERMOL [56] auf und wurde bereits in einer Diplobit von Josef Scheiber [57] in
AUREMOL implementiert. In dieser Arbeit wurde dasojekt Ubernommen, erweitert und
fertig gestellt.

3.1.1 Homologe Proteine

Die erste Aufgabe fur den vorgestellten Ansatziedas Auffinden homologer Proteine, deren
Struktur bereits bekannt ist. Die Quelle hierfir e PDB-Datenbank [58]. Mit Hilfe
heuristischer Algorithmen, wie z. B. FASTA [59], BET [60] und PSI-BLAST [61], ist es

moglich, diese Datenbank auf zu einer Zielsequémtiéhe Sequenzen zu untersuchen. Die
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Algorithmen liefern i. a. Score-Werte, die eine Betung der Ubereinstimmung der
Sequenzen im weitesten Sinne anzeigen. Unter dervowhandenen potentiellen Modellen
mussen nun die am besten geeigneten ausgewdahltewebbei kann man sich im
einfachsten Fall an deScoreWerten orientieren [52] oder aber man lasst eaehgewiesene
evolutionare Verwandtschaft zweier Organismen & Aliswahl mit einflieBen. Den besten
Hinweis auf ein gutes Modell bekommt man dann, wemsétzliche Moleklle die gleichen
Bindungspartner aufweisen und die gleiche Reaktiatalysieren. Die Qualitat der
Modellstrukturen kann ebenfalls von entscheidenBedeutung sein. So ist bei mittels
Rontgenkristallographie ermittelten Strukturen Aiglésung ein entscheidender Faktor und
bei NMR-Strukturen der RMSD-Wert sowie die Anzaét Restraintgoro Aminosaure.

3.1.2 Sequenzalignment

Hat man sich fur Modellstrukturen entschiedendistErstellung eines guteXlignmentsder
nachste Schritt. Zwar wurde auch schon bei der Suwch den Modellstrukturen ein
Alignmenterstellt, doch waren die verwendeten Algorithmah@eschwindigkeit optimiert.
Um gute Modellierungsergebnisse zu erhalten, mstoestmdglichsteAlignmentnotwendig.
PERMOL [56] hat dabei auf das externe Programmest@ld [62] zurlickgegriffen. In
AUREMOL ist zu diesem Zweck ein neues Modul, das maarweises globaleslignment
ausfuhrt, implementiert worden. Dabei werden digueazen Uber ihre gesamte Lange
ausgerichtet. Es werden gegebenenfalls Leerstgigs) eingefiigt, so dass beide Sequenzen
moglichst gut dbereinstimmen. Danach werden diecldudie Leerstellen erweiterten
Sequenzen Uubereinander gelegt, so dass eine Komaesme zwischen den Residuen und
Leerstellen der einen Sequenz und den Zeichen aadstellen der anderen Sequenz entsteht.
Zusatzlich wird vereinbart, dass keine Leerstealleler einen Sequenz mit einer Leerstelle in
der anderen Sequenz korrespondieren darf und ke#emssowohl am Anfang als auch am
Ende einer Sequenz eingefugt werden kénnen. Dialirder Mdglichkeiten eines globalen
Alignmentsbei einer Sequenzlange ist gegeben durch

CHE-

Das entspricht bei einer Sequenzlange von100 Aminosauren ca91F®Mdoglichkeiten.

Ein systematisches Aufzahlen ist somit nicht véloie Probleme dieser Art werden mittels
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dynamischer Programmierung — ein algorithmischesrfatleen zum Ldsen von
Optimierungsproblemen — gelost. Speziell im Falles dSequenzvergleichs wurde die
dynamische Programmierung von Saul Needleman undst@n Wunsch [63] in die
Bioinformatik eingebracht. Das Prinzip hinter dgmamischen Algorithmen zur Auffindung
der besten Ldsung ist die Aufspaltung des eigdm@hcProblems in kleinere, leichter I6sbare
Teilprobleme. Die Teillosungen werden in der righti Reihenfolge und mit einer Bewertung
in einer Tabelle abgespeichert. Nun muss nur naetridhtige Abfolge der Teilprobleme
gewahlt werden, die nach der Addition der Einzekung die hdochste Gesamtpunktzahl
ergibt.

Beim Sequenzvergleich ist es notwendig, jede emezéiminoséure einer Sequenz mit der
Aminosaure der anderen Sequenz zu paaren. Daliesste die Frage, ob man die beiden
Reste paart oder eine Licke in eine der Sequennéige Formell ausgedriickt ergibt sich:

Welche Mdglichkeiten gibt es, ein angefangeAégnmentder Sequenzs bis zum Zeichen
i—1(s[1.i - ]]) mit der Sequenz bis zum Zeichenj —1(t[1..j - ]]) fortzusetzen? Die drei

Maglichkeiten sind:

1. Ordne dent|[ j] eine Liicke zu
2. Ordne dems|i] dast[j] zu

3. Ordne dems][i] eine Liicke zu.

Weitere Moglichkeiten gibt es nicht, da die Zuordgweiner Licke der einen Sequenz zu
einer Lucke der anderen Sequenz ausgeschlosser.wurd
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i1, j-1 i1, |

i, J-1 i, ]

Abbildung 9: Die drei Moglichkeiten bei®equenzalignment
1, Paares[ 1i.]. mi{ 3.- ]l:> Licke Ib[ej]
2, Paares[ li- ]1 mlt[ 3. ]1:> UbereinstimmuMs tr[njl]
3, Paares[ li- ]1 mlt[ ]4] =  Lucke b{ai]s

Die Scordunktion sc ergibt sich zu
sc( q1..{.{1..j- §)+ ap
sc( q1..{,q1..]) = max sd $ .- L f 1.5 [+ m(j4 mn (3.2)
SC( {1..i—]] ,l{l..j])+ gp

wobei gp(gap penalty eine Strafe fur das Einfuhren einer Liicke angiid einen negativen
Wert hat. Der Wertm (match awardl steht fiir eine Belohnung fiir eine Ubereinstimmung
und mm (mismatch penaljyfir eine Strafe fur Nichtibereinstimmung.

Als Beispiel sei ein globales Alignment verAAAC mit t =AGC gezeigt.

Initialisierung 1. Schritt Pfaden

Abbildung 10:Sequenzalignmeniach Needleman-Winsch mit den Parametgrs -2 (gap penalty,
m(i, j) = +1, falls s[i] = t[ j] (match, mm= -1, falls s[i] # t[ j] (mismatch. Nach der Initialsierung

werden die Matrixfelder schrittweise aufgefillt. Durch dilén (dicke Pfeile) zum Schluss

wird das optimale Alignment erhalten.
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Die erste Spalte und die erste Zeile werden mitfaGben dergp=-2 gefillt. Danach

werden schrittweise die restlichen Matrixfelder varks nach rechts und von oben nach
unten gefillt. Fur jedes Feld wird sich der bestlisbgte Wert gemerkt und aus welchen
Richtungen dieser Wert Zustande gekommen ist. AdeBkann im Feld [4,3] die Ahnlichkeit
der beiden Sequenzen abgelesen werden (= -1). AmusS wird durch das Pfaden das
optimale Alignment der beiden Sequenzen bestimmabeD wird schrittweise wieder
zuriickgegangen, um die Alignments, die diesen Ahkéitswert ergeben, von rechts nach
links aufzubauen. Die fettgedruckten Pfeile gebas aptimale Alignment an. Die Lésung ist
AAAC, AG C.

Demmatch awardkommt noch eine besondere Rolle zu. Wie obenfgtsio, handelt es sich
um eine Funktion der beiden zu paarenden Aminosduiie Funktion gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, dass zwei Aminoséauren aasgeht werden. Es wurde beobachtet,
dass im Laufe der Evolution bestimmte Aminosaur@ufily gegen andere ausgetauscht
werden. Solche Austausche lassen die Proteineidunsk&hig und sind somit kompatibel mit
der Funktion und der rdumlichen Struktur der PreteBesonders haufig sind Austausche
von Aminosauren, die auch chemisch &hnliche Eidefsen haben: hydrophobe durch
hydrophobe, grol3e durch groRRe, polare durch polate, Austausche von chemisch

unterschiedlichen Aminosauren sind dagegen selten.

sehr Kklein

aliphatischm/
A = =
7 SH S

Z_ VN

AT = N
M kv RN
F\w (B k)E/ a

hyd ropﬁcg\‘——/_N""“—\/——-‘x

aromatisch

geladen
positiv

Abbildung 11: Einteilung der Aminosauren in ihre Eigendeimahach [64].

Diese Wahrscheinlichkeiten stehen in  Substituticatszen. Die Werte des

Wabhrscheinlichkeitsmalies (keine echten Wahrschbkditen) werden als Logarithmus des
Verhaltnisses zweier Wahrscheinlichkeiten berechbetbei entspricht der Nenner dieses
Quotienten der Wabhrscheinlichkeit des zufalligenftaiens eines Aminosaurepaares im
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Alignment ist also das Produkt der unabhangigen Haufighgéder einzelnen Aminosaure.
Der Wert im Zahler gibt die Wahrscheinlichkeit desht-zufalligen gemeinsamen Auftretens
beider Reste zusammen an. Diese Wahrscheinlichkbg@euhen auf Erfahrungswerten aus
einer grof3en Zahl von tatsédchlich&equenzalignmentsleren Gultigkeit zuvor Uberprift
wurde. Der Logarithmus wird positiv, wenn die Betlmg flr ein biologisches
bedeutungsvolles Zusammentreffen Gberwiegt, undthegvenn das gemeinsame Auftreten
durch Zufall wahrscheinlicher ist. AUREMOL benutdie BLOSUM @Block Substitution

M atrix) [65], genauer die BLOSUMG62 (Abbildung 12)ieDaten fur die Matrizen stammen
aus der Blocks-Datenbank [65], die luckenlos&lignments von ausgewéhlten
Sequenzregionen aus verschiedenen Proteinfamihiémile Die Zahl 62 bei BLOSUMG62
bedeutet, dass nur Sequenzen, die untereinandestkiis 62 % Sequenzidentitat aufwiesen,
fur die Berechnung der Wahrscheinlichkeitswerteahgezogen wurden. Je kleiner die Zahl
in der BLOSUM-Matrix, desto besser ist die Matrieeggnet um weiter entfernte
Verwandtschaftsbeziehungen zu untersuchen. Die RINIGR-Matrix hat sich fur den
Bereich des Sequenzvergleichs als die Optimaleesemi und wird tberall zu diesem Zweck
standardmalilig eingesetzt [66;67].

=i 5
=3 u] &
=& =3 1 6
o -3 -3 -3 a
=i 1 o] o -3 5
-1 a a 2 -4 2 5
o -z o -1 -3 -2z -z &

-1 -z -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -z -4 6 -1 -1 -4 -3 -z -2 -1 -z 7
-6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -§ -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6 -6
o R il D [ Q I =] H I L K M F P =1 T w T v E Z X Q

Abbildung 12: BLOSUMG62-Matrix, wie sie in AUREMOL verwertdeird.

3.1.3 Erzeugung derRestraints

Nachdem dasequenzalignmerturchgefiihrt wurde, werden nun Informationen, idielen

PDB-Dateien der homologen Strukturen kodiert sirgewonnen. Die wichtigsten
Informationen in den PDB-Dateien sind die Raumkowatkn eines jeden Atoms des
Proteins. Mit ihrer Hilfe konnen Abstands-, Diederkel- und Wasserstoffbricken-

Restraintsbestimmt werden.
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Zur Homologie-Modellierung werdem verschiedene Strukturfamilien mit jeweilm

Strukturen herangezogen. Dies fuhrt dazu, dassifién zu bestimmendésestraintmehrere
Werte aus den einzelnen Modellen vorliegen und é@sné&n daraus Mittelwerte und
zugehorige Fehlergrenzen berechnet werden. DieseelWerte dienen bei den typischen
Anwendungen der Molekuldynamik, die fir diese Homgi-Modellierung eingesetzt
werden, als Erwartungswerte fur eindestraint und die Fehlergrenzen spiegeln die
zugehorigen oberen und unteren Grenzen wieder.

Eine weiterhin wichtige Information bei Proteindtiuren, die mit Hilfe von
Rontgenkristallographie bestimmt wurden, ist didldaung und der B-Faktor. Bei Rontgen
Strukturen liegt, im Gegensatz zu NMR-Strukturen,Normalfall immer nur eine Struktur
vor. Daraus kann kein Mittelwert mit entsprechend&ehler berechnet werden. Die
Auflosung und die B-Faktoren, die normalerweiseR@ntgen-Strukturen veréffentlicht sind,
spiegeln die Unsicherheit der Atompositionen wiedéie in AUREMOL fiur die
Fehlergrenzenberechnung herangezogen wird. EineugeBeschreibung ist im Kapitel 3.2

zu finden.

3.1.4 Distanz-Restraints

DistanzRestraintswerden fur jedes Modell, das ilignment enthalten ist, berechnet.

Vorsicht ist geboten bei der Auswahl der Atomegd@aAnzahl der Abstande schnell wachst:

anz= aén—l)er(a—l) EBDﬁ (3.3)
2 2
gleiche Atome verschiedene Ator

Dabei istanzdie Anzahl deRestraintsdie man erhalt, wena der Anzahl der Atome und

der Sequenzlange entspricht. Wirde man 10 Atomdewdiei einer Sequenzlange von 100
Aminosauren, erhielte man bereits 500000 DisfRegtraints eine Menge, die jedes

Molekuldynamikprogramm Uberfordert. Obendrein wédies auch nicht sinnvoll, da so kein
Spielraum zur Energieminimierung vorhanden ware.

Neben der sorgfaltigen Auswahl der Atome ist eimaitierung der Distanzen ratsam. So
konnen Ruckgratatomen und Seitenkettenatomen chiediche Reichweiten zugeordnet
werden und die Anzahl d&estraintskann Uber die Auswahl der Atome und Limitierung de
Reichweiten sinnvoll eingeschrankt werden.
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Die Distanzen eines jeden Modeljs aus einer Strukturfamilié werden nach Pythagoras
unter zu Hilfenahme der Koordinatex ,, y; ,, 7 , des einen Atoms und ,, Y ,, 7 ,des

anderen Atoms mit

dy =05, =% ) +(y 1= ¥ )7+ (Z 2 (3.4)

berechnet.

Der Erwartungswert fir den Abstamt ergibt sich zu

()= =

o >4 35)

und die zugehdrige Standardabweichusngu

>3 (d, (o)
s= |22 : (3.6)

2.m-1

Dabei stehtn fur die Anzahl der verschiedenen Strukturfamilidie jeweils m Strukturen

enthalten.

Um auch bei einer niedrigen Anzahl von Werten vaftige Grenzen fur di&kestraintszu

erhalten, werden diese Uber das Konfidenzinterwdterechnet. Das Konfidenzintervall gibt

das Intervall an, das den wahren Mittelwénit} mit einer bestimmten Wahrscheinlichk®it

einschlie3t und wird folgendermal3en berechnet

c=s—2_, (3.7)
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wobei ¢ die Konfidenzgrenze, s die Standardabweighti, den t-Wert der t-Verteilung

wiedergibt. @ bezeichnet die Vertrauenswahrscheinlichkeit undnkgei gewahlt werden.
Typische Werte hierfur sind 0,95 bis 0,99. Je halenN/ertrauenswahrscheinlichkeit gewahlt
wird, desto breiter wird das Konfidenzintervall, wmach wirklich sicher zu gehen, dass der
wahre  Mittelwert eingeschlossen wird. Dert-Wert mit der zugehdrigen
Vertrauenswahrscheinlichketr kann dabei in einer Tabelle nachgeschlagen weaodien
wie in AUREMOL implementiert mit Hilfe eines Nahewsverfahrens [68] berechnet

werden. Dies hat zum Vortelil, dass frei gewahlt werden kann.

3.1.5 Diederwinkel-Restraints

Die Berechnung der DiederwinkBlestraintserfolgt nach [69] unter Zuhilfenahme folgender
Methode: Firr die vier Atome A, B, C und D mit dertDektorenA, B, C und D ist der
Torsionswinkel © definiert als der Winkel zwischen der Projektionund y der Vektoren
ba= A- B und cd = C- Dauf eine Ebene senkrecht zum BindungsvekterC- B. Das
Vorzeichen von® ist positiv, wenn inE-Richtung x in y durch eine Rechtsdrehung
tibergeht. Fir den Winkeé gilt also mitn= xxy

= arcco{ ):(QZJ (3.8)
X%

und

sign(©) = sigr{"ZIM. (3.9)

Die so erhaltenen Winkel decken einen Bereich &0 bis +180° ab.

Da es sich bei Winkeln um zyklische GroRen hanged hierfiir nicht eindeutig definiert ist,
wie man Mittelwerte und Standardabweichungen bewchvird der Ansatz nach Ddker et al.
[70] gewahlt, der sich ausgiebig mit dem Problemscbéftigte und sehr gute Werte liefert.

In AUREMOL besteht die Méglichkeit, die Diederwirlkgier Haupt- und Seitenkett&n ¢,

W, X1, X2» X21 X22, X3, X31: X32, X4, X5, X6 ZU berechnen.

3.1.6 WasserstoffbrickenRestraints

Die Wasserstoffbriickenbindung ist die starkste Farmier den zwischenmolekularen

nichtkovalenten Wechselwirkungen, welche bei orgmen Verbindungen sowohl intra- als
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auch intermolekular auftreten kann. Die Wassenstatikenbindung beschreibt im
Allgemeinen die schwache Wechselwirkung zwischememi Wasserstoffatom, welches
kovalent an ein elektronegatives Element X gebundgnund einem elektronegativen
Element Y, das ein freies Elektronenpaar besitzt.d&n elektronegativen Elementen X
gehdren in Aminosauren die Atome N, O und S, zu elektronegativen Elementen Y die
Atome O und N. Die X-H-Gruppe bezeichnet man inHegel als Wasserstoffbriickendonor
(D) und das Y-Atom als Wasserstoffbriickenakzep®r (

& &
X—H——— Y
Donor D Akzeptor A

Abbildung 13: Die schematische Darstellung einer Wags#orickenbindung.

Bei der Wasserstoffbriickenbindung handelt es sioheine mafig schwache Bindung mit
zumeist weniger als 10 % der Bindungsstarke eir@wo@nlichen kovalenten Bindung.
Verglichen jedoch mit deman-der-WaalKraften zwischen Molekilen mit einer Energie von
einigen wenigen kJ/mol, ist die Wasserstoffbriclkediing eine relativ starke
zwischenmolekulare Wechselwirkung. Um diesem Effekchnung zu tragen, wurde eine
automatische Wasserstoffbriickenerkennung hinzugeltiy WasserstoffbriickeRestraints
wird jedes einzelne Modell untersucht. Zur Iderigfiung dient dabei eine sehr schnelle
Methode, die einen maximalen Donatoren-Akzeptorbet&nd von 0,24 nm und einem
Wasserstoffbriickenwinkelbna von 186 + 35° verwendet. Die Donatoren (N () O' (H),

< (H”ll), N1 (H r]12)’ N1 (anz)’ N2 (anl)’ N2 (anz)’ N (H11)’ N (sz)’ N (st)’ NY
(H™)) und Akzeptoren (O, B, 0%, 0% N, N, N?, N%) kénnen in AUREMOL frei gewéhlt
werden. Ebenso kann durch den Benutzer die Enthohgigetroffen werden, in wie vielen
Modellen die Bedingung fur eine Wasserstoffbrick&ilke sein muss, um daraus dann
Mittelwerte und Fehlergrenzen auszugeben. Mittdlevend Fehlergrenzen werden dabei so

behandelt wie AbstanBestraints

3.1.7 Strukturrechnung

Wenn nun Abstande, Diederwinkel und Wasserstofteiia@lsRestraintsvorliegen, kann die

Strukturrechnung gestartet werden. Die oben besodmnen Standardprogramme hierfir sind
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CNS [27] und DYANA [26], fur die AUREMOL automatibcdie richtigen Dateiformate

bereitstellt.
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3.2 Verbesserung von Proteinstrukturen (ISIC [71])

Das wichtigste Ziel bei der Strukturaufklarung eirn@ologischen Makromolekiils ist eine
moglichst genaue und fehlerfreie Struktur schnat mit mdglichst wenig experimentellen
Daten zu erhalten. Ein mdglicher Weg die NMR-Stusktifklarung zu beschleunigen, ist die
Zahl der experimentelleRestraintszu reduzieren oder nuRestraintszu verwenden, die
leicht gewonnen werden kénnen wie z. B. Diederwlinka chemische Verschiebungen von
Rickgratatomen, Restdipolkopplungen, Wasserstafieni oder HN-HN-NOEs. Wenn aber
die experimentellen Daten reduziert sind, ist epfellenswert, zusatzliche Informationen zu
nutzen. Diese kénnen z. B. von homologen oder atisanderen Methoden bestimmten
Proteinstrukturen stammen. In den letzten Jahremd smmer mehr Daten in den
Proteindatenbanken abgelegt worden. Diese Datenekbrine wichtige Rolle bei neuen
Strukturbestimmungen einnehmen, wenn sie richtigugg werden. Die Schlisselfrage
hierbei ist, die vorhandenen Datenbankinformatiomeih experimentellen Daten so zu
kombinieren, dass nur relevante Daten Einfluss dig Struktur haben und keine
Verfalschungen auftreten. Aus diesem Grund wurdeRiathmen dieser Arbeit ein neuer
vollautomatischer Algorithmus basierend auf dem dédapen Prinzip entwickelt, der es
erlaubt Strukturinformationen aus verschiedenenll@ud&onsistent zu kombinieren. Ziel ist
es, qualitativ hochwertige Strukturen zu erhaltbneodabei die Menge an experimentellen
Daten zu erhdhen. Dieser neue ISICntélligent Sructural Information Combination)
Algorithmus ist in AUREMOL eingebettet. Die Ergebseé werden automatisch mit Hilfe
experimenteller Daten verifiziert.

Die meisten bisher in der Literatur zu findendentihdelen zielen darauf ab, nur die globale
Faltung zu bestimmen [31;72-79]. Im einfachstenl H@nn man abklaren, ob eine
Zielstruktur eine bereits bekannte Faltung annehikam [72]. Bowers et al. beschreiben
eine Ansatz, der die ROSETTab initio Proteinstrukturvorhersage mit wenigen NMR-Daten
kombiniert [73]. Die ROSETTA-Methode baut Proteinkturen aufgrund von Fragmenten
bereits bekannter Strukturen auf, die eine gewssaEguenzahnlichkeit in diesen Fragmenten
zur Zielstruktur aufweisen [74;75]. Liegen genauehemische Verschiebungen vor, kann
man den TALOS-Algorithmus [80] dazu verwenden, uned@rwinkel des Rickgrats zu
bestimmen. Zusammen mit NOE-Daten kann diese Irdtom zuséatzlich zur
Fragmentauswahl dienen. Beim MFR-Ansatz von Delagial. [76] wird eine Startstruktur
erzeugt, indem eine Datenbank mit 3D-Strukturerhnaestimmten Fragmenten durchsucht

wird. Es werden solche Fragmente ausgewahlt, desemergesagten Restdipolkopplungen
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am besten zu den gemessenen passen. Ebenso verdmibgeringerer Gewichtung, mit
chemischen Verschiebungen verfahren. Einen &hmliéimsatz gibt es auch von Andrec et al.
[77]. Haliloglu et al. [31] benutzen eine relatiergqnge Anzahl von Restdipolkopplungen
zusammen mit einem vereinfachten Proteinmodellndaslie Schwerpunkte der Seitenketten
beinhaltet, und erhielten damit Strukturen mittlefp@flosung. In einem anderen Vorgehen
konnte gezeigt werden, dass Faltungsvorhersageelsftroteinthreadingverbessert werden
konnen, wenn man experimentelle Abstandsbeschrgekun die z. B. aus
Massenspektroskopie oder NOE- Messungen gewonnetememit berticksichtigt [78]. Von
Li et al. [79] wurden einige wenige NORestraintsmit dem Strukturvorhersage-Algorithmus
TOUCHSTONE kombiniert. Weitere Methoden nutzen ges@me Informationen aus
verschiedenen Quellen fir eine verbundene Strukthesserung um hochqualitative
Strukturen zu erhalten. Der erste Testfall warrlatekin-1b [81], bei dem das so gewonnene
Modell sowohl kristallographisch vergleichbare R\#eaufwies als auch seine geometrische
Qualitat ahnlich der war, die man aus Rontgen-Datlein erhalt. Die wenigen verbliebenen
NOE-Verletzungen zeigten dann die wirklichen Unthrsde zwischen Losungsstrukturen
und Kristallstrukturen auf. Eine ahnliche Vorgeheese wurde auch bei der Verbesserung
der Struktur von BPTI (Bovine Pancreatic Trypsihibitor) [82] benutzt, bei der Strukturen
erzeugt wurden, die sowohl den NMR-Daten wie ausm Bontgen-Daten Rechnung trugen.
Die Struktur des Ribosomal Proteins L9 [83] wurddogt, indem NMRRestraintsvon den
39 N-terminalen Resten, die von den RéOntgen-Datgm schlecht beschrieben waren,
verwendet wurden. Fir die Struktur der Oligomeiisaties p53-Tumor-Suppressor-Proteins
[84] konnte gezeigt werden, dass das Modell sowoihlden NMR-Daten also auch den
Rontgen-Daten vertraglich ist. Zudem wurde das Ndde Vergleich zur reinen Rontgen-
Struktur stereochemisch verbessert. Wahrend debegserung des HU-Protein-Dimers
konnten die Unterschiede zwischen den NMR- und @&&mDaten durch
Kristallpackungseffekte und durch Spindiffusionskte erklart werden. Bei dem Ansatz von
Chao et al. [85] wird zuerst eine Struktur auf R@nkBasis erzeugt und dann mit aus NMR-
Daten erhaltenen Abstands- und Diederwinkel-Regarerfeinert. In den Féllen, wo die
NMR und die Rontgen-Daten nicht Ubereinstimmen, dear die NMR-Daten manuell
entfernt. Dies fuhrte zu Strukturen mit verbesse®ereochemie und geringeren R-Werten.
Alle diese Methoden haben gemeinsam, dass Diskzepamwischen NMR und Réntgen
manuell korrigiert werden mussen. Dies beinhaltetaudas Entfernen verletzter NOEs,
Neuzuordnungen von NOEs oder Wasserstofforiicken wheé Notwendigkeit,

Spindiffusionseffekte bei der NMR zu berlcksichtige
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Im Gegensatz dazu soll der in dieser Arbeit entaliek Algorithmus hochqualitative
Strukturen automatisch bestimmen. Mit ISIGtélligentSructurall nformationCombination)
wird ein neuer, allgemeiner und vollautomatischens#@tz fir die Kombination von
Strukturinformationen aus verschiedenen Quellergestellt. 1ISIC bericksichtigt dabei die
unvermeidlichen Diskrepanzen der Eingabestruktuwred stellt sicher, dass sowohl die
Eingabedaten richtig gewichtet werden als aucheféhlite Eingabedaten auf das Ergebnis
keinen negativen Einfluss haben. Mit den so konalien Informationen werden neue hoch
aufgeldste Strukturen berechnet und das Ergebingsamtomatisch an experimentellen Daten
verifiziert. Ein mogliche Anwendung des ISIC-Algbminus liegt beispielsweise darin, relativ
schnell gewonnene Daten aus der Flussigkeits-NMRBR @iederwinkel und chemische
Verschiebungen vom Riickgrat, Restdipolkopplungeasa#rstoffbriicken und"+H"-NOEs

zu verwenden um gering oder mittelmafig aufgel8stekturen zu berechnen und diese dann
mit Daten aus Homologie-Modellierung oder einer bémgen Réntgen-Struktur zu erganzen

oder zu verbessern.

3.2.1 Uberlegungen

Bei der Strukturverbesserung unter Verwendung wéorinationen aus anderen Datenquellen
mussen vor allem zwei Falle unterschieden werdarersten Fall beschreibt die zusatzliche
Information dasselbe Strukturbindel wie z. B. elm#sungsstruktur eines Proteins bei
gegebenen pH, gegebener Temperatur und verschiedBPnebenzusammensetzungen.
Hierbei ist es wichtig, die zusatzlichen Informagm richtig zu gewichten, um die wahre
Struktur zu erhalten. Im anderen Fall geht man daaas, dass die zusatzliche Information
von ahnlichen Strukturen stammt, aber doch untedtith ist, wie es zum Beispiel bei einer
Losungsstruktur und einer Kristallstruktur versceieer Komplexe vorkommt. Hier tritt
allerdings eine zusatzliche Schwierigkeit auf. Egssnentschieden werden, wie gut die
Information aus der zusatzlichen Struktur zur fiidgdn Struktur passt. Andernfalls erhalt
man eine durch falsche Daten verzerrte Struktur.

Formal beschrieben ergibt sich also das Ziel, da&hracheinlichste Struktur oder das

wahrscheinlichste  Strukturblindel §, mit der bedingten  Wahrscheinlichkeit
P(S)|A|,i:1, N) zu erhalten, die einen bestimmten Grenzwé@t Ubersteigt. Die

Kombination von Informationen voN verschiedenen Quelleh ist ein Problem, das sehr

haufig in der Strukturbiologie auftritt. Dabei i§, ein Strukturblndel, das mit Hilfe von
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NMR gewonnen wurde, uné\ ist das allgemeine Wissen lber das System alskatigshes
Modell. Dies beinhaltet die kovalente Struktur udie sich gegenseitig beeinflussenden
Potentiale, wie sie in der Molekildynamik-Berechpuvorkommen. Die aus der NMR

abgeleitete Informationl, liegt normalerweise als Satz von experimentelRestraints

R :{ R,... ﬁ“} vor. Dieser Satz enthdW Restraints welcher den Konformationsraum im

Wesentlichen auf die wahrscheinlichsten Ldsungenschrankt. Die experimentellen
Restraintssind von Natur aus inhomogen, weil sie Abstandsrinationen aus NOESY-
Spektren, Diederwinkel aus J-Kopplungen oder chemis Verschiebungen und
intramolekulareRestraintsaus Restdipolkopplung, die die Orientierung derigsauren

einschranken, umfassen.

Ein sehr eleganter Weg, die wahrscheinlichste Lgzunfinden, ist eisimulated-Annealing

Protokoll [86], bei der die InformationA bereits in die Molekildynamik-Routinen
eingebettet ist.

Im zweiten Fall (&hnliche Strukturen) wird die Siton viel komplexer, weil

Strukturinformationen anderer Quellen herangezogemden, die nicht exakt mit den

Bedingungen des aktuellen Experiments Ubereinstimidéerden diese Informationen als

Satze von Beschrankungéh ausgedrickt, so mussen nun Struktuggn(p=1,..., ls, mit Lo
gleich der Gesamtzahl der Strukturen im Bundgl) mit hoher Wahrscheinlichkeit
P(Sj’| ARIFL..., I\D gefunden werden. Wird dabei eine auf Beschrankuriggsierende
Molekildynamik mitSimulated-Annealing-Protokollerwendet, ist das physikalische Modell
wiederum bereits implizit, d. h.P(S)”| AR E1,..., I\D kann durch P(Sj’| Ri=1,..., N)
ersetzt werden. Mit Ausnahme der Menge an Beschrigdgn R, die aus der
Fihrungsstruktur (Struktur, die verbessert werdgi) & stammt, stimmen die anfanglichen
BeschrénkungenR*(i:2,...,N), die aus den anderen Quellen abgeleitet werdearht ni

unbedingt direkt mit den Bedingungen uberein, neneh das Fuhrungsstrukturbindel
gewonnen wurde. Das kann zum Beispiel schon aaftretvenn die experimentellen

Bedingungen unterschiedlich sind. Deswegen misasnd&sen neue BeschrankungBn
berechnet werden, die dann direkt mit dem wahremk&irbiindelS, tbereinstimmen. D. h.
R =R, aber furR (i=2,...,N) muss bestimmt werden, inwieweit ihre einzelRestraints

mit der wahren Struktug, Ubereinstimmen.
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P(§/R=L .. N = H§ R= RR4 2., } (3.10)

Wie oben bereits erwahnt, muss die Menge der BéskbngenR als mehrdimensionale

WahrscheinlichkeitsverteilungP (R, i=1,...,N) beschrieben werden. Die verschiedenen

Beschrankungsmengen und die einzelnen Beschrankusagdiest sind tber das physikalische
Modell gekoppelt, weil sie von verwandten Struktureabgeleitet sind. Die

Wahrscheinlichkeitsverteilung ein&estraintSatzesR in den Fihrungsstrukturen wird aus

dem bekannteR™ berechnet:
P(R)=P(R|R FL..N K R £#1,N (3.11)

Gleichung (3.11) zeigt, dad€’ von einer mehrdimensionalen Wahrscheinlichkeiteieng

abhangig ist. Eine Vereinfachung des Problemsastgend erforderlich.

Beim Standardansatz deSimulated-Annealingswvird angenommen, dass die einzelnen

BeschrankungerR* im Wesentlichen unabhéngig sind. Erst der Alganitls, der konsistente

Lésungen sucht, bewirkt eine indirekte Kopplung.laBge die gleicherRestraints R*

bertcksichtigt werden, kann man die Wahrscheinkghiir einen neu erzeugtdRestraint

R¢ berechnen, der mit der wahren Losungsstruktuggniibereinstimmt und der einen
gegeben Wert im Biindeé, hat. DieRestraintsRY werden dann spater benutzt um das wahre

StrukturbiindelS, zu berechnen.
P(R)=P(R|R. FL..N K R, #1..§ (3.12)

Der Indexi steht fur den verwendeten Datensatz undir einen bestimmteiRestraint
Dabei wird angenommen, dass in erster NaherungeiizelnenRestraints R¢ und R}
unabhéngig sind furk#1. Zur Berechnung vonP(I%‘) ist es natzlich, wenn gleiche

Restraintsaus den verschiedenen Datensatzen vorliegen.
Gleichung (3.12) kann auf zwei verschiedene Weigenutzt werden. Wenn eine gute

Bestimmung der bedingten Wahrscheinlichkeit mégigth kann sie direkt genutzt werden.
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Wenn nicht, kann die Hypothese, d@é%“ F{') nahe 1 ist, fur einen Datensdtmgetestet

werden. Da angenommen wird, dass der experimeribatensatz 1 das wahre Ensemble
reprasentiert, kann geprift werden, ob Bestraints R und R* zum selben Ensemble
gehoren. Alle Restraints die diese Bedingung nicht erfullen, werden velfemr

P(R‘ i:1,...,N) in Gleichung (3.12) beschreibt die Wahrscheinlatkdass ein Ersatz

Restraint R einen gegebenen Wert im Strukturbiin@elhat. Diese Wahrscheinlichkeit ist

natirlich abhangig von Faktoren wie den zugehdriggeAWerten der Restraints im

StrukturbiindelS .

3.2.2 Implementierung des Algorithmus

In ISIC werden die Strukturinformationen der veisdenen Quellen bestehend aus den
einzelnen Bundelr§ mit i =1,....N und Anzahl der benutzen Quelléh>2 verwendet um
Strukturen des Bilindel§ , z. B. NMR-Strukturen, mit einer homologen Ront@truktur
S, zu verbessern. Bei diesem Vorgehen sind die verdehien strukturellen Quelle® nicht

identisch, z. B. im Fall von Losungs- und Kristal&turen. Hinzu kommen aber auch noch
andere Unterschiede wie z. B. abweichende Amines&equenzen oder das Fehlen bzw.
Vorhandensein eines wechselwirkenden Molekils.viahtiges Konzept ist, die verfigbaren
strukturellen Informationen verschiedener Quelleriaags in ein dichtes Netzwerk von

daraus abgeleiteten Ers&estraintsR* zu konvertieren, die dann direkt verglichen werden

konnen (Gleichung (3.12)). Sie werden aus Strukitndieln berechnet und liegen in Form von
Diederwinkel-, Distanz- und WasserstoffbriickRestraintsvor. Die Erwartungswerte und

Standardabweichunges werden direkt vom gegebenen Bindel mit Hilfe d&RMOL-

Algorithmus [56;87] berechnet. Wenn die Fuhrungsdtr S aus NMR-Strukturen besteht,

ist eine solches Bundel bereits vorhanden. Liegt &rukturbiindel vor, muss dieses erst in

wohl  definierter Weise erzeugt werden (siehe untenDie Restraints
R = R'(k=1,..., M) werden dann mit deRestraintsR" (i=2,..N, k=1,..M, ,M < M)
kombiniert um die finalerRestraints R} (k=1,...,M)zu erhalten, mit deren Hilfe dann ein
neues Strukturbiinde, berechnet wird. Die Qualitat des neuen Struktuileisikann an den

originalen experimentellen Daten validiert werdenm die Verbesserung der Struktur

abzuschatzen. Dieser Schritt wird vom Algorithmbsranicht zwingend bendtigt.
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Eingabequellen benutzt. Die eine Quelle reprasentierNi#R-Strukturbiindel Sdie andere Quelle die

einzelne Rontgen-Struktur 4S

3.2.3 Berechnung des Netzwerkes der ErsatRestraints

Die Berechnung eines dichten Netzwerkes von Diemidelr und Abstandrestraintsmit
Hilfe des PERMOL-Algorithmus aus Strukturbiindelnt meiter oben (Kapitel 3.1)
beschrieben worden. Im  Wesentlichen werden hier aBEomgswerte und
Standardabweichungen aus Strukturbindeln berecldiet.Fehlerbereiche der einzelnen
Restraintswerden aus der Standardabweichung auf der Basist-deests, genauer mit
Bestimmung des Konfidenzintervalls, berechnet. WeenOriginal-Datensatz nur aus einer

einzigen Struktur besteht, muss erst noch ein Zirggds Bindel berechnet werden. Im
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Folgenden wird nur der wichtigste Fall fir Krissatukturen diskutiert, das Prinzip kann

jedoch genau so auf andere Daten angewendet wéaem Kristallstrukturen werden
normalerweise von einer einzelnen Strukgft( p=1) beschrieben. Manchmal kommt es
auch vor, dass aufgrund verschiedener Kristallsytmeme oder verschiedend®efinement

Methoden doch einige wenige Strukturen in der Diadak ( p >1) vorhanden sind. Dennoch

ist selbst dann das statistische Ensemble zu kd@ndaraus verlasslich Restraints berechnen
zu konnen. In Analogie zur Berechnung von NMR-Suntdn kénnen systematische
Koordinatenunsicherheiten dazu verwendet werdank®irbindel zu berechnen. Mit Hilfe

von Atomabstanden und Diederwinkeln aus der Kistaktur zusammen mit den

Koordinatenunsicherheiten wird ein Satz v@estraints R* gewonnen, der die Original

Rontgen-Struktur reprasentiert. Aus diedeestraintswerden dann die Strukturen fur das

Bundel S*erzeugt und aus diesem dann mittels PERMOL die tERestraints R

abgeleitet. Um nun den SaR*" zu generieren, werden zwei Faktoren, die normaisev

mit der Kristall-Struktur verdffentlicht werden, Haegezogen, die fir eine konservative

Abschatzung der strukturellen Streuung verwendeteve Erstens ergibt sich in einer ersten
Néaherung der durchschnittliche erwartete Fehleden einzelnen Atompositionea(ri) Zu
1/3 der AuflésungR [88]. Bei einer umfassenderen Analyse W'mc(ri) bei Atomen mit

einem kleinen B-Faktor oft mit Hilfe des LuzzatBB bestimmt. Zweitens wird der lokale B-
Faktor herangezogen um zusatzliche individuelleldfefiir Atompositionen zu errechnen.

Statistische und thermische Unordnung verbreitéenEdektronendichte eines Atomat;,
was zu einer Erh6hung sein8sFaktors fuhrt. DerB, -Faktor steht mit dem rmsgot mean

squarg Fehler der Position eines Atoms in Beziehung ishdegeben durch

B.
U)=.| i 3.13
o)) . (3.13)

B, steht fur denB-Faktor eines gegebenen Atona; und o(U,) ist der zugehdrige

durchschnittliche Fehler der Atomsposition. Da tilsere Berechnungen eine konservative

Bestimmung von Distanzbereichen sehr nitzlich istird das Quadrat der

Standardabweichungjz(djk) des Abstandesd, zwischen zwei Atomenat; und at,

angenahert durch
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Jz(djk)=J(Uj)2+a(uk)2+20(ﬁ)2 (3.14)

Eine tiefer gehende Beschreibung der GenauigkeitRroteinstrukturen kann im Artikel von
Cruickshank [89;89] nachgeschlagen werden. Sollehrmals eine Struktur des gleichen

Kristalls in der Datenbank vorliegen, konnen diasegetrennte Strukture§ betrachtet und

analog behandelt werden. Wie oben bereits erwabird, mit diesem vorlaufigefRestraint

Satz R ein StrukturbiindelS* mittels Molekiil-Dynamik-Programmen wie DYANA [26],

XPLOR-NIH [37] oder CNS [27] erzeugt. Aus diesemnd8&él wird dann eirRestraintSatz
R auf die gleiche Weise wie dBestrainiSatz R der Fiihrungsstruktug, gewonnen.

3.2.4 Restraint Kombination

Wie bereits oben hergeleitet (Gleichung (3.11)1%ZB. wird nun aus deRestraintSatzen
Rl(Rz I'%) und R (i=2,..,N) ein neuerRestraintSatz R, berechnet, der dann firr die
endgultige Strukturrechnung verwendet wird. Obwael Algorithmus fir alle Datensétze die
zum FlhrungRestraintSatz R passenderRestraintSatze R produziert, kommt es in
einzelnen Féllen vor, dass kein Rf passendeRestraintR“ aus dem Datensaizerzeugt
werden kann. Dieser Fall tritt ein, wenn ein Atodepgar eine Aminosaure des Datensatzes

R in den Daten, die aus dem Datensatgewonnen wurden, nicht existiert. In diesem Fall

wird R¥ gleich R¢ gesetzt. In allen anderen Fallen wird der endggiRestraint R¢ nach

Gleichung (3.12) berechnet. Weil ablé(l%“ R, i> 1) fur Abstande und Winkel schwer zu

bestimmen ist, wird ein paarweiser Null-Hypothe3est P(R“ R, i> 1) angewandt, der

bestimmt, ob zwei korrespondierendRastraintsder beiden Datensatze dasselbe Ensemble

beschreiben. Ist die Bedingung erfullt, wird eireu@ Wahrscheinlichkeitsverteilung fir den

Restraintberechnet. Wenn nicht, wird dRestraintR* verworfen und nuiR¢ benutzt.

Wurden grof3e Strukturbindel erstellt, kann die \Wetheinlichkeitsverteilung direkt aus dem
Bindel erhalten werden. Da kein a priori Wissenrudben Verteilungstyp der einzelnen
Restraintsvorhanden ist, kann man bekannte statistisches veist den Rangdispersionstest
von Siegel und Tukey [90] oder den Vergleich zweigrabhéngiger Stichproben nach
Kolmogoroff und Smirnoff [90] anwenden. Wenn digemsuchterRestraintsdie gleiche oder

wenigstens nahezu die gleiche Verteilung habennkder so genannte U-Test nach
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Wilcoxon, Mann und Whitney [90] verwendet werdenasDist das verteilungsfreie

Gegenstick zum parametrischen Student t-Test, derbei normal verteilten Daten zu

Anwendung kommen darf.

An einer Vielzahl von Datenséatzen wurde mit HillessdKolmogoroff-Smirnoff-Tests gepruft,

ob die verwendeten Daten einer Normalverteilungeulisgen. Das Ergebnis war, dass die
Daten in allen Testféallen innerhalb kleiner Fehtergen normal verteilt sind. Deswegen
kann angenommen werden, dass die Verteilung atercgut durch die Gaul3-Verteilung
angenéahert wird. Es wird daher auf die Null-Hypsthegetestet, indem ein paarweiser

doppelseitigert-Test durchgefuhrt wird, der die individuellen Adstis- und Winkel-

Restraintsaus allerRestraintSatzenR’ (i >1) mit den zugehdrigeRestraintsaus dem Satz
R vergleicht. Aus den Strukturbiindeln wird der Mittert der Abstande< d > und der
Winkel <a“ > zusammen mit den zugehdérigen Standardabweichuaéq'ﬁ) und s(a,"*)

berechnet. Dig-Wertet; (i >1) fiir Abstande und Winkel werden wie folgt berechnet

= ‘<R1>_<Re>*‘ _ (3.15)
S(R), S(R)
Ll L\

L entspricht dabei der Anzahl der Messwerte furrelRestraint
Danach werden die einzelnemWerte t‘mit dem kritischent-Wert t_ verglichen. Der
kritische t-Wert bei gegebenen Signifikanzniveau und bekanrfegiheitsgrad df (mit

df =L - L —-1) wird mit Hilfe eines Naherungsverfahrens [68]dmmet. ISt der berechnete
t-Wert t© groRer als der kritische-Wert t_, muss die Null-Hypothese abgelehnt werden und

derRestraintR wird nicht weiter verwendeRestraintsmit t/ <t_ werden behalten und der

Mittelwert <R('§> desRestraintR¢ wird wie folgt berechnet

<le>+ < R* >
<Qx§$)m§$ﬂ, (3.16)

+
SRy & SR
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wobei A :{fUr allei mitt) stc} gilt. Die gewichtete Standardabweichm(g%‘), die fur die

Berechnung der Fehlergrenzen der AbstRedtraints verwendet wird erhdlt man

folgendermalen:

L P -<Re+Y L (o< By
I%( a S(H‘) p=1 i0A (Fk) p=1 3.17
L@L+2Lim L g =
S(R) & S(R) YL
i0A

Die di'; beschreiben dig einzelnen Messwerte fiir d&estraintR" .

Die Berechnung der Mittelwerte und Standardabweigkn fir WinkelRestraintserfolgt

analog nach dem Ansatz von Déker [70].

3.2.5 Filterung der Winkel- Restraints

Wenn Diederwinkel kombiniert und gemittelt werdemank es vorkommen, dass das
berechnete Mittel in unerlaubte Regionen Basnachandran-Plot&llt. Deshalb wurde ein
Filter eingebaut, der es dem Benutzer erlaubt, @wihkel von Rickgrat und Seitenketten zu
ignorieren, abhangig davon in welche Regiongisallowed, generously allowed, additional
allowed, favored regiongdesRamachandran-Plotsie fallen. Die Regionen sind klassifiziert
in seltene (Wert 0) and Ubliche (Wert 9) Kombinatio und wurden aus den PROCHECK
[41] abgeleitet.

3.2.6 WasserstoffbrickenRestraints

Der ISIC-Algorithmus verwendet zusatzlich zu den mkinierten Abstands- und
DiederwinkelRestraints ebenso Wasserstofforiick®estraints H*. Im Prinzip kénnen

Wasserstoffbriicken ahnlich behandelt werden wie AestandRestraints indem die

Verteilungen der Wasserstoffbriickenenergien alsarReter verwendet werden. Die
Wasserstoffbriickenenergien werden dabei nach Fred®d] bestimmt. Aus

Geschwindigkeitsgrinden wurde in ISIC eine schrell®ethode zur Bestimmung von

Wasserstoffbriicken verwendet. Sie werden defirdarth einen maximalenNHO-Abstand
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von 0,24 nm und einem Wasserstoffbriickenwirggb von 180 + 35°. In ISIC wird nun die

Haufigkeit X der Wasserstofforiicken in den verschiedenen Strioikhdeln S bestimmt
und als Wasserstoffbri]ckenwahrscheinIichk@i( Hi"*) benutzt. Anhand der bedingten
WahrscheinlichkeitP(H('j‘Hlk, HYi= 2,...,N) wird bestimmt, ob eine Wasserstoffbriicke in

der Losungsstruktur vorliegt

P(HS | HS H % i=2,...,N)=
P(H)(P(H), H*, i=1,...,N) . (3.18)
P(H)(P(H), H*, i=2,..,N)+ (I- P(H)(- P(H ,H* ,i= 2,..N)

Mit der Annahme, dasRestraintsaus verschiedenen Struktursatzen statistisch @majin

sind und zusammen mit Gleichung (3.11) kann die Mt:iieinlichkeitP(Hi"), dass eine

Wasserstoffbriicke auch unter den Bedingungen demremaLdsungsstruktur existiert,

geschrieben werden als

P(HK)=P(H[H,i=1...N) P(H* ,i= 1..N). (3.19)

Aus Gleichung (3.18) und (3.19) erhalt man

P(HS | H S H*%i=2,..,N)=
P(H)(P(Hy 1]~ HIH) R H%) (3.20)
P(H)(P(HfEIJ P(H [H™) R H*) +1- R HL- R H)(R HkEIJ R K HY) B 1)

Fur die bedingte Wahrscheinlichkeit, dass eine \&fassffbriicke P(Hg‘Hik*) auch in

Losung existiert, wenn sie in der Kristallstruktarhanden ist, wurde ein plausibler Wert von

0,9 angenommen. Genauere Werte konnen durch eiaiististhe Auswertung der

bestehenden Strukturdatenbank erhalten werdera pimri WahrscheinlichkeiiP( H) , dass
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eine Wasserstoffbriicke zwischen einem gegebenempstar besteht ist ziemlich klein, ein
plausibler Wert ware—, wobeiQ die Anzahl der Aminoséuren des betrachteten Proisi.

Fur den Fall, das®(Hy |H,\H**i =2,...,N) einen benutzerdefinierten Schwellwert (z. B.

0,75) Uberschreitet, wird die zugehorige Wassédisiitke als vorhanden definiert und in

einen geeigneten Abstamkstraintumgewandelt.
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3.3 Automatische sequentielle Zuordnung (ASSIGN)

Die manuelle Auswertung von NMR-Spektren ist einhrsezeitaufwandiger und
fehleranfalliger Prozess, der sich im ExtremfalefiBahre hinziehen kann, bis die Struktur
bestimmt ist. Daher wird seit einiger Zeit verstaren der Automatisierung der
experimentellen NMR-Strukturbestimmung gearbeiteDie einfachste Klasse der
Computerprogramme dient zur Anzeige von NMR-Spektriglit ihnen kbnnen Signale
identifiziert, benannt und in so genannt@&eaklisten festgehalten werden. Zu diesen
Programmen zahlen u. a. Felix [92], Xeasy [93], NRijpe [28], ANSIG [94] und AURELIA
[12]. Weiterhin wurden zahlreiche Programme veritffeht, die eineBottom-UpStrategie
verwenden und so eine sequentielle Zuordnung mitiher teilweise automatischen
Auswertung von Tripleresonanzexperimenten liefedn. diesen gehéren GARANT [95],
PASTA [96], CONTRAST [97], AUTOASSIGN [98] und Anze von Lukin et al. [99],
Buchler et al. [100] und Li et al. [101]. Die Volwgnsweise ist bei allen Programmen ahnlich
[102]. Vorausgesetzt werddpeaklistenvon heteronuklearen NMR-Spektren. Die Signale
werden zu Gruppen bzw. Spinsystemen zusammengefdestdann durch statistische
Analysen von chemischen Verschiebungen identitizeerden. Gelingt dies, miuissen
sequentielle Nachbarschaften ermittelt werden. iégein Zweck kommen deterministische
Methoden oder energieminimierende Verfahren Simulated-Annealing86] zum Einsatz.
Die so erhaltenen Segmente sequentiell benachifpiasysteme miissen in einem letzten
Schritt mit der Primarsequenz des Proteins abdeglicwerden. Hier werden wiederum
deterministische oder energieminimierende Methasrgesetzt. Die Vorgehensweise ist der
eines menschlichen Experten &hnlich. Die QualigitEEtgebnisse der genannten Programme
hangt entscheidend von den verwendd®eaklistenab. Sind diese nicht vollstandig, d. h.
fehlen wichtige Signale in den Spektren, so scheiiee automatische Zuordnung. Auch
zusatzliche Rauschpeakdragen oft zu einer Verschlechterung der Perfoomadieser
Algorithmen bei.

Wie bereits oben beschrieben ist fir die Struktstibenung nicht nur die sequentielle
Zuordnung entscheidend. Erst mit einer richtigemrdaung der NOESY-Spektren kénnen
strukturrelevante Informationen gewonnen werdee. Ahisatze zur Zuordnung von NOESY-
Spektren, die in NOAH [103] und ARIA [104] besclén sind, bendtigen die komplette
sequentielle Zuordnung in hoher Genauigkeit. Behleighafter oder unvollstandiger
sequentieller Zuordnung und bei zu vielen Uberlagpa Signalen in den NOESY-Spektren

scheitern diese Methoden, weil sich ausgehend eorsequentiellen Zuordnung nur wenige



3 Theoretische Grundlagen 35

Signale eindeutig zuordnen lassen. Deshalb vervweAB®A bei der Strukturberechnung
mehrdeutige Zuordnungen als gewichtete Summe irPdendopotentialen. NOAH berechnet
fur jede Zuordnungsmdglichkeit Strukturen. Ansdbéied wird bewertet, wie die
Zuordnungen durch die erhaltenen Strukturen erklgerden. Gemeinsam ist diesen
Programmen, dass nur die Positionen der SignateeinNMR-Spektren verwendet werden,

die Linienform der Signale aber vernachlassigt wird

In dieser Arbeit wurde ein neuer Ansatz, angel@mTWOSTEP [14], fir eine sequentielle
Zuordnung mit Hilfe von NOE-Spektren entwickelt. rDerste Schritt in TWOSTEP wurde
durch das in Kapitel 2.1.3 beschriebene PEAKASSIGO] ersetzt, das bereits bekannte
chemische Verschiebungen an das experimentelle N&Efektrum anpasst.

Ziel des neuen ASSIGN-Algorithmus ist, fehlende mlsehe Verschiebungen durch einen
Vergleich von einem simulierten und einem experirakgn 2D-NOESY-Spektrum zu
finden. Dabei werden Linienformen, Volumen und isteiche Vorhersagen fir chemische
Verschiebungen herangezogen. Durch Variation demgthen Verschiebungen wird bei
jedem Schritt ein neues simuliertes Spektrum awgebnd dann mit dem experimentellen
Spektrum verglichen. Uber empirisch ermittelte Véaheinlichkeitsverteilungen werden
Wahrscheinlichkeiten fur Linienform und Volumen den Spektren berechnet. Zusatzlich
werden  statistische  Vorhersagen chemischer  Vefsehgen  benutzt, um
Wahrscheinlichkeiten fir die einzelnen Verschielmmgu erhalten. Mittels eind$reshold-
Accepting(TA)-Algorithmus werden die Wahrscheinlichkeiten aximiert und die
wahrscheinlichste Loésung wird als sequentielle dnang festgehalten. In Abbildung 15 ist

der ASSIGN-Algorithmus dargestellt, der im Folgem@enau beschrieben wird.
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Abbildung 15: Eine Ubersicht des ASSIGN-Algorithmus. Vor degentlichen Optimierungslauf werden das

experimentelle und das simulierte Spektrum automatiscterameitet bzw. erzeugt.

3.3.1 Aufbereitung des experimentellen Spektrums

Der erste Schritt besteht in der Praparation dpeementellen Daten. Nach der Aufnahme
des Spektrums muss zunéchst der FID prozessiedewelEin wichtiges Kriterium beim
Vergleich von simulierten und experimentellen Datsindie Multiplettstruktur der NOE-
Signale, denn durch sie wird die Linienform @&&akssehr stark beeinflusst. Deswegen muss

bei der Fourier-Transformation darauf geachtet eeyralass diese Information nicht durch
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ungeeignete Filterfunktionen verloren geht. Hawfigrden NMR-Spektren so transformiert,
dass das Signal-Rausch-Verhaltnis maximal wird, ewvoljedoch meistens die
Multiplettstruktur verloren geht. Es muss also gé&eigneter Kompromiss gefunden werden,
der die Multiplettstruktur erhalt und aber auchdéei ein schlechteres Signal-Rausch-
Verhaltnis liefert.

Jetzt folgt die automatische Datenauswertung in BVRL. Hierzu werden did’eaksdes
experimentellen 2D-NOESY-Spektrums mit Hilfe dedpativen PeakpickingRoutine aus
AUREMOL (Kapitel 2.1.1) gepickt und anschlieBentegriert. Im letzten Teilschritt erfolgt
eine Reduktion des experimentellen Spektrums. [Reblebenen Signale werden vom
Peakmaximumausgehend in Richtungen parallel zu den Frequéseacdes Spektrums
segmentiert. Wird ein vom Benutzer vorgegebenemg@vert der Intensitatswerte, der in
Prozent vonPeakmaximunangegeben wird, erreicht, wird die Segmentierumgearochen.
Ein zweites Abbruchkriterium ist durch eine Begmamgsbox um dasPeakmaximum
ebenfalls vom Benutzer anzugeben. Die Box sollteedmindestens die doppelte maximal zu
erwartende experimentelle Linienbreite (auf haldéhe des Signals) in Hz haben, um die
komplettePeakformfiir alle Peakszu erhalten. Die so erhaltenen Intensitatswertel@renun
als reduziertes Spektrum in einer Datei festgehaN®eiterhin werden in dieser Datei die
Spektrenparameter wie die Anzahl der Datenpunkie, Sbektrenbreite, deOffset die
Auflosung und die Resonanzfrequenzen abgespeichgdem wird jeder einzelnBeak mit
seinen Koordinaten, Volumen und durch die Redumgrarhaltenen effektiven Ausmalie

abgespeichert.
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Optimale Prozessierung des
experimentellen 2D NOESY Spektrums

!

Adaptives Peakpicken
Volumenintegration

!

Reduzierung des Spektrums

!

Speichern der
gewonnen Informationen
in eine Datei

Abbildung 16: Arbeitsschritte zur Aufbereitung der Dates d&m experimentellen 2D-NOESY-Spektrum. Die
Aufgaben werden mit den in AUREMOL bereitgestellten Routingoraatisch erledigt.

3.3.2 Simulation des Vergleichspektrums

Die Simulation des Vergleichspektrums erfolgt mier din AUREMOL enthaltenen
Ruckrechungsroutine RELAX. Als erstes bendtigt rdafur eine Proteinstruktur. Wenn die
Struktur bereits bekannt ist, kann auf diese zugtiffien oder aber eine homologe Strukturen
verwendet werden. Die weiteren Parameter wie mdgilDatanz, Mischzeit, Relaxationszeit
und Resonanzfrequenz solliten analog zu den expetéfien Daten eingestellt werden.
Abhéangig von der Prozessierung der experiment&aten kann die Linienform (Gauld oder
Lorentz), die zusatzliche Linienverbreiterung une dBerticksichtigung von Multipletts
festgelegt werden. Die chemischen VerschiebungehisiAUREMOL in einer so genannten
meta-Datei gespeichert, die zusatzlich noch Infeionean zur Temperatur und
Korrelationszeit des Molekils enthalten, welche dig Simulation ebenfalls wichtig sind.
Dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit in AUREMOL eiKerrelationszeitberechnung
eingebaut, die sich an den Routinen in [57] orettiDer bekannte Teil der Zuordnung ist in
der meta-Datei gespeichert. Fur den unbekannteh dBei Zuordnung, die von ASSIGN
bestimmt werden, genlgen Zufallswerte im Bereiah®jeektrenbreite. ASSIGN bietet hier
die Funktion, die fehlende Zuordnung automatiscattidzufallige Werte zu ersetzen.

Das fur ASSIGN wichtige Ergebnis der Rickrechnusigeine Datei, die alle simulierten
Peaks mit ihren Linienformen, Volumen und Ausmal3en ehth@ie in Kapitel 2.1.5

erwahnt, sind jedoch die Volumen der Rickrechnuagtmit den Volumen des Experiments
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vergleichbar. Deswegen werden die simulierten Velnrdurch die Volumen ersetzt, die mit
der AUREMOL Volumenintegrationsroutine aus den dienten Daten berechnet werden, die

ebenfalls beim Experiment angewendet wurde.

Bekannte oder
homologe Struktur

!

Einstellen der
Simulationsparameter

!

Erzeugung der
chemischen Verschiebungen
(zuféillig oder bekannt)

!

Simulation

!

Volumenintegration

!

Speichern der
gewonnen Informationen
in eine Datei

Abbildung 17: Ablauf zur Erzeugung des simulierten Vergleickispms. Die einzelnen Routinen sind in
AUREMOL eingebettet.

3.3.3 Vorbereitungen

Als erstes miussen die oben gewonnenen experimamtefid simulierten Daten eingelesen
und ausgewertet werden. Dazu werden Réakseingelesen und das reduzierte Spektrum im
Speicher aufgebaut. Dann werden alle vorkommemdakpositionersowohl in der direkten
wie auch in der indirekten Richtung in einer Ligstgehalten und nach ppm-Werten sortiert.
Diese Liste wird alsSlotliste bezeichnet und gibt die Positionen wieder, an hesldie
chemischen Verschiebungen der simulierten Atomechaben werden kdonnen. Da beim
Peakpickenalle Maxima selektiert werden, liegen bei Multipgemit einer geraden Anzahl

Ny immer N,,, Subpeaksor. In derSlotListe sind die ppm-Werte diesé¥,,, gepickten
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Subpeakwyorhanden. Nicht aber der ppm-Wert dtsuptpeaksder genau in der Mitte aller
Subpeakdiegt. Aus diesem Grund wird die Verschiebeposititer Hauptpeakshachtraglich
auf folgende Weise z.B. fur ein Dublett hinzugefilgegen zweiPeaksnicht weiter als 12
Hz auseinander, kann man nach der Karplus-Bezie[iLkjJgannehmen, dass es sich um ein
Dublett handeln kdnnte und es wird in die Mitte deriden Subpeakseine kinstliche

Peakpositiorhinzugefligt, der dddauptpeaksein konnte.

P1 P2

12 Hz

Abbildung 18: Behandlung von Multipletts mit gerader Anzaairi Subpeakam Beispiel eines Dubletts:
Liegen zweiPeaksP1 und P2 naher als 12 Hz beieinander, so wird in
die Mitte ein weiter kiinstlichdPeakP eingeflgt, der dem wahreakentspricht. Die so erhaltene

Peakposition dient alSlotfir die chemischen Verschiebungen.

Handelt es sich wirklich um ein héheres Multipletb, kann die chemische Verschiebung des
Atoms, das an derWultiplettpeakbeteiligt ist, an die richtige Position gescholvegrden.

Wenn nicht, stellt das fir den Algorithmus kein fleon dar, da er leei®lotszulasst.

Einlesen aller Peaks
Einlesen des Spektrums

!

Verarbeitung mdéglicher Multipletts

!

Erstellen der Siotliste

Abbildung 19: Das Einlesen und Verarbeiten der experimentebden.
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Als nachstes werden alle simuliert®®aksmit den zugehdrigefPeakformeneingelesen.
Danach werden die einzelnen Atome ausRleaklisteextrahiert und nun zu diesen Atomen
eine Liste mit den zugehdrig&eakserstellt.

Ist bereits eine Teilzuordnung bekannt, werdenR#akintensitaterauf das experimentelle
Spektrum skaliert. Dabei werden die Volumen vordeirtig zugeordneten experimentellen
Peaks mit den entsprechenden simuliertBeaks Uber die Maximum-Likelihoodviethode
(siehe R-Wert [39]) skaliert. Die simuliert&eakintensitatewerden anschlieRend mit dem

so erhaltenen Skalierungsfaktor multipliziert.

Um den ppm-Bereich der erlaubten VerschiebungerifuAtom einzuschranken, gibt es fur
jedes Atom einen minimalen und maximat&liotund damit einen minimalen und maximalen
ppm-Wert. Diese Werte werden wie folgt erhaltenei®t wird die in der Datenbank von
AUREMOL enthaltene Tabelle fir chemische Verschigfan (Chemical Shift Table: BMRB
06-30-2004) fur die einzelnen Atome ausgewertet.dbér Datenbank sind hierfir die
Mittelwerte der Verschiebungen und die zugehodrigan@ardabweichung abgelegt. Der
minimale und maximaleSlot wird erhalten, indem man die Minima und Maxima der
chemischen Verschiebungen verwendet, die ebeiriadler Datenbank abgelegt sind. Danach
wird die Ausgabe des Programms SHIFTS [105] vemtedieses Programm sagt fur eine
vorgegebene Struktur die zu erwartenden chemis&fegschiebungen voraus. In unsrer
Arbeitgruppe wurde von Baskaran et al. (nicht vierdtficht) Voraussagen von SHIFTS von
bereits gut bekannten Proteinstrukturen und deats@chlichen chemischen Verschiebungen
analytisch untersucht. Als Ergebnis wurde fir jesd®@msorte eine Standardabweichung
erhalten, die besagt, wie weit die wahren Versamgkn von den Vorhersagen abweichen.
Unter der Annahme, dass die chemischen Verschiglouggul3verteilt um die vorhergesagte
Verschiebung liegen, kann man mit Hilfe dieser 8&mdabweichung Wahrscheinlichkeiten
fir eine Zuordnung berechnen, je nachdem wie weizdordnung vom vorhergesagten Wert

entfernt ist.
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Einlesen aller Peaks
inkl. Peakform

Erstellen einer Atomliste
mit zugehdrigen Peaks

wenn Teilzuordnung
vorhanden

wenn Teilzuordnung
nicht vorhanden Skalierung der Peaks

.

Bestimmung von min/max Slots
Berechnung von
Verschiebungswahrscheinlichkeiten

Abbildung 20: Das Einlesen und die Weiterverarbeitung denlgnenPeaks

3.3.4 Anderung der Zuordnung

In ASSIGN werden die chemischen Verschiebungereoteielnen simulierten Atome solange
variiert, bis eine bestmoglichste Ubereinstimmuwgszhen experimentellen und simulierten
Spektrum erreicht ist. Verschoben wird auf den ajpemannterslots In derSlotlistesind alle
moglichen ppm-Werte des experimentellen Spektruntbadten. Zusatzlich gibt es einen
Dummy-Slat der mit einer einstellbaren Wahrscheinlichkeigamahlt wird. Wird fir die
chemische Verschiebung eines Atoms diellet als Ziel gewahlt, hat dies zur Folge, dass
alle Peaks an dem das Atom beteiligt ist, aus dem simulre@pektrum verschwinden. Dies
ist wichtig, da bei experimentellen Spektren Signdéhlen kénnen, was u. a. auf
Austauscheffekte zurtickzufihren ist. Die Grof3e etie&/ahrscheinlichkeit kann mit Hilfe
eines TOCSY-Spektrums abgeschatzt werden, bei dearkennen ist, wie viele Spinsysteme
zu sehen sind. Weiterhin kann die Sequenzlanggbalshatzung dienen.

Wird die chemische Verschiebung eines Atoms faisbliweise in diesen Dumn$tot
verschoben, so impliziert dies eine Strafe, da Isgéteren Vergleich der beiden Spektren die
entsprechenden Peaks im simulierten Spektrum feltleas zu einer schlechten Bewertung

fuhrt. Weiterhin sind Mehrfach- und Nichtbelegurgn\8lotserlaubt.
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Fur die Verschiebungen gibt es zwei Mechanismen, Meve und denSwap Beim Move
wird nur das einzelne Atom verschoben, beBwap werden zwei Atome gegeneinander
ausgetauscht. Die Auswahl des Atoms, welches vebsrhwird, ist zuféllig. Das Ziel, wohin
es verschoben wird, wird Uber die oben beschried&aérscheinlichkeit der chemischen
Verschiebungen des Atoms bestimmt. Der ausgewaHiwslot hat dadurch eine
Wabhrscheinlichkeit PSzwischen 0 und 1. Ein Zufallszahlengenerator erzeaige Zahl

Z.,zwischen O und 1. Ist nud, , > PS, wird derSlotausgewahlt, andernfalls ein nesot

md
ausgesucht und in der eben beschriebenen Weiséfigepr
Nach jedemMove oder Swap wird das simulierte Spektrum neu aufgebaut und dein

experimentellen Spektrum in unten beschriebeneuAdtWeise verglichen und bewertet.

3.3.5 Bewertung der Zuordnung

Ist ein Move oder Swap ausgefiihrt, wird zur Bewertung der aktuellen Znorty das neu
gebildete simulierte Spektrum mit dem immer konsanexperimentellen Spektrum an
definierten Messbereichen verglichen. Die MittesdieMessbereiche sind die Positionen der
experimentelleriPeaks Die Abmessungen der Bereiche sind verschiedereatsprechen den
horizontalen und vertikaleReakbreitennx und ny. nx und ny sind dabei einfach nur die
Anzahl der Datenpunkte in der direkten und indieekiRichtung des Spektrums.

Es werden mehrere Pseudoenergieterme und darausdheinlichkeiten berechnet, die im

Folgenden genau beschreiben werden.

Linienform
Der erste Term ist eine MaR fir die Ubereinstimmdeg experimentellen Spektrums mit
dem simulierten Spektrum im jeweiligen Bereich tassstellen bzgl. der Linienform. Die

Prozedur ist fur alle Messbereiche dieselbe. Diensitatswerte der beiden Spektren werden

= EeX

an den Messbereichen jeweils in eindnDimensionalen Vektos;*und §§"“ festgehalten.

Die DimensionN ergibt sich aus den Abmessungen der Bexund ny des experimentellen
Peakszu N =nx[hy. Aus den beiden Vektoren wird dann mit Hilfe dessi@uskriteriums

berechnet, wie gut die Ubereinstimmung ist

ESp = COS(aiX ’agim) = %M’ (321)
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wobei ES, fur EnergyShapedes Messbereichssteht.

Stimmen beide Formen perfekt Uberein, so erhadlt mdan Wert 1, bei schlechter
Ubereinstimmung einen Wert nahe 0. Aus dieser Rematgie ist es nun mdglich, tber
entsprechende Haufigkeitsverteilungen E8rEnergien eine Wahrscheinlichkeit fir jede
Messstelle zu berechnen. Dabei werden einmal ei@afigkeitsverteilung einer vollig

zufalligen Zuordnung und einmal die Haufigkeitsedung einer partiellen Ldsung
aufgestellt. Aus beiden Verteilungen wird dann Beyessche Wahrscheinlichkeit fur die

Messstelle berechnet

PS=— P (3.22)

wobei PS, flr Probability Shape Pps'Ok fir die Wahrscheinlichkeit der Linienform aus der

partiellen Lésung undeS' " fur die Wahrscheinlichkeit aus der zufalligen LigulesPeaks

p steht.
4500 1,0
4000 09
3500 08 //
3000 07 /
2500 06 /
N P 0,5
2000 /
\ 0,4
1500 \ 03 P
1000 1\ 0.2 /
500 | — 01 J\ll
0 ; ; — 00 ‘ ; ‘ ;
000 020 040 060 080 1,00 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
ES ES
‘_Zufallig G Part. Losung ‘
Abbildung 21: Beispiel fiir eine Haufigkeitsverteilung der PsendiaggeES (links) mit
daraus resultierender Wahrscheinlichkeitsfunktion (rechts).
Volumen

Analog zur Berechnung der Pseudoenergie der Lioremfkann nun ebenfalls eine

Pseudoenergie fur die Volumen berechnet werdenh Aigr werden bei allen Messbereichen

die VolumenV™ fur das experimentelle und’f‘mf[jr das simulierte Spektrum durch Addition



3 Theoretische Grundlagen 65

der Intensitatswerte berechnet. Da bei den Volustarke Differenzen aufgrund der®-

Abhangigkeit auftreten, werden diese in Distanzewyerechnet. Man erhalt mit

1
o= (3.23)

1
6

D;im — (Vpsim)_

die DistanzenD; und D;”“f[jr den jeweiligen Messbereich p. Aus beiden Distarnwird nun

die Differenz berechnet

EV, = DX- D" (3.24)

und man erhalt mitEVFj (Energy Volume einen Wert, der angibt, wie gut die Volumen an

den jeweiligen Stellen im Spektrum zusammenpadsener Wert 0, stimmen die Volumen
perfekt Uberein, andernfalls ist die Abweichungdin von der Differenz abhangig. Um wie

bei der Linienform einen Wert zwischen 0 und 1 diie Qualitat der Ubereinstimmung zu

erhalten, WirdEV,; folgendermaf3en normiert und umgekehrt

\Dy—Df .
1- ., wennD>"< ZD ¥
EV. = D& P P

P p : (3.25)
0 sonst

Wenn also die aus dem simulierten Volumen gewonizistanz D;‘mgrdﬁer ist als das 2-

fache der aus den experimentellen Volumen gewonnBrstanz D°*, kann davon

ausgegangen werden, dass die beiden Stellen imtr8peknicht Ubereinstimmen und

EV,wird auf 0 gesetzt. Sind beide Distanzen gleidhElg, =1.

Analog zu der Pseudoenergie der Linienform kann aus dieser Pseudoenergie fur das
Volumen  Uber  entsprechende  HaufigkeitsverteilungederEV -Energien  eine
Wahrscheinlichkeit fiir die Ubereinstimmung an jedstassbereich berechnet werden. Die

Bayessche Wahrscheinlichkeit aus beiden Verteilntmgeechnet sich zu
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PV,Ok
PV, =—°

P P;/'OK + PF:/ md

(3.26)

Hier steht PV, far Probability Volume PpV'Ok fir die Wahrscheinlichkeit gewonnen aus der

Volumeninformation der partiellen Losung urﬁg/'”‘d fir die Wahrscheinlichkeit aus der

zufalligen Losung des Messbereichsteht.

Gesamtwahrscheinlichkeit der Messbereiche
Beide Wahrscheinlichkeiten der Messbereiche kommemkombiniert werden und man erhalt
die Gesamtwahrscheinlichkeit, dass das experiniended das simulierte Spektrum an den

Messbereichen bzgl. der Linienform und des Volum#reseinstimmen. Diese lasst sich als

S, ok V, ok
PR,

PSV: S, ok V, ok S md V rmd
PP’ EPD’ +PP ERJ

p

(3.27)

schreiben.PS\/ steht furProbability ShapeVolumeam Messbereicip .

Die Gesamtwahrscheinlichkeit fir alle Messbereichehdlt man, wenn man alle

Wahrscheinlichkeiten miteinander multipliziert.

Nex
PSV= |‘l PSY (3.28)
p:

wobei N, die Anzahl der Messbereiche ist.

Sind jedoch beispielsweise 5000 Messbereiche vddramnd wird fir jeden Messbereich

eine  Wahrscheinlichkeit ~ von PSV =0,95 gesetzt, errechnet sich die

Gesamtwahrscheinlichkeit z@SV=0,95"°= 4,15710'*2. Da dieser Wert sehr klein ist,

kann er numerisch schlecht optimiert werden. Ausselin Grund werden die natirlichen

Logarithmen der Einzelwahrscheinlichkeiten gebildet

In(PSV):In(ﬁ Psy}fm( PS) (3.29)
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mit der Bedingung, das$SV, =0,05 wennPSY< 0,0ist. Dies ist notwendig, da der

Logarithmus fir kleine Werte gegefo geht und sonst einzelne Messbereiche mit geringer
Wahrscheinlichkeit die Gesamtwahrscheinlichkeit choenen wirden.

Ziel des Algorithmus ist, diese logarithmische Waieinlichkeit durch Anderungen der
chemischen Verschiebungen zu maximieren. Dazu wmirdieser Arbeit das weiter unten
beschriebend hreshold-Acceptinyerfahren verwendet, das eine Pseudoenergie na@rtimi
Die verwendetet PseudoenergiefunktiB®V (Energy ShapeVolumg ist abhangig von den
Wahrscheinlichkeiten der Ubereinstimmung an denddeseichen und von der Anzahl der

Messstellen selbst

ESV= NZ in( Psy) (3.30)

Ist fir jede Messstelle die Wahrscheinlichkeit d,eshélt mafeSV=0, ist sie weit unter 1
und damit sehr schlecht, wiflSV maximalln (0, 05) [N,, = 3N,,. Der Bereich firESV ist
also das IntervaI[O, 3EINeX]. Je niedrigerESV, desto besser stimmen das experimentelle
und das simulierte Spektrum Uberein und umgekebes obige Beispiel liefert nun

ESV=50000In( 0,93~ 256, — ein Wert der numerisch gut zu erfassen ist.
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TESV

Abbildung 22: Gezeigt ist die Pseudoenergiefunki®\/ die logarithmisch aus der
Wabhrscheinlichkeite®?SVabgeleitet ist. Ist PSV < 0,05, ist der Wert &ES8\V3.

Wahrscheinlichkeit der chemischen Verschiebungen

Wie oben bei den Vorbereitungen beim Einlesen deulgerten Peaksbeschrieben, wurde
fur jede chemische Verschiebung eine Wahrscheksitstabelle erstellt, die besagt, mit
welcher Wahrscheinlichkeit die chemische Verschigbeines Atoms richtig ist bzgl. der
Vorhersage von SHIFTS.

Mit Hilfe dieser Wahrscheinlichkeiten wird nun eimweiter Pseudoenergieterm in analoger

Weise zu den Wahrscheinlichkeiten an den Messsteligellt

NCS
ECS=),

s=1

In( PCS)|, (3.31)

wobei PCS (Probability Chemical Shift) die Wahrscheinlichkeit der chemischen
Verschiebung des Atoms und ECS(Energy ChemicalShift) die gesamte Abweichung aller
chemischer Verschiebungen von den vorhergesagtestMebungen beschreib ¢ ist die
Anzahl der Atomes mit den zu variierenden chemischen Verschiebungegen alle Atome

auf den vorhergesagten Verschiebungen, ist diesegien0 und das theoretische Optimum

ware erreicht. Dies ist allerdings nicht zu erwayteda in Realitat die richtigen
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Verschiebungen nicht komplett mit den Vorhersadgegré&instimmen werden. Vielmehr ist zu
erwarten, dass sicBS einem bestimmten Wert annahert.

Die beiden Pseudoenergieterra&V und ECS werden aufN,,normiert, damit beide Terme

die gleiche GroRenordnung haben. Danach werdergegchtet addiert und die totale

Pseudoenergiefunktiok,, ist

N
E, = W.o, [ESV+ W JECS. (3.32)

Cs

Dabei sindw,,, und w.. Gewichtungsterme der Einzelpseudoenergien.

Die Aufgabe des Algorithmus ist die Minimierung vdf),,, was uber das im folgenden

beschriebene Optimierungsverfahren realisiert ist.

Threshold-Accpeting

In der Praxis ist die oben beschriebene Problelmstgterart komplex, dass eibeute force
Methode nicht alle Kombinationsmdéglichkeiten derr&ahiebungen aller Atome innerhalb
einer endlichen Zeitspanne evaluieren kann. Umgliaisale Minimum zu finden, wird in
dieser Arbeit derThreshold Acceptind\gorithmus (TA) eingesetzt, welcher zu den
heuristischen Optimierungsverfahren zahlt. Er tsetie Weiterentwicklung desirBulated-
AnnealingAlgorithmus [86] dar und wurde von Dick und Sched®6] bei IBM entwickelt,
um die Anordnung der Leiterbahnen auf Computerchip®ptimieren. Dieser Algorithmus
ist einfach zu implementieren und zu dem sehr dbhmas besonders wichtig ist um die
Laufzeit des Algorithmus so klein wie moglich zultba. Weiterhin waren genetische
Algorithmen [107] und Hidden-Markov-Modelle [107] edkbar. ASSIGN ist so
programmiert, dass ein Austausch des Optimieruggstthmus relativ einfach zu
bewerkstelligen ist.

Die Idee des TA ist recht einfach und &hnlich déeel die beinSimulated-Annealing
Algorithmus eingesetzt wird. Man startet mit eimafélligen Anfangskonfiguration des
Systems, d. h. die Verschiebungen der Atome liegdreufallig ausgewahlten Slots. Dieser
Zustand des Systems soll nait bezeichnet werden. Durch eine kleine Anderung eiree

neue KonfigurationS herbeigefihrt. Dies entspricht bei ASSIGN einklove oder einem
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Swap d.h. es wird oder werden die chemische Verscimgfan) eines oder zweier Atome
geandert.

Im Anschluss daran wird die Anderung der Pseudggmderechnet

AE = E(B)- E(a). (3.33)

Ist diese Energiedifferenz kleiner als ein bestiem@chwellwert oderhreshold Thso wird
die neue Konfiguration akzeptiert, andernfalls venfen. Die Wahrscheinlichkeit, dass die

neue Konfigurations akzeptiert wird, ist durch

P(a - B)=0(Th-AF) (3.34)

gegeben, wobeb die HeavisideFunktion bzw. Stufenfunktion ist.

Ahnlich wie die Temperatur beirBimulated-Annealingangsam erniedrigt wird, wird beim
TA der ThresholdTh langsam erniedrigt, um das System einzufriererchtdj hierbei ist,
dass abhéngig von der Wahl ddsresholdTh, auch schlechtere Konfigurationen akzeptiert
werden und so nicht die Gefahr besteht, in lok&fiemma stecken zu bleiben, wie das bei
einfachen Gradientenabstiegsverfahren der Fall .wkre Idealfall kann so das globale

Minimum gefunden werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Homologie-Modellierung (PERMOL)

4.1.1 Modellierung von HPr aus Staphylococcus aureus

Um den in dieser Arbeit vorgestellten Ansatz denidégie-Modellierung zu testen, wurde
die Struktur des Histidin enthaltenden Phosphotiégerproteins Histidine containing
phosphorcarrier proteinsHPr) ausStaphylococcus aureusodelliert. Das HPr-Protein ist ein
integraler Bestandteil des bakteriellen Phosphefeaase-Systems (PTS) [108]. Das PTS st
fur die spezifische Zuckeraufnahme in die Zellestandig, wobei die Zucker gegen einen
Konzentrationsgradienten bei gleichzeitiger Phosglewung transportiert werden.
HPr-Moleklle mehrerer verschiedener Organismen amrausfihrlich studiert und bereits
verschiedene 3D-Strukturen davon aufgeklart, iraheésre auch HPr auStaphylococcus
aureusmittels NMR [109] (PDB Code 1KA5). Deswegen eigmestsich in hervorragender
Weise zur Uberprifung der entwickelten Modelliersstgategie.

Als Modellstrukturen wurden drei vorher bestimmtBriStrukturen aus zwei verschiedenen
Organismenkscherichia faecalisindBacillus subtili$ verwendet (PDB Codes: 1PTF, 1QFR
und 2HID).

PDB Organismus | Methode Referenz Auflésung | Sequenz-
Code [A] Identitat
[%0]
1PTF E. faecalis Rontgen | [110] 1,6 64,8
1QFR E. faecalis NMR [111] 2,7 64,0
2HID B. subtilis NMR [112] 1,9 60,2

Tabelle 1: Die verwendeten Modellstrukturen. Die Auflésurg de
NMR-Strukturen wurde mit PROCHECK-NMR [41] bestimmt.

Als erstes wurde mit AUREMOL eiAlignmentder Sequenzen der Modellstrukturen an die
Zielsequenz durchgefihrt. Es zeigte sich eine Semgentitat zwischen 60 % bis 65 % fur
die einzelnen Modellstrukturen, welche somit fineeiHomologie-Modellierung geeignet
sind, da bereits ab einer Sequenzidentitat von estes 20 % der globale Faltung erhalten
bleibt (siehe Kapitel 3.1).
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AUTREMOL alignment file

OFFSET: 0

E:WHIM HPr AuhTarget'HPr au.seq|TARGET M E Q N = T w I I D E T =
1 z 3 4 5 [ 7 g 2 1o 11 1z 13

E:WHM HPr AutModels'1PTF_IUPAC. pdb [MODEL x| E K E E F H I w L E T B
1 z 3 4 5 & 7 g 2 1o 11 1z 1z

E:WHM HPr AutModelsy1QFR IUDAC. pdb |[MODEL b E K K E F H I w i E T =
1 z 3 4 5 [ 7 g 2 1o 11 1z 13

E:WHM HPr AutModels'zZHID IUPAC. pdb [MODEL A u] K T F K v T i ] = =1 B
1 z 3 4 5 & 7 g 2 10 o 11 1z

# E:\HM HPr AuWModelsyw1lPTF_IUPAC. pdb |[HODEL

# MEQMNSYVIIDETGIHARPATMLYQTASEFDSD IQLEYNGEEYNLES TMCYME LGVGEDAEITITVAD GEDESDATQATSDVLEKECLTE

# MEEKEFHIVAETGIHARPATLLYVQTASEFNSD INLEYKGE SN LES MGV ME LGV GO GE DV TITVD GADEAECHMAATVETLOKEGLA-

# Bequence Identity: &4.77%

# Score: 848.00

# E:“HM HPr_ Au\Models1QFR IUPAC. pdb |MODEL

# MEQNSYVIIDETGIHARPATMLYQTASEFDAD IQLEYNGEK VN LES NGNS LGVGEDAEITITAD GSDESDATQATSDVLEKEGL-TE

# MEFKKEFHIVAETGTHARPATLLWOTASEFNSD INLEYKGESTNLES TMGVMELGYGOGE DV TITVD GAD EAEGHMAATVETLOKEGLAEQ

f# Secuence Identity: 64 04%

# Score: 245.00

# E:WHM _HPr_ Au\ModelshZHID IUPAC. pdh |MODEL

# MEQMNSYVIIDETGIHARPATMLYOTASKEFDAD IQOLEYN GEE YN LES TNGV NS LGVGEDAEI TIVAD GED ESDATQATSDVLEKEGLTE

# AOKTFEVTAD-SGIHARPATVLYOTASEY DAL VHLEYNGE TN LES NGV VS LG TAK CAEITISASGAD ENDALNALEETMESECLGE

# Sequence Identity: 60 Z3%

# Bcore: 739&_00

Abbildung 23. Das Sequenzalignment fir die drei Modelle
an die Zielstruktur HPS. aureugdurchgefiihrt mit AUREMOL).

Danach wurdeRestraintsfiir Atomabstéande, Diederwinkel und Wasserstoffkeicerzeugt.

Parameter zur Erzeugung derRestraints

Konfidenzniveau 99,9 %

Abstande

Abstandsbereich 0,18 nm— 1,00 nm

Ausgewahlte Atome| N, C

Anzahl 3151

Winkel

Ausgewahlte Winkel| g1, @, X1, X2, X21, X22: X3, X31: X32 X4 X5, X6
Anzahl 369

Wasserstoffbriicken

Donatoren HN, Hy, Hy11, Hn12, Hy2e, Hea, Heo, Hes,
Akzeptoren O, Gs1, Os2, G2, N, N1, N2, N2
Schwellwert 50 % der Modelle missen W’brlicke haben
Anzahl 32

Tabelle 2: Die verwendeten Parameter fir PERMOL zur

Erzeugung deRestraintszur Modellierung von HP®. aureus
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Die Parameter zur Erzeugung deestraintsaus den drei Modellen sind in Tabelle 2 zu
finden. Es wurden die Riuckgratatome N und C bisnlumd alle verfligbaren Diederwinkel
von Rickgrat und Seitenketten und Wasserstoffbmijckléee in mindestens aller 50 % der
Modelle vorkommen, verwendet. Fir die Wasserstiében wurden alle Donatoren und
Akzeptoren zugelassen. Es wurden nach der Mittelund nach der Anwendung des
Thresholds aber nur "HO-Wasserstoffbriicken erhalten, die hauptséchlich die
Sekundarstrukturbildung verantwortlich sind. Insgas wurden 3151 AbstarRestraints
369 DiederwinkeRestraintaund 32 WasserstoffbrickdRestraintsgewonnen.

Die so erhaltenemRestraintswurden anschlieend zur Strukturberechnung in DXANS
[26] verwendet. Es wurden 1000 Strukturen berechweh denen die zehn Besten zur

weiteren Untersuchung herangezogen wurden.

Abbildung 24: Die modellierten Strukturen (A) und die Ori¢gtrarktur (B) von HPIS. aureusin der
Modellstruktur sind alle Sekundérstrukturelemente vagiiniert.
Der mittlere RMSD zur Originalstruktur betragt 0,143 nm.

Diese zehn besten Strukturen zeigten eine gute é¢égewz mit einem RMSD innerhalb des
Bindels von 0,018 nm. Der mittlere RMSD der Modallkturen zu den Originalstrukturen
betragt 0,143 nm. Die wohlbekannten Sekundarstrekimente (ein vierstrangige’
Faltblatt und dreii-Helizes), die allen bisher untersuchten HPr-Molekigemeinsam sind,

zeigen sich auch in den modellierten Strukturenr ggpit bestimmt. Eine Analyse mit
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PROCHECK-NMR [41] ergab, dass die meisten Diedekelii94,8 %) des Rickgrats in die

most favoredindadditionally allowedRegionen deRamachandran-Plottllen.

Modellierung von HPr S. aureus Original Modell
(1KA5)

RMSD innerhalb der Bindel (N) [nm] 0,016 0,018
RMSD zur Originalstruktur [nm] 0,143
Ramachandran m.f. + §%] 98,7 94,8
Most favored%] 75,6 67,9
Additional allowed%] 23,1 26,9
Generously allowefPo] 1,3 51
Disallowed[%] 0,0 0,0

Tabelle 3: Qualitatswerte fir die modellierte Struktur #A#r S. aureus
RMSD-Werte aus MOLMOL un&amachandran-Plaaus PROCHECK-NMR.

4.1.2 Modellierung der Punktmutante HPr S. aureus (H15A)

Ein weiteres Beispiel ist die Modellierung der Pumliitante HPrStaphylococcus aureus
(H15A) aus der bereits mittels NMR geldsten Struktan HPrStaphylococcus aure (eDB-

Code: 1KA5) [109]. In der PDB-Datei sind 16 Strulem vorhanden, deren RMSD-Wert (N-
Ruckgrat-Atome) bei 0,016 nm lag und damit sehr lgedtimmt ist. In der Zielsequenz der

Mutante ist HIS 15 gegen ALA getauscht. Bei BastraintBerechnung werden deshalb nur

die Aminoséauren 1-14 und 16-88 verwendet.

Parameter zur Erzeugung derRestraints aus dem NMR-Biindel HPrS. aureus

Konfidenzniveau

99,90 %

Aminosauren NMR

1-14,16-88

Abstande

Abstandsbereich Ruckgrat

0,18 nm - 1,00 nm

Atome Rickgrat N,C

Anzahl NMR 1669

Winkel

Ausgewahlte Winkel W, @ X1, X2, X21, X22: X3, X31, X32, X4+ X51 X6
Anzahl NMR 405

Wasserstoffbriicken

Donatoren ‘ HN, Hy, Hn]_]_, Hn]_z, anz, H(]_, sz, H(g, Hy]_
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Akzeptoren 01 Ql! 0621 0821 N1 I\l’]ly NI"|21 N62
Schwellwert 80 % der Modelle missen W'briicke haben
Anzahl NMR 40

Tabelle 4: Parameter fir PERMOL zur Erzeugung des ModatdHPrS. aureugH15A)
aus dem Strukturbindel von HBraureugwt).

Es wurden 1669 Abstands-, 405 Diederwinkel- und \WasserstoffbrickeRestraints
gewonnen. Mit diesen Restraints wurden in DYANA Q@&trukturen gerechnet und die 10

Besten zur weiteren Analyse verwendet.

Abbildung 25: Die modellierte (A) und die Original-Struk{@8) von HPrS. aureugH15A).

In Abbildung 25 ist das Ergebnis der Modellierung Yergleich zur Original-Struktur von
HPr S. aureus(H15A) gezeigt. Deutlich ist zu sehen, dass ak&uddarstrukturelemente
ausgebildet wurden. Insbesondere hat die Stell@ngSditenkette bei der Mutation ALA 15
die gleiche Ausrichtung wie beim Original (Abbildun26). In Tabelle 5 sind die
Qualitatswerte der modellierten Struktur zu find&er RMSD-Wert zur Originalstruktur

betragt im Mittel 0,098 nm. 98, 7 % der Diederwihliegen in den erlaubten Bereichen.
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Abbildung 26: Die Stellung der Seitenketten bei der MutafibA 15 wurde bei der Modellierung (A) richtig
gefunden im Vergleich zur Original-Struktur (B) von HRraureugH15A).

Modellierung von

HPr S. aureus (H15A) Modell
RMSD innerhalb der Bindel (N) [nm] 0,006
RMSD zur Originalstruktur [nm] 0,098
Ramachandran m.f. + a. 98,7
Most favored%] 79,5
Additional allowed %] 19,2
Generously allowe{Po] 1,3
Disallowed[%] 0,0

Tabelle 5: Qualitatswerte flr die modellierte Struktur w#R®r S. aureus (H15A).
RMSD-Werte aus MOLMOL und Ramachandran-Plot aus PROGHENIR.

Weitere Ergebnisse des Moduls PERMOL sind in derhicdgenden Kapiteln zu sehen. Bei
der Strukturverbesserung von Proteinen (Kapitel) 42 PERMOL mal3geblich bei der
Gewinnung der notwendigeRestraintsbeteiligt. Bei der Vorstellung der Ergebnisse des
ASSIGN Algorithmus in Kapitel 4.3 wird die oben nalierte Mutante HPrS. aureus
(H15A) verwendet.
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4.2 Verbesserung von Proteinstrukturen (ISIC [71])

4.2.1 Verbesserung der Losungsstruktur von Byr2

Der AUREMOL-ISIC-Algorithmus wurde zur Strukturvergserung der Ras-Bindedoméne
Byr2 eingesetzt. Verflugbar ist je ein Satz von MRNStrukturen in Lésung [113] und eine
einzelne Rontgen-Struktur von Byr2 im Komplex méasqj114]. Das sequentielfessignment
der NMR-Signale von Byr2 und die experimentelleralR@eter sind beschrieben in [115;115].
Im vorliegenden Fall wurden die Informationen démRjenstruktur als Quelle benutzt, um
die NMR-StrukturS, zu verbessern.

Abbildung 27: (A) 10 NMR-Strukturen der Ras-Bindedoméane B$}R Deutlich zu sehen ist, dass die mittlere
Qualitat der Strukturen die globale Faltung zwar erkenagseh, das Bundel aber weit streut. Die C-terminale
a-Helix ist sehr schlecht definiert. (B) Die Rontgen-Strukion Byr2 ;). Die C-terminale-Helix ist besser

ausgebildet als beim NMR-Blndel. Zu beachten: Fir dieeR8569 lagen keine Réntgenstrukturdaten vor.

Wie oben beschrieben und mit den Parametern in llEaBewurden aus der einzelnen
Rontgenstruktur Abstand- und Winkekstraintserzeugt.

Parameter zur Erzeugung derRestraints aus der Réntgen-Struktur (S)

Konfidenzniveau 99,00 %
Abstande
Abstandsbereich 0,18 nm - 1,00 nm

Ausgewahlte Atome| N, C
Abstandsbereich 0,18 nm - 0,60 nm
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Ausgewahlte Atome| C°, C°, ¢, &, C, C, O

Anzahl 5248

Winkel

Ausgewahlte Winkel W, @, X1, X2, X21, X22, X3, X31, X32: X4, X5, X6
Anzahl 321

Tabelle 6: PERMOL-Parameter zur Erzeugung der Distanz- unkieARestraintsaus der Rontgen-Struktur

($) von Byr2, die dann in einer MD-Rechnung verwendet Wurdeamﬂﬂ)ntgen-BUndelsg< ) zu erhalten.

Insgesamt wurden 5248 AbstaRestraintsund 341 WinkeRestraintserhalten, die den
RestrainiSatz R definieren. Zu beachten ist hierbei, dass es &rAtninosauren 57-69

keine Restraintsgibt, weil diese Aminoséauren bei der Rontgenstmadalyse nicht sichtbar
waren. Mit dieserRestraintswurden dann mit DYANA 1.5 [26] 1000 Strukturen &ennet
und die zehn Besten hinsichtlich der DYANA Zielfuiok ausgewahlt. Diese zehn Strukturen

stellen das StrukturbindeB) dar und reprasentieren nun die Rontgenstruktundate

Abbildung 28 (A) und (B) zeigen im Vergleich dieiginale Rontgenstruktur und das
zugehdrige Strukturbind&)’ .

Abbildung 28: (A) Die einzelne Rdntgen-Struktur von By&2.((B) Das mit denRestraintSatz sz* mittels

MD berechnete Strukturbind&)' .

Wie weiter oben beschrieben, wurde aus dem BuSfletierRestraintSatz R, generiert, der

aus 5600 AbstanBestraints 396 DiederwinkeRestraintsund 53 Wasserstoffbriicken-

Restraintsbesteht. Die zugehdrigen Parameter sind in Taledefgelistet. Das Blindel der
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10 NMR-Strukturen in Losung bilde$, (Abbildung 27(A)). Hieraus wurden 6642 Abstand-
Restraints 453 DiederwinkeRestraintsund 106 Wasserstoffbriickdestraintsgewonnen.
Diese definieren den FuhrungestraintSatz R = R. Die zugehorigen Parameter sind

ebenfalls in
Tabelle 7 Tabelle 7 zu finden.

Parameter zur Erzeugung derRestraints aus dem NMR-Bindel (9 und aus
dem Réntgen-Biindel ($°)

Konfidenzniveau 99,90 %
Aminosauren NMR 1-95
Aminosauren Roéntgen 1-56, 70-95
Abstande
Abstandsbereich Ruckgrat 0,18 nm - 1,00 nm
Atome Rickgrat N, C
Abstandsbereich Seitenketten 0,18 nm — 0,60 nm
. o 02 a3 B Bl B2 B3 v g2 g8
Atome Seitenketten E\I’\ll :a” I—I;él,’Hﬂz, ,Ht_)'s: II—_||8, HI; Ht?l’ H;' , H, HY,
Anzahl NMR 6642
Anzahl Réntgen 5600
Winkel
Ausgewahlte Winkel W, @ X1, X2, X21, X22: X3, X31, X32, Xar X51 X6
Anzahl NMR 453
Anzahl Réntgen 396
Wasserstoffbriicken
Donatoren HN, HY, H™M, H2 {12 Het |2 HeS, pt
Akzeptoren 0, O, 0%, O, N, N, N2, N®2
Anzahl NMR 106
Anzahl Réntgen 53

Tabelle 7: PERMOL-Parameter zur Erzeugung der Distanizkéd und WasserstoffbriickeRestraintsvom

NMR-Bindel (Sl) und vom Rbntgen—BUnde@x ) von Byr2, die dann fiir die Kombination verwendet wurden.

Im nachsten Schritt wurden dRestraintSatzeR und R, kombiniert. Die Parameter hierzu
finden sich in Tabelle 8. Fiur den Fall, dass Restraintsnicht zusammenpassen wurde nur
der NMR-Restraintbehalten. Nach der Kombination definierten 664tabdRestraints
338 DiederwinkeRestraintsund 26 WasserstoffbriickdRestraintsdenRestraintSatz R, .
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Parameter fur die Restraint-Kombination

Winkelfilter Favoured regionsGLY, PRO, CHI1-CHI2: < level 2
W’briicken Grenzwert| 0,75 %
W’briicken Austausch| 0,90 %

Signifikanzniveau 0,2 %
Anzahl der erhaltenenRestraints
Absténde 6642
Winkel 338
Wasserstoffbriicken 26

Tabelle 8: Parameter fir die Restraint-Kombination anund R2

und die jeweilige Anzahl der erhaltenen Restraints fugByr

Mit Hilfe dieses RestraintSatzes R, wurden wieder 1000 Strukturen mit DYANA 1.5

berechnet und wieder die zehn Besten hinsichtlehlyY ANA-Zielfunktion selektiert. Das

Resultat war das Strukturbind&, (Abbildung 29 (A)), das nun zur weiteren Analyse
verwendet wurde. Die Strukture®, wurden in explizitem Losungsmittel (Wasser) [3&]L1
verfeinert und das Ergebnis war einen Satz von Zafnokturen @, ) der Byr2-RBD

(Abbildung 29 (B)).

Abbildung 29: Die verbesserten StrukturS@ (A) und SO_WR (B). Die C-terminalex-Helix ist

gut definiert und die Strukturen der Biindel liegen deutlickenahsammen.
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Bei den Strukturen sind sdmtliche Sekundarstrulkdarente wohl definiert. Insbesondere ist
die C-terminalea-Helix, die in den originalen NMR-Strukturen schHiecharakterisiert ist,
nun sehr gut definiert. Zusatzlich wurde die Qéalider erhaltenen Strukturen mit den
originalen NMR- und Rdntgenstrukturen verglicheal§&lle 9).

Hierzu wurden RMSD-Wertd&Ramachandran-Plotand AUREMOL-R-Werte herangezogen.
Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Verbesserany\érte fir die verfeinerte Struktur. Der
RMSD-Wert (N-Ruckgrat-Atome) der neu berechnetenk®uiren ist drastisch von 0,144 nm
auf 0,033 nm gesunken. Der prozentuale Anteil derirdsauren in demost favoredund
additional allowed Regionen desRamachandran-Plotsst im Vergleich zu den zwei

Eingabestrukturen§ and S,) gestiegen. Das Ziel war, verbesserte Strukturdrbsung zu

erhalten. Deshalb wurden die erhaltenen Struktwlaraufhin untersucht, ob sie die
experimentellen Daten tatsachlich besser erklaledia Ausgangsstrukturen. Ein geeigneter
Test hierfir ist die Berechnung des AUREMOL R-WertB,) [39], der ein experimentelles
NMR-NOESY-Spektrum direkt mit

vergleicht. Es wurde ein 2EH-NOESY Spektrum verwendet, das mit einer Mischzeit

dem zugehdrigen zlkgerechneten Spektrum

100 ms gemessen wurde. Bei der Rickrechnung diengzw untersuchende Struktur als
Eingabe (Im vorliegenden Fall waren das eben digitaistruktur und die verbesserte
Struktur). FiUr die Berechnungen, deren Ergebnigs@abelle 9 gezeigt sind, wurde der
AUREMOL R-Wert Rs), wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, verwendet, daterschiede in
der Struktur zuverlassig beschreibt [39]. Die AURBMR-Werte [R,) zeigen ebenfalls eine
signifikante Verbesserung fir die neuen StrukturBas zeigt klar, dass verbesserte

Strukturen erhalten werden kdnnen, wenn Daten assitzlichen Quellen in der oben

beschriebenen Weise zu Hilfe genommen werden.

Verbesserung von Byr2 $(NMR) | S, (Rontgen) 9 S wr
AUREMOL R-Wert (R,) 0,534 - 0,455 0,451
RMSD MOLMOL (N) [nm] | 0,144 0,067 0,026 0,033
Ramachandran m.f. + %] | 87,3 88,5 94,3 90,8
Most favored%] 67,8 70,1 71,3 78,2
Additional allowed %] 19,5 18,4 23,0 12,6
Generously allowefPo] 11,5 8,0 4,6 8,0
Disallowed[%] 1,1 3,4 1,1 1,1

Tabelle 9: Qualitatswerte von AUREMOL und Procheck fingabestrukturen;&ind S

und fir die mit ISIC verbesserten Strukturen von ByyRrisl $ wr.
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In Abbildung 30 ist die Haufigkeitsverteilung deesamtenergie aller NMR-Strukturen von
Byr2, aus der das Bunded stammt, aufgetragen. Es wurden 1000 Strukturen det

Original-Restraints in CNS [27] gerechnet.
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Abbildung 30: Die Verteilung der Gesamtenergien aller NStRikturen von Byr2,

aus der auch die Eingabestruk{sr stammt.

Mit Hilfe der Wahrscheinlichkeitsbeziehung nachqlL1

_AE

P(AE)=e'’ (4.1)

wurden alle Strukturen mit einer Wahrscheinlichkkiéiner als 0,1 verworfen. Zudem
wurden alle Strukturen, in denen mehr als 10 % AbstandRestraints verletzt sind,

weggelassen. Die restlichen Strukturen stellenGlasmdbiindel der NMR fiir Byr2 dar. In
Abbildung 31 ist dieses Grundbiindel &ausage-Ploin blauer Farbe dargestellt. In griin

bzw. rot sind die mit ISIC verbesserten Struktudglrs, bzw. §, ,; ebenfalls alSausage-

Plot gezeigt. Es ist deutlich zu sehen, dass die IStGk&iren sehr gut im Grundbiindel der
NMR liegen und zudem viel besser definiert sinde<Dreigt, dass die mit ISIC erhaltenen

Losungen sich im Lésungsraum der von der NMR voegegen Konformation befindet.
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Abbildung 31: Blau dargestellt ist das NMR Grundbindel, die

Lésungsstrukturen von ISIC sind in grUSb() und rot (SO_WR) gezeigt.

4.2.2 Strukturverbesserung der Ras-Bindedoméne RalGDS-RBD
Als zweiter Testfall wurde die Ras-Bindedoméane RatGDS (RalGDS-RBD) des Menschen

verwendet. Die Losungsstruktur (Aminosauren 1-@fs@echend den Aminoséuren 788-884
des Gesamtproteins, Swiss prot accession code:8312@rde bereits publiziert [118]. Fur
den Test wurde ein kirzeres Teillstiick (Aminosaurgrbis 97) einer schlecht aufgeldsten
NMR Struktur verwendet, bei der nur relativ leicbhti gewinnende NMR Daten wie
Wasserstoffbriicken, Diederwinkel und Rickgrat-Atbstande verwendet wurden. Zur
Verbesserung wurde eine Rontgenstruktur mit métleQualitat (Auflosung 3,4 A) von
RalGDS im Komplex mit Ras [119] herangezogen.

Die schlecht aufgeldsten NMR-Strukturen von RalGRED (Aminosauren 11-97) wurden
mit den leicht zu erhaltenen NMR-Daten neu berecHdies waren 25 Wasserstoffbriicken,
102 ®- und ¥ - Diederwinkel und 232 Riickgrat-Abstande zwisch&n tthd H-Atomen.

Mit diesenRestraintswurde mit DYANA 1.5 300 Strukturen berechnet une zehn besten
im Hinblick auf die DYANA Zielfunktion zur weiterenVerwendung als NMR

Eingabestrukturer§, herangezogen.

Wie oben beschrieben und mit den Parametern ausll@al0 wurden aus der originalen
Rontgen-Struktur 2001 Abstand- und 263 Diederwiikestraintserzeugt, die deRestraint

Satz R bildeten. Zu beachten ist hierbei, dass fiir die maséuren 11, 50-55, 78-89 und 97
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keine Restraintsgewonnen werden konnten, da diese in der originRi@ntgenstruktur nicht
zu sehen waren. Mit Hilfe dies&estraintswurden nun mit DYANA 1.5 1000 Strukturen

berechnet und wiederum die zehn Besten ausgewddt, dann das Strukturbindel

S darstellten.

Abbildung 32: Die mit leicht zu erhaltenden NMR Daten neu lerete NMR Struktur (A),
die originale Rontgen Struktur (B) und das daraus erzeugteeB(@) von RalGDS.

Parameter zur Erzeugung derRestraints aus der Réntgen-Struktur (S)

Konfidenzniveau 99,90 %

Abstande

Abstandsbereich 0,18 nm— 1,00 nm

Ausgewahlte Atome| N, C

Abstandsbereich 0,18 nm - 0,60 nm

Ausgewahlte Atome| Cg, C, G5, G, &

Anzahl 2001

Winkel

Ausgewahlte Winkel W, @, X1, X2, X21, X22, X3, X31, X32: X4, X5: X6
Anzahl 263

Tabelle 10: PERMOL-Parameter zur Erzeugung der DistandWinkelRestraintsaus der Rontgen-Struktur

(SZ) von RalGDS, die dann in einer MD-Rechnung verwendet wurde

um das Rbntgen—BUnded;;( ) zu erhalten.
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Mit den Parametern aus Tabelle 11 wurden aus S$whihdel S der RestraintSatz R,

erzeugt, der 1784 Abstand-, 326 Diederwinkel- url WasserstoffbrickeRestraints
enthielt. In gleicher Weise wurde aus dem Strukindel S 2344 Abstands-, 417

Diederwinkel und 70 WasserstoffbrickBestraints gewonnen, die nun den fiilhrenden

RestrainiSatzR = R bildeten.

Parameter zur Erzeugung derRestraints aus dem NMR-Biindel (9)
und aus dem Réntgen-Biindel (&)

Konfidenzniveau 99,90 %

Aminosauren NMR 11-97

Aminosauren Roéntgen 12-49,56-77,90-96

Abstande

Abstandsbereich Ruckgrat 0,18 nm - 1,00 nm

Atome Rickgrat N

Abstandsbereich Seitenketten 0,5 nm— 1,5 nm

Atome Seitenketten Haz, Hsp1, Hazo, Has, He, Heo, Hes, Hea
Anzahl NMR 2344

Anzahl Réntgen 1784

Winkel

Ausgewahlte Winkel W, @ X1, X2) X21, X22: X3, X31, X32, X4+ X51 X6
Anzahl NMR 417

Anzahl Réntgen 326

Wasserstoffbriicken

Donatoren HN, Hy, Hn11, Hn12, Hyze, Hea, Heo, Hes, Ha
Akzeptoren O, Gs1, Os2, Oe2, N, Ny1, N2, Na2
Anzahl NMR 70

Anzahl Réntgen 13

Tabelle 11: PERMOL-Parameter zur Erzeugung der Distvimkel- und WasserstoffbriickeRestraintsvom
NMR-Bindel (Sl) und vom RC‘Jntgen—BUnde@X ) von RalGDS,

die dann flr die Kombination verwendet wurden.

Im nachsten Schritt wurden die Sate und R, kombiniert (Tabelle 12). Im Falle von nicht
zusammenpassend®estraintswurde nur der zur NMR gehdridgeestraintweiterverwendet.

Nach der Kombination lagen iRestraintSatz R, 2344 Abstands-, 285 Diederwinkel- und
27 WasserstoffbrickeRestraintsvor. Mit diesem Satz wurden nun wiederum mit DYANA

300 Strukturen berechnet und die zehn Bes&h fur Analyse ausgewahlt.
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Parameter fur die Restraint-Kombination

Winkelfilter Favored regionsGLY, PRO, CHI1-CHI2: < level 2
W’briicken Grenzwert| 0,75 %
W’briicken Austausch| 0,90 %

Signifikanzniveau 0,2 %
Anzahl der erhaltenenRestraints
Absténde 2344
Winkel 285
Wasserstoffbriicken 27

Tabelle 12: Parameter fur diestraintKombination vonRI und R2

und die jeweilige Anzahl der erhalten@astraints von RalGDS

Alle Sekundéarstrukturelemente der ISIC-Strukturamd swohl definiert. Insbesondere die
beidena-Helizes, die in den NMR Eingabedaten sehr schldefiniert sind, sind wesentlich

besser bestimmit.

Abbildung 33: Die mit ISIC verbesserte Struktur (A) undhtieh aufgeléste NMR Struktur (B) im Vergleich.
Es ist zu sehen, dass die ISIC-Strukturen gut definietar®larstrukturelemente ausbilden, die im Vergleich

zur hoch aufgelésten NMR-Struktur gleiche Orientierungenatimen.

Die Qualitat des Ramachandran-Plots blieb gleiokr. RMSD-Wert der N Rickgratatome
(0,06 nm) konnte drastisch im Vergleich zum NMR dabestrukturbindel (0,21 nm)
reduziert werden. Ebenso konnte der AUREMOL R-WE&) von 0,383 auf 0,353 verbessert

werden.
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Verbesserung von RalGDS S(NMR) | S, (Rontgen) 9
AUREMOL R-Wert (R,) 0,383 - 0,353
RMSD innerhalb der Bindel N [nm] 0,21 0,13 0,06
Ramachandran m.f. + %] 91,3 74,4 88,8
Most favored%] 72,8 36,7 72,8
Additional allowed %] 18,5 38,0 16,0
Generously allowefPo] 6,2 16,5 7,4
Disallowed[%] 2,5 8,9 3,7

Tabelle 13: Qualitatswerte von AUREMOL und PROCHECK-RIKlir Eingabestrukturen; $ind S
und fiir die mit ISIC verbesserten Strukturgrnvéh RalGDS.

4.2.3 Stabilitat am Beispiel der Immunoglobulin-Binde-Doméne

Die groRRte Gefahr bei derartigen Methoden ist, @éass mogliche Beeinflussung zu Gunsten
der Struktur auftritt, die zum Verbessern herangemnowird. Im schlimmsten Fall erhalt man
statt einer verbesserten Struktur genau die Strukltea man zum Verbessern herangezogen
hat. Um genau diesen Effekt zu untersuchen, wusd€ dahingehend Uberprift, dass zwei
Strukturen verwendet wurden, die Kklare strukturellénterschiede besitzen. Die
Losungsstruktur der B2 Immunglobulin-Binde-Domanen vStreptococcal Protein G
[120;120] unterscheidet sich deutlich von der Rént§truktur [121]. Die NMR-Struktur
wurde aus einer Dimer-Form des Proteins erhaltéer @ore-Mutationen fuhrten zu der
Dimerisierung des Proteins und zu einem Austausods@-Faltblatts. Abbildung 34 zeigt
eine Halfte der Dimer NMR Struktur (Abbildung 34 )JAim Vergleich zur Monomer
Rontgen-Struktur (Abbildung 34 (B)) der B2 Doméanglar zu sehen ist, dass die
Orientierung der beiden letztef-Faltblatter vollig unterschiedlich ist. Ein einfar
Mittelungsprozess zwischen diesen beiden Strukhdein fihrt zu einem absolut falschen
Strukturbindel und nicht zu einer Verbesserung. [®IC-Algorithmus bertcksichtigt
derartige Strukturunterschiede automatisch und evwi@ oben beschrieben verwendet. Die
Parameter zuRestraintGewinnung sind die gleichen wie in Tabelle 6 unddie 7. Aus der
zu verbessernden NMR-Struktur (Abbildung 34 (B))aen 2948 Distanz-, 260 Winkel- und
41 WasserstofforiickeRestraints gewonnen R'). Der RMSD betragt 0,022 nm. Der
Ramachandran-Plotiefert 90 % in dermost favoredund 10 % in deradditional allowed
Regionen. Weiterhin wurde ein Strukturbtindel ertedgs die Rontgen-Daten interpretiert.
Hierzu wurden 1888 Distanz- und 243 WinlRgstraintsaus der einzelnen monomeren

Rontgen-Struktur (Abbildung 34 (B)) gewonnen undr ZBerechnung des R&ntgen-
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Strukturbindels (Abbildung 34 (C)) verwendet. Auiesém Blndel wurden dann 2762
Distanz-, 241 Winkel- und 45 Wasserstoffbriciestraintsgewonnen R, ). Die Restraint

Kombination vonR' und R, ergab 2948 Distanz-, 224 Winkel- und 26 Wasséftstiatken-

Restraints Mit diesenRestraintswurden nun die endgultigen zehn durch ISIC verdrtss
Strukturen berechnet (Abbildung 34(D)). Inr RMSD dlie Riickgratatome ist 0,008 nm. Der
Ramachandran-Plotiefert 92 % in dermost favoredund 8 % in deradditional allowed
Regionen. Wie leicht zu erkennen ist, sehen dibesserten Strukturen den originalen NMR-
Strukturen sehr ahnlich. Der RMSD-Wert und &amachandrarQualitéat konnten sogar
leicht verbessert werden. Zu beachten ist hiedass die originalen NMR Strukturen bereits

sehr gut definiert waren.

Abbildung 34: Verzerrungsfreie Verbesserung der ImunatjieiBinde-Doméane von Protein G.
(A) NMR Struktur (Zehn Monomere der Dimerstruktur)
(B) Einzelne monomere Roéntgen-Struktur
(C) Rontgen-Strukturbiindel
(D) Zehn endgiiltige durch ISIC verbesserte Strukturen
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4.3 Automatische sequentielle Zuordnung (ASSIGN)

Referenzzuordnung

Fur alle Testfalle wurde, um die Qualitdt der vorsSAGN erstellten Zuordnung zu
Uberprifen, eine so genannte Referenzzuordnungllerfie Peaksdes experimentellen
NOESY-Spektrums wurden mit der jeweils richtigerutur und der richtigen sequentiellen
Zuordnung mit Hilfe von PEAKSASSIGN zugeordnet. Alisser NOESY-Zuordnung wurde
dann wiederum eine auf das NOESY-Spektrum angepassguentielle Zuordnung
gewonnen. Ein Vergleich der aktuellen Zuordnung VvA&&SSIGN mit dieser

Referenzzuordnung gibt ein Mal3 fur die Qualitat iérASSIGN erhaltenen Zuordnungen.

Parameter zur Erzeugung der Referenzzuordnung

Spektrum HPS. aureugH15A)
Sequentielle Zuordnung H. aureugH15A)
3D-Struktur HPIS. aureugH15A)
Max. Radius 0,06 ppm

Min. Radius 0,03 ppm
Ruckrechnung

Max. Distanz 0,5 nm

Mischzeit 0,3s
Relaxationszeit 154 s
Larmorfrequenz 600,13 MHz

Tabelle 14: Parameter fir das Modul PEAKASSIGN, mit derR&ferenzzuordnung erstellt wurde. Die
sequentielle Zuordnung und die 3D-Struktur von BPaureugH15A) sind in der Arbeitsgruppe geldst worden

(Munte et al., nicht veréffentlicht).

4.3.1 I|dealer Datensatz

Um zu zeigen, dass der Algorithmus vom Prinzipfhaktioniert, wurde er auf einen idealen
Datensatz angewandt. Anstelle eines experiment&BrNOESY-Spektrums wurde ein
kunstlich erzeugtes Spektrum verwendet. Das veratendProtein war die in der
Arbeitsgruppe bereits geloste HPr Mutante @uaireus(H15A). Es lag eine Lésungsstruktur
und eine sequentielle Zuordnung vor (Munte etratht veroffentlicht). Unter Verwendung

der Parameter des entsprechenden experimenteliekiréms wurde der ideale Datensatz
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simuliert. Die Verwendung eines idealen Datensatz¢gsien Vorteil, dass Fehler z. B. durch
Artefaktsignale, Basislinienschwankungen, etc. asshlossen werden kénnen und damit die

Resultate nur vom Algorithmus und nicht vom verwetet Spektrum abhéangen.

Simuliertes Spektrum als experimentelles Spektrum

Mit Hilfe der Ldsungsstruktur von HPIS. aureus(H15A) und der entsprechenden
sequentiellen Zuordnung wurde éid-2D-NOESY-Spektrum mit einer maximalen Distanz
von 0,5 nm simuliert und die dazu gehtéreRéaklistegeldscht. Fir das Spektrum wurde ein
Auflosung von1024x 409¢Datenpunkten gewahlt. Zudem wurde eine Mischzeait @®8 s,
ein Relaxationszeit von 1,54 s, eine Resonanzfreqwen 600,13 MHz und gaul3férmige
Linienformen verwendet. Ebenso wurde die J-Kopplumgl damit die Multiplettstruktur
bertcksichtigt. Die Parameter wurden entsprechema spater verwendeten experimentellen
Datensatz gewahlt. Nach der Simulation wurde das ssoulierte Spektrum als
experimentelles Spektrum verwendet. AnschlieBenddamn die Peaksdes Spektrums neu
identifiziert und die entsprechenden Signalvolunbenechnet. Das so erhaltene Spektrum
wurde dann mit einer Segmentierungstiefe von 0j8d eine Segmentierungsbreite von 30
Hz reduziert (siehe Kapitel 3.3.1). Insgesamt wat881 experimentell®eaksvorhanden.

Die Anzahl der méglichen ppm-Wert8l6t9 aus derPeakmaximaergab sich zu 1123.

Parameter zur Erzeugung des simulierten Spektrums

Sequentielle Zuordnung HPr S. aureus (H15A)
3D-Struktur HPr S. aureus (H15A)
Max. Distanz 0,5 nm

Mischzeit 0,3s

Relaxationszeit 154 s

Larmorfrequenz 600,13 MHz
Datenpunkte wl, w2 1024, 4096
Linienform Gaul}
Linienverbreiterung wl, w2 | 9,4 Hz, 5,4 Hz
J-Kopplung Ja

Tabelle 15: Parameter des Moduls RELAX zur Erzeugung desliktiea Spektrums. Fir den idealen Datensatz
wurde das so erzeugte Spektrum als experimentelles Spektrwendet. Die Parameter ab ,Max. Distanz"

wurden fur alle Simulationen gleich verwendet.
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Simulierte Peaks

Mit derselben sequentiellen Zuordnung und dersell&ruktur, mit deren Hilfe das
experimentelle Spektrum erstellt wurde, wird nuederum ein Spektrum simuliert und die
simuliertenPeaksmit ihrenPeakformergespeichert. Es wurden 84P8aksvon 455 Atomen
erhalten. Die Anzahl der Peaks ist hoher als beémulgerten experimentellen Spektrum, da
bei der Signalidentifikation im simulierten expeentellen Spektrum nur Maxima
identifiziert werden und so auf Grund von Uberlapgseffekten nicht alle Peaks gefunden
werden kdnnen.

Im Anschluss daran wurde die Optimierung mit ASSI@dstartet. Die Parameter fir den TA
wurden empirisch bestimmt und waren 1,5 fur demtStareshold 0,99 fir den Kihlfaktor
und fir die Kuhlschrittweite 50000. Der Lauf wurdéne einer partiellen Startzuordnung
gestartet, d. h. die Startkonfiguration fir die Y&ealler chemischen Verschiebungen der
einzelnen Atome war zufallig, d. h. sie wurden giitem Zufallsgenerator auf die Slots des
experimentellen Spektrums verteilt. Nur die Vorhees der chemischen Verschiebungen
hatte am Anfang einen Einfluss, weil dadu&ibts die ndher an den jeweiligen Vorhersagen

liegen, bevorzugt ausgewahlt werden.

Idealer Datensatz ohne Rauschen

Exp. Spektrum Klnstlicher Datensatz
3D-Struktur fur Simulation HP$. aureugH15A)
Zuordnung fur Simulation HP3. aureugH15A)
Rauschniveau 0%

Anzahl exp Peaks 4881

Anzahl sim.Peaks 8473

Anzahl chem. Verschiebungen| 455

Partielle Startzuordnung 0 %

Gefundene Zuordnung 99,34 %

Tabelle 16: Ergebnisse fir den idealen Datensatz. Es w@8)84 % der sequentiellen Zuordnung richtig

gefunden, die partielle Startzuordnung dabei war 0 %.

In Abbildung 35 ist die Haufigkeitsverteilung desedRdoenergiefunktion der Linienformen
ESzu sehen. Deutlich ist zu sehen, dass bei derigemt Zuordnung die Uber die
experimentellen Peaks selektierten Messbereiche in den Spektren einegmr spiten

Energiewert besitzen. Genauso klar verhalt sict eufallig verteilte Zuordnung, die meisten

Messbereiche zeigen eine schlechte Energie. Ausbditen Verteilungen wurde dann die
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zugehorige Wahrscheinlichkeitsfunktion, wie in KepB.3.5 beschrieben, gebildet, welche in
Abbildung 36 zu sehen ist. Messbereiche, bei depére sehr gute bis perfekte
Ubereinstimmung gefunden wird, haben eine Wahrstibbkeit von 1, Pseudoenergiewerte

kleiner als 0,85 werden bereits mit einer Wahrsdiwikeit von weniger als 0,5 bewertet.
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Abbildung 35: Die Haufigkeitsverteilung der Pseudoenergie deethiormenES
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Abbildung 36: Die aus den Haufigkeitsverteilungen resultierender¥¢heinlichkeitsfunktion.
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Abbildung 37: Die Haufigkeitsverteilung der Pseudoenergie demvenEV.
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Abbildung 38: Die aus den Haufigkeitsverteilungen resultierender¥¢heinlichkeitsfunktion.

In Abbildung 37 ist die Haufigkeitsverteilung desdedoenergiefunktion der Volumesv

dargestellt. Auch hier ist leicht zu erkennen, dbss der richtigen Zuordnung sehr gute
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Energiewerte an den Messbereichen erhalten wemienzufallige Zuordnung zeigt, dass
schlechte Ubereinstimmungen am haufigsten vorkomnddlerdings gibt es mehr gute
Ubereinstimmungen als bei der Linienform. Dies fudazu, dass in der zugehorigen
Wabhrscheinlichkeitsfunktion, welche in Abbildung 381 sehen ist, die Selektivitat
empfindlicher ist, d. h. dass selbst gute Ubergimstungen mit einer Pseudoenergie von 0,9
nur eine Wahrscheinlichkeit von 0,1 haben. Selwst perfekte Ubereinstimmung liefert eine

Wahrscheinlichkeit von nur knapp 0,9.

Das Ergebnis des Optimierungslaufes war eine gehtZuordnung von 99,34 % der
chemischen Verschiebungen, d. h. es wurden die ishben Verschiebungen von 450 (455

insgesamt) Atomen in einem Fehlerbereich yon QP& richtig gefunden.
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Abbildung 39: Die gefundenen Zuordnungen beim idealen DaengatASSIGN verglichen mit TWOSTEP.

ASSIGN kommt ohne partielle Startzuordnung aus.

Der Vergleich mit der friheren Version TWOSTEP v@ansimeier et al. [14] zeigt sehr
deutlich, dass die Neuerungen in ASSIGN sehr affetind. TWOSTEP fand bei einer
partiellen Startzuordnung von 0 % gerade einmaol@er Zuordnungen richtig, wohingegen
ASSIGN bereits hier seine maximale Zuordnung (9998% findet. Weiterhin war bei

TWOSTEP in der Simulation ein maximale Distanz \ediglich 0,2 nm eingestellt, was zu
einer weitaus geringeren Anzahl der Peaks und daumitiel geringeren Uberlappungen der

Peaks fiihrte.
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Abbildung 40: Links: Der Verlauf der totalen Pseudoendrgjenach Formel (3.32) in Abhéngigkeit von den

Iterationen. Rot eingezeichnet ist die Referenz dateio Pseudoenergiefunktion. Rechts: Die gefundene

Zuordnung in Abhangigkeit von den Iterationen. Die parti@tirtzuordnung war immer 0 %.

In Abbildung 40 ist der Verlauf der totalen PseuukrgiefunktionE,, und die gefundene

Zuordnung in Abhangigkeit von der Anzahl der Itemasschritte gezeigt. Es zeigt sich, dass
das System sich sehr schnell dem globalen Miniméhrern. Die totale Pseudoenergie der
Referenz lag bei 1183,8. Der Optimierungslauf fiefeeine Energie von 1080,5. Das
bedeutet, dass die Referenzenergie bei der vaigf@nm und richtigen Zuordnung nicht ganz
der Minimalenergie des Systems entspricht (siehsku3sion in Kapitel 5.3.1). Die

gefundenen Zuordnungen wachsen analog zur Abnabnetdlen Pseudoenergie. Dies zeigt

klar, dass das System durch die gewahlten Pseudpeteeme gut beschrieben wird.
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Abbildung 41: Der Verlauf der Einzelterme der Pseudoenengidbhangigkeit von den Iterationen.

Abbildung 41 zeigt den Verlauf der einzelnen Psemgogie-Terme, die zur totalen
Pseudoenergie beitrageBS (Energy Shapeund EV (Energy Volumgezeigen ein ahnliches

Verhalten wie die totale Pseudoenergig. ECS(Energy Chemical Sh)fdagegen schwankt

in einem sehr kleinen Bereich zwischen 240 und @& pendelt sich bei ca. 300 ein, was
auch dem Wert aus der Referenzzuordnung entspiiobser Term strebt also nicht einem
Minimum, sondern, wie in Kapitel 3.3.5 beschriebeimem bestimmten Wert entgegen.
Dieser Wert ist fur jedes Protein verschieden wstdabhangig von der Zuordnung und der
statistischen Vorhersage der chemischen VerschggsunDer Grund dafiir, dasECSzu
Beginn des Optimierungslaufs kleiner ist als amecinelyt darin, dass dslot-Auswahl nicht
zufallig, sondern, wie in Kapitel 3.3.4 beschriebait Hilfe der Wahrscheinlichkeiten der
chemischen Verschiebungen erfolgt. Deswegen liegem Anfang die chemischen
Verschiebungen nédher an der Vorhersage. Deswegedemwauch die Gewichtungsterme

W, und W aus Formel (3.32) empirisch auf 1 bzw. 0,25 gésetn dem Term der

Verschiebungswahrscheinlichkeiten keinen zu groR&mnfluss auf die totale
Pseudoenergiefunktion zu geben. Di&tet Auswahl wurde, wenn die Energiedifferenz der

totalen Pseudoenergi€,, vor und nach erfolgreicheNove oder Swap der chemischen

Verschiebungen langere Zeit klein war, automatiacii Zufall umgestellt. Das hat den
Vorteil, dass wenn schon fast alle Verschiebungehtig zugeordnet sind, alle méglichen
Slotsfur ein Atom gleichwahrscheinlich freigegeben werdind somit auch Ausrei3er, die

weit weg von statistischen Vorhersagen liegen, elidmgefunden werden kdnnen.
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4.3.2 I|dealer Datensatz mit Rauschen

In der Realitat wird man nie ideale Datensatzeindein. Die Datenséatze sind aufgrund von
z.B. thermischem Rauschen in der Empfangerspuleawscht. Im Folgenden wird das
Verhalten des Algorithmus darauf ndher untersuhi.dem oben verwendeten idealen
Datensatz wird weiRes Gaul3sches Rauschen hinzagddagu wird zuerst die mittlere

Intensitat| Uber alle Intensitatswerte des Spektrums, dieaicigl0 sind, ermittelt

mean

mean

il . (4.2)

120 =1

1
N

wobei N,,, die Anzahl der Datenpunkte im Spektrum mit Int&tsingleich O,N = N, x N,
und I, die Intensitat des Datenpunktesst. N, und N, entsprechen der Anzahl der digitalen

Datenpunkte pro Frequenzachse. Danach werden alenpunkte wie folgt verandert

I, =1, +G(s). (4.3)

G(s) entspricht einer Funktion, die gaul3verteilte Zsfahlen im Bereich vont100$

liefert, wobeis= n[l__ als Standardabweichung zu Grunde liegt.

mean

I war im verwendeten Datensatz 75807. Beil0%wird also als Standardabweichung

zur Erzeugung der Gaul3verteilten Zufallszahlen 7586rwendet. Die Intensitat des Signals
von H* 47/H" 50 (~ 0,3 nm) ist 46988. Wird nun z. B.=10%gesetzt, bedeutet das, dass
gauBverteilte Zufallszahlen zwischeir5807addiert werden, was ca. 161 % des Signdls H
47/H" 50 ausmacht. Im folgendem wird nun das Rauschaiveadurch den maximalen

Rauschwerimr ersetzt, der sich wie oben dargestellt berechnet.
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Abbildung 42: Links das mit n=10% verrauschte Spektrum. DienMoung an den das Signaf #7/H" 50
liefert hierfiir einen Maximal-Rauschwentr von 161 %. Rechts das Spektrum ohne Rauschen
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Im Folgenden wurde nun unterschiedlich starkes &tars zum experimentellen Spektrum
hinzugefligt. Die Haufigkeitsverteilungen der Pseardwgie der LinienformES ist in
Abbildung 43 fur drei max. Rauschwente (0 %, 81 % und 161 %) dargestellt.
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Abbildung 43: Die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergie der
Linienform fur die Rauschniveaudir =0 %, Mr =81 % undmr =161 %.
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Mit zunehmendem Rauschniveau werden die Verteilmnder Referenz breiter. Bei der
zufalligen Zuordnung &andert sich kaum etwas. Die swtkungen auf die
Wabhrscheinlichkeitsfunktion sind in Abbildung 44 sehen. Je hdher das Rauschniveau,
desto unspezifischer wird diese Funktion. Stimmee dinienformen nur mittelmaiig
Uberein, so ergibt sich schon eine Wahrscheinlithian 0,5 im Falle vonmr=161 %. Das
gleiche Verhalten ist in Abbildung 45 und Abbildu4g fur die Volumina zu sehen.
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0,70
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o / 7~
0,20 / /
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0,00 — f e : : : : :
000 010 020 030 040 050 060 070 080 090 1,00
ES
| =P (mr=0 %) ===P (mr=81 %) P (mr=161 %) |

Abbildung 44: Die Wahrscheinlichkeitsfunktion der Linienfofiin
die max. Rauschwerttr =0 %, mr =81 % undmr =161 %.
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Abbildung 45: Die Haufigkeitsverteilungen der Volumen fur die
max. Rauschwerténr =0 %, mr =81 % undmr =161%.
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Abbildung 46: Die Wahrscheinlichkeitsfunktion des Volumengdiiér
Rauschniveaugnr =0, mr =81 undmr =161.

Bei einer Rauschrate von 0 % wurden mit unbekan8tartzuordnung 99,34 % korrekte

Zuordnungen gefunden. Es wurde nun eine Reihe yaiimi@rungslaufen gestartet, die alle



4 Ergebnisse

101

mit unbekannter Zuordnung begannen und bei denen Riuschniveau erhéht wurde.

Abbildung 47 zeigt die gefundenen Zuordnungen ihdigigkeit vom max. Rauschwaent .
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Abbildung 47: Die gefundenen Zuordnungen in Abhangigkeit vom Radschwertnr .

Alle Laufe wurden mit unbekannter Zuordnung gestartet.

Kleine Rauschraten vomr < 16 %bereiten noch keine Probleme, es wird trotzdem die

bestmégliche Zuordnung gefunden. Mit zunehmendens&aaten nimmt die Zahl der

gefundenen Zuordnungen ab.

Idealer Datensatz mit Rauschen

Exp. Spektrum

Kinstlicher Datensatz

3D-Struktur fir Simulation

HP$. aureugH15A)

Zuordnung fur Simulation

HP3. aureugH15A)

Max. Rauschwennr

0 % bis 242 %

Anzahl exp Peaks 4881
Anzahl sim.Peaks 8473
Anzahl Verschiebungen 455
Partielle Startzuordnung 0%

Gefundene Zuordnung

99,34 % — 20,00 %

Tabelle 17: Ergebnisse fur den idealen Datensatz mithiedenen max. Rauschwerten Es wurden 99,34 %

(mr=0%) bis 20 % 1Hr=242%) der sequentiellen Zuordnung richtig gefunden, die par@tartzuordnung dabei

war immer 0 %.
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4.3.3 Experimenteller Datensatz

Es wurde der gleiche Test wie beim idealen Datendatchgefiihrt. Als experimenteller
Datensatz diente nun ein reales experimentellekt@me von HPIS. aureugH15A), das an

einem 600 MHz Bruker Spektrometer aufgenommen wurdeer indirekten Dimensiomy
wurden 1024 Datenpunkte aufgenommen, in der dineReénension w, 4096. Um die

Multiplettstruktur aufzulésen, wurde bei der Praiesing als Fensterfunktion eine
Gaul3funktion mit LB = -8,0 Hz und GB = 0,1 in dedirekten Dimension und LB = -6,0 Hz
und GB = 0,12 in der direkten Dimension verwendtzessiert wurde mit einer digitalen
Auflosung von1024x 409¢Punkten.

Das anschlieRend®eakpicking wurde mit den AUREMOL-ModulerAuto Peak Pick
(adaptive) und Peak Probability 2D/3D durchgefihrt. Nach einer kurzen manuellen
Nachbearbeitung waren 2777 Peaks vorhanden. Daktr&me wurde dann mit einer
Segmentierungstiefe von 90 % und einer maximalegm@atierungsbreite von 30 Hz in

beiden Dimensionem;, und w, segmentiert. Nachdem das segmentierte Spektruyelesen

wurde, ergaben sich 14@&lots

Bei den Haufigkeitsverteilungen ergibt sich im Riinein zum idealen Datensatz analoges
Verhalten. Perfekte Ubereinstimmungen in der Lifiem bei der Referenz sind jedoch nicht

so haufig zu sehen. Die meisten Peaks haben emmed®snergie im Bereich von 0,95.

Analog sind die Volumenibereinstimmungen breiteteiit als beim idealen Datensatz.

Die resultierenden Wahrscheinlichkeitsfunktionengee ein Verhalten vergleichbar zum

idealen Datensatz mit Rauschen.
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Abbildung 48: Die Haufigkeitsverteilungen der Linienform egperimentellen Daten. Bei der Referenz ist eine

Verschiebung hin zu 0,95 zu beobachten.
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Abbildung 49: Die Haufigkeitsverteilungen der Volumen bei expenitellen Daten.
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Abbildung 50: Die Wahrscheinlichkeitsfunktionen der Liniemiq ES) und des Volumens (EV).
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Startzuordnung aus zufalligen Zuordnungen
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Es wurde die Abhangigkeit der gefundenen Zuordrwargder Startzuordnung untersucht, d.

h. ein bestimmter Anteil der Zuordnung wird festgegeben. Welcher Anteil dies ist, wird

mit einem Zufallsgenerator ausgewabhilt.

Aus Abbildung 51 geht hervor, dass bei einer pletieStartzuordnung von 0 % etwa 31 %

der Zuordnung richtig gefunden wird. Bereits beiegipartiellen Startzuordnung von 20 %

werden Uber 90 % der Zuordnungen richtig gefun@em.90 % Startzuordnung werden mit
98,66 % (441 von 447) fast alle Zuordnungen ricgggunden.
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Abbildung 51: Die gefundene Zuordnung in Abhangigkeit von der

Startzuordnung beim experimentellen Datensatz.
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Experimenteller Datensatz, Startzuordnung aus zufalligeuordnungen

Exp. Spektrum

HPS. aureugH15A), 600,13 MHz

Datenpunkte w1, w2

1024 x 4096

3D-Struktur fir Simulation

HP$. aureugH15A)

Zuordnung fur Simulation

HP3. aureugH15A)

Anzahl exp Peaks 2777

Anzahl sim.Peaks 8271

Anzahl chem. Verschiebungen 447
Partielle Startzuordnung 0% -90 %

Gefundene Zuordnung

31,54 % — 98,66 %

Tabelle 18: Ergebnisse flir den experimentellen Datensatzemschiedenen partiellen Startzuordnungen. Es

wurden 31,54 % (0 % part. Startzuordnung) bis 98,66 % (90 %Spartzuordnung) der sequentiellen
Zuordnung richtig gefunden. Bereits ab 20 % partieller Stardnwmg wurden tber 90 % der Zuordnungen

richtig gefunden.

In Abbildung 52 sind die erreichten Energien im §lerch zur Referenzenergie in

Abhéangigkeit der Startzuordnungen aufgetragenstaui sehen, dass mit 0 % Startzuordnung
die Optimierung in einem lokalen Minimum steckeerill. Ab 20 % Startzuordnung ist das
Energieminimum unterhalb der Referenzenergie. Mihehmender Startzuordnung nahert

sich die Energie dem Referenzwert an. Es zeigt, siabs die totale Pseudoenergiefunktion

das System nicht perfekt beschreibt. D. h., dass Maimum der Energie nicht dem

Maximum der Zuordnung entspricht. Es gibt alsodés System Losungen, die energiearmer

sind als die richtige Losung. Dieser Effekt ist abehr klein und stellt die Richtigkeit des

Ansatzes nicht in Frage. Vielmehr zeigt er, dassfasatz noch nicht ganz vollstandig ist.
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Abbildung 52: Die erreichten Energien im vergleich zureRafizenergie.
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Startzuordnung aus H'- und H*-Atomen
Ein weiterer Test bestand darin, nur leicht zu geende NMR-Daten als Startzuordnung zu
verwenden. Es wurden nur die 163 (36,5 %) chemisaferschiebungen der™H und H-

Atome verwendet.

Experimenteller Datensatz, Startzuordnung aus B- und H*-Atomen

Exp. Spektrum HP$. aureugH15A), 600,13 MHz
Datenpunkte wl, w2 1024 x 4096

3D-Struktur fur Simulation HP$. aureugH15A)

Chem. Versch. fur Simulation H. aureugH15A)

Anzahl exp Peaks 2777

Anzahl sim.Peaks 8271

Anzahl chem. Verschiebungen 447

Partielle Startzuordnung 36,5 % '(H"-Atome)

Gefundene Zuordnung 85,2 %

Tabelle 19: Ergebnisse fiir den experimentellen Datensatiempartiellen Startzuordnung aus déh thd H-
Atomen. Es wurden 85,2 % der sequentiellen Zuordnung richtigndef.

Mit dieser Zuordnung wurde ein Strukturbindel beret. Dazu wurden mit PEAKASSIGN
[20] die NOE-Signale zugeordnet und mit REFINE AlstRestraints erzeugt. 50
DiederwinkelRestraintswurden aus dieser partiellen sequentiellen Zuargnumit TALOS
[80] gewonnen. Dabei wurden Winkel @eod markiert, wenn alle Vorschlage in derselben
Region defRkamachandran-Plotgu finden waren. Weiterhin wurden 26 Wasserstattken-
Restraints Uber ein H(N)CO-Spektrum identifiziert. Mit den sgewonnenen Restraints
wurden dann mit DYANA 500 Strukturen berechnet whel zehn Besten hinsichtlich der
DYANA-Energiefunktion zur weiteren Analyse verwehd®as so erhaltene Bindel ist in
Abbildung 53 (B) gezeigt.

Mit ASSIGN wurden nun die fehlenden chemischen ®eiebungen der Seitenkettenatome
zugeordnet. Der Optimierungslauf wurde mit denselliarametern wie oben gestartet.
ASSIGN fand 381 (85,2 %) korrekte chemische Veeduiningen. Mit dieser von ASSIGN
gefundenen sequentiellen Zuordnung, die auch di& %4fehlerhaften Zuordnungen enthielt,
wurden nun mit Hilfe von PEAKASSIGN 2266 Peaks zugeet. Mit REFINE wurden im
Anschluss 1606 Abstaridestraintsgeneriert. Die Anzahl der Abstande ist geringer die

Anzahl der Peaks, weil fir symmetrische SignaleamiiAbstand berechnet wird.
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HYH® +

Sequentielle Zuordnung H15A H'H® ASSIGN
Richtige seq. Zuordnung [%] 100 36,5 85,2
Zugeordnete Peaks 2289 2035 2266
AbstandRestraints 1606 276 1606
DiederwinkelRestraints 50 50 50
W'briickenRestraints 26 26 26

Tabelle 20: Die erhaltenen Restraints, die bei dek&inechnung Verwendung fanden.

Mit den so gewonnenen Restraints wurden dann mialX 500 Strukturen berechnet und
die zehn Besten hinsichtlich der DY ANA-Energiefuokt zur weiteren Analyse verwendet.
Das erhaltene Bindel ist in Abbildung 53 (C) gekzeiylan erkennt eine deutliche
Strukturverbesserung, die mit Hilfe der von ASSIGNefundenen chemischen

Verschiebungen der Seitenkettenatome erreicht wufdie sieht der Originalstruktur

(Abbildung 53 (A)) sehr ahnlich.

Abbildung 53: (A) Originalstruktur, (B) Struktur nur mit dehemischen Verschiebungen déf Hf-Atome, (C)
Struktur mit den chemischen Verschiebungen d&rtAtome und den von ASSIGN gefundenen Zuordnungen
der Seitenketten. Die Sekundarstrukturelemente sind iStlekturen von (B) schlecht bestimmt. Nimmt man

die Seitenketten-Zuordnungen mit hinzu, so kommt das BindeCagdein Originalbiindel (A) recht nahe.
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Alle Sekundéarstrukturelemente sind wohl defini€&er RMSD-Wert mit 0,015 nm und der
AUREMOL R-Wert (R,) von 0,328 sind sehr nah am Original (0,017 nm.b2y820). In

Tabelle 21 sind die Qualitdtswerte zusammengefasst.

HN H(l +

Sequentielle Zuordnung H15A H' H® ASSIGN
AUREMOL R-Wert (R) 0,320 0,589 0,328
RMSD MOLMOL N [nm] 0,017 0,151 0,015
Ramachandran m.f. + %] | 94,9 93,6 94,8
Most favored%] 73,1 60,3 76,9
Additional allowed %] 21,8 43,0 17,9
Generously allowefPo] 3,8 6,4 1,3
Disallowed[%] 1,3 0,0 3,8

Tabelle 21: Qualitatswerte aus AUREMOL, MOLMOL und PREECK

fur die drei Strukturblindel, gerechnet mit den entsprechefutaminungen.

4.3.4 Punktmutante mit experimentellen Daten

Nachdem gezeigt wurde, dass der ASSIGN Algorithmts simulierten Daten sehr gut
funktioniert und auch bei experimentellen Spekigebte Ergebnisse liefert, soll nun gezeigt
werden, dass ASSIGN in einem realistischen Beispaiutzt werden kann. In diesem
Testfall soll die sequentielle Zuordnung der Punkante HPIS. aureugH15A) ausgehend
von der geldsten Struktur von HBr aureugwt) gefunden werden. Es liegt die sequentielle
Zuordnung und die 3D-Struktur von HBr aureugwt) vor. Aus der 3D-Struktur von HF.
aureus(wt) wurde mit dem AUREMOL-Modul PERMOL eine Modtstuktur fir HPrS.
aureus (H15A) erstellt (siehe Kapitel 4.1.2). Diese 3Du&tur und die sequentielle
Zuordnung von HPS. aureugwt) dienen als Eingabe fur das simulierte Spektru

Das experimentelle Spektrum war dasselbe wie int&lh.3.3. Fir das simulierte Spektrum
wurden das mit PERMOL erzeugte Modell der Mutamnid die sequentielle Zuordnung des
Wildtyps verwendet. Aus den vorhandenen 425 Atomemden so die Peaks mit den
zugehorigen Linienformen berechnet. Bei der Sinmutatdes Spektrums wurde eine max.
Distanz von 0,5 nm, eine Mischzeit von 0,08 s, dR@axationszeit von 1,54 s und eine
Resonanzfrequenz von 600,13 MHz gewahlt. Diesenkasa gingen aus dem Experiment
hervor. Ebenso wurde die J-Kopplung und damit digtiglettstruktur bertcksichtigt. Auf

diese Weise wurden 84Feakserzeugt.
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Punktmutante mit experimentellen Daten

Exp. Spektrum HP$. aureugH15A), 600,13 MHz
Datenpunkte w1, w2 1024 x 4096

3D-Struktur fur Simulation HP$. aureugH15A) Modell (PERMOL)
Chem. Versch. Fir Simulation HBr aureugwt)

Anzahl exp Peaks 2777

Anzahl sim.Peaks 8435

Anzahl chem. Verschiebungen (Ref])) 425

Partielle Startzuordnung 79,8 % (mittels PEAKASS)GN
Gefundene Zuordnung 96,7 %

Tabelle 22: Ergebnisse fur die Punktmutante mit dem expemftenDatensatz. Ausgehend von einer partiellen
Startzuordnung von 79,8 %, die von PEAKASSIGN erntittelrde, wurden 96,7 % korrekte sequentielle

Zuordnungen gefunden.

Mit PEAKASSIGN wurde in einem weiteren Schritt besnt, wie viele chemische
Verschiebungen als bereits bekannt vorausgesetztdewekénnen. Dazu wurden die
sequentielle Zuordnung des Wildtyps und die Moteildur der Mutante verwendet.
PEAKASSIGN lieferte 339 von 425 chemische Verschigen (79,8 %), die in einem

Toleranzbereich vont0,03 ppm richtig waren. Diese 339 chemischen Versclrgbn

wurden sodann als feste Zuordnung in ASSIGN vereend

Die Aufgabe von ASSIGN war nun, die fehlenden 8énischen Verschiebungen zu finden.
Nach dem Optimierungslauf wurden 72 richtige chehesVerschiebungen gefunden. 14
chemische Verschiebungen lagen auf falscBérts Insgesamt wurden also 96,7 % der
richtigen Zuordnung erreicht.

AnschlieRend wurde dann das experimentelle NOESMdB M mit PEAKASSIGN
zugeordnet. Als Eingabe wurden die aus ASSIGN stama@ sequentielle Zuordnung und die
Modellstruktur der Mutante verwendet. Es konnte6@Peaks zugeordnet werden. Mit dem
Modul REFINE wurden dann 1559 Abstand-Restrainediamet. Mit TALOS [80] wurden 50
DiederwinkelRestraintsgewonnen. Dabei wurden Winkel adpod markiert, wenn alle
Vorschlage in derselben Region deRamachandran-Plotszu finden waren. 26
WasserstoffbriickeRestraintsvurden tber ein H(N)CO-Spektrum identifiziert.

Mit den so gewonnenen Restraints wurden dann mialX 500 Strukturen berechnet und
die zehn Besten hinsichtlich der Energiefunktionwaiteren Analyse verwendet.

Das gleiche Verfahren wurde mit der sequentiellelordnung der Mutante und mit der

sequentiellen Zuordnung, die aus dem Wildtyp heyggangen ist (d. h. es werden nur die
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chemischen Verschiebungen verwendet, die sich gdégendem Wildtyp kaum verandert

haben), praktiziert (Tabelle 23).

wt +
Sequentielle Zuordnung H15A wit ASSIGN
Richtige seq. Zuordnung [%] 100 79,8 96,7
Zugeordnete Peaks 2289 2207 2266
AbstandRestraints 1606 981 1559
DiederwinkelRestraints 50 28 50
W’briickenRestraints 26 26 26

Tabelle 23: Die erhaltenen Restraints, die bei den $Simgidhnungen Verwendung fanden.

Auch hier wurden jeweils 500 Strukturen berechAeschlie3end wurde die Qualitat der drei
Strukturbiindel untersucht. Es wurde der AUREMOL RfiM(R,), der RMSD und der

Ramachandran-Pldberangezogen. Tabelle 24 zeigt eine UbersichEdgebnisse.

wt +
Sequentielle Zuordnung H15A Wit ASSIGN

AUREMOL R-Wert (R,) 0,320 0,384 0,356
RMSD MOLMOL N [nm] 0,017 0,046 0,027
Ramachandran m.f. + %] | 94,9 92,3 94,8
Most favored%] 73,1 56,4 76,9
Additional allowed%] 21,8 35,9 17,9
Generously allowe{Po] 3,8 6,4 3,8
Disallowed[%] 1,3 1,3 1,3

Tabelle 24: Qualitatswerte aus AUREMOL, MOLMOL und PREECK
fur die drei Strukturbiindel gerechnet mit den entsprechenglerizungen.

Die Qualitatswerte zeigen eine deutliche Verbessgpmit der mit ASSIGN gefundenen
sequentiellen Zuordnung gegenltber der festen Tediwng aus dem Wildtyp. Der
AUREMOL R-Wert (R;) konnte von 0,384 auf 0,356 verbessert werdenn&bder RMSD-

Wert, der von 0,046 nm auf 0,027 nm verbessert euubde RamachandrarQualitat liefert

auch wesentlich bessere Werte. Der prozentualeilAmtéen most favoredRegionen konnte
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von 56,4 % auf 76,9 % gesteigert werden und ist dein Strukturbindel, das aus der
richtigen Zuordnung der Mutante entstanden ist le@rigbar.

In Abbildung 54 sind die drei Strukturbindel zu esehAbbildung 54 (A) zeigt das Bindel
mit der richtigen Zuordnung der Mutante. Abbildubg (B) zeigt das Bindel, das mit der
Zuordnung aus dem Wildtyp entstanden ist. In Ahbilgl 54 (C) ist das Bindel, das mit der
von ASSIGN gefundenen Zuordnung erstellt wurde,eaiddet. Deutlich ist zu sehen, dass
mit der Zuordnung aus dem Wildtyp der Bereich dertdtion unterbestimmt ist. DieHelix
und das dahinter liegen@eFaltblatt sind nicht bestimmt. In der ASSIGN-Stiuwksind diese
Bereiche wieder vorhanden und gut definiert.

Abbildung 54: (A) Die Struktur von HFS. aureugH15A) mit sequentieller Zuordnung aus der Mutante. (B)
Die Struktur von HPS. aureugH15A) mit sequentieller Zurodung aus dem Wildtyp. (C) Digl&tr von HPr
S. aureugH15A) mit sequentieller Zurodung aus ASSIGN. Deutlitlzissehen, dass der Bereich der Mutation

im mit ASSIGN gewonnenen Strukturbtindel gut definiert ist.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Medwn AUREMOL weiter- oder neu
entwickelt, um die automatische Strukturbestimmumgn Proteinen in Ldsung
voranzutreiben.

Zuerst wurde eine einheitliche IUPAC-Nomenklatur flie Atomnamen innerhalb aller
AUREMOL-Module eingefihrt und Routinen entwicketlie eine Konvertierung zwischen
den verschiedenen Datenformaten erlaubt. So koRmEDateien, Signallisten und Listen
chemischer Verschiebungen leicht in fir AUREMOL Umiabare Formate umgewandelt und
Restraintbateien, die eine Schnittstelle zu den MolekildykaRrogrammen DYANA [26],
CNS [27] und XPLOR-NIH [37] darstellen, einfach engt werden.

Mit dem in dieser Arbeit weiterentwickeltem und AUREMOL implementierten Modul
PERMOL ist eine neue Art der Homologie-Modellierumgglich, die sehr genau und auch
bei geringer Sequenzidentitat &ulRerst brauchbas®8dklle von Proteinen erzeugt, die dann
als Startstruktur fur deop-DownAnsatz in AUREMOL dienen. PERMOL dient auch als
wichtige Unterroutine fir das in dieser Arbeit w@lheu entwickelte Modul ISIC [71]. Mit
ISIC kdnnen sehr effizient bestehende Proteinairekt verbessert werden. Dabei werden die
Informationen verschiedener Quellen Uber ein Pncaeif nicht triviale Weise so kombiniert,
dass nur relevante Informationen zu Verbesserurgngezogen werden. Das Problem, eine
sequentielle Zuordnung automatisiert zu erhalteyrder mit dem Modul ASSIGN
angegangen. Durch Vergleich von simulierten und egrpentellen Spektren unter
Einbeziehung von Linienformen, Volumina der betgén Signale und statistischen
Vorhersagen der chemischen Verschiebungen wird vdiutomatische Erlangung der

sequentiellen Zuordnung maglich.

5.1 Homologie-Modellierung (PERMOL)

Die sehr gute Qualitdit der mit PERMOL gewonnenerrukdtiren zeigt, dass

Molekuldynamik-Programme wie DYANA oder CNS, dieder Regel zur experimentellen
Strukturbestimmung verwendet werden, auch zur HogielModellierung eingesetzt werden
konnen. Dabei werden von PERMOL die Restraints beieits bekannten, homologen
Strukturen abgeleitet. Aus jedem einzelnen Modellden Atomabstande, Diederwinkel und
Wasserstoffbriicken gewonnen und anschlieRend Méted mit entsprechenden

Fehlergrenzen berechnet.
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Ein Vorteil dieser Methode ist ihre Flexibilitatp sdass spezifische Probleme in einer
effizienten Weise angepasst und optimiert werdennk@. Die Qualitat der so erhaltenen
Strukturen ist aufRerordentlich zufrieden stelle@udem bietet der Ansatz enorme
Geschwindigkeitsvorteile  gegenuber experimentelle@trukturbestimmungsmethoden.
Distanz- und Winkel-Restraints missen nicht mehingend durch die Zuordnung von
Spektren ermittelt werden, vielmehr werden sie stuskturhomologen Proteinen mit bereits
bekannten Tertiarstrukturen extrahiert. Da bei h@@equenz- oder Funktionshomologie von
Proteinen davon ausgegangen werden kann, dasssdanadellierte Tertidrstrukturen
gualitativ an experimentell bestimmte Strukturenaheeichen, ist es nur sinnvoll, an Stelle
des sehr langwierigen Vorganges der experimentedankturbestimmung die schnelle
Vorhersage durch PERMOL treten zu lassen. Viele Meodn AUREMOL, wie z. B.
KNOWNOE [21], RELAX [23] und das fiir diese Arbeihtavickelte ASSIGN profitieren
davon, wenn die dabei verwendete 3D-Struktur kewedite gute Qualitdt hat und nicht vom
ausgestreckten Strang begonnen werden muss.

Ein weiterer, entscheidender Vorteil ist die Beraafg lokaler Fehlergrenzen. Dadurch ist es
moglich, bestimmte Bereiche sehr genau zu modetiiewenn diese in den Modellstrukturen
bereits genau bestimmt sind. Im Vergleich zu demeBnissen anderer Homologie-
Modellierungs-Pakete zeigt sich noch ein weiterert®l: Sowohl MODELLER als auch
SWISS-MODEL sind auf eine sehr hohe Sequenzhon®I@gODELLER auf 30% [122],
SWISS-MODEL auf 30% [123]) angewiesen. PERMOL da&gegann beim Nachweis der
Funktions- und somit der Struktur-Homologie auchvegschwindender Sequenzahnlichkeit
brauchbare Modelle liefern. Es kdnnen hierzu enenede Parameter des Sequenzalignments
so eingestellt werden, dass die beiden Sequenaengeringer Sequenzidentitdt ohne groéfRere
Licken Gbereinander gelegt werden, oderSkpuenzalignmekiann manuell erfolgen.

Mit dem Ansatz von PERMOL ist es weiterhin moglicimmer die am aktuellsten
entwickelten Molekul-Dynamik-Programme zu verwende&o ist erreichbar, dass das
aktuellste Wissen auf dem Gebiet der Molekil-Dyna8imulationen auch in PERMOL
genutzt wird. Die Méglichkeit, die mit PERMOL augerd Strukturen ermittelteRestraints
mit experimentell gewonnenen Daten zu erganzen daxth mit den neuesten Molekdl-
Dynamik-Programmen Strukturen zu berechnen, ma&RNROL zu einem sehr flexiblen
und leistungsstarken Modellierungs-Werkzeug.

PERMOL dient dem in dieser Arbeit entwickelten Atmsazur Verbesserung von
Proteinstrukturen (ISIC) als Teilmodul zur Erzeuguler Restraints. In Kombination mit den
Modulen zur Strukturaufklarung in AUREMOL stellt REIOL ein sehr wichtiges Glied dar.
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In dieser Arbeit wurde PERMOL zur Modellierung véiPr ausStaphylococcus aureus
herangezogen. Die Ergebnisse zeigen eine sehKguieergenz mit einem RMSD von 0,018
nm fur die Riuckgrat-Atome des erhaltenen BindersMiedellstrukturen. Dies zeigt, dass
durch die Wahl von individuellen Fehlergrenzen unil der Berechnung des zugehdrigen
Konfidenzniveaus die Strukturen sehr gut bestimnerden kdnnen. Ebenso zeigt der
Ramachandran-Plomit 94,8 % in demmost favoredund additional allowedRegionen einen
guten Wert. Die modellierten 3D-Strukturen (Abbidu 24) zeigen gut definierte
Sekundarstrukturelemente.

Am zweiten Beispiel der Modellierung der PunktmagaHPr (H15A) (Abbildung 25) ist zu
erkennen, wie auf sehr schnellem Weg ein Modelldmmns Wildtyp erstellt werden kann. Der
RMSD von 0,098 nm zur Original-Struktur und 0,006 mnerhalb des Strukturbtindels
(Ruckgrat-Atome N) sowie 98,7 % der Diederwinkeldan most favoredund additional
allowed Regionen de®Rkamachandran-Plotgeigen in diesem Fall wiederum eine sehr gute
Qualitdt. Diese Modellierung der Punktmutation wairdann auch im Modul ASSIGN

eingesetzt.
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5.2 Verbesserung von Proteinstrukturen (ISIC [71])

Die Bestimmung von Strukturen in Lésung aus expeni@llen Daten besteht nicht, wie
manchmal falschlicherweise angenommen wird, in d®rechnung einer einzigen
existierenden Losung, sondern ist vielmehr die 8uw@th einem Satz von Strukturen, die mit
dem Experiment und dem bereits vorhandenen Vorwisgereinbar sind. In diesem
Zusammenhang sei auch auf éapervon Rieping et. al. verwiesen [124]. Hier wird giegt,
dass Proteinstrukturen, die mit herkdmmlichen Mdémaus NMR-Daten berechnet werden,
nicht ausschlie3lich durch die die experimentelaten bestimmt werden, sondern auch
durch eine subjektive Datenverarbeitung unter Vaoueg von empirischen Parametern, wie
z.B. die Wichtung der beteiligten Kraftkonstanten.

Die in dieser Arbeit vorgestelite Verwendung vonsd&rRestraintszusammen mit der
Methode derestrainedMolekildynamik ist eine effiziente Methode, umrktgekoppeltes
Wissen aus verschiedenen Quellen zu kombinierere Bhngemessene Ausrichtung hin zur
gewahlten Zielstruktur kann mit Hilfe von Bayesstl&chlussfolgerungen erreicht werden.
Auf diese Weise wird die zusatzliche Informationr Zztrhohung der Wahrscheinlichkeit
verwendet, die wahren Strukturen des Grundzustatidsmit bestimmten experimentellen
Bedingungen einhergehen, zu finden. Nach Anwendigrgvorgestellten Methode zeigen
Validierungs-Tools ganz klar, dass die verbesse®®rukturen weiter an die wahren
Strukturen heranreichen als die Ausgangstrukturen.

Im Falle der Byr2-RBD ist deutlich zu sehen, dagsmdit ISIC verbesserten Strukturen die

experimentellen Daten wesentlich besser erklarem. AVUREMOL NMR R-Wert ®;) [39]
ist von 0,534 auf 0,451 gesunken. Mit 0,033 nnd&t RMSD zum Mittelwert im Vergleich

zur Ausgangsstruktur (0,144 nm) drastisch gesunRenRamachandran-Ploteigt, dass die
Diederwinkelverteilung mit einer Steigerung um 18zentpunkte auf 78,2 % in derost
favored Regionen deutlich besser ist. Die Darstellung Sekundarstruktur mit MOLMOL
zeigt (Abbildung 29), dass die Sekundarstrukturelet® der ISIC-Strukturen sehr gut
bestimmt sind. Dies gilt vor allem fur die C-termiea-Helix, die in der originalen NMR-
Struktur sehr schlecht bestimmt ist. Der Verglaitch dem Grundbiindel der NMR fur Byr2
zeigt, dass die mit ISIC erhaltenen, verbessertarktiren sehr gut in diesem Grundbindel
liegen und somit eine gute Losung darstellen.

Beim zweiten Testfall wurde die Struktur der Rasdgidoméne von RalGDS des Menschen
verbessert. Dabei wurde Wert darauf gelegt, NMRHi&tiren, die mit experimentell leicht zu

erhaltenden Restraints bestimmt wurden, zu verbessglr die Bestimmung der



5 Diskussion 116

Proteinstruktur von RalGDS wurden deshalb nur 282kBrat-Abstande zwischen def-H
und H-Atomen aus dem NOESY-Spektrum herangezogen. Zugterasserstoffbriicken
und 102 Diederwinkel aus TALOS. Das daraus reseliige Strukturblindel war weit
aufgefachert (RMSD-Wert der Rickgrat-Atome N: Ord). Zur Verbesserung wurde eine
Rontgenstruktur mittlerer Qualitat herangezoger mit ISIC erzeugten Strukturen zeigten,
wie im ersten Beispiel, mit 0,353 einen gesunkeuah damit besseren AUREMOL R-Wert
(R,) als die NMR-Eingabestruktur (0,383). Die expenmedlen Daten werden also auch bei

diesem Beispiel nach Anwendung des ISIC-Algorithrbesser erklart. Ebenso konnte der
RMSD-Wert von 0,21 nm auf 0,06 nm reduziert werd®e. Sekundarstrukturelemente sind
wesentlich besser bestimmt (Abbildung 33). Die @atbdesRamachandran-Plofsdie mit

72,8 % (most favoreplund 18,5 % ddditional allowed ohnehin schon gut war, blieb mit 72,8
% in denmost favoredund 16,0 % in demadditional allowedRegionen nahezu gleich. Das
Beispiel zeigt, dass NMR-Strukturen, die mit leictmd schnell zu gewinnenden Restraints

erzeugt wurden, mit ISIC auf eine schnelle undzedfite Weise verfeinert werden kénnen.

Selbst wenn man véllig ungeeignete Daten zur Vedyesmg heranzieht, wie das im dritten
Beispiel im Fall der Immunoglubulin-Binde-Domanenv@rotein G gezeigt ist, fuhrt das
nicht zur Zerstérung oder Verzerrungen der Origimaktur (Abbildung 34). Hier wurden
zwei Strukturbiindel des gleichen Proteins verwendiet sich aber auffallig unterscheiden.
Die NMR-Struktur zeigte im Gegensatz zur RoOntgerstr eine Dimerisierung,
hervorgerufen durch vier Punktmutationen und eindmstausch einesp-Faltblattes.
Eigentlich ist hier die Réntgenstruktur nicht gewgy die NMR Struktur zu verbessern. Um
zu zeigen, dass selbst bei Auswahl einer unge&gn&truktur keine Verzerrung der
Originalstruktur erfolgen kann, wurde dennoch afieebesserung mit ISIC durchgefiihrt. Das
Ergebnis waren Strukturen, die den Originalstruktusehr dhnlich sind. RMSD-Wert und
RamachandrarQualitat konnten sogar leicht verbessert werdanam den Stellen, an denen
bei den beiden Quell-Strukturen Ubereinstimmundiden ist, diese Regionen tatsachlich
zu einer Verbesserung fiihrten. Wo keine Ubereimstimg herrscht, tritt auf Grund der nicht

trivialen Kombination der Restraints in diesem Belteauch keine Verzerrung auf.

Insgesamt lasst sich sagen, dass der ISIC-Algoushein gutes Werkzeug darstellt, um
bessere Losungen zu finden und unverzerrte Stadinesserungen zu erreichen. Es wurden
hier Rontgen-Strukturen verwendet, um NMR-Struktueel verbessern. Die Qualitat der

beiden Strukturen im Falle von Byr2-RBD ist mittélgqig und stellt somit einen idealen
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Anwendungsfall fur den ISIC-Algorithmus dar. Einehnéiche Anwendung ist die
Bestimmung von NMR-Strukturen von sehr groRen Hmete wobei man experimentelle
Daten nur in begrenztem Mal3e bestimmen muss. Waitkenn man anstelle der Rontgen-
Struktur homologe Strukturen verwandter Proteine Yarbesserung verwenden. Ebenso
kann ISIC dazu verwendet werden, Roéntgen-StruktuménHilfe von NMR-Strukturen zu

verbessern, wenn Teile der Elektronendichteverigikchlecht zu bestimmen sind.
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5.3 Automatische sequentielle Zuordnung (ASSIGN)

Mit dem Modul ASSIGN wird eine automatische seqietiet Zuordnung von NOE-Spektren
durch Vergleich von experimentellen und simuliert2D-NOESY-Spektren angestrebt.
Wichtig bei diesem Verfahren ist, dass nicht nerReakpositionerals Punkte bericksichtigt
werden, sondern die Information in den Linienformea den Signalvolumina eine wichtige
Rolle spielt. Da sich durch Uberlappung nah beisilea liegender Signale auch die
Linienform und das Volumen im jeweiligen Messbehedtes Spektrums andert, ist dies ein
wichtiges MaR, um Aussagen fir die Ubereinstimmawischen dem experimentellen und
simulierten Spektrum zu treffen. Dabei werden Lmfgegmen und Volumen von
Spektrenausschnitten an den definierten Messbereiddr experimentellen Signale sowie die
statistische Nutzung von Vorhersagen fur chemisZbeschiebungen fir den Vergleich
herangezogen. Durch die iterative Verdnderung demischen Verschiebungen wird in
jedem Schritt das simulierte Spektrum neu aufgebAlle Signale, die zur veranderten
chemischen Verschiebung gehdren, werden zuerstigoaktuellen Position im simulierten
Spektrum subtrahiert und dann an die neue StellSpektrum addiert. Alle Signale, die
durch diese Operation wegen Uberlappung betrofiiesh, sverden dann bei der Berechnung
des Vergleiches mit dem experimentellen Spektruas, me verdndert wird, bericksichtigt.
Es ist also nicht notwendig, die Wahrscheinlichdeiftr alle Messbereiche immer neu zu
berechnen. Auf diese Weise wird sehr viel Rechénaingespart, so dass ein
Optimierungslauf in zwischen finf bis zehn Stundmrf der in Anhang 7.1 genannten
Umgebung fertig ist. Um den Bereich fur die eineelnchemischen Verschiebungen
einzuschranken, wurde die strukturbasierte stetiséi Vorhersage fir die chemischen
Verschiebungen mit Hilfe von SHIFTS genutzt. Dertéd hierin ist, dass wahrscheinlichere
Positionen der jeweiligen chemischen Verschiebungfer angewéhlt werden und so die
richtige Zuordnung wesentlich schneller gefunderdwi

Fur die Optimierung der Ubereinstimmungen in denss$hereichen ausgedriickt durch
BayesscheWahrscheinlichkeiten wird in dieser Arbeit eifhreshold-AcceptingTA)-
Algorithmus verwendet. Die Einfachheit, Robusthitl die Geschwindigkeit des Verfahrens
gaben hierzu den Ausschlag. Fir die Optimierungewa@uch genetische Algorithmen oder
Hidden-MarkovModelle denkbar, die in ASSIGN einfach zu implenenen waren.
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5.3.1 Idealer Datensatz

Als erstes wurde anhand eines idealen Datensattestgt, ob der ASSIGN-Algorithmus
prinzipiell vom Ansatz her funktioniert. Artefakgsiale, Basislinienschwankungen, etc.
werden so ausgeschlossen. Es wurde das simul&ptddrum von HPS. aureugH15A) mit
Hilfe der entsprechenden Ldsungsstruktur und derelorigen sequentiellen Zuordnung
berechnet und als experimentelles Spektrum vervieDdmach wurden alle Peaks geldscht
und mit AUREMOL ein neued’eakpickingdurchgefuhrt. Dies fuhrt natirlich zu einer
abweichenderPeakliste da Signaliberlappungen die ldentifikation allealks verhindern.
Aus diesem Grunde wurde auch eine Mehrfachbelegliengméglichen Positionen fiir die
chemischen VerschiebungeBld@ty erlaubt. Es waren 4881 Signale und 1123 Slotgliciie
chemische Verschiebungen) vorhanden.

Die Simulation des Vergleichspektrums wurde mit sidiben Eingabedaten durchgefihrt.
8473 Peaks mit 455 chemischen Verschiebungen wadediese Weise erzeugt. Begonnen
wurde der Optimierungslauf mit einer zufallig8iotAuswahl fur die einzelnen chemischen
Verschiebungen, die allerdings durch die Vorhersiggechemischen Verschiebungen mittels
der zugehdrigen Wahrscheinlichkeit beeinflusst Bte Rechnung lieferte eine richtige
Zuordnung von 99,34 %. Fast alle chemischen Vesbeimigen (450 von 455) wurden von

ASSIGN in einem Toleranzbereich vatD,03 ppm richtig gefunden. Dies zeigt, dass die

Vergleichskriterien Linienform, Volumen und Vorhage der chemischen Verschiebungen
sich gut eignen, um die sequentielle Zuordnung Hiiliie eines 2D-NOESY-Spektrums zu
finden. Die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoeieery der LinienformenES (Abbildung
35) und der VolumenEV (Abbildung 37) zeigen einen zu erwartenden Verld&gi der
richtigen Zuordnung sind gute Energiewerte am Ilggtén zu sehen. Umgekehrt sind
schlechte Energiewerte bei einer zufalligen Anordgnder chemischen Verschiebungen am
meisten anzutreffen. Die daraus resultierenden $¢akinlichkeitsfunktionen (Abbildung 36
und Abbildung 38) zeigen eine hohe Selektivitat Ilbzgiter Energiewerte. Dadurch ist
gewahrleistet, dass die richtige Zuordnung einemehaVahrscheinlichkeitswert besitzt und
durch die Maximierung dieses Wertes die richtiggusetielle Zuordnung gefunden werden
kann. Der Verlauf des PseudoenergieterBGS(Energy Chemical ShiftgAbbildung 41)
zeigt ebenfalls ein zu erwartendes Verhalten. ArfaAg liegt der Wert bei 324,63, wird dann
sehr schnell minimiert und fallt auf Werte von @&0 ab. Allerdings entspricht hier ein
Minimum nicht unbedingt der richtigen Zuordnung.sDa&dre nur dann der Fall, wenn die
statistische Vorhersage zu 100 % richtig wére.dnRealitat ist dies aber nicht der Fall. So

hat jede chemische Verschiebung einen bestimmtestaAtl zu seiner Vorhersage, und die
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Summierung dieser Abstande ergibt den Wert, derrigétigen sequentiellen Zuordnung
zueigen ist. In diesem Beispiel ist das ca. 300mitdortschreitenden Iterationen wird dieser
Wert erreicht. Im Vergleich zu den Pseudoenergie¢eES und EV wird deshalbECSmit
nur 25 % gewichtet, damit er bei der Optimierungeaikleineren Einfluss hat. Trotzdem ist
ECSein wichtiger Term, der garantiert, dass die watesdichsten Losungen ofter
ausgewahlt werden und somit den Lauf enorm besgigieu

In Abbildung 40 ist der Verlauf der totalen Pseusygie E,, und die gefundene Zuordnung
in Abhangigkeit von den Iterationen gezeigt. Deeklie Zusammenhang zwischéf), und

der gefundenen Zuordnung ist sehr deutlich zu seBen bereits1[1¢ Iterationen liegt

E,.im Bereich des Minimums und die gefundene Zuordniehgu nahezu 100 % korrekt.

Der Vergleich mit der friheren Version TWOSTEP (Athbng 39) zeigt deutlich, dass die
Neuerungen in ASSIGN sehr effektiv sind. WahrendSKSBN ohne partielle Startzuordnung
(0%) auskommt, benétigt TWOSTEP mindestens 50 %tZsiardnung, um in die Nahe der
richtigen Zuordnungen von ASSIGN zu kommen. Zudeemubzte TWOSTEP bei der
Simulation des experimentellen Spektrums eine mabearmteratomare Protonendistanz von
nur 0,2 nm. Der Vorteil fir TWOSTEP war eine vierimmgere Anzahl der Signale und damit
auch weniger Uberlappungen der einzelnen Peaks.

Im nachsten Fall wurde getestet, inwieweit therhmesc Rauschen im experimentellen
Spektrum ASSIGN beeinflusst. Das maximale Raus&auiwvurde sukzessive von 0 % auf
242 % gesteigert. Je mehr Rauschen, desto wenigdektis werden die
Wahrscheinlichkeitsfunktionen (Abbildung 43-46). hf&chtere Pseudoenergiewerte treten
jetzt immer ofter auf. In Abbildung 47 ist die gaflene Zuordnung in Abhangigkeit von der
Rauschrate aufgetragen. Es wurde immer mit einetiejan Startzuordnung von 0 %
begonnen. Bis zu einem maximalen Rauschwert 16% ist fast keine Beeintrachtigung zu
erkennen. Beimr=32%werden nur noch 60 % der Zuordnungen gefunden.zdeoh

werden beimr = 242%immerhin noch 20 % der richtigen Zuordnung gefunden

5.3.2 Experimenteller Datensatz

Nachdem ASSIGN beim idealen Datensatz ein gutehalen zeigte, wurde nun das
experimentelle Spektrum, das beim idealen Datensatstlich erzeugt wurde, durch das
entsprechende reale Spektrum ersetzt. Die restlighmgebung mit Losungsstruktur und
zugehoriger sequentieller Zuordnung blieb gleichs Bpektrum wurde mit einem 600 MHz

Bruker Spektrometer aufgenommen und mit XWINNMRH]JL@rozessiert. Danach folgte mit
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Hilfe der bereits in Kapitel 2.1.1 und Kapitel 2 Ivorgestellten AUREMOL Routinen ein
Peakpickingund einePeakintegration Eine kurze manuelle Nachbearbeitung stellte sjche
dass keine optisch leicht zu erkennenden SignhleefeoderArtefaktpeakyorhanden waren.
Insgesamt waren 2808 Peaks und 1401 Slots furhenischen Verschiebungen vorhanden.
Die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergie-Tel5® und EV sind in Abbildung 48

bzw. Abbildung 49 zu sehen. Es fallt auf, dasEf8r(Linienform) das Maximum nicht mehr
bei Pseudoenergien im Bereich vd0,95;1,0( liegt, sondern sich auf|0,90;0,9%

verschoben hat. Dies ist klar, da sich die Liniemen in realen Spektren durch das
thermische Rauschen in den Spulen nicht ideal tterhaAuch eine Uberlagerung von

Signalen mit Artefakten aus z.B. Wasser oder amd&felekiilen beeinflussen die realen

Linienformen und Volumina.

Hinzu kommt, dass die fur die Simulation verwendgtreiktur nicht 100 % bekannt ist. Auch

die Simulation an sich ist nicht vollig genau. Sodsz. B. die Orderparameter, die die

Beweglichkeiten der einzelnen Atome beschreibebgkannt und der chemische Austausch
wird ebenfalls nicht exakt berlcksichtigt.

Die Haufigkeitsverteilung der zufélligen Zuordnumgrlauft wie erwartet. Das Maximum

lieg bei den schlechtesten Energih00;0,0%, das Minimum bei]0,95;1,0¢. Die daraus

resultierende Wabhrscheinlichkeitsfunktion (Abbildu0) zeigt ein durchaus selektives

Verhalten mit fast glattem Verlauf. Bei der PseudwgieEV fur die Volumina verhalt es

sich so, dass das Maximum bei der richtigen Zuangnbei ]0,95;1,0(} liegt. Bei der
zufalligen Zuordnung liegt das Maximum zwar t[@i, OO;0,0$, jedoch ist der Anteil bei

]0,95;1, 0(} fast halb so grol3, wie bei der richtigen Zuordnubgs hat zur Folge, dass mit

der zugehdrigen Wabhrscheinlichkeitsfunktion (Abbild 50 rechts) Falle von perfekter
Volumenlbereinstimmung nur noch eine Wahrscheikéih von knapp 0,7 erhalten.

Ansonsten ist der qualitative Verlauf ahnlich zur d&ahrscheinlichkeitsfunktion der

Linienform. Dies zeigt, dass das Volumenkriteriumchh so diskriminierend ist wie das

Linienformkriterium, was auch der Realitat entsptjovenn betrachtet wird, dass bei einem
Vergleich mit falscher Zuordnung VolumenlUbereinstiomgen durchaus haufiger

vorkommen als Linienformibereinstimmungen. Durch adeASSIGN gewéahlten Ansatz zur

Bestimmung der Wahrscheinlichkeiten von Ubereinstimgen in den Messbereichen der zu
vergleichenden Spektren wird der Realitat also ferso Rechnung getragen, dass die
Linienform ein scharferes Kriterium als das Volunen

Startzuordnung aus zufalligen Zuordnungen
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Fur diesen Testfall wurden die gefundenen Zuordearig Abhéngigkeit von der partiellen
Startzuordnung bestimmt. Diese partiellen Startdongen wurden erzeugt, indem von der
Referenzzuordnung eine entsprechende Anzahl vodlligufausgewahiten chemischen
Verschiebungen weggelassen wurde, die dann von@$3lieder zu finden war. Beginnend
mit einer partiellen Zuordnung von 0 % bis hin 2u% wurden 9 Testlaufe ausgefiihrt. Dabei
stellt der Fall mit der Startzuordnung von 0 % airgonderfall dar. Da hier keine partielle
Zuordnung bekannt ist, werden die Wahrscheinlidskaemktionen aus der richtigen
Zuordnung bestimmt. Fur alle anderen Falle werdenVdahrscheinlichkeitsfunktionen aus
der partiellen Zuordnung berechnet. Abbildung 5ifjtzeéas Ergebnis der Testlaufe. Fir 0 %
Startzuordnung werden knapp tber 30 % der Zuordsunightig gefunden. Bereits ab 20 %
Startzuordnung werden Uber 90 % der Zuordnungeénigigefunden. ASSIGN findet also
auch bei experimentellen Spektren und einem gemifiyezentsatz der Startzuordnung eine
gute LAsung.

In Abbildung 52 sind die erreichten totalen Pseudogien E,, in Abhangigkeit von der

Startzuordnung aufgetragen. Bei einer Startzuomgineom weniger als 20 % liegg,, mit

Werten von 1762,08 (0 %) und 1645,38 (10 %) deutlicer der Referenzenergie von 1264,3,
die fur die richtige Zuordnung bestimmt wurde. Diggnnte darauf hindeuten, dass der
Optimierungs-Algorithmus in einem lokalen Minimurartgen bleibt. Um dieses Problem zu
umgehen, wurde versucht, wahrend des Optimierungsdaden Threshold anzuheben
(Bouncing, damit es dem System maoglich wird, dieses loKdlaimum zu Uberwinden.

Allerdings brachte das keinen Erfolg. Auch anderelérungen der Optimierungsparameter
fuhrten zu keiner Verbesserung. Eventuell kbnnen flie oben genannten Alternativen zur
Optimierung (genetischer Algorithmublidden-MarkovModelle) den gewiinschten Erfolg

liefern. Betrachtet man jedoch den weiteren Verlaoh E_, so erkennt man bei

Startzuordnungen von mehr als 20 %, dass die Refenergie in einem geringen Mal3e
unterschritten wird. Dies wiederum spricht fir digtimierungsmethode mit Threshold-
Accepting, der es schafft, das globale Minimum zoddn. Das Unterschreiten der

Referenzenergie jedoch bedeutet, dass das Minimemtadalen Pseudoenergig,, nicht
dem Maximum der gefundenen Zuordnung entsprichleréihgs ist dieser Effekt relativ
klein und weist darauf hin, dass das System mit demwendeterE,, noch nicht vollstandig

beschrieben ist. Es ist aul3erdem zu beachten, fdasken Vergleich von Simulation und
Experiment nur ein einziges Spektrum (2D-NOESY weaardet wurde. Abhilfe wirde hier
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die Hinzunahme von z.B. einem 3D-NOESY-Spektrum/3ZBTOCSY-Spektren, HSQC-

Spektrum, 3D-heteronukleare Tripleresonanzspeldtchaffen.

Startzuordnung aus H' H%-Atomen

Bei diesem Test ging es darum zu zeigen, inwiewe8SIGN in einem realen
Anwendungsfall zum Einsatz kommen kann. Es wurdenleicht zu gewinnende chemische
Verschiebungen der Riickgratatomé' Wind H als Startzuordnung verwendet. Diese
Startzuordnung kann z. B. aus heteronuklearen efregbnanzspektren erhalten werden.
Somit betrug die partielle Startzuordnung 36,5 %3(%on 447). Die Aufgabe von ASSIGN
war es, die fehlenden chemischen VerschiebungenSdéenkettenatome zu finden. Die
sequentielle Zuordnung konnte mit ASSIGN auf 85,8ésteigert werden, d.h. es waren 381
von 447 chemische Verschiebungen richtig zugeordéét Zuordnungen wurden falsch
gefunden. Um zu zeigen, welche Fortschritte mit KB erzielt werden kdnnen, wurden
nun mit Hilfe der entsprechenden Zuordnungen Stnekt berechnet. Dazu wurde zuerst mit
der sequentiellen Zuordnung der Ruckgratatome uadach mit der sequentiellen
Zuordnung, die ASSIGN gefunden hat, die Signale2i2dNOESY-Spektrums mit Hilfe des
in Kapitel 2.1.3 beschriebenen PEAKASSIGN [20] zugimet. Anschliel3end wurde mit dem
in Kapitel 2.1.4 beschriebenen REFINE Abst&ektraintsgewonnen. Tabelle 20 zeigt die
Anzahl der so erhaltenen Restraints. Fir die Bengwodp wurden in allen Fallen mit TALOS
erhaltene Diederwinkel und WasserstoffbrickRastraintseingesetzt. Die Referenzstruktur
wurde mit der originalen sequentiellen Zuordnungtedit. Abbildung 53 zeigt die drei
Strukturbindel im Vergleich. Es ist sehr deutlichsehen, dass die Strukturen, in denen nur
die Zuordnungen der Ruckgratatome Verwendung fgndaativ schlecht bestimmt sind.
Hingegen zeigen sich die Strukturen, die mit degusatiellen Zuordnung von ASSIGN
generiert wurden, sehr gut bestimmt. Der RMSD kenwbn 0,151 nm auf 0,015 nm
verbessert werden. Auch der AUREMOL R-WeR ), der ein MaR fur die Ubereinstimmung

der Strukturen mit den experimentellen Daten liefeonnte von 0,589 auf 0,328 deutlich
verbessert werden und reicht fast an die Refenerktsten (0,320) heran. Der
Ramachandran-Pldiegt mit 94,8 % ihost favored, additional allowg@benfalls im Bereich
der Referenzstrukturen. Dies zeigt deutlich, dagsASSIGN die sequentielle Zuordnung
erfolgreich vervolistandigt werden kann. Es istlmachten, dass die Strukturen mit einer
sequentiellen Zuordnung berechnet wurden, die 1%8 (66) falsche chemische

Verschiebungen enthielt.
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Wunschenswert ware, wenn entweder die AusbeuteABBIGN gesteigert werden kdénnte
oder aber wenn chemische Verschiebungen eindelgtigichtig oder falsch identifizieren
werden konnten. So konnten mehrere Laufe mit uciérdlichen Seeds fur den

Zufallsgenerator verschiedene Zuordnungen liefdy@, denen aber immer wieder ein
bestimmter Teil gleich zugeordnet wiirde. Mit Hifiatistischer Verfahren wie z. B. deff -

Test [90] kdnnten so richtige von falschen Zuordyem unterschieden werden. Die so als
richtig eingestuften Zuordnungen koénnten dann inem nachsten Lauf zur partiellen
Startzuordnung hinzugenommen werden und damit éimere Zuordnungs-Ausbeute mit
ASSIGN erzielt werden.

5.3.3 Punktmutante mit experimentellen Daten

Ein weiterer realer Testfall ist die Bestimmung dsequentiellen Zuordnung der
Punktmutante HPIS. aureus(H15A) ausgehend von der Struktur und der seqeletti
Zuordnung des Wildtyps von HR. aureugwt). Mit PEAKASSIGN wurde die sequentielle
Zuordnung des Wildtyps an das Spektrum der Punlambetangepasst. Auf diese Weise
konnten 79,8 % (339 von 425) der chemischen Veesctimngen gefunden werden. Mit
ASSIGN konnte diese sequentielle Zuordnung auf 96, gesteigert werden. Die aus den
Zuordnungen berechneten Strukturen sind in Abb@d&d zu sehen. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Strukturen im Bereich der Mutatmit der von PEAKASSIGN
gelieferten Zuordnung schlecht definiert sind. [i¢delix und das dahinter liegende
Faltblatt sind nicht vorhanden. Dagegen zeigerStiiekturen, die mit den Zuordnungen von
ASSIGN erstellt wurden, diese Bereiche wieder geffiniert. Der RMSD und der
AUREMOL R-Wert (R;) konnten deutlich verbessert werden, wie Tabele Z2igt.

Entscheidend hierbei ist, dass der Bereich der fituta insbesondere die chemischen

Verschiebungen von ALA 15 richtig gefunden wurden.

5.3.4 Ausblick

Die Ergebnisse von ASSIGN zeigen, dass der AnssA/@rgleichs von experimentellen mit
simulierten Spektren viel versprechend ist. Beraity gegenwartigen Entwicklungszeitpunkt
konnen reale Testfalle erfolgreich bearbeitet werddlichtsdestotrotz gibt es einige
Ansatzpunkte, die die Zuordnungs-Ausbeute von ASBWiter steigern konnten. ASSIGN

benutzt zurzeit nur ein experimentelles 2D-NOES¥i®mum. Durch Hinzunahme von
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weiteren experimentellen Spektren, insbesondereseBD-NOESY-Spektrums, koénnten
ahnliche Wahrscheinlichkeiten bestimmter chemisdherschiebungen besser differenziert
werden. Es kommt auch vor, dass chemische Versahmgen auf falsche8lotssogar bessere

Pseudoenergien liefern. Eine Erweiterung der tot#lseudoenergid, ,durch Terme, die

sich auf das 3D-NOESY-Spektrum beziehen, ware &ienvoll. Mit Hilfe von 2D/3D-
TOCSY-Spektren, die Signale nur innerhalb einer Maséure zeigen, konnte die Lage der
chemischen Verschiebungen validiert werden. Mit feHilvon 3D-heteronuklearen
Tripleresonanzspektren konnte die sequentielle duorg des Rickgrates abgeglichen
werden. Ein HSQC-Spektrum ware zur Uberprifungldee der H-Signale hilfreich.

Doch zur Nutzung dieser weiteren Spektren ware Emeeiterung von RELAX notwendig.
RELAX kann nur 2D/3D-NOESY-Spektren simulieren. &iRuckrechnung von den oben
genannten Spektren ware winschenswert. Zudem wareeiae Verbesserung der
Spektrensimulation zu denken. So sind die Orderpeter, die die Beweglichkeit der
einzelnen Atome beschreiben speziell fur die Skéttan weitgehend unbekannt. In RELAX
werden zwar verschiedene Bewegungsmodelle fur mlierschiedlichen Atomtypen benutzt,
jedoch handelt es sich hier um Naherungen. Weitewird in RELAX der chemische
Austausch nicht exakt berticksichtigt, so dass imatierSignale simuliert werden.

Die Wahrscheinlichkeitsfunktionen, die fir den Mergh der Linienformen und Volumen
herangezogen werden, werden auf Grund einer bdsekannten Startzuordnung erstellt.
Wenn keine partielle Startzuordnung bekannt igt,ess im Moment nicht moéglich, diese
Wahrscheinlichkeitsfunktionen zu erstellen. Eineslug hierfur kdnnte sein, diese
Wabhrscheinlichkeitsfunktionen durch eine e-Funktio€osinus-Funktion oder eine
Polynomfunktion anzunahern. Hierzu missten die ®eek verschiedener Proteine
ausgewertet werden, um so eine Tendenz dieser Waindichkeitsfunktionen zu erkennen.
Anhand der Beispiele mit HP$. aureus(H15A) ist zu sehen, dass die Pseudoenergieen
moglicherweise gaul3verteilt sind (Abbildung 50)n Ewveiterer Ansatz ware, am Anfang
(ohne partielle Zuordnung) mit einer gendherten ikreinlichkeitsfunktion zu beginnen,
die dann wahrend des Optimierungslaufes automatiptimiert wird, wenn z. B. 10 %, 20

%, usw. der Zuordnung gefunden ist.
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5.4 Gegenwartiger Stand von AUREMOL

Das Softwareprojekt AUREMOL hélt zum gegenwartigarwicklungszeitpunkt bereits eine
groBe Menge von automatischen Modulen zur Protekistrbestimmung bereit. Die
einzelnen Module benutzen nun alle die gleiche 1GMfomenklatur, was ein
Ineinanderschachteln der einzelnen Module ermdgliéérschiedene Datenkonverter sind in
AUREMOL implementiert, damit auch Fremddaten in AENROL genutzt werden kénnen.
Alle Module sind so gestaltet, dass der Benutzewsnig wie mdglich eingreifen muss. Nur
beim Start der Module miissen Parameter festgeleglem. Weiterhin ist nun moglich, dass
die Module sich untereinander aufrufen kdnnen undler Automatisierungs-Prozess weiter
vereinfacht werden kann.

Fur den verwendetermop-DownAnsatz wurde mit PERMOL in dieser Arbeit eine
Homologie-Modellierung erstellt, die Startstruktureir eine Vielzahl von Modulen
bereitstellt. In der Hauptsache profitiert davonLRK, das zur Simulation von NOESY-
Spektren dient. Diese simulierten Spektren finderden Modulen ASSIGN (sequentielle
Zuordnung), KNOWNOE und PEAKASSIGN (NOESY-Zuordniing REFINE
(Atomabstandsgewinnung) und in der R-Wert-BerecgnWerwendung. Dadurch, dass es
nun moglich ist, bereits gut definierte Strukturem verwenden, kann eine Menge Zeit
eingespart werden im Gegensatz zu vorher, wo méneiausgestreckten Strang begonnen
wurde.

Mit ISIC ist ein Werkzeug entstanden, vorhandenetdstrukturen durch Zuhilfenahme
anderer Datenquellen weiter zu verbessern. So éatweder die Startstruktur oder die finale
Losungsstruktur weiter verfeinert werden. Zudem dast mdglich, mit moglichst wenig
experimentellen Daten bereits gute Strukturen zmegeren. Sollte zu einem Protein kein
homologes Modell vorhanden sein, so kann auf d\&sse eine Startstruktur erzeugt
werden.

Die Kombination der vorhandenen Module zu einetautbmatischen Strukturbestimmung,
die nur wenig NMR-Daten und eine Startstruktur lhenust das Ziel von AUREMOL. Ein
entscheidender Schritt besteht in der Entwicklungsflexiblen und verlasslichen Moduls zu
Gewinnung der sequentiellen Zuordnung. In diesdreAmnwurde zu diesem Zweck ASSIGN
entwickelt, das in realen Anwendungen bereits gutgebnisse liefert. Dass der richtige Weg
eingeschlagen ist, zeigen die Ergebnisse klar.iztimissen die in Kapitel 5.3.4 genannten

Uberlegungen weiterentwickelt und implementiert aesr, um fur die Vielzahl der
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verschiedenen Anwendungen verlassliche Ergebnissefern. Sobald dies erledigt ist, steht
der Vision einer vollautomatischen Strukturbestinmgnyron Proteinen in Losung nichts mehr

im Weg.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklungsd&oftwareprojekts AUREMOL
fortgesetzt. Das Ziel von AUREMOL ist die Bereititeg von Modulen, die eine
automatische Strukturbestimmung von Proteinen insubg mit moglichst wenigen
experimentellen Daten ermoglichen. Grundsatzlicleeiddungen sind die Einfihrung einer
einheitlichen IUPAC-konformen Nomenklatur der Atcanmen der einzelnen Aminosauren in
den verschiedenen Modulen von AUREMOL und die Bstellung entsprechender
Konverter, um Fremddaten leicht und schnell nuzzekdnnen.

Es wurden drei spezielle Module entwickelt, miteteHilfe die Proteinbestimmung mittels
AUREMOL weiter automatisiert wurde. D@op-DownAnsatz von AUREMOL verlangt u.
a. eine Startstruktur. Im Extremfall kann hier ausgestreckter Strang eingesetzt werden. Um
jedoch mehr Strukturinformationen gleich von Anfaag nutzbar zu machen und so die
Strukturbestimmung zu beschleunigen, wurde alesifgodul eine Homologie-Modellierung
(PERMOL) in AUREMOL implementiert und weiterentwglk Da bereits ab einer
Sequenzidentitdt von mehr als 20 % eine Homologigl. bFunktion und somit Struktur
vorliegen kann, wird die Strukturinformation derget, bereits geloster, Proteine dazu
genutzt, Atomabstédnde, Diederwinkel und Wasseltstiodken aus den PDB-Dateien zu
berechnen. Diese Daten werden dann als Beschra@kuRgstraint¥ in Molekildynamik-
Programmen verwendet. Die Berechnung von Fehlezgreiolgt unmittelbar aus den mit
Hilfe der jeweiligen Standardabweichung berechnétenfidenzintervallen. Ebenso kdnnen
auf diese Weise aus einzelnen Réntgenstrukturemritfé der fur jedes Atom gegebenen B-
Faktoren und der Auflosung Strukturbiindel gewonngerden. Die so gewonnenen
homologen Strukturen kdnnen sehr vielfaltig in #enschiedenen Modulen von AUREMOL
als Startstruktur eingesetzt werden.

Das zweite Modul (ISIC [71]) dient zur Strukturvedserung von Proteinen unter
Verwendung von Informationen aus anderen DatengueWahrend der letzten Jahre ist die
in der Proteindatenbank hinterlegte Datenmenge neremgewachsen. Durch die richtige
Nutzung konnen diese Daten eine wichtige Rolle ki@nftigen Strukturbestimmungen
einnehmen. Mit ISIC wird ein neuer, allgemeiner wuallautomatischer Ansatz fur die
Kombination von Strukturinformationen vorgesteltesonders wichtig hierbei ist, dass die

Daten nicht auf einfache Weise gemittelt werdemdson dass nur relevante Daten zur
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Strukturverbesserung beitragen. Auf diese Weisessioglich, hoch aufgeloste Strukturen
zu berechnen.

Mit ASSIGN wurde in der vorliegenden Arbeit einttes Modul entwickelt, mit dessen Hilfe
die sequentielle Zuordnung erstellt wird. Der Veigjh eines simulierten und experimentellen
2D-NOESY-Spektrums in definierten Bereichen erndgglies ASSIGN, fehlende chemische
Verschiebungen zu finden. Dazu werden die fehlerdemischen Verschiebungen iterativ
variiert und jedes Mal das simulierte Spektrum aafgebaut. Ein Vergleich von Linienform
und Volumina sowie die Nutzung einer statistisch&forhersage fir chemische
Verschiebungen liefern eine Bewertung des VerggicBurch Optimierung wird die

wahrscheinlichste Lésung als sequentielle Zuordriestpehalten.
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7 Anhang

7.1 Programmierumgebung

Das Softwarepaket AUREMOL ist in der Programmiesspe ANSI C geschrieben. Als
Programmierumgebung wurde die IDEtegratedDevelopmentnviroment) Visual Studio
6.0 von Microsoft verwendet. Fir die Qualitatskotr kam DevPartner Studio 7.1 zum
Einsatz.

Als Entwicklungsrechner wurde ein DELL Optiplex G6@(Intel ® Pentium ® 4 1,8 GHz,
768 MB RAM) unter dem Betriebssystem Microsoft Womgs XP verwendet. Die
Optimierungslaufe fur ASSIGN wurden auf einem DEQbtiplex GX280 (Intel ® Pentium
® 3,2 GHz, 2048 MB RAM) ausgeftihrt.

Die Molekuldynamik-Simulationen wurden auf dem Lin@Qluster des Rechenzentrums der

Universitat Regensburg ausgelagert.
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