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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die NMR (Nuklear Magnetic Resonance) Spektroskopie ist ein mdchtiges Werkzeug um die
geordnete 3D-Struktur, also die rdumliche Anordnung der Atome eines Proteinen zu
analysieren. Mit mehrdimensionalen NOESY-Spektren (Nuclear Overhauser Enhancement
Spectroscopy) (Kumar et al. 1980) konnen die Abstinde zwischen zwei Atomkernen im
Protein aus den Volumen des zugehoérigen NOESY-Kreuzsignals bestimmt werden.
Umgekehrt ist es moglich mit Programmen wie AUREMOL RELAX (Ried et al. 2004) die
Intensitdten und Linienformen aller NOESY-Signale aus einer vorhandenen 3D-Struktur des
Proteins zuriickzurechnen. Fiir ein vollstdndiges simuliertes 2-D- oder 3-D-NOESY-Spektrum
sind dann nur noch die chemischen Verschiebungen der Kernresonanzen notwendig.

Die Riickrechnungen der NOESY-Signale aus den 3D-Strukturen dienen in dieser Arbeit als
Basis des sogenannten Top-Down Ansatzes, bei dem die zuriickgerechneten Einzelsignale so
angeordnet werden, dass die resultierenden simulierten NOESY-Spektren bestmoglich mit den
gemessenen NOESY-Spektren iibereinstimmen. Als FErgebnis konnen die chemischen
Verschiebung aller Resonanzen des Proteins nach der Anordnung der simulierten Signale
abgelesen werden.

Da zwei oder mehrerer Protonen, die kovalent an das selbe schwere Atom gebunden sind,
nicht weit voneinander entfernt sind, haben sie der Regel dhnliche NOESY-Signalmuster, aber
unterschiedliche chemische Verschiebungen. Sie sind bei der Aufkldarung der vollsténdigen
Liste der chemischen Verschiebungen nur schwer voneinander zu unterscheiden. Im ersten
Teil dieser Arbeit, der stereospezifischen Zuordnung der Seitenkettenamidgruppen von
Asparagin und Glutamin, wird mithilfe des Top-Down-Ansatzes die stereospezifische
Zuordnung der Resonanzen der NH,-Protonen der Seitenketten von Asparagin und Glutamin
in den Modellpeptiden Gly-Gly-Asn-Ala-NH, Gly-Gly-Gln-Ala-NH, hdndisch bestimmt.

Im zweiten Teil wird das neue AUREMOL Modul SIBASA, die Weiterentwicklung von
ASSIGN (Brunner 2006) vorgestellt. SIBASA verwendet den Top-Down-Ansatz um die
vollstdndige Zuordnung von Proteinen automatisch zu bestimmen. Als Eingabe dient lediglich
die Rontgenstruktur des Proteins. SIBASA ist zwar darauf spezialisiert worden HSQC-
Spektren (Heteronuclear Single Quantum Coherence) (Bodenhausen und Ruben 1980) von
Proteinen aus dem 2-D-NOESY-Spektrum und dem 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum
zuzuordnen, ordnet aber im Prozess alle in den Eingangsspektren sichtbaren Resonanzen zu.

Im Folgenden wird noch eine Einfithrung in die beiden Problemstellung gegeben. In Kap. 2
werden die theoretischen Grundlagen fiir die beiden Teile dieser Arbeit erldutert. In Kap. 4.1
werden die Ergebnisse der stereospezifischen Zuordnung der Seitenkettenamide von Asn und
Gln, die mit Hilfe des Top-Down-Ansatzes und der Molekulardynamik Simulationen der
Tetrapeptide Gly-Gly-Asn-Ala-NH, und Gly-Gly-Asn-Ala-NH, gewonnen wurden,
beschrieben. In Kap. 4.2 werden die Ergebnisse der verbesserten Vorhersagen von chemische
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Verschiebungen aus 3D-Strukturen von Proteinen, die fiir die automatische Zuordnung mit
SIBASA sehr wichtig sind, gezeigt. Im Kap. 4.3 werden schlieSlich die Ergebnisse der
automatischen Zuordnung mit SIBASA und insbesondere die Ergebnisse der automatischen
Zuordnung der HSQC-Spektren von drei Proteinen unterschiedlicher Grolle dargelegt. In Kap.
5 werden die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert und in Kap. 6 noch einmal zusammengefasst.

1.1 Stereospezifische Zuordnung der Seitenkettenamide
von Asparagin und Glutamin in den Modellpeptiden
Gly-Gly-Asn-Ala-NH; und Gly-Gly-Gin-Ala-NH.
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Abbildung 1: Hdiufigkeitsverteilung H(J) der chemischen Verschiebungen o der Amidprotonen der
Asparagin- und Glutaminreste. Die Daten wurden aus der BMRB Datenbank entnommen und mit
einem Kerndichteschdtzer geglittet. A Asn H”', B Asn H*?, C GIn H*', D GIn H*’. Maxima fiir Asn
H*' (6,93 ppm, 7,60 ppm), Asn H*?? (6,95 ppm, 7,61 ppm), Gln H*' (6,84 ppm, 7,52 ppm), GIn H**

(6,88 ppm, 7,50 ppm).
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Zuordnungsdatenbanken bereits geloster Biomolekiile hilfreich. Diese Datenbanken enthalten
neben den Intervallen in denen Resonanzen von Kernen hdufig vorkommen auch die
Wabhrscheinlichkeit P(6|Aminoséure ﬂAtom), dass die Resonanz eines bestimmter Kern
einer Aminosdure die chemische Verschiebung 6 einnimmt. Die Zuverlédssigkeit der hiervon
abgeleiteten Voraussagen hdngt hauptsdchlich von der Giite der zugrundeliegenden Daten ab.
Fiir biologische Anwendungen ist die Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB) (Ulrich
et al. 2008) die am weitesten verbreitete Datenbank fiir chemische Verschiebungen und
enthdlt unter anderem auch die stereospezifischen Zuordnung der Seitenkettenamide von
Asparagin und Glutamin. Diese werden bei der Zuordnung von Biomolekiilen experimentell
tiber ihr NOE-Muster im homonuklearen (Wiithrich 1986) oder iiber das J-Kopplungsmuster
im heteronuklearen Spektrum (McIntosh et al. 1997) zugeordnet. Abb. 1 zeigt die
Haufigkeitsverteilungen der chemischen Verschiebungen der Seitenkettenamide von
Asparagin und Glutamin aus der BMRB. Die vier Verteilungen zeigen jeweils zwei getrennte
Maxima, die im Falle der beiden Verteilungen von Asparagin 0,67 ppm und im Falle der
beiden Verteilungen von Glutamin 0,68 ppm voneinander entfernt liegen. Zwei Maxima in
diesen Haufigkeitsverteilungen sind hier nicht nachvollziehbar, denn chemische
Verschiebungen setzten sich in der Regel aus zwei Beitrdgen zusammen, ndmlich der
intrinsischen chemischen Verschiebung des Kerns und dem Einfluss der Umgebung auf
diesen. Der erste Beitrag, die sogenannte Random-Coil-Verschiebung, kann aus NMR-
Messung der Tetrapeptide Gly-Gly-Asn-Ala und Gly-Gly-GIn-Ala gewonnen werden. Die
gemessen Resonanzen der Seitenkettenamide von H**' und H** im Asn sind 0,68 ppm, die
Resonanzen von Gln H*' und H**? sind 0,71 ppm voneinander entfernt (Bundi und Wiithrich
1979). Der zweite Anteil ist von Fall zu Fall verschieden, ist aber statistisch um 0 ppm verteilt
und erzeugt somit in der Regel eine unimodale Verteilung um den Random-Coil-Wert. Es
kann also angenommen werden, dass ein grolSer Teil der stereospezifisch Zuordnungen falsch
in der BMRB abgelegt wurden. Der wahrscheinlichste Schluss den man aus den Verteilungen
in Abb. 1 ziehen kann ist, dass Asn H*! gegeniiber H** um ca. 0,67 ppm in Richtung Tieffeld
und GIn H**' gegeniiber dem H*?* um 0,68 ppm ebenfalls in Richtung Tieffeld verschoben ist.
Eine Moglichkeit die Fehler in der BMRB zu korrigieren wire die chemischen
Verschiebungen von Asn H*' und H**? bzw. von Gln H*' und H*? in der Datenbank zu
vertauschen, falls gilt:

«  S(AsnH*?') < §(AsnH*?)
¢ 3(GInH) < 8(GInH?)

Eine Voraussetzung dafiir ist, dass die Reihenfolge der stereospezifischen Zuordnungen in
den Random-Coil-Peptiden bekannt ist. Konkret haben wir NOESY-Spektren von
Tetrapeptiden und deren Riickrechnungen verwendet um die Seitenkettenamide von Asn und
GIn zuzuordnen. Dabei wurden fiir die Riickrechnungen der vollstindige
Relaxationsmatrixformalismus und die Ergebnisse von Molekulardynamik-Simulationen
verwendet.
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1.2 Automatische sequentielle Zuordnung (SIBASA)

Die Bestimmung von 3D-Strukturen von Protein aus NMR-Daten ist normalerweise ein sehr
zeitaufwendiger Prozess. Es ist daher erstrebenswert die Strukturaufklarung zu
automatisieren. Prinzipiell ist es moglich die Struktur aus der Primérsequenz mittels
Molekulardynamik Simulationen (MD) zu bestimmen, was aber grofe Computer Cluster und
sehr viel Rechenzeit benétigen wiirde. Da diese Voraussetzungen selten erfiillt sind, aber 3D-
Strukturen in Forschung und Industrie oft benotigt werden, sucht man nach automatischen
Losungen, die auch auf handelsiiblichen Computern durchfiihrbar sind.

Fir die Strukturaufklarung mit NMR ist die vollstandige Liste der chemischen
Verschiebungen des Proteins zwar nicht zwingend erforderlich, sie verbessert aber die
Qualitét der resultierenden 3D-Struktur deutlich.

Ublicherweise arbeiten Programme, die automatisch Zuordnungen finden mit dem Bottom-
up-Ansatz, werten also hauptsdchlich die Primdrsequenz des Proteins und die experimentellen
Signallisten aus. Die meisten entwickelten Algorithmen beschrdnken sich auf die Auswertung
von Triple-Resonanz-Spektren, die das gesamte Riickgrat des Proteins iiber 'J- und *J-
Kopplungen miteinander verbinden. Mit diesen Spektren sind die automatische Methoden in
der Lage die Resonanzen der Hauptketten und oft auch die Resonanzen der CP-Kerne
zuzuordnen. Dafiir verwenden die meisten Programme Heuristiken, den Simulated Annealing
Algorithmus, Datenbanken, Brute-Force- oder Monte-Carlo-Methoden (Giintert 2009).
Vertreter dieser Programme sind z.B. MATCH (Volk et al. 2008), AUTOASSIGN
(Zimmerman et al. 1997; Moseley und Montelione 1999; Moseley et al. 2001; Moseley,
Hunter N B et al. 2004) und MARS (Jung und Zweckstetter 2004b, 2004a; Narayanan et al.
2010). Weitere Ansdtze konnen in Andrec und Levy (2002), Atreya et al. (2000) (2002), Chen
et al. (2005), Coggins (2003), Friedrichs et al. (1994), Giintert et al. (2000), Hare und
Prestegard (1994), Kamisetty et al. (2006), Kjer et al. (1994), Leutner et al. (1998), Li und
Sanctuary (1997a), Lin et al. (2005), Lukin et al. (1997), Masse und Keller (2005), Olson und
Markley (1994), Vitek et al. (2005), Wang et al. (2005), Wu et al. (2006) und Xu et
al. (2002) (2006) nachgelesen werden.

Sollen ebenfalls die Seitenketten automatisch zugeordnet werden, so wird meisten auf
mehrdimensional 'H-'"H-COSY- (Correlated SpectroscopF) (Aue et al. 1976) oder 'H-'H-
TOCSY-Spektren (Total Correlation Spectroscopy) (Braunschweiler und Ernst 1983)
zuriickgegriffen. In diesen Spektren, sind die Protonen des Proteins iiber die *J- und °J-
Kopplungen miteinander verbunden, was dazu fiihrt, dass nur intraresiduale Kreuzsignale von
Protonen einer Aminosdure untereinander sichtbar sind. Ziel vieler dieser Algorithmen zur
Bestimmung der chemischen Verschiebungen der Seitenketten ist die Signale der
Aminosduren in diesen Spektren zu sogenannten intraresidualen Spinsystemen
zusammenzufassen und diese mit Hilfe von Triple-Resonanz-Spektren auf die Primédrsequenz
abzubilden (Li und Sanctuary 1997b; Eghbalnia et al. 2005). Durch Mustererkennung kénnen
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in der Regel die moglichen Aminosduren der Spinsysteme eingeschrankt und die Kreuzsignale
der Aminosduren in den Spektren voneinander getrennt werden. In CAPRI (Choy et al. 1997)
erfolgt die Mustererkennung iiber neuronale Netze und wird durch die Vorhersage der
Sekundarstruktur des Proteins aus der Primdrsequenz (Rost und Sander 1993) unterstiitzt.
CAMRA (Gronwald et al. 1998) verwendet die chemischen Verschiebungen von homologen
Proteinen als zusétzliche Informationen, um die Spinsysteme aus TOCSY-Spektren in die
Primédrsequenz einzuordnen. MONTE (Hitchens et al. 2003) verwendet Simulated Annealing,
Triple-Resonanz-Spektren und 4D Amid-Amid-NOESY-Spektren um die Resonanzen von
deuterierten Proteinen zuzuordnen. SIDELINK (Masse et al. 2006) verwendet die chemischen
Verschiebungen der Hauptketten (H", C% H%) und mehrere 3-D-NOESY-Spektren fiir die
Zuordnung. In ST2NMR (Pristovsek et al. 2002) und in Xu et al. (1993) (1994) werden statt
Triple-Resonanz-Spektren 2-D- und 3-D-NOESY-Spektren verwendet, um die mit den
TOCSY-Spektren erzeugten intraresidualen Spinsysteme auf die Primdrsequenz abzubilden.

GARANT (Bartels et al. 1996; Bartels et al. 1997; Giintert 2009) verfolgt einen allgemein
giiltigen Ansatz. Als Eingabe dient mindestens die Primdrsequenz des Proteins und eine
Kreuzsignal-Liste eines NMR-Spektrums. Zusédtzlich konnen weitere Kreuzsignallisten von
weitere NMR-Experimenten, 3D-Strukturen, bekannte und geschéitzte chemische
Verschiebungen iibergeben werden. Aus der Primérsequenz und der Topologie Datenbank des
Magnetisierungstransfers der verwendeten NMR-Experimente werden die zu erwarteten
Signale bestimmt. Mit Hilfe eines genetischen Algorithmus und einer anschliefenden lokalen
Optimierung wird bestmoglich versucht die erwarteten auf die sichtbaren Kreuzsignale
abzubilden. Als Ergebnis erhdlt man, soweit sie in den Eingabespektren untersucht wurden,
eine vollstandige Liste der chemischen Verschiebungen des Proteins. Die zu erwartenden
NOESY-Kreuzsignale konnen, sollte keine 3D-Struktur vorhanden sein, durch
Wahrscheinlichkeiten des Auftretens eines NOE-Kontaktes, die aus Datenbanken stammen,
ersetzt werden. GARANT ist Teil des FLYA-Algorithmus (Lépez-Méndez und Giintert 2006)
zur automatischen Bestimmung von 3D-Strukturen mittels NMR.

Das in diesem Kapitel beschriebene SIBASA (Simulated Based Sequential Assignment)
bestimmt die vollstandige Liste der chemischen Verschiebungen von Proteinen und ist im
speziellen auf die Zuordnung von HSQC-Spektren (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) (Bodenhausen und Ruben 1980) optimiert worden.

Die Zuordnung von HSQC-Spektren von Proteinen ist unter anderem fiir das
Wirkstoffdesign mittels NMR wichtig, wo solche Spektren mit und ohne ein zu
untersuchenden kleines Molekiil, dem sogenannten Liganden, aufgenommen werden. Durch
Vergleich der beiden Spektren kénnen Signale identifiziert werden, die unter dem Einfluss des
Liganden die Position verdndern. Diese Signale sind in der Regel Zeichen einer lokalen
Interaktion des Liganden mit dem Protein an der Stelle in der 3D-Struktur, die fiir das Signal
im HSQC-Spektrum verantwortlich ist. Eine vollstindige Zuordnung des Spektrums ist
notwendig, um jedem HSQC-Signal einen Ort in der Struktur zuzuweisen zu kénnen. Mithilfe
von Docking Simulationen, die mit Programmen wie HADDOCK (Dominguez et al. 2003; de
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Vries, Sjoerd J et al. 2007) und AUTODOCK (Park et al. 2006) durchgefiihrt werden kénnen,
ist es dann moglich durch Angabe der Interaktionsstellen die Auswirkung des Liganden auf
die 3D-Struktur des Proteins zu simulieren und damit die Wirkungsweise des Stoffes zu
beurteilen. Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Untersuchung der Druckabhdngigkeit der
chemischen Verschiebungen von Proteinen. Um die Druckabhdngigkeit der chemischen
Verschiebungen herleiten und durch Hochdruck begiinstigte konformationelle Anderungen in
der Struktur erkennen zu kénnen werden Druckreihen von HSQC-Spektren aufgenommen.
Generell sind Problemstellungen hédufig anzutreffen, bei denen eine Rontgenstruktur zu einem
zu untersuchenden Proteinen vorhanden ist und ein HSQC-Spektrum zugeordnet werden soll.
In vielen Fillen ist neben der Rontgenstruktur auch schon eine ungefdhre Teilzuordnung des
HSQC-Spektrums bekannt, die als zusétzliche Information fiir die automatische Zuordnung
dienen kann. Bei Titrationsreihen und Druckreihen von HSQC-Spektren ist meisten die
Zuordnung des Basisspektrums bekannt. Soll das HSQC-Spektrum einer Punktmutante
zugeordnet werden, so steht oft bereits das zugeordnete HSQC-Spektrum des Wildtyps zur
Verfiigung. Vor allem fiir solche Probleme lohnt sich die automatische Zuordnung, da sie mit
den bekannten chemischen Verschiebungen schneller arbeitet und zuverldssigere Ergebnisse
erzeugt.

Idealerweise konnte man die chemischen Verschiebungen aus der 3D-Struktur direkt
berechnen. Ansitze dafiir liefern Softwarepakete wie SHIFTS (Osapay und Case 1991; Case
1995; Facelli und Dios 1999; Xu und Case 2001, 2002), SHIFTX (Neal 2003) und dessen
Nachfolger SHIFTX2 (Han et al. 2011). Diese Programme gehen von den chemischen
Verschiebungen ungefalteter Peptide aus, den sogenannten Random-Coil-Verschiebungen, die
z.B. in Schwarzinger et al. (2000) bestimmt worden sind. Die Abhédngigkeit der Random-Coil-
Verschiebungen von der Primérsequenz wurde in Schwarzinger et al. (2001) untersucht und
die Abhdngigkeiten von Temperatur und pH wurde in Kjaergaard et al. (2011) diskutiert.
Zusétzlich werden von den Vorhersageprogrammen der Einfluss der 3D-Struktur auf die
chemische Verschiebung berechnet berechnet und zum Random-Coil-Wert hinzugezdhlt.
SHIFTX und SHIFTX2 bestimmen diesen Einfluss mithilfe von Datenbanken, die aus den
chemischen Verschiebungen und 3D-Strukturen bereits gelOster Proteinen erstellt worden
sind. SHIFTX2 bezieht zusétzlich, falls vorhanden, die Liste der chemische Verschiebungen
homologer Proteine mit ein. Obwohl sich die Genauigkeit der Vorhersagen stetig verbessert,
sind die Ergebnisse noch lange nicht gut genug um NMR-Spektren verlasslich zuzuordnen zu
konnen.

Der erster Schritt fiir die Strukturaufklarung und die Zuordnung von HSQC-Spektren ist
normalerweise die Auswertung von Triple-Resonanz-Spektren (Cavanagh 2007), die entweder
manuell oder iiber eine der oben genannten Automatisierungsmethoden zugeordnet werden
miissen. Da aber das dafiir bendtigte C isotopenmarkierte Protein relativ teuer ist,
konzentriert sich der Ansatz von SIBASA auf 3D "N-NOESY-HSQC-Spektren, deren
Projektionen sowohl die zuzuordnenden HSQC-Spektren, als auch den linken Teil eines 2-D-
NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) Spektrums beinhalten. Das 2-D-NOESY-
Spektrum, das ebenfalls als Eingabespektrum fiir SIBASA dient, hat in der Regel nicht nur ein
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hervorragendes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis, sondern liefert ein eindeutiges Netzwerk von
Wechselwirkungen zwischen nahezu allen Protonen des Proteins, das auflerdem mit einer
vorhanden Réntgenstruktur nachvollzogen werden kann.

Das hier beschrieben automatische Zuordnungsmodul SIBASA basiert auf dem ASSIGN-
Algorithmus (Brunner 2006), das fiir die vorliegende Arbeit weiterentwickelt und angepasst
wurde. ASSIGN basiert auf dem Top-down-Ansatz, d.h. Ausgangspunkte ist neben der
Primdrsequenz auch die nicht notwendigerweise perfekte 3D-Struktur des Proteins. Das
AUREMOL Modul RELAX (Gérler und Kalbitzer 1997; Ried et al. 2004) rechnet aus diesen
Daten das 2-D-NOESY-Spektrum des Proteins zuriick. RELAX basiert auf dem vollstandigen
Relaxationsmatrixformalismus und kann die Signalvolumen, Linienbreiten, Linienformen und
Multiplettstrukturen der NMR-Signale berechnen. ASSIGN fand die richtige vollstandige
Zuordnung, indem es eine Anfangsliste von chemischen Verschiebungen, die auch zuféllig
gewdhlt werden konnte, so optimierte, dass die Abweichung des zuriickgerechneten und des
experimentelles 2-D-NOESY-Spektrums minimal wurde. Diese Prozedur konnte auch iterativ
vorgenommen werden. Dabei wurden die NOE-Signale des 2-D-NOESY-Spektrums mit der
optimierten Liste der chemischen Verschiebungen zugeordnet und anschliefend eine neue
genauere 3D-Struktur bestimmt. Die resultierende Struktur diente als Eingabe fiir die
Riickrechnung der néchsten Iteration von ASSIGN. ASSIGN war bereits in der Lage mithilfe
des AUREMOL Moduls fiir die Homologie-Modellierung PERMOL (Brunner 2006) aus der
Struktur und der Zuordnung von HPr S. aureus (wt) die Struktur und die nahezu vollstédndige
Zuordnung der Mutante H15A zu ermitteln.

SIBASA wurde an vielen Stellen angepasst und erweitert, die Geschwindigkeit erh6ht und
die Verldsslichkeit entscheidend verbessert. SIBASA ist nun in der Lage neben dem 2-D-
NOESY-Spektrum gleichzeitig ein 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum zuzuordnen. SIBASA
enthélt zudem erstmals auch ein Bewertungssystem, das es erlaubt die automatisch ermittelten
chemischen Verschiebungen und HSQC-Zuordnungen zu beurteilen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Stereospezifische Zuordnung der Seitenkettenamide
von Asparagin und Glutamin

211 Allgemeine Herangehensweise

Im Idealfall kénnen Protonen in starren Peptide mit gut bestimmter 3D-Struktur mithilfe
ihres NOE-Musters stereospezifisch zugeordnet werden. Bei den Amidprotonen des Asn
betrachtet man im einfachsten Fall die NOE-Kontakte der Asn H*- mit den HP-Protonen, beim
GIn die Kontakte der GIn H- mit den H'-Protonen. Dem H**' des Asn bzw. dem H*' des GIn
wird dabei das Stdrkste der betrachteten NOESY-Kreuzsignale zugeordnet (Mclntosh et al.
1997). Eine allgemeinere Herangehensweise ist dagegen der Vergleich des zuriickgerechneten
mit dem gemessenen NOE-Muster. Fiir Riickrechnung muss eine stereospezifische Zuordnung
der chemischen Verschiebungen vorgegeben sein. Durch das Permutieren der chemischen
Verschiebungen der nicht eindeutigen Zuordnungen &ndert sich auch das Gesamtmuster im
zuriickgerechneten Spektrum. Man kann davon ausgehen, dass man die richtige
stereospezifische Zuordnungen vorgegeben hat, wenn die Ubereinstimmung zwischen
experimentellen und zuriickgerechneten Spektrum am hochsten ist. Random-Coil-Peptide
besitzen im Gegensatz zu gefalteten Proteinen keine eindeutige 3D-Struktur, aber es kdnnen
dennoch akkurate Spektren simuliert werden, falls {iber alle vorkommenden Konformationen
in der NMR-Probe gemittelt wird. Ein solches Ensemble erhélt man durch Simulation der
Peptide in Losung iiber einen ldngeren Zeitraum. Das Peptid durchléuft im Laufe dieser
Simulation alle Zustdnde, die auch im Experiment fiir die beobachtbaren NOEs
verantwortlich sind. Aus der resultierenden Trajektorie erhdlt man neben dem Ensemble des
Peptids in Losung auch dessen kinetische Parameter unter Experimentbedingungen. Fiir
genaue Riickrechnungen fehlen nur noch die chemische Austauschraten, die aber wegen der
langen Austauschzeiten nicht von der Molekulardynamik erfasst werden koénnen. Zwei
Prozesse sollten berticksichtigt und als zusétzliche Parameter in die Simulation der Spektren
gesteckt werden, ndmlich der Austausch der Amidprotonen mit dem Losungsmittel und der
180°-Flip der NH,-Gruppen der Seitenketten um die partielle 1 C=N Doppelbindung. Fiir Asn
bzw. Gln sind das die Flips um die Bindungen CY-N* bzw. C>-N®. Wihrend der Austausch
von Amidprotonen mit dem Losungsmittel von der MD nicht unterstiitzt wird und deshalb die
Raten selbst bestimmt werden miissen, sind Flip-Austausche prinzipiell auch in
Molekulardynamik-Trajektorien beobachtbar und wiirden in die bestimmten kinetischen
Parameter mit einflieBen. Da aber solche Austausche sind in der Regel nicht hédufig genug
vorkommen (ungefahr alle 5 s was einer Austauschrate von 0,2 Hz entspricht (JURANIC et
al. 1998) ) um in kurzen MD-Simulationszeit erfasst zu werden, miissen sie separat bestimmt
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werden. Eine Mdglichkeit diese Raten zu bestimmen wird im weiteren Verlauf des Kapitels
noch erlautert.

21.2 Simulation der NOESY-Spektren

Die bisherigen Versionen von AUREMOL RELAX konnten den chemischen Austausch und
dessen Effekt auf NOE Kontakte nicht behandeln. Die neuesten Version wurde deshalb um die
Funktion erweitert die Kinetikmatrix K (Jeener et al. 1979), die die chemischen
Austauschraten fiir alle Protonenpaare enthilt, fiir die Riickrechnung zu beriicksichtigten. Die
chemische Formel eines Zweizustandsaustausch ist in Gl. 1 gegeben.

AQB M

Die Kinetikmatrix K fiir einen solchen Austausch sieht folgendermaflen aus:
—k k
K= AB BA )
( k 4B —k BA) &

Dabei sind A und B die beiden Zustinde und kag und kga die Austauschraten in beide
Richtungen. Die Dynamikmatrix D ist die Differenz der Relaxationsmatrix und der
Kinetikmatrix:

D=R-K 3)
Fiir einen einfachen Austausch zwischen zwei Zustdnden sieht sie folgendermallen aus:

D= 4

Ptk s Opi—kp,
GAB_kAB pB+kBA

RELAX kann mit zwei Arten des chemischen Austausches umgehen, ndmlich den
Austausch von Amidprotonen mit dem Losungsmittel und einem Positionsaustausch zweier
Protonen im Molekiil. Der erstgenannte Austausch kann auf vier verschiedene Arten
stattfinden, ndmlich basekatalytisch, sdurekatalytisch, {iber eine imidische Sdure und direkt
mit dem Losungsmittel. Die Reaktionsgleichungen fiir den Austausch eines Hauptkettenamids
mit einem Wasserproton sehen vereinfacht so aus (Eriksson et al. 1995):
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H k
-C-N- + OH <« -C-N-+HO (5)
O O
H K~ HH
-C-N- +H,0° = -C=N- +H,0 ©)
¢ ¢
I_II kISl I:I le2
CN- RO 4P N THO B N RO o
0 0 0
H H
I_IIA kw I_|IW
-C-N- +H,-O-H, = -C-N- + H,-O-H, (8)
O ¢

Der direkte Austausch (Gl. 8) spielt in der Regel eine geringe Rolle.

Wie bei Jeener et al. (1979) beschrieben ist, stellen diese Vorgdnge chemische
Austauschreaktionen, bei denen die Partner stark unterschiedliche Konzentrationen haben,
dar. Mit den Annahmen, dass der Anteil des geldsten Biomolekiils x, <1 und der Anteil des
Losungsmittels xg~1 ist und mit kag = xgk bzw. kga = xak, sind die Signalvolumen des
Biomolekiils weder vom Diagonalelement des Ld&sungsmittels noch von den Nicht-
Diagonalelementen des Biomolekiils mit dem Losungsmittel abhdngig. Das gleiche gilt auch
fiir die Nicht-Diagonalelemente der dipolaren Wechselwirkung oas = xg0 und oga = xa0 und
dessen Diagonalelement pg. Aulerdem rechnet AUREMOL RELAX keine Signale fiir das
Losungsmittel zuriick, da diese in der Regel nicht benotigt werden, die entsprechenden
Strukturdaten in der Regel nicht vorhanden sind und die zuriickgerechneten Signale wegen
Verfahren wie Wasserunterdriickung nicht mit dem Experiment vergleichbar wéren. Deshalb
werden in der Relaxationsmatrix alle Elemente vernachldssigt, die das Lésungsmittel direkt
oder die Interaktion mit ihm beschreiben. Zur Berechnung des chemischen Austausches des
Proteins benétigt man nur noch das Diagonalelement des betroffenen Protons, dass den
Abfluss von Magnetisierung an die Umgebung beschreibt. Es berechnet sich folgendermalien:

K,=p+k )
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Alle anderen Elemente der Dynamikmatrix bleiben vom Austausch unbeeinflusst. Die
Austauschraten k kdnnen interaktiv vom Benutzer angegeben werden. Eine Mdéglichkeit diese
Raten zu bestimmen wird in Bai et al. (1993) beschrieben.

Der Positionsaustausch zweier Kerne im Molekiil findet z.B. beim Flip einer NH,-Gruppe
statt:

Hl(E)—N—Hz(z)f’_Hz(z)—N—H‘(E) (10)

Beide Protonen werden von AUREMOL RELAX beriicksichtigt. Deshalb miissen vier
Elemente in der Dynamikmatrix angepasst werden:

D,=p;+k
Dy=p;+k
D,.j:q.j—k
D,.l:oﬁ—k

(11)

Die Elemente p; und der o; der Relaxationsmatrix hdngen von der Gesamtrotation und
internen Beweglichkeit des Molekiils ab. Eine vollstdndige Beschreibung beider Vorgénge fiir
NH,-Gruppen kann in JURANIC et al. (1998) nachgelesen werden. Die beiden Vorginge
kéonnen in AUREMOL RELAX zusammen mit der dipolaren Relaxation gleichzeitig
behandelt werden, wobei die Kinetikmatrizen K der beiden Austauschreaktionen nur addiert
werden miissen.

Die Dynamik des Systems wird oft mit dem modellfreien Ansatz (Lipari und Szabo 1982)
beschrieben. Aus ihm ergibt sich fiir die Spektrale Dichte zweier Protonen i und j:

(0)=2 Syt (1=S))T,

Y 5 1+((u‘ci,,m,)2 1+((DTU')2

(12)

Hierbei ist Sizj der Ordnungsparameter, T« die Korrelationszeit der Gesamtrotation im
Molekiil fiir isotrope Molekiile und Tjjinem die Korrelationszeit der internen Beweglichkeit. Der
Ordnungsparameter Sizj quantifiziert anschaulich den Anteil der starren Gesamtrotation des
Molekiils an der translationsfreien Gesamtbewegung des Verbindungsvektors zwischen den
beiden Protonen i und j, d.h. je groBer Sizj desto ist, desto starrer ist die Verbindung zwischen

den Protonen i und . t; wird folgendermaBen berechnet:

=1 4T (13)

ij ij ,rot Tij,intern

Clore et al. (Clore et al. 1990) haben gezeigt, dass eine dritte Beweglichkeit eingefiihrt
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werden muss, um eine bessere Beschreibung von Relaxationsprozessen im Peptid zu erhalten.
Die interne Beweglichkeit wird in eine langsame interne Beweglichkeit mit der

Korrelationszeit T, und eine schnelle Beweglichkeit mit Korrelationszeit Tz und dem
2

Ordnungsparameter Sj; ¢

aufgeteilt. Falls Tjns viel kleiner als Tiqow ist, ergibt sich die
zugehorige spektrale Dichte des Kernpaares ij zu:

2 5 5
JU((D):% SUTU,rot +(Sij,ﬁzst Sij)rij (14)

SlHoT,.,)" 1+Hot,)

Dabei gilt diesmal:

-1_ _-1 -1
Ty =T rot T T stow (15)

213 Bestimmung der chemische Austauschraten

Da NOE-Intensitdten und Linienbreiten auch von Austauschprozessen abhdngen, diirfen
deren Beitrdge in der Riickrechnung nicht vernachléssigt werden. Der chemische Austausch
der Haupt- und Seitenkettenprotonen mit dem Losungsmittel und der Flip-Austausch der
NH,-Gruppen der Seitenketten miissen fiir die Riickrechnungen der beiden Tetrapeptide
beriicksichtigt werden. Erster kann vernachldssigt werden, da die Austauschraten bei pH 3
sehr klein sind und deshalb die Linienformen nicht beeinflussen (Bai et al. 1993). Diese
Annahme wurde durch den Vergleich der ohne chemischen Austausch simulierten 1-D-
NOESY mit den entsprechenden experimentellen 1-D Linienformen bestétigt. Die
Linienbreiten der Hauptkettenamide stimmen in beiden Faden iiberein.

Die Kreuzsignale der beiden Protonen in den NH,-Gruppen zueinander haben, im Gegensatz
zur Riickrechnung des 2-D-NOESY-Spektrums ohne Austausch, positives Signalvolumen.
Dies kann nur mit Flipprozessen erklart werden, was auch in JURANIC et al. (1998) bestitigt
wurde. Die Magnetisierung des Losungsmittel spielt generell keine Rolle, da sein
Magnetisierungstransfer zum Peptid sowohl iiber chemischen Austausch als auch dipolare
Kopplung vernachldssigbar ist (siehe Kap. 2.1.2). Damit die Kreuzsignale in den
Simulationen der Spektren ebenfalls positive Signalvolumen erhalten, muss die Austauschrate
k zu den beiden Diagonalelementen der Amidprotonen Rj, R; in der Relaxationsmatrix R
hinzuaddiert und von den beiden Nicht-Diagonalelementen R;;, R; abgezogen werden. Falsche
Relaxationsraten beeinflussen nicht nur die entsprechenden Signale, sondern {iber
Spindiffusion auch alle anderen Kreuzsignalvolumen, insbesondere da die Mischzeit mit 0,3 s
fiir unsere Experimente sehr hoch gewdhlt wurde.

Die Austauschraten wurden solange variiert, bis das Verhdltnis der Volumen zweier
Referenzsignale im Experiment und in der Simulation gleich gro waren. Fiir Asn wurden die
beiden Kreuzsignale H**/H**' und HP/H** fiir die Fliprate k(C'-N*?) als Referenz gewdbhlt, fiir
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Gln waren es die beide Signale H"/H*' und H"/H** fiir die Rate k(C>-N*) und fiir die beiden
Ala C-Termini waren es die Signale H*'/H* und H*H".

214 Vorhersage von chemischen Verschiebungen aus den
MD-Trajektorien

Die Ergebnisse der stereospezifischen Zuordnung der NH,-Gruppen wurde durch die
Programme SHIFTS 4.3 (Osapay und Case 1991; Case 1995; Facelli und Dios 1999; Xu und
Case 2001, 2002) und SHIFTX (Neal 2003) bestdtigt. Beides sind Programme, die die
vollstindige Zuordnung eines Biomolekiils nur mit dessen 3D-Strukturen vorhersagen
konnen. Sie addieren hierfiir die intrinsischen (Random-Coil) chemische Verschiebung zu
einem von der 3D-Struktur abhdngigen Beitrag. Wahrend die Random-Coil-Verschiebung fiir
jede Atom-Aminosdure-Kombination gleich ist, hdangt der zweite Beitrag von der chemischen
Umgebung der jeweiligen Kerns ab und wird aus der PDB Datei berechnet. Die vorhergesagte
chemische Verschiebung ergibt sich folgendermalSen:

) ) +90

predicted — * random —coil structural correction (]- 6)

Mit beide Programmen wurde fiir jede der 1.000 Strukturen der Ensembles von Gly-Gly-
Asn-Ala-NH, und Gly-Gly-GIn-Ala-NH, eine Zuordnungsliste erstellt. Die 1.000

Einzelvorhersagen einer chemischen Verschiebung wurden mit einem Kerndichteschitzer mit
1

GauB3-Kernel, dessen optimaler Bandbreite (%)50 (Berwin A. TURLACH) ( N Anzahl der

Datenpunkte, o Standardabweichung der Daten) =zu einer Haéufigkeitsverteilung
zusammengefasst.

21.5 Entnahme der Dynamik Parameter aus der MD-
Simulation

Da MD-Trajektorien zu jedem Zeitpunkt der Simulation sowohl die Position als auch den
Impuls fiir alle Atome im System aufgezeichnet haben, ist es moglich sowohl
Ordnungsparameter als auch Korrelationszeiten aus ihnen zu berechnen (Bora und Prabhakar
2009; Villa und Stock 2006). GROMACS stellt zu diesem Zweck eigene Werkzeuge zur
Verfiigung, deren Anwendung fiir diesen Fall im folgendem genauer beschrieben wird. Die
ersten 5 ns der Trajektorie, die das System ins Gleichgewicht gebracht haben, wurden mit
trjconv abgeschnitten. Von der verbleibenden Trajektorie wurde anschlieBend die Translation
der Peptide entfernt. Die Dynamikparameter konnen durch Fits der Korrelationsfunktionen
Cii(t) gewonnen werden. Im allgemeinen gilt:
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C;(1)=(P,[d;(0) G, (1)]) (17)

Dabei ist uAij(t) der zeitabhingige Einheitsvektor entlang der Verbindungslinie der Kerne i
und j und P, das Legendre-Polynom der 2-ten Ordnung:

Pz(x):%(3x2—1) (18)

Im erweiterten modellfreien Ansatz geht man von der Unabhédngigkeit der starren
Gesamtrotation des Molekiils und der internen Beweglichkeit aus. Daher wird Cj(t) zu:

Ci/(t):Ci/,mt(t)Ci/‘,mtem(t) (19)
wobei
C (t)—lex (—t/r ) 20
ij, rot - 5 p ij, rot ( )
und
Cij,intern (t): S;+(S;',fast_5?j) exp(_t/TU,5101v) (21)

<T.

ij,slow

ist, falls <, (Bora und Prabhakar 2009). Die Unabhédngigkeit voneinander wird

ij , fast

im erweiterten modellfreien Ansatz auch fiir die langsame und schnelle interne Beweglichkeit
vorausgesetzt. Durch Fouriertransformation der Korrelationsfunktion ergibt sich die Spektrale
Dichte J;j(w), die in Gl. 14 analytisch beschrieben wurde.

Um Cjjinem(t) fiir alle Kernpaare zu erhalten, wurde mit trjconv eine Trajektorie mit
konstantem Gesamtdrehimpuls erzeugt. Das Peptid wurde zu jedem Zeitpunkt an die zeitlich
gemittelte Struktur, die mit g_rmsf erzeugt wurde, gefittet um die Gesamtrotation zu
entfernen. Die numerische Umsetzung von Gl. 21 wurde mit g_rotacf und folgenden Optionen
erzeugt:

* -P 2 fiir Legendre-Polynome der 2-ten Ordnung

* -noaver damit fiir jedes Paar ij eine Korrelationsfunktion und keine gemittelte
Korrelationsfunktion fiir alle Kernpaare erzeugt wird

* -d um anzugeben, dass die Korrelationsfunktionen fiir Paare aus jeweils 2 Kernen
gebildet werden sollen

AuBerdem benétigt g _rotacf eine Indexdatei, die die Kernindexpaare ij mit GROMACS
Atomindices fiir alle zu erstellenden Cj(t) auflistet. Zur Automatisierung dieses Prozesses
wurde ein neuer Dialog fiir die Erzeugung von Metafiles in AUREMOL implementiert, der
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unter anderem solche Index-Dateien erstellen kann. Mit einer ebenfalls neuen AUREMOL

Funktion wurde die erste ns aller Cj;inem(t) der Peptide an Gl. 21 gefittet und die resultierenden
Werte S, S; ny und Ty im AUREMOL Metafile als Matrizen abgelegt. AUREMOL
verwendet hierfiir die Fitroutine von ALGLIB (Sergey Bochkanov). AUREMOL RELAX liest
fiir seine Riickrechnung das erzeugte Metafile ein und kann somit auf die bestimmten

Dynamikparameter zuriickgreifen.

Zur Berechnung der Relaxationsmatrix R fehlt nur noch die Korrelationszeiten der starren
Gesamtrotation Cjju(t):

C,(1)

Cij‘mt(t): Cij,intem(t>

(22)

Die Korrelationsfunktion der gesamten Bewegung C;(t) werden ebenfalls mit g_rotacf, mit
den selben Parametern und mit der selben Indexdatei aus der translationsfreien Trajektorie
erzeugt. Die mit Gl. 22 berechneten C;;«(t) werden mit AUREMOL an Gl. 20 gefittet und die
Werte von Tj im Metafile gespeichert. Eine t;.-Matrix hat den Vorteil, dass sie im
Gegensatz zu einem einzelnen Wert von T, die Anisotropie des Molekiils mit beriicksichtigt.
Ein einzelner Wert kann die starre Rotation nur fiir sphédrische Molekiile gut beschreiben.
Neben der tj.-Matrix bietet AUREMOL RELAX auch noch eine weitere
Anisotropiekorrektur fiir nicht kugelférmige Molekiile an (Gorler und Kalbitzer 1997).

Da die in der Molekulardynamik-Simulation verwendeten Losungsmittelmodelle nicht die
gleiche Viskosititen wie die reale Losungsmittel haben (Mark und Nilsson 2001), miissen die
rotatorischen Korrelationszeiten i« korrigiert werden. Mithilfe des GROMACS Tool g msd
wurde dafiir zuerst der Selbstdiffusionskoeffizient D+ des H,O/D,O-Ldsungsmittelmodell
bestimmt:

Dy 4p=tim (|7 (1) =r(0)] 23)

Er wurde iiber alle Sauerstoffatome in der Losung gemittelt. Fiir das SPC/E/SPCHW-
Mischmodell ergibt sich Drgm zu 2,0496 -10 °m’s™' . Der korrespondierende experimentelle
Wert kann durch Interpolation aus den in Longsworth (1960) aufgelisteten experimentellen
Werte des Selbstdiffusionskoeffizienten fiir H,O/D,O-Gemische bestimmt werden. Aus den
Werten bei 278, 298 und 318 K ergibt sich Dr.x, bei 293 K zu 1,9640 -10 °m’s .

Der Zusammenhang von 1., eines gelosten Molekiils mit dem Selbstdiffusionskoeffizienten
des Losungsmittels wird durch die Debye-Stokes-Einstein-Gleichung beschrieben:

_Vn
rot_kBT

T 24)
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Der Selbstdiffusionskoeffizient Dy ergibt sich dann folgendermaRen:
p=—tsT 25
T 63_[ YI Fi ( )

wobei 1 die Viskositdt des Losungsmittels, ry dessen hydrodynamischer Radius und V das
Volumen des Molekiils ist. Kombiniert man Gl. 24 und Gl. 25, so ergibt sich fir T :

=V 26
= 6mr, D, (26)

Aus der folgenden Relation kann ein Korrekturfaktor C fiir 1, bestimmt werden:

rot ,exp __ T, sim
Trot sim_ D
! T, exp 27
5 27)
C=—rsm. =1,04
_D Tz‘ot,sim_ > Trot,sim
T, exp

Diese Korrektur ist im Gegensatz zu der Korrektur, die fiir das weit verbreiteten Tip3p-
Wassermodell (Jorgensen et al. 1983) bendtigt wird, ziemlich gering. Das Tip3p-Modell
benotigt einen Korrekturfaktor von ca. 2 (Mark und Nilsson 2001; Ferner et al. 2008) und ist
somit nicht geeignet die Dynamik eines Peptidsystems zu beschreiben.
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2.2 Automatische sequentielle Zuordnung (SIBASA)

221 Vorbereitung

Molekulardynamikrechung
aus Struktur

Dynamik-
parameter

Struktur-
ensemble

T~

Spezifische
Verteilungen der
chemischen
Verschiebungen

Allgemeine
Verteilungen
der chemischen
Verschiebungen

\/

Kombinierte Verteilungen
der chemischen Verschiebungen

Erstellung der Slotliste
aus alle experimentellen
Spektren

Gewichtung
der Spektren
untereinander

\

o Vol,Sh R
Abschitzung der E"* """ und
einstellen von w

E,D
Y und w

E,o

Abbildung 2: Notige Vorbereitungen und Vorverarbeitungen fiir die automatische Zuordnung. Abb.
3 zeigt die nétigen Schritte fiir die Verarbeitung der experimentellen Daten und die Details der
Riickrechnung (Griin, Blau) vergréBert. E*""%* steht fiir den geschdtzten Wert der Pseudoenergie

des Volumens und der Linienform der richtigen Zuordnung (GI.
Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie des Dummyslots

Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung (Gl. 63 und 64 ).

65), wEP™™  fiir den

(Kap. 2.2.9) und w"” fiir den
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Experimentelles Simuliertes
Spektrum Spektrum
Aufnahme
Prozessierung
Rucksrechnung
des Spektrums
\
automatische automatische
Signalidentifikation Signalidentifikation
automatische automatische
Integration Integration

Rechnung des Volumenskalierungsfaktors
und der Linienverbreiterung

v

Reduziertes Spektrum

l

Vereinigung nahe
beieinander-
liegender Signale

Y

Gewichtung der Signale
im Spektrum
nach Volumen

Gewichtung der
Signale
im Spektrum nach
Pseudodistanz

Abbildung 3: Schematische Darstellung der bendétigten Schritte zur Vorbereitung eines Spektrums
fiir die automatische Zuordnung. (Griin) Verarbeitung eines eines experimentellen NMR-Spektrums.
(Blau) Riickrechnung des entsprechenden NMR-Spektrums.
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SIBASA kann als Eingabe ein Strukturensemble, das mit dem dem Molekulardynamik
(MD) Softwarepaket GROMACS (Berendsen et al. 1995; Hess et al. 2008) aus einer
Rontgenstruktur erzeugt wurde, verarbeiten. Wie in Kap. 2.1.2 und in der Verdffentlichung
von Harsch et al. (2013) verwendet SIBASA eine neue Version von AUREMOL RELAX, die
diese grofen Strukturensembles einlesen und Ordnungsparameter und Korrelationszeiten aus
der = MD-Trajektorie =~ verwenden  kann.  AuBerdem  werden  fiir  SIBASA
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen der zu bestimmenden
Resonanzen im Vorfeld aus der MD-Trajektorie geschitzt. Die Vorbereitungen und
Vorverarbeitungen der Eingangsdaten fiir den SIBASA Algorithmus sind schematisch in Abb.
2 gezeigt.

2.2.2 Vorbereitung der experimentelle Spektren
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Abbildung 4: Experimentelles und reduziertes 2-D-NOESY-Spektrum der HPr S. aureus Mutante
H15A. Das reduzierte Spektrum ist nahezu rausch -und artefaktfrei. Wegen dem starken Uberlapp
wurde die Diagonale ebenfalls entfernt.

Zusitzlich zum homonuklearen 2-D-NOESY-Spektrum, das ASSIGN als einziges Spektrum
verwendet konnte, ist SIBASA fiir die gleichzeitige Auswertung eines zusétzlichen 3D '"N-
NOESY-HSQC-Spektrums ausgelegt. Damit das gesamte NOE-Kopplungsmuster des
gemessenen Proteins moglichst vollstindig zuginglich ist, ist es notwendig, die beiden
Eingabespektren auf mdglichst gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu prozessieren. Dabei ist
fir die automatische Zuordnung wichtig, dass richtige Signale von Artefakten und
Rauschmaxima unterscheidbar sind. Als Filterfunktion stehen dem Benutzer zusdtzlich zum
Exponentialfilter (EM), den schon ASSIGN auswerten konnte, jetzt auch die aus Topspin
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(Bruker Biospin, Karlsruhe) bekannte Lorenz-GauB3-Transformation (GM) und der Cosinus
Filter (QSINE mit SSB 1) zur Verfiigung. Im Anschluss an die Prozessierung der Spektren
miissen die Signale identifiziert werden, was automatisch mit dem verbesserten
BAYESSCHEN PEAKPICKING Modul von AUREMOL (Antz et al. 1995) durchgefiihrt
werden kann. In der anschlieBend Korrektur der automatisch generierten Signalliste sollte der
Benutzer die irrtiimlich erkannten Rauschsignale und Artefakte, die z.B. vom Lésungsmittel
herrithren, entfernen und nicht erkannte Signale hinzufiigen. Anschliefend miissen die
Signalvolumen mit der AUREMOL Integration (Geyer et al. 1995) bestimmt werden. Mit
ihnen kann SIBASA die Skalierungsfaktoren zwischen den experimentellen und und den
entsprechenden zuriickgerechneten Spektren berechnen (Kap. 2.2.4). AuBlerdem bestimmt die
Integrationsroutine die fiir die Berechnung der lokalen Pseudoenergien der Optimierung
wichtigen Signalgrundfldchen (Kap. 2.2.8) und damit den spektralen Bereich, der fiir die
automatische Zuordnung wichtig ist. Die Verbesserte Bestimmung der Grundfldchen ist Teil
der neuen AUREMOL Integration (Donaubauer, Verdffentlichung in Vorbereitung), die mit
Signaliiberlapp besser als die Methode aus ASSIGN umgehen kann. Mithilfe der bestimmten
Grundflichen werden auch die von ASSIGN bekannten reduzierten Spektren (Abb. 4)
erzeugt. Reduzierte Spektren vereinen die Informationen intelligenter Algorithmen, wie des
bereits erwihnten Bayesschen Peakpicking oder der Integration mit Expertenwissen und
maximiert damit die fiir ASSIGN und SIBASA zugénglichen experimentellen Informationen.
Reduzierte Spektren kommen dem rausch- und artefaktfreien zuriickgerechneten Spektren am
nichsten. mit Hilfe des reduzierten Spektrums konnen auBerdem Artefakte, die anormale
Grundfldachen erzeugen, besser erkannt und somit die Giite des Peakpickings noch einmal
verbessert werden.

2.2.3 Simulation der NOESY-Spektren

Der Top-down-Ansatz gewinnt fiir die automatische Zuordnung den Grofteil der
Mehrinformationen gegeniiber dem Bottom-up-Ansatz durch die Auswertung von
zuriickgerechneten Spektren. In SIBASA wird, eine neue Version von AUREMOL RELAX
verwendet. Im Gegensatz zu dem in ASSIGN verwendeten Version von RELAX, wurde die
neue Version erweitert und verbessert und kann jetzt noch genauere Riickrechnungen der
NOESY-Signale erstellen. Der Benutzer von ASSIGN und SIBASA muss nur folgende
Parameter fiir die Erstellung der Riickrechnungen angeben:

* die Sequenz des Proteins

* die 3D-Struktur oder das 3D-Strukturensemble des Proteins
* die Mischzeiten fiir NOESY-Spektren

» die Repitionszeiten fiir NOESY-Spektren

Aus den Eingangspektren und der MD-Simulation werden die restlichen Parameter
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bestimmt:

die Spektrumtypen

die Frequenzen der verwendeten NMR-Spektrometer

die initiale vollstdndige Zuordnung

Spektrale Breiten und Offset der Spektren

GroRen der prozessierten Spektren in digitalen Datenpunkten (SI)
FID-Filter und deren Parameter

Dynamikparameter wie Korrelationszeiten und Ordnungsparameter

zusdtzlich Linienverbreiterung fiir jede Dimension und jedes Spektrum, die z.B. durch
Feldinhomogenitét bedingt sind (siehe Kap. 2.2.5)

Beim Top-down-Ansatz werden die einzelnen simulierten Linienformen mit einer Liste von
chemischen Verschiebungen zu NMR-Spektren angeordnet, die anschliefend mit den
zugehorigen reduzierten Spektren verglichen werden. Aus dem Vergleich kann die Qualitét
der verwendet Zuordnung ermittelt werden. Gegeniiber dem Bottom-up-Ansatz erhélt man
dadurch einen grofen Informationsgewinn:

Es werden mithilfe des vollstindigen Relaxationsmatrixformalismus, der auch die
Spindiffusion beriicksichtigt, NOESY-Signalvolumen berechnet.

Die Linienformen werden unter Beriicksichtigung der °J-Kopplungsmuster bzw. *J-
Kopplungsmuster, deren Kopplungskonstanten aus der AURMEMOL Datenbank bzw.
der Auswertung der Karplus-Beziehung (Karplus 1963) und der Diederwinkel der
Eingangsstrukturen stammen, bestimmt.

Die Linienbreiten werden ebenfalls aus den Eingabestrukturen bestimmt und flieen in
die Linienformen mit ein.

Sich iiberlappende Signale konnen simuliert und mit den experimentellen Daten
verglichen werden.

Die fiir SIBASA im Rahmen dieser Arbeit weiterentwickelte Version von RELAX bietet
folgende Neuerungen:

Die Riickrechnung von NMR-Spektren, bei denen der Magnetisierungstransfer iiber
skalare Kopplung erfolgt, wie z.B. HSQC-, COSY- und Tripleresonanz-Spektren.

Die Riickrechnung von 1-D-NOESY-Spektren.

Ein einfacher Interpreter von Pulsprogrammen um weitere N-dimensionale,
heteronukleare Spektren hinzuzufiigen zu kénnen.

Die Berticksichtigung von chemischen Austauschraten sowohl bei der Berechnung der
Signalvolumen als auch der Linienbreiten (siehe Kap. 2.1.2).
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* Unterstiitzung groller Strukturensembles, die z.B. aus MD-Trajektorien entnommen
werden konnen.

* Auswertung der Ergebnisse von MD-Simulation zur Bestimmung von
Ordnungsparametern und Korrelationszeiten (Kap. 2.1.5 und Bora und Prabhakar
20009; Villa und Stock 2006).

* Das Clore-Szabo-Modell (Clore et al. 1990) wurde implementiert.

* Neue *J-Kopplungsparameter (Schmidt 2007) zur Berechnung der Karplus-Beziehung
wurden der AUREMOL Datenbank hinzugefiigt.

* Nicht auflésbare J-Kopplungen, die in RELAX wegen ihrer hohen Anzahl und dem
hohen Bedarf an Rechenzeit und Arbeitsspeicher ignoriert wurden, werden bei der

Berechnung der Linienbreite beriicksichtigt. Es gilt: LWneu=LW+Z:i J., wobei

J.< % fiir alle J; gelten muss.

* Die Fouriertransformation, der von Topspin bekannten Lorenz-GauB-Transformation
(GM) und der Cosinusfilters (QSINE mit SSB=1), wurden analytisch mit Mathematica
(Wolfram Research, Inc., Champaign, Illinois) berechnet und die Ergebnisse in
RELAX implementiert. Mit diesen Analytischen Beziehungen kénnen die Auswirkung
der Filter auf die zuriickgerechneten Signale in der Frequenzdomine berechnen
werden. Endliche Aufnahmezeit t,q, die die Signale normalerweise weiter verbreitern,
wurden ebenfalls mit beriicksichtigt.

* Separate Filter sind jetzt fiir alle Dimensionen wihlbar.

* Fehlenden chemischen Verschiebungen konnen mit an die Temperatur (Kjaergaard et
al. 2011) und an die Sequenz (Schwarzinger et al. 2000) angepassten Random-Coil-
Verschiebungen (Schwarzinger et al. 2001) oder mit chemischen Verschiebungen, die
statistisch aus Normalverteilungen ermittelt wurden, ersetzt werden. Die benotigten
Mittelwerte und Standardabweichung sind fiir alle Kerne der essentiellen Aminosiuren
in der BMRB (Biological Magnetic Resonance Bank) (Ulrich et al. 2008) abrufbar.

224 Bestimmung der Volumenskalierungsfaktoren

Fiir den absoluten Vergleich von experimentellen und zuriickgerechneten Signalvolumen in
SIBASA wird der Skalierungsfaktor a zwischen den beiden Spektren benotigt. Dieser wird im
Normalfall wie z.B. bei der NMR-Strukturbestimmung mithilfe eines oder mehrere
zugeordneter Referenzsignale berechnet. Zu den NOESY-Referenzsignalen miissen sowohl
die experimentellen Volumen als auch die zugehorigen Abstinde der Protonen in der der 3D-
Struktur bekannt sein. Wurde ein NOESY-Spektrum mit kleine Mischzeiten aufgenommen,
kann folgende Beziehung ausgenutzt werden:
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Abbildung 5: Hidaufigkeitsverteilungen der logarithmierten Signalvolumen im 2-D-NOESY-
Spektrum der HPr S. aureus Mutante HI15A. (Rot) Hdufigkeitsverteilung H(In(V**)) der
experimentelles Volumen (linke y- Achse), (Griin) Hdufigkeitsverteilung H(In(Vs™ “™klet))  der

unskalierten simulierten Volumen (rechte y- Achse), (Blau) Hdiufigkeitsverteilung H(In(Vs™ ")) der
skalierten simulierten Volumen (linke y- Achse).

Vyose d° (28)

Da experimentelle und simulierte Signalvolumen j von der selben Distanz herriihren, gilt:

Vir=a i (29)

J

Stehen mehrere zugeordnete Referenzsignale zur Verfiigung, so ist es besser den
Skalierungsfaktor a folgendermallen zu mitteln (Trenner 2006):

N ex] sim
_ j=1 Vj ’ Vj
o= : N ) (30)

> ()

Eine noch bessere Methode kommt bei AUREMOL KNOWNOE (Gronwald et al. 2002)
und AUREMOL REFINE (Trenner 2006) zum Einsatz. Die AUREMOL Module passen die
Elemente der Referenzsignale in der Relaxationsmatrix solange iterativ an, bis alle von
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RELAX berechneten Referenzvolumen bis auf den Skalierungsfaktor o mit den
experimentellen Referenzvolumen iibereinstimmen. Diese Methode kann auch fiir NOESY-
Spektren mit groReren Mischzeiten eingesetzt werden, falls eine 3D-Strktur vorhanden ist.

Wenn, wie im Falle der automatische Zuordnung, keine Resonanzzuordnungen vorher
bekannt sind, konnen keine experimentellen Signale zugeordnet werden und keine der
beschriebenen Methoden kann einen Skalierungsfaktor bestimmen. SIBASA greift deshalb
auf einen statistischen Ansatz zuriick. Es wird davon ausgegangen, dass die
Haufigkeitsverteilung der richtig skalierten Signalvolumen im experimentellen und
zuriickgerechneten Spektrum gleich sind. Fiir die Bildung der Héufigkeitsverteilungen der
Volumen der zuriickgerechneten Spektren wird jedes mit einer zufdlligen Anfangszuordnung
zurlickgerechnete Spektrum wie das zugehdrige experimentelle Spektrum vorbereitet, d.h. die
Intensititsmaxima werden automatisch ermittelt und integriert (blauer Bereich in Abb. 3).
Mithilfe eines Kerndichteschitzers und eines GauB3-Kernel mit optimaler Bandbreite werden
Héaufigkeitsverteilungen der logarithmierten Volumen der experimentellen und den skalierten
simulierten Spektren erzeugt. Um Stoérungen durch schwache Rauschsignale und starke
Artefakten zu vermeiden, werden jeweils die 2,5 % kleinsten und die 2,5 % grofiten
Datenpunkte ausgeschlossen.

Das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis des simulierten Spektrum ist, Im Gegensatz zum Signal-
zu-Rausch-Verhiltnis des experimentellen Spektrums, ideal, wodurch schwache Signale, die
im Experiment im thermisches Rauschen untergehen oder unter Artefakten verschwinden
wiirden, sichtbar werden. Deshalb werden bei der Erzeugung der Haufigkeitsverteilungen der
simulierten Volumen solange die schwiéchsten Datenpunkte verworfen, bis die Anzahl
experimentellen und simulierten Volumen in den Haufigkeitsverteilungen gleich sind. Die
Logarithmierung der Volumen gléttet die Verteilungen und sorgt auferdem dafiir, dass
verbleibende AusreiBer in der Statistik nicht iibergewichtet werden. Die Verteilungen mit
Kerndichteschétzer werden folgendermallen berechnet:

=y

N 1

1 2
—¢€X —_— an_an
_/:1\/2an p( 2b2( .1) ) (31)

b ist die optimale Bandbreite fiir den GauB3-Kernel (Berwin A. TURLACH):

(4}
b_(3N) o (32)

N ist die Anzahl der verbliebenen Signale und o die Standardabweichung der
logarithmierten Volumen In(V;). Der hier verwendete Kerndichteschétzer ist im Prinzip die
Faltung der Datenpunkte mit einer Normalverteilung mit Standardabweichung b. Die
Haufigkeitsverteilungen der logarithmierten skalieren zuriickgerechneten Volumen In(aV;)
werden mit verschiedenen Skalierungsfaktoren o erzeugt. Mit dem y*-Kriterium (Gl. 33) wird
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diejenige Verteilung, die am besten zur Verteilung der experimentellen Volumen passt,
ermittelt.

wi= [ e v)—pim(v)fav (33)

In Abb. 5 sind die Haufigkeitsverteilungen der experimentellen, der unskalierten simulierten
und der optimal skalierten simulierten logarithmierten Volumen In(V;) des 2-D-NOESY-
Spektrums des HPr S. aureus (H15A) abgebildet. Man kann eine gute Ubereinstimmung
zwischen den Verteilung der experimentellen und der optimal skalierten simulierten Volumen
erkennen.

Wahrend der automatischen Zuordnung werden, wie in Kap. 2.2.14 noch beschrieben wird,
Skalierungsfaktoren aus bereits sicheren Zuordnungen mit Gl. 30 noch zur Laufzeit korrigiert.
Diese Skalierungsfaktoren gehen danach direkt in die Bestimmung der Pseudoenergie der
Optimierung ein und kénnen das Ergebnis der automatischen Zuordnung weiter verbessern.

2.2.5 Bestimmung der zusatzlichen Linienverbeiterungen

Die Riickrechnung der Linienbreiten der NMR-Signale geht von einem konstantem &uf8eren
Magnetfeld aus und verldsst sich auf die angegebene 3D-Strukturen und Dynamikparameter.
In der Realitét ist es oft so, dass die experimentelle Linien wegen einem Magnetfeldgradient
im NMR-Spektrometer oder wegen der geringen Auflosung in einer indirekten Dimension
breiter als in der Theorie sind. Der Wert der sogenannten Feldinhomogenitdt kann in der
Praxis nur fiir die gut aufgeldste direkte Dimension bestimmt werden. Dafiir misst man die
Linienbreite des nicht durch J-Kopplungen beeinflussten DSS-Referenzsignals, das in der
Regel eine Breite von ca. 1 Hz hat. Die Feldinhomogenitét ist die um 1 Hz verminderte in
einem hoch aufgeldsten 1-D-Spektrum gemessene Linienbreite dieses Signals und kann der
Riickrechnung als  zusdtzliche  Linienverbreiterung  mitgegeben  werden. Die
Linienverbreiterung durch geringe Auflésungen wird in der neuen Version von AUREMOL
RELAX dagegen direkt beriicksichtigt (siehe Kap. 2.2.3).

Eine Hauptursache fiir falsch berechnete Linienbreiten ist, unabhdngig wvon der
Feldinhomogenitdt, der fiir die Riickrechnung nur gendherte Wert der rotatorischen
Korrelationszeit T,,. Die Linienbreite hdngt groftenteils von den Abstdnden eines Kerns von
den anderen Kernen in der 3D-Struktur und von den spektralen Dichten ab (Cavanagh 2007)
(Gl. 34).

N korme 1
LWkOCZIZL,# d_/?z(4 Jkl(0)+Jkl(wk_wl)+3 Jkl(mk>+6‘]kl(mk+ml)) (34)

Falls die Korrelationszeit der schnellen internen Beweglichkeit viel kleiner als die der
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langsamen internen Beweglichkeit ist (rkl,fast < rkl,slow), ergibt sich die spektrale Dichte Ju(w)

zwischen zwei Kernen im Makromolekiil im Clore-Szabo-Modell (Clore et al. 1990) (Kap.
2.1.2) zu:

2 SZT ro S2 as _Sz T slow
J,d(u)):_ ki "k, rot +( KL, fast kl) K, sl (35)

5 1+(0‘)’Ekl,rot)2 1+((Drkl,slow)2

Ist die Korrelationszeit der langsamen internen Beweglichkeit viel kleiner als die
rotatorische Korrelationszeit (T gou KTy 1) Und gleichzeitig O Ty o >1, was fiir interne
Bewegungen in Proteinen in den allermeisten Fallen gilt, so kann Ju(w) fiir alle w#0 in der
spektralen Dichte aus Gl. 34 vernachldssigt werden und fiir alle @ = 0 ist J;(®) proportional
zur rotatorischen Korrelationszeit T Fiir anndhernd sphdrische Molekiille nimmt T
aullerdem den konstanten Wert 1., ein. Die rotatorische Korrelationszeit fiir solche Molekiile
wird mit der Stockes-Einstein-Gleichung auf Basis der Viskositdt des Losungsmittels und der
GroRe des Molekiils bestimmt (Gorler und Kalbitzer 1997). Fiir die Riickrechnungen in
SIBASA sollte aber die in Kap. 2.1.5 vorgestellte Methode zur Bestimmung der gesamten
Matrix der rotatorischen Korrelationszeiten -,

ij,rot>

die auch auch nicht kugelférmige
Molekiile behandeln kann, verwendet werden.

Da sowohl die eingesetzten Kraftfelder und Losungsmittelmodelle nur Néherungen an die
Realitidt sind, wurde fiir SIBASA zusitzlich ein Algorithmus implementiert, der die
Linienverbreiterung LBj, welche der Unterschied zwischen zuriickgerechneten und
experimentellen Linienbreiten ist, fiir alle Spektren i und Dimensionen n bestimmt (Gl. 36).

LWSP=LW "+ LB, (36)

ijn ijn

Die zusitzlichen Linienverbreiterungen LB; werden wihrend der Vorbereitung von SIBASA
berechnet und an die Riickrechnung iibergeben. Ein zusdtzliches manuelles Messen der
Feldinhomogenitit ist nicht mehr notig.

Wie beim Volumenskalierungsfaktor (Kap. 2.2.4) werden Verteilungen der experimentellen
und der logarithmierten verbreiterten simulierten Linienbreiten mit einem Kerndichteschétzer
und einem Gaull-Kernel erstellt. Um die Vergleichbarkeit gewihrleisten zu konnen, wurden
experimentelle und simulierte Linienbreiten mit der gleichen Methode bestimmt, d.h. die
simulierten Linienbreiten sind nicht die von RELAX berechneten Linienbreiten, sondern
wurden ebenfalls mithilfe der AUREMOL Methode aus dem zuriickgerechneten Spektrum
bestimmt. Es gelten aullerdem die selben Ausschlussregeln und Filter, die schon bei der
Bestimmung der Volumenskalierungsfaktoren zum Einsatz kamen (Kap. 2.2.4). Die
Verteilungen fi,(LW) der Linienbreiten im Spektrum 7 und der Dimension » ergeben sich wie
folgt:
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Signale
N; 1

. ———— €
= T2xNb.

1
FulLw)=Y x| =53 (InLw—nLW,,| 37)

n

by, ist wieder die die optimale Bandbreite des GauB-Kernels, N ®™° die Anzahl der

1

Datenpunkte und LWj,; der j-te Datenpunkt im Spektrum i und der Dimension n. Bei den
Verteilungen der Linienbreiten der simulierten Spektren werden statt der Linienbreiten LWiy;
die um LB, verbreiterte Werte LW;,; + LBj verwendet. Durch die Logarithmierung der
Linienbreiten werden, wie schon bei den Héufigkeitsverteilungen der Volumen, die Effekte
von Ausreillern gemindert und die Verteilungen gegléttet. Die Verbreiterung LB;, wird wieder
von derjenigen Verteilung der verbreiterten simulierten Linienbreiten, fiir die das kleinste >
mit der entsprechenden experimentellen Verteilung bestimmt wurde, iibernommen.

2.2.6 Suchraum der chemischen Verschiebungen (Slots)
11.00 10.00 9.00 8.00 7.00
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8(w2)[ppm]

Abbildung 6: Teil der Summenprojektion des auf eine Segmentationshéhe von 0,5 reduzierten 2-D-
NOESY-Spektrums von HPr S. aureus (H15A) auf die direkte Dimension (w2). SIBASA erzeugt fiir
die roten Bereiche keine Slots, weil keine NOESY-Kreuzsignale an diesen Position vorhanden sind.
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SIBASA testet im Laufe der automatischen Zuordnung viele verschiedenen chemische
Verschiebungen fiir die Resonanz jedes Kerns, indem es die entsprechenden
zuriickgerechneten NMR-Signale an die jeweiligen Stellen in den simulierten Spektren
verschiebt. Da aber nicht jede chemische Verschiebung im spektralen Bereich fiir jeden Kern
erlaubt oder sinnvoll ist, werden die zuginglichen Bereiche abhédngig vom Kern,
eingeschrinkt. Die sogenannten Slots definieren die moglichen chemischen Verschiebungen

und enthalten einen digitalen Datenpunktvektor mit Dimension d :Zizl n,. In ihm ist die
Position einer mdglichen Resonanzzuordnung im digitalen Datenpunktraster fiir alle
Eingangsspektren und deren Dimensionen angegeben. Wenn die Zuordnung in einer
Dimension nicht moglich ist, enthdlt er der Vektor den Eintrag -1. Jeder in den
Eingangsspektren angeregte Atomtyp, also in der Regel jede Kernart mit unterschiedlichen
NMR-Anregungsbereich erhélt eine eigene Slotliste, also eine Liste mit erlaubten Bereichen
der chemischen Verschiebung.

SIBASA sieht drei Moglichkeiten fiir die Erstellung der Slotlisten vor:

1. Es werden alle chemischen Verschiebungen erlaubt, die in mindestens einer
Dimensionen eines Spektrums ein Kreuzsignalmaximum schneiden. Diese Methode
kam bereits ASSIGN, fiir die Erstellung seiner 'H-Slotliste aus dem 2-D-NOESY-
Spektrum, zum Einsatz.

2. Jeder digitale Datenpunkt wird erlaubt.

3. Es werden nur digitale Datenpunkte erlaubt, die mindestens ein experimentelles Signal
im Bereich seiner Linienbreite auf halber Hohe schneiden (Abb. 6).

Die 1. Methode eignet sich vor allem fiir Spektren ohne grofen Signaliiberlapp wie
dreidimensionale oder noch héherdimensionale Experimente. In ihnen sind die Positionen der
tatsdchlichen Signalmaxima ausreichen um die richtige Losung zu finden. Die 2. Methode
nimmt keine Einschrankung des Losungsraums vor. Sie ist aber auch die langsamste Methode
und kann ohne Einschrankung durch die 3. Methode ersetzt werden. Die 3. Methode wird in
SIBASA vor allem bei 2-D-NOESY-Spektren verwendet. In diesen Spektren kann es wegen
Signaliiberlapp vorkommen, dass das Zentrum eines Signals nicht auf einem lokalem
Maximum liegt. Bei Multipletts mit gerader Anzahl von Intensititsmaxima liegt das gesuchte
Signalzentrum sogar auf einem Minimum. Durch geeignete Filterung des NMR FIDs (Free
Induction Decay) mit geniigend hoher Linienverbreiterung kénnen zwar Multipletts zu einem
Signal vereinigt werden oder mit AUREMOL GRAVITY PEAKPICKING (Donaubauer,
Veroffentlichung in Vorbereitung) das wirkliche Signalzentrum trotz Uberlappungen bestimmt
werden, doch wiirden mit dieser Methode die méglichen chemischen Verschiebungen schon
wédhrend der Prozessierung eingeschrankt werden. Abb. 6 veranschaulicht den
Moglichkeitsraum der Zuordnungen in einem 2-D-NOESY-Spektrum. Es ist ein Teil der
Summenprojektion der direkten Dimension eines auf Segmentationshéhe von 0,5 reduzierten
2-D-NOESY-Spektrums abgebildet. Fiir jeden digitalen Datenpunkt, an dem diese Projektion
eine von 0 verschiedene Intensitdt hat, wird mit der 3. Methode ein Slot erstellt.
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2-D-NOESY
Filtern der Datenpunkte Filttern der Datenpunkte
mit Methode 3 mit Methode 1

TH-Punkte von TH-Punkte von Amidprotonen-Punkte 'H-Punkte von I5N-Punkte
direkter Dimension | [ indirekter Dimension von direkter Dimension M indirekter Dimension
Erzeugung vor| fiinfdimensionalen Datenpunktvektoren(2-D- + 3-D-NOESY)
mithilfe der chemischen [Verschiebung
A Y
TH-Slots von "H-Slots von Amidprotonen-Slots 'H-Slots von
direkter Dimension | [indirekter Dimension von direkter Dimension f indirekter Dimension

Vereinigung zu einer gemeinsamen 'H-Slotliste

1SN
mit eindeutigen chemischen Verschiebungen N-Slots

Abbildung 7: Schematische Darstellung der bendétigten Schritte zur Erzeugung der von SIBASA
bendétigten Slotlisten. Fiir die automatische Zuordnung eines 2-D-NOESY- und eines 3D “"N-NOESY-
HSQC-Spektrums wird eine gemeinsame Slotliste fiir die Protonen 'H und einer separaten Liste fiir
Stickstoffe *°N erstellt.

Folgende Schritte sind nétig um die Slotlisten fiir beliebig viele homo- und heteronukleare
Spektren zu erstellen:

1. Sammeln aller aufgenommenen Kernarten, wie z.B. '"H, "N aus den Eingabespektren.
Jede Kernart erhilt eine eigene Liste von Slots.

2. Sammeln der in Frage kommenden Datenpunkte fiir alle Kernarten in allen Spektren
und Dimensionen mit der geeigneten Methode. Es konnen unterschiedliche Methoden
fiir verschiedenen Spektren verwendet werden.

3. Berechnung der chemischen Verschiebung in ppm und Erzeugung der digitalen
Datenpunktvektoren fiir alle berechneten chemischen Verschiebungen. Ist eine
chemische Verschiebung nicht Teil des spektralen Bereichs einer Dimension oder wird
die Kernart in dieser Dimension nicht gemessen, so erhélt sie die Koordinate -1.

4. Entfernung von doppelt vorhandenen Slots.

5. Hinzufiigen des Dummyslots, fiir Kerne, die keine sichtbaren Kreuzsignale haben. Er
hat iiberall die Koordinate -1.

In Abb. 7 wird schematisch gezeigt, wie die 'H- und "N-Slotlisten fiir ein 2-D-NOESY- und
ein 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum erzeugt werden.
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2.2.7 Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen

Verschiebungen

4
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Abbildung 8: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung der chemischen Verschiebung von Ala59 H" im
HPr S. aureus (H15A). (Rot) Dichteverteilung f(6) der von SHIFTX2 berechneten chemischen
Verschiebung aus dem MD-Ensemble, (Griin) Dichteverteilung der von SHIFTS aus der Nh3D-
Datenbank berechneten chemischen Verschiebungen, (Blau) Normalverteilung der chemischen
Verschiebung aus der BMRB und (Schwarz) korrekte chemische Verschiebung von ALA59 H" bei
7,548 ppm.

Um die Effizienz der automatischen Zuordnung zu erhohen, ist es nétig den Suchbereich
moglichst effizient einzuschranken, was durch die Analyse der experimentellen Daten und das
Erstellen von Slotlisten im vorherigen Kap. 2.2.6 bereits teilweise erreicht wurde. Da dies
aber noch nicht geniigt um den Optimierungsalgorithmus in angemessener Zeit zum Ziel zu
fiihren, muss der verbleibende Suchraum weiter sinnvoll eingeschrankt und dazu auch noch
gewichtet werden. Dafiir eigenen sich Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen
Verschiebungen, die allgemein fiir alle Aminosduren und Kernarten oder speziell fiir alle
Kerne im Protein aus seinem 3D-Strukturensemble berechnet werden kénnen.

Bei der hdndischen Zuordnung werden in der Regel Tabellen benutzt, die die minimalen und
maximalen chemischen Verschiebung aller Kerne und Aminosduren auflisten (Cavanagh
2007). Falls zusétzlich die Sekundérstruktur des Proteins bekannt ist, konnen diese Bereiche
noch besser eingegrenzt werden (Wishart et al. 1991). Automatische Zuordnungsalgorithmen
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wie z.B. ASSIGN und SIBASA miissen sehr viele Konfigurationen von chemische
Verschiebungen testen und bewerten. Sie profitieren ebenfalls von Vorwissen, wie der
minimale und der maximale chemischen Verschiebung eines Kerns, aber auch von den
Haufigkeiten des Auftretens innerhalb der Grenzen. Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen
konnen den Suchraum gewichten, geben also dem Algorithmus vor, wie er seine Rechenzeit
effektiv verteilen kann. AuBerdem konnen gute Dichteverteilungen der chemischen
Verschiebungen bei der automatischen Zuordnung die Rolle von Potentialen, die z.B. fiir die
schnelle Konvergenz eines Gradientenverfahrens zur Minimierung verantwortlich sind,
tibernehmen. Es gibt verschiedene Wege die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen fiir
SIBASA zu erzeugen.

Normalverteilungen der chemischen Verschiebungen aus der
Biological Magnetic Resonance Bank

Die erste Methode erzeugt Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen in Form von
Normalverteilungen, die von der 3D-Struktur des Proteins unabhédngig sind. Auf der Webseite
der BMRB (Ulrich et al. 2008) kann man sich fiir die alle Kernarten (Kern = HY, N H*, H?,
...) der essentiellen Aminosduren AA eine aktuelle Tabelle der durchschnittlichen chemischen
Verschiebungen d,, ., und der Standardabweichungen ocaaxem abzurufen. Mit diesen

Werten, ist es moglich normierte Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen nach folgenden
Muster zu berechnen:

53 ?
fAA,Kem<6):\/—;eXp(_%(ﬂ) ) (33)

(2E)OAA,Kern OAA,Kem

Diese Methode ist wegen der Vollstdndigkeit der Tabelle immer moglich, selbst wenn mit
den anderen Methoden keine Verteilungen erzeugt werden kénnen. Da die Tabelle nicht auf
die zuzuordnenden Proteine angepasst ist und mit ihr nur unimodale GauRverteilungen
erzeugt werden konnen und die Datenbasis der Tabelle aullerdem nicht unbiased ist, sollte die
Methode nur zur Vervollstandigung benutzt werden.

Eine Ausnahme bildet die Optimierung von chemischen Verschiebungen. Sind bereits fast
richtige Zuordnungen von z.B einer Punktmutante bekannt, so kann eine schnelle Konvergenz
des Algorithmus mit Normalverteilungen, die diese chemischen Verschiebungen als
Mittelwerte und ein kleines ¢ haben, gewdhrleistet werden.

ASSIGN hat ebenfalls Normalverteilungen mit den von SHIFTS aus einer Eingabestruktur

geschitzten Mittelwerten Spun, xem Und den Standardabweichungen aus der BMRB

verwendet.
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Bestimmung der allgemeinen Wahrscheinlichkeitsdichte-
verteilungen der chemischen Verschiebungen fur alle Aminosauren
und Kernarten mit SHIFTS und einer unbiased Strukturdatenbank

Bessere Dichteverteilungen kénnen mithilfe von SHIFTS und der unbiased Nh3D-
Datenbank  (Thiruv et al. 2005) erzeugt werden (Baskaran 2010). Die
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen faa kem(6) werden folgendermalien berechnet:

1 It i 1 6_6T4A,Kern 2
fAA,Kern(é):\/( ZZ:I' eXp(_E bAAl,Kem )

2n ) b 44 kern N 44, Kern

(39)

Hierbei ist """ die i-te aus der Nh3D-Datenbank mit SHIFTS geschitzte chemische

Verschiebung der Aminosdure AA und der Kernart Kern, baaken die zugehdrige optimale
Bandbreite des GauR-Kernels und Naakem die gesamte Anzahl der geschétzten chemischen
Verschiebungen dieses Kerntyps. Da die Verteilungsform nicht mehr auf eine
Normalverteilung beschrénkt ist, kann der Mdéglichkeitsraum besser gewichtet werden. Eine
chemische Verschiebung kommt in Proteinen oft als ihr a-Helix-, B-Faltblatt- oder als ihr
Random-Coil-Wert vor. Diese drei Unterverteilungen haben im allgemeinen drei verschiedene
Mittelwerte und drei verschiedene Standardabweichungen. Die Normalverteilung aus der
BMRB dagegen hat nur einen Mittelwert, der zudem nicht unbiased ist. Die Breite der
Verteilung ist zudem hoher als die Breite der Unterverteilungen. Ein Beispiel dafiir ist in Abb.
8 abgebildet. Die mit der Nh3D-Datenbank und SHIFTS bestimmte Verteilung von Ala HY
(griin) hat zwei Maxima, die Normalverteilung aus der BMRB (blau) nur eins. Das zweite
Maximum der griinen Kurve, das nicht mit dem Maximum der Normalverteilung
ibereinstimmt, liegt in diesem Fall ungefdhr an der Position der richtigen chemischen
Verschiebung (schwarz).

Vorhersage der speziellen Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen
der chemischen Verschiebungen aller Kerne eines Proteins aus
dem Molekulardynamik-Ensemble mit SHIFTX2

Fiir die dritte Moglichkeit zur Erzeugung der Dichtverteilungen fiir SIBASA wird ein MD-
Ensemble des zuzuordnenden Proteins ausgewertet. Es werden
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen fiir jeden Kern mit SHIFTX2 (Han et al. 2011), das im
Gegensatz zu SHIFTS und SHIFTX chemische Verschiebungen besser vorhersagen kann und
aullerdem Temperatur und pH berticksichtigt, geschitzt. Die
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen fren:kem(0) ergeben
sich wie folgt:
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2
1 N Ersemble 1 6 _ 6 iReSNr, Kern
(— ) (40)

fResNr,Kem (6): \/— NEnsemb[e ziZl eXp (_5

( 2 ﬂ:) b ResNr, Kern b ResNr, Kern

Die Datenbasis der Verteilungen fresnkem(0) des Kerns Kern in der Aminosdure mit der
Position ResNr in der Primérsequenz besteht aus den mit SHIFTX2 geschédtzten chemischen

. ResNr, Ko . . . . .
Verschiebungen & """ der NF¥™*™" Strukturen. bresn,kem iSt wieder die optimale Bandbreite

des Gaull-Kernels des Kerndichteschétzers. In Abb. 8 wurde die rote Verteilung mit SHIFTX?2
aus dem MD-Ensemble von HPr S. aureus (H15A) erzeugt. Sie schrdankt den
Moglichkeitsraum deutlich starker als die allgemeinen Dichteverteilungen ein.

Kombination der allgemeinen und speziellen Wahrscheinlichkeits-
dichteverteilungen der chemischen Verschiebungen

Die speziellen Wahrscheinlichkeitsdichten liefern zwar die besten Vorhersagen, doch es
kommt hdufig vor, dass SHIFTX2 mit seinen Berechnungen falsch liegt. In diesen Féllen
wadre die richtige chemische Verschiebung fiir SIBASA schwer zu bestimmen. Daher ist es
empfehlenswert spezielle und allgemeine Wahrscheinlichkeitsverteilungen miteinander zu
kombinieren. Die Wahrscheinlichkeit fi(6) des Kerns k die chemische Verschieben o
einzunehmen wird mit dem Gesetz der totalen Wahrscheinlichkeit folgendermafen bestimmt:

fk ( 6) = fResNr , Kern (6 ) Pllc/.i)':hee{crlsuge + fAA s Kern( 6) Pj;j)l:;:lrsage (4 1)

Dabei ist Py die Wahrscheinlichkeit, dass die eine chemische Verschiebung von

Vorhersage

SHIFTX2 richtig vorhergesagt werden kann. Fiir die automatische Zuordnung ist eine

Vorhersage richtig, falls der speziellen Wahrscheinlichkeitsdichte von f e, gem(9) (GL

korrekt
k

40) fiir die richtige chemische Verschiebung o einen ausreichend hohen Wert hat. ResNr

ist dabei die Postion der Aminosdure in der Primdrsequenz und Kern das betrachtete Atom in

dieser Aminosdure. Falls die Vorhersage richtig ist kann SIBASA die Zuordnung in der Regel

falsch
Vorhersage

kann mithilfe bereits geloster Proteine und folgender Formel abgeschétzt werden:

korrekt korrekt

einfacher bestimmen. P Vorhersage * PVorhersage

ist die reziproke Wahrscheinlichkeit 1—P

korrekt

N gesa; orre
i = M 6k v )> 0901 max (PResNr, Kern (6 ) ) (42)

Vorhersage ™ NKerne mit P ResNr, Kern ( ResNr, Kern

Im Falle von HPr S. aureus (H15A) ist diese Wahrscheinlichkeit 25 %.

Der Wertebereich der Verteilungen fi(8) wird in der Vorbereitung von links und rechts
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eingeschrinkt, so dass fir 8" und 8™ folgende Bedingungen gelten:
[ (87")>0,01max (f,(8))

£(87)>0,01 max (,(5)) (43)

Dies entspricht einer Segmentierung der Verteilung auf das 0,01 Level und schrankt den
Suchraum auf die wesentlichen spektralen Bereiche ein.

Normierung der Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen und
Anpassung an die experimentellen Spektren

AnschlieBend werden die Dichteverteilungen an den Stellen, die wegen des Fehlens von
Slots (Kap. 2.2.6) nicht zugédnglich sind, auf 0 gesetzt. Diese Bereiche konnen zwar nicht
ausgewdhlt werden und enthalten zudem keine Signale, kénnen aber unter Umstdnden auf die
Bewertung einer Zuordnung Einfluss nehmen. SIBASA minimiert unter anderem die

Pseudoenergie zj:l In(A,P(5,)) (GL 59 in Kap. 2.2.8). Die Maxima der
Dichteverteilungen der chemischen Verschiebungen der Kerne k fi(8) werden mit den
Normierungsfaktoren Ay auf 1 gesetzt, damit der Kern im bestmoglichen Fall keinen Beitrag
zur Pseudoenergie leistet. Falls aber das Maximum einer Verteilung keinem Slot zuordenbar
ist, ist dieser minimale Beitrag zur Pseudoenergie nicht erreichbar. Dies wiirde den
dynamischen Bereich des Beitrags der Kerns k zur Pseudoenergie beschneiden und ihn
aullerdem gegentiber den anderen Zuordnungen untergewichten.

Mit dem Herausschneiden der Bereiche ohne Slots aus den Verteilungen und der
anschliefenden Normierung wird sichergestellt, dass die maximale Wahrscheinlichkeit und
damit der minimale Beitrag zur Pseudoenergie zumindest theoretisch fiir jede Zuordnung
erreicht werden kann.

2.2.8 Pseudoenergien

Damit Algorithmen wie ASSIGN und SIBASA die vollstindige Zuordnung finden kénnen,
bendtigen sie eine skalare Grofe, die die Giite einer Konfiguration von chemischen
Verschiebungen global bestimmen kann. Die gesamte Pseudoenergie der Optimierung E°%
muss so konstruiert werden, dass sie fiir die richtige Zuordnung minimal wird. Der erste Teil
der gesamten Pseudoenergie E* wird beim Top-down-Ansatz aus lokalen Pseudoenergien,
die aus ausgewadhlten spektralen Bereichen der Eingangsspektren stammen und sowohl
Signalvolumen als auch Linienformen bewerten, gebildet. Zusétzlich wurde schon in ASSIGN
diese Pseudoenergie der Signaliibereinstimmung zwischen experimentellen und simulierten
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Spektrum E"°"$'¢ mit der Pseudoenergie E°, die die momentanen chemischen Verschiebungen
mit den Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung aus Kap. 2.2.7 bewertet, kombiniert. In SIBASA
wurde die Gesamtpseudoenergie fiir die Auswertung von mehreren Spektren angepasst und an
vielen Stellen verbessert. Dabei wurde der neue Term E"™ hinzugefiigt, der dafiir sorgt dass
Kerne, deren Signale in den NOESY-Spektren nicht sichtbar sind, besser als solche
identifiziert werden konnen.

Um zu gewdhrleisten, dass die verschiedenen Terme in der Gesamtpseudoenergie der
Optimierung nicht zu stark aber auch nicht zu schwach bertiicksichtigt werden, muss die
Pseudoenergie der chemischen Verschiebung mit dem Faktor w"® und die Pseudoenergie des
Dummy Slots mit dem Faktor w™P"™™ gewichtet werden. Die gesamte Pseudoenergie in
SIBASA ergibt sich dann zu:

Emtal:EVol,Shape_'_wE,w E(0+WE,Dummy EDummy (44)
Zusitzlich wurden fiir SIBASA die Pseudoenergien E, ™™ die in der Lage sind die

Giite von einzelnen Zuordnungen k zu bestimmen, entwickelt.

Lokale Pseudoenergien und Wahrscheinlichkeiten

ASSIGN hat fiir jedes gefundene experimentelle Signal eine lokale Pseudoenergie des
Volumen- und Linienformvergleichs berechnet. Wurden die experimentellen Signale
vollstandig und sorgfaltig ausgewihlt, so bildeten deren Grundflichen zusammen den fiir die
automatische Zuordnung wichtigen Bereich der experimentellen Spektren. Dieser Bereich ist
im Idealfall vollstindig mit der Riickrechnung erklirbar (Kap. 2.2.2). Die lokalen

—exp

Pseudoenergien werden durch die Verrechnung des Vektors s;°, der die Intensititen der

Grundflache des experimentellen Signals j im Eingangsspektrum i (Grundfliche i) enthélt

—sim

mit dem Vektor §;", der die Intensititen der Riickrechnung im selben spektralen Bereich

—sim

enthélt, bestimmt. Die Intensititen in den Vektoren §;" hédngen von der momentanen

Zuordnung ab und verdandern sich wihrend der Optimierung laufend.

Grundflachen der lokalen Pseudoenergien

In SIBASA neu hinzugekommen ist die Maoglichkeit nahe beieinanderliegender
Grundfldachen in experimentellen Spektren zusammenzufassen. Falls ein Signal durch das
automatische Peakpicking mehrmals ausgewdhlt worden ist, hilft das Zusammenfassen dabei,
dass dieses Signal in der Pseudoenergie der Optimierung nur einmal beriicksichtigt wird.
Nicht optimal prozessierte Spektren konnen z.B. periodisch auftretende lokale Maxima
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entlang von Signalausldufern haben, die auch mehrfach in die Optimierung mit eingehen
wiirden. Selbst bei einer perfekten Signalliste wiirde jedes Maximum eines auflésbaren
Multipletts einzeln einbezogen werden. Dadurch wiirden Signale mit komplexe
Aufspaltungsmuster stirker in die automatische Zuordnung einflieSen als Singlets.
Experimentelle Signale werden in SIBASA zusammengefasst, falls ihr Abstand in keiner
Dimension grofer als 15 Hz ist. Das neue Zentrum des zusammengefassten Signals ist das
gemittelte Zentrum der beteiligten Signale und das Volumen die Summe der Einzelvolumen.
Die Grundflachen der vereinigten Signale werden so gewdhlt, dass sie alle beteiligten
Signalflachen enthalten sind(Abb. 9). Ein zusammengefasstes Signal wachst so lange bis
keine weiteren Signale mehr im Abstand von 15 Hz zu finden sind.

_
/ _
0 /% /é
/ /

7
o 7

Abbildung 9: Beispiel fiir das Zusammenfassen der Grundflidchen eines Multiplett Signals. Die
Einzelsignale sind weniger als 15 HZ voneinander entfernt. Die drei roten Grundfldchen werden von
SIBASA zu einer Grundfldche (griiner Rahmen) zusammengefiigt.

Lokale Pseudoenergie des Volumenvergleichs

SIBASA iibernimmt die von ASSIGN bekannten lokalen Pseudoenergien fiir Volumen- und
Linienform, die aber auf den mit der neuen AUREMOL Integration bestimmten Signalflachen

berechnet werden. Die Pseudoenergie des Volumens E?jf"l der Grundfliche ij wird

folgendermallen berechnet:
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|dexp_dsim
_ ij ij exp__ gsim exp
Flel— 1 — ,wenn | —d}"| < d] 45)

y i
0 , sonst

Dabei werden die Abstdnde folgendermalien aus den Intensitdtsvektoren bestimmt:

_1 _1
a3 ={[57) o =X, 55
(46)

B 1

1 R
as=(57) o=(%, 5

Vol
jj

Signalvolumen auf der Grundfldche des experimentellen Signals j im Spektrum i berechneten
Atomdistanzen. Fiir die Pseudoenergie des Volumens wird deshalb der

Volumenskalierungsfaktor aus Kap. 2.2.4 benotigt.

Die Pseudoenergie E vergleicht die aus den experimentellen und simulierten

Lokale Pseudoenergie des Linienformvergleichs

Shape
j
folgendermaBen aus den Intensitétsvektoren s; bestimmt:

Die Pseudoenergie der Linienform E auf der Grundfliche ij wird dagegen

—exp —sim

Shape __ —exp —sim|\__ S S-j
Ej _C°S<<I(Sz/ 'S ))—ﬁ (47)
5571155

Shape
ij

Linienformens auf der Grundfliche des experimentellen Signals j im Spektrum i ohne dabei
das Volumen mit einzubeziehen. Es gehen vor allem Linienbreiten, Multiplettaufspaltung und

der Signaliiberlapp auf der Grundfliche mit ein.

Die Pseudoenergie E bewertet die Ahnlichkeiten der experimentellen und simulierten

Lokale Wahrscheinlichkeiten der richtigen vollstandigen Zuordnung

Beide Pseudoenergien sind auf den Top-down-Ansatz zugeschnitten, denn sie vergleichen
den gesamten Inhalt der spektralen Bereiche zwischen dem Experiment und seiner
Riickrechnung und nicht nur, wie es bei beim Bottom-up Ansatz iiblich ist, die Topologie,
Signalpostionen.
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ASSIGN und SIBASA versuchen die wahrscheinlichste vollstindige richtige Zuordnung zu
finden. Dafiir ist es notwendig die Gesamtwahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung zu
maximieren. Zuerst werden lokale Wahrscheinlichkeit aus den berechneten lokalen
Pseudoenergien des Volumens und der Linienform mit dem Satz von Bayes bestimmt. Die
Gesamtwahrscheinlichkeit ist das Produkt dieser voneinander unabhingigen lokalen
Wahrscheinlichkeiten. Die Wahrscheinlichkeit P(korrektIEg"l), dass die vollstindige

Vol

Zuordnung auf der Grundfldche ij mit der Pseudoenergien des Volumens E,

i richtig ist, wird

folgendermafBlen berechnet:

P(E]"|korrekt)

y

P E;0[|k0rrekt )+ P (E;/.a/ | falsch)

P (korrekt|E ;/.01) = (48)

Analog dazu berechnet sich die Wahrscheinlichkeit —P(korrekt/E;™™) fir die

Shape

Pseudoenergien der Linienform Ej™ folgendermafen:

P(E Shape| korrekt)

y

P( E‘ig/,hapglkol"l"ekt)'l'P (Efg,hape|falSCh)

u

P (korrekt|E ;’”’”e )=

(49)

Die beiden Wahrscheinlichkeiten lassen sich unter der Annahme, dass die Pseudoenergien

des Volumens und der Linienform auf einer Grundfldche ij voneinander unabhéngig sind, zur
Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung PX"LShape auf der Grundfléche ij kombinieren:

P;‘)l‘ Shape — p ( korrektlEgolﬂ E;j-hape) =
P(E[' NE;"|korrekt) P(korrekt)

P (E;”lﬂ E;jh“pe |korrekt) P (korrekt )+ P (E;/.OIHE;MWI falsch) P ( falsch) (50)
_P(E;"korrekt) P(E]|korrekt)

y

P (E;"lIkorrekt )P (Efjh”pe |korrekt )+ P (E§01| falsch) P (Eg.hape | falsch)

Da die globale Wahrscheinlichkeit fiir die richtige Zuordnung P(korrekt) nicht angegeben
werden kann, wird folgendes vorausgesetzt:

P (korrekt)=P( falsch)=0,5 (51)

ASSIGN hat zwar ebenfalls die lokalen Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung

Vol, Shape
P, P

i bestimmt, aber die dafiir benétigten Héaufigkeitsverteilungen der beiden

Pseudoenergien im Falle einer korrekten vollstindigen Zuordnung H{*"(E"*) und
H{*"(E®"*) fehlten bislang fiir alle Spektren. SIBASA bezieht diese nun aus der

1

AUREMOL Datenbank, in der sie fiir verschiedene Spektrentypen abgelegt worden sind. Da
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sich die Haufigkeitsverteilungen der beiden Pseudoenergien bei gleicher Prozessierung und
gleichen Spektrenarten bei unterschiedlichen Proteinen nicht stark voneinander unterscheiden
und der Satz von Bayes gegen leichte Verdnderungen tolerant ist, konnen sie aus den
Datensétzen bereits geldster Proteinen erzeugt werden und fiir alle Zuordnungsprobleme mit
den gleichen Spektren verwendet werden. Zur Erstellung der Verteilungen wird ein
Kerndichteschétzer mit Gaul-Kernel und optimaler Bandbreite b (Berwin A. TURLACH),
statt dem von ASSIGN verwendeten Haufigkeitsverteilungen mit 10 Klassen verwendet. Die
Verteilungen werden dadurch geglittet, was das Ubertragen auf andere Zuordnungsprobleme
weiter vereinfacht. Fiir jedes Spektrum i, wie z.B. 2-D-NOESY- oder das 3D “"N-NOES-
HSQC-Spektrum werden sie mit folgenden Gleichungen erzeugt:

1 [E—E™Y

1
Hlforrekt E Vol - ex 1 . 52
l ( ) \/2 T bEVu/ Z J P 2 bE,V‘" ( )
2
korrek Shape 1 N anale 1| E—- thape
H,‘ t(E P ):\/2_3.572_}:1 eXp —5 TE; (53)
th””" ;Shupe

Da sowohl die Pseudoenergie des Volumens als auch die der Linienform nur Werte zwischen
0 und 1 haben konnen, aber der Kerndichteschéitzer Ausldufer iiber diese Grenzen hinaus
erzeugt, werden diese Ausldufer an den jeweiligen Aullengrenzen achsensymmetrisch zurtick
gespiegelt und zu den Verteilungen addiert.

Die Verteilungen fiir eine falsche Zuordnung H™"(EY”') und H™"(E™™) wurden mit

der gleiche Methode und dem gleichen Datensatz, aber mit einer zufélligen vollstandigen
Zuordnung erzeugt und ebenfalls in der AUREMOL Datenbank gespeichert.

Zusammenfassung der (lokalen) Wahrscheinlichkeiten zu globalen
Pseudoenergien

In ASSIGN und SIBASA wird immer wenn moglich ausgenutzt, dass die gesuchte und zu
maximierende Gesamtwahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung, das Produkt seiner
voneinander unabhidngigen Einzelwahrscheinlichkeiten ist. Der Logarithmus der
Gesamtwahrscheinlichkeit ist damit die Summe der logarithmierten
Einzelwahrscheinlichkeiten und kann als Pseudoenergie, die minimiert werden soll, dienen.
Ist die Pseudoenergie minimal, so ist die Zuordnung mit der maximalen
Gesamtwahrscheinlichkeit fiir die richtige Zuordnung gefunden.

In ASSIGN gab es nur ein 2-D-NOESY-Spektrum zu beachten, dessen lokalen Bayessche
Wabhrscheinlichkeiten der Grundflachen j zu der globalen Gesamtpseudoenergie des Volumens
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und der Linienform E¥"¢ zysammengefasst wurden:

Signale

|11’1 P I{'ol ,Shape | (54)

/':0 J

 Siane
E"hShave 1 |H o P (korrekt|E;/Olﬂ Eihape) |= Z

Dabei war N die Anzahl der NOESY-Signale und E}* bzw. E}"™ die Pseudoenergie

des Volumens bzw. der Linienform auf der Grundfldche des experimentellen Signals j. Um
numerische Stabilitdt zu gewdhrleisten, wurden Wahrscheinlichkeiten, die kleiner als 0,05
waren, auf 0,05 gesetzt.

Gewichtung der lokalen Wahrscheinlichkeiten in der globalen Pseudoenergie

In ASSIGN sind alle lokalen Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung PJYOLShape,

unabhidngig von der Intensitdt des zugrundeliegenden Signals, gleich stark in die globale
Gesamtpseudoenergie des Volumens und der Linienform EY*'$"P¢ eingegangen. In SIBASA
dagegen gehen die Pseudoenergien von stirkeren Signalen, die fiir die Zuordnung von

chemischen Verschiebungen in NOESY-Spektren wichtiger sind als die von schwicheren

Vol, Shape
i

Signalen, auch stédrker in die globale Gesamtpseudoenergie E des Spektrums i ein. Die

Vol,Shape

logarithmierten lokalen Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung |In P; | werden

daflir mit ihren experimentellen Signalvolumen Vi® in der gesamten Pseudoenergie des

Signalvergleichs E;*"*"® gewichtet. Die Gewichtung minimiert auBerdem den Einfluss von

thermische Rauschsignalen und Artefakten mit geringer Intensitit auf die automatische
Zuordnung. Es ist auBerdem wahrscheinlicher, dass schwache Signale nicht von der
Riickrechnung einer nicht idealen 3D-Struktur erkldrt werden konnen, da sich ihre
Wechselwirkungsdistanzen nahe am Cut-Off Abstand der Simulation befinden. Starke Signale
dagegen, sind oft selbst in den simulierten Spektren des ausgestreckten Strang sichtbar und

erhalten auch bei der manuellen Zuordnung die meiste Aufmerksamkeit. Die Gewichtung
Signal,exp
ij

Formeln berechnet:

des Signals j im Spektrum i wird mithilfe seines Volumens V{* mit folgenden

( Vexp)—l/()_( Vexp )—1/6

?jignal,expz (Ve’ij" R (I}Z‘: E —+1 fiir das 2D-NOESY Spektrum
_ (o) o—(pse e G
w?jlg”al’°XP:4, (Ve)’{p e (Vle}:‘l’" B =+0,5 fiir alle anderen Spektren

Es hat sich bewédhrt das minimale mogliche Gewicht einer experimentellen Grundfldche

S im fithrende 2-D-NOESY-Spektrum auf 1,0 und das maximale Gewicht auf 10,0 zu
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setzen. Es wird, wie schon bei der Berechnung der Pseudoenergie des Volumens Ei\j’"1 (GL

45) die Distanz aus dem Volumen berechnet. Zwischen den Grenzen besteht ein linearer
Slgnal,exp
(V)% In allen weiteren Spektren werden die Grenzen der Gewichte auf 0,5 und 5, also
jeweils genau auf die Hilfte gesetzt. Im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum trigt der reduzierte
dynamische Bereich der Gewichtungen der Tatsache Rechnung, dass dort in der Regel das
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, die Auflésung in den indirekten Dimensionen und chemische

Austauscheffekte die Genauigkeiten der gemessenen Signalvolumen verschlechtern. Die

Zusammenhang zwischen Gewicht w und der aus den Volumen berechneten Distanzen

gesamte Pseudoenergie des Volumens und der Linienform E;**"** des Spektrums i, wird mit
den lokalen Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung Pi}’"l’s}‘ape folgendermafen
berechnet:
N Signate )
Vol,Shape __ i Singal,exp Vol,Shape
E —Z,-zl w) |In P (56)

Gewichtung der Pseudoenergien der Spektren untereinander

Im Gegensatz zu ASSIGN kann SIBASA mehrere Spektren, deren Pseudoenergien
gemeinsam optimierte werden, fiir die automatische Zuordnung verwenden. Da z.B. ein 2-D-
NOESY-Spektrum in der Regel mehr Signale und damit auch mehr aufsummiertes Gewicht

NoBRoesy g
> Wirnonsy,; als das zugehorige 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektrum hat, muss der

j=1

Beitrag der globalen Pseudoenergie des Volumens und der Linienform E}%yar  des 3D °N-

NOESY-HSQC-Spektrums hoher gewichtet werden, um in der Optimierung richtig
beriicksichtigt zu werden. Mit der Wichtung wird garantiert, dass kein Spektrum wéahrend der
automatischen Zuordnung vernachldssigt wird.

Bei allen Gewichtungsfaktoren, die fiir SIBASA eingefiihrt wurden, um Pseudoenergien
gegeneinander zu gewichten, wird ausgenutzt, dass wegen der numerischen Stabilitdt eine

Wahrscheinlichkeiten minimal 0,05 sein kann. Dadurch kann die maximal mogliche

Wabhrscheinlichkeiten

Pseudoenergie mit der Beziehung ijl In(0,05) bestimmt werden. Ein globaler

Gewichtungsfaktor wird als Referenz auf 1 gesetzt und die anderen Gewichtungsfaktoren so
gewihlt, dass die maximale mit dem Faktor w; gewichte Pseudoenergie Wizj In(0,05)

genauso hoch wie die Pseudoenergie der Referenz ist, bzw. den gewiinschten Anteil der
Pseudoenergie der Referenz hat. Im Falle der Pseudoenergie des Signalvergleichs EYo-She
wird der Gewichtungsfaktor des fithrenden 2-D-NOESY-Spektrums w /P ™™ Vol-She  g]g

Spektrum, Vol , Shape
i

Referenz auf 1 gesetzt und die Gewichtungsfaktoren der anderen Spektren w S0

gewdhlt, dass ihre héchstmogliche gewichtete Volumen- und Linieformpseudoenergie die
Haélfte der maximalen Pseudoenergie des 2-D-NOESY-Spektrums betragt.
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Signale
N}

Z Signal,exp
Spektrum , Vol , Shape __ j=1 J
Wi - 075  Signate (5 7)
i Signal,exp
j=1 i

Das fithrende 2-D-NOESY-Spektrum erhélt das doppelte Gewicht, da es mit seinem groflen
und vollstdndigen Korrelationsnetz der dipolaren Wechselwirkungen die Hauptinformation fiir
die automatische Zuordnung zur Verfiigung stellt. Damit ergibt sich die globale
Gesamtpseudoenergie des Volumens und der Linienform aller Spektren EY°""*¢ zu:

Spektren Signale

N N .
Vol,Shape __ Spektrum, Vol , Shape i Signal,ex; Vol,Shape
E P _zf:1 w,” v Z,-:l w, S In P (58)

Pseudoenergie der chemischen Verschiebung

ASSIGN hat neben der Pseudoenergie der Linienformen und des Volumens EY'$'re die
Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E¢ eingefiihrt. Sie ist der Logarithmus des
Produkts der unabhdngigen Einzelwahrscheinlichkeiten der Zuordnung, also wieder der
Logarithmus der Gesamtwahrscheinlichkeit (Gl. 59).

Kerne

Ew:“n(HkN:l Pk(6k>)|:Zil In P,(3,)] (59)

Die Wahrscheinlichkeiten Py(d¢) der chemischen Verschiebungen der Kerne £ wurden in
ASSIGN folgendermallen bestimmt:

2
1[5, —8rrs
P,(8,)=exp > — (60)

0-AA , Kern

" war die aus der Eingabestruktur mit SHIFTS vorhergesagte chemische

Verschiebung der Resonanz des Kerns k und oixlﬁm die aus der BMRB stammende

Standardabweichung der des Kerns Kern in der Aminosdure AA (siehe Kap. 2.2.7). Auch hier
Vol, Shape
ij ’
(Gl. 50), wegen der numerischen Stabilitdt, die minimale Wahrscheinlichkeit P(6x) auf 0,05
festgelegt. Die gesamte zu optimierende Pseudoenergie E*“ ergab sich in ASSIGN fiir ein 2-

D-NOESY-Spektrum zu:

wurde, wie zuvor bei den lokalen Wahrscheinlichkeiten P der richtigen Zuordnung

Etotal :EVol,Shape+ WE, ® Ew (61)

w"® war dabei ein vom Benutzer vorgegebener Gewichtungsfaktor, der dafiir sorgte, dass
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die Pseudoenergie der chemischen Verschiebungen in der Optimierung gegeniiber der
Volumen- und Linienformpseudoenergie richtig gewichtet war.

Die Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® wird auch in SIBASA als
Pseudoenergie verwendet, wobei aber die verbesserten Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen
der chemischen f(8) (GI. 41) aus Kapitel 2.2.7 verwendet werden. Die Pseudoenergie der
chemischen Verschiebung E® wird folgendermalien bestimmt:

E°=Y) (4, 7,(5,) (62

Der Normierungsfaktor Ax normiert die Beitrage Afi(dx) zur Pseudoenergie auf 1 und sorgt
dafiir, dass der Logarithmus des optimalen Beitrags, unabhdngig vom Kern k gleich 0 ist.

Dynamischer Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie der chemischen
Verschiebung

In SIBASA wird der benétigte Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie der chemischen
Verschiebung in der Gesamtpseudoenergie w™® problemspezifisch berechnet und wéhrend der
Optimierung dynamisch angepasst. Da zu Beginn die Liste der chemische Verschiebungen
zufdllig initialisiert wird und damit groRtenteils falsch ist, sind auch die lokalen
Wahrscheinlichkeiten Pi\j/"l’smlpe der richtigen Zuordnung auf den Grundflédchen ij, wegen ihrer
Abhéangigkeiten von zwei oder mehreren chemischen Verschiebungen noch wenig niitzlich fiir
die automatische Zuordnung. Deshalb ist es sinnvoll zu Beginn die Pseudoenergie der
chemischen Verschiebungen relativ hoch zu gewichten, da ihre Beitrdge nur von einer
einzigen chemischen Verschiebung abhédngig sind. Sie sind damit in der Anfangsphase besser
in der Lage SIBASA in die richtige Richtung zu bringen. Im spéteren Verlauf wiirde aber ein
Algorithmus, der zu stark auf die Wahrscheinlichkeitsverteilungen der chemischen
Verschiebungen setzt, die richtige vollstandige Zuordnung nicht finden, da die geschitzten
Wabhrscheinlichkeitsdichteverteilungen zu einem nicht unerheblichen Teil falsch sind. Fiir den
spateren Verlauf der automatische Zuordnung hat es sich als sinnvoll erwiesen, langsam auf
die Pseudoenergie des Signalvergleichs EV"*"  die auf experimentellen NMR-Daten basiert,
als Hauptkriterium der Optimierung zu wechseln. Dies wird erreicht indem der
Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung w™“(t) wihrend der
Optimierung fortlaufend angepasst wird. Zu Beginn wird er zundchst folgendermalen
initialisiert:

[0l Shave, max

E, o
w T (t=0)=4
(+=0) N*"1n(0,05)

(63)
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N¥e™n(0,05) ist dabei der maximal mogliche Wert der Pseudoenergie der chemischen
Verschiebungen E°. Der maximale Beitrag der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung
wird tiber den Gewichtungsfaktor w*® an den maximalen mogliche Wert der Volumen- und
Linienformpseudoenergie EYo:Sh#em gller Spektren angepasst. A ist eine benutzerdefinierte
Starke, die in der Regel auf Werte zwischen 1 und 3 eingestellt werden sollte. Wird sie auf 1
eingestellt, so sind die maximalen Beitrige der Pseudoenergie EY"5""* und der Pseudoenergie
der chemischen Verschiebungen E® zur gesamten Pseudoenergie zu Beginn gleich groB3. Fiir
diese Arbeit hat sich eine erhohte Stirke A von 1,5 bewidhrt, da die
Wabhrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen sich gegeniiber von
ASSIGN verbessert haben.

Die Gewichtung w™“(t) wird wihrend der Optimierung regelmifRig folgendermaRen
aktualisiert:
(EVoI,Shape(t)_EVol,Shape,opt>

wh(t)=4
() N*"1n(0,05)

(64)

Hierbei ist EY'"™®' der im vornherein geschitzte Wert der Volumen- und
Linienformpseudoenergie der korrekten vollstindigen Zuordnung, also die Pseudoenergie des
Endergebnisses. Ist die richtigen Zuordnung erreicht, so wird auch der Gewichtungsfaktor
wP°(t) minimal. Da aber im Realfall, wegen Artefakten, Rausch und Ungenauigkeiten in den
3D-Strukturen und Riickrechnungen, die kombinierte Volumen- und
Linienformpseudoenergie die vollstandige Zuordnung nicht alleine finden kann, sorgt
SIBASA dafiir dass der Gewichtungsfaktor w™“(t) nie unter 10% seines Anfangswert aus Gl.
63 fallt.

Abschatzung der Pseudoenergie des Signalvergleichs der richtigen Lésung

Die Pseudoenergie des Signalvergleichs der richtigen Zuordnung EY°*5"**°" kann wihrend

der Vorbereitung der automatischen Zuordnung folgendermalien abgeschétzt werden:

Spekiren Signale

N N; .

EVDI,Sha e, opt __ E Vol ,Shape EVO/,Sha e, korrekt i Signal,ex

" p—Z- 1 Wi " i " Z 1 Wijgn P (65)
i= j= L

E, Vol, Shape
i

ist der Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie des Signalvergleichs fiir das

S’igml’e"p der Gewichtungsfaktor des Signals j im Spektrum i fiir die selbe

. =Vol, Shape, korrekt
Pseudoenergie. E. -7

Spektrum i und w

ist die durchschnittliche Pseudoenergie des Volumen- und
Vol, Shape

Linienformvergleichs E; eines beliebigen Signals im vollstdndig richtig zugeordneten

Spektrum i. Sie wire im Idealfall 0, muss aber fiir den Realfall mit Hilfe der
Haufigkeitsverteilungen der richtigen Zuordnung der beiden Pseudoenergien des Volumens
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und der Linienform ( (H"*(E"") (GL 52) bzw. H™(E®"™*) (GL. 53) ) mit folgender

i i

Gleichung fiir alle Eingabespektren i ermittelt werden:

Signale

_ , E - ;
EiVol,Shape,korrekt:%j' N;VSignfle )Wlslgnal,exp(E) |1n P;/ol,Slzape,korlekt<E)|dE (66)

Dies ist im Prinzip die Formel zur Bestimmung des Mittelwertes der gewichteten
Pseudoenergie der experimentellen Signale aus den Haufigkeitsverteilungen der
Pseudoenergie E. Dabei ist:

. P YOI, Shape, korrekt

1

(E) ist die mit mit Gl. 50 gemittelte lokale Wahrscheinlichkeit eines
Signals mit den Pseudoenergien E = EY!' = E®®° ijm Spektrum i fiir die richtige
vollstdndige Zuordnung.

NiSignale(E)

. W ist die relative Héaufigkeit eines experimentellen Signals mit den

Pseudoenergien E = EY' = ES"* jm Spektrum i. Sie wird aus den beiden Verteilungen
der Pseudoenergien der richtigen Zuordnung folgendermallen gemittelt:

N Signale( E ) _ Hkorrekt ( EVol )+ Hikorrekt (EShape )

1 1

NSignale - 2

« w,(E) ist das durchschnittliche Gewicht eines experimentellen Signals mit E = E¥! =
ES™P¢im Spektrum i des gelésten Proteins, mit dessen Datensatz auch die Verteilungen
H(EY') und H{*™*(E®™*) erzeugt wurden.

o W EP(E)|InP*"*"™(E)| ist damit die durchschnittliche lokale Pseudoenergie des

Vol, Shape
i

Signalvergleichs, die ein Signal zur Pseudoenergie E des richtig zugeordneten

Spektrums i beitragt.

N Signale( E ) —Signal,exp

. Z:f 1 (E)dE ist der Normierungsfaktor. Der durchschnittliche

NSigna]e i
Gewichtungsfaktor eines experimentellen Signals mit den Pseudoenergien E = E*' =
ES"P¢ im Spektrum i W, ®**“*(E) ist eigentlich ein Teil der zu mittelnden GroRe und

sollte deswegen kein Teil der Normierung sein. Er wird trotzdem mit eingerechnet, da
Signal,exp
j
abgeschitzt werden miissen.

alle Signalgewichte w der Eingabespektren bekannt sind und somit nicht mit

Die Annahme E = EY' = ES* in den Integralen ist moglich, da die Pseudoenergie des
Vol Shape
ij ij

im Spektrum i in der richtigen vollstindigen Zuordnung stark miteinander korreliert sind.

Volumens E;” und der Linienform E auf der Grundflache des experimentellen Signals j
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Bewertung von Zuordnungen

Eine der grofften Neuerungen von SIBASA ist die Moglichkeit sich die Ergebnisse der
automatischen Zuordnung bewerten zu lassen. Dazu wurde eine von der Pseudoenergie der
experimentellen Signale EY'S'¢ (Kap. 2.2.8) unabhdngige neu GroRe definiert. Die

: Vol,Sh: i . e s . .
Pseudoenergie E, """ wird fiir jede Zuordnung eines Kern k berechnet und basiert auch

auf dem Volumen- und Linienformvergleichen zwischen dem variablen zuriickgerechneten

Vol,Sim

und dem experimentellen Spektrum. Die Pseudoenergien des Volumens E; werden mit

Gl. 45 und die der Linienformen Eitha""”Sim mit Gl. 47 auf den Grundfldchen der simulierten
Signale j im Spektrum i berechnet. Diese Grundflachen sind um die aktuellen Koordinaten
des simulierten Kreuzsignals ij zentriert und schlieBen die gesamte zuriickgerechnete
Linienform ein. Die GroRe der Flachen werden wie bei den experimentellen Signalen (Kap.
i\j"’l’Sim und Eisjha"e’Sim sind gegen
Ungenauigkeiten in der Eingangsstruktur sehr empfindlich, da schwache Kreuzsignale bis
zum Cut-Off Abstand, die eventuell kein experimentelles Aquivalent haben, mit
berticksichtigt werden. Auch Artefakte, wie z.B. das Wassersignal im 2-D-NOESY-Spektrum,
konnen die lokalen Pseudoenergien der simulierten Signale verfdlschen, da die
experimentellen Signale, die unter dem Artefakt liegen, fiir eine Auswertung nicht zuganglich
sind. Eine  Vorauswahl der simulierten  Signale, deren  Volumen- und

2.2.2), durch eine Segmentationshhe vorgegeben. E

Linienformpseudoenergien in die Berechnung der Pseudoenergien E.°"*"™**™ eingehen
sollen, ist deshalb notwendig. Fiir die Bewertung der Sichtbarkeit eine simuliertes Signal j im
Spektrum i im Experiment, wird sein Pseudoabstand d%*'* berechnet:
seudo d —6\"1/6
dl}:l :VZ (Zm anmn> (67)

Hier findet eine r°-Aufsummierung der Abstinde der Kerne von gleichwertigen
Kreuzsignalen magnetisch gleichwertiger Kernen statt. k und [ sind sind die Indices der von
SIBASA zuzuordnenden Kerne des Signals j im Spektrum i. m und n sind die Indices der

pseudo

magnetisch gleichwertigen Atome der Atomgruppen k und [. Der Pseudoabstand dj,

beriicksichtigt mit dem Parameter v;* Ordnungsparameter, Korrelationszeiten und andere

Faktoren, die das Signalvolumen verkleinern konnen. Die Parameter v stammen von

AUREMOL RELAX, die diese fiir jede Riickrechnung mit bestimmt.

Damit die Grundflache eines simulierten Kreuzsignals fiir die Berechnung der Volumen-
o s . Vol,Sh: i . . . .
und Linienformpseudoenergie der Zuordnung k E,*”™*"™ mit einbezogen wird, miissen

folgende Kiriterien erfiillt sein:

+ Der Pseudoabstand d>*'“ der beiden Atomgruppen k und / im Kreuzsignal muss
kleiner als 0,4 nm sein. Dieser Threshold beseitigt bei dem géngigen Cut-Off Abstand
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der Riickrechnung von 0,5 nm und normalen Signal-zu-Rausch-Verhiltnis den
Einfluss der meisten Fehler der 3D-Strukturen.

* Simulierte Signale, die im 2-D-NOESY-Spektrum unter dem Wassersignal zu finden
wdren, d.h. in der direkten Dimension zwischen 4,3 und 5,3 ppm bzw. in der
indirekten Dimension zwischen 4,6 und 5,0 ppm liegen wiirden, werden
ausgeschlossen.

* Fiir das 2-D-NOESY-Spektrum werden simulierte Diagonalsignale und Kreuzsignale,
die nahe an die Diagonale gesetzt wurden, d.h. Signale fiir die |5(®»1) — 8(®2)| kleiner
als 0,5 ppm ist, wegen dem starken Uberlapp in diesem spektralen Bereich
ausgeschlossen.

* Nicht sichtbare simulierte Kreuzsignale, also Signale bei denen mindestens ein
beteiligter Kern im Dummyslot liegt, werden ebenfalls nicht berticksichtigt.

Es werden, wie schon fiir die lokalen Pseudoenergien der experimentellen Signale, mit dem

Satz von Bayes die lokalen Wahrscheinlichkeiten fiir die richtigen Zuordnung PX"LShapeﬁim der

Grundflachen der simulierten Signale j im Spektrum i aus den Volumen- und den
Linienformpseudoenergien (E{**™ bzw. Ej™*™) gebildet. Diese Wahrscheinlichkeiten
unterschieden sich von ihren experimentellen Aquivalenten nur in den spektralen Bereichen,
in denen sie ausgewertet werden. Die Zentren dieser Bereiche sind mit
Kreuzsignalzuordnungen verbunden und verdndern wéhrend der Optimierung ihre Positionen.
Die Pseudoenergien auf der Grundfliche bewerten, wie gut ein simuliertes Signal zu einem
bestimmten Zeitpunkt in der Optimierung, der auch am Ende sein kann, zugeordnet wurde.
Die fiir die Berechnung mit Gl. 50 bendtigten Verteilungen der Volumen- und
Linienformpseudoenergien der simulierten Signale der richtigen Losung H{*"(EY**™) und

i
korrekt
H;

(E®™**™) werden mit allen simulierten Signalen eines geldsten Proteins, die die
obigen Bedienungen erfiillen, gebildet. Die Verteilungen der Pseudoenergien der falschen
Zuordnung H{™"(EY™™™) und H™"(E®™*™) werden ebenfalls mit der gefilterten

Signalliste, aber mit einer zufdlligen Zuordnung erzeugt. Die Verteilungen der Pseudoenergien
der simulierten Grundflichen wurden wieder in der AUREMOL Datenbank gespeichert.
Analog zur Berechnung der gesamten globalen Pseudoenergie der experimentellen Spektren
EYetshare (G, 58), wird fiir die Bewertung der Zuordnung eines Kerns k die logarithmierte
Gesamtwahrscheinlichkeit, die wieder als Summe der logarithmierten
Einzelwahrscheinlichkeiten der beteiligten simulierten Kreuzsignale geschrieben werden
kann, verwendet. Um die fiir die Zuordnung wichtigen starken Signale stirker zu

beriicksichtigen, werden die logarithmierten Einzelwahrscheinlichkeiten der simulierten
§ignal,sim
ij

. Vol,Sh: i
Signale |In(P; ~"e"

ij

(Gl. 68) gewichtet.

)|, wie die experimentellen Aquivalente, mit einem Faktor w

pseudo, max
Signal,sim __ d

g - d pseudo
ki

(68)
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pseudo

Hier ist d*™* dje maximale Pseudodistanz d}, (Gl. 67), die ein simuliertes Signal j im
Spektrum haben darf, um fiir die Volumen- und Linieformpseudoenergie einer Zuordnung k
berticksichtigt zu werden. Um zu verhindern, dass ein Spektrum i iiber- oder untergewichtet
wird, werden, die simulierten Signale, wie bei der gesamten globalen experimentellen
Pseudoenergie des Signalvergleichs EY*"*"* nach dem Herkunftsspektrum gewichtet. Der

Spektrum,sim

Gewichtungsfaktor des simulierten Spektrums i w; in der Volumen- und

Linienformpseudoenergie einer Zuordnung wird mit Gl. 69, gebildet.

WSpektruln,sim — 1 fur 1 =1

i
N?’u{nule ) )
Signal,sim

ektrum,sim z‘— Wi 69
Spekmumsin_ ) g =1 1/ sonst (69)

[ 2 Signale
1 N g

z i WSignal,sim
]': 1 lj

Fiir die Berechnung der Gewichtungsfaktoren der Spektren werden die Signale nur mit der
1. Regel, also falls sie kleines Signalvolumen haben, ausgeschlossen. Die normierte

gewichtete Pseudoenergie E, """ fiir die Zuordnung des Kerns k ergibt sich dann zu:

Vol,Shape,sim __ 1 Spektrum,sim _ _Signal,sim Vol,Shape,sim
E; _1__2-- w; W, |1n(Pi' )l (70)
Zk ij y y

Die Summe lduft nur {iber diejenigen Signale j in den Spektren i, an denen der Kern k

beteiligt ist. Der minimale Wert der lokalen Wahrscheinlichkeiten fiir die richtige Zuordnung
Vol,Shape,sim
ij P

Logarithmus, wieder auf 0,05 gesetzt. Dadurch ist es auch wieder moglich die Pseudoenergie

der simulierten Signale P wird, wegen des Erhalts der numerischen Stabilitdt des

der Zuordnung des Kerns k E,**"**™ mit dem Normierungsfaktor Z, auf Wertebereich

zwischen 0 und 1 zu normieren. Der Normierungsfaktor wird folgendermalien berechnet:

Zk= le WiSpektrum,sim W?igna],sim |ln (0,05 )| (71)

)

Falls der Kern k keine sichtbaren NMR-Signale hat, kann seine Volumen- und

o . . Vol,Sh: i . . . . . .
Linienformpseudoenergie E, """ nicht ausgewertet werden. Sie wird in diesen Fallen auf

1 gesetzt (Begriindung siehe Kap. 2.2.9). Da die lokale Wahrscheinlichkeit fiir die richtige

Vol,Shape,sim
ij 9

Zuordnung der simulierten Grundflache ij P wie schon das experimentelle Pendant

Vol, Shape
P ij s

von minimal zwei chemischen Verschiebungen abhédngig ist, kann die
Pseudoenergie E,**"™**™ der Zuordnung k die Qualitit nur akkurat messen, falls die

chemischen Verschiebungen der der Resonanzen der Kreuzsignalpartner grofStenteils bekannt
sind. Einen Teil der Unsicherheit die dadurch entsteht, kann aber durch den Einsatz des Satzes
von Bayes und durch mehrere parallel laufende Instanzen von SIBASA abgefangen werden
(siehe Kap. 2.2.15).
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2.2.9 Behandlung von Kernen mit nicht sichtbaren
Resonanzlinien

Durch Prozesse, wie chemischen Austausch kann es vorkommen, dass Kerne keine Signale
im NMR-Spektrum erzeugen. Vor allem davon betroffen sind die fiir die Zuordnung von
HSQC-Spektren wichtigen Riickgrat- und Seitenkettenamidprotonen. Um die Moglichkeit
von nicht sichtbaren Resonanzlinien fiir die automatische Zuordnung beriicksichtigen zu
konnen, hat ASSIGN einen eigenen Slot eingefiihrt. Kerne, die in diesen Slot verschoben
worden sind, haben keine Kreuzsignale auf den zuriickgerechneten Spektren. Der sogenannte
Dummyslot konnte, wie alle anderen Slots auch, wdhrend der automatischen Zuordnung
ausgewahlt werden. ASSIGN vertraute darauf, dass Resonanzen von Kernen, die keine
sichtbaren Kreuzsignale in den NMR-Spektren haben und nicht im Dummyslot verschoben
worden sind, in der richtigen Losung storen wiirden, d.h. den Wert der gesamten
Pseudoenergie des Signalvergleichs E'°*"* vergrofern wiirden. Fiir die Zuordnung von 2-D-
NOESY-Spektren hat diese Annahme nur fiir simulierte Datensédtze zugetroffen, den alle
bisher eingefiihrten Pseudoenergien haben selbst Kerne mit sichtbaren Kreuzsignalen, die
falsch zugeordnet wurden, kaum bestraft. Experimentelle NOESY-Kreuzsignale, die durch
mehr als ein simuliertes Signal erklart wurden, trugen selten negativ zur
Gesamtpseudoenergie bei. Die Bewertung der Kerne im Dummyslots beziiglich der
Pseudoenergie der Optimierung musste deshalb fiir SIBASA verdndert werden.

Zuerst wurde die Moglichkeit des Dummyslots auf Resonanzlinien von Amidprotonen und
an sie gebundene Stickstoffe eingeschrdnkt, da fast nur bei diesen Kernarten NMR-
Kreuzsignale nicht sichtbar waren. AuBlerdem wurde eine Liicke, die ASSIGN bei der
Berechnung der Pseudoenergie der chemischen Verschiebungen E® gelassen hatte,
geschlossen. Kerne, die in den Dummyslot verschoben worden sind, erhalten in SIBASA nun
die Wahrscheinlichkeit Py (Dummyslot) von 1, was einen Beitrag von 0 zur Pseudoenergie der
chemischen Verschiebung E“ entspricht (Gl. 62).

Zu Beginn der Optimierung fiihrt diese Mallnahme dazu, dass viele Amidgruppen keine
Kreuzsignale auf den zuriickgerechneten Spektren haben. Da der Gewichtungsfaktor der
Pseudoenergie der chemischen WVerschiebung w"™” (Gl. 64) im spiteren Verlauf der
automatischen Zuordnung stark verringert wird, reicht diese MaBnahme alleine nicht aus um
die Amidgruppen ohne sichtbaren Kreuzsignale in den Spektren zu identifizieren. In SIBASA
wurde deswegen, neben den Pseudoenergien des Signalvergleichs E'*"* (Gl. 58) und der
chemischen Verschiebungen E® (Gl. 62) eine dritte Pseudoenergie, die Pseudoenergie der nicht
sichtbaren Resonanzlinien EP"™ eingefiihrt. In ASSIGN, in dem diese Pseudoenergie noch
nicht implementiert hatte, wurden wahrend der automatischen Zuordnung die nicht eigentlich
nicht sichtbaren simulierten Kreuzsignale so angeordnet, dass Rauschsignale, Artefakte im
experimentellen Spektrum erklart werden konnten. Auch die Méglichkeit durch Uberlagerung
von sichtbaren und nicht sichtbaren Kreuzsignalen die gesamte Pseudoenergie des
Signalvergleichs E¥**"P¢ zu verbessern, wurde immer wahrgenommen. Dabei wurde in Kauf
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genommen, dass viele simulierte Signale iiber leerem spektralen Bereich lagen, also unerklart
blieben.

Die Volumen- und Linienformpseudoenergie der Zuordnung E, ™™ (Gl. 70) des Kerns
k wird auf 1 gesetzt, falls er im Dummyslot ist. Die Pseudoenergie ist im Wertbereich
zwischen 0 und 1 definiert, wobei ein Wert von 1 bedeutet, dass alle simulierten Signale des
Kerns k perfekt durch die experimentellen NMR-Spektren erkldrt werden kénnen und ein
Wert von 0 bedeutet, dass alle zuriickgerechneten Signale des Kerns iiber leerem spektralem
Bereich liegen. Die Zuordnungspseudoenergie E, """ erfiillt damit die Kriterien einer
Pseudowahrscheinlichkeit, die wie anderen Wahrscheinlichkeiten in SIBASA zu globalen
Pseudoenergien zusammengefasst werden konnen. Die Pseudoenergie des Dummyslots EP*™™
in SIBASA ist die Summe der Logarithmen der Pseudowahrscheinlichkeiten der Amid- und

Stickstoffkerne:

Amide o pyStistofte

EDummy: zk » | ln (E kVol,Shape,sim) | (72)

Die Summe lauft iiber alle Kerne von Amidgruppen, da nur sie in SIBASA in den
Dummyslot verschoben werden kénnen. Zur Erhaltung der numerischer Stabilitdt wird das

o . Vol,Sh: i . . .
Minimum von E, """ fiir diese Berechnung wieder auf 0,05 gesetzt.

Analog zur Pseudoenergie der chemischen Verschiebungen E® muss die Pseudoenergie der
Dummyslots EP™ gegen die anderen Pseudoenergien in der gesamten Energie der
Optimierung E*“? gewichtet werden. Der initiale Gewichtungsfaktor w®™™(t = 0), wird
analog zum Gewichtungsfaktors der Pseudoenergie chemischen Verschiebung w*“(t = 0) (GL.
63), folgendermalien gebildet:

Vol, Shape , max
E ip

( NAmide + NStic’/cvtqﬁé>1n(0,05>

Hierbei ist A wieder die benutzerdefinierte Starke und hat den selben Wert wie in GI. 63 und
Gl. 64. Da nur Amidprotonen und Stickstoffe im Dummyslot sein konnen, ist die maximal
mogliche Pseudoenergie EP"™™™* durch (NA™de + NStcksfieyn(0,05) gegeben. Der
Gewichtungsfaktor wird auerdem wéhrend der automatischen Zuordnung regelméRig an den
momentanen Wert der Pseudoenergie des Signalvergleichs EY°"" angepasst:

WE,Dummy(t:()):A (73)

EVDI, Shape (t) _ EVal , Shape , opt

( NAmide+ NStickleﬁe) ln (0705 )

WE,Dummy (t)_A

(74)
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2.2.10 Threshold Accepting

aT o
| Wihle Proton k |«

ja

Y
Erweiter Auswahl auf
gesamte NH- bzw.
NH, - Gruppe k

Waihle zufillig ein Kreuzsignal
von k mit einem Amidproton

. . pseudo
fuir das gilt dy” s idproron <054 NM

spezieller
MOVE?

Das Minimum von P, (3)
wird auf 0,05 gesetzt

nein

nein

Y
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und setze Slot 1

1

ja

3D N-NOESY-HSQC !
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Optimierung von E"" mittels Threshold-Accepting

wdhrend der automatischen Zuordnung in SIBASA.
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Der eigentliche Optimierungsalgorithmus hat sich in SIBASA, gegeniiber ASSIGN nicht
verdandert. Die vollstindige Zuordnung wird durch Optimierung der gesamten Pseudoenergie
E“* mit dem Threshold Accepting Algorithmus (Dueck und Scheuer 1990) erlangt.
Threshold-Accepting ist eine Variante des Simulated Annealing Algorithmus (Kirkpatrick et
al. 1983), der haufig fiir die physikalische Optimierung eingesetzt wird. Beide Verfahren
konnen das Optimum einer Pseudoenergie in einem hochdimensionalen Konfigurationsraum
finden.

Die Algorithmen gehen von einem beliebigen Anfangszustand, der auch zufillig sein kann,
aus. Es werden wiederholt ein oder mehrere ausgewéhlte Parameter mehr oder weniger
zufillig verandert und nach jeder Verdnderung wird der Unterschied in der problembezogenen
Pseudoenergie AE®® gemessen. Die Verdnderungen der Konfiguration werden {ibernommen
falls gilt:

AEmm[:Emml(Z+1)—Emml(l) <Th (75)

Der Threshold Th ist das Aquivalent der Temperatur in einem physikalischen Prozess und
sorgt bei Optimierungen dafiir, dass der gesamte Konfigurationsraum abgesucht werden kann.
Nach jeweils einer bestimmten Anzahl N von Veriinderungen und Uberpriifungen nach Gl. 75
wird der Threshold Th nach folgender Regel reduziert:

Th'=cTh mit 0<c<I1 (76)

Dies nennt man logarithmisches Abkiihlen. Die Abkiihlrate c, die Anzahl N der versuchten
Verdnderungen pro Kiihlschritt und der Threshold Th sind problemspezifisch und miissen
vorher abgeschitzt werden. Th wird solange reduziert bis sich keine Verbesserungen von E**!
mehr einstellen. Werden keine Verdanderungen mehr angenommen, so hat Threshold-
Accepting-Algorithmus im Idealfall die Konfiguration mit minimalen Pseudoenergie E“
gefunden.

ASSIGN kannte zur Verdnderung der chemischen Verschiebungen zwei Moglichkeiten:

* Der MOVE: Einem =zufillig ausgewdhltem Proton wird ein neue chemische
Verschiebung zugeordnet. Der neue Wert der chemischen Verschiebung wurde aus der
entsprechenden  Normalverteilung mit SHIFTS Mittelwert und BMRB
Standardabweichung (Gl. 60) und einer Zufallszahl berechnet.

* Der SWAP MOVE: Die chemischen Verschiebungen zweier zufillig ausgewdhlter
Protonen wurden vertauscht.

In Abb. 10 wird der Ablauf Optimierung in SIBASA mit allen Anpassungen und
Verbesserungen gezeigt. Der Algorithmus basiert grundsétzlich auf Threshold Accepting, aber
die MOVES und SWAP MOVES wurden speziell auf die Zuordnung eines HSQC-Spektrums
mithilfe eines 2-D-NOESY- und eines 3D 15N-NOESY-HSQC-Spektrums optimiert.
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2.2.11 MOVES

Die von ASSIGN bekannten MOVES und SWAP MOVES fiir ein einziges homonukleares
2-D-NOESY-Spektrum wurden fiir SIBASA auf den Einsatz mit beliebig vielen N-
dimensionalen Spektren erweitert und fiir die Zuordnung von HSQC-Spektren aus einem 2-D-
NOESY und einem 3D “"N-NOESY-HSQC-Spektrum angepasst. Die MOVES unterscheiden
nun zwischen Amidprotonen und Nichtamidprotonen. Fiir die beiden Arten von Protonen gibt
es in SIBASA eine allgemeine und eine spezialisierte Methode fiir die Verdnderung der
chemischen Verschiebung wihrend der automatischen Zuordnung. Die speziellen MOVES
sind an das Problem angepasst und erhoht die Geschwindigkeit und Zuverlédssigkeit des
Algorithmus. Da sie aber stark von der PDB Struktur, der Genauigkeit der Riickrechnung und
der Verlésslichkeit der Vorhersagen der chemischen Verschiebungen abhéngig sind, finden sie
die chemischen Verschiebungen von Ausreiflern meistens nicht. Die allgemeinen MOVES
dagegen gewichten den Moglichkeitsraum nicht und schrinken ihn auch weit weniger ein. Die
Entscheidung ob die allgemeine oder der spezielle Methode verwendet wird, wird iiber den
Kontrollparameter k kontrolliert. Er gibt an wie hoch der Anteil der speziellen MOVES zu
einem Zeitpunkt in automatischen Zuordnung sein soll. Zu Beginn der automatischen
Zuordnung hat es sich bewihrt ihn so einzustellen, dass in 90 % der Félle die spezielle
Methode, die versucht mdglichst viel Vorwissen aus den Eingabespektren, der Topologie des
Proteins und den statistischen Daten einzubeziehen, verwendet wird. Der Kontrollparameter k
wird, wie der Threshold Th, nach jeweils N Schritten logarithmisch verkleinert (Abb. 10). Ein
hoher Anteil von speziellen MOVES sorgt dafiir, dass die Mehrheit der Resonanzen, die mit
vorhanden Vorwissen einfach zuzuordnen sind, auch schnell zugeordnet werden. Im spéteren
Verlauf der automatischen Zuordnung konzentriert sich SIBASA durch die Erhéhung des
Anteils der allgemeinen MOVES, die einen groBeren spektralen Bereich abdecken, auf
Ausreifler, die sich im Netzwerk der bereits bestimmten Zuordnungen auch besser einfiigen
lassen.

Auswabhl der Zielslots fur Amidprotonen

Ein Proton das kovalent an ein Stickstoff gebunden ist, nimmt im zweiten fiir die
automatische Zuordnung von HSQC-Signalen bendtigten Spektrum, dem 3D “N-NOESY-
HSQC-Spektrum eine besondere Rolle ein und kann deshalb von SIBASA besser behandelt
werden als ein Proton das nicht skalar an ein Stickstoff gebunden ist. Falls ein Amidproton
nicht in den Dummyslot verschoben werden soll, wird eine der beiden Methoden zur
Bestimmung des Zielslots verwendet:

1. Die allgemeine Methode: Der Zielslot wird rein zufdllig aus dem chemischen

. . < BMRB < BMRB . .
Verschiebungsbereich [d . kem— 80 A kern 3 Oresnr.Ken — 80 an. kern) AUSgeWdhIt, wobei
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Oresnr ke (RESNT ist die Position der Aminoséure in der Primdrsequenz und Kern das

betrachte Amidproton wie z.B. HY, H*', ...) die mittlere chemische Verschiebung des

ausgewdhlten Amidprotons (Kap. 2.2.7), cﬁfﬁ?em (44 ist die Aminosdure wie z.B.

Ala, ...) die Standardabweichung aus der BMRB und a ein vorgegebener
Multiplikator ist. Um alle Ausreier beriicksichtigen zu konnen, sollte der
Multiplikator a mindestens auf 5 eingestellt werden.

2. Die spezielle Methode: Es werden Pseudokrifte, die auf das zu verschiebende
Amidproton wirken, von alle Slots im chemischen Verschiebungsbereich
[ Restir. kem— 3 O an Ko s Oresr kem — 30 an tern) (@ Gan kems RESNT, AA und Kern sind
wie in der allgemeinen Methode definiert) bestimmt. Der Slot der die grofSte
Pseudokraft auf das Amidproton hat, wird als Zielslot ausgewahlt. Falls sich dabei der
Slot nicht verdndern wiirde, wird der Slot mit der zweitstarksten Kraft verwendet.

Die Entscheidung, ob die allgemeine oder die spezielle Methode verwendet wird, wird
statistisch mithilfe des Kontrollparameters « (Kap. 2.2.11) getroffen.

Filterung der moglichen Slots fir Amidprotonen

Vor der Optimierung der chemischen Verschiebungen in den zuriickgerechneten NOESY-
Spektren filtert SIBASA fiir jedes Amidproton die Slots, die die zuriickgerechneten
Kreuzsignale des Amidprotons auf der indirekten "H-Dimension des 2-D-NOESY-Spektrums
nicht erkldren kénnen, heraus. Fiir alle simulierten Kreuzsignale des betrachten Amidprotons

mit dem Kern k im 2-D-NOESY-Spektrums, die einen Pseudoabstand diii‘;g;m,k < 0,4 nm

(Gl 67 in Kap. ) haben, werden mogliche experimentelle Signalzuordnung auf allen Slots
gesucht. Sollte kein experimentelles Signal im 2-D-NOESY-Spektrum die Strecke zwischen
den Koordinaten (8,—ao,;d,) und (8, +ao,;dg,) (J, ist die durchschnittliche und oy
die Standardabweichung des chemischen Verschiebung des Kerns k und 0six die chemische
Verschiebung des betrachteten Slots Slof) auf mindestens halber Héhe schneiden, so wird
dieser Slot als Ziel fiir den speziellen MOVE des Amidprotons ausgeschlossen. Das
aufsummierte experimentelle Volumen der NOESY-Kreuzsignale auf diesen Strecken muss
auBerdem mindestens 80 % des skalierten simulierten Volumens des Kreuzsignals betragen.
Zuriickgerechnete Kreuzsignale, deren Strecken sich ganz oder teilweise {iberlagern werden
zu Cluster zusammengefasst und ihr summiertes Volumen wird, statt dem skalierten Volumens
eines Kreuzsignals, als Kriterium verwendet (Abb. 11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der experimentellen 2-D-NOESY-Kreuzsignale entlang
eines fiir den speziellen MOVE des Amidprotons H" erlaubten Slots s. Fiir jedes simulierte Signal
des Amidprotons H" mit dem zugrundeliegenden Pseudoabstand d”**“ < 0,4 nm (griine Signale)
muss im spektralen Bereich & + 50 (0 ist die mittlere und o die Standardabweichung der
chemischen Verschiebung der Kreuzsignalpartner von H") mindestens ein experimentelles Signal
(blau) existieren. In den Clustern (schwarze Rechtecke) muss das experimentelle Volumen
(VP+VSE, VP4 VP, VSP)  hoher als 80 % des gesamten simulierten Volumen
(Vv AV VetV Vv /) sein.

HYH HY 1H"? H I HY U HIHY
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Pseudokrafte

o _ H*/H"
> .
us =55 F(HY,/H = Slots)
s
H*/H™
o
Ve
t F(H*/H">Slots)=
st

e PHu( 6?irekt) PHN ( 6i1ndirekt ) w?ignal,exp |ln (PIVOLShape>|

+ PHu (6i2ndirekt) PHN (6girekt) Wiignal,exp |1n (PZOI,Shape)|

Slot s

Abbildung 12: Beispiel fiir die Berechnung der Pseudokraft die vom Slot s auf die Resonanz des
Amidprotons H" ausgeht. Die experimentellen Signale 1 und 2 ziehen H" an, wobei die Kraft die von
Signal 2 ausgeht durch das dort bereits liegende simulierte Signal 2' teilweise abgeschirmt wird. Die
Krdfte die von den Signalen 1 und 2 auf die starken simulierten Kreuzsignale H*/H" bzw. H‘fI/HN

ausgehen, werden mit den Produkt der Wahrscheinlichkeiten der chemischen Verschiebungen des
Zielorts (P, vPy« bzw. P,.P,. ) gewichtet.

Fir die Bestimmung der Ziele des speziellen MOVES von Amidprotonen werden die
Pseudokrédfte von allen nach der Filterung verbleibenden Slots auf das Amidproton k
bestimmt. In die Berechnung der Pseudokraft eines Zielslots s auf das Amidproton k
F™(Slots » Amidproton k) flieBt die Wahrscheinlichkeiten, dass ein simuliertes
Kreuzsignal einem experimentellen Kreuzsignal richtig zugeordnet werden kann und die
momentane Besetzung des Zielslots s mit simulierten Signalen ein. Die Wahrscheinlichkeiten
konnen in Abhédngigkeit von den chemischen Verschiebungen des experimentellen Signals
und den beteiligten Kernen des simulierten Kreuzsignals folgendermafien berechnet werden:

P (sim Signal »exp Signal)ZHn Ay fk(,,)(é,,) (77)

On ist die chemische Verschiebung des experimentellen Signals in der Dimension n des 2-D-
NOESY-Spektrums, k(n) der Index des Kerns des simulierten Signals in der Dimension n und
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Axmfin(0,) die Wahrscheinlichkeit der chemischen Verschiebung &, des Kerns k(n) (Kap.
2.2.7). Der Wert von P(sim Signal - exp Signal) darf, wegen der numerischen Stabilitét,
wieder minimal 0,05 betragen. Die Pseudokraft F™*(Slots » Amidproton k) des Slots s
auf das Amidproton k berechnet sich folgendermalien (Abb. 12):

F”“(Slots » Amidproton k)= Z;, P(i j)w,[in (P57 (78)

i ist der Index der simulierten Kreuzsignale des Amidprotons k in der direkten Dimension
des 2-D-NOESY-Spektrums, die einem Pseudoabstand d™** < 0,4 nm haben. j ist der Index
der experimentellen Kreuzsignale, die in der direkten Dimension den Slot s auf mindestens
halber Hohe schneiden. P(ij) ist die Zuordnungswahrscheinlichkeit (Gl. 77). Die
Abhéngigkeit von der gewichten logarithmieren lokalen Wahrscheinlichkeit der richtigen
Zuordnung des experimentellen Signals j im 2-D-NOESY-Spektrum

w2_D_NOESY’J-|ln(P;/_‘]’)lffgggm)| (GL. 54) sorgt dafiir, dass nicht zugeordnete experimentelle

Signale eine grofere Kraftwirkung haben als bereits besetzte.

Auswabhl der Slots fir H°- und Seitenkettenprotonen

Protonen, die nicht kovalent an ein Stickstoff gebunden sind, haben fast immer sichtbare
NOESY-Kreuzsignale und werden von SIBASA deshalb nie in den Dummyslot verschoben.
Die Resonanz eines H® oder Seitenkettenproton k wird in SIBASA immer so verschoben,
dass ein zuféllig gewdahltes starkes simuliertes Kreuzsignal des Protons mit einem Amidproton

(AP tmoyoroon<0,4nm ) auf ein experimentelles 2-D-NOESY-Kreuzsignal verschoben wird.

Als Ziele kommen die experimentellen Kreuzsignale in Frage, die die den momentanen Slot
des ausgewdhlten Amidprotons Amidproton auf mindestens halber Hohe entlang der

Auswahl

indirekten Dimension schneiden. Die Wahrscheinlichkeit P, g, fir das experimentellen

Kreuzsignal ExpSignal ausgewahlt zu werden, wird folgendermaflen bestimmit:

uswa 1 indire, igna (%) ape
PA hl _—Pk(6 di kt)WE,Sg l|ln<PVl,Shp )| (79)

ExpSignal — 7 ExpSignal ExpSignal

dndrekt jst die chemische Verschiebung des experimentellen Signals entlang der indirekten

"H-Dimension, Px(8) die Wahrscheinlichkeit der chemischen Verschiebung & fiir den Kern &

(Kap. 2.2.7), Wit |n(Proses )| die gewichte logarithmierte lokale Wahrscheinlichkeit

der richtigen Zuordnung des Kreuzsignals ExpSignal und Z der Normierungsfaktor, der
folgendermalSen berechnet wird:

_ indirekt E, Signal Vol, Shape
Z= zExpSigna/ Ak Pk ( 6ExpSingal) WExpSigna[ |1n (PExpSignal )| (80)
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P(H“>3)=P,(8,)In

(Ha_)Z)::PH“(éz)l

Slot H

Abbildung 13: Beispiel fiir die Auswahl des Zielslots des Protons H". Uber den Slot des Amidprotons
H" kann das starke Kreuzsignal H/H" den experimentellen Signalen 1-4 zugeordnet werden. Die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Zuordnung ergibt sich aus dem Produkt P,;.(6""*)in(P""'*""), wobei

7
P, (6""")  die Wahrscheinlichkeit der chemischen Verschiebung und P';”l’Sh“P “ die lokale
Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung des experimentellen Signals j ist. Zuordnung 1 und 4 sind
wegen der geringen Wahrscheinlichkeiten P,.(87"*) und P,.(87"*) unwahrscheinlich. Das
experimentelle Signal 3 hat bereits das simulierte Signal 3' zugeordnet und hat deshalb ebenfalls eine

geringere Wahrscheinlichkeit als Ziel ausgewdhlt zu werden.

Auswahl

In die Auswahlwahrscheinlichkeit eines experimentellen Signals P g

geht sowohl die
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung der chemischen Verschiebung des zu verschiebenden
Kerns £ (Kap. 2.2.7) als auch die momentane Zuordnung des experimentellen Signals iiber
seine gewichtete lokale Pseudoenergie des Volumen- und Linienformvergleichs

WEX]S,‘S‘?;L,|ln(Pg’f;s?;§§|)| mit ein. Der erste Teil sorgt dafiir, dass statistisch hdufigere
vorkommende Zuordnungen des Resonanzsignals in SIBASA héufiger getestet werden. Durch
den zweite Teil werden Mdglichkeiten, die die simulierten Signale besser auf den Spektren

verteilen schon bei der Auswahl des Zielslots bevorzugt.
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Der Kontrollparameter k kontrolliert auch in diesem Fall den Anteil der speziellen und der
allgemeinen MOVES. Beim allgemeinen MOVE wird die minimal mdgliche
Wahrscheinlichkeit der chemischen Verschiebung Py(6™"') auf 0,05 gesetzt, im speziellen
Fall kann sie dagegen bis auf O sinken und so die Auswahl von unwahrscheinlichen
Zuordnungen verhindern. Da die chemische Verschiebungen immer aus der indirekten 'H-
Dimension des 2-D-NOESY-Spektrums stammen und diese in der Regel schlechter als die
direkte Dimension aufgeldst ist, existieren in der Regel mehre Slots, die das Maximum des
ausgewihlten experimentellen Signal ExpSignal in der indirekten Dimension schneiden. Um
den optimalen Slot fiir den MOVE zu finden, wird fiir jeden dieser Zielslots die gesamte
Pseudoenergie des Signalvergleichs auf dem 2-D-NOESY-Spektrum EY%sebe (Gl 56)

berechnet und der Slot, der die niedrigste Pseudoenergie erzeugt hat, als Ziel ibernommen.
Wiirde sich der momentane Slot des H*- oder Seitenkettenprotons durch diesen MOVE nicht
verdndern, so wird die gesamte Auswahlprozedur wiederholt.

Sollte kein starkes simuliertes Kreuzsignal des H"- oder Seitenkettenprotons & mit einem
Amidproton existieren, was z.B. bei manchen &uBleren Seitenkettenprotonen vorkommen
kann, so wird der normale MOVE aus ASSIGN (Kap. 2.2.10) mit den neuen
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen im speziellen Fall und
die Methode, mit der Amidprotonen im allgemeinen Fall in SIBASA verschoben werden, als
allgemeiner MOVE verwendet.

Anpassung an das 3-D-NOESY-Spektrum

Bisher wurden nur die MOVES der Resonanzen von Protonen im ['H-'H] 2-D-NOESY-
Spektrum behandelt. Die chemischen Verschiebungen der Stickstoffe miissen aber mit dem
3D N-NOESY-HSQC-Spektrum bestimmt werden. Das 3-D-NOESY-Spektrum liefert
aullerdem zusdtzliche Informationen {iber die Zuordnung der Resonanzen der Protonen, da
weniger Signaliiberlapp in diesen Spektren vorhanden ist. Fiir die Zuordnung einer Resonanz
in mehreren Spektren miissen zusdtzliche Parameter eingefiihrt und bestimmt werden. Die
sogenannten Offsets der chemischen Verschiebungen sind in SIBASA die Differenz der
chemischen Verschiebung einer Resonanz des Kerns k zwischen einer Dimension in einem
Spektrum und der direkten "H-Dimension des 2-D-NOESY-Spektrums.
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Bestimmung der Zielslots von Stickstoffatomen und der Offsets der
Resonanzen NH-Gruppen

2-D-NOESY 3D P"N-NOESY-HSQC

D

0 || @f|
©

w 2[ppm] o3 [ppm]

ol [ppm]
Lo2fppm] N

Slot s Slot s

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Bestimmung der Zielslots der Stickstoffatome und der
Offsets der Amidprotonen mit Hilfe des 3D >N-NOESY-HSQC-Spektrums. Nach der Auswahl des
Slots s fiir das Amidproton werden fiir alle w1w3-Diagonalsignale des 3-D-Spektrums, deren Abstand
zum Slot s in keiner 'H-Dimension gréBer als 0,045 ppm ist (Signale 1,2 und 3), die Slots der °N-
Dimension und die Offsets der beiden 'H-Dimensionen bestimmt. Fiir alle in Frage kommenden
Slot/Offset-Kombinationen wird die Pseudoenergie des Signalvergleichs E'yser  auf dem 3-D-
NOESY-Spektrum berechnet. Die Pseudoenergie berticksichtigt auch die Kreuzsignale (rot). Der wI-
und w3-Offsets, sowie der Zielslot fiir das gebundene Stickstoff werden vom Slot/Offset-Kombination
mit der besten Pseudoenergie tibernommen.

Da SIBASA auf die Zuordnung von HSQC-Spektren optimiert wurde, verschiebt es die
Slots von NH- oder NH,-Gruppen zusammen auf experimentelle HSQC-Signale. Nachdem
der Zielslot s eines Amidprotons festgelegt wurde, wird auf Basis dieses Slots s und des 3D
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N-NOESY-HSQC-Spektrums, das in der ®2w3-Summenprojektion ein 2D ""N-HSQC-
Spektrums ist, sowohl der Zielslot des kovalent gebunden Stickstoffs als auch der des zweiten
Amidprotons einer NH,-Gruppe bestimmt. Waéhrend der Vorbereitung wurden alle
experimentellen 'H-'H Diagonalsignale im 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum, also die Signale
mit einer maximalen chemischen Verschiebungsdifferenz [6(w1) — 8(®3)| von 0,12 ppm,
gesammelt. Diese Signale sind die stirksten Reprisentanten der 2D "N-HSQC-Signale im 3D
N-NOESY-HSQC-Spektrum und sind fiir alle zuzuordnenden HSQC-Signale vorhanden.
Die gesammelten Diagonalsignale geben den Maoglichkeitsraum fiir die Verschiebung
Amidgruppen vor. Wegen dem starken Uberlapp auf der olm3-Diagonalen muss der
Moglichkeitsraum durch zusitzliche Zielsignale erweitert werden, und zwar um 3D "N-
NOESY-HSQC-Kreuzsignale, die nicht von den bereits gesammelten Zielsignale erklart
werden.

Fiir die Fortsetzung eines MOVES eines Hauptkettenamidprotons mit dem Zielslot s im 3D
N-NOESY-HSQC-Spektrum kommen nur Zielsignale in Frage, fiir die die chemische
Verschiebungsdifferenz [5(Slot s) — dziesigna(®3)| kleiner als 0,045 ppm ist. Die Toleranz von
0,045 ppm, welche gleichzeitig der maximale Offset ist, beriicksichtigt die potentiellen
Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Resonanzen eines Amidprotons in
verschiedenen NMR-Experimenten unter gleichen Experimentbedingungen. Der maximale
Wert von 0,045 ppm ist eine Abschédtzung des maximal zu erwartenden Offset in der ®3-
Dimension des 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektrums. Fiir alle verbliebenen Ziele, die im
Bereich des maximalen Offsets von 0,045 ppm sind, werden die Zielslots des gebundene
Stickstoffs und die Offsets des Amidprotons bestimmt. Fiir diese Slot/Offset-Kombinationen

wird jeweils die Pseudoenergie des Signalvergleichs E)o 5P, auf dem gesamten 3D "N-

NOESY-HSQC-Spektrum berechnet. Der Slot des Stickstoffs und die Offsets des
Amidprotons in der ®1- und der ®w3-Dimension werden von dem Zielsignal, das das die beste
Pseudoenergie erzeugen wiirde, iibernommen. Gibt es keine passenden Ziele im 3D '"N-
NOESY-HSQC-Spektrum zum initialen Slot s des Amidprotons, so wird die gesamte
Auswahlprozedur wiederholt.

Bestimmung der Zielslots von Stickstoffatomen und der Offsets von NH.-
Gruppen

Fiir NH,-Gruppen wird analog zu der Liste Zielsignale der Hauptkettenamidgruppen, eine
separate Liste aus dem 3D N-NOESY-HSQC-Spektrum erzeugt. Es werden zuerst Paare von
Kreuzsignalen, die dem Muster der gegenseitigen Kreuzsignale von NH,-Gruppen
untereinander im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum entsprechen, gesucht. Zwei Signale i und
j miissen in diesem Spektrum dafiir folgende Bedingungen erfiillen:

 Die Signale i und j haben die gleiche chemische Verschiebung in der
Stickstoffdimension, also &(®2) = dj(w2).
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e Aus statistischen Daten ist bekannt, dass die maximale chemische
Verschiebungsdifferenz der beiden NH,-Protonen nicht groer als 2,5 ppm ist. Deshalb
muss fiir jedes Signal gelten: |5(m1) — 8(w3)| < 2,5 ppm.

* Da die beiden an der mlw3-Diagonale gespiegelten Kreuzsignale zweier Protonen
gesucht werden, muss fiir die Differenzen der chemischen Verschiebungen gelten:
18,(01)=8;(w3)] <0,12 ppm und [8;(w3)—5,(w1)] <0,12 ppm.

Wie zuvor bei den Hauptketten, wird auch bei den NH,.Gruppen die maximale Toleranz der
chemischen Verschiebungsdifferenz fiir die Aufnahme in die Liste der Zielsignale auf 0,12
ppm festgelegt. Eine weitere mogliche Einschrankung, die nur starke 3-D-NOESY-
Kreuzsignale bertiicksichtigen wiirde, hat sich nicht in allen Féllen bewéhrt. Zwar haben die
gegenseitigen Kreuzsignale von NH,-Protonen, wegen ihrem kleinen Abstand ungefdhr 0,18
nm in der 3D-Struktur, sehr hohe NOE-Intensititen, die aber in vielen Fillen wegen
chemischen Austausch stark abgeschwicht auftreten konnen. Diese Kreuzsignale wiirden
deshalb dem Auswahlprozess entgehen.

Die verbleibenden Ziele liefern, wie schon bei den Hauptkettenamidgruppen, die Offsets der
chemischen Verschiebung des ersten der beiden NH,-Protonen im 3D "N-NOESY-HSQC-
Spektrum und den Slot des zugehorigen Seitenkettenstickstoffs. Die moglichen Slots des
zweiten Amidprotons der NH,-Gruppe wird mit dem bereits ausgewdhlten Zielslots und
Offsets des ersten Protons und den oben genannten Regeln bestimmt. Fiir jedes verbleibende

. . . . . . . Vol, Sh
Ziel wird die Pseudoenergie des Volumen- und Linienformvergleichs E,}xopsy auf

fiihrenden 2-D-NOESY-Spektrums bestimmt, da auf diesem Spektrum das Kreuzsignalmuster
von NH,-Protonen, wegen dem besseren Signal-zu-Rausch Verhiltnis, starker ausgepragt ist.

Bestimmung der Offsets von H"- und Seitenkettenprotonen

Der Zielslot s fiir die chemische Verschiebung eines Nichtamidprotons k wurde so
ausgewahlt, dass eines der simulierten Kreuzsignale des Nichtamidprotons k auf ein
experimentelles 2-D-NOESY-Kreuzsignal gelegt wird. Fiir den Offset in der indirekten 'H-
Dimension des 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum werden alle starken simulierten
Kreuzsignale (d;*\¢><0,4nm) des Nichtamidprotons k mit Amidprotonen im 3D '*N-
NOESY-HSQC-Spektrum gesammelt. Um als Zielsignal in Frage zu kommen, muss fiir deren
chemische Verschiebungsdifferenzen zu einem beliebigen experimentellen 3D “N-NOESY-
HSQC-Kreuzsignal folgendes gelten:

6™ (w1)—58(Slots)| <0,12 ppm
o 0™ (w2)-8"(w2)| <0,12 ppm
o 8(03)-8"(w3)| <0,12 ppm
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Hierbei sind 6°?(w) die chemischen Verschiebungen eines experimentellen Kreuzsignals in
der entsprechenden Dimension des Spektrums, 6*™(w) die die chemischen Verschiebungen des
simulierten Kreuzsignals und 6(Slot s) die chemische Verschiebung des vorher gewihlten
Zielslots s. Die maximale Toleranz von 0,12 ppm bestimmt sowohl den maximalen Abstand
des experimentellen Signal zur chemischen Verschiebung des Zielslots s in der indirekten 'H-
Dimension als auch die maximal erlaubten Abstinde der momentanen chemischen
Verschiebungen des Amidprotons und des Stickstoffs zu den w3w2-Verschiebungen des
experimentellen Signals.

Fir jedes nach dieser Filterung verbleibende experimentelle Zielsignal wird die
Pseudoenergie des Signalvergleichs EY%3  auf dem 3D N-NOESY-HSQC-Spektrum

bestimmt. Der Offset des Nichtamidprotons k wird aus der chemischen Verschiebung 6*?(®1)
des Zielsignals, das die geringste Pseudoenergie erzeugt hat, berechnet. Existieren unter den
oben genannten Bedingungen keine experimentellen Signale, so wird der MOVE trotzdem
durchgefiihrt, aber der Offset auf 0 ppm gesetzt.

Der SWAP MOVE

Der SWAP MOVE aus ASSIGN (Kap. 2.2.10) wurde an fiir die Zuordnung von HSQC-
Spektren angepasst. In SIBASA miissen die chemischen Verschiebungen und deren Offsets im
3D ®N-NOESY-HSQC-Spektrum gleichzeitig getauscht werden. In ASSIGN wurden noch

zwei Protonen zuféllig fiir einen Positionstausch ausgewdhlt, wobei die beiden neuen

SHIFTS BMRB SHIFTS BMRB
Oy Oy ]

Positionen der beiden Protonen k jeweils im Bereich | —3 0 xA. Kem' +3 0 xA Kem

liegen mussten. Hierbei ist die chemische Verschiebung &} '~ die von SHIFTS aus der 3D-

Struktur geschétzte chemische Verschiebung des Protons k und GilXﬂ,{KBern die

Standardabweichung der chemischen Verschiebung der Aminosdure AA und der Kernart Kern
aus der BMRB (Kap. 2.2.7).

In SIBASA wird mithilfe des Kontrollparameters «k, der Anteil von problemspezifischen und
allgemeinen SWAP MOVES gesteuert (Kap. 2.2.11). Beim allgemeinen SWAP MOVE
miissen die chemischen Verschiebungen aller Zielslots im erweiterten Bereich

[6,—a GEX}?EW;SﬁaOiKﬁZm] der chemischen Verschiebung liegen, beim speziellen SWAP

MOVE im Bereich der mit dem Segmentationsniveau von 0,01 abgeschnittenen
Wahrscheinlichkeitsverteilung Pi(8) aus Kapitel 2.2.7. Dabei ist 6, der Mittelwert der von
SHIFTX2 aus dem MD-Ensemble geschétzten chemischen Verschiebungen und der Faktor a
ein Multiplikator, der die Breite des Intervalls vorgibt. Es hat sich bewihrt a wird, wie schon
beim allgemeinen MOVE fiir Amidprotonen, auf 5 zu setzen.

Unter Beachtung dieser Regeln werden nur Hauptkettenamidgruppen mit
Hauptkettenamidgruppen, NH,-Gruppen mit NH,-Gruppen und Nichtamidprotonen mit
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anderen Nichtamidprotonen getauscht.

Zusitzlich kann der SWAP MOVE falls notig die Reihenfolge der chemischen
Verschiebungen der Resonanzen wieder herstellen. Durch falsche Offsets kann es
vorkommen, dass die Reihenfolge zweier chemischen Verschiebungen im 2-D- und 3-D-
Spektrum vertauscht ist. Seien o; und o; die Offsets der Vertauschungspartner i und j und o;
und o; ihre chemischen Verschiebungen im 2-D-NOESY-Spektrum. Falls also 6; < ¢;und &; +
0; > 0; + ojist oder der umgekehrte Fall zutrifft, so werden die Slots weiterhin aber die Offsets
nicht getauscht.

2.2.12 Verifikation der Zuordnungen

Beim Threshold Accepting handelt sich um einen Monte-Carlo Algorithmus (Miiller-
Gronbach et al. 2012), dessen Ergebnisse von den initialen Konfigurationen und von den
Zufallszahlen abhédngen koénnen. Aus einem Optimierungslauf alleine ist in der Regel schwer
festzustellen, ob das absolute Minimum der Pseudoenergie und damit im Idealfall die richtige
Losung gefunden wurde. Auch in SIBASA kénnen sich Teile der Ergebnisse in verschiedenen
Ldufen unterscheiden. Eine Verifikation ist notwendig, um die verlédsslichen Teile der Lésung
zu identifizieren.

Eine Moglichkeit der Verifikation bei einem Monte-Carlo-Algorithmus ist die Auswertung
mehrere  Ldufe, die mit gleichen FEingabedaten aber mit unterschiedlichen
Startkonfigurationen und Zufallszahlen, gestartet wurde. Da das Muster der NOESY-
Kreuzsignale eines Proteins einzigartig ist und durch die Riickrechnung im wesentlichen
sicher reproduziert werden kann, sind Zuordnungen von Resonanzen, die in allen SIBASA
Instanzen gleich sind, auch mit hoher Wahrscheinlichkeit richtig.

Neben der Verifikation der einzelnen Zuordnungen wird durch das unabhédngige parallele
Optimieren in verschiedenen Instanzen in der Regel auch eine Lésung mit niedrigerer
Gesamtpseudoenergie E® (Gl. 44) als fiir einen einzigen Lauf gefunden. Um ein gleich gutes
Ergebnis mit einem Lauf zu erzielen, miisste die Rechenzeit dieser Instanz sehr stark erhéht
werden. Diese Tatsache wird z.B. auch bei der NMR-Strukturrechnung bertiicksichtigt, wo
sehr viele Strukturen mit gleicher Topologie und mit Randbedingungen aber unterschiedlichen
Zufallszahlen bestimmt werden, um das korrekt gefaltete Protein mit der niedrigsten
Gesamtenergie zu erhalten (Cavanagh 2007). Auerdem lésst sich durch den Einsatz mehrerer
Optimierungsinstanzen der kaum parallelisierbare SIBASA-Algorithmus auf mehrere CPU-
Kerne verteilen, um die Gesamtzeit der automatischen Zuordnung zu verkiirzen.
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Verifikation durch Signalvergleich auf mehreren Instanzen

Einen weitere GroBe, die die Richtigkeit einer Zuordnung 4 messen kann, ist die
Pseudoenergie der Zuordnung E; ™™ (GI. 70). Sie basiert auf dem Vergleich des

Volumens und der Linienform {iber den Grundflachen der simulierten Kreuzsignale des Kerns
k. Diese normierte Pseudowahrscheinlichkeit ist 1, falls alle starken simulierten Kreuzsignale
des Kerns k einem experimentellen Signalen zugeordnet worden sind. Wegen der
Eindeutigkeit des Korrelationsnetzes der NOESY-Signale, kommt dies fast nur bei der

. . . . Vol,Shape,si . . .
richtigen Zuordnungen vor. Die Pseudoenergie der Zuordnung E,*”*™™ wird kleiner je

mehr simulierte Signale schlecht oder keinen experimentellen Kreuzsignal zugeordnet worden
sind.

Es bietet sich an fiir die Verifikation der Zuordnungen die Pseudoenergie der Zuordnung mit
der Analyse der unabhéngigen Instanzen der automatischen Zuordnung zu kombinieren. Dafiir
werden fiir alle unabhingigen Zuordnungsinstanzen j, die fiir die Resonanz des Kerns £ die
gleiche chemische Verschiebung bestimmt haben, die Pseudoenergien der Zuordnung
Eff’}’Shape’Sim summiert. Durch Normierung ergibt sich die Verifikationspseudoenergie

Cluster,Vol,Shape,si . . )
E, Yo ) des Kerns k mit der chemischen Verschiebung &, des Clusters m zu:

Cluster,Vol,Shape,sim _ N (m)
E (m)=

¢ EVoI,Shape,sim/Nlnstanzen (81)

i=1 k.j

Hierbei ist j der Index einer der N“™(m) Instanzen die die chemischen Verschiebung &y

fir den Kern k gefunden haben. Die Verifikationspseudoenergie E;"*Vo'S"PS™ (1) hat

wieder einen Wertebereich zwischen 0 und 1. Durch Auswertungen bereits geldster Proteine
kann auflerdem ein Zusammenhang zwischen der Verifikationspseudoenergie eines Kerns &
EsenVobshwesin(hoot) nach der automatischen Zuordnung und der Wahrscheinlichkeit der

Cluster,Vol,Shape,sim

richtigen Zuordnung P (korrekt‘Ek (best)) hergestellt werden.

2.2.13 Festlegen von Zuordnungen wahrend der Laufzeit

Da die automatische Zuordnung mithilfe des Top-down-Ansatzes ein sehr
rechenzeitintensive Aufgabe darstellt, ist die minimale Laufzeit, die man in einen SIBASA
Lauf investieren muss, relativ hoch. Es ist deshalb von Vorteil, Synchronisationen zwischen
den Instanzen wihrend der Laufzeit durchzufiihren. In einer Synchronisationsphase werden
bereits gefundene richtige Zuordnungen fiir den weiteren Verlauf fixiert.
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N Instanzen der chemischen Verschiebung k: 8, |,8, ,,...,0,

Y

sortieren nach chemischer Verschiebung

Sortierte chemische Verschiebungen: 8}7, 8} .., O n

Y

Bildung groBtméglicher Clustern mit o, (Cluster) < 0,03 ppm

4—//7

SO sort sort sort sort sort
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fiir alle Spektren i
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Oy n(m) <0,03 ppm

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Fixierung der chemischen Verschiebung der
Resonanz des Kerns k wihrend einer Synchronisationsphase. Hierbei ist Jy; die chemische

Verschiebung der Resonanz des Kerns k in der Instanz j, 6;{”]’ die chemische Verschiebung der nach
der Grof3e der chemischen Verschiebungen sortierten Instanz j, O, (m) ist der gewichtete Mittelwert
und o) (m) die gewichtete Standardabweichung der chemischen Verschiebung im Cluster m,
E ,I:f’I;Sh“p “"  die Pseudoenergie der Zuordnung in der sortierten Instanz j, Py0) die
Wahrscheinlichkeitsverteilung der chemischen Verschiebung aus Kap. 2.2.7, x der Kontrollparameter
der MOVES aus Kap. 2.2.11, p der untere Grenzwert der normierten summierten Pseudoenergie der
Zuordnung und q der untere Grenzwert der Pseudoenergie der Zuordnung fiir eine einzelne Instanz.

Die Schwierigkeit die Resonanzzuordnung eines Kerns im Protein mit automatischen
Methoden zu finden, hdngt von vielen Faktoren wie z.B. Signaliiberlapp in den Spektren, der
Anzahl der dipolaren Kopplungspartner oder von der Giite der Voraussagen der chemischen
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Verschiebungen (Kap. 2.2.7) ab. Viele Resonanzen werden beim Threshold Accepting
Algorithmus (Kap. 2.2.10) schon im fritheren Verlauf des Abkiihlens richtig zugeordnet und
es sollte, um Rechenzeit zu sparen, nicht mehr versucht werden diese zu verdndern. Der
dynamischen Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung w* (GI.
64)und der dynamischen Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie des Dummyslots w™>"™ (GI.
74) versuchen diesen Effekt zu unterstiitzen. Mit hohen Startwerten dieser
Gewichtungsfaktoren wird versucht, so viele richtige Zuordnungen wie moglich bereits in der
Anfangsphase der Optimierung zu bestimmen. Besonders gut konnen die chemischen
Verschiebungen der Resonanzen von Amidprotonen vorzeitig festgelegt werden, da diese
sowohl im 2-D-NOESY- als auch im 3D "“N-NOESY-HSQC-Spektrum sehr viele
Kreuzsignale und damit ein sehr eindeutiges Kopplungsmuster haben. Natiirlich muss der
minimale Grenzwert des verwendeten Qualitdtsmerkmal fiir die Fixierung so gewéhlt werden,
dass die Richtigkeit der wihrend der Laufzeit festlegten Zuordnungen gewéhrleistet werden
kann.

Es hat sich bewdhrt 16 unabhingige automatische Zuordnungsldufe mit den selben
Parametern und Eingabedaten, die sowohl auf mehreren Prozessoren als auch auf mehreren
PCs verteilt werden konnen, zu starten. Nach einer vorher festgelegten Anzahl von MOVES
und SWAP MOEVES, die in Abhingigkeit von der Grofe des Proteins auf einen Wert
zwischen 250.000 und 500.000 gesetzt werden sollte, wird regelméBig eine Synchronisation
zwischen den 16 Instanzen durchgefiihrt. Der Threshold Th des Threshold-Accepting-
Algorithmus (Gl. 76) sollte zwischen zwei Synchronisationen fiinf mal gesenkt werden.

Erzeugung einer vereinigten Zuordnungsliste der Instanzen und
Bestimmung der Qualitat der Zuordnungen

Jede der N™"“=" [nstanzen j von SIBASA erzeugt eine eigene vollstindige Zuordnungsliste,
in der die chemische Verschiebungen dx; der Resonanzen der Kerne £ mit der Pseudoenergie

der Zuordnung E:?;’Shape’m (GL. 70) bewertet worden sind. Die Erzeugung der vereinigten

Liste der chemischen Verschiebungen aller Instanzen und die Berechnung der
Qualitidtsmerkmale fiir die Zuordnungen aller Resonanzen lduft folgendermallen ab:

Zuerst sollen die vollstaindigen Zuordnungslisten aller Instanzen zu einer einzige Liste
vereinigt werden. Dazu werden die chemischen Verschiebungen dy; des Kerns & der Instanzen
j nach GrofBle sortiert, um moglichst groe zusammenhingende Cluster der chemischen
Verschiebungen 8y; zu bilden. Die maximale gewichtete Standardabweichung der chemischen
Verschiebung im Clusters m darf dabei maximal € betragen (Gl. 82).

4 N(hm”(ln) uoranun, nstanz w
o (m)=2 (W™= ™ (m)d, | J'=8}(m)) < e (82)

j=
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Die N“"*/(m) Instanzen, deren chemische Verschiebungen &y ; zusammen die Bedingung aus
Gl. 82 erfiillen, bilden den Cluster m. §,'(m) ist der zugehdrige gewichtete Mittelwert der

chemischen Verschiebung der Resonanz des Kerns £ im Cluster m und & der maximal erlaubte

Zuordnung, Instanz

Fehler, der auf 0,03 ppm gesetzt werden sollte. w; (m) ist der Gewichtungsfaktor

der chemischen Verschiebung dx; im gewichten Mittelwert und der gewichten
Standardabweichung im Cluster m (GI. 83).

E Vol,Shape,sim
Zuordnung , Instanz( )_ k,j

k,j - ZN(’") EVol,Shape,sim (83)

j=1 Tk

Er sorgt dafiir, dass Zuordnungen mit hdherer Pseudoenergie der Zuordnung, also
verldsslichere Zuordnungen, hoher gewichtet werden. Die gewichtet mittlere chemische

Verschiebung 8} (best) des Clusters mit der hdchsten Verifikationspseudoenergie

B ervoLshapesin hoot) (Gl 81) wird in die vereinigte Zuordnungsliste eingetragen.

Bestimmung und Bewertung der Zuordnungen von Amidgruppen

Amidprotonen und deren kovalent gebundene Stickstoffe nehmen in SIBASA auch bei der
Verifikation und Bewertung eine besondere Rolle ein. Die chemischen Verschiebungen der
Instanzen werden fiir die Bildung der Cluster anders vorsortiert und anders gewichtet. Die
chemischen Verschiebungen der Instanzen ox; werden fiir die Erzeugung der Cluster
zusammen mit dem kovalent gebunden Partner nach der kombinierten chemischen
Verschiebung (Schumann et al. 2007) sortiert, um zu gewdhrleisten, dass die nahe
beieinanderliegen Zuordnungen von HSQC-Signale in den Instanzen auch in einem Cluster
zusammengefasst werden. Die kombinierte chemische Verschiebung einer Amidgruppe k in
der Instanz j ist folgendermalen definiert:

S _ 6Hk,j + 6Nk,j
H,N,j~ _BMRB BMRB (84)
AALH AA,N

Hierbei sind 0,.; und 0 ; die chemischen Verschicbungen des Amidprotons und des

Stickstoffs der Amidgruppe & in der Instanz j. OEXF: und oi’fﬁ\? sind die aus der BMRB

entnommen Standardabweichungen der chemischen Verschiebungen des Amidprotons und

des Stickstoffs der entsprechenden Aminosdure A4. Bei der Bewertung der Zuordnung einer

Cluster,Vol,Shape,sim

amidgpnek - (m) des besten Clusters m die normierte summierte

Amidgruppen ersetzt E
Pseudoenergie einer einzelnen Zuordnung (Gl. 81) als Verifikationspseudoenergie:
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. N(’luwr(m) . .
Cluster,Vol,Shape,sim _ Vol,Shape,sim 3~ Vol,Shape,sim Instanzen
P (1 )= E yorohepesim proLShapesim gy (85)

Amidgruppe k i=1 H*, j N, j

Hierbei ist N“**(m) die Anzahl der Instanzen und j der zugehérige Index im Cluster m.
EVol,shape,sim und E;/Sl,shape,sim

k

g sind die Pseudoenergien der Zuordnung des Amidprotons und
des Stickstoffs in der Amidgruppe k in der Instanz j und N™“" jst die Anzahl der Instanzen
von SIBASA. Durch die Verwendung des Produkt der beiden Pseudowahrscheinlichkeiten der
Zuordnung wird die chemische Verschiebung einer Resonanz einer NH-Gruppe nur gut
bewertet, falls die gesamte Gruppe und damit das HSQC-Signal sicher richtig zugeordnet

worden ist.

Zuordnung, Instanz

Der Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie der Zuordnung w,; (m) ist fiir die
Amidgruppe k in der Instanz j folgendermafen definiert:

Vol,Shape,sim 3~Vol,Shape,sim
[ oShapesim Vol Shap
.J N J
ZN(’”) Vol,Shape,simEVol,Shape,sim
j=1 THj Nt

Zuordnung , Instanz ( ) _
k,j -

(86)

Hier ersetzt ebenfalls das Produkt der beiden Pseudoenergien der Zuordnung die einzelne
Pseudoenergie der Zuordnung in GI. 83. Der Gewichtungsfaktor wird fiir die Bildung der

beiden gewichten Mittelwerte der chemischen Verschiebungen 5gk(m) und Sgk(m), sowie
fiir die Bildung der beiden gewichten Standardabweichung der chemischen Verschiebungen
op(m) und o (m) der Amidgruppe & im Cluster m benétigt.

Filtern von Zuordnungen nach ihrer Qualitat

Damit der Zuordnung eines Kerns k& vertraut werde kann, miissen folgende Voraussetzungen
erfiillt sein:

* Die Verifikationspseudoenergie des besten Clusters muss hoher als der Threshold p
sein:

Cluster,Vol,Shape,si
Ek uster,Vo ape51m(best>>p bZW.

Cluster,Vol,Shape,sim
EAmidgruppe k (bESt )> pAmidgruppe

(87)

p ist ein festgelegter Grenzwert zwischen 0 und 1, der die minimale gewiinschte
Sicherheit beschreibt.

* Die Pseudoenergie der Zuordnung jeder Instanz j im besten Clusters muss grofer als
der Threshold q sein:
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Vol,Shape,sim
E >gq bzw.

Vol,Shape,sim
E Amidgruppe k.j > q Amidgruppe

(88)

q ist ebenfalls ein Grenzwert zwischen 0 und 1.

 Kerne, die insgesamt fiinf oder weniger starke Kreuzsignale mit dZ™* < 0,4 nm (k,/

sind die Indices der Kerne die an einem NOESY-Kreuzsignal beteiligt sind haben,
sind zu wenig bestimmt um deren Zuordnungen vertrauen zu konnen.

* Falls die Wahrscheinlichkeit der chemischen Verschiebung P, (§,') (Kap. 2.2.7) der
mittleren gewichteten chemischen Verschiebung &, groBer als 0,95 und der
Kontrollparameter k, der den Anteil der problemspezifischen speziellen MOVES
steuert (Kap. 2.2.11), noch kleiner als 0,75 ist, wird der Zuordnung der Resonanz des
Kerns k£ (noch) nicht wihrend der automatischen Zuordnung vertraut. Der Einfluss
der geschitzten Wahrscheinlichkeitsverteilungen Pi(d) auf die gefundene chemische
Verschiebung wire noch zu hoch.

* Die gewichtete Standardabweichung der chemischen Verschiebung des besten
Clusters o, (best) darf in keiner Dimension eines Spektrums den Fehler ¢

iibersteigen (Gl. 82). Insbesondere miissen die Offsets der chemischen Verschiebung
im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum (Kap. 2.2.11) beriicksichtigt werden.

* Der Zuordnung von Kerne, die von SIBASA in den Dummyslot verschoben worden
sind, wird nicht vertraut, weil diese Zuordnungen nicht verlésslich iiberpriift werden
konnen.

Eine Zuordnung, die alle diese Bedingungen erfiillt, kann schon wédhrend der Laufzeit
festgelegt werden. Abb. 15 zeigt schematisch den Priifvorgang, der zur Fixierung der
chemischen Verschiebung einer Resonanz wihrend der Laufzeit fiihrt.

Nicht stereospezifische Festlegung von Zuordnungen

Eine zweite Iteration, des Priifvorgangs, legt die chemischen Verschiebungen von
magnetisch gleichwertigen Kernen wie z.B. CH,-, C(CHs3),- und NH,-Gruppen fest. Bei
solchen Gruppen kommt es oft vor, dass die Positionen der Resonanzen der Mitglieder in
verschiedenen Instanzen vertauscht wurden. In diesen Fillen wiirde auch die héndische
Zuordnung die stereospezifische Losung nicht immer finden, was aber fiir die meisten
Anwendungen nicht bedenklich ist. Der nicht stereospezifische Priifvorgang wird als zweite
Iteration nach der priorisierten stereospezifische Fixierung durchgefiihrt.

Die Grundmenge der chemischen Verschiebungen ;""" der Resonanzen des Kerns
k fiir die Bildung der Cluster m aus den Instanzen j besteht in der zweiten Iteration aus allen
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chemischen Verschiebungen der Resonanzen der Gruppe. Jeder Cluster m, der aus der
sortierten erweiterten Grundmenge gebildet wird, darf aber maximal eine chemische
Verschiebung aus jeder Instanz j enthalten. Der Rest des Priifvorgangs fiir die Fixierung wird
analog zu der stereospezifischen Festlegung durchgefiihrt. Bei der nicht stereospezifischen
Fixierung von Zuordnungen wird die Resonanz des Gruppenmitglieds, das die meisten
chemischen Verschiebung zum besten Cluster beitrédgt, festgelegt.

Die chemischen Verschiebungen der beiden Resonanzen einer NH,-Gruppe, werden wieder
nach der kombinierten chemischen Verschiebung mit dem Seitenkettenstickstoff sortiert, mit

dem Faktor wffj’rdn”“g’lntanz aus Gl. 86 gewichtet und mit der Verifikationspseudoenergie von
Aminogruppen Ejppere ™™ (m) (GL 85) bewertet.

Die in der ersten Iteration Zuordnungen stereospezifisch fixierten Zuordnungen, erhalten
den von der BMRB vorgesehen Chemical Shift Ambiguity Code 1. Die in der zweiten
Iteration nicht stereospezifische festgelegten Zuordnungen erhalten den Ambiguity Code 2.

2214 Dynamische Anpassung der
Volumenskalierungsfaktoren

Die statistisch bestimmten initialen Volumenskalierungsfaktoren aus Kapitel 2.2.4 kénnen
mit Gl. 30 und den festgelegten Zuordnungen aus Kapitel 2.2.13 noch zur Laufzeit
nachjustiert werden. Dies geschieht nach jeder Synchronisation und sorgt dafiir, dass die
Pseudoenergien danach genauer bestimmt werden kénnen. Um Fehler bei der Bestimmung
der Volumensanierungsfaktoren zu vermeiden, verwendet SIBASA nur eindeutig zugeordnete
Kreuzsignale fiir die Berechnung. Die Position eines simulierten Signals darf ausschlielich
von fixierten Zuordnungen festgelegt werden und muss innerhalb der Linienbreite eines
einzigen experimentellen Signals liegen. Auferdem werden nur Kreuzsignalzuordnungen, bei
denen genau ein simuliertes Signal genau einem experimentellen Signal zugeordnet ist, fiir die
Berechnung der Volumenskalierungsfaktoren verwendet.

Die Zuordnungen der Kreuzsignale werden vor jeder Synchronisation geléscht und
anschlieBend mit den fixierten Zuordnungen neu erstellt. Da Artefakte, Uberlapp, Rauschen
das Volumen experimenteller Kreuzsignale und falsche Eingabestrukturen das Volumen der
simulierte Kreuzsignale verfdlschen konnen, werden nur starke simulierten NOESY-Signale,
also Signale, die einen maximalen Pseudoabstand d™® (Gl. 67) von 0,4 nm haben,
berticksichtigt. Um eine gute Mittlung zu gewdahrleisten, wird der Skalierungsfaktor eines
Spektrum nur angepasst, falls mindestens 40 Signalzuordnungen die obigen Bedingungen
erfiillen.
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2.2.15 Absolute Bewertung von Zuordnungen

Am Ende der automatischen Zuordnung werden die Ergebnisse aller Instanzen mit der in
Kapitel 2.2.13 beschriebenen Methoden zu einer Zuordnungsliste zusammengefiihrt. Im
Gegensatz zu der Vereinigung wahrend der Synchronisationsphasen, werden nur Resonanzen,
die im Dummyslot liegen, ausgeschlossen. Es werden keine Kerne mit wenigen starken
Kreuzsignalen und keine Resonanzen, deren gewichtete Standardabweichung o, (best) der
chemischen Verschiebung unter Einfluss der Offsets (Gl. 82) den maximalen Fehler ¢ in einer
oder mehreren Dimension iiberschreiten, ausgeschlossen. Diese Regeln sind zur Laufzeit
sinnvoll, um falsch fixierte Zuordnungen zu verhindern, verlieren aber am Ende ihren Wert,
da jede Zuordnung an der optimalen Position liegt.

Die verbleibenden chemischen Verschiebungen kénnen mit den Gl. 87 bzw. GIl. 88 und
einem geeigneten minimalen Grenzwert p der Verifikationspseudoenergie bzw. einem
geeigneten Grenzwert q der Pseudoenergie der Zuordnung gefiltert werden. Die
Verifikationspseudoenergie und die Pseudoenergie der Zuordnung sind lediglich relative
Merkmale fiir die Qualitdt einer Zuordnung und sind deshalb fiir den Einsatz in der Praxis

nicht geeignet. Die Wahrscheinlichkeit P(korrekt|Ey """ (best)) einer richtigen
Zuordnung mit der Verifikationspseudoenergie E"*"V"S"*™(pest) dagegen ist eine

absolutes Qualitdtsmerkmal. Mit diesen Wahrscheinlichkeiten kann der Anwender die
vereinigte Zuordnungsliste nach einem maximal tolerierten Anteil von falschen Zuordnung,
der auch 0 % sein kann, filtern.

Fiir die Beurteilung des Endergebnisses hat sich gezeigt, dass das Kriterium aus Gl. 88 und
der zugehorige Threshold q vernachldssigbar sind. Die Sicherheitswahrscheinlichkeit

P (korrekt|E; """ V"$"P5™ (hest )} kann mit dem Satz von Bayes und den Datensitzen von
bereits gelosten Proteinen berechnet werden:

P ( korrekt |EEIuster,Vo],Shape,sim (best)) —
P (Egluster,VOI,Shape,sim (best) | korrekt) (89)
P ES™YIS5 (hest)| Korrekt )+ P ES™ S (besy)| falsch)

Kandidaten fiir die benoétigten Héufigkeitsverteilungen werden mit SIBASA und dem
vollstindigen Datensatz von geldsten Proteinen erzeugt und in der AUREMOL Datenbank
abgelegt. Die Verteilungen werden folgendermaf3en erstellt:

Es werden 16 Instanzen von SIBASA mit dem 2-D-NOESY- und dem 3D "“N-NOESY-
HSQC-Spektrum gestartet. Wéhrend jeder Synchronisation, die nach jeweils 250.000
MOVES stattfinden, werden keine Zuordnungen fixiert, aber alle Wertepaare
(f_)f(best);EfluSter’V(’]’Shape’Sim(best)) der gewichten mittleren chemischen Verschiebungen und

der Verifikationspseudoenergien der besten Cluster der Kerne k gespeichert. Mithilfe der
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bekannten korrekten Liste der chemischen Verschiebungen der Resonanzen des Proteins
werden diese Wertepaare in richtige und falsche Zuordnungen aufgeteilt und die

Hiufigkeitsverteilung ~ H""™ (B V5™ (hest))  der richtigen Zuordnungen bzw.

HEB (Bl SRS (hact))  der falschen Zuordnungen in  Abhingigkeit von der

Verifikationspseudoenergie gebildet. Es kommt dafiir wieder ein Kerndichteschétzer mit Gaufl
Kernel und optimaler Bandbreite zum Einsatz. Da die beiden Verteilungen zu jedem Zeitpunkt
im automatischen Zuordnungsalgorithmus gelten miissen, konnen die Wertepaare aller
Synchronisationsphasen gleich behandelt werden.

AUREMOL bietet fiir HSQC-Spektren auch die Méglichkeit der visuellen Verifikation an.
Uber ein Softwaretool konnen die gefunden Zuordnungen mit einer beliebigen
Sicherheitswahrscheinlichkeit gefiltert werden und die verbliebenen Zuordnungen der HSQC-
Signale direkt auf dem Spektrum betrachtet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Die Modellpeptide Gly-Gly-Asn-Ala-NH. und Gly-Gly-
GIn-Ala-NH;

3.1.1 Probe

Die beiden Proben enthielten jeweils 5 mM Gly-Gly-Asn-Ala-NH; bzw. Gly-Gly-GIn-Ala-
NH, welches in 90 % H>0/10 % D-O geldst war. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von DCI
und NaOD auf 3 eingestellt. Als Referenz wurde 0,1 mM DSS hinzugegeben.

3.1.2 NMR Messungen

Die Spektren wurden auf einem Bruker Avance-800 NMR mit einer Cryoprobe bei einer 'H
Resonanzfrequenz von 800,2 MHz aufgezeichnet. Die zweidimensionalen (2-D) NOESY
(Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) Spektren (Kumar et al. 1980) wurden mit
einer Mischzeit von 0,3 s und mit einer Repititionszeit von 3 s bei einer Temperatur von 293
K aufgenommen. Die GroRe der Zeitdoméne betrug 512 x 16.384 komplexe Datenpunkte, die
spektrale Breite in beiden Dimensionen war jeweils 10,0135 ppm. Die FIDs wurden mit LB =
5 Hz exponentiell gefiltert und mit TopSpin (Bruker BioSpin, Karlsruhe) Fourier
transformiert. Mit den entsprechenden AUREMOL (Wolfram Gronwald und Hans Robert
Kalbitzer 2004) Routinen wurde die Grundlinie automatisch korrigiert und das Wassersignal
unterdriickt (Malloni et al. 2010). Die GroB8e der Signalvolumen wurde mit der AUREMOL-
Integrationsroutine (Neidig et al. 1995) bestimmt. Die 1D-Multiplettaufspaltungen von Asn
H"? in Gly-Gly-Asn-Ala-NH, wurden mit NMRSIM (Bruker BioSpin, Karlsruhe) simuliert.

3.1.3 Molekulardynamiksimulationen

Die Molekulardynamik-Trajektorien von Gly-Gly-Asn-Ala-NH, und Gly-Gly-Gln-Ala-NH,
wurden mit dem Softwarepaket GROMALCS in der Version 4.5.1 (Hess et al. 2008; Berendsen
et al. 1995) erzeugt. Es wurde das Amber94 Kraftfeld (Cornell et al. 1995), das SPC/E
(Berendsen, H. J. C. et al. 1987) Wassermodell fiir den Wasseranteil (90 %) und das SPCHW
Modell (Grigera 2001) fiir den Schweren Wasseranteil (10 %) verwendet. Der Einfluss von
HDO im Losungsmittel wurde vernachldssigt. Die Startstrukturen fiir die Molekulardynamik-
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Rechnungen der beiden Tetrapeptide wurden mit Pymol modelliert und zusammen mit den
Losungsmittelmolekiilen in kubische 7,6 x 6,7 x 6,8 nm® Boxen gepackt. Zum Gly-Gly-Asn-
Ala-NH; wurden 10.151 H,O und 1.128 D,O Molekiile hinzugefiigt, beim Gly-Gly-GIn-Ala-
NH, waren es 9.452 H,0 und 1.050 D,O Molekiile. Die Temperatur wurde auf 293 K und der
Druck auf 0,1 MPa eingestellt.

Wie von Garcia et al. (Day und Garcia 2008) vorgeschlagen, kontrollierte ein Nosé-Hoover
Thermostat die Temperatur und eine Parinello-Rahman Barostat den Druck. Die
Kopplungszeiten von Temperatur und Druck wurden auf 5 ps gesetzt. Die Tetrapeptide, die
H,O Molekiile und die D,O Molekiile erhielten jeweils ihre eigenen Wérmebader und
Druckklassen, in denen die Temperatur und der Druck unabhingig von den andern Klassen
geregelt wurde. Die Particle-Mesh-Ewald Methode (PME) (Darden et al. 1993) berechnete
wiéhrend der Simulation die elektrostatischen Wechselwirkungen mit einem Gitterabstand von
0,12 nm. Van-der-Wals-Energien wurden bis zu einem Abstand von 1 nm beriicksichtigt. Der
Zeitschritt der Simulation wurde auf 1 fs festgelegt und die Non-Bonded-Liste alle 10 Schritte
aktualisiert. Insgesamt wurden zwei 30 ns lange Trajektorien berechnet. Die ersten 5 ns
dienten der Uberfiihrung des Systems in das Gleichgewicht, wihrend die letzten 25 ns fiir die
Simulation der NMR-Spektren verwendet wurden. Jeweils 1.000 PDB Strukturen wurden im
zeitlichen Abstand von 25 ps aus den zweiten Teilen der Trajektorien entnommen, mit dem
Validation Server der RCSB Protein Data Bank (Berman 2000) auf stereospezifisch korrekte
Atomnomenklatur iiberpriift. Sie dienten als Ensemble fiir die Riickrechnung der 1-D- und 2-
D-NOESY-Spektren. Die Riickrechnungen wurden mit AUREMOL RELAX (Ried et al.
2004) durchgefiihrt. AUREMOL RELAX verwertet neben den Atomabstinden aus den
Eingangstrukturen auch Dynamikparameter, die aus den letzten 25 ns der Simulation
berechnet werden konnten. Abstinde und Dynamikparameter wurden mit einer
weiterentwickelten Version des Lipari-Szabo-Modells zu Relaxationsraten verrechnet.
AuBerdem wurde AUREMOL RELAX erweitert um chemische Austauschprozesse, die nicht
von Molekulardynamik-Rechnungen abgedeckt werden, beriicksichtigen zu kénnen.

Der Selbstdiffusionskoeffizient des Losungsmittels wurde aus einer weiteren 10 ns lange
Trajektorie mit gleichen Parametern, aber ohne Peptid berechnet.

3.1.4 Rickrechnungen

Fir die Riickrechnung von NMR-Spektren bendtigte AUREMOL RELAX die Peptid-
Sequenz, die chemischen Verschiebungen, mindestens eine PDB-Struktur und fiir jeden NOE-
Kontakt einen Ordnungsparameter, eine rotatorische und eine interne Korrelationszeit. Das
AURMEOQOL-Metafile enthielt die Dynamikparameter und die chemischen Verschiebungen. Es
wurde konnte mit einer grafischen Oberflache aus der Zuordnungsliste, die mithilfe eines
TOCSY-Spektrums (Total Correlation Spectroscopy) (Braunschweiler und Ernst 1983)
erzeugt wurde und den Ausgabedateien des GROMACS Tools g_rotacf erstellt werden. Mit
diesen Daten wurden 2-D-NOESY-Spektren mit 0,3 s Mischzeit und 3 s Repititionszeit und 1-
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D-NOESY-Spektren mit 0,1 s Mischzeit und 2 s Repititionszeit simuliert.

3.2 Die Punktmutante HPr S. aureus (H15A)

Fiir die Erzeugung der Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien des Volumens und der
Linienform (Gl. 52 und Gl. 53) und die Erzeugung der Haufigkeitsverteilungen der
Verifikationspseudoenergien (Kap. 2.2.15) der richtigen und falschen Zuordnungen wurden
die NOESY-Spektren, die 3D-Strukuren und die vollstindige Zuordnung der Punktmutante
H15A des Histidin-Containing Phosphorcarrier (HPr) von Staphylococcus aureus verwendet.

Mit den bestimmten Héufigkeitsverteilungen konnten die Bayesschen Wahrscheinlichkeiten

Vol, Shape

der lokalen richtigen Zuordnung P; der experimentellen Signale ij und die

Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung P(korrekt|E"*"¥*"**"**™) der Resonanzen der

Kerne k bestimmt werden.

Fir HPr S. aureus (H15A) standen sowohl eine vollstandige Zuordnung, ein NMR
Strukturensemble, ein 2-D-NOESY- und ein 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum zur Verfiigung
(Munte et al., Veroffentlichung in Vorbereitung). Damit eignet es sich dieser Datensatz gut,
um die fiir SIBASA benétigten Haufigkeitsverteilungen, die anschliefend in der AURMEOL
Datenbank abgelegt werden, zu erstellen.

Fiir den ersten Testfall von SIBASA wurde die vollstdndige Zuordnung des HPr S. aureus
(H15A) aus den beiden Spektren und der Rontgenstruktur von HPr S. faecalis (1PTF) (Jia et
al. 1994) bestimmt.

HPr ist ein wichtiger Teil des Phosphortransferasesystems (PTS) von Bakterien. Es
transferiert Phosphorylgruppen, die an das N®-Atom des aktiven Zentrums von Hisl5
gebunden sind, von Enzym I zu Enzym II. Die Gruppe wird von HPr an ein Cystein im
Enzym II ibertragen, das wiederum dann ein Kohlenhydrat durch die Zellmembran
transportiert (Kalbitzer und Hengstenberg 1993; Postma et al. 1993). HPr S. aureus (H15A)
hat 88 Aminosauren und ein Molekulargewicht von 9,43 kDA.

3.2.1 Probe

Die Probe des 2-D-NOESY-Spektrums enthielt 3 mM der unmarkierten Punktmutante des
Proteins HPr S. aureus (H15A), welche in 90 % H,0 und 10 % D,0O gel6st war. Der pH-Wert
wurde durch Zugabe von NaOD, DCI und 0,5 mM Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) auf
7,0 eingestellt. Es wurden auerdem noch 1 mM Natriumazid (NaN3) und als Referenz 0,06
mM DSS hinzugefiigt.

Die Probe des 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektrums enthielt 1 mM des “N- und "“C-
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markierten Proteins HPr S. aureus (H15A). Das Protein war in 92 % H-0, 8 % D,0 und 0,1
mM Dioxan gelost. Als Puffer wurde 10 mM [D-11]TRIS/HCI Puffer verwendet. Der pH
wurde auf 7 eingestellt. Zusatzlich wurde 0,5 mM NaNs, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS
als Referenz hinzugegeben.

3.2.2 NMR Messungen

Die 2-D-NOESY-Spektren (Kumar et al. 1980) wurden mit einer Mischzeit von 0,1 s und
mit einer Repetitionszeit von 1,54 s bei einer Temperatur von 303 K auf einem Bruker
Avance-800 NMR mit einer '"H-Resonanzfrequenz von 800,2 MHz aufgezeichnet. Die GroRe
der Zeitdoméne betrug 1.024 x 4.096 komplexe Datenpunkte, die spektrale Breite in beiden
Dimensionen war 13,9486 ppm. Es wurden jeweils 36 Scans aufgenommen. Mit TopSpin
(Bruker BioSpin, Karlsruhe) wurden die FIDs mit LB = -6 Hz und GB = 0,1 in der indirekten
und mit LB = -4 HZ und GB = 0,12 in der direkten Dimension mit der Lorentz-Gaul$-
Transformation gefiltert. Das Spektrum wurde anschliefend auf 1.024 x 4.096 reelle
Datenpunkte Fourier transformiert. Die Signale wurden mit der entsprechenden AUREMOL
(Wolfram Gronwald und Hans Robert Kalbitzer 2004) Routine gefunden. Die Signalliste
wurde nachtrdglichen manuell korrigiert, wobei die Diagonalsignale entfernt wurden.
Insgesamt wurden im 2-D-NOESY-Spektrum 3.601 Signale gefunden. Die GroRe der
Signalvolumen wurde mit der verbesserten AUREMOL-Integrationsroutine (Donaubauer,
Veroffentlichung in Vorbereitung) auf dem Segmentationsniveau von 0,1 bestimmt.

Das 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum wurde mit einem 600 MHz Bruker Spektrometer,
einer Mischzeit von 0,12 s und einer Repetitionszeit von 1,12 s bei einer Temperatur von 303
K und einer 'H-Resonanzfrequenz von 600,2 MHz aufgenommen, wobei *C entkoppelt war.
Es wurden 128 x 64 x 2.048 komplexe Datenpunkte mit jeweils 24 Scans aufgenommen. Die
spektralen Breite war 13,9813 x 32 x 13,9813 ppm. Der FID wurde in der indirekten 'H-
Dimension mit dem Cosinus Filter (QSINE mit SSB=2), die Stickstoff-Dimension und die
direkte Protonen-Dimension wurden beide mit Lorentz-GauB3-Transformation gefiltert (LB=-
8Hz und GB=0,1 bzw. LB=-6Hz und GB=0,12). Auf die Stickstoff-Dimension wurde eine
Lineare Vorwirts Vorhersage (Lpfc) mit 32 Koeffizienten angewendet. Nach der TopSpin
Fourier Transformation auf 256 x 128 x 2.048 reelle Datenpunkte, wurde die direkte
Dimension mit einer Streifen-Transformation auf die endgiiltige Grofe von 256 x 128 x 896
Datenpunkten gebracht. Die Signalliste wurde zuerst automatisch mit AUREMOL erzeugt
und anschlieBend manuell verbessert. Im 3D "N-NOESY/HSQC-Spektrum wurden insgesamt
1.080 Signale ausgewihlt. Die Signalvolumen wurden wieder mit der AUREMOL
Integrationsroutine auf dem Segementationsniveau von 0,1 bestimmt.
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3.2.3 Modellierung und Molekulardynamiksimulationen

Im ersten Test von SIBASA wurde die vollstindige Zuordnung des Protein HPr S. aureus
(H15A) bestimmt. Ausgangsstruktur war die 0,16 nm aufgeloste Rontgenstruktur von HPr S.
faecalis (PDB ID: 1PTF) (Jia et al. 1994). Die von SIBASA bendétigte Struktur von HPr S.
aureus (H15A) wurde mit AUREMOL PERMOL und CNS modelliert (Brunner 2006). Die
Sequenzidentitdt zwischen den beiden Strukturen betrug dabei 63,6 %. Fiir PERMOL kamen
die Parameter aus (Cano et al.; 2009) zum Einsatz. Es wurden alle Abstdnde zwischen H*-
Atomen, die mindesten 2 Aminosduren in der Primédrsequenz auseinanderliegen und einen
Abstand zwischen 0,18 und 1,5 nm haben und alle anderen interresidualen 'H-"H-Abstinde
ohne H®Beteiligung im Bereich von 0,18 bis 0,6 nm als Restraints verwendet. Zusitzlich
wurden Restraints fiir alle Diederwinkel und alle Wasserstoftfbriicken erzeugt. Insgesamt hat
PERMOL 5.874 Abstands-, 353 Diederwinkel- und 62 Wasserstoffbriicken-Restraints
definiert. Mit diesen Restraints wurden 1.000 Strukturen mit CNS 1.2 (Brunger 2007;
Briinger et al. 1998) berechnet. Die Struktur mit der besten Energie diente als Ausgangspunkt
einer freien Molekulardynamiksimulation mit GROMACS 4.6.5 (Hess et al. 2008; Berendsen
et al. 1995). Die MD-Simulation und wurden nach mithilfe der Anleitung von Kerrigan
durchgefiihrt. Es wurde das Amber ff99SB-ILDN Kraftfeld (Lindorff-Larsen et al. 2010), das
SPC/E-Wassermodell (Berendsen, H. J. C. et al. 1987) fiir den Wasseranteil (90 %) und das
SPCHW-Modell (Grigera 2001) fiir den schweren Wasseranteil (10 %) verwendet. Der
Einfluss von HDO im Losungsmittel wurde vernachldssigt. Die Temperatur wurde auf 303 K
und der Druck auf 0,1 MPa eingestellt. Das Protein wurde in eine automatisch generierte
Dodekaeder Box, die einen minimalen Abstand von 1,2 nm zum zentrierten Protein hat,
gesteckt. Es wurden 5.044 H,O- und 560 D,O-Molekiile hinzugegeben. Zusétzlich wurde die
Gesamtladung des Systems mit 0,15 mM NaCl, d.h. mit 23 Na™-und 17 CI-lonen
ausgeglichen. Ein Velocity-Rescale Thermostat (Bussi et al. 2007) kontrollierte die
Temperatur und ein Parinello-Rahman Barostat den Druck. Die Kopplungszeiten der
Temperatur wurde auf 0,1 ps, die des Drucks auf 2 ps gesetzt. Das Protein und das
Losungsmittel erhielten jeweils ihre eigenen Wérmebdder und Druckklassen, in denen
Temperatur und der Druck unabhingig voneinander geregelt werden konnten. Die
elektrostatischen Wechselwirkungen wihrend der Simulation wurden mit der Particle-Mesh-
Ewald Methode (PME) (Darden et al. 1993) mit einem Gitterabstand von 0,16 nm berechnet.
Van-der-Waals- und Coulomb-Energien wurden bis zu einem Abstand von 1 nm
berticksichtigt. Der Zeitschritt der Simulation wurde auf 2 fs festgelegt und die Non-Bonded-
Liste alle 5 Schritte aktualisiert. Die besten homologe Struktur von HPr S. aureus (H15A)
wurde zuerst im Vakuum anschlieBend in Losung auf die Maximalkraft von 500 kJmol'nm
minimiert. Anschliefend folgten zwei MD-Simulationen von jeweils 100 ps um das
Gesamtsystem ins Gleichgewicht zu bringen. Zuerst wurde das minimierte Gesamtsystem des
Proteins in Losung als kanonisches (NVT-) Ensemble und anschlieBend unter
Beriicksichtigung des Drucks (NPT-Ensemble) simuliert. Aus dem Gleichgewichtssystem
wurde anschlieBend eine 100 ns lange Trajektorie erzeugt. Fiir die Riickrechnung der NOESY-
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Spektren wurden 200 Strukturen von HPr S. aureus (H15A) im Abstand von jeweils 0,5 ns
entnommen. 1.000 dquidistante Strukturen im Abstand von 0,1 ns wurden fiir die Erstellung
der speziellen Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen
verwendet (Kap. 2.2.7). Die rotatorischen Korrelationszeiten i, die Ordnungsparameter Sj;,
die Ordnungsparameter der schnellen Beweglichkeit S; und die Korrelationszeiten der
langsamen internen Beweglichkeit 74w wurden fiir alle NOE-Kontakte, die im Durchschnitt
weniger als 0,5 nm voneinander entfernt lagen, mit der Methode aus Kap. 2.1.5 bestimmt.

3.24 Simulation der NOESY-Spektren

Die Riickrechnungen der 2-D-NOESY-Spektren und die der 3D “N-NOESY-HSQC-
Spektren von HPr S. aureus (H15A) wurden mit AUREMOL RELAX in der neuesten Version
erstellt. Mischzeiten, Repetitionszeiten, Spektrometerfrequenz, Spektrale Breiten und Offsets,
Anzahl der Datenpunkte, Filter und deren Parameter wurden aus den experimentellen
Spektren direkt ibernommen (siehe Kap. 3.2.2). Der maximale Abstand fiir NOE-Kontakte
wurde fiir beide Riickrechnungen auf 0,5 nm begrenzt. Das Segmentationsniveau der
simulierten Linienformen wurde auf 10 % des Signalmaximums gesetzt. Die Signalmaxima in
den simulierten Spektren wurden automatisch mit AUREMOL gefunden und integriert, wobei
die Diagonalsignale der 2-D-NOESY-Spektren vorher entfernt wurden.

Fiir die Erzeugung der Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien, die in der AURMOL
Datenbank gespeichert wurden die simulierten NOESY-Spektren aus den besten 20 NMR-
Strukturen mit der vollstindigen korrekten Zuordnungsliste zuriickgerechnet. Fiir die
Riickrechnungen wurden aullerdem die AUREMOL RELAX Standardparameter fiir die
Dynamik verwendet, d.h. es kamen die Bewegungsmodelle FAST_JUMP, RING und
LIPARI_1 aus (Gorler und Kalbitzer; 1997) zum Einsatz, wobei der Ordnungsparameter fiir
LIPARI_1 Hauptketten-Hauptketten Kontakte auf 0,85, fiir Hauptketten-Seitenketten auf 0,8
und fiir Seitenketten-Seitenketten Kontakte auf 0,6 gesetzt wurden (Axel T. Briinger 1992).
Die rotatorische Korrelationszeit, die mit der Stokes-Einstein-Beziehung berechnet wurde,
war 3,54 ns. Es wurden 10.737 2-D-NOESY-Signale und 2.132 3D "“N-NOESY-HSQC
Signale simuliert. Die zusdtzlichen Linienverbreiterungen und die
Volumenskalierungsfaktoren wurden von SIBASA statistisch bestimmt (Kap. 2.2.5 und 2.2.4).

Fiir die Riickrechnungen des Testfalls wurde das 200 Strukturen umfassende MD-Ensemble
und eine zuféllige mit den Wahrscheinlichkeitsdichten der chemischen Verschiebungen aus
BMRB-Daten generierte Zuordnungsliste verwendet. In den Riickrechnungen wurden
folgende Kerne, die selten sichtbare NOESY-Kreuzsignale erzeugen, ignoriert:

* die an Sauerstoffe gebundenen Protonen Asp H*, Glu H*, Ser HY, Thr H"', Tyr H"
* das an Schwefel gebundene Proton Cys H"

» die beiden selten sichtbaren Protonen H®' und H* des Histidins
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e die Protonen der beiden NH,-Gruppen des Arginins
» die Protonen der NH;-Gruppe des Lysins

Die Dynamik ging {iber das erweiterte Lipari-Szabo-Modell (sieche Kap. 2.1.2 und Clore et
al. 1990) und die Korrelationszeiten und Ordnungsparameter, die aus der MD-Trajektorien
berechnet wurden, in die Riickrechnungen ein. Es wurden 11.010 2-D-NOESY- und 2.139 3D
"N-NOESY-HSQC-Linienformen simuliert. Linienverbreiterungen und
Volumenskalierungsfaktoren wurden wieder statistisch bestimmt.

3.2.5 Automatische Zuordnung mit SIBASA

Die automatische Zuordnung mittels Threshold-Accepting wurde mit einem Anfangs-
Threshold von 40 gestartet. Nach jeweils 50.000 Iterationen wurde der Threshold
logarithmisch mit einem Faktor von 0,985 abgekiihlt (Kap. 2.2.10).

Durch Zusammenfassung von experimentellen Signalen (Kap. 2.2.8) wurden die 3.601 2-D-
NOESY-Signale auf 3.290, die 1.080 3D "N-NOESY-HSQC-Signale auf 1.075 Signale
reduziert.

In die Slotliste gingen alle digitalen Datenpunkte, des 2-D-NOESY-Spektrums, die
mindestens ein experimentelles Signal auf mindesten halber Hohe geschnitten haben, ein.
Vom 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum gingen dagegen nur die Punkte, die ein
Signalmaximum geschnitten haben, in die Slotlisten ein (Kap. 2.2.6). Insgesamt entstanden so
eine "H-Slotliste mit 2.126 Slots und eine °N-Slotliste mit 75 Slots.

Es wurden die kombinierten Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen
Verschiebungen der 586 zuzuordnenden Kerne verwendet. Die mit SHIFTX2, dem 1.000
Strukturen grofe MD-Ensemble und einem Kerndichteschitzer vorhergesagten Verteilungen
gingen mit 75 % und die aus der Nh3D-Datenbank und SHIFTS berechneten allgemeinen
Dichteverteilungen gingen dabei mit 25 % in die kombinierte Wahrscheinlichkeitsdichten ein
(Kap. 2.2.7).

Die Benutzerdefinierte Stiarke A der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® wurde
auf 1,5 (GI. 63) gesetzt, der Anfangswert des Kontrollparameters « fiir spezielle MOVES und
allgemeine MOVES wurde auf 0,9 eingestellt. Der Kontrollparameter k wurde bei jeder
Abkiihlung mit dem Faktor 0,995 multipliziert. Der chemische Verschiebungsbereich fiir

allgemeine MOVES (Kap. 2.2.11) betrug fiir jeden Kern k §,+5 oixlﬁfem.

Insgesamt wurden 16 Instanzen mit unterschiedlichen zufélligen Zuordnungen und Random
Seeds gestartet. Nach jeweils fiinfmaligen Abkiihlen (250.000 Iterationen) wurden alle
Instanzen synchronisiert. Im Testfall wurden Zuordnungen fixiert (Kap. 2.2.13) und die
Volumenskalierungsfaktoren angepasst (Kap. 2.2.14). Die gewichtete Standardabweichung

oy (best) der chemischen Verschiebungen des besten Clusters eines Kerns k durfte dabei
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maximal 0,03 ppm sein. Die minimalen Grenzwerte p (Gl. 87) bzw. q (Gl. 88) der

N . . Cli Vol,Sh: i 3
Verifikationspseudoenergien E,""*>"P*"(best) bzw. der Pseudoenergien der Zuordnung

E°"S"s™ einer Instanz im besten Cluster wurden fiir die Fixierung auf 0,85 gesetzt. Die

minimalen Grenzwerte Pamidguppe DZW. Qamidggruppe €I Verifikationspseudoenergien von

Cluster,Vol,Shape,sim

amidemek - "(best) bzw. des Produkts der Pseudoenergien der Zuordnung

Amidgruppen E

Vol,Shape,sim +— Vol,Shape,sim
E PeSI R P

i N einer Instanz im besten Cluster wurden fiir die Fixierung auf 0,73

gesetzt.

Fir die Erzeugung der Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien der
richtigen H (B, e VoShpesinl g orrekt ) und der falschen Zuordnungen

H (E; e Vobshepesimgajsch ) wurden 20 Synchronisationen (1.000.000 Iterationen) mit den

Riickrechnungen aus den NMR-Daten durchgefiihrt.

Nach der 51. Synchronisation (12.750.000 Iterationen) war die automatische Zuordnung von
HPr S. aureus aus der Rontgenstruktur von HPr S. faecalis abgeschlossen, weil die minimale
Pseudoenergie der Optimierung erreicht worden ist und keine weiteren chemischen
Verschiebungen zur Laufzeit fixiert wurden.

3.3 Plasmodium falciparum Thioredoxin

Plasmodium falciparum Thioredoxin (PfTrx) ist Teil des effektiven regulierenden
Redoxsystems im Malaria Parasiten Plasmodium falciparum. Als enzymatische
Oxidoreduktase wechselt es stindig zwischen dem hier untersuchten reduzierten Zustand und
dem oxidierten Zustand. Mithilfe von PfTrx kontrolliert der Malaria Parasit den Redox-
Zustand innerhalb seiner Wirtszelle, was fiir sein Uberleben und seine Reproduktion
notwendig ist (Munte et al. 2009). Der wichtigste Unterschied zwischen der reduzierten und
der oxidierten Form ist die Disulfidbriicke zwischen den beiden Cysteinen Cys30 und Cys 33
im aktiven Zentrum, die sich in der oxidierten Form einstellt. PfTrx hat 104 Aminosduren und
inklusive des hier nicht betrachten His-Tags ein Molekulargewicht von 13 kDa.

Fiir das reduzierte PfTrx standen die NMR-Strukturen (Munte et. al., Veroffentlichung in
Vorbereitung) (PDB ID: 2MMN), die vollstindige Zuordnung, das 2-D-NOESY- und das 3D
"N-NOESY-HSQC-Spektrum zur Verfiigung (Munte et al. 2009).

3.3.1 Probe

Die Probe des 2-D-NOESY-Spektrums enthielt 1 mM des unmarkierten reduzierten PfTrx,
welches in 92 % H,0 und 8 % D,0 gelost war. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 10 mM
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Kaliumphosphat Puffer auf 7,0 eingestellt. Es wurden auferdem noch 1 mM Natriumazid
(NaNj3) und als Referenz 0,1 mM DSS hinzugefiigt (Munte et al. 2009).

Die Probe des 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektrums enthielt 0,1 mM der N markierten
Proteins PfTrx und wurde ansonsten mit dem gleichen Puffer auf pH 7,0 eingestellt. Die
Losung enthielt ebenfalls 92 % H,0 und 8 % D-O0.

3.3.2 NMR Messungen

Das 2-D-NOESY-Spektrum wurden mit einer Mischzeit von 0,1 s und mit 1,78 s
Repititionszeit bei einer Temperatur von 293 K auf einem Bruker Avance-800 NMR bei einer
"H-Resonanzfrequenz von 800,2 MHz aufgezeichnet. Die GroBe der Zeitdoméne betrug 1.024
x 4.096 komplexe Datenpunkte, die spektrale Breite in beiden Dimensionen war 13,9486
ppm. Die Anzahl der Scans war 32. Die FIDs wurden mit LB = -8 Hz und GB=0,1 in der
indirekten und mit LB=-6 HZ und GB=0,12 in der direkten '"H-Dimension mit einer Lorentz-
Gaul$-Transformation gefiltert. Das Spektrum wurde anschliefend mit TopSpin (Bruker
BioSpin, Karlsruhe) auf die GroBe von 1.024 x 4.096 reelle Datenpunkten Fourier
transformiert. Die Signalliste wurden mit der automatischen AUREMOL (Wolfram Gronwald
und Hans Robert Kalbitzer 2004) Routine erzeugt und anschliefend manuell korrigiert, wobei
auch die Diagonalsignale entfernt wurden. Insgesamt wurden im 2-D-NOESY-Spektrum
5.372 Signale ausgewdhlt. Die Grofe der Signalvolumen wurde mit der verbesserten
AUREMOL-Integrationsroutine (Donaubauer, Veroffentlichung in Vorbereitung) auf dem
Segmentationsniveau von 0,1 bestimmt.

Das 3D PN-NOESY-HSQC-Spektrum wurde mit einem 800 MHz Bruker Spektrometer,
einer Mischzeit von 0,08 s und einer Repititionszeit von 1,1 s bei einer Temperatur von 293 K
und einer 'H-Resonanzfrequenz von 800,2 MHz aufgenommen. Die Zeitdoméne hatte 128 x
64 x 2.048 komplexe Datenpunkte, die spektralen Breiten war 13,9486 x 35 x 13,9813 ppm.
Es wurden immer 32 Scans aufgenommen. Die FIDs wurde in der indirekten '"H-Dimension
mit dem Cosinus Filter (QSINE mit SSB=2), die Stickstoff-Dimension bzw. die direkte
Protonen-Dimension wurde mit LB = -8 Hz und GM = 0,1 bzw. LB = -6 Hz und GB= 0,12
mit der Lorentz-GauB-Transformation gefiltert. Auf die Stickstoff-Dimension wurde eine
Lineare Vorwirts Vorhersage (Lpfc) mit 64 Koeffizienten angewendet. Nach der Fourier
Transformation mit TopSpin auf 256 x 128 x 2.048 reelle Datenpunkte, wurde die direkte 'H-
Dimension mit einer Streifen-Transformation auf die endgiiltige Gréfe von 256 x 128 x 736
Datenpunkten gebracht. Die Signalliste wurde automatisch mit AUREMOL erzeugt und die
Liste anschlieBend manuell verbessert. Es wurden insgesamt 950 3D ""N-NOESY-HSQC
Signale ausgewéhlt. AnschlieBend wurden die Signalvolumen wieder mit der AUREMOL
Integrationsroutine auf dem Segmentationsniveau von 0,1 bestimmt.
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3.3.3 Modellierung und Molekulardynamiksimulationen

Als Basis der MD-Rechnungen diente die 0,237 nm aufgeloste Rontgenstruktur des
reduzierten Plasmodium Thioredoxin aus dem Komplex mit Thioredoxin Reductase (Fritz-
Wolf et al. 2013) (PDB ID: 4J56). Die extrahierte Struktur hatte eine Sequenzidentitdt von
98,1 %. In der anschlieRenden Homologie-Modellierung mit AUREMOL PERMOL und den
Parametern aus Kap. 3.2.3 (Cano et al. 2009), wurde die Rontgenstruktur an die gegebene
Primérsequenz von PfTrx angepasst. Des bedeutete im speziellen den Austausch von Ala9 mit
Ser9 und den Austausch von Ser33 mit Cys33 im aktiven Zentrum. PERMOL erzeugte 8.509
Abstands-, 453 Diederwinkel- und 65 Wasserstoffbriickenbindungsrestraints. Mit CNS 1.2
(Brunger 2007; Briinger et al. 1998) wurden 1.000 Strukturen erzeugt. Die Struktur mit der
geringsten Energie wurde als Basis der freien MD mit GROMACS 4.6.5 (Hess et al. 2008;
Berendsen et al. 1995) verwendet. Die MD-Simulationen wurden mit den in Kap. 3.2.3
beschrieben Parametern gestartet. Es musste nur der D,O-Gehalt auf 8 % und die Temperatur
von 293 K gedndert werden. Insgesamt bestand das Losungsmittel aus 4.389 H,O-Molekiilen,
488 D,0O-Molekiilen, 20 Na*- und 15 Cl-Atome.

Aus 1.000 &dquidistante Strukturen wurden die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der
chemischen Verschiebungen mit SHIFTX2 erzeugt. 200 dquidistante Strukturen wurden fiir
die Riickrechnungen der NOESY-Spektren mit AUEREMOL RELAX verwendet. Die
Korrelationszeiten und Ordnungsparameter fiir das erweiterte Lipari-Szabo-Modell stammten
wieder aus der gesamten Trajektorie.

3.3.4 Simulation der NOESY-Spektren

Die Riickrechnungen der 2-D-NOESY-Spektren und die der 3D "“N-NOESY-HSQC-
Spektren wurden mit AUREMOL RELAX mit der vorgegebenen Sequenz von Plasmodium
falciparum Thioredoxin erstellt. Es wurden Riickrechnungen auf Basis der NMR-Daten, also
der korrekten Zuordnung und den besten 10 NMR-Strukturen erstellt. Aullerdem wurden
Riickrechnungen auf Basis des MD-Ensemble und einer zufdlligen Zuordnung erstellt. Es
wurden die gleichen Methoden und Parameter wie in Kap. 3.2.4 verwendet, wobei die
Parameter soweit wie moglich an die jeweiligen experimentellen Spektren (Kap. 3.3.2)
angepasst wurden. Fiir die Riickrechnung aus den NMR-Daten wurde eine rotatorische
Korrelationszeit 1. von 5,69 ns bestimmt. Es wurden insgesamt 13.369 2-D-NOESY- und
2.521 3D PN-NOESY-HSQC-Signale simuliert. Aus dem MD-Ensemble wurden insgesamt
13.258 2-D-NOESY- und 2.471 3D "N-NOESY-HSQC-Signale zuriickgerechnet.
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3.3.5 Automatische Zuordnung mit SIBASA

Die automatische Zuordnung mittels Threshold-Accepting wurde mit einem gegeniiber der
automatischen Zuordnung von HPr S. aureus (H15A) erhéhten Anfangs-Threshold Th von 60
gestartet, da die Pseudoenergie der Optimierung E“® mit steigender Komplexitit des
Zuordnungsproblems ebenfalls steigt. Alle anderen Parameter wurden wie bei der Zuordnung
des HPr S. aureus (H15A) (Kap. 3.2.5) eingestellt.

Durch Zusammenfassung von experimentellen Signalen (Kap. 2.2.8) wurden die 5.372 2-D-
NOESY-Signale auf 5.012, die 950 3D "N-NOESY-HSQC-Signale auf 949 reduziert.

Auch die Slotlisten wurden auf die gleiche Weisen wie in Kap. 3.2.5 erstellt. Insgesamt
entstand so eine 'H-Slotliste mit 2.527 Slots und eine ’N-Slotliste mit 69 Slots.

Die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen der 715
zuzuordnenden Kerne wurden wieder mit SHIFTX2 und dem 1.000 Strukturen umfassenden
MD-Ensemble erzeugt und mit den allgemeinen Dichteverteilungen, die mit SHIFTS und der
Nh3D-Datenbank erzeugt worden sind, kombiniert (Kap. 2.2.7).

Fiir die Erzeugung der Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien, die in die
AUREMOL Datenbank gespeichert wurden und fiir die Berechnung der Wahrscheinlichkeit
einer richtigen Zuordnung mithilfe des Satzes von Bayes verwendet werden, wurden
insgesamt 20 Synchronisationen (1.000.000 Iterationen) mit den Riickrechnungen der NMR-
Strukturen durchgefiihrt.

Nach der 47. Synchronisation (1.175.000 Iterationen) wurde fiir den Testfall die minimale
Pseudoenergie E“? erreicht und es wurden keine weiteren chemischen Verschiebungen zur
Laufzeit mehr fixiert.
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3.4 Ras(T35S)-GppNHp
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Abbildung 16: Teil des 2-D-NOESY-Spektrums und der entsprechenden Riickrechnungen aus zwei
Réntgenstrukturen von Ras(T35S)-GppNHp. A Experimentelles Spektrum. B Riickrechnung aus der
Roéntgenstruktur von Ras(135S)-GppNHp Form 2 (PDB ID: 3KKM). C Riickrechnung aus der
Rontgenstruktur von Ras(T35S)-GppNHp Form 1 (PDB ID: 3KKN). Die Kontakte Phe28
H*?/GppNHp H" und Phe28 HY/GppNHp H" des Proteins zum Nukleotid sind nur im
Experiment und in der Riickrechnung von Form 2 zu sehen.

Das Ras-Protein ist ein molekularer Schalter, der zwischen dem GTP-gebundenem aktiven
Zustand und dem GDP-gebundenem inaktiven Zustand, wechselt. Zur Weiterleitung eines
Signals, wechselwirkt Ras im aktiven Zustand mit Effektoren, wie z.B. Raf-Kinase oder
RalGDS. Dadurch werden Zellproliferation, Zelldifferenzierung oder der programmierte
Zelltod eingeleitet. Der Wechsel zwischen der aktiven und der inaktiven Form von Ras wird
durch GEFs (Guaninnukleotid-Austauschfaktoren) und GAPs (GTPase-aktivierende Proteine)
bestimmt (Wittinghofer und Waldmann 2000). In der Krebsforschung spielt das Ras-Protein
eine wichtige Rolle, da bestimmte Mutanten des Proteins keine intrinsischen und auch keine
GAP-beschleunigten GTPase-Aktivitit mehr haben. Fehlt diese, so kann es zu
unkontrollierten Zellproliferation, was Tumorbildung begiinstigen kann, kommen (Friday und
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Adjei 2005). Mittels *'P-NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass Ras im Komplex
mit dem GTP-Analogon GppNHp (GppNHp = Guanosin-5’-(f,y-imino)triphosphat) in
mindestens zwei konformationellen Zustdnden vorliegt, die miteinander im Gleichgewicht
stehen (Geyer et al. 1996). Sogenannte Partial Loss-of-Function-Mutanten, wie das hier
betrachtete Ras(T35S)-GppNHp konnen nur einen Teil der moglichen Effektoren binden und
es konnte gezeigt werden, dass diese Mutante vorwiegend im Zustand 1 vorliegt (Spoerner et
al. 2001).

Fir die automatische Zuordnung lagen zwei Rontgenstrukturen von Ras(T35S)-GppNHp
(Shima et al. 2010) vor, wovon die Struktur in Form 2 (PDB ID: 3KKM) nicht vollstdndig
definiert ist. Ihr fehlt die Helix zwischen den Aminosduren 61 und 71. Die Struktur in Form 1
(PDB ID: 3KKN) ist zwar vollstdndig, doch sie scheint nicht die in Losung hauptsdchlich
vorkommende Form zu sein. In Abb. 16 ist ein Teil des 2-D-NOESY-Spektrums von
Ras(T35S)-GppNHp und die entsprechenden Teile der Riickrechnungen der beiden
Rontgenstrukturen von Form 1 und von Form 2 gezeigt. Die beiden Kontakte Phe28
H?/GppNHp H" und Phe28 H*/GppNHp H' zwischen dem Ras(T35S) und seinem Nukleotid
sind sowohl im Experiment als auch in der Riickrechnung der Form 2 deutlich zu sehen
(Abstédnde in der 3D-Struktur von Form 2: 0,412 nm und 0,512 nm bzw. 0,298 nm), fehlen
aber in der Riickrechnung von Form 1 (Absténde in der 3D-Struktur von Form 1: 2,62 nm und
2,45 nm bzw. 2,68 nm). Auch die RMSD-Werte der beiden Roéntgenstrukturen zu der
gemittelten NMR-Struktur von Araki et al. (2011) bestétigen die Annahme, dass Form 2 nédher
an der Struktur in Losung liegt als Form 1 (Abb. 58 und Tabelle 12).

Das zuzuordnende H-Ras(T35S) hat 166 Aminosduren und ein Molekulargewicht von 18,48
kDa.

Es standen ein 2-D-NOESY-Spektrum von Ras(T35S)-GppNHp (Sporner et al.) und ein 3D
PN-NOESY-HSQC-Spektrum (Puthenpurackal Narayanan et al.) zur Verfiigung. Zur
Uberpriifung der Ergebnisse der automatischen Zuordnung wurde die chemischen
Verschiebungen der Resonanzen der Amidprotonen und Stickstoffe hidndisch an das 3D '"N-
NOESY-HSQC-Spektrum angepasst (Puthenpurackal Narayanan et al.), die chemischen
Verschiebungen der Resonanzen der H% und Seitenkettenprotonen wurden automatisch mit
SIBASA optimiert.

3.4.1 Probe

Die Probe des 2-D-NOESY-Spektrums enthielt 0,7 mM des unmarkierten Proteins H-
Ras(T35S)-GppNHp (Residuen 1-166) welches in 90 % H>O und 10 % D,0 geldst war. Durch
Zugabe von 15 mM perdeuteriertem TRIS/HCI wurde der pH auf 7,4 eingestellt. AufSerdem
wurden 10 mM MgCl,, 2 mM DTE und als Referenz 0,04 mM DSS hinzugegeben.

Die Probe des 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektrums enthielt 1,2 mM des '“N-markierten
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Proteins H-Ras(T35S)-GppNHp (Residuen 1-166), welches in 90 % H,O und 10 % D,O
gelost war. Durch Zugabe von 40 mM perdeuteriertem TRIS/HCI wurde der pH auf 7,4
eingestellt. Aulerdem wurden 10 mM MgCl,, 2 mM DTE und als Referenz 0,04 mM DSS
hinzugegeben.

3.4.2 NMR Messungen

Das 2-D-NOESY-Spektrum wurden mit einer Mischzeit von 0,15 s und mit 2,37 s
Repetitionszeit bei einer Temperatur von 303 K auf einem Bruker Avance-800 NMR bei einer
"H-Resonanzfrequenz von 800,2 MHz aufgezeichnet. Die GroRe der Zeitdoméne betrug 1.024
x 8.192 komplexe Datenpunkte, die spektrale Breite in beiden Dimensionen war 13,9473
ppm. Die Anzahl der Scans war 32. Die FIDs wurden mit LB = -18 Hz und GB=0,1 in beiden
Dimensionen mit einer Lorentz-Gaul8-Transformation gefiltert und mit TopSpin (Bruker
BioSpin, Karlsruhe) auf die GroBe von 1.024 x 4.096 reelle Datenpunkte Fourier
transformiert. Die Signalliste wurden automatisch mit AUREMOL (Wolfram Gronwald und
Hans Robert Kalbitzer 2004) erzeugt und anschliefend manuell korrigiert. Die
Diagonalsignale wurden wieder entfernt. Im 2-D-NOESY-Spektrum wurden insgesamt 5.843
Signale ausgewdhlt und mit der verbesserten AUREMOL Integrationsroutine (Donaubauer,
Veroffentlichung in Vorbereitung) auf dem Segmentationsniveau von 0,1 integriert.

Das 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum wurde mit einem 800 MHz Bruker Spektrometer,
einer Mischzeit von 0,15 s und einer Repititionszeit von 1,1 s bei einer Temperatur von 303 K
und einer '"H-Resonanzfrequenz von 800,2 MHz aufgenommen. Die Zeitdoméne enthielt 256
x 64 x 2.048 komplexe Datenpunkte, die spektrale Breite war 13,9473 x 40 x 13,9873 ppm.
Es wurden immer 24 Scans aufgenommen. Der FID wurde in der indirekten '"H-Dimension
mit dem Cosinus Filter (QSINE mit SSB=2), in der "N- und der direkten "H-Dimension
wurde er mit der Lorentz-GaulB3-Transformation gefiltert (LB = -8 Hz und GM = 0,1 bzw. LB
= -6 Hz und GB= 0,12). Auf die Stickstoff-Dimension wurde eine Lineare Vorwirts
Vorhersage (Lpfc) mit 32 Koeffizienten angewendet. Nach der Fourier Transformation mit
TopSpin auf 256 x 128 x 2.048 reelle Datenpunkte, wurde die Spektrum mir einer Streifen-
Transformation auf die endgiiltige GroBle von 256 x 128 x 544 Datenpunkten gebracht. Die
Signalliste wurde automatisch mit AUREMOL erzeugt und die Liste anschlieBend manuell
verbessert. Es wurden 1.745 3D "N NOESY-HSQC Signale ausgewihlt. Die Signalvolumen
wurden wieder mit der AUREMOL Integrationsroutine bestimmt, wobei das
Segementationsniveau wegen dem schlechteren Signal-zu-Rausch-Verhiltnis auf 0,2 erhoht
werden musste.
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3.4.3 Molekulardynamiksimulationen

Die Energieminimierungen und MD-Simulationen wurden mit den gleichen Parametern wie
in Kap. 3.2.3 durchgefiihrt. Als Basis der Molekulardynamiksimulation diente die 0,209 nm
aufgeloste Rontgenstruktur von Ras(T35S)-GppNHp in Form 1 (Shima et al. 2010) (PDB ID:
3KKN). Die Dynamik des Proteins wurde, ohne zusitzliche Restraints, mit dem Mg*"-Ion und
dem Nukleotid GppNHp simuliert. Damit GROMACS das Nukleotid erkennen konnte, musst
zuerst eine separate Topologie Datei erstellt werden. GppNHp wurde dafiir in eine separates
PDB-Datei eingefiigt und mit USCF CHIMERA (Pettersen et al. 2004) in das mol2 Format
konvertiert. AnschlieBend wurde die von bendtigte GROMACS itp-Datei mit ACPYPE
(Sousa da Silva, Alan W und Vranken 2012), welches das Softwarepaket ANTECHAMBER
(Wang et al. 2006) verwendet, erstellt. Dem im Vakuum minimierten Komplex wurden als
Losungsmittel 7.103 H,O-Molekiile, 789 D,O-Molekiile, 30 Na'-und 24 CIl-Atome
hinzugefiigt. Die Temperatur der MD-Simulation betrug 303 K.

Die 1.000 dquidistante Strukturen fiir die Erzeugung des
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen mit SHIFTX2, die 200 dquidistante Strukturen fiir die
Riickrechnungen = mit AUEREMOL RELAX, sowie Korrelationszeiten  und
Ordnungsparameter fiir das erweiterte Lipari-Szabo-Modell wurden anschliefend wieder aus
der Trajektorie extrahiert.

3.44 Simulation der NOESY-Spektren

Die Riickrechnungen der 2-D-NOESY- und die 3D “N-NOESY-HSQC-Spektren wurden
mit AUREMOL RELAX und der vorgegebenen Sequenz von Ras(T35S)-GppNHp erstellt.
Das Magnesium-Ion und das Nukleotid mussten vorher der AUREMOL Topologie Datenbank
hinzugefiigt werden. Es wurden Riickrechnungen fiir beide NOESY-Spektren aus dem 200
Strukturen umfassenden MD-Ensemble, den Dynamikparametern und einer zufélligen
Zuordnung erstellt. Die Riickrechnungen wurden wie in Kap. 3.2.4 erzeugt, wobei die
Parameter soweit wie moglich von den jeweiligen experimentellen Spektren (Kap. 3.4.2)
iibernommen wurden. Aus dem MD-Ensemble wurden insgesamt 21.319 2-D-NOESY- und
4.325 3D "N-NOESY-HSQC-Signale zuriickgerechnet.

Fir die Anpassung der Zuordnungen der H® und Seitenkettenprotonen von Araki et
al. (2011) auf die vorhanden experimentellen Spektren, wurden Riickrechnungen mit der
verOffentlichten Zuordnung und den NMR-Strukturen (PDB ID: 2LCF) erstellt. Die
Dynamikparameter blieben wie schon in Kap. 3.24 und Kap. 3.3.4 auf den
Standardeinstellungen von AUREMOL RELAX. Die rotatorische Korrelationszeit wurde
automatisch auf 6,78 ns bestimmt. Insgesamt wurden 21.773 2-D-NOESY- und 4.441 3D "*N-
NOESY-HSQC Signale erstellt.
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3.4.5 Automatische Zuordnung mit SIBASA

Die automatische Zuordnung mittels Threshold-Accepting wurde mit einem Anfangs-
Threshold von 60 gestartet. Die Anzahl der Iteration pro Kiihlschritt musste auf 100.000
verdoppelt werden. Dies schlug sich auch in Anzahl der Iterationen zwischen zwei
Synchronisationsschritten nieder, die ebenfalls auf 500.000 verdoppelt wurde. Alle anderen
Parameter wurden wie bei der Zuordnung des HPr S. aureus (H15A) (Kap. 3.2.5) eingestellt.

Durch Zusammenfassung von experimentellen Signalen (Kap. 2.2.8) wurden die 5.843 2-D-
NOESY-Signale auf 5.634 reduziert. Von den 1.745 3D "N-NOESY-HSQC-Signale wurden
dagegen keine zusammengefasst.

Die Slotlisten wurden auf die gleiche Weise wie in Kap. 3.2.5 erstellt. Insgesamt entstand so
eine "H-Slotliste mit 2.419 Slots und eine °N-Slotliste mit 72 Slots.

Die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen der 1.161
zuzuordnenden Kerne wurden wieder mit SHIFTX2 und dem 1.000 Strukturen umfassenden
MD-Ensemble erzeugt und anschliefend mit den allgemeinen Verteilungen kombiniert (Kap.
2.2.7).

Nach der 72. Synchronisation (7.200.000 Iterationen) hat sich im Testfall die Pseudoenergie
nicht mehr stark verdndert und es wurden keine weiteren chemischen Verschiebungen mehr
zur Laufzeit fixiert.

Anpassung der vorhanden Zuordnung der H®- und
Seitenkettenprotonen auf die experimentellen Spektren

SIBASA wurde fiir die Optimierung der chemischen Verschiebung der Resonanzen der H*-
und Seitenkettenprotonen mit nur einer Instanz, einem Anfangs-Threshold von 40, einer
Abkiihlrate von 0,985 und mit 15.000 Iterationen zwischen zwei Abkiihlungen gestartet.

Da die gleichen experimentellen Spektren wie im Testfall zum Einsatz kamen, sind auch die
Ergebnisse der Signalzusammenfassung und die Slotlisten die gleichen.

SIBASA verwendet fiir die Optimierung von chemischen Verschiebungen
Normalverteilungen als Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen (Kap. 2.2.7). Die Mittelwerte
stammen dabei aus der zu optimierenden Liste der chemischen Verschiebungen und die
Standardabweichungen wurden auf 0,02 ppm gesetzt. Aullerdem durfte SIBASA die

Literatur

chemischen Verschiebungen der Resonanzen k nur im Bereich von §, +3 0, suchen.
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4 Ergebnisse

4.1 Stereospezifische Zuordnung der Seitenkettenamide
von Asparagin und Glutamin in Modellpeptiden

Aminosaure Atom 8] ppm ]| Aminosdure Atom d[ppm]
Glyl gy 8,062 Glyl Il 8,069
H*? 3,894 H"? 3,897
H*? 3,894 Gly2 H*® 3,897
Gly2 gy 8,613 gy 8,610
He? 4,022 H"? 4,025
e 4,022 H" 4,025
Asn3 uY 8,541 GlIn3 gy 8,485
H* 4,720 H* 4,351
HP? 2,838 H*? 2,120
H*3 2,749 H*? 1,992
T 7,645 HY? 2,381
H>% 6,961 HY? 2,381
He 7,593
H? 6,898
Ala4 I h 8,433 Ala4 gy 8,493
H* 4,291 H* 4,290
H’ 1,403 H’ 1,401
NH, 2 7,600 NH, H2® 7,608
H'? 7,081 1 7,070

Tabelle 1: Vollstindige stereospezifische Zuordnung der Tetrapeptide Gly-Gly-X-Ala-NH,. 5mM
Gly-Gly-X-Ala-NH; und 0,1 mM DSS wurden in 90 % H>O/10 % DO gelést. Die Temperatur betrug
293 K, der pH 3. Die stereospezifische Zuordnungen stammt aus Harsch et al. (2013).
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4.1.1 Die stereospezifische Zuordnung von Gly-Gly-Asn-Ala-NH:

A sz A —2.70 .
/,\) HY— g™ 0 ¥ — g™ /\Q) Y g OHY2—F® | i
A =
<> O gt 0 gb*— b+ (@} Y _ B cHazz_Hsfz-So o
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Abbildung 17: Ausschnitte des experimentellen und des zugehérigen simulierten 2-D-NOESY-
Spektrums von Gly-Gly-Asn-Ala-NH,. Das 800 MHz Spektrum von Gly-Gly-Asn-Ala-NH, (links)
wurde in 90 % H-0/10 % D,O bei pH 3 und 293 K mit einer Mischzeit von 0,3 s gemessen. Als
Referenz wurden 0,1 mM DSS hinzugegeben. Die Gesamtzeit der Messung betrug 15 h 22 min. Vor der
Fouriertransformation wurde es mit 5 Hz Linienverbreiterung exponentiell gefiltert. Beim simulierten
Spektrum (rechts) wurden dagegen 7,7 Hz verwendet um die Feldinhomogenitdt zu beriicksichtigen.

Aminosdure Kreuzsignal A Kreuzsignal B V{*/V3’ Vi’"/ Vf;m Vsj\m/ Vf;m VS,;"]/ V;"" Vi’"/ V;""
a=1,b=2 a=2, b=1 a=1,b=2 a=2, b=1
x=2, y=3 x=2,y=3 x=3, y=2 x=3, y=2

Asn3 ) & R & (i ) S Rl & L 3,1 3.4 0,3 3.8 0,3

| & BRI & M B2 P —HPY 3.8 3,8 0,3 34 0,3
& R & ) & BRI & (0 1,5 1,4 1,2 0,7 0,8
S R = & R & S 1,3 1,2 1,4 0,8 0,7
HY—H"Y HYN—g* 1,9 1,5 1,5 0,7 0,7
H*—H* H*—H"Y 1,2 2,1 2,1 0,5 0,5
Alad HE—H* HY—H® 42 4,1 0,2 4,1 0,2

Tabelle 2: Experimentelle und zuriickgerechnete 2-D-NOESY-Kreuzsignalintensititsverhdltnisse
von Gly-Gly-Asn-Ala-NH,. Die Experimentbedingungen sind die gleichen wie in in Abb. 17. In der
Tabelle werden die gemessenen Volumenverhdltnisse zwischen den Kreuzsignalen A und B V" IV}”
mit den simulierten Verhdltnissen verglichen. In den Spalten sind die Volumenverhdltnisse aller
méglichen stereospezifischen Zuordnungen aufgelistet. Die chemischen Verschiebungen von H*** und
HP kénnen aus Abb. 17 abgelesen werden. Die Zuordnung, die das experimentelle Ergebnis am
besten erklirt ist fett gedruckt.
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Aminoséure Experiment Theoretisch
Asn3 Tuanps[Hz]  5:9%0.5 Tivanp[Hz] 3.7
Tuangy[Hz]  7:8%0.5 Tisanps[Hz] 8.1
LWHM[HZ] 0,44
LW, ;[ Hz] 0,46

Tabelle 3: Gemessene und theoretische Werte der *Jy.uy Kopplungskonstanten und berechnete
Linienbreiten der H'-Protonen von Asn im Tetrapeptid Gly-Gly-Asn-Ala-NH,. Die experimentellen
3J-Kopplungskonstanten wurden mit AUREMOL aus den NMR-Spektren bestimmt, die theoretischen
Werte wurden mit der Karplus Gleichung aus der MD-Trajektorie berechnet.

Die chemischen Verschiebungen von Gly-Gly-Asn-Ala-NH, wurden mit einem 2-D-
TOCSY-, einem 2-D-NOESY- und einem 1-D-NOESY-Spektrum zugeordnet (Tabelle 1).
Abb. 17 zeigt den fiir die stereospezifische Zuordnung relevanten Bereich der H®-HP-
Kreuzsignale im experimentellen und im zuriickgerechneten 2-D-NOESY-Spektrum.

Die in Abb. 17 verwendete stereospezifische Zuordnung der H*-Protonen (Tabelle 1) erklirt
die beobachteten 2-D-NOESY-Kreuzsignalintensititen am besten.

In Tabelle 2 sind alle fiir die stereospezifische Zuordnung von Gly-Gly-Asn-Ala-NH,
wichtigen experimentellen und zuriickgerechneten Volumenverhédltnisse aufgelistet. Die
Tabelle zeigt, dass das Experiment und die Simulation nur konsistent sind, falls H®' die
Position a, also die groBere und H*? die Postion b, also die kleiner chemische Verschiebung
zugeordnet bekommt. Es geht ebenfalls hervor, dass H* an der x-Position und H” an der y-
Position liegen muss. Um dies zu bestéitigen wurde die 1-D-NOESY-Linienform der Asn3
HP-Signale im Gly-Gly-Asn-Ala-NH, unter Beriicksichtigung der starken skalaren Kopplung
mit NMRSIM simuliert. NMRSIM bendétigte dafiir die J-Kopplungskonstanten *Jiuup und
*Jhanps, die mit der generalisierten Karplus-Gleichung (Karplus 1963) und den Parametern von
(Schmidt 2007) aus den 3D-Strukturen von Gly-Gly-Asn-Ala-NH, berechnet und {iber das
ganze Ensemble gemittelt wurden. Die so ermittelten *Jyaup3-Kopplungsraten von 3,7 und 8,1
Hz (Tabelle 3) wurden zusammen mit der gemessenen “Jupng;-Kopplungskonstante von 15,6
Hz, den beiden chemischen Verschiebungen von H™ und den von RELAX ermittelten
Linienbreiten an NMRSIM iibergeben um die Linienformen der Asn HP-Signale zu simulieren
(Abb. 18). Ein Vergleich mit dem experimentellen 1-D-NOESY-Spektrum zeigt, dass nur die
Zuordnung aus Tabelle 1 das gemessene J-Kopplungsmuster erklédrt. Die C-Terminalen NH,-
Protonen von Ala4 konnten mithilfe ihrer Kreuzsignale zum Ala H® stereospezifisch
zugeordnet werden.
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N

2.85 2.75 2.85 2.75
S [ppm] 8 [ppm]

Abbildung 18: Multiplett Aufspaltung der experimentellen und simulierten der 1-D-Resonanzlinien
von H” und H”. Das Spektrum von 5 mM Gly-Gly-Asn-Ala-NH, in 90 % H,O0/10 % DO Lésung
wurde bei einer 'H Frequenz von 800,2 MHz, pH 3, 293 K und 0,1 s Mischzeit aufgenommen. Als
Referenz wurde 0,1 mM DSS hinzugegeben. Die Messung dauerte insgesamt 34 s. Das experimentelle
Spektrum (links) wurde vor der Fouriertransformation exponentiell mit 0,3 Hz Linienverbreiterung
gefiltert. Das simulierte Spektrum (rechts) wurde mit den theoretischen J-Kopplungskonstanten und
Linienbreiten aus Tabelle 3, den chemischen Verschiebungen aus Tabelle 1 und mit 3,3 Hz
Linienverbreiterung simuliert. Die zusdtzliche Linienverbreiterung von 3 Hz gegeniiber dem
Experiment beriicksichtigt die Feldinhomogenitit des NMR-Spektrometers.

Das Volumenverhiltnis der Signale HY/H?* zu H/H® stimmt bestmdglich iiberein, falls H*(E)
die Postion a, also die groBere und H(Z) die Position b, also die kleiner chemische
Verschiebung bekommt.

Die Austauschraten der beiden Flips wurden durch Anpassung der beiden
Volumenverhiltnissen H**/HP” zu H®/H® bzw. H?(E)/H* zu H*(Z)/H* an die
experimentellen Volumenverhéltnisse bestimmt. Die Austauschrate der Asn Seitenkette wurde
mit 1,3 Hz und die der C-Terminale Amidgruppe zu 0,3 Hz bestimmit.
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4.1.2 Die stereospezifische Zuordnung von Gly-Gly-GIn-Ala-NH;

@ H€2a_Hﬁy "HEZb—HBy © H€21_ Hﬁ3 . HEZZ_ HﬁS 1 2.0
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Abbildung 19: Ausschnitte des experimentellen und des zugehérigen simulierten 2-D-NOESY-
Spektrums von Gly-Gly-Gln-Ala-NH,. Das 800,2 MHz Spektrum von Gly-Gly-Gin-Ala-NH (links)
wurde in 90 % H>O/ 10 % D,O bei pH 3 und 293 K mit einer Mischzeit von 0,3 s gemessen. Als
Referenz wurden 0,1 mM DSS hinzugegeben. Die Gesamtzeit der Messung betrug 15h 23min. Vor der
Fouriertransformation wurde es mit 5 Hz Linienverbreiterung in beiden Dimensionen exponentiell
gefiltert. Beim simulierten Spektrum (vechts) wurden dagegen 15 Hz in beide Richtungen verwendet,
um die Feldinhomogenitit und die Signalverbreiterungen durch die endliche Aufnahmezeit zu
beriicksichtigen.

Die Zuordnung des Tetrapeptids Gly-Gly-GIn-Ala-NH, wurde ebenfalls mit Hilfe des 2-D-
NOESY und des 2-D-TOCSY-Spektrums erstellt (Tabelle 1). In Abb. 19 ist der fiir die
stereospezifische Zuordnung wichtige Abschnitt des experimentellen und des
zuriickgerechneten 2-D-NOESY-Spektrums abgebildet. Die chemischen Verschiebungen der
beiden H'-Protonenresonanzen sind in Gly-Gly-GIn-Ala-NH, nahezu identisch, d.h. ihre
Linien kénnen in den aufgenommen NMR-Spektren nicht voneinander getrennt werden. Eine
direkte Zuordnung des H®' ist wegen des groBen Volumenunterschiedes zwischen den
Kreuzsignalen H*?'/H" und H**/H’ moglich. Aus Tabelle 4 geht hervor, dass nur die
stereospezifische Zuordnung der H*-Protonen aus Tabelle 1 die hohe Intensitdt des H**/H-
Kreuzsignals im experimentellen NOESY-Spektrum erkldren kann. Auflerdem geht auch die
stereospezifische Zuordnung der HP-Protonen aus Tabelle 4 hervor. Die beste
Ubereinstimmung zwischen experimentellen und simulierten Volumenverhiltnissen wird
erreicht, wenn H” der x-Position und H” der y-Position (Abb. 19) zugeordnet wird.
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Aminosiure Kreuzsignal A Kreuzsignal B VS*/ve®  viY/vi™ VI IVET VIV VIR VT
a=1, b=2 a=2, b=1 a=1, b=2 a=2, b=1
x=2, y=3 x=2, y=3 x=3, y=2 x=3, y=2

Gln3 B> —HgP* HE P —gP> 3,1 4,2 0,2 4,7 0,3

B —HPY B —HgPY 5,2 4,7 0,2 4,2 0,2
H€23. HyX .Y H€2b_HVX»y 5,4 5,5 0,2 5,5 0,2
He2a Hﬁy He2a_HBx 1,5 1,0 0,9 1,0 1,1
HEP —HPY HE?P—HP* 0,9 0,9 1,0 1,1 1,0
H*—H** H*—HY 1,2 0,7 0,7 1,4 1,4
HYN-HY HYN—H™ 0,8 0,4 0,4 2,7 2,7
Ala4 H*—H* H*—H® 8,7 6,5 0,2 6,5 0,2

Tabelle 4: Experimentelle und zuriickgerechnete 2-D-NOESY-Kreuzsignalintensitiitsverhdltnisse
von Gly-Gly-Gin-Ala-NH;. Die Experimentbedingungen sind die gleichen wie in in Abb. 17. In der
Tabelle werden die gemessenen Volumenverhdltnisse zwischen den Kreuzsignalen A und B V"IV

mit den simulierten Verhdltnissen verglichen. In den Spalten sind die Volumenverhdltnisse aller
méglichen stereospezifischen Zuordnungen aufgelistet. Die chemischen Verschiebungen von H™*", ™
und H™ kénnen aus Abb. 19 abgelesen werden. Die Zuordnung, die das experimentelle Ergebnis am
besten erkldrt ist fett gedruckt.

Wie beim Asn konnen auch beim Gly-Gly-GIn-Ala-NH, die Protonen der C-terminale NH»-
Gruppe stereospezifisch mithilfe der Ala4 H*-Kreuzsignale zugeordnet werden. Aus Tabelle 4
ist ersichtlich, dass H'(E) die Position a und H*(Z) die Postion b einnechmen muss. Auch fiir
Gly-Gly-GIn-Ala-NH, mussten die Flipaustauschraten der Amidgruppen bestimmt werden.
Die Fliprate der Gln Seitenkettenamidgruppe ergibt sich zu 0,4 Hz, die Fliprate der C-
terminalen NH,-Gruppe liegt bei 0 Hz. Als Referenzvolumen wurden die beiden H®/H'-
Signale, bzw. die H"*/H"-Signale des Ala4 verwendet.
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4.1.3 Erzeugung der Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der
chemischen Verschiebungen der Amidprotonen
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Abbildung 20: Aus den Molekulardynamik Rechnungen geschiitzte Hdiufigkeitsverteilungen der
chemischen Verschiebungen der Seitenkettenamide. Die Verteilungen wurden mit den Ergebnissen
der Vorhersagen von SHIFTS aus den 1.000 Strukturen des MD-Ensembles erstellt und mithilfe eines
Kerndichteschiitzers gegldttet. Die Random-Coil-Werte O,undomcon von SHIFTS wurden mit den
stereospezifischen korrigierten Werten ersetzt. Die 1.000 Strukturen waren dabei dquidistant iiber die
gesamte Trajektorie verteilt. Die Atompositionen wurden stereospezifischen korrigiert.

A Gly-Gly-Asn-Ala-NH,: die Maxima fiir H**' (griin) und H? (rot) befinden sich bei 7,53 und 6,84
ppm. Die Standardabweichungen der beiden Verteilungen betragen 0,08 bzw. 0,05 ppm.

B Gly-Gly-Gln-Ala-NH,: die Maxima fiir H**' (griin) und H* (rot) befinden sich bei 7,52 und 6,79
ppm. Die Standardabweichungen der beiden Verteilungen betragen 0,10 bzw. 0,07 ppm.

Mit speziellen Softwarepaketen, wie z.B. SHIFTS (Osapay und Case 1991) ist es moglich
die vollstdndige Zuordnungsliste direkt aus den 3D-Strukturen von Proteinen abzuschétzen.
Die Random-Coil-Verschiebungen die SHIFTS fiir seine Berechnungen verwendet, sind 7,03
ppm fiir Asn H**', 7,74 ppm fiir Asn H*?, 6,97 ppm fiir Gln H*' und 7,69 ppm fiir Gln H*.
Sowohl beim Gln als auch beim Asn widerspricht die Reihenfolge der Random-Coil-Werte
der NH,-Protonen der Seitenketten unseren Ergebnissen. In Abb. 20 sind die stereospezifisch
korrigierten Haufigkeitsverteilungen der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen von
Asn und Gln abgebildet. Die Verteilungen wurden mit SHIFTS aus den 1.000 Strukturen des
Gly-Gly-Asn-Ala-NH; bzw. Gly-Gly-Gln-Ala-NH, Ensembles (Kap. 3.1.3) erzeugt, wobei die
Random-Coil-Werte von Asn H**' und Asn H*** bzw. Random-Coil-Werte von Gln H*' und
Gln H** mit den chemischen Verschiebungen dieser Arbeit ersetzt wurden.
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4.2 Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der
chemischen Verschiebungen
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Abbildung 21: Auf zwei verschiedene Arten vorhergesagte Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion
S ttaso HN(cS) der chemischen Verschiebung 6 von Ala59 H" im Protein HPr S. aureus (H15A4). In

rot ist die mit SHIFTX2 und einem Kerndichteschitzer aus dem MD-Ensemble erzeugt

Wahrscheinlichkeitsdichte eingezeichnet. In griin ist die Normalverteilung N (éifgfgriw, jZR:N) der
SHIFTS

“iaso 1 it SHIFTS aus einer 3D-Struktur geschdtzt

wurde und deren Standardabweichung die Standardabweichung aller in der BMRB abgelegten

o 18t Die schwarze Linie markiert die richtige

chemische Verschiebung 5i§f§;"liw der Resonanz von Ala59 H". Die 0,06 ppm breite Fliche um den

richtigen Wert der chemischen Verschiebung, die von den Graphen begrenzt wird (griin und rot +
griin), ist die Wahrscheinlichkeit der richtigen Vorhersage P'°"**(korrekt) der entsprechenden

Alas9 H"
geschdtzten Haiufigkeitsverteilung von Ala59 H" (Gl. 90).

chemischen Verschiebungen, deren Mittelwert O

chemischen Verschiebungen von Ala H® o

Vorhergesagte Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen der chemischen Verschiebungen fi(0)
der Resonanzen der Kerne k eines Proteins sind wichtige Informationen fiir die automatische
Zuordnung (Kap. 2.27). Fiir ASSIGN (Brunner 2006), den Vorgédnger von SIBASA, wurde
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angenommen, dass die chemischen Verschiebungen normalverteilt waren. Die Mittelwerte der

. . SHIFTS . SHIFTS BMRB .
chemischen Verschiebung &; der Normalverteilungen N(8;" ,Cunkem) Wurden mit

SHIFTS (Osapay und Case 1991) aus einer einzigen Struktur geschdtzt und die
Standardabweichung oﬁl,\fﬁ?em (AA = Aminosdure wie z.B. Ala, Kern = HY, N, HY, ...)
stammte aus der BMRB (Ulrich et al. 2008).

SIBASA verwendet dagegen Kombinationen von allgemeinen und speziellen
vorhergesagten Wabhrscheinlichkeitsdichtefunktionen. Die allgemeinen
Wabhrscheinlichkeitsdichten faakem(6) wurden aus der energieminimierten unbiased Nh3D-
Strukturdatenbank (Thiruv et al. 2005) mit SHIFTS geschdtzt (Gl. 39), die speziellen
Wahrscheinlichkeitsdichten () der chemischen Verschiebungen der Resonanzen der Kerne k
wurden mit SHIFTX2 (Han et al. 2011) und einem MD-Ensemble des zuzuordnenden
Proteins vorhergesagt (Gl. 40). Beide Wahrscheinlichkeitsdichten wurden mit einem
Kerndichtschétzer mit Gau3-Kernel gebildet und mit Gl. 41 miteinander kombiniert.

Um den Nutzen der vorhergesagten Wahrscheinlichkeitsdichten der chemischen
Verschiebungen fiir die automatische Zuordnung messen zu konnen, miissen die
Wahrscheinlichkeit einer richtigen Vorhersage der chemischen Verschiebung des Kerns k
bestimmt werden.

S 40,03 pmm

P]I:orhersage (kOI"I"ekt) :J‘ fk ( 6) dod (90)

SRF_ 0,03 pm

P (korrekt) ist die Wahrscheinlichkeit, dass die chemische Verschiebung &}

des Kerns k innerhalb eines Fehlers von 0,03 ppm, was ungefédhr einer Linienbreite entspricht,
mithilfe einer vorhergesagten Wahrscheinlichkeitsdichte fy(8) richtig gefunden wird. Sie ist
ein Mal§ fiir den Anteil der MOVES in SIBASA, die die Zuordnung des Kerns k innerhalb der
Toleranz von 0,03 ppm richtig finden. Abb. 21 zeigt auf zwei Weisen vorhergesagte
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen fi(8) der chemischen Verschiebung von Ala59 H" im
Protein HPr S. aureus (H15A). In griin ist die Dichte f(§) die ASSIGN und in rot die Dichte,
die SIBASA vorhergesagt hat, eingezeichnet. Die Flidchen um die richtige chemische

Referenz
Ala59 HY

Verschiebung 6 der Resonanz (schwarz) stellen die Wahrscheinlichkeiten der richtigen

Vorhersage dar. Man kann erkennen, dass die Fldche unter der vorhergesagten
Wabhrscheinlichkeitsdichtekurve von SIBASA (rot+griin) grofer ist als unter der von
ASSIGN (griin). Die beiden Dichten sind normiert, was bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit

Vorhersage

der richtigen Vorhersage der chemischen Verschiebung P, (korrekt) maximal 1 werden

kann.

Die automatische Zuordnung eines Proteins kann durch eine grofe Anzahl von gut
vorhergesagten chemischen Verschiebungen, also durch einen hohen Anteil von grofen

Vorhersage

Vorhersagewahrscheinlichkeiten der richtigen chemischen Verschiebung P, (korrekt)
stark beschleunigt werden.
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HPr S. aureus (H15A) Reduziertes PfTrx Ras(T35S)-GppNHp

SHIFTS SHIFTX2 SHIFTX2 SHIFTS SHIFTX2  SHIFTX2 SHIFTS SHIFTX2  SHIFTX2

(1 Struktur) (1 Struktur) (MD- ¢! 1 (MD- ¢! 1 (MD-
Ensemble) Struktur) Struktur)  Ensemble)  Struktur) Struktur)  Ensemble)

5 Vorhersage o 3,6 49 3,3 4,6 3,9 3,8
P (korrekt) [%] 32 (+13%) (+53%) 20 (+18%) (+64%) 0  (+8%) (+6%)

1 Vorhersage o 7,7 12 7,6 11 8,8 11,5
N (korrekt) [%]| 68 +13%) (+76%) 0 (27%) (+83%) O (+21%) (+58 %)

11

5 Vorhersage o 5,7 5,2 9,2 5,4 8,0

P (korrekt) [%]| 53 %Y (+0/1())8 48w covw Bl (6% (+57%)
(o]

5 Vorhersage o 7,9 16 7,5 12,0 7,4 12,3
Psc (korrekt) [%]| 74 (go (i16%) O° (o 7a%) O (9% (81%)
13
5 Vorhersage o 6,7 6,4 10 6,5 10,2
M (korrekt) [%]| 63 0o (106 59 Foo oo 60 6w 0%

%)

Tabelle 5: Durchschnittliche Wahrscheinlichkeiten der Vorhersage der richtigen chemischen
Verschiebung der Resonanzen von verschiedenen Kerntypen P'""***(korrekt). Die Mittelwerte
wurden iiber alle Hauptkettenamidprotonen H", alle Hauptkettenstickstoffe °N, alle H*-Protonen, alle
Seitenkettenprotonen SC und iiber alle Protonen 'H gebildet und fiir drei Proteine ausgewertet. Die
zugrundeliegenden  vorhergesagten — Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen — der  chemischen
Verschiebung fi.(0) der Kerne k wurden auf drei verschiedene Arten bestimmt (siehe Text). In
Klammern sind die relativen Verbesserungen zu der alten Methode aus ASSIGN (jeweils 1. Spalte bzw.
1. Methode im Text) angegeben.

Tabelle 5 listet die mittleren Wahrscheinlichkeiten der richtigen Vorhersage der chemischen

Verschiebung PYV""**(korrekt) fiir die Resonanzen von H™-, H%, Stickstoff- und
Seitenkettenatomen in den drei Testproteine HPr S. aureus (H15A), PfTrx und Ras(T35S)-
GppNHp auf. Die Wahrscheinlichkeitsdichten fi(6) wurden fiir die Tabelle auf drei
verschiedene Arten vorhergesagt:

6SHIFTS BMRB
k

1. Mit Normalverteilungen N ,Oan kem) (k Index des Kerns im Protein, AA =

Aminosiure wie z.B. Alanin, Kern = Kernart wie HY, N, H% ...), wobei die

chemischen Verschiebungen &3 k., mit SHIFTS aus der initialen Struktur

geschétzt wurden und die Standardabweichungen ohy ., aus der BMRB (Ulrich et

,Kern

al. 2008) stammen. Dies ist die Methode, die ASSIGN verwendet hat.

. . HIFTX 2 BMRB . . . .
2. Mit Normalverteilungen N (8o kem Oaa kem)» WODei diesmal die chemischen

Verschiebungen 63?;5}?;2&11 mit dem neueren SHIFTX2 aus der initialen 3D-Strukur

bestimmt worden sind.

3. Mit den den Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen f(8) aus SIBASA (siehe oben und
Kap. 2.2.7).

Fiir alle drei Testproteine und alle Mittlungen konnten, mit der Ausnahme der HN-Protonen
des Ras(T35S)-GppNHp, durchschnittlich hohere Wahrscheinlichkeiten der richtigen
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Vorhersage P"*""***(korrekt), sowohl mit dem neue Programm SHIFTX2 als auch mit den
kombinierten Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen aus
SIBASA erreicht werden. Gegenliber den Wahrscheinlichkeitsdichten der chemischen
Verschiebung von ASSIGN konnten mit denen aus SIBASA die Wahrscheinlichkeit der
richtigen Vorhersage um bis zu 116 % gesteigert werden. Vor allem verbesserten sich die
Vorhersagen der chemischen Verschiebungen der Resonanzen der Seitenkettenprotonen und
Stickstoffe in SIBASA, aber auch die Genauigkeit der Vorhersagen der chemischen
Verschiebungen von HY-Protonenresonanzen konnten um bis zu 64 % gesteigert werden.

In Abb. 22 sind die Haufigkeitsverteilungen — H(PY™"**(korrekt))  der

'H
Vorhersage

Wahrscheinlichkeiten der richtigen Vorhersage P, (korrekt) der Protonen 'H fiir die

drei  betrachteten = Proteine und die drei Methoden der Vorhersage der
Wahrscheinlichkeitsdichten der chemischen Verschiebung fx(d) aufgetragen. Es wurden nur
die Protonen betrachtet, da die Slots der Stickstoffe in SIBASA durch das zugehorige
Amidproton, das 3D N-NOESY-HSQC-Spektrum und durch die Pseudoendenergie des
Signalvergleichs ohne die Vorhersagen der chemischen Verschiebungen der Resonanzen der
Stickstoffe bestimmt werden (Kap. 2.2.11). Durch den Austausch des Vorhersageprogramms
SHIFTS (Methode 1) (rot) mit dem moderneren SHIFTX2 (Methode 2) (griin) wurde der
Anteil von kleinen Wahrscheinlichkeiten der richtigen Vorhersage fiir alle drei Proteine
reduziert. Durch den Einsatz der kombinierten Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der
chemischen Verschiebung von SIBASA (Methode 3) (blau) werden die Graphen der

Haufigkeitsverteilungen  H (P, "™ (korrekt)) breiter. In ihnen sind die Werte von
H(P,™"** (korrekt) = 0) hoher als fiir die anderen beiden Methoden, was bedeutet, dass

mehr Zuordnungen von Protonenresonanzen nicht vorhergesagt werden konnten. Der Anteil
der fiir die automatische Zuordnung sehr gut vorhersagbaren Zuordnungen von Resonanzen

H (P> (korrekt) > 15 %) konnte dagegen mit Methode 3 gesteigert werden.



101

4 Ergebnisse
14
)
o 10
5
~ 8
;—/
76
o
> = 4
[a¥
T 2 K
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Vorhersage 0
e (korrekt) [%]
14 14
%12 B %12 C
% %
10 10
= g
o o
4 8 < 8
g 6 g 6
Q Q
= =
S Sm4
— - i ~— 9
= . \
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60
Vorhersage 0 Vorhersage 0
" (korrekt ) [%] ' (korrekt ) [%]

Abbildung 22: Hiiufigkeitsverteilungen H (P! (korrekt)) der Wahrscheinlichkeiten der
richtigen Vorhersage der chemischen Verschiebungen der Resonanzen von Protonen 'H

Pzzrhers”""e(korrekt). Die den Wahrscheinlichkeiten der richtigen Vorhersage zugrundeliegenden

Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen fi(0) der chemische Verschiebungen der Resonanzen der
Protonen 'H wurden auf drei Arten vorhergesagt (siehe Text). Die roten Graphen tragen die
Haufigkeit der Wahrscheinlichkeiten einer richtigen Vorhersage, die mit den alten
Wahrscheinlichkeitsdichten der chemischen Verschiebungen aus ASSIGN (Methode 1) bestimmt
worden sind, auf. Fiir die griinen Graphen wurde das Zentrum der Normalverteilung mit SHIFTX2
statt mit SHIFTS bestimmt (Methode 2). Fiir den blauen wurden die neuen kombinierten
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen von SIBASA verwendet
(Methode 3 und Kap. 2.2.7).

A Ras(T35S)-GppNHp, B HPr S. aureus (HI5A) und C reduziertes Plasmodium falciparum

Thioredoxin.
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4.3 Automatische sequenzielle Zuordnung (SIBASA)

4.3.1 Erzeugung der Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien
fur die AURMOL Datenbank

Vol, Shape

Fir die Berechnung der lokalen Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung P

bzw. P;Ol’Shape’Sim in SIBASA werden die Héaufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien des

Volumens und die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien der Linienform fiir die
vollstidndige richtige und eine vollstdndige falsche Zuordnung benétigt (Kap. 2.2.8). Hierfiir
wurden die Riickrechnungen der NOESY-Spektren aus den 20 besten NMR-Strukturen der
Punktmutante des HPr S. aureus (H15A) verwendet (Kap. 3.2.4).

Die Pseudoenergien des Volumens (EY bzw. E'**™) und der Linienform (E"* bzw.
EShpesimy wurden auf den Grundflédchen der experimentellen bzw. der simulierten Signale des
2-D-NOESY- und des 3D  N-NOESY-HSQC-Spektrums  berechnet.  Fiir

Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien der richtigen Zuordnung H*"(EY?),

i

korrek h korrek 1,si korrek h i . : .
HO™(E™), H™(EY™) und H°™(E*™*™) wurden die Pseudoenergien mit der

1 1

vollstindigen Zuordnung berechneten, fiir die Verteilungen der falschen Zuordnung
Hifalsch ( EVol) , Hifalsch ( EShape>’ H%(orrekt ( EVol,sim) und Hifalsch ( EShape,sim) Wurden dle Pseudoenergien

1

mit einer zufdlligen Zuordnung berechnet. Es wurde jeweils ein Kerndichteschétzer mit Gaul3-
Kernel verwendet, um aus den gesammelten Pseudoenergien Haufigkeitsverteilungen zu
erzeugen (Gl. 52 und GI. 53). Der Index i der Haufigkeitsverteilungen unterscheidet hierbei
zwischen dem 2-D-NOESY- und 3D “"N-NOESY-HSQC-Spektrum. Da sowohl die 20 besten
NMR-Strukturen als auch die Liste der chemischen Verschiebungen héndisch aus den beiden
experimentellen NOESY-Spektren bestimmt worden sind, eignet sich der Datensatz zur

Erzeugung der fiir die Berechnung der lokalen Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung
PYO],Shape
ij

benotigten Haufigkeitsverteilungen.

Mit dem diesem Datensatz und einem Datensatz, der aus den NMR-Strukturen und der
vollstindigen Zuordnung des Proteins PfTrx (Kap. 3.3.4) bestand, wurden die
Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergie der richtigen
Hkorrekt ( E}((Zluster,Vo],Shape,sim (best)) und der falschen Zuordnung Hfalsch( EEluster,Vol,Shape,sim (beSt))
bestimmt (Kap. 2.2.15). Mit dem Satz von Bayes und den Héufigkeitsverteilungen, die in der
AUREMOL Datenbank abgelegt worden sind, ist es moglich die Wahrscheinlichkeit der

richtigen Zuordnung P(korrekt|Ef"* V"™ fiir die automatisch bestimmte chemische

Verschiebung der Resonanz eines Kerns & zu bestimmen.
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Automatisch bestimmte Volumenskalierungsfaktoren

2-D-NOESY 3D P"N-NOESY-HSQC

ot 0,00032 (-41 %) 0,092 (-60 %)
ZNJ"“““ gYo 480 (+23 %) 135 (-34 %)

i=1 ij
Anzahl der Signale 3432 1030
a 0,00044 (-19 %) 0,23
ZN:““““ gYo 398 (+ 2 %) 204

i=1 ij
Anzahl der Signale 2040 453
alne 0,00054

N vl 389
Zj:l Eij
Anzahl der Signale 69

Tabelle 6: Mit verschiedenen Methoden bestimmte Volumenskalierungsfaktoren und deren
Auswirkung auf die Pseudoenergie des Volumens der beiden verwendeten NOESY-Spektren von

Signale

statistisch I . . N; o .
HPr S. aureus (H15A). o™ " ist der statistisch bestimmte Skalierungsfaktor und 2/:1 E ,’j " die

iiber alle experimentelle Kreuzsignale j des Spektrums i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D N -NOESY-HSQC)
aufsummierte Pseudoenergie des Volumens. In Klammern sind die relativen Unterschiede zu den
Werten des aus Ringkontakten bestimmten Skalierungsfaktor oy, sy des 2-D-NOESY-Sepktrums
bzw. zu den Werten des aus allen eindeutig zuordenbaren Signalen bestimmten Skalierungsfaktor
ald opsy des 3D °N-NOESY-HSQC-Spektrums angegeben. Die Riickrechnungen der NOESY-
Spektren wurden mit dem NMR-Ensemble und der vollstindigen richtigen Zuordnung erstellt. Die

zusdtzlichen Linienverbreiterungen wurden statistisch bestimmt.

Als Teil der Vorbereitungen der automatisch Zuordnung wurden die
Volumenskalierungsfaktoren o****" mit der statistischen Methode aus Kap. 2.2.4 fiir alle

Eingabespektren i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D "N-NOESY-HSQC) bestimmt. In Abb. 5 wurden
bereits die Héufigkeitsverteilungen der logarithmierten experimentellen (rot), simulierten
(griin) und skalierten simulierten 2-D-NOESY-Signalvolumen (blau) des Proteins HPr S.
aureus (H15A) abgebildet. Abb. 23 zeigt die Verteilungen der logarithmierten Volumen des
3D N-NOESY-HSQC-Spektrums. In beiden Abbildungen ist eine gute Ubereinstimmung
zwischen den experimentellen und den skalierten simulierten Volumenverteilungen zu
erkennen. Mit der vorhanden Liste der chemischen Verschiebung kénnen den experimentellen

Signalen zuriickgerechneten Signale zugeordnet werden, was die Bestimmung der

Referenzskalierungsfaktoren & mithilfe von Gl. 30 méglich macht.
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Abbildung 23: Hiufigkeitserteilungen der logarithmierten Signalvolumen H(In(V)) im 3D "’N-
NOESY-HSQC-Spektrum von HPr S. aureus (H15A). Die Verteilung der experimentellen Volumen
V* sind in rot (y-Achse), die Verteilung der simulierten Volumen V=™ """t in griin (y-Achse) und die
Verteilungen der skalierten simulierten Volumen V™ " in blau (y2-Achse) eingezeichnet. Fiir die
Riickrechnungen wurde das NMR-Ensemble und die vollstindige richtige Zuordnung verwendet. Die
zusdtzlich Linienverbreiterung wurde statistisch bestimmt.

Tabelle 6 listet die statisch bestimmten Skalierungsfaktoren o """ und die
Referenzskalierungsfaktoren & fiir beide NOESY-Spektren auf. Zusitzlich wurde der

Volumenskalierungsfaktor oczR_iBg_NOESY nur mit den intraresidualen Ringkontakten des Phe und
Tyr bestimmt. Er basiert ausschlieBlich auf NOE-Kontakten mit festen Abstand und ist
deshalb gegen falsche bestimmte 3D-Strukturen relativ robust. Diese Methode ist fiir
Strukturaufkldrung relevant, da fiir kurze Mischzeiten von unter 0,1 s die d®-Abhingigkeit
des Volumens vom Abstand (Gl. 28) noch ausreichend gut erfiillt ist. AuBerdem sind in der

Signale

N;
Tabelle die Werte der summierten Pseudoenergie des Volumens ZiZl Ei\jIOI der beiden

Eingabespektren i aufgelistet, wobei die Riickrechnungen mit den unterschiedlichen
Methoden skaliert wurden. Je verladsslicher die Methode der Skalierung war, desto besser war
die summierte Pseudoenergie der Volumens fiir das 2-D-NOESY-Spektrum. Im 3D "N-

NOESY-HQSQC-Spektrum ist der statistische berechnete Skalierungsfaktor it dem

3-D-NOESY
. —Ref .
Referenzskalierungsfaktor @y, yorsy Uberlegen.
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Automatisch bestimmte zusatzliche Linienverbreiterungen

1.6 3.5
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Abbildung 24: Hiufigkeitserteilungen H(In(Lw)) der logarithmierten Linienbreiten In(Lw) der
direkten ' H-Dimensionen der beiden NOESY-Spektren von HPr S. aureus (H15A). Die Verteilungen
der experimentellen Linienbreiten sind in rot, die der simulierten in griin und die der verbreiteteren
simulierten Linienbreiten in blau eingezeichnet. Die Riickrechnungen der NOESY-Spektren wurden
mit dem NMR-Ensemble und der vollstindigen richtigen Referenzzuordnung erstellt. A 2-D-NOESY-
Spektrums und B 3D " N-NOESY-HSQC-Spektrums

Die zusédtzliche Linienverbreiterung wurde statistisch mit der Methode aus Kap. 2.2.5 fiir
beide Eingabespektren berechnet. In Tabelle 7 sind die bestimmten Werte der

Signale
N gt

o s . . . ! Vol
Linienverbreiterung und die Pseudoenergien des Volumens Z . By
i=

j und die

Pseudoenergien Linienform z:il E;"™ der Eingabespektren i fiir die verbreiterten und
nicht verbreiterten Riickrechnungen angegeben. Nur fiir die jeweils am besten aufgel6sten
Dimension der Spektren konnte eine Linienverbreiterung bestimmt werden. Werden diese als
zusdtzliche Signalverbreiterung an RELAX {iibergeben, so ergeben sich bessere Werte fiir die
Pseudoenergien der richtig zugeordneten Spektren. Abb. 24 zeigt die Haufigkeitsverteilungen
der logarithmierten experimentellen (rot), der logarithmierten simulierten (griin) und der
logarithmierten verbreiterten simulierten Linienbreiten (blau) der direkten 'H-Dimensionen
der beiden Eingangsspektren. Wie schon bei den Signalvolumen, konnte die
Ubereinstimmungen der Verteilungen der experimentellen und simulierten Linienbreiten
durch die statistische Korrektur verbessert werden.
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2-D-NOESY 3D "N-NOESY-HSQC

Verbreiterung w1 [Hz] 0 0

Verbreiterung w2 [Hz] 2.1 0

Verbreiterung w3 [Hz] 0.1
N‘Singale

Zi:l E;"™ ohne Verbreiterung 544 267
et ]

21:1 E;"™ mit Verbreiterung 533 (-2 %) 267 (0 %)
megals

21:1 E; ohne Verbreiterung 396 204
N‘Singale ]

Zi: | E;® mit Verbreiterung 389 (-2 %) 204 (0 %)

Tabelle 7: Mit SIBASA statistisch ermittelte Werte der zusditzlichen Linienverbreiterungen und deren

Auswirkungen auf die Pseudoenergien des Volumens und auf die Pseudoenergie der Linienform fiir
N Singale

die beiden NOESY-Spektren. Hierbei sind w1, w2 und w3 die Dimensionen der Spektren, Zj;l E

)

Singale

N}
bzw. Z,:; E;h"”g die iiber alle experimentelle Signale j summierten Pseudoenergien des Volumens
bzw. der Linienform im Spektrum i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D “N-NOESY-HSQC). In Klammern sind die
relative Verbesserung der Pseudoenergien zu den nicht verbreiterten Riickrechnungen angeben. Die
Riickrechnungen der NOESY-Spektren wurden vom NMR-Ensemble mit der vollstéindigen richtigen
Zuordnung erstellt.
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Haufigkeitsverteilungen der lokalen Pseudoenergien
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Abbildung 25: Hdufigkeitsverteilungen H(E) der lokalen Pseudoenergien, die auf den
experimentellen und simulierten Signalen des 2-D-NOESY-Spektrums von HPr S. aureus
berechnet und in die AUREMOL Datenbank aufgenommen wurden. In rot sind die Verteilungen der
Pseudoenergien der korrekten Zuordnung und in griin die Verteilungen der Pseudoenergien einer
zufdlligen Zuordnung aufgetragen. Die Riickrechnung wurden mit dem NMR-Ensemble, der
vollstindigen richtigen Zuordnung erstellt und mit dem aus Ringkontakten bestimmten

Volumenskalierungsfaktor a8, .y Skaliert. Die zusdtzliche Linienverbreiterung wurde statistisch

bestimmt. A Verteilungen H (E%_NOESY) der Pseudoenergie des Volumens EZV_‘Z_NOESY auf den

Grundfldchen der experimentellen Signale, B Verteilungen H(E3Y¢ ..,) Pseudoenergie der

Linienform ES'%¢ .., auf den Grundflichen der experimentellen Signale, C Verteilungen

H(EY: " ) Pseudoenergie des Volumens E:w . auf den Grundfldchen der simulierten Signale
und D Verteilungen Pseudoenergie H(E5&<"" ) der Linienform E5<<"  auf den Grundfldchen
der simulierten Signale. Nicht zuordenbare experimentelle Signale wurden fiir die
Hiaufigkeitsverteilungen in A und B weggelassen. Alle acht Verteilungen wurden in die AUREMOL

Datenbank aufgenommen.
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Abbildung 26: Hdufigkeitsverteilungen H(E) der Ilokalen Pseudoenergien, die auf den
experimentellen und simulierten Signalen des 3D N-NOESY-HSQC-Spektrums von HPr S. aureus
berechnet und in die AUREMOL Datenbank aufgenommen wurden. Die Beschreibung der
Abbildung und Bezeichnungen sind die gleichen wie in Abb. 25 mit dem Unterschied, dass die lokalen
Pseudoenergien auf dem 3-D-NOESY-Spektrum berechnet wurden. Die Riickrechnung wurden mit dem
NMR-Ensemble, der  vollstindigen  richtigen  Zuordnung erstellt —und mit dem

Volumenskalierungsfaktor @9 ., skaliert.

Vol, Shape
1

Grundfldche ij mit dem Satz von Bayes bestimmen zu konnen, benotigt SIBASA die
Hiufigkeitsverteilungen ~ der  Pseudoenergien des  Volumens EY und die
Héufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien der Linienform ES"** von der richtigen und einer
falschen Zuordnung (Kap. 2.2.8). Diese Verteilungen wurden auf Basis des geldsten Proteins
HPr S. aureus (H15A), zu dem alle Daten vorhanden waren, gebildet und als Referenz fiir
SIBASA in die AUREMOL Datenbank gespeichert. Die Riickrechnungen 2-D-NOESY-
Spektrums  bzw. des 3D  "N-NOESY-HSQC-Spektrums wurden mit dem

Volumenskalierungsfaktor osr sy, der nur mit Hilfe von Ringkontakten berechnet wurde

Um die lokalen Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung P auf einer

—ref

bzw. mit  Referenzskalierungsfaktor O3 p-NOESY skaliert. ~ Die  zusdtzlichen
Linienverbreiterungen wurden automatisch bestimmt (Tabelle 6 und 7). Damit der
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dynamischen Bereich der lokalen Pseudoenergie zwischen nicht belegten und perfekt
erkldrten experimentellen Signalen fiir den Optimierungsalgorithmus hoch genug ist, war es
notwendig nur experimentelle Signale, die mit der Riickrechnung und der Liste der richtigen
chemischen Verschiebung zugeordnet werden konnten, fiir die Haufigkeitsverteilungen der
Pseudoenergien der experimentellen Signale zu beriicksichtigen. Dadurch wurde
gewdhrleistet, dass nicht erkldarbare experimentelle Kreuzsignale wahrend der automatischen
Zuordnung stark genug bestraft werden. Die griinen Kurven in Abb. 25 zeigen die
Verteilungen  Hy3Noesy (E™)  (A),  HaFNorsy(E™™)  (F), HyBossy(E™™) (C) und
Ho sy (ES5™) (D) des 2-D-NOESY-Spektrums, die roten Kurven zeigen die
entsprechenden Verteilungen fiir eine zuféllige vollstindige Zuordnung. Abb. 26 zeigt die
nochmal die gleichen Verteilungen fiir das 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektrum. Abb. 27 zeigt
schlieBlich fiir 2-D-NOESY-Spektren und das 3D "N-NOESY-HSQC-Spektren die Graphen
der lokalen Wahrscheinlichkeiten P;*"""¢(E"*' | E®"™) bzw. P;S"resm(gYorsm gShresm) i
Abhéngigkeit von den beiden Pseudoenergien einer experimentellen Grundfldche bzw. einer
simulierten Grundfldche. SIBASA verwendet bei der automatische Zuordnung, unabhéngig

vom Protein, diese abgebildeten Zusammenhdnge fiir die Berechnung der lokalen
Wabhrscheinlichkeiten aus den gemessenen Pseudoenergien.
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Abbildung 27: Graphen der lokalen Wahrscheinlichkeiten P***S""¢ bzw. P*'Sheesim jn Abhdingigkeit
von der gemessenen Kombination der Pseudoenergien EV'/ES"®, A Die lokale Wahrscheinlichkeit
Pl (gL e Eve ) einer experimentellen Grundfldche im 2-D-NOESY-Spektrum, B die
lokale Wahrscheinlichkeit P ®<™(E % ESen ) einer simulierten Grundfldche im 2-D-
NOESY-Spektrum, C die lokale Wahrscheinlichkeit — P""*"*(E . ET& )  einer

experimentellen Grundfliche im 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum D die lokale Wahrscheinlichkeit
pletshapesin( probsm  ES@esn ) einer simulierten Grundfliche im 3D *N-NOESY-HSQC-Spektrum.

Die Riickrechnungen der NOESY-Spektren wurden mit dem NMR-Ensemble, der vollstdndigen
richtigen Zuordnung und den Volumenskalierungsfaktoren a 2%, .. (2-D-NOESY) bzw. @1 . rer
(3D "N-NOESY-HSQC) erstellt. Die zusdtzlichen Linienverbreiterungen wurden statistisch bestimmt.

Nicht  zuordenbare  experimentelle = Signale = wurden  fiir  die  Bestimmung  der
Wahrscheinlichkeitsfunktionen in A und C ignoriert.
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Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien
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Abbildung 28: Hiufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien und Bayessche
Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung. A Hdufigkeitsverteilungen

H(ECserTotShaesn(host)) der Verifikationspseudoenergie E """ (pest) der richtigen (rot)
und falschen Zuordnungen (griin), B Abhcdingigkeit der Wahrscheinlichkeit einer richtigen Zuordnung

P (korrekt| E<" 5" %™ (pegt ) von  ETTS e (pogt) € Hiufigkeitsverteilungen
H(Ewnrow5res (pest)) der Verifikationspseudoenergien Eor "™ (best) der richtigen (rot)

und falschen Zuordnungen (griin) von Mitgliedern von Amidgruppen, D Wahrscheinlichkeit der
richtigen Zuordnung eines Mitglieds einer Amidgruppe P(korrekt|Efifj;;ugf}'“” “"(best)) in
Abhdngigkeit von seiner Verifikationspseudoenergie. Die Riickrechnungen von HPr S. aureus (H15A)
und dem reduzierten PfIrx wurden mit den NMR-Ensembles und den richtigen vollstindigen
Zuordnungen erzeugt. Volumenskalierungsfaktoren und zusdtzliche Linienverbreiterungen wurden
statistische bestimmt. Wdhrend der Synchronisationsphasen der jeweils 16 SIBASA Instanzen sind

keine Zuordnungen fixiert worden.

Um mit dem Satz von Bayes die Wahrscheinlichkeit fiir eine korrekte Zuordnung k
bestimmen zu konnen (Kap. 2.2.15), benétigt man die Héufigkeitsverteilungen der

Verifikationspseudoenergie Ej"V*'*"<™ (pest) (GI. 70) sowohl fiir richtige, als auch fiir

falsche Zuordnungen. Diese Verteilungen wurden folgendermafBlen erzeugt und in die
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AUREMOL Datenbank gespeichert.

Fiir die automatische Zuordnung der beiden Proteine HPr S. aureus (H15A) und PfTrx, zu
denen die vollstindige Zuordnung und ein NMR-Strukturensemble vorhanden waren, wurden
jeweils 16 SIBASA Instanzen mit den Parameter aus Kap. 3.2.5 und 3.3.5 gestartet. Als Basis
der Riickrechnungen dienten jeweils die NMR-Daten. Die Volumenskalierungsfaktoren und
die zusdtzlichen Linienverbreiterungen wurden statistisch bestimmt (Tabelle 7 fiir HPr S.
aureus (H15A)). Nach jeweils 250.000 MOVES wurde zwar keine Synchronisation, wie sie

Kap. 2.2.13 beschrieben sind, durchgefiihrt, aber alle Tupel (Sf(best) ;EfluSter’VOI’Shape’Sim(best))

der gewichten mittleren chemischen Verschiebungen und Verifikationspseudoenergien
gespeichert. Es wurden insgesamt 20 Synchronisationen fiir beide Proteine durchgefiihrt.
Nachdem die gesammelten Tupel mit Hilfe der bekannten vollstindigen korrekten
Zuordnungslisten in Richtig und Falsch aufgeteilt worden sind, wurden mithilfe eines
Kerndichteschétzers und eines GauB-Kernel (Kap. 2.2.15) die Héaufigkeitsverteilungen
Hkorrekt (ECluster,Vol,Shape,sim (beSt)) und Hfalsch (ECIuSter,Vol,Shape,sim (best)) der
Verifikationspseudoenergien der richtigen und falschen Zuordnungen (Abb. 28 A) erzeugt.
Alle Tupel der beiden Proteine gingen, unabhidngig vom Zeitpunkt der Synchronisation,
gleich stark in die Verteilungen ein. Auf die gleiche Weise wurden die Verteilungen
H ™ (E s ™ (best))  und  H™" (B =" (best))  (Abb. 28 C€) der
Verifikationspseudoenergien der Amidgruppen erstellt. Die A-priori-Wahrscheinlichkeiten
P(korrekt) bzw. P(falsch) = 1 - P(korrekt), wurden mit der Anzahl der richtigen N ynd
falschen Tupel N™* folgendermaBen bestimmit:

N korrekt

P (korrekt)= (91)

korreki Isch
N orre t+Nfasc

Die Abhingigkeit der Wahrscheinlichkeit einer richtigen Zuordnung von der
Verifikationspseudoenergie P(korrekt|Efmaaume - (best)) (Abb. 28 D) fiir Mitglieder von

Amidgruppen und die Abhéngigkeit der Wahrscheinlichkeit einer richtigen Zuordnung

P (korrekt| E<" " VOSMPes™ (et ) (Abb. 28 C) von der Verifikationspseudoenergie wurden
mit dem Satz von Bayes berechnet (Gl. 89) und in der AUREMOL Datenbank abgelegt.

Fiir Synchronisation in SIBASA zur Laufzeit ist es wichtig, dass moglichst wenig falschen
Zuordnungen vorzeitig fixiert werden. Aus Abb. 28 A und Abb. 28 C (jeweils griine Kurve)
ist zu erkennen, dass dies ab einem Wert von 0,85 fiir die Verifikationspseudoenergie
B ervobshanesin(hoot) und ab einen Wert von 0,26 fiir Verifikationspseudoenergie von

Cluster,Vol,Shape,sim

Mitglieder von Amidgruppen E ,igeruppe k (best) nicht mehr geschicht. Dies entspricht
einer richtigen Zuordnungswahrscheinlichkeit von 94 % (Abb. 28 A) bzw. 100 % (Abb. 28
C). Zwar ist bereits ein Grenzwert Pamigerppe (Gl 87) von 0,26 fiir die
Verifikationspseudoenergie von Amidgruppen ausreichend um keine falschen chemischen
Verschiebungen zu fixieren, aber es hat sich gezeigt, dass dieser Wert mit zunehmender
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molekularer Masse des zuzuordnenden Proteins, vor allem wihrend der frithen
Synchronisationsphasen, hoher gewéhlt werden muss. Fiir HPr S. aureus (H15A) (9,43 kDA)
war noch ein Grenzwert pamidgruppe VO 0,17 ausreichend, fiir PfTrx (11,75 kDa) dagegen war
schon ein Wert von 0,26 notwendig. Fiir den Grenzwert p (Gl 87) der
Verifikationspseudoenergie einer beliebigen Zuordnung E["™"V"S"*™(pest) reicht fiir
beide Proteingréflen ein Wert von 0,85 aus. Der Grenzwert pamiderppe Wird deshalb fiir die
Synchronisationen zur Laufzeit auf 0,85°~0,73 gesetzt.

Die Grenzwerte q und qamideruppe (Gl. 88) der Pseudoenergien der Zuordnung eines H* oder
Seitenkettenprotons bzw. der Pseudoenergien der Zuordnung eines Mitglieds einer
Amidgruppe werden ebenfalls auf 0,85 bzw. 0,73 fiir alle Instanzen des besten Cluster gesetzt.

4.3.2 Automatische Zuordnung der Punktmutante HPr S. aureus
(H15A)

Vorbereitung der Rontgenstruktur

Abbildung 29: Abbildung der betrachteten 3D-Strukturen von HPr Staphylococcus. A Die besten 20
NMR-Strukturen von HPr S. aureus (H15A) (Munte, Veréffentlichung in Vorbereitung), B
Rontgenstruktur von HPr S. faecalis (PDB ID: 1PTF), C Die besten 20 Modelle von HPr S. aureus
(H15A) aus der Roéntgenstruktur von HPr S. faecalis, D MD-Ensemble vom besten Modell (200
Strukturen). Der mittlere quadratischen Abstand (RMSD) der schweren Hauptkettenatome der
gemittelten Strukturen zum gemittelten NMR-Ensemble betrdgt fiir B 0,084 nm, fiir C 0,079 nm und
fiir D 0,058 nm. Die Modelle wurden mit PyMOL (DeLano Scientific, LLC) erstellt.
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Top20 NMR- Rontgenstruktur ~ Top10 Modelle MD-Ensemble
Ensemble von HPr S. faecalis von HPr. S aureus von HPr S. aureus
HPr. S. aureus (PDB ID: 1PTF) (I:IlSA) aus der H15A
(H15A) Rontgenstruktur (200 Strukturen)
von HPr S.
faecalis
RMSD [nm] 0 0,084 0,079 0,058
> E” 612 700 (+16 %) 626 (+2 %)
ij
> By 825 910 (+12 %) 822 (-0,4 %)
ij

Tabelle 8: Summe der lokalen Pseudoenergien der Riickrechnungen und RMSD-Werte der 3D-
Srukturen von HPr Staphylococcus. Fiir die RMSD-Werte wurden die schweren Hauptkettenatome

der gemittelten 3D-Strukturen und die schweren Hauptkettenatome des gemittelten NMR-Ensembles
beriicksichtigt. Die Volumen- und Linienformpseudoenergien E;”l und E;hap “ der Signale j im

Spektrum i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D "*N-NOESY-HSQC) wurden mit der vollstidndigen richtigen
Zuordnung von HPr S. aureus (H15A) berechnet. In Klammern sind die relativen Unterschied der
Pseudoenergien zu den Pseudoenergien der Riickrechnungen der NMR-Strukturen aufgelistet. Es
wurde der Volumenskalierungsfaktor aX7¢ . fiir das 2-D-NOESY- und @ . ... fiir das 3D *°N-
NOESY-HSQC-Spektrum verwendet.

Als Basis der automatischen Zuordnung der Punktmutante HPr S. aureus (H15A) diente die
Rontgenstruktur von HPr S. faecalis (Abb. 29 B), aus der mit AUREMOL PERMOL ein
Modell der Punktmutante erzeugt wurde (Abb. 29 C). Das beste Modell diente als
Startstruktur einer Molekulardynamik Simulation, aus der ein 200 Strukturen umfassendes
Ensemble (Abb. 29 D), sowie Ordnungsparameter und Korrelationszeiten fiir die
Riickrechnungen der beiden Eingabespektren hervorgingen. Tabelle 8 listet die RMSD Werte
der Rontgenstruktur, des Modells und des MD-Ensembles zum NMR-Ensemble (Abb. 29 A)
auf. Die RMSD-Werte verkleinerten sich mit jeder Weiterverarbeitung der Rontgenstruktur.
AuRerdem wurden die aufsummierten Werte der lokalen Pseudoenergien des Volumens EY!
und der Pseudoenergien der Linienform E*"** auf den Grundflichen der experimentellen
Signale (Gl. 45 und Gl. 47 in Kap. 2.2.8) mit der richtigen vollstindigen Zuordnungen

berechnet. Als Volumenskalierungsfaktoren wurden die optimalen Werte osné ey fiir das 2-

D-NOESY-und @i nopsy fiir das 3D *N-NOESY-HSQC-Spektrum verwendet. Die Wert der
Pseudoenergien fiir die Riickrechnungen der MD-Simulation waren besser als die
Pseudoenergien fiir die Riickrechnung des Modells. Sie sind nur knapp hoher als die
Pseudoenergien der Riickrechnung des NMR-Ensembles.
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Automatische Bestimmung der Volumenskalierungsfaktoren und
der zusatzlichen Linienverbreiterungen
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Abbildung 30: Hdufigkeitsverteilung der experimentellen und simulierten logarithmierten Volumen
H(In(V)) und Linienbreiten H(In(Lw)) im HPr S. aureus (H15A). Die Hdufigkeitsverteilungen der
experimentellen Werte sind in rot, die der simulierten Werte in griin und die der statistisch optimierten
simulierten Werte in blau eingezeichnet. A Hdufigkeitsverteilungen der Volumen im 2-D-NOESY-
Spektrum, B Hdufigkeitsverteilungen der Volumen im 3D "“N-NOESY-HSQC-Spektrum und C
Hiufigkeitsverteilungen der Linienbreiten der direkten 'H-Dimension des 2-D-NOESY-Spektrums. Die
logarithmierten simulierten Volumen in A und B sind gegen die y2-Achse aufgetragen. Die aus dem
MD-Ensemble zuriickgerechneten Spektren hatten zufillige Startzuordnungen und wurden fiir die
Bestimmung der Volumenskalierungsfaktoren mit der statistischen Methode verbreitert.
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Abbildung 31: Entwicklung der Volumenskalierungsfaktoren @, (rot) wihrend der automatischen
Zuordnung von HPr S. aureus (H15A). In griin (y2-Achse) ist die Anzahl der eindeutige
zuordenbaren Signale N>*'“ aufgetragen. In lila sind die Volumenskalierungsfaktoren @', die
mit den eindeutig zuordenbaren Kreuzsignalen der vollstindigen richtigen Zuordnung bestimmbar
waren, bestimmbar waren, eingezeichnet. A 2-D-NOESY-Spektrum, B 3D ""N-NOESY-HSQC-
Spektrum.

Fir die Riickrechnungen aus dem MD-Ensemble mussten die statistischen
Skalierungsfaktoren o (Kap. 2.2.4) und die zusitzlichen Linienverbreiterungen der
Spektren (Kap. 2.2.5) bestimmt werden. Es konnten nur fiir die direkte 'H-Dimension des 2-
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D-NOESY-Spektrums eine Linienverbreiterung gefunden werden. Wird diese auf die
Riickrechnung angewendet, so verbessert sich die Summen der lokalen Pseudoenergien E**
und ES" fiir die richtige Zuordnung (Tabelle 9).

Abb. 30 C zeigt die Verteilung der logarithmierten Linienbreiten in dieser Dimension. Die
Verteilung der verbreiterten simulierten Signale (blau) stimmt besser, als die der nicht
angepassten Signale (griin), mit der Verteilung der experimentellen Linienbreiten (rot)
tiberein.

statistisch
i

Die statistischen Volumenskalierungsfaktoren o« der Spektren i wurden, im

Gegensatz zu den Referenzskalierungsfaktoren & zu klein bestimmt, was im 2-D-NOESY-

Spktrum in einer schlechteren Volumenpseudoenergie der richtigen Zuordnung resultiert
(Tabelle 9). Die Pseudoenergie der Volumens der richtigen Zuordnung des 3D “N-NOESY-
HSQC-Spektrum profitiert dagegen von der Anpassung der simulierten Volumen durch einen
statistisch bestimmten Volumenskalierungsfaktor. Abb. 30 A und B zeigen fiir beide
Eingabespektren die Verteilungen der logarithmierten Volumen der experimentellen Signale
(rot), der simulierten Signale (griin) und der angepassten simulierten Signale (blau). Die
Verteilungen der angepassten simulierten Volumen stimmen gut mit den Verteilungen der
experimentellen Volumen {iberein.

Der statistisch bestimmte Skalierungsfaktor o) imensy des 2-D-NOESY-Spektrums wurde

in der 3. Synchronisationsphase durch einen aus den eindeutig zuordenbaren Signalen
gemittelte Skalierungsfaktor ersetzt (Kap. 2.2.14). Nach 7 Synchronisationen hat sich der

Skalierungsfaktor (Abb. 31 A vrot) stabilisiert und tendiert immer besser zum

Referenzskalierungsfaktor @ noesy (Tabelle 9 und Abb. 31 A lila). Am Ende unterscheidet

er sich um 13,6 % von der Referenz. Im 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum wurde nach 20
Synchronisationen der richtige Skalierungsfaktor gefunden (Abb. 31 B). Hier betrug der
Unterschied zur Referenz am Ende 5,6 %.
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2-D-NOESY

3D "N-NOESY-HSQC

statistisch
i

Signale
N;

Vol
ijl Eij

0,0016 (-51,5 %)
480 (+15 %)

0,087 (-59 %)
132 (- 33 %)

N; .
ijl E;" ohne Verbreiterung

Singale

N; X .
2., E;"™ mit Verbreiterung

544 (-2,3 %)

Anzahl der Signale 3431 1029
a’ 0,0022 (- 33,3 %) 0,21
sz"'"“‘° gy 401 (-3,6 %) 196
=1
Anzahl der Signale 2114 479
Rine 0,0033
N vl 416
2. E
Anzahl der Signale 79
Verbreiterung w1 [Hz] 0 0
Verbreiterung w2 [Hz] 1,2 0
Verbreiterung w3 [Hz] 0
ZL E;* ohne Verbreiterung 430
ZL E;* mit Verbreiterung 400 (-7 %)
557

Tabelle 9: Auf verschiedene Arten bestimmte Volumenskalierungsfaktoren und statistisch bestimmte
Linienverbreiterungen und ihre Auswirkung auf die lokalen Pseudoenergien der richtigen

Zuordnung von HPr S. aureus (H15A). Es sind die statistisch bestimmten (o "*"™"), die mit allen

eindeutig zuordenbaren Signalen bestimmten (@, 9) und nur mit eindeutigen Ringkontakten

bestimmten Skalierungsfaktoren (c ,.R %) angegeben. AuBerdem sind die Pseudoenergie des Volumens

und die Anzahl der experimentellen Signale, die bei der Bildung des Skalierungsfaktor beteiligt waren,

le Singale

. N fmg“ Vol N; Shape . . . . . . .
aufgelistet. ZFJ E;” bzw. Zj:] E;™ sind die liber alle experimentelle Signale j summierten

Pseudoenergien des Volumens bzw. der Linienform im Spektrum i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D °N-
NOESY-HSQC). wl, w2 und w3 sind die Dimensionen der Spektren, in denen die Signale der
Riickrechnung verbreitert wurden. In Klammern sind die relativen Unterschiede der
Skalierungsfaktoren und Pseudoenergien zu der Referenz bzw. der nicht verbreiterten Riickrechnung
angegeben.
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Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien der richtigen
Zuordnung
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Abbildung 32: Hiufigkeitsverteilungen H(E) der lokalen Pseudoenergien des Volumens E™' (rot)
und der Linienform E"* (griin) der richtigen vollstindigen Zuordnung von HPr S. aureus
(H15A). A Auf den Grundfldchen der experimentellen Signale im 2-D-NOESY-Spektrum, B auf den
Grundfldchen der simulierten Signale im 2-D-NOESY-Spektrum, C auf den Grundfldchen der
experimentellen Signale im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum, D auf den Grundfldchen der simulierten
Signale im 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum. Die zuriickgerechneten Spektren wurden aus dem MD-
Ensemble und mit einer zufdlligen Zuordnung erzeugt. Fiir das 2-D-NOESY-Spektrum wurde der
Volumenskalierungsfaktor o7& psy, fiir das 3D N-NOESY-HSQC-Spektrum der Skalierungsfaktor

ald opsy verwendet. Die zusitzlichen Linienverbreiterung wurden von SIBASA statistisch bestimmt.
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Abbildung 33: Abhdngigkeit der Bayesschen Wahrscheinlichkeit der lokalen richtigen Zuordnung
Pi(E) von den lokalen Pseudoenergien E; (rot) fiir die NOESY-Spektren des HPr S. aureus (H15A).
In griin sind die zugehdrigen Wahrscheinlichkeitsfunktionen, die SIBASA wéhrend der automatischen
Zuordnung verwendet (Kap. 4.1.3), abgebildet. A P . o (E' orsy), B P3¢ (EY¥ ), C
plebm J(EVET ) und D PYeesm (EYees™ ) des  2-D-NOESY-Spektrums.  E

2-D-NOESY 2-D-NOESY 2-D-NOESY 2-D-NOESY
Vol Vol Shape Shape Vol sim Vol,sim
P3—D—N0ESY( E3—D—N0ESY )’ F P3—D—N0ESY( E3—D-N0ESY )’ G P3—D—N0ESY( E3-D—N0ESY) und H

pavesin (pSharesin ) des 3D N-NOESY-HSQC-Spektrums. Die zurtickgerechneten Spektren wurden

3-D-NOESY 3-D-NOESY

aus dem MD-Ensemble und einer mit zufélligen Zuordnung erzeugt. Fiir das 2-D-NOESY-Spektrum
wurde der Volumenskalierungsfaktor o~ fir das 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum der

2-D-NOESY »
Skalierungsfaktor @49 ..., verwendet. Die zusdtzlichen Linienverbreiterung wurden von SIBASA
statistisch bestimmt.
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In Abb. 32 sind die Haufigkeitsverteilungen der lokalen Pseudoenergien des Volumens E"'
und der Linienform ES™®¢ der richtigen Zuordnung fiir die beiden NOESY-Spektren
aufgetragen. Wie erwartet, sind hohe Werte der Pseudoenergien in der vollstandigen richtigen
Zuordnung viel haufiger vertreten als kleine oder mittlere Werte. In Abb. 33 sind die mit dem
Satz von Bayes berechneten Wahrscheinlichkeiten in Abhédngigkeit von den lokalen

Pseudoenergien aufgetragen (rot). Eine lokalen Wahrscheinlichkeit P}°" %"

ij
Grundflache ij (Gl. 50) wird immer aus der Kombination der Volumen- und der
Linienformpseudoenergie gebildet. Man kann aus der Abbildung erkennen, dass alle lokalen
Wabhrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung mit den korrespondierenden Pseudoenergien
steigen. In griin sind die entsprechende Bayesschen Wahrscheinlichkeitskurven der
AUREMOL Datenbank (Kap. 4.1.3), die fir die Berechnung der lokalen
Wabhrscheinlichkeiten bei unbekannter Zuordnung verwendet werden, abgebildet. Fiir die
automatische Zuordnung von HPr S. aureus (H15A) aus der Rontgenstruktur von HPr S.
faecalis stimmen die Datenbankverteilungen mit den realen Verteilungen, vor allem in den
relevanten Bereichen hoher lokaler Pseudoenergien der richtige Zuordnung (Abb. 32), sehr
gut iiberein. Fiir niedrige Pseudoenergien sind die realen Wahrscheinlichkeiten hoher als die
Wabhrscheinlichkeiten die SIBASA verwendet, da alle experimentellen Signale in die
zugrundelegenden Haufigkeitsverteilungen eingegangen sind. Fiir die Haufigkeitsverteilungen
der lokalen Pseudoenergien der AUREMOL Datenbank war eine vorherige Filterung
notwendig um den dynamischen Bereich der von SIBASA berechneten lokalen
Wabhrscheinlichkeiten zu vergrofern.

auf der

Verlauf von Pseudoenergien und dynamischer GroRBen wahrend der
automatischen Zuordnung

Es wurden 16 unabhédngige SIBASA Instanzen mit verschiedenen Startkonfigurationen und
Zufallszahlen gestartet. Jede dieser Instanzen optimierte die Pseudoenergie E* (Gl. 44) um
die richtige vollstindige Zuordnung zu finden. Abb. 34 zeigt den Verlauf des wichtigsten Teils
von E°“ niamlich die gesamten Pseudoenergie des Volumen- und Linienformvergleichs
EYetshepe (G], 58) fiir zwei Instanzen. Die Instanz mit dem roten Verlauf optimiert die
Pseudoenergie deutlich besser, als die Instanz mit dem griinen Verlauf, was sich auch in der
Anzahl der richtig gefunden Zuordnungen (Abb. 34 B) niederschldgt. Fiir die Auswertung
wurde eine Zuordnung als richtig angesehen, wenn sich die chemische Verschiebung ihrer
Resonanz sich maximal 0,03 ppm, was ungefdhr einer Linienbreite eines NOESY-Signals
entspricht, vom richtigen Wert unterschieden hat.
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Abbildung 34: Zeitlicher Verlauf der gesamten Pseudoenergie des Signalvergleichs und des Anteil
der richtig identifizierten Zuordnungen bei der automatischen Zuordnung von HPr S. aureus
(H15A). In rot ist die Instanz der Optimierung mit der besten und in griin die Instanz mit der
schlechtesten finalen Pseudoenergie eingezeichnet. A Verlauf der Pseudoenergie des Volumen- und
Linienformvergleichs auf den Grundflichen der experimentellen Signale E*'*"*¢ B Verlauf der
gefundenen richtigen Zuordnungen im Fehlerbereich 5%/ + 0,03 ppm.
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Abbildung 35: Zeitliche Verldufe wichtiger Optimierungsgroen einer Instanz der automatischen
Zuordnung von HPr S. aureus (H15A). A Verlauf der gesamten Pseudoenergie der Optimierung E“
(rot, y-Achse), Verlauf der Pseudoenergie des Signalvergleichs E"""% (griin, y-Achse) und Verlauf
der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® (blau, y2-Achse). In orange (y-Achse) ist der
geschuitzte optimale Wert der Pseudoenergie des Signalvergleichs E""*"%** ynd in gelb (y2-Achse) die
Pseudoenergie der chemischen Verschiebung der richtigen vollstindigen Zuordnung eingetragen.

B Anzahl der Mitglieder von Amidgruppen im Dummyslot (lila, y-Achse) und Verlauf des dynamischen
Gewichtungsfaktors der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung w™® (griin, y2-Achse), dessen
Trend auch auf den Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie des Dummyslots w™™™ ({ibertragen
werden kann.

Der Vergleich der besten und schlechtesten Instanz zeigt, dass sich wie bei der
Strukturrechnung, das starten mehrere unabhédngiger Instanzen mit unterschiedlichen
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Startkonfigurationen und Zufallszahlen lohnt um das Optimum der Pseudoenergie und damit
die richtige vollstandige Zuordnung zu finden. Insgesamt fanden die 16 Instanzen jeweils
zwischen 87,7 % und 90,1 % der Zuordnungen richtig. In Abb. 35 sind der Verlauf wichtiger
Pseudoenergien und Gewichtungsfaktoren, der besten Instanz, also der Instanz die die
Pseudoenergie der Optimierung E“ (Abb. 34 A rot) am besten minimiert hat, abgebildet. Die
Abschitzung der Pseudoenergie des Signalvergleichs E"Sh®e°rt (Abb. 35 A orange) (Gl. 65),
die fiir die Berechnung der dynamischen Gewichtungsfaktoren benétigt wird, wird von
EYshpe am Ende der Minimierung (Abb. 35 A griin) gut erreicht. Die Abweichung lag bei
knapp iiber 1 % (E“°5"*°Pt = 6404 bzw. E¥°*"*¢(Ende) = 6392).

Die Pseudoenergie der chemischen Verschiebung der richtigen Zuordnung E® (Abb. 35 A
gelb) wird in der automatischen Zuordnung durch die dynamische Gewichtung mit dem
Faktor w™“(t) (Gl. 64) fast erreicht. Die Abweichung am Ende betrigt 5 % (E®(Referenz) =
824 bzw. E°(Ende) = 785). Durch die schnelle Minimierung der Pseudoenergie E* in der
Anfangsphase (Abb. 35 A rot) konvergieren der dynamische Skalierungsfaktor der
Pseudoenergie der chemischen Verschiebung w*(t) (Abb. 35 B griin) und der dynamische
Skalierungsfaktor der Pseudoenergie des Dummyslots w™™™ (Gl. 74) schnell gegen ihre
minimalen Grenzwerte. Die Anzahl der Amidprotonen und Stickstoffe im Dummyslot (Abb.
35 B lila), die keine sichtbaren Signale im finalen zuriickgerechneten Spektrum haben, geht
auf zwei zuriick. Nur die beiden aullerhalb des spektralen Bereichs der Eingabespektren
liegenden Zuordnungen von Argl7 H*und Argl7 N* sind auf diesem Slot geblieben.

Festlegung von Zuordnungen wahrend der Laufzeit

Nach jeweils fiinfmaligen Abkiihlen des Thresholds Th (Kap. 2.2.10) ist SIBASA in eine

Synchronisationsphase, in der die chemischen Verschiebungen der Resonanzen 9, ; und die
Pseudoenergien der Zuordnung E,°*"**™ aller parallel gestarteten Instanzen j ausgewertet
wurden (Kap. 2.2.13), gegangen. Es wurden die sogenannten besten Cluster der Kerne k
gebildet, in denen die gewichtete Standardabweichung der chemischen Verschiebung

oy (best) (Gl. 82) nicht gréRer als 0,03 ppm sein durfte.
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Abbildung 36: Anteil der zur Laufzeit fixierte Zuordnungen (blau) und Anteil der zur Laufzeit
richtig fixierten Zuordnungen (rot) fiir die automatische Zuordnung von HPr S. aureus (H15A). A
Alle Zuordnungen von Resonanzen, B Nur Zuordnungen von Resonanzen von Amidprotonen und
Stickstoffen.

Die erste Bedingung fiir eine Fixierung war, dass der Wert Verifikationspseudoenergie

Eervolshapesinhoot) (Gl 81) des Kerns k groRer als sein Grenzwert p = 0,85 bzw. die

Cluster,Vol,Shape,sim
Amidgruppe k

(best) (Gl. 85) fiir ein Mitglied einer Amidgruppe

groBBer als der Grenzwert pamidgruppe = 0,73 sein musste (Gl. 87 und Gl. 88). AuBlerdem muss fiir
Vol,Shape,sim

Verifikationspseudoenergie E

alle Instanzen j des besten Clusters der Wert der Pseudoenergie der Zuordnung E,;
(Gl. 70) groBer als der Grenzwert q = 0,85 bzw. fiir Mitglieder von Amldgruppen die

Vol Shape sim Vol,Shape,sim

(m)E\"
Grenzwerte p, q, pAmidgmppe, q und gamidgrappe Wurden durch Auswertung von Datensdtzen bereits
geloster Proteine (Kap. 4.1.3) festgelegt.

Pseudoenergie E . groBer als der Grenzwert qamidgruppe = 0,73 sein. Die

Die blauen Balken in Abb. 36 zeigen Anteil der zur Laufzeit fixierten Resonanzen (A) bzw.
den Anteil der zur Laufzeit fixierten Resonanzen von Amidgruppen (B). Die rote Balken in
der Abbildung zeigen den Anteil der richtig fixierten Zuordnungen. Zur Laufzeit wurden
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knapp 45 % der Resonanzen von HPr S. aureus (H15A) fixiert. Von Thnen wurde nur eine
einzige falsch zugeordnet. Bei den Mitgliedern von Amidgruppen wurden knapp 80 % der
Resonanzen festgelegt. Von Thnen wurde keine falsch zugeordnet. Man kann erkennen, dass
die Anzahl der festgelegten Resonanzen am Anfang schnell ansteigt und am Ende séttigt. Bei
den Amidgruppen geschieht dies schneller als bei den H*- und Seitenkettenprotonen.

Durch das Fixieren von Zuordnungen wird nicht nur in erheblichen MaR die Rechenzeit auf
die noch zu bestimmenden chemischen Verschiebungen von Resonanzen umverteilt, sondern
auch die Skalierungsfaktoren @, bestimmt (Kap. 2.2.14). In Abb. 31 sind fiir die beiden
Eingabespektren die Anzahl der eindeutig zuordenbaren Kreuzsignale (griin) in Abhangigkeit
vom Zeitpunkt in der automatischen Zuordnung angegeben. Fiir die Bestimmung der
Volumenskalierungsfaktoren standen am Ende 452 2-D-NOESY-Signale (insgesamt 12,6 %)
und 182 3D "N-NOESY-HSQC-Signale (insgesamt 16,8 %) zur Verfiigung.

Auswertung und Verifikation der vereinigten Zuordnungsliste
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Abbildung 37: Hiufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergie E“"“*"**5""**"(pest) und
Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung nach der automatischen Zuordnung von HPr S.
aureus (H15A). A Hiufigkeitsverteilung H (E<"“"""%*"" (pest)) der Verifikationspseudoenergien
der richtigen (rot) und der falschen Zuordnungen (griin). B Bayessche Wahrscheinlichkeit einer
richtigen ~ Zuordnung P (korrekt| E<"""" " (best))  (rot) in Abhdngigkeit von der
Verifikationspseudoenergie und zugehorige Wahrscheinlichkeitskurve, die mit Hilfe von bereits
geldsten Proteinen erzeugt und in die AUREMOL Datenbank gespeichert wurde(griin) (Abb. 28).

0

Das Ergebnis von SIBASA wurde nach der 51. Synchronisation ausgewertet. Die
Pseudoenergie des Signalvergleichs E***"*¢ hat zu diesem Zeitpunkt ihr Minimum erreicht
und es wurden keine weiteren Zuordnungen mehr zur Laufzeit fixiert. Nach dieser letzten
Synchronisation waren in der vereinigten Zuordnungsliste (Kap. 2.2.12), die mit einer
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gewichteten Standardabweichung o} (best) von 0,03 ppm erstellt wurde, insgesamt 539 der

586 chemischen Verschiebungen von Resonanzen im Fehlerbreich von 0,03 ppm richtig
erkannt worden (91,3 %). Alle Resonanzen der 193 Amidprotonen und Stickstoffen sind
richtig zugeordnet worden (100 %). In ASSIGN, dass nur ein 2-D-NOESY-Spektrum und eine
NMR-Struktur als Eingabe verwendet hatte, sind beim gleichen Protein nur 31 % aller
Resonanzen richtig zugeordnet worden.

Haufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien und Wahrscheinlichkeit
der richtigen Zuordnung
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Abbildung  38:  Auswirkung eines Grenzwertes der Verifikationspseudoenergie
E CenYebShavesin( post ) auf die Klassifizierung der Resonanzzuordnungen in der vereinten Liste der
chemischen Verschiebung von HPr S. aureus (H15A). A Modifizierte Receiver-Operator-
Characteristics (ROC) Kurve der Verifikationspseudoenergie Es sind die méglichen richtigen
Zuordnungen gegen die dafiir in Kauf zu nehmenden falschen Zuordnungen aufgetragen (rot).
Insgesamt sind 91,3 % der Resonanzen richtig (griin) und 8,7 % falsch zugeordnet worden (gelb).

B Gefundene richtige (rot, y-Achse) und falsche Zuordnungen (griin, y2-Achse) in Abhdngigkeit von
der Sicherheitswahrscheinlichkeit P (korrekt| E<"**""*"¥""**" (best)). Der vom Benutzer tolerierten
Anteil von falschen Zuordnungen ist in blau (Winkelhalbierende, y2-Achse) eingetragen.

In Abb. 37 A sind die Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien
E [ senVobshapesin oot ) nach der 51. Synchronisation fiir falsche (griin) und fiir richtige (rot)
Zuordnungen angegeben. Wendet man den Satz von Bayes an (Gl. 89), so erhdlt man die
Wahrscheinlichkeit ~ der  richtigen @~ Zuordnung in  Abhédngigkeit von  der
Verifikationspseudoenergie. In Abb. 37 B ist diese in rot zusammen mit dem Graph der
Wahrscheinlichkeit einer richtigen Zuordnung, die in Kap. 4.1.3 fiir die Auswertung der
Ergebnisse der automatischen Zuordnung von bereits geldsten Proteinen aus NMR-Daten
erstellt worden ist (griin) (Abb. 28), aufgetragen. Wie schon die lokalen Wahrscheinlichkeiten
der richtigen Zuordnung (Abb. 32), zeigen auch die mit unterschiedlichen Datensédtzen und
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dem Satz von Bayes gebildeten Wahrscheinlichkeitskurven, vor allem im wichtigen Bereich
hoher Pseudoenergien, sehr dhnliches Verhalten. Noch deutlicher wird die Ubertragbarkeit der
Wabhrscheinlichkeit- Verifiaktionspseudoenergie-Abhéngigkeit ~ zwischen =~ den  beiden
Datensétzen in Abb. 38 B gezeigt. Die gefunden richtigen Zuordnungen (rot, y-Achse) und
die gefunden falschen Zuordnungen (griin, y2-Achse) sind gegen den vom Benutzer, auf
Basis der in der AUREMOL Datenbank gespeicherten Wahrscheinlichkeitsgraphen (Abb. 28)
wdhlbaren Wahrscheinlichkeitsthreshold aufgetragen. Der Anteil der gefunden falschen
Zuordnungen liegt immer unter der Winkelhalbierende blauen Linie (y2-Achse), die den vom
Benutzer in Kauf genommenen Anteil der falschen Zuordnungen beschreibt.

Fiir die in Kap. 4.1.3 festgelegten minimalen Grenzwerte der Verifikationspseudoenergien p
= 0,85 bzw. pamidgruppe = 0,73 ist die reale Wahrscheinlichkeit einer falschen Zuordnung fiir H*-

und Seitenkettenprotonen 1,4 % und 0 % fiir Amidgruppen.

Eignung der Verifikationspseudoenergie als Separator zwischen falschen und
richtigen Zuordnungen
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Abbildung 39: Hiiufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergie E """ (best) und
Auswirkung eines Wahrscheinlichkeitsthresholds auf den Anteil der verbleibenden richtigen
Zuordnungen von Amidprotonen und Stickstoffen nach der automatischen Zuordnung von HPr S.
aureus (H15A). In der vereinigten Zuordnungsliste waren alle chemischen Verschiebungen der
Resonanzen von Amidprotonen und Stickstoffen richtig zugeordnet. A Hdufigkeitsverteilung
H (Eii:f;:’;f:;fh“p ““"(best)) der Verifikationspseudoenergien der Mitglieder von Amidgruppen. B

Gefundene richtige Zuordnungen von Amidprotonen- und Stickstoffresonanzen in Abhdngigkeit von

der vom Benutzer gewdhlten Sicherheitswahrscheinlichkeit P (korrekt|E e """ (best )).

In Abb. 38 A ist eine modifizierte Version der Receiver-Operator-Characteristics Kurve
(ROC) eingezeichnet. Die unmodifizierte ROC-Kurve trédgt den Anteil der richtig bestdtigten
Zuordnungen (Sensitivitdt) gegen den Anteil der falsch bestdtigten Zuordnungen auf. Die
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Qualitdt der Verifikationspseudoenergie E;"**V"*"*¥™(pest) als Entscheidungskriterium

kann mithilfe der Fldche unter der unmodifizierten ROC-Kurve quantifiziert werden. Sie
betragt fiir alle automatisch von SIBASA gefunden Zuordnungen 83 % vom Maximalwert. Da
keine Amidgruppen falsch zugeordnet wurden, betrdgt die Flache hier definitionsgemafl 100
%. Die modifizierte ROC-Kurve berticksichtigt nicht nur die Verifikationspseudoenergie,
sondern auch die Qualitdt des automatischen Zuordnungsalgorithmus. Sie trdgt den Anteil
aller richtig gefunden Zuordnungen gegen den Anteil der in Kauf zu nehmenden falschen
Zuordnungen auf. Die griine und die gelbe Linie geben die jeweiligen maximal moglichen
Anteile an. Nimmt man nach der automatischen Zuordnung von HPr S. aureus (H15A) z.B. 5
% falsche Zuordnungen in Kauf (signifikantes Niveau), so erhdlt man 75 % aller
Zuordnungen richtig und 2,8 % aller Zuordnungen falsch.

Da nach der letzten Synchronisation fiir HPr S. aureus (H15A) keine falschen Zuordnungen
von Amidgruppen mehr gibt, kann weder der Satz von Bayes verwendet, noch ROC-Kurven
gebildet werden. Abb. 39 A zeigt die Héaufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien

Cluster,Vol,Shape,sim

amidenmet T "(best). Es zeigt sich wieder, dass richtige Zuordnungen

der Amidgruppen E

meistens hohe Verifikationspseudoenergien haben. Abb. 39 B trdgt den Anteil der richtig
gefunden Zuordnungen von Amidgruppen gegen das vom Benutzer gewdhlte
Wahrscheinlichkeitsniveau auf. Will der Benutzer nur absolut sichere Zuordnungen
bestdtigen, so wahlt er das 99,8 % Sicherheits-Niveau (weniger als eine falsche Zuordnung).
Mit diesem Niveau wurden nur acht richtige Zuordnungen von Seitenkettenamiden und
Seitenkettenstickstoffen (4,1 %) herausgefiltert.

Abschatzung der Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung von HSQC-
Signalen

Eine weitere Methode die Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung von Amidprotonen

und  Stickstoffen P (korrekt|Expanmnk " (best)) zu bestimmen wurde bereits in
Donaubauer (Veroffentlichung in Vorbereitung) im Rahmen des automatischen

PEAKPICKING verwendet. Aus den Haufigkeitsverteilungen der

Cluster,Vol,Shape,sim

amidemprek - "(best) der falschen Zuordnungen, die fiir die

Verifikationspseudoenergien E
Berechnung der Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung aus den NMR-Datensatzen
bereits geloster Proteinen erstellt worden ist, ist bekannt, dass kaum falsche Zuordnungen von
Mitgliedern von Amidgruppen Verifikationspseudoenergien zwischen 0,73 und 1 haben (Abb.
28 griin). Pamidgrppe = 0,73 ist deshalb auch der minimale Grenzwert fiir die Festlegung von
chemischen Verschiebungen von Amidprotonen- und Stickstoffresonanzen wéhrend der
automatischen Zuordnung.
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Abbildung 40: Schdtzung der Hdufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien der richtig
zugeordneten Resonanzen von Hauptkettenamidgruppen und resultierende Wahrscheinlichkeit der
richtigen Zuordnung beim HPr S. aureus (H15A). A Wenig geglttete (rot) und mit H*"™(x) (Gl. 92)
gefittete Haufigkeitsverteilung H (ES " """ (pest)) (griin) der Verifikationspseudoenergien der
Zuordnungen von Hauptkettenamidgruppen. B  Mithilfe des Fits geschdtzte Bayessche
Wahrscheinlichkeit  der  richtigen = Zuordnung  eines  Amidprotons  oder  Stickstoffs
P(korrektlEjZ;ZZLi)’fhap “*"(best)) in Abhdngigkeit von der Verifikationspseudoenergie (rot). In griin
ist der Wahrscheinlichkeitsgraph, der mit Hilfe von Datensdtzen bereits geldster Proteine bestimmt
wurde, eingezeichnet.

Man kann also annehmen, dass der Bereich hoher Pseudoenergien in der
Haufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien der Zuordnungen von Amidprotonen

und Stickstoffen H(Ejmgmn - "(best)) ausschlieflich von richtigen Zuordnungen

herriihrt. Wenn man zusdtzlich davon ausgeht, dass die Haufigkeitsverteilungen der

Verifikationspseudoenergien der richtigen Zuordnungen von Amidprotonen und Stickstoffen

korrekt Cluster,Vol,Shape,sim
H ( E Amidgruppe

Normalverteilung und einer Normalverteilung (Gl. 92) gefittet werden koénnen, miissen nur
(best)) festgelegt

(best)) mit einer Superposition H*™(x) einer Logarithmischen

Cluster,Vol,Shape,sim
Amidgruppe

. . korrek Cl Vol,Sh: i . .
werden, um die Verteilung H“"™(Ejmzmme (best)) im gesamten Bereich der

noch die Grenzen des Fits in der Haufigkeitsverteilung H(E

Verifikationspseudoenergien zwischen 0 und 1 zu erhalten.

Hkorrekt ( X )

ln(x)_lh)z + F_A 1()5_“2)2 (92)

1
“V2mox P ‘5( o o, P\ T2\

H*™(x) ist auf den ebenfalls unbekannten Anteil der richtigen Zuordnungen F normiert. Es
muss also gelten, dass F<1 und A€[0;F] sein muss.

Die wenig gegléttet Haufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien der in der Regel
besser zuordenbaren Hauptkettenamidgruppen nach der automatische Zuordnung von HPr S.
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aureus (H15A) H(Eusrvo-S Ps™ (hest)) (Abb. 40 A rot) fallt bei einem Wert von 0,57 auf

Amidgruppe k
nahezu 0 ab. Dieser Wert wird als linke Grenze des Fits der verbreiterten Verteilung

H(Efmgmnmey 7™ (best)) an H*"™(x) (GL. 92) verwendet. In griin ist das Ergebnis des Fits

eingetragen.
Die Wahrscheinlichkeit P (korrekt|Ejmgmm i (best)) kann dann folgendermafen
bestimmt werden:

korrekt Cluster,Vol,Shape,sim
H (EAmidgruppe k (beSt))

Cluster,Vol,Shape,sim
H (EAmidgruppe k ( beSt) )

P (korrekt|E iﬁ%ﬂfﬁe‘pe’m (best))=

(93)

Abb. 40 B zeigt den mit dem Fit bestimmten Graph der Wahrscheinlichkeit fiir richtige
Zuordnungen (rot) in Abhdngigkeit von der Verifikationspseudoenergie. Der minimale
Grenzwert Pamidguppe fUr die Verifikationspseudoenergie von Amidgruppen fiir sichere
Zuordnungen kann mit diesem Graph auf 0,63 bestimmt werden. Der
Wahrscheinlichkeitsgraph, der mithilfe der Haufigkeitsverteilungen von bereits gelosten
Proteinen erstellt wurde (griin), wiirde dagegen einen Grenzwert von 0,28 vorhersagen. Mit
diesem Grenzwert wiirden 6 Hauptkettenamidgruppen und 5 Seitenkettenamidgruppen mehr
auf dem 100 %-Sicherheitsniveau bestétigt werden als mit dem Grenzwert, der mithilfe des
Fits bestimmt wurde.

Zuordnung des HSQC-Spektrums von HPr S. aureus (H15A)

In Abb. 41 sind die Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnungen der HSQC-Signale in
Abhéngigkeit von der Position der Aminosduren in der Primédrsequenz (griin) abgebildet. Die
Wabhrscheinlichkeiten der Zuordnungen wurden mit der Wahrscheinlichkeitsfunktion, die
mithilfe des Fits bestimmt wurden, berechnet (Abb. 40 B ret). In gelb ist der lokale RMSD
(RMSD der betrachteten und der beiden benachbarten Aminosduren) der schweren
Hauptkettenatome des gemittelten MD-Ensembles zum gemittelten NMR-Ensemble
abgebildet. 93 % der Hauptkettenzuordnungen (Abb. 40 A) koénnen mit 100 %
Wabhrscheinlichkeit bestdtigt werden. Es sind keine Abhdngigkeiten der Wahrscheinlichkeiten
einer richtigen Zuordnung zum insgesamt sehr geringen lokalen RMSD beobachtbar. Nur 2
der 14 Seitenkettenzuordnungen (Abb. 40 B) kénnen mit 100 % Wahrscheinlichkeit bestétigt
werden. Thre Verifikationspseudoenergien sind durchweg geringer, als die der Hauptketten.
SchlieBlich zeigt Abb. 42 A die mit SIBASA zugeordnete Summenprojektion des 3D '°N-
NOESY/HSQC-Spektrums auf die ®2w3-Ebende, die im Prinzip ein HSQC Spektrum ist.

Im Vergleich zur Sicherheitswahrscheinlichkeit von 0 % fehlen 100 %-Niveau 6
Hauptketten- und 12 Seitenkettensignale.
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Abbildung 41: Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung von HSQC-Signale von HPr S.
aureus (H15A) in Abhdngigkeit von der Position der Aminosdure in der Primdrsequenz. Die
griinen Balken zeigen die Wahrscheinlichkeiten von richtig gefundene Zuordnungen an. In gelb ist der
lokale RMSD (RMSD der Aminosdure und seiner beiden ndchsten Nachbarn) der schweren
Hauptkettenatome des gemittelten MD-Ensembles zum gemittelten NMR-Ensemble aufgetragen.

A Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der HSQC-Signale der Hauptketten.

B Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der HSQC-Signale der Seitenketten von Asn und
GIn. Die Wahrscheinlichkeit des HSQC-Signals von Asn N°/Asn H”' ist immer links von der
Wahrscheinlichkeit des Signals von Asn N*’/Asn H*” und die Wahrscheinlichkeit des Signals von Gln
N?/GIn H*" ist immer links von der Wahrscheinlichkeit des Signals von GIn N*'/GIn H*** aufgetragen.
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Abbildung 42: Automatisch mit dem MD-Ensemble zugeordnetes HSQC-Spektrum von HPr S.
aureus (H15A). Die vom Benutzer wdhlbare Sicherheitswahrscheinlichkeit betrdgt hier 99,8 %. In
schwarz sind die fehlenden Zuordnungen eingekreist. Bei den Hauptketten fehlen 6 der 86 und bei den

Seitenketten 12 der 14 Signale.
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4.3.3 Automatische Zuordnung des reduzierten Plasmodium
falciparum Thioredoxin

Vorbereitung der Rontgenstruktur

Abbildung 43: Abbildung der betrachteten 3D-Strukturen des reduzierten PfTrx. A Die besten 20
NMR-Strukturen des reduzierten PfIrx (Munte, Verdffentlichung in Vorbereitung), B Rontgenstruktur
von PfTrx aus Komplex mit Thioredoxin Reductase (PDB ID: 4J56), C Die besten 20 Modelle des
reduzierten PfIrx aus der Rontgenstruktur, D MD-Ensemble vom besten Modell (200 Strukturen). Der
mittlere quadratischen Abstand (RMSD) der schweren Hauptkettenatome der gemittelten Strukturen
zum gemittelten NMR-Ensemble betrdgt fiir B 0,125 nm, fiir C 0,170 nm und fiir D 0,133 nm. Die
Modelle wurden mit PyMOL (DeLano Scientific, LLC) erstellt.

NMR-Ensemble Réntgenstruktur ~ Top10 Modelle ~ MD-Ensemble
von PfTrx aus der (200 Strukturen)
Rontgenstruktur
RMSD [nm] 0 0,125 0,170 0,133
> E” 1039 1096 (+5 %) 977 (-6 %)
ij
> B 1348 1471 (+10 %) 1430 (+6 %)
ij

Tabelle 10:Summe der lokalen Pseudoenergien der Riickrechnungen und RMSD-Werte der 3D-
Srukturen von PfTrx. Fiir die RMSD-Werte wurden die schweren Hauptkettenatome der gemittelten

3D-Strukturen und die schweren Hauptkettenatome des gemittelten NMR-Ensembles beriicksichtigt.
Vv

Die Volumen- und Linienformpseudoenergien E ,-jOI und E;h”p “ der Signale j im Spektrum i (i = 2-D-
NOESY bzw. 3D "N-NOESY-HSQC) wurden mit der vollstdndigen richtigen Zuordnung von PfTrx
berechnet. In Klammern sind die relativen Unterschied der Pseudoenergien zu den Pseudoenergien
der Riickrechnungen der NMR-Strukturen aufgelistet. Es wurde der Volumenskalierungsfaktor

ate - fiir das 2-D-NOESY-und @t . ., fiir das 3D N-NOESY-HSQC-Spektrum verwendet.

Als Basis der automatischen Zuordnung des reduzierten Plasmodium falciparum
Thioredoxin (PfTrx) wurde eine Struktur aus der Rontgenstruktur (Abb. 43 A) des Komplexes
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von PfTrx mit PfTrx Reductase entnommen (Fritz-Wolf et al. 2013) (PDB ID: 4J56). Die
Struktur hat im Gegensatz zur betrachteten Primdrsequenz von PfTrx zwei Punktmutationen,
so dass ein Homologie Modellierung mit AUREMOL PERMOL nétig war. Die 10 besten
Modelle sind in Abb. 43 C abgebildet. Aus der besten der 1.000 homologen Strukturen wurde
anschliefend eine MD-Trajektorie erzeugt. Aus 200 d&quidistanten Strukturen dieser
Trajektorie (Abb. 43 D) wurden die NOESY-Spektren fiir SIBASA zuriickgerechnet und aus
1.000 &dquidistanten Strukturen wurden die speziellen Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen
der chemischen Verschiebungen mit SHIFTX2 (Han et al. 2011) erzeugt (Kap. 2.2.7).

Tabelle 10 listet die RMSD-Werte der schweren Hauptkettenatome der Strukturensembles
zum gemittelten NMR-Ensemble (Munte et. al., Veréffentlichung in Vorbereitung) (PDB ID:
2MMN) und die Pseudoenergien des Volumens E'* und der Linienform E*"¢ der jeweiligen
Riickrechnungen mit der richtigen vollstdndigen Zuordnungen auf. Der RMSD der schweren
Hauptkettenatome der gemittelten Strukturensembles zum NMR-Strukturensemble steigt mit
jeder Weiterverarbeitung der Rontgenstruktur leicht an, bleibt aber auf niedrigen Niveau.
Durch die MD-Simulation wurden die Pseudoenergie des Volumens um 11 % und die der
Linienform um 3 % gegeniiber dem Modell verkleinert. Die Pseudoenergie des Volumens war
fiir die Riickrechnungen aus der MD-Trajektorie mit der vollstdndigen richtigen Zuordnung
sogar 6 % kleiner als fiir die Riickrechnungen des NMR-Ensembles.

Automatische Bestimmung der Volumenskalierungsfaktoren und
Linienverbreiterungen
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Abbildung 44: Hdufigkeitsverteilung der experimentellen und simulierten logarithmierten
Linienbreiten H(In(Lw)) im PfIrx. Die Hdufigkeitsverteilungen der experimentellen Linienbreiten
sind in rot, die der simulierten Linienbreiten in griin und die der statistisch optimierten simulierten
Linienbreiten in blau eingezeichnet. A Hdufigkeitsverteilungen der Linienbreiten in der w2-Dimension
des 2-D-NOESY Spektrums, B Hdufigkeitsverteilung der Linienbreiten in der wI-Dimension 3D "’ N-
NOESY-HSQC-Spektrum und C Hdufigkeitsverteilung der Linienbreiten in der w3-Dimesion des 3D
"N-NOESY-HSQC-Spektrums. Die aus dem MD-Ensemble zuriickgerechneten Spektren hatten
zufdllige Startzuordnungen.
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Abbildung 45: Haufigkeitsverteilung der experimentellen und simulierten logarithmierten Volumen
H(In(V)) im PfTrx. Die Hdufigkeitsverteilungen der experimentellen Volumen sind in rot, die der
simulierten Volumen in griin und die der statistisch skalierten simulierten Volumen in blau
eingezeichnet. =~ A  Hdufigkeitsverteilungen der Volumen im  2-D-NOESY-Spektrum, B
Hdufigkeitsverteilungen der Volumen im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum. Die logarithmierten
simulierten Volumen sind gegen die y2-Achse aufgetragen. Die aus dem MD-Ensemble
zuriickgerechneten Spektren hatten zufdllige Startzuordnungen und wurden mit der statistischen
Methode verbreitert.

Wahrend der Vorbereitung der automatischen Zuordnung wurden die Riickrechnungen der
NOESY-Spektren wieder bestmdglich an die experimentellen Spektren angepasst. Zuerst
wurde die zusédtzlichen Linienverbreiterungen mit der statistischen Methode aus Kap. 2.2.5
bestimmt. Abb. 44 zeigt die Graphen der Haufigkeitsverteilungen der logarithmierten
experimentellen (rot), logarithmierten simulierten (griin) und der verbreiterten
logarithmierten simulierten Linienbreiten (blau) fiir die ®2-Dimension des 2-D-NOESY- und
N-NOESY-HSQC-Spektrums.  Die
stimmen  besser mit den

die ol- wund ©3-Dimensionen des 3D
Haufigkeitsverteilungen  der  verbreiterten  Linien
Haufigkeitsverteilungen der experimentellen Linienbreiten iiberein als die Verteilungen der
nicht verbreiterten Linien. Tabelle 11 listet neben den automatisch bestimmten Werten der

Linienverbreiterungen auch ihren Effekt auf die Pseudoenergien des Volumens E® und der

Shape
i

Linienform E der vollstdndigen richtigen Zuordnung der Eingabespektren i auf. Werden

die zusétzliche Linienverbreiterungen auf die Riickrechnungen angewendet, so verbessert sich
die Pseudoenergie der Linienform der Referenz des 2-D-NOESY-Spektrums um iiber 5 %.

Anschliefend wurden die Volumenskalierungsfaktoren, die vor allem fiir die Bestimmung
Z{ol
experimentellen NOESY-Spektren und den Riickrechnungen statistisch ermittelt (Kap. 2.2.4).
In Abb. 45 sind die Haufigkeitsverteilungen der logarithmierten Volumen aufgetragen. Die
statistisch  bestimmten Volumenskalierungsfaktoren sorgen dafiir, dass sich die
Haufigkeitsverteilungen der experimentellen und skalierten simulierten Volumen fiir beide

NOESY-Spektren bestmoglich iiberlappen.

der lokalen Pseudoenergien des Volumens E (Gl. 45 wichtig sind, zwischen den
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Abbildung 46: Entwicklung der Volumenskalierungsfaktoren «; (rot) wihrend der automatischen

Zuordnung von PfTrx. In griin (y2-Achse) ist die Anzahl der eindeutige zuordenbaren Signale

N qufgetragen. In lila sind die Volumenskalierungsfaktoren @, die mit den eindeutig

zuordenbaren Kreuzsignalen der vollstdndigen richtigen Zuordnung bestimmbar waren, eingezeichnet.
A 2-D-NOESY-Spektrum, B 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum.

statistisch
i

In Tabelle 11 sind die statistischen Volumenskalierungsfaktoren o und die mit der

richtigen vollstindigen Zuordnung bestimmbaren Volumenskalierungsfaktoren -
aufgelistet. Der statistisch gefundene Skalierungsfaktor des 2-D-NOESY-Spektrum

O bnopsy War genauso grol3 wie der mit allen eindeutig zuordenbaren Signalen bestimmte

Skalierungsfaktor Giasnopsy. Der relative Unterschied zum optimalen Skalierungsfaktor, der

nur mit den NOESY-Signalen der Phe- und Tyr-Ringen bestimmt worden ist, betrigt 5 %. Die
beste Pseudoenergie des Volumens des 2-D-NOESY-Spektrums konnte mit dem

Skalierungsfaktor aus Ringkontakten ohré sy erreicht werden. Diese Pseudoenergie wird

mit dem statistischen Skalierungsfaktor aber nur um 3 % verfehlt. Beim 3D "N-NOESY-
HSQC-Spektrum des PfTrx betrdgt der relative Unterschied des statistisch bestimmten

Volumenskalierungsfaktors zum Skalierungsfaktor Giaanossy 08,6 %. Die Pseudoenergie des
Volumens EY9 \orsy der richtigen Zuordnung war fiir den statistischen Skalierungsfaktor um

33 % hoher als fiir den Skalierungsfaktor Gieanoesy - -

In Abb. 46 ist in rot die Abhédngigkeit der Volumenskalierungsfaktoren vom Zeitpunkt in der
automatischen Zuordnung fiir die beiden NOESY-Spektren aufgetragen. Der bereits gut
bestimmte Skalierungsfaktor des 2-D-NOESY-Spektrums (Abb. 46 A) variiert nur geringfiigig

um seine ideale Position Ghonopsy (lila). Der Volumenskalierungsfaktor des 3D '°N-
NOESY-HSQC-Spektrums (Abb. 46 B) néhert sich dem realen Skalierungsfaktor Gy nosy
bis auf 10 % an.
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2-D-NOESY 3D "N-NOESY-HSQC

oetiseh 0,0038 (-5 %) 0,066 (-68,6 %)
ZN’S‘M gl 846 (+3 %) 205 (+33 %)

=1 i
Anzahl der Signale 5114 905
a 0,0038 (-5 %) 0,21
Zl B 845 (+3 %) 154
Anzahl der Signale 2416 472
aline 0,0040

N’S\gnme .
Zj;] EZ | 821
Anzahl der Signale 86
Verbreiterung o1 [Hz] 0 57
Verbreiterung 2 [Hz] 3,3 0

erbreiterung 3 [Hz ,

Verbrei 3 [Hz] 2,6
ZLEK"' ohne Verbreiterung 822 155
ZNI E;* mit Verbreiterung 821 (0 %) 153 (-1 %)

1=
ZJN:l E;" ohne Verbreiterung 1151 279
ZL E;"" mit Verbreiterung 1088 (-5,4 %) 282 (+1 %)

Tabelle 11: Auf verschiedene Arten bestimmte Volumenskalierungsfaktoren und statistisch
bestimmte Linienverbreiterungen und ihre Auswirkung auf die lokalen Pseudoenergien der

richtigen Zuordnung von PfTrx. Es sind die statistisch bestimmten (o}“"™"), die mit allen

eindeutig zuordenbaren Signalen bestimmten (dfef ) und nur mit eindeutigen Ringkontakten

bestimmten Skalierungsfaktoren (af"’g) angegeben. AuSerdem sind die Pseudoenergie des Volumens

und die Anzahl der experimentellen Signale, die bei der Bildung des Skalierungsfaktor beteiligt waren,

Singale Singale

. N Vol N; Shape . P . . . .
aufgelistet. Zj:1 E;” bzw. ijz E; sind die iiber alle experimentelle Signale j summierten

Pseudoenergien des Volumens bzw. der Linienform im Spektrum i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D "“N-
NOESY-HSQC). wl, w2 und w3 sind die Dimensionen der Spektren, in denen die Signale der
Riickrechnung verbreitert wurden. In Klammern sind die relativen Unterschiede der
Skalierungsfaktoren und Pseudoenergien zu der Referenz bzw. der nicht verbreiterten Riickrechnung
angegeben.
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Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien der richtigen
Zuordnung
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Abbildung 47: Hiufigkeitsverteilungen H(E) der lokalen Pseudoenergien des Volumens E™ (rot)
und der Linienform ES"* (griin) der richtigen vollstindigen Zuordnung von PfTrx. A Auf den
Grundfldchen der experimentellen Signale im 2-D-NOESY-Spektrum, B auf den Grundfldchen der
simulierten Signale im 2-D-NOESY-Spektrum, C auf den Grundfldchen der experimentellen Signale
im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum, D auf den Grundfldchen der simulierten Signale im 3D "°N-
NOESY-HSQC-Spektrum. Die zuriickgerechneten Spektren wurden aus dem MD-Ensemble und mit
einer  zufdlligen  Zuordnung erzeugt. Fiir das 2-D-NOESY-Spektrum  wurde  der
Volumenskalierungsfaktor o5& opsy, fiir das 3D N-NOESY-HSQC-Spektrum der Skalierungsfaktor

ald opsy verwendet. Die zusitzlichen Linienverbreiterung wurden von SIBASA statistisch bestimmt.



4 Ergebnisse

1 1
0.9 [ 0.9
08 0.8
0.7 ~07
4 ]
20.6 2206
EE) =
o5 Hos
% 5
50.4 204
z 2z
35 24
£703 7003
0.2 0.2
0.1 0.1
0 0
0 0.2 04, 0.6 0.8 1 1
E3Bxoesy E > DNOESY
0.9 1
0.8 :
0.7 -
506 5
g
£2 X
£20.5
=3 a8
) 0.
»0.4
2203 £z
) 20.
.
0.2
0.1 )
0
0 0.2 04, . 06 0.8 1 1
1 1
0.9 E 0.9
0.8 0.8
’20.7 ’% 0.7
g g
20.6 2206
4 £2
X W
=0.5 =05
= =
20.4 204
g 2z
2503 2203
~ ~
0.2 0.2
0.1 0.1
0 0
0 0.2 0.4, 0.6 0.8 1 1
Esbxoesy E\ BNoEsY
1 1
0.9 G 0.9
0.8 0.8
—0.7 - 0.
4 B
£20.6 z30.
) 3
Ho.5 = 0.
- 5
EéO.A eZo.
24 .
2703 .
0.2 .
0.1 0.1
0 0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0.8 1

Volsim
EspNorsy

Abbildung 48: Abhdingigkeit der Bayesschen Wahrscheinlichkeit der lokalen richtigen Zuordnung
P;(E) von den lokalen Pseudoenergien E; (rot) fiir die NOESY-Spektren des PfTrx. In griin sind die
zugehérigen Wahrscheinlichkeitsfunktionen, die SIBASA wdhrend der automatischen Zuordnung

verwendet (Kap. 4.1.3), abgebildet. A P, e (EXS vorsy), B Py o (EY¥ o), C
P Z—%S?OESY(E;/—%SZ‘OESY) und D P iflgp;i;’;sy(nglgpjvsoi’;sy) des  2-D-NOESY-Spektrums.  E
P?—%-NOESY(E;/-ODI-NOESY)’ F Piflla)l-);OESY( nglg;—?]f/OESY)’ G P;/-ajé-slleOESY( Ejl’/—(gf]l\;nOESY) und H
pilesh (EYaresr ) des 3D *N-NOESY-HSQC-Spektrums. Die zuriickgerechneten Spektren wurden

aus dem MD-Ensemble und mit einer zuféilligen Zuordnung erzeugt. Fiir das 2-D-NOESY-Spektrum
wurde der Volumenskalierungsfaktor o5& .oy, fiir das 3D *N-NOESY-HSQC-Spektrum der
Skalierungsfaktor @t . ., verwendet. Die zusdtzlichen Linienverbreiterung wurden von SIBASA

statistisch bestimmt.
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Mit Hilfe der Haufigkeitsverteilungen der lokalen Pseudoenergien der richtigen
vollstdndigen Zuordnung wurde fiir PfTrx {berpriift, ob die Optimierung zum richtigen
Ergebnis gefiihrt hat und ob die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien, wie beim HPr S.

aureus (H15A), fiir die Berechnung der lokalen Wahrscheinlichkeiten P¥°1’Sha” ® durch die

entsprechenden Haufigkeitsverteilungen eines bereits gelosten Proteins ersetzt werden

konnen. Abb. 47 zeigt die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien des Volumens E*

Shape
i

(rot) und der Linienform E (griin) der richtigen Zuordnung auf den Grundfldchen der

experimentellen und simulierten Signale in den Spektren i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D "N-
NOESY-HSQC). Als Basis der Riickrechnungen der NOESY-Spektren diente das MD-
Ensemble. Fiir das 2-D-NOESY-Spektrum wurde der Skalierungsfaktor aus den

Rin;

Ringkontakten o, piworsy und fir das 3D  “N-NOESY-HSQC-Spektrum  der

Skalierungsfaktor aus allen eindeutig zuordenbaren Signalen Gihynopsy Verwendet. Die
zusdtzlichen Linienverbreiterungen wurden mit SIBASA automatisch bestimmt. Die
Verteilungen zeigen wieder, dass sich die gesuchte richtige vollstdndige Zuordnung durch
hohe Pseudoenergien auszeichnet.

In Abb. 48 sind die Bayesschen Wahrscheinlichkeiten der lokalen richtigen Zuordnung

Vol, Shape
P; P

(E;) in Abhéngigkeit von den Pseudoenergien fiir PfTrx (rot) eingezeichnet. In griin
sind die Abhdngigkeiten der Wahrscheinlichkeiten von den Pseudoenergien, die fiir die
Berechnung der lokalen Wahrscheinlichkeiten bei unbekannter Zuordnung verwendet werden
(Kap. 4.3.1), aufgetragen. Man erkennt, das die Graphen der Wahrscheinlichkeit fiir beide
Datensatze sehr dhnlich verlaufen. Im Bereich niedriger experimenteller Pseudoenergien geht
die griine Kurve tiefer, da bei der Erzeugung der zugrundeliegenden Haufigkeitsverteilungen
experimentellen Signale ohne Zuordnung nicht mit beriicksichtigt wurden. Der Unterschied
zwischen dem realen Zusammenhang der Wahrscheinlichkeit von den Pseudoenergien und
den Wabhrscheinlichkeitsgraphen, die SIBASA fiir die Berechnung der lokalen Bayesschen
Wahrscheinlichkeiten verwendet, kann vor allem beim 2-D-NOESY-Spektrum beobachtet
werden (Abb. 48 A und B). Die Wahrscheinlichkeiten von SIBASA gehen fiir niedrige
Pseudoenergien auf 0, die realen Wahrscheinlichkeiten dagegen bleiben auf héherem Niveau.
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Verlauf von Pseudoenergien und dynamischer GroBen wahrend der
automatischen Zuordnung
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Abbildung 49: Zeitlicher Verlauf der gesamten Pseudoenergie des Signalvergleichs und des Anteil
der richtig identifizierten Zuordnungen bei der automatischen Zuordnung von PfIrx. In rot ist die
Instanz der Optimierung mit der besten und in griin die Instanz mit der schlechtesten finalen
Pseudoenergie eingezeichnet. A Verlauf der Pseudoenergie des Volumen- und Linienformvergleichs
auf den Grundfldchen der experimentellen Signale E'*'*, B Verlauf der gefundenen richtigen
Zuordnungen im Fehlerbereich 5% + 0,03 ppm.

Nach 47 Synchronisationen (11.750.000 Iterationen) war die automatische Zuordnung von
PfTrx abgeschlossen. SIBASA hatte die minimale Pseudoenergie der Optimierung E* (GL.
44) gefunden und es wurden keine weiteren Resonanzzuordnungen mehr zur Laufzeit fixiert.
Im folgenden wird der Verlauf der wichtigsten Pseudoenergien und andere dynamischer
Parameter wahrend der Optimierung ausgewertet.

In Abb. 49 A sind die Verldufe der Pseudoenergie des Volumen- und Linienformvergleichs
EYetshe auf den Grundflichen der experimentellen Signale fiir die beiden Instanzen, die die
Pseudoenergie am besten (rot) und am schlechtesten (griin) optimiert haben, aufgetragen. Bei
der automatischen Zuordnung von PfTrx ist kaum ein Unterschied zwischen den Verldufen
der Pseudoenergie der beiden Instanzen zu sehen. Auch beim Anteil der im Fehlerbereich von
+0,03 ppm richtig gefunden chemischen Verschiebungen (Abb. 49 B) sind keine grofen
Unterschieden zwischen den beiden Instanzen sichtbar (77,34 % bzw. 77,76 % richtige
Zuordnungen am Ende).
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Abbildung 50: Zeitliche Verliufe wichtiger OptimierungsgréBen einer Instanz der automatischen
Zuordnung von PfTrx. A Verlauf der gesamten Pseudoenergie der Optimierung E (rot, y-Achse),
Verlauf der Pseudoenergie des Signalvergleichs E'""* (griin, y-Achse) und Verlauf der
Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® (blau, y2-Achse). In orange (y-Achse) ist der
geschitzte optimale Wert der Pseudoenergie des Signalvergleichs E""$"*°' ynd in gelb (y2-Achse) die
Pseudoenergie der chemischen Verschiebung der richtigen vollstdndigen Zuordnung eingetragen. B
Anzahl der Mitglieder von Amidgruppen im Dummyslot (lila, y-Achse) und Verlauf des dynamischen
Gewichtungsfaktors der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung w™” (griin, y2-Achse), dessen
Trend auch auf den Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie des Dummyslots w*P"™ iibertragen
werden kann.

In Abb. 50 A ist in rot die Pseudoenergie der Optimierung E® und in griin die
Pseudoenergie des Signalvergleichs EY'S"P¢ einer Instanz der automatischen Zuordnung
aufgetragen. Die Pseudoenergie des Signalvergleichs konvergiert bis auf 5 % (E“°*"*¢(Ende)
= 8242, EYolsharecrt = 7867) gegen den geschitzten Wert der vollstindigen richtigen Zuordnung
EYetshareort (ga]b) (GL. 65). Die Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® (blau) (Gl. 62)
verfehlt den Wert der richtigen Zuordnung (gelb) nur um auf 2 % (E°(Referenz) = 1043,
E®(Ende) = 1018). Der dynamische Skalierungsfaktor der Pseudoenergie der chemischen
Verschiebung in der Gesamtpseudoenergie w“(t) (Abb. 50 B griin) (Gl. 64) fillt dabei im
Laufe der automatischen Zuordnung auf den erlaubten Minimalwert ab. Die Anzahl der
Kerne, deren Resonanzen von SIBASA als nicht sichtbar identifiziert wurden, ist in lila
aufgetragen. Nur die Zuordnung der Resonanz von Arg36 N° ist am Ende im Dummyslot
verblieben. Die Amidgruppe von Gly30, die eigentlich dem Dummyslot zugeordnet werden
sollte, war am Ende dort nicht zu finden.
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Festlegung von Zuordnungen wahrend der Laufzeit
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Abbildung 51: Anteil der zur Laufzeit fixierte Zuordnungen (blau) und Anteil der zur Laufzeit
richtig fixierten Zuordnungen (rot) fiir die automatische Zuordnung von PfTrx. A Alle
Zuordnungen von Resonanzen, B Nur Zuordnungen Resonanzen von Amidprotonen und Stickstoffen.

Wihrend der Synchronisationsphasen wurden die besten Cluster der chemischen
Verschiebungen der Resonanzen der Kerne k& mit der maximalen gewichteten

Standardabweichung der chemischen Verschiebung o, (best) von 0,03 ppm erstellt (Kap.
2.2.13). Die gewichtete mittlere chemische Verschiebung wurde in allen Instanzen fiir den

restlichen ~ Verlauf  der  automatischen  Zuordnung  festgelegt, falls  die
Verifikationspseudoenergie des Kerns k im besten Cluster E""Y*S"5™ (best) groBer als

0,85 oder fir Amidprotonen und Stickstoffen die Verifikationspseudoenergie
Euservolsipesin host ) groBer als 0,73 war (Kap. 4.3.1). Abb. 51 A zeigt den Anteil der

Amidgruppe k
fixierten Resonanzen (blau) in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt in der automatischen Zuordnung.
In rot ist immer der Anteil der richtig fixierten Resonanzen angegeben. Der Anteil der
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fixierten Zuordnungen steigt wieder zu Beginn stark an und séttigt bei einem Anteil von
ungefdhr 45 %. Insgesamt wurden 353 der 715 Resonanzen von PfTrx zur Laufzeit fixiert
(49,3 %). Im Gegensatz zur automatischen Zuordnung von HPr S. aureus (H15A), fiir das nur
eine Resonanz zur Laufzeit falsch fixiert wurde, waren es beim PfTrx bereits 21
Zuordnungen. Das entspricht einem Anteil von 3 %.

Zuordnungen von Amidprotonen und Stickstoffen wurden dagegen zur Laufzeit nicht falsch
festgelegt (Abb. 51 B). Der Anteil der fixierten Zuordnung von Amidgruppen steigt zu Beginn
schneller an als der Anteil der restlichen fixierten Zuordnungen und ist, wie bei der
automatischen Zuordnung von HPr S. aureus (H15A), mit 59,7 % am Ende auch hoher.

Auswertung und Verifikation der vereinigten Zuordnungsliste

Nach der 47. Synchronisation der automatischen Zuordnung des reduzierten PfTrx wurde
die vereinigten Zuordnungsliste mit der maximalen gewichten Standardabweichung
oy (Cluster) von 0,03 ppm (Kap. 2.2.12) aus den 16 Instanzen erstellt. In ihr sind 586 der
715 (81,9 %) der zu bestimmenden chemischen Verschiebungen von Resonanzen richtig

zugeordnet. Bei den Amidgruppen mit sichtbaren NOESY-Kreuzsignalen waren es 212 der
225 Resonanzen (95,1 %).

Hiufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergie und Wahrscheinlichkeit der
richtigen Zuordnung

Mithilfe der Verifikationspseudoenergien Ey"“*"V*"*"P*¥™(pest) der Kerne k (Gl. 81) bzw.

E ot 7™ (best) der Amidgruppen k (Gl. 85) konnten die richtigen von den falschen

Zuordnungen in der vereinigten Zuordnungsliste getrennt werden. Abb. 52 zeigt die
Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien und die resultierenden Bayesschen

Wahrscheinlichkeiten P(korrekt|E; "V MPes™ (hegt ) bzw.

P(korrektIEiﬁf&:;&ggfﬁape’“m(best)). In A ist zu erkennen, dass falsche Zuordnung nach der
automatischen Zuordnung von PfTrx niedrigere Verifikationspseudoenergien als richtige
Zuordnungen haben. Im Vergleich zum Ergebnis der automatischen Zuordnung von HPr S.
aureus (HI5A), sind mehr falsche Zuordnungen mit hoher Pseudoenergie vertreten. Dies
wirkt sich auf den Verlauf der Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung aus (Abb. 52 B),

die nie auf 100 % ansteigt, sondern bei hohen Pseudoenergien nur gegen 95 % konvergiert.
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Abbildung 52: Hiufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien E“""***"**" (pest) und
Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung nach der automatischen Zuordnung von PfTrx.

A Haufigkeitsverteilung H (E<"*""*"%*™ (pest)) der Verifikationspseudoenergien der richtigen
(rot) und der falschen Zuordnungen (griin), B Bayessche Wahrscheinlichkeit einer richtigen
Zuordnung P (korrekt| E<“"""*5" (hest))  einer Resonanz (rot) in Abhdngigkeit von der
Verifikationspseudoenergie und zugehdrige Wahrscheinlichkeitskurve, die mit Hilfe von bereits
geldésten Proteinen erzeugt und in die AUREMOL Datenbank gespeichert wurde (griin) (Abb. 28).

C Hufigkeitsverteilung H (E """ (best)) der richtigen (rot) und der falschen Zuordnungen
(griin) von Amidgruppen, D Bayessche Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung
P (korrekt|ES e """ (pest ) einer ~ Amidgruppe — (rot) in  Abhingigkeit von der

Verifikationspseudoenergie und zugehérige Wahrscheinlichkeitskurve aus der AUREMOL Datenbank
(griin) (Abb. 28).

Im Gegensatz zum HPr S. aureus (H15A) sind in der vereinigten Zuordnungsliste falsche
Resonanzzuordnungen von Amidgruppen vorhanden. Die Verteilungen in Abb. 52 C zeigen,
dass die richtigen Zuordnungen (rot) groBtenteils hohe Pseudoenergien haben. Die wenigen
falschen Zuordnungen (griin) sind aber fast gleichmifig {iber den Bereich zwischen 0,1 und
0,7 verteilt. Dies fiihrt dazu, dass die Wahrscheinlichkeit einer richtige Zuordnung einer
Amidgruppe (Abb. 52 D) fast linear im Bereich von 0 bis 0,7 auf 100 % ansteigt. Die
Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnungen konnten beim PfTrx weder fiir die
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Amidgruppen noch fiir die H* und Seitenkettenprotonen mithilfe des Satzes von Bayes und
den Haiufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien eines Referenzdatensatzes
(Abb. 52 B und D griin) gut genug genédhert werden. Die Bayesschen Wahrscheinlichkeiten,
die mit dem Referenzdatensatz berechnet werden konnen, sind hoher als in der Realitiit,
wodurch der Anteil der falschen Zuordnungen hoher wird als eigentlich beabsichtigt.

Fiir die in Kap. 4.3.1 festgelegten minimalen Grenzwert p = 0,85 bzw. pamidgrappe = 0,73 der
Verifikationspseudoenergien ist die reale Wahrscheinlichkeit einer falschen Zuordnung einer
Resonanz eines Nichtamidprotons 8,5 % und 0 % fiir die Resonanzen von Amidgruppen.

Die Gute der Verifikationspseudoenergie als Separator zwischen falschen und
richtigen Zuordnungen

Um die Eignung der Verifikationspseudoenergien als Entscheidungskriterium zwischen
falschen und richtige gefunden chemischen Verschiebungen zu untersuchen, ist in Abb. 53 A
die modifizierte ROC-Kurve fiir die Zuordnungen aller Kerne und in Abb. 53 C die
modifizierte ROC-Kurve fiir die Zuordnungen von Amidgruppen abgebildet. Der Verlauf der
Kurve in Abb. 53 A dhnelt dem Verlauf der entsprechenden ROC-Kurve von HPr S. aureus
(H15A). Die Flache unter der Kurve, welche die Giite der Verifikationspseudoenergie als
Separator zwischen falschen und richtig gefunden chemischen Verschiebungen misst, ist mit
80,4 % nur um 3 % kleiner. Man kann erkennen, dass es fiir H*- und Seitenkettenprotonen
keinen minimalen Grenzwert p der Verifikationspseudoenergie, fiir den nur noch richtige
Zuordnungen bestdtigt werden, gibt. In Abb. 53 C ist die modifizierte ROC-Kurve der
Verifikationspseudoenergie der Zuordnungen von Amidgruppen aufgetragen. Die Fliche unter
der Kurve Dbetrigt 93,2 9%. Hier existiert ein Grenzwert  Pamidguppe  der
Verifikationspseudoenergie, fiir den keine falsche Zuordnung in Kauf genommen werden
miissen und gleichzeitig 61 % der chemischen Verschiebungen von Resonanzen von
Amidgruppen richtig identifiziert werden.

Die Abhingigkeit der Wahrscheinlichkeit P(korrekt|E, """ ™ (best)) der richtigen
Zuordnung von der Verifikationspseudoenergie wurde mit den Satz von Bayes und den
Datensitzen von bereits gelosten Proteinen bestimmt und soll als absolutes Qualititskriterium
fiir eine Zuordnung dienen (Kap. 2.2.15). In Abb. 53 B ist der Anteil der richtig (rot) und
falsch identifizierten (griin) chemischen Verschiebung von Resonanzen gegen die
Wahrscheinlichkeit P (korrekt|Ey """ (best)) aufgetragen. Im Idealfall wiirde der
Anteil der falschen  Zuordnungen, die als richtig identifiziert = werden
1—P(korrekt|E{""V$"P5™ (hest)) betragen (blaue Winkelhalbierende), ist aber in diesem

Fall durchwegs hoher. Maximal werden 2,7 % (insgesamt 5 %) mehr falsche chemische
Verschiebungen in die gefilterte Zuordnungsliste aufgenommen als beabsichtigt, wenn der
Benutzer eine Sicherheitswahrscheinlichkeit von 97,7 % wahlt.
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Abbildung 53: Auswirkung eines Grenzwertes der Verifikationspseudoenergie

E CsterYobsharesin( post ) auf die Klassifizierung der Resonanzzuordnungen in der vereinten Liste der
chemischen Verschiebung von PfTrx. A Modifizierte ROC-Kurve der Verifikationspseudoenergie. Es
sind die mdglichen richtigen Zuordnungen gegen die dafiir in Kauf zu nehmenden falschen
Zuordnungen aufgetragen (rot). Insgesamt sind 82,3 % der im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum
sichtbaren Resonanzen richtig (griin) und 17,9 % aller Resonanzen falsch zugeordnet worden (gelb).
B Gefundene richtige (rot, y-Achse) und falsche Zuordnungen (griin, y2-Achse) in Abhdngigkeit von
der von Sicherheitswahrscheinlichkeit P (korrekt| E<““"""%"**" (best)). Der vom Benutzer
tolerierten Anteil von falschen Zuordnungen ist in blau (Winkelhalbierende, y2-Achse) eingetragen. C
Modifizierte ROC-Kurve der Verifikationspseudoenergien von Amidgruppen E <!> "o"%" ™ (best).
Insgesamt sind 95,5 % der im 3D N-NOESY-HSQC-Spektrum sichtbaren Resonanzen von
Amidgruppen richtig (griin) und 5,3 % aller Resonanzen von Amidgruppen falsch (gelb) zugeordnet
worden.

Beim signifikanten Niveau (95 % Sicherheitswahrscheinlichkeit) sind insgesamt 7,5 % der
gefilterten Zuordnungen falsch, 70 % richtig und 22,5 % bleiben undefiniert. In Abb. 53 D ist
die gleiche Abhingigkeiten fiir Mitglieder von Amidgruppen aufgetragen. Hier kann der
Anteil der falschen Zuordnungen in der gefilterten Zuordnungsliste bis zu einer
Sicherheitswahrscheinlichkeit von 95,5 % eingehalten werden. Der maximale Fehler liegt bei
einer Sicherheitswahrscheinlichkeit von 99,9 % bei der 3,6 % mehr falschen Zuordnungen als
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beabsichtigt (insgesamt 3,7 % falsche Zuordnungen), iibernommen werden.

Abschatzung der Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung von HSQC-

Signalen
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Abbildung 54: Schdtzung der Hdufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien der richtig
zugeordneten Resonanzen von Hauptkettenamidgruppen beim PfTrx. A Wenig geglittete (rot) und
mit H“"*(x) (GL 92) gefittete Hiufigkeitsverteilung —H(E' e """ (best)) (griin) der

Verifikationspseudoenergien der Zuordnungen von Hauptkettenamidgruppen. B Vergleich zwischen
Cluster,Vol,Shape,sim

der gefitteten (rot) und der realen (griin) Hdufigkeitsverteilung H(ES." derupe (best)) der
Verifikationspseudoenergien der richtigen Zuordnungen von Hauptkettenamidgruppen.

Cluster,Vol,Shape,sim

Da der Graph der Bayesschen Wahrscheinlichkeiten P(korrekt|Exmggupek (best)) einer
richtigen Zuordnung, der mit Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien bereits
geloster Proteine gebildet worden ist (Abb. 28 D), fiir hohe Verifikationspseudoenergien kaum
mehr Abstufungen kennt, sind diese Wahrscheinlichkeiten als absolute Qualitdtsmerkmal fiir
die Zuordnung von Amidgruppen nicht geeignet. Um eine bessere Abhdngigkeit der
Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung von Amidprotonen und Stickstoffen von den
Verifikationspseudoenergien zu erhalten wird, wie in Kap. 4.3.2 fiir HPr S. aureus (H15A)
beschrieben, die  Haufigkeitsverteilung der  hohen  Verifikationspseudoenergien

E oot T (best) der Hauptkettenamidgruppen mit G1. 92 gefittet. Dieser Fit dient wider

als Naherung der Héufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergie der richtigen
Zuordnung. Die linke Grenze des Fits wird wieder durch Analyse der wenig verbreiterten
Haufigkeitsverteilungserteilung der Hauptkettenamidgruppen (Abb. 54 A rot) auf 0,64
gesetzt, da die Héufigkeitsverteilung H(Ejmgmmi " (best)) an diesem Punkt zum ersten
mal auf nahezu 0 fillt. In Abb. 54 A und B ist jeweils in griin die gefittete Verteilung von der
richtigen Zuordnungen H*"™(x) aufgetragen. Abb. 12 B vergleicht den Fit von Gl. 92 mit der
realen Verteilung der richtigen Zuordnungen.



4 Ergebnisse 148

—_
S
o

[e]
(@]

(best)) [%]

60 1

40 1

Cluster,Vol,Shape,sim

Amidgruppe

20 1

P ( korrekt ‘E

0 T 7 T T T T T T T
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Cluster,Vol,Shape,sim ( )
EAmidgmppe beSt

Abbildung 55: Mithilfe des Fits von Abb. 54 geschdtzte Bayessche Wahrscheinlichkeit der richtigen

Zuordnung eines Amidprotons oder Stickstoffs P(korrekt| E =" (best)) in Abhingigkeit

von der Verifikationspseudoenergie (rot). In griin ist der Wahrscheinlichkeitsgraph, der mit Hilfe von
Datensdtzen bereits gelbster Proteine bestimmt wurde, eingezeichnet. In schwarz ist der bestimmte
Grenzwert der Verifikationspseudoenergie pamidgruppe = 0,64 fiir sichere Zuordnungen eingetragen.

Man kann erkennen, dass die Ndherung im Bereich der hohen Verifikationspseudoenergien
gut mit der realen Kurve (rot) iibereinstimmt. In Abb. 55 ist die mit dem Fit geschitzte (rot)
und die reale (griin und Abb. 52 D) Abhingigkeit der Wahrscheinlichkeit

1 1,Sh i . . . . .
P(korrektIEg;f;:;rp(;fkape’s"“(best)) einer richtigen Zuordnung eines Amidprotons oder

Stickstoffs von der Verifikationspseudoenergie aufgetragen. Der Grenzwert der
Verifikationspseudoenergie pamiggruppe, der benotigt wird um alle falschen Zuordnungen von
HSQC-Signalen aus der vereinigten Zuordnungsliste zu entfernen, kann wieder bei der
Wahrscheinlichkeit von 99,8 % abgelesen werden (schwarze Linie). Er betrdgt 0,639 und
liegt iiber der hochsten Verifikationspseudoenergie einer falschen Zuordnung (0,61).
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Zuordnung des HSQC-Spektrums von PfTrx
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Abbildung 56: Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der HSQC-Signale von PfTrx in
Abhdngigkeit von der Position der Aminosdure in der Primdrsequenz. Die griinen Balken zeigen die
Wahrscheinlichkeiten von richtig gefundenen, die roten die Wahrscheinlichkeiten von falsch
gefundene Zuordnungen an. In gelb ist der lokale RMSD (RMSD der Aminosdure und seiner beiden
ndchsten Nachbarn) der schweren Hauptkettenatome des gemittelten MD-Ensembles zum gemittelten
NMR-Ensemble aufgetragen. Die dunkelblaue Linie gibt den minimalen Grenzwert der
Wahrscheinlichkeit, fiir den keine falschen Zuordnungen mehr bestdtigt werden, an.

A Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der HSQC-Signale der Hauptketten.

B Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der HSQC-Signale der Seitenketten von Asn und GIn
und Trp30. Die Wahrscheinlichkeit des HSQC-Signals von Asn N°/Asn H*' ist immer links von der
Wahrscheinlichkeit des Signals von Asn N*’/Asn H°* und die Wahrscheinlichkeit des Signals von Gln
N?/GIn H*" ist immer links von der Wahrscheinlichkeit des Signals von GIn N*'/GIn H** aufgetragen.

Wahrscheinlichkeit der richitgen Zuordnung [%)]
wn
f=]
Lokaler RMSD zumNMR-Ensemble[nm]

Lokaler RMSD zumNMR-Ensemble[nm]
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In Abb. 56 A sind die Wahrscheinlichkeiten der richtige Zuordnung der HSQC-Signale der
Hauptkette von PfTrx gegen die Primérsequenz aufgetragen. Die Wahrscheinlichkeiten
wurden mithilfe der geschitzten Wahrscheinlichkeitsfunktion aus Abb. 55 (rot) berechnet. In
gelb ist der lokale RMSD (RMSD der Aminosdure und der beiden néchsten Nachbarn) der
schweren Hauptkettenatome vom gemittelten MD-Ensemble zum gemittelten NMR-Ensemble
aufgetragen.

Eine der 11 falsch zugeordneten Amidgruppen hat keine sichtbaren Kreuzsignale (Gly32).
Bei 7 der 10 verbleibenden Amidgruppen sind jeweils nur die Resonanzen der Stickstoffe
falsch zugeordnet worden. Nur bei den HSQC-Signalen von Cys34 und Val56 sind die
chemische Verschiebungen beider Resonanzen falsch gefunden worden. Die beiden falsch
zugeordneten HSQC-Signale von Ile54 und Val56 haben Wahrscheinlichkeiten von nahezu
100 % und sind kaum noch von den richtigen gefundenen Zuordnungen zu unterscheiden. Die
Zuordnungen der Aminosdure 31-35 im aktiven Zentrum haben nur kleine
Wahrscheinlichkeiten. Dies betrifft die beiden Cysteine Cys31 und Cys34, die im oxidieren
Zustand eine Disulfidbriicke bilden und die Amidgruppe von Gly32, die keine sichtbaren
Kreuzsignale in den NOESY-Spektren hat Die 3 Proline scheinen die Wahrscheinlichkeiten
der richtigen Zuordnung in ihrer Umgebung negativ zu beeinflussen. In Abb. 56 B sind die
Wabhrscheinlichkeiten fiir die richtigen Zuordnungen der Seitenkettenamidgruppen von Asn,
GIln und Trp gezeigt. Es wurden keine Signale falsch zugeordnet, aber nur 5 der 16
Amidgruppen haben Wahrscheinlichkeiten, die hoher als 99,8 % sind. Eine Abhdngigkeit der
Wabhrscheinlichkeit einer richtigen Zuordnung vom lokalen RMSD, der maximal 0,25 nm
betrdgt, kann bei der automatischen Zuordnung von PfTrx nicht beobachtet werden. Im
aktiven Zentrum steigt der lokale RMSD zwar an, bleibt aber insgesamt auf einem niedrigen
Niveau.

Abb. 57 zeigt die Summenprojektion des 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrums auf die ®2w3-
Ebene. Die Signale wurden mit einer Sicherheitswahrscheinlichkeit von 99,8 % zugeordnet.
Insgesamt konnten 83 der 115 HSQC-Signale (72 %) (78 der 100 Hauptkettensignale) sicher
zugeordnet werden. Auf dem 99,8 % -Niveau wurde keine falsche Zuordnung bestétigt.



4 Ergebnisse 151

8
Bl

[o\\\\\\\\

%
%]
£

L P

L —
o) E‘
b w1 E
&) 12000 —
‘l‘ —_

. i
5LUG3 ( i wZ
1
- QO

Q Q o) Bl

GLU29; PHE76 -

@SNSI 25.00

SP93
LE23 <;F5 VAL52
HE26
@ @ VAL22
TYR79 EUSO 5
0
EU&@HE53 5195
. 130

\\\\\\\g\\\\\\\\

\Lé\

7.00

b

I Il L I Q\ L ’O Il L
8('H) [ppm]

Abbildung 57: Automatisch mit dem MD-Ensemble zugeordnetes HSQC-Spektrum von PfTrx. Die
vom Benutzer wdhlbare Sicherheitswahrscheinlichkeit betrdigt 99,8 %. Es wurden keine Signale
falsche zugeordnet. Die Postionen an denen Zuordnungen fehlen, sind schwarz umrandet. Insgesamt
konnten 83 der 115 Signale und 78 der 100 Hauptkettensignale sicher gefunden werden.

4.3.4 Automatische Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp

Im Gegensatz zu HPr S. aureus (H15A) und dem reduzierten PfTrx stand fiir Ras(T35S)-
GppNHp keine vollstindige Zuordnung auf Basis der verwendeten NOESY-Spektren zur
Verfiigung. Eine vollstindige Zuordnung, die bei einem anderen pH (pH 6,8 statt 7,4) und
anderer Temperatur (298 K statt 303 K) und mit anderen Spektren erstellt wurde, wurde von
Araki et al. (2011) verdffentlicht. Da aber eine Referenzzuordnung, die nicht selbst aus den
Eingabespektren stammt, systematische Fehler in der Auswertung erzeugen wiirde, kann sie
nicht ohne Anpassung ibernommen werden.

Die chemischen Verschiebungen der Resonanzen der Amidgruppen, die stark von pH und
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Temperatur abhidngen, wurden auf Basis der ®2m3-Projektion des 3D "N-NOESY-HSQC-
Spektrums angepasst (Puthenpurackal Narayanan et al.), wobei die chemischen
Verschiebungen der Resonanzen der 343 Amidprotonen und Stickstoffen bestimmt wurden
und auBerdem festgestellt wurde, dass die Resonanzen von 12 Hauptkettenamidgruppen nur
iber ein Kreuzsignal mit dem Losungsmittel im 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum sichtbar
waren.

Der Rest der Liste der chemischen Verschiebungen von Araki et al. (2011) wurde mit den
aus dem NMR-Ensemble (PDB ID: 2CLF) zuriickgerechneten NOESY-Spektren und
SIBASA an die experimentellen NOESY-Spektren angepasst (Kap. 3.4.5).

Auswahl und Vorbereitung der Rontgenstruktur

Abbildung 58: Abbildung der betrachteten 3D-Strukturen von Ras(T35S)-GppNHp. A NMR-
Strukturensemble (PDB ID: 2L.CF), B Rontgenstruktur in Form 2 (PDB ID: 3KKM),

C Rontgenstruktur in Form 1 (PDB ID: 3KKN), D 200 Strukturen umfassendes MD-Ensemble auf
Basis der Rontgenstruktur Form 1. Die Fehlende Helix in der Rontgenstruktur von Form 2 ist schwarz
umrandet. Der RMSD-Wert der schweren Hauptkettenatome der gemittelten Strukturen zum
gemittelten NMR-Ensemble betrdgt fiir B 0,14 nm, fiir C 0,22 nm und fiir D 0,21 nm. Die Modelle
wurden mit PyYMOL (DeLano Scientific, LLC) erstellt.

Als Basis der MD-Simulation wurde die Rontgenstruktur von Ras(T35S)-GppNHp Form 1
(PDB ID: 3KKN) (Abb. 58 C) verwendet, weil sie im Gegensatz zu der Rontgenstruktur von
Form 2 (Abb. 58 B) vollstdndig war (beide Strukturen stammen aus der Veréffentlichung von
Shima et al. 2010). Die Struktur in Form 2 liegt zwar ndher am NMR-Ensemble (Abb. 58 A)
(Araki et al. 2011) (RMSD: 0,13 nm statt 0,22 nm) und kann auch experimentell Kontakte mit
dem Nukleotid, die Form 1 nicht hat, erkldren (Abb. 17), aber es kann vom Benutzer nicht
erwartet werden, dass er die ideale Rontgenstruktur kennt oder sich die optimale Startstruktur
selbst erzeugt. In diesem Fall widre die optimale Struktur die Kombination aus der
Rontgenstruktur Ras(T35S)-GppNHp Form 2 und der Helix aus Form 1.
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NMR-Ensemble Rontgenstruktur Rontgenstruktur ~ MD-Ensemble
Form 2 Form 1 (200 Strukturen)
RMSD [nm] 0 0,136 0,22 0,207
> E 1121 1260 (+12,4 %) 1109 (-1,1 %)
ij
> BT 1772 1868 (+5,4 %) 1749 (-1,3 %)
ij

Tabelle 12: Summe der lokalen Pseudoenergien der Riickrechnungen und RMSD-Werte der 3D-
Srukturen von Ras(T35S)-GppNHp. Fiir die RMSD-Werte wurden die schweren Hauptkettenatome
der gemittelten 3D-Strukturen und die schweren Hauptkettenatome des gemittelten NMR-Ensembles

berticksichtigt. Die Volumen- und Linienformpseudoenergien E :]/-01 und E;hap “ der Signale j im

Spektrum i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D "N-NOESY-HSQC) wurden mit der vollstindigen richtigen
Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp berechnet. In Klammern sind die relativen Unterschied der
Pseudoenergien zu den Pseudoenergien der Riickrechnungen der NMR-Strukturen aufgelistet. Es
wurde der Volumenskalierungsfaktor a5ré. .« fiir das 2-D-NOESY- und @t . .., fiir das 3D *°N-
NOESY-HSQC-Spektrum verwendet.

Die MD-Simulation (Abb. 58 D) kann den RMSD der schweren Hauptkettenatome zum
NMR-Ensemble nur leicht verbessert. Tabelle 12 listet neben den RMSD-Werten auch die
Summen der lokalen Pseudoenergien des Volumens E¥' und der Linienform E*" (Kap. 2.2.8)
fiir die entsprechenden Riickrechnungen und die richtige vollstdndige Zuordnung auf. Als
Volumenskalierungsfaktoren wurden osme ey fiir das 2-D-NOESY- und @y wopsy fuir das
3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum verwendet. Die Réntgenstruktur von Ras(T35S)-GppNHp
Form 1 erzeugt wie erwartet die hochsten Pseudoenergien, mit den Riickrechnungen des MD-
Ensemble wurden dagegen sogar bessere Werte als fiir die Riickrechnung des NMR-
Ensembles berechnet. Durch die MD-Simulation verbessert sich die Ausgangslage von
SIBASA gegeniiber der Rontgenstruktur Form 1 um 12 % bei der Pseudoenergie des
Volumens und um 6 % bei der Pseudoenergie der Linienform.

Automatische Bestimmung der Volumenskalierungsfaktoren und
Linienverbreiterungen

Die mit dem MD-Ensemble, den MD-Dynamikparametern und einer zufélligen Zuordnung
erstellten Riickrechnungen wurden mithilfe der statistischen Methoden (Kap. 2.2.4 und Kap.
2.2.5) bestmoglich an die experimentellen Spektren angepasst.
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Abbildung 59: Hiufigkeitsverteilung der experimentellen und simulierten logarithmierten Volumen
H(In(V)) und Linienbreiten H(In(Lw)) im Ras(T35S)-GppNHp. Die Hdufigkeitsverteilungen der
experimentellen Werte sind in rot, die der simulierten Werte in griin und die der statistisch optimierten
simulierten Werte in blau eingezeichnet. A Hdufigkeitsverteilungen der Volumen im 2-D-NOESY-
Spektrum, B Hdufigkeitsverteilungen der Volumen im 3D ">N-NOESY-HSQC-Spektrum und

C Hiufigkeitsverteilungen der Linienbreiten der indirekten 'H-Dimension des 3D N-NOESY-HSQC-
Spektrums. Die logarithmierten simulierten Volumen in A und B sind gegen die y2-Achse aufgetragen.
Die aus dem MD-Ensemble zuriickgerechneten Spektren hatten zufillige Startzuordnungen und
wurden fiir die Bestimmung der Volumenskalierungsfaktoren mit der statistischen Methode verbreitert.

SIBASA konnte nur fiir die indirekte 'H-Dimension des 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrums
(o1-Dimension) eine Linienverbreiterung von 7,3 Hz bestimmen. In Abb. 59 C sind die
Haufigkeitsverteilungen der logarithmierten experimentellen (rot), logarithmierten
simulierten (griin) und logarithmierten verbreiterten simulierten Linienbreiten (blau) dieser
Dimension aufgetragen. Durch die Verbreiterung stimmen die Haufigkeitsverteilungen der
simulierten und experimentellen Linienbreiten besser iiberein. Tabelle 13 listet die

Verinderung der Summe der lokalen Pseudoenergien E)3 . opsy des Volumens und

E3"™ oesy der Linienform des 3D '"N-NOESY-HSQC-Spektrums auf. Durch die Anpassung

der Linienbreiten konnten in diesem Fall die Pseudoenergien der richtigen vollstindigen
Zuordnung nicht verbessert werden.

AnschlieBend wurden die Volumenskalierungsfaktoren statistisch ermittelt. Mit ihnen
konnten die Verteilungen der logarithmierten skalierten simulierten Signalvolumen (Abb. 59
A und B blau) in beiden NOESY-Spektren bestmoglich an die Verteilungen der
logarithmierten experimentellen Signalvolumen (rot) angepasst werden. In Tabelle 13 sind
die statistisch und die mit der vollstindigen richtigen Zuordnung bestimmten

Skalierungsfaktoren zusammen mit den zugehérigen Pseudoenergien des Volumens E;® der

1

Eingabespektren i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D "N-NOESY-HSQC) aufgelistet. Im Falle des 2-

D-NOESY-Spektrums war der statistisch ermittelte Volumenskalierungsfaktor oo zu
klein. Mit ihm war Pseudoenergie des Volumens E)% .orsy der vollstindigen richtigen
Zuordnung auf dem 2-D-NOESY-Spektrum um 7 % hoéher als mit dem

. —Ref
Referenzskalierungsfaktor o, nogsy -
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2-D-NOESY 3D "N-NOESY-HSQC

oetiseh 0,0058 (- 6,5 %) 0,25 (-66,2 %)
ZN gV 805 (+2,9 %) 270 (-19,6 %)

=1 i
Anzahl der Signale 5563 1661
e 0,01 (+61,3 %) 0,74

N 280
> gy 752 (-3,8 %) 336
Anzahl der Signale 2814 783
aline 0,0062

N;\'\gmﬂe .
s e 782
Anzahl der Signale 144
Verbreiterung o1 [Hz] 0 7,3
Verbreiterung 2 [Hz] 0 0
Verbreiterung o3 [Hz] 0
ZL E;" ohne Verbreiterung 327
ZNZI E;* mit Verbreiterung 336 (+2,7 %)
ZL E;"" ohne Verbreiterung 442

NI shape s ; 447 (+ 1,1 %
2., Ei"™ mit Verbreiterung ( )

Tabelle 13: Auf verschiedene Arten bestimmte Volumenskalierungsfaktoren und statistisch
bestimmte Linienverbreiterungen und ihre Auswirkung auf die lokalen Pseudoenergien der
richtigen Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp. Es sind die statistisch bestimmten (c"™"), die

mit allen eindeutig zuordenbaren Signalen bestimmten (diR o ) und nur mit eindeutigen Ringkontakten

bestimmten Skalierungsfaktoren (af"’g) angegeben. AuSerdem sind die Pseudoenergie des Volumens

und die Anzahl der experimentellen Signale, die bei der Bildung des Skalierungsfaktor beteiligt waren,

Ny e .. . . . . :
aufgelistet. Z,--1 EUV."I bzw. Zj_1 E,.js.h“”‘ sind die iiber alle experimentelle Signale j summierten

Pseudoenergien des Volumens bzw. der Linienform im Spektrum i (i = 2-D-NOESY bzw. 3D 15N-
NOESY-HSQC). wl, w2 und w3 sind die Dimensionen der Spektren, in denen die Signale der
Riickrechnung verbreitert wurden. In Klammern sind die relativen Unterschiede der
Skalierungsfaktoren und Pseudoenergien zu der Referenz bzw. der nicht verbreiterten Riickrechnung
angegeben.

Im 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum ist die Pseudoenergie des Volumens E}% \opsy Mit dem
zu klein bestimmten statistischen Skalierungsfaktor o amonsy um 20 % besser als mit dem

. —Ref
Referenzskalierungsfaktor @1, yogsy -
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Abbildung 60: Entwicklung der Volumenskalierungsfaktoren a; (rot) wihrend der automatischen
Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp. In griin (y2-Achse) ist die Anzahl der eindeutige zuordenbaren

Signale N aufgetragen. In lila sind die Volumenskalierungsfaktoren @, die mit den eindeutig

zuordenbaren Kreuzsignalen bestimmbar waren, eingezeichnet. A 2-D-NOESY-Spektrum, B 3D "°N-
NOESY-HSQC-Spektrum.

In Abb. 60 ist die zeitliche Anpassung der verwendeten Volumenskalierungsfaktoren
wiéhrend der automatischen Zuordnung aufgetragenen (Kap. 2.2.14). Durch das Fixieren der
chemischen Verschiebungen von Resonanzen nidhert sich der Skalierungsfaktor des 2-D-
NOESY-Spektrums (A rot) zur Laufzeit dem Referenzskalierungsfaktor oissnopsy (A lila) an

und erreicht diesen am Ende fast perfekt. Das gleiche gilt fiir den Skalierungsfaktor des 3D
PN-NOESY-HSQC-Spektrums, dessen Fehler am Ende der automatischen Zuordnung auf 19
% reduziert werden konnte.

Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien der richtigen
Zuordnung

Mit der richtigen vollstdndigen Zuordnung kénnen die Haufigkeitsverteilungen der lokalen
Pseudoenergien E**' und ES""¢ des erwarteten Ergebnisses der automatischen Zuordnung von
Ras(T35S)-GppNHp bestimmt werden. Abb. 61 zeigt in rot die Haufigkeitsverteilungen der
lokalen Pseudoenergien des Volumens EY und in griin die Hiufigkeitsverteilungen der
lokalen Pseudoenergien des Linienformvergleichs E"** der beiden NOESY-Spektren auf den
experimentellen und auf den simulierten Grundfldchen ij. Die vollstandige richtige Zuordnung
zeichnet sich auch bei der automatischen Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp durch eine sehr
groBen Anteil von hohen Pseudoenergien aus.
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Abbildung 61: Hiufigkeitsverteilungen H(E) der lokalen Pseudoenergien des Volumens E™' (rot)
und der Linienform ES"®* (griin) der richtigen vollstindigen Zuordnung beim Ras(T35S)-GppNHp.
A Auf den Grundflichen der experimentellen Signale im 2-D-NOESY-Spektrum, B auf den
Grundfldchen der simulierten Signale im 2-D-NOESY-Spektrum, C auf den Grundflédchen der
experimentellen Signale im 3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum, D auf den Grundfldchen der simulierten
Signale im 3D “"N-NOESY-HSQC-Spektrum. Die zuriickgerechneten Spektren wurden aus dem MD-
Ensemble und mit einer zufdlligen Zuordnung erzeugt. Fiir das 2-D-NOESY-Spektrum wurde der
Volumenskalierungsfaktor o578 osey, fiir das 3D *N-NOESY-HSQC-Spektrum der Skalierungsfaktor

ald opsy verwendet. Die zusitzlichen Linienverbreiterung wurden von SIBASA statistisch bestimmt.

Abb. 62 zeigt die Graphen der acht Bayesschen Wahrscheinlichkeiten einer lokalen
richtigen Zuordnung in Abhangigkeit von den beiden Pseudoenergien Ei\j/"l und Eisjhape in
beiden NOESY-Spektren auf jeweils experimentellen und den simulierten Grundfldchen. In
griin sind die Abhdngigkeiten der Wahrscheinlichkeiten von der Pseudoenergie, die SIBASA
wdhrend der automatischen Zuordnung verwendet und mithilfe des Datensatzes eines bereits
gelosten Proteins erstellt wurden (Kap. 4.3.1), eingezeichnet. Die Wahrscheinlichkeitskurven
(Abb. 62 rot) stimmen gut mit der Referenz (griin) iiberein, obwohl Ras(T35S)-GppNHp
doppelt so grof wie das Protein, mit dem die Referenzverteilungen erzeugt worden sind, ist.
Die groften Unterschiede sind bei den Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der
experimentellen Signale im Bereich niedriger Pseudoenergien zu sehen. Fiir die Bildung der
Referenzverteilungen der Pseudoenergien wurden ndmlich nicht zuordenbaren



4 Ergebnisse 158

experimentellen Signale, die in der Regel Pseudoenergien von 0 haben, ausgeschlossen (Kap.
4.3.1).
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Abbildung 62: Abhdngigkeit der Bayesschen Wahrscheinlichkeit der lokalen richtigen Zuordnung
Piy(E) von den lokalen Pseudoenergien E; (rot) fiir die NOESY-Spektren des Ras(T35S)-GppNHp. In
griin sind die zugehérigen Wahrscheinlichkeitsfunktionen, die SIBASA wdéhrend der automatischen
Zuordnung verwendet (Kap. 4.1.3), abgebildet. A P’ (E ), B p¥we  (EY ), C

2-D-NOESY 2-D-NOESY 2-D-NOESY 2-D-NOESY
Vol,sim Vol,sim Shape,sim Shape,sim
P o (BN ) und D Py (ESPST) des  2-D-NOESY-Spektrums. E
Vol Vol Shape Shape Vol,sim Vol,sim Shape,sim Shape,sim
P3—D-NOESY(E3—D—NOESY) F P3 D NOESY(E3—D—NOESY )’ G P3 -D- NOESY(E3-D-NOESY) und H P3 D-, NOESY( E3-D—N0ESY)

des 3D N-NOESY-HSQC-Spektrums. Die zuriickgerechneten Spektren wurden aus dem MD-Ensemble
und mit einer zufilligen Zuordnung erzeugt. Fiir das 2-D-NOESY-Spektrum wurde der
Volumenskalierungsfaktor cs\opsy, fiir das 3D °N-NOESY-HSQC-Spektrum der Skalierungsfaktor

at? opsy verwendet. Die zusdtzlichen Linienverbreiterung wurden von SIBASA statistisch bestimmt.
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Verlauf von Pseudoenergien und dynamischer GroBen wahrend der
automatischen Zuordnung
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Abbildung 63: Zeitlicher Verlauf der gesamten Pseudoenergie des Signalvergleichs und des Anteil
der richtig identifizierten Zuordnungen bei der automatischen Zuordnung von Ras(T35S)-
GppNHp. In rot ist die Instanz der Optimierung mit der besten und in griin die Instanz mit der
schlechtesten finalen Pseudoenergie eingezeichnet. A Verlauf der Pseudoenergie des Volumen- und
Linienformvergleichs auf den Grundflichen der experimentellen Signale E'*", B Verlauf der
gefundenen richtigen Zuordnungen im Fehlerbereich 5 + 0,03 ppm.

Die automatischen Zuordnung wird durch die Minimierung der Pseudoenergie des
Volumen- und Linienformvergleichs auf den Grundflichen der experimentellen Signale
EYebshape zur richtigen Zuordnung gefiihrt. Abb. 63 A zeigt den zeitlichen Verlauf der
Pseudoenergie fiir die am schnellsten (rot) und am langsamsten minimierende (griin)
SIBASA Instanz. Man kann erkennen, dass auch im Falle des Ras(T35S)-GppNHp mithilfe
mehrere Instanzen die minimale Pseudoenergie besser erreicht werden kann, als mit einer
einzigen Instanz. Der Unterschied zwischen den beiden finalen Pseudoenergien betrdgt 9 % in
Abb. 63 A. Dies wirkt sich auch wieder auf die Anzahl der richtig gefunden Zuordnungen
(Abb. 63 B) in diesen beiden Instanzen aus. Die beste Instanz identifiziert 70,3 %, die
schlechteste Instanz 67 % der chemischen Verschiebungen von Resonanzen im Fehlerbereich
von &'+ 0,03 ppm richtig. In Abb. 64 sind zeitliche Verldufe von Optimierungsgréfen der
besten Instanz von SIBASA aufgetragen. Die Pseudoenergie des Signalvergleichs EYe-Shape
(Abb. 64 A rot) kann den geschitzten Wert der richtigen Zuordnung E“°""P*" (Abb. 64 A
orange)(Gl. 64) nicht erreichen (+40 %), doch ndhert sie sich nahe genug an, dass der
dynamische Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung w®“(t)
(Abb. 64 B lila) (Gl. 64) und der Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie des Dummyslots
wEPm™ () (Gl. 74) am Ende der automatischen Zuordnung nahe an ihrem minimalen Wert
lagen.
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Abbildung 64: Zeitliche Verliufe wichtiger Optimierungsgrofien einer Instanz der automatischen
Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp. A Verlauf der gesamten Pseudoenergie der Optimierung E™
(rot, y-Achse), Verlauf der Pseudoenergie des Signalvergleichs E"S"" (griin, y-Achse) und Verlauf
der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E° (blau, y2-Achse). In orange (y-Achse) ist der
geschiitzte optimale Wert der Pseudoenergie des Signalvergleichs E"™""*" und in gelb (v2-Achse) die
Pseudoenergie der chemischen Verschiebung der richtigen vollstindigen Zuordnung eingetragen.

B Anzahl der Mitglieder von Amidgruppen im Dummyslot (lila, y-Achse) und Verlauf des dynamischen
Gewichtungsfaktors der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung w™” (griin, y2-Achse), dessen
Trend auch auf den Gewichtungsfaktor der Pseudoenergie des Dummyslots w*P™™ iibertragen
werden kann.

Durch den dynamischen Gewichtungsfaktor w™“(t) nidhert sich die Pseudoenergie der
chemischen Verschiebung E® (blau) (Gl. 62) bis auf 1 % an die Pseudoenergie der chemischen
Verschiebung der vollstdndigen richtigen Zuordnung an (gelb). Die Anzahl der Amidprotonen
und Stickstoffe im Dummyslot ist am Ende mit 53 hoher als die zu erwartende Anzahl von 36
(12 im 3D ®N-NOESY-HSQC-Spektrum nicht sichtbare Resonanzen Amidgruppen und 11
Resonanzen von Arg N¥, die auerhalb der spektralen Bereiche liegen).

Festlegung von Zuordnungen wahrend der Laufzeit

Es wurden wieder 16 Instanzen von SIBASA mit unterschiedlichen Konfigurationen und
Zufallszahlen gestartet. Nach jeweils flinfmaligen Abkiihlen (500.000 Iterationen) wurden
diese synchronisiert. Wihrend der Synchronisationsphasen wurden die vereinigten
Zuordnungslisten mit der maximale gewichten Standardabweichung eines Clusters eines
Kerns k& von o, =0,03ppm gebildet und versucht chemische Verschiebungen von
Resonanzen zu fixieren (Kap. 2.2.13). Abb. 65 A zeigt den Anteil der fixierten (blau) und
korrekt fixierten Zuordnungen (rot) in Abhédngigkeit vom Zeitpunkt in der Optimierung an.
Am Ende sind 40,3 % der Zuordnungen zur Laufzeit festgelegt worden. Der Grofiteil davon
konnte bereits relativ friih festgelegt werden, wodurch im weiteren Verlauf der automatischen
Zuordnung mehr Rechenzeit auf die schwieriger zuzuordnen Kerne verteilt werden konnte.
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Abbildung 65: Anteil der zur Laufzeit fixierte Zuordnungen (blau) und Anteil der zur Laufzeit
richtig fixierten Zuordnungen (rot) fiir die automatische Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp. A
Alle Zuordnungen von Resonanzen, B Nur Zuordnungen Resonanzen von Amidprotonen und
Stickstoffen.

Insgesamt sind ein Grofiteil der zur Laufzeit fixierten Zuordnungen auch richtig festgelegt
worden. Lediglich 20 der 468 Zuordnungen (4,3 %) wurden im Fehlerbereich von 8%+ 0,03
ppm falsch festgelegt. Wiirde der maximale Fehler fiir die chemischen Verschiebungen der
Resonanzen von H* und Seitenkettenprotonen auf 0,06 ppm gesetzt, welches dem Bereich
entspricht, indem die chemischen Verschiebungen der Resonanzen der Referenz optimiert
worden sind (Kap. 3.4.5), so wiren nur 12 fixierte chemische von Resonanzen
Verschiebungen falsch zugeordnet worden (2,6 %).

Abb. 65 B zeigt den Anteil der fixierten (blau) und korrekt fixierten (ret) Zuordnungen von
Amidgruppen an. Auch bei den Amidgruppen steigt der Anteil der fixierten Resonanzen zu
Beginn stark an und konvergiert gegen 54 %. Wieder sind alle fixierten Zuordnungen von
Amidgruppen auch richtig.

Mit den zur Laufzeit fixierten Resonanzzuordnungen konnten experimentelle NOESY-
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Kreuzsignale eindeutig zugeordnet werden, wodurch es moglich war die
Volumenskalierungsfaktoren o, (Kap. 2.2.14) zur Laufzeit der automatischen Zuordnung zu
bestimmen. Abb. 60 zeigt in griin die eindeutig zuordenbaren Signale fiir beide NOESY-
Spektren. Im 2-D-NOESY-Spektrum konnten am Ende 931 (16 % aller experimentellen
Signale) und im 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektrum konnten 311 (18 % aller experimentellen
Signale) Signale eindeutig zugeordnet werden.

Auswertung und Verifikation der vereinigten Zuordnungsliste

Nach 72 Synchronisationen der automatische Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp hat sich
die Pseudoenergie der Optimierung E* nicht mehr entscheiden verbessert und es wurden
keine weiteren Zuordnungen mehr zur Laufzeit fixiert. Die finale vereinigte Zuordnungsliste
wurde anschliefend wieder mit einer maximalen gewichteten Standardabweichung
oy (Cluster) von 0,03 ppm erstellt (Kap. 2.2.13). In ihr sind insgesamt 850 der 1095 (77,6
%) chemischen Verschiebungen von Resonanzen im Fehlerbereich von 8*¢ + 0,03 ppm richtig
zugeordnet worden. Von den 345 Resonanzen von Amidprotonen und Stickstoffen, die
sichtbare Kreuzsignale im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum hatten, sind 317 (91,8 %) richtig
zugeordnet worden. Von den chemischen Verschiebungen der Resonanzen der
Hauptkettenamidgruppen wurden 282 der 300 richtig zugeordnet (94 %). Von den 12
Amidgruppen, die keine sichtbaren NOESY-Kreuzsignale hatten, konnte SIBASA nur Ser35
auf den dafiir vorgesehenen Dummyslot in allen 16 Instanzen setzen konnen. Die Zuordnung
einer Amidgruppe, die keine sichtbare Kreuzsignale hatte, hat von SIBASA maximal eine

Verifikationspseudoenergie Ej "™ (best) von 0,189 (Glu62) erhalten, weshalb diese

Zuordnungen leicht herausgefiltert werden konnten (Abb. 66 C).

Haufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergie und Wahrscheinlichkeit
der richtigen Zuordnung

Abb. 66 A zeigt die Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien
B ervoLshapesin(hoct) (Gl 81) der richtigen (rot) und falschen Zuordnungen (griin). Abb.
66 C zeigt die gleichen Verteilungen fiir die Verifikationspseudoenergien
E (usenvolShapesin(host ) der Amidgruppen (Gl. 85). In beiden Abbildungen ist zu erkennen,

Amidgruppe k
dass nach der automatischen Zuordnungen die richtig identifizierten chemischen
Verschiebungen im Ras(T35S)-GppNHp hauptsachlich hohe Verifikationspseudoenergien und
falsche Zuordnungen vor allem niedrige Verifikationspseudoenergien haben.
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Abbildung 66: Hiufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien E“"""***"*™ (pest) und
Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung nach der automatischen Zuordnung von
Ras(T35S)-GppNHp. A Hiufigkeitsverteilung H (EChserTotshavesin(pogt ) der
Verifikationspseudoenergien der richtigen (rot) und der falschen Zuordnungen (griin), B Bayessche
Wahrscheinlichkeit einer richtigen Zuordnung P (korrekt| E<"""5"%**" (best )) einer Resonanz (rot)
in Abhdngigkeit von der Verifikationspseudoenergie und zugehérige Wahrscheinlichkeitskurve, die mit
Hilfe von bereits gelésten Proteinen erzeugt und in die AUREMOL Datenbank gespeichert wurde

(griin) (Abb. 28). C Hiufigkeitsverteilung H (E """ (best)) der richtigen (rot) und der
falschen Zuordnungen (griin) von Amidgruppen, D Bayessche Wahrscheinlichkeit der richtigen
Zuordnung P (korrekt| E"S1" """ (hest ))  einer Amidgruppe (rot) in Abhdngigkeit von der

Amidgruppe

Verifikationspseudoenergie und zugehérige Wahrscheinlichkeitskurve aus der AUREMOL Datenbank
(griin) (Abb. 28).

Dies macht es moglich die falschen von den richtigen chemische Verschiebungen im Ergebnis
der automatischen Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp zu unterscheiden. Die zugehorigen
Bayesschen Wahrscheinlichkeiten einer richtigen Zuordnung (Abb. 66 B und D) zeigen einen
nahezu linearen Zusammenhang mit den Verifikationspseudoenergien. Die hohere
Komplexitdt der automatischen Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp sorgt aber dafiir, dass
diese Wahrscheinlichkeitskurven im Gegensatz zu den Kurven, die mit Hilfe von bereits
gelosten Proteinen erstellt worden sind und SIBASA als Grundlage fiir die Bewertung von
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Zuordnung dienen sollen (griin) (Abb. 28), weniger steil verlaufen. Fiir die automatischen
Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp sind deshalb hohere Pseudoenergien fiir sichere
Zuordnungen notig als fiir die anderen beiden Testfdllen. Fiir die in Kap. 4.3.1 festgelegten
minimalen Grenzwerte p = 0,85 bzw. Pamidaruppe = 0,73 der Verifikationspseudoenergien ist die
reale Wahrscheinlichkeit einer falschen Zuordnung 9 % fiir die Resonanzen von H* und
Seitenkettenprotonen und 0 % fiir die Resonanzen von Amidgruppen.

Die Giite der Verifikationspseudoenergie als Separator zwischen falschen und
richtigen Zuordnungen

Die Giite der Verifikationspseudoenergie als Separator zwischen falschen und richtigen
Zuordnungen wurde mit der Fliache unter den entsprechenden ROC-Kurven gemessen. Am
Ende der automatischen Zuordnung von Ras(T35S)-GppNHp betrug sie fiir alle Resonanzen
zusammen 82,1 % und nur fiir die Resonanzen von Amidgruppen betrug sie 96,7 %. Die
Flachen waren damit ungefdhr genauso groll wie die entsprechenden Flachen beim halb so
grofen HPr S. aureus (H15A) (83 % bzw. 100 %) (Kap. 4.3.2). Die modifizierten ROC-
Kurven, die auch die Qualitdt des Zuordnungsalgorithmus mit einbeziehen, sind in Abb. 67 A
und C zu sehen. Hat man 5 % falsche Zuordnungen in Kauf genommen, so betrug der Anteil
der bestdtigten richtigen Zuordnungen 73,4 %. 11,6 % der Zuordnungen blieben dabei
undefiniert. Erlaubt man keine falsche Zuordnung von Amidgruppen, so konnten immer noch
78,3 % der Zuordnungen von Amidprotonen und Stickstoffe, die sichtbare NOESY-
Kreuzsignale im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum haben, als richtig betitigt werden.

Abb. 67 B und D zeigen wieder, wie gut sich der Anteil der richtigen bzw. falschen
Resonanzzuordnungen im Ras(T35S)-GppNHp mit der Sicherheitswahrscheinlichkeit-
Verifikationspseudoenergie-Abhdngigkeit, die mithilfe des Satzes von Bayes und den
Datensétzen bereits geloster Proteine bestimmt worden sind (Kap. 2.2.15), bestimmen lasst.
Beim Ras(T35S)-GppNHp tibersteigt der Anteil der falschen Zuordnungen (Abb. 67 B, griin)
den mit der Sicherheitswahrscheinlichkeit tolerierten Anteil (Abb. 67 B, lila
Winkelhalbierende). Im schlechtest Fall erhélt der Benutzer 2 % mehr falsche Zuordnungen
als er erlaubt hat. Er wiirde insgesamt 4,5 % falsche Zuordnungen bei einer gewahlten
Sicherheitswahrscheinlichkeit von 97,5 % erhalten. Wiirde er die
Sicherheitswahrscheinlichkeit auf 95 % (signifikantes Niveau) setzen, so wiirde seine
gefilterte Zuordnungsliste 60 % richtige und 6,8 % falsche Resonanzzuordnungen enthalten.
33,2 % der Zuordnungen wiirden dabei undefiniert bleiben.

Fiir die Zuordnungen von Amidgruppen konnte die Sicherheitswahrscheinlichkeit bis 96,6
% eingehalten werden. Darliber muss der Benutzer mit maximal 1,8 % (bei 99 %
Sicherheitswahrscheinlichkeit) mehr falschen Zuordnungen als beabsichtigt rechnen.
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Abbildung 67:  Auswirkung eines Grenzwertes der Verifikationspseudoenergie
ECsteryobsharesin( host ) auf die Klassifizierung der Resonanzzuordnungen in der vereinten Liste
der chemischen Verschiebung von Ras(T35S)-GppNHp. A Modifizierte ROC-Kurve der
Verifikationspseudoenergie. Es sind die mdéglichen richtigen Zuordnungen gegen die dafiir in Kauf zu
nehmenden falschen Zuordnungen aufgetragen (rot). Insgesamt sind 77,4 % der im 3D " N-NOESY-
HSQC-Spektrum sichtbaren Resonanzen richtig (griin) und 24 % aller Resonanzen falsch zugeordnet
worden (gelb). B Gefundene richtige (rot, y-Achse) und falsche Zuordnungen (griin, y2-Achse) in
Abhdngigkeit von der von Sicherheitswahrscheinlichkeit P (korrekt| E<"**""*"%**™ (best)). Der vom
Benutzer tolerierten Anteil von falschen Zuordnungen ist in blau (Winkelhalbierende, y2-Achse)
eingetragen. C Modifizierte ROC-Kurve der Verifikationspseudoenergien von Amidgruppen
ECluserTolShapesin( pogt) . Insgesamt sind 91,9 % der im 3D >N-NOESY-HSQC-Spektrum sichtbaren

Amidgruppe
Resonanzen von Amidgruppen richtig (griin) und 13,5 % aller Resonanzen von Amidgruppen falsch
(gelb) zugeordnet worden. D Gefundene richtige (rot, y-Achse) und falsche Zuordnungen von
Amidgruppen (griin, y2-Achse) in Abhdngigkeit von der Sicherheitswahrscheinlichkeit
P (korrekt|E o "5 (pest )).  Der vom Benutzer tolerierten Anteil ist in blau

(Winkelhalbierende, y2-Achse) eingetragen.
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Abschatzung der Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung von HSQC-
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Abbildung 68: Schdtzung der Hdufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien der richtig

zugeordneten Resonanzen von Hauptkettenamidgruppen beim Ras(T35S)-GppNHp. A Wenig
geglittete (rot) und mit H"“(x) (Gl. 92) gefittete Héufigkeitsverteilung H(ES """ (best))

(griin) der Verifikationspseudoenergien der Zuordnungen von Hauptkettenamidgruppen. B Vergleich
zwischen der gefitteten (rot) und der realen (griin) (Abb. 66 C) Hdufigkeitsverteilung

Cluster,Vol,Shape,sim op . . . .
H(E" Jeruppe (best)) der Verifikationspseudoenergien der richtigen Zuordnungen von

Hauptkettenamidgruppen.

Um den Grenzwert Pamiggrppe flir sichere HSQC-Signalzuordnungen zu bestimmen, wird
wieder die wenig geglittete Haufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien
Efmgmmei"(best) der Hauptkettenamidgruppen des Ras(T35S)-GppNHp nach der
automatischen Zuordnung betrachtet (Abb. 68 A rot). Bei einer Verifikationspseudoenergie
von 0,53 ist ein auffallendes Minimum, das wie schon in den anderen beiden Testfillen als
untere Grenze fir den Fit von H*™(x) (Gl 92) an die stirker geglittete

Haufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergie diente.

Abb. 68 B zeigt das Ergebnis des Fits (griin) und zum Vergleich auch die reale
Haufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien der richtigen Zuordnungen (rot) (Abb.

66 C rot). Man erkennt das der Verlauf der Verteilung gut abgeschitzt werden kann. Im

.. . . .. . . 1 Vol,Sh: i :
kritischen Bereich um die Verifikationspseudoenergie Ejppoy "™ (best) = 0,4, wo die

wirkliche Grenze zwischen teilweise falschen und nur richtigen Zuordnungen liegt,
unterschitzt die mit dem Fit bestimmte Haufigkeitsverteilung (rot) die reale

Haufigkeitsverteilung (griin).



4 Ergebnisse 167

(best)) [%

Cluster,Vol,Shape,sim

Amidgruppe
IN
o

N
)

P ( korrekt ‘E

o

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Cluster,Vol,Shape,sim )
EAmidgruppe ( beSt

Abbildung 69: Mithilfe des Fits von Abb. 68 geschditzte Bayessche Wahrscheinlichkeit der richtigen
Zuordnung eines Amidprotons oder Stickstoffs P(korrekt| Euo-"*" (best)) in Abhingigkeit
von der Verifikationspseudoenergie (rot). In griin ist der reale Wahrscheinlichkeitsgraph
eingezeichnet. In schwarz ist der bestimmte minimale Grenzwert der Verifikationspseudoenergie
Damidgruppe = 0,58 filir sichere Zuordnungen eingetragen.

Abb. 69 zeigt die mit dem Fit der Haufigkeitsverteilung und Gl. 93 bestimmte
Wahrscheinlichkeitskurve P (korrekt|Expamt - (best)) (rot) und zum Vergleich die
reale Wahrscheinlichkeitskurve (griin), die mit der richtigen vollstandigen Zuordnung und
dem Satz von Bayes berechnet werden konnte (Abb. 66 D rot). Der Verlauf der

Wahrscheinlichkeit und auch der minimale Grenzwert der Verifikationspseudoenergie fiir
Cluster,Vol,Shape,sim

absolut sichere Zuordnungen (P(korrektIEAmiclgruppek (best)) =100 %) konnten gut

bestimmt werden.

Zuordnung des HSQC-Spektrums von Ras(T35S)-GppNHp

Abb. 70 A zeigt die Wahrscheinlichkeiten  der richtigen = Zuordnung
P (korrekt|Ej gt " (best)) der HSQC-Signale der Hauptketten in Abhéngigkeit von
der Position in der Aminosduresequenz. Sie wurden mithilfe der geschétzten
Wabhrscheinlichkeitsfunktion aus Abb. 69 (rot) bestimmt. Die richtig zugeordneten HSQC-

Signale (griine Balken) haben groftenteils hohe Wahrscheinlichkeiten. Amidgruppen, die im
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3D N-NOESY-HSQC-Spektrum keine sichtbaren Kreuzsignale haben (schwarze Balken)
und falsche Zuordnungen von HSQC-Signale (rote Balken) haben in der Regel kleine
Wabhrscheinlichkeiten. Es ist zu erkennen, dass falsche Zuordnungen, Zuordnungen mit
geringer Wahrscheinlichkeit und Hauptkettenamidgruppen, die keine Kreuzsignale im 3D '°N-
NOESY-HSQC-Spetrum haben in der Primdrsequenz von Ras(T35S)-GppNHp oft
nebeneinander liegen.

Zusétzlich ist in gelb der lokale RMSD (RMSD der schweren Hauptkettenatome einer
Aminosdaure und seiner beiden ndchsten Nachbaraminosduren) des gemittelten MD-
Ensembles zum gemittelten NMR-Ensemble (PDB ID: 2LCF) angegeben. Falsche
Zuordnungen von Amidgruppen und Amidgruppen ohne sichtbare NOESY-Kreuzsignale
liegen hdufig im Bereichen, in denen das MD-Ensemble stark vom NMR-Ensemble abweicht.
Die Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung sind in diesen Bereichen groftenteils
klein, wodurch diese falschen Zuordnungen leicht herausgefiltert werden konnten.

In Abb. 70 B ist das gleiche Balkendiagramm fiir die NH,-Gruppen von Asn und GIn
abgebildet. Die Resonanzen Seitenkettenamidgruppen waren zwar alle sichtbar, aber sie
wurden sehr oft falsch zugeordnet. Hohe Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung
kamen bei den Seitenketten weniger hdufig als bei den Hauptketten vor. Eine Abhdngigkeit
der Wahrscheinlichkeit zum lokalen RMSD war fiir die Seitenketten nicht zu erkennen.

Um fiir Ras(T35S)-GppNHp nur richtig zugeordnete HSQC-Signale zu erhalten muss man

Cluster,Vol,Shape,sim
Amidgruppe k ( beSt )) der

Amidgruppen k auf 100 % setzen. Abb. 71 zeigt die mit der Sicherheitswahrscheinlichkeit von
100 % zugeordnete Summenprojektion des 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrums auf die w2w3-
Ebene. SIBASA konnte insgesamt 123 der 180 HSQC-Signale (68,3 %) richtig zuordnen. Von
den Hauptketten waren das insgesamt 116 der 150 (77,3 %) Signale, von den Seitenketten
waren es 7 der 30 Signale.

den minimalen Grenzwert der Wahrscheinlichkeit P(korrektIE
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Abbildung 70: Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der HSQC-Signale von Ras(T35S)-
GppNHp in Abhdngigkeit von der Position der Aminosdure in der Primdrsequenz. Die griinen
Balken zeigen die Wahrscheinlichkeiten von richtig gefundenen, die roten die Wahrscheinlichkeiten
von falsch gefundene Zuordnungen und die schwarzen Balken die Wahrscheinlichkeit von
Zuordnungen von Amidgruppen, die keine sichtbaren Kreuzsignale in den NOESY-Spektren haben, an.
In gelb ist der lokale RMSD (RMSD der Aminosdure und seiner beiden ndichsten Nachbarn) der
schweren Hauptkettenatome des gemittelten MD-Ensembles zum gemittelten NMR-Ensemble
aufgetragen. Die dunkelblaue Linie gibt den minimalen Grenzwert der Wahrscheinlichkeit, fiir den
keine falschen Zuordnungen mehr bestdtigt werden, an.

A Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der HSQC-Signale der Hauptketten.

B Wabhrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung der HSQC-Signale der Seitenketten von Asn und
GIn. Die Wahrscheinlichkeit des HSQC-Signals von Asn N*/Asn H*' ist immer links von der des
Signals von Asn N*’/Asn H** und die Wahrscheinlichkeit des Signals von Gln N*/GIn H*' ist immer
links von der Wahrscheinlichkeit des Signals von Gln N*'/GIn H* aufgetragen.
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Abbildung 71: Automatisch mit dem MD-Ensemble zugeordnetes HSQC-Spektrum von Ras(T355S)-
GppNHp. Die vom Benutzer wihlbare Sicherheitswahrscheinlichkeit betrdgt 100 %. Es wurden keine
Signale falsche zugeordnet. Die Postionen an denen Zuordnungen fehlen, sind schwarz umrandet.
Insgesamt konnten 123 der 180 Signale und 116 der 150 Hauptkettensignale sicher gefunden werden.



5 Diskussion 171

5 Diskussion

5.1 Stereospezifische Zuordnung der Seitenkettenamide
von Asparagin und Glutamin in Modellpeptiden

511 Zuordnungen

Die stereospezifische Zuordnung der Seitenkettenamide des Asn und des GIn sollten
mithilfe von MD-Rechnungen und der Simulation eines 2-D-NOESY-Spektrums bestimmt
werden.

Bei gefalteten Proteinen erhélt man die chemische Verschiebung des Asn H**' vom stéirksten
der vier Asn H*/Asn HP-, die chemische Verschiebung des Gln H?' aus dem stirksten der vier
GIn H*/GIn H'-Kreuzsignale des experimentellen 2-D-NOESY-Spektrums. Diese Annahme
ist berechtigt, da der Abstand der HP-Protonen zum H®' im Asn fiir alle Diederwinkel 7,
kleiner ist als zum H®? bzw. der Abstand der H'-Protonen zum H®*' im Gln fiir alle
Diederwinkel y; kleiner ist als zum H** (McIntosh et al. 1997). Diese Herangehensweise ist
aber nicht mehr praktikabel, wenn die vier betrachteten Kreuzsignale nahezu gleiche
Intensitdten haben. Erschwerend kam in den Spektren der beiden Tetrapeptide Gly-Gly-Asn-
Ala-NH; und GlyGly-GIn-Ala-NH, hinzu, dass die Korrelationszeiten t., in unserem Fall
ungefdhr so grofl wie die reziproke Spektrometer Frequenz 1/w waren. Dies hat dafiir gesorgt,
dass homonuklearen NOEs im 2-D-NOESY-Spektrum nahezu verschwanden. Trotzdem war
es dank eines Cryoprobenkopfes, der die Sensitivitit des Spektrometers erhoht, moglich bei
800 MHz NOESY-Spektren mit ausreichendem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis aufzunehmen.

Die Resonanzen von Asn H*' und Asn H*? *** 0,68 ppm, die der beiden Asn HP-Protonen
waren 0,09 ppm voneinander entfernt. Beim Gln waren die chemischen Verschiebungen der
beiden H*-Resonanzen 0,7 ppm, die der HP-Resonanzen waren 0,13 ppm voneinander
entfernt. Diese Abstdnde entsprechen ungefiahr den Werten, die in Bundi und Wiithrich (1979)
angegeben sind (|8(Asn H*') — §(Asn H*?)| = 0,68 ppm, |3(Asn H*) — 5(Asn HP?)| = 0,08 ppm,
16(Gln H?") — §(GIn H*?)| = 0,72 ppm, |3(Gln H*?) — §(GIn H®)| = 0,12 ppm).

5.1.2 Stereospezifische Zuordnung

Durch den Vergleich der integrierten experimentellen 2-D-NOESY-Signalvolumen mit den
aus dem MD-Ensemble zuriickgerechneten Volumen der beiden Tetrapeptide war es moglich
die stereospezifische Zuordnungen der NH,-Gruppen der Seitenketten und der C-Termini zu
bestimmen. Um den Einfluss der Skalierung zwischen simulierten und experimentellen
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Spektren bei der Auswertung vernachlissigen zu konnen, wurden Volumenverhéltnisse zweier
Kreuzsignale flir verschiedene Moglichkeiten der stereospezifischen Zuordnung im
Experiment und in der Riickrechnung miteinander verglichen. Da sowohl die experimentellen
wie auch die simulierten Volumen fehlerbehaftet waren, konnten auch die experimentellen
und simulierten Verhéltnisse nicht exakt gleich sein. Um trotzdem eine sichere Zuordnung
gewdhrleisten zu konnen, wurden mehrere Verhéltnisse fiir eine Zuordnung ausgewertet. Es
wurden immer dann Moglichkeiten ausgeschlossen, falls sich die simulierten und die
experimentellen Volumenverhéltnisse stark widersprechen wiirden.

Aus den Volumen der vier experimentellen Asn-Kreuzsignalvolumen wurden vier der sechs
moglichen Verhiltnisse zwischen den nicht stereospezifisch zugeordneten H***- und den
ebenfalls nicht eindeutig zuordenbaren HP-Signalen (HPY/H**") gebildet. In jedem
Verhiltnis musste eine Gruppe entweder im Zédhler oder im Nenner vertreten sein. Die vier
Verhiltnisse wurden fiir alle vier stereospezifischen Kombinationen der H*- und HP-Protonen
bestimmt. Nur eine stereospezifische Zuordnung konnte die vier Volumenverhéltnisse im
Experiment und Simulation in Einklang bringen (Tabelle 2) und zwar die, fiir die galt:

S(H»") > §(H*?) (a =1 und b = 2) und §(H™) > §(H”) (x = 2 und y = 3) (Abb. 17). Alle
anderen Moglichkeiten die simulieren Volumenverhéltnisse zu bilden, hitten zu keiner
Ubereinstimmung gefiihrt. Wire nimlich die Reihenfolge der chemischen Verschiebungen der
beiden H*-Protonen vertauscht (a = 2 und b = 1), dann wiren die ersten beiden
Volumenverhiltnisse in Tabelle 2 nicht erkldrbar gewesen. Wire die Reihenfolge der HF-
Protonen vertauscht (x=3 und y=2), dann wiren unter der Bedingung §(H*') > §(H**?) die
anderen vier Volumenverhéltnisse nicht erkldrbar gewesen. Die Reihenfolge der Asn H*-
Resonanzen, die mit den Volumenverhiltnissen gefunden wurde, stimmt mit der Mehrzahl der
Zuordnungen der BMRB iiberein (siche Kap. 1.1).

Das stirkste Kreuzsignal konnte dem Asn H**'/Asn H” zugeordnet werden, was sich mit der
Aussage in Mclntosh et al. (1997) deckt. Die stereospezifische Zuordnung der Asn HP-
Protonen, die sich aus den vier Volumenverhiltnissen ergeben hat und mit zwei weiteren
Verhiltnissen bestétigt werden konnte, deckt sich ebenfalls mit der Reihenfolge
durchschnittlichen chemischen Verschiebungen der BMRB

(8 (Asn H") =2,81 ppm > & (Asn H”’) =2,75 ppm. Stand: 18.06.2015).

Beim GIn wurden zusitzlich die Verhiltnisse zwischen den Signalen H**Y/H" ausgewertet.
Da die Linien der beiden H™**-Protonen im 2-D-NOESY-Spektrum von Gly-Gly-Gln-Ala-NH,
nicht unterscheidbar waren und sie in der 3D-Struktur néher als die HP-Protonen an den H*-
Protonen lagen, hatten die entsprechenden Kreuzsignale ein hdheres Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis und waren deshalb fiir die stereospezifische Zuordnung aussagekriftiger. Die flinf
Volumenverhiltnisse konnten nur fiir §(Gln H*') > §(Gln H**?) und 8(Gln H*) > §(Gln H*) in
Einklang gebracht werden. Die Verhiltnisse der intraresidualen H™Y/H*Kreuzsignale bzw.
der H™Y/HN-Kreuzsignale bestitigen die gefundene stereospezifische Zuordnung der HP-
Protonen.
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Eine vertauschte H”-Zuordnung (a = 2 und b = 1) hitte die ersten drei Verhiltnisse in
Tabelle 4 nicht erkliren konnen. Die stereospezifische Zuordnung der HP-Protonen (x = 2 und
y = 3) hat alle Volumenverhéiltnisse bis auf das Verhiltnis mit den H*-Protonen besser als die
alternative Zuordnung erkldrt. Da aber die an diesem Volumenverhdltnis beteiligten
Kreuzsignale nur durch einen einzigen Diederwinkel, ndmlich y;, der aulerdem noch frei
drehbar ist, voneinander getrennt waren, waren auch die topologischen Einschrinkungen der
H®-HP**-Abstinde nicht besonders hoch. Damit war das Verhiltnis im allgemeinen nicht sehr
gut definiert. Die stereospezifische Zuordnung der H*-Protonen deckt sich mit der in
Mclntosh et al. (1997), da das zugeordnete Signal H*'/H"™* im Experiment stirker war als das
Signal H**/H"*. Die gefundene Zuordnung stimmt ebenfalls wieder mir der Mehrheit der
Eintrdge in der BMRB iiberein (Kap. 1.1). Die bestimmte stereospezifische Reihenfolge der
HP-Protonen und die der der durchschnittlichen chemischen Verschiebungen der BMRB sind
ebenfalls gleich (§(GIn H™) =2,05 ppm> 6(GIn H"*) =2,00 ppm. Stand: 18.06.2015).
Durch Auswertung von Volumenverhaltnissen konnten auch die C-Terminalen NH,-Gruppen
der beiden Tetrapeptide eindeutig und sicher zugeordnet werden (Tabelle 2 und 4).

Ein visueller Vergleich der 1-D-Spektren von Asn H? und Asn HP bestitigte das Ergebnis,
das aus den Volumenverhiltnissen gewonnen wurde. Die simulierten 1-D-Multiplettmuster
der Asn HP-Signale (Abb. 18) sind fiir beide Protonen unterscheidbar. Der zuriickgerechnete
spektrale Bereich stimmt nur mit der richtigen Reihenfolge der HP-Protonen mit dem
experimentellen Spektrum {iberein. Die fiir die Simulation benotigten *Juposue-
Koplungskonstanten wurden mit der Karplus-Gleichung aus dem MD-Ensemble berechnet
(3,7 Hz und 8,1 Hz) und stimmen gut mit den Werten von Bundi und Wiithrich (1979) (5,8 Hz
und 8,3 Hz) iiberein. Dies gilt auch fiir die gemessene “Jupnp-Koplungskonstante, die mit
15,6 Hz sehr nahe an der verdffentlichen Kopplungskonstante von 16,0 Hz lag. Zusammen
mit den Volumenverhéltnissen konnte die stereospezifische Zuordnung der Asn HP-Protonen
in Gly-Gly-Asn-Ala-NH, zweifelsfrei bestimmt werden.

Im Prinzip sollte es moglich sein, wie beim Asn, die HP-Protonen des Gln mithilfe des J-
Kopplungsmusters zuordnen. Die aus der MD-Trajektorie und der Karplus-Gleichung
berechneten Kopplungskonstanten ergaben sich fir *Juqnps, *Juanps, “Jnpany und *Jupssy zu 5,3 Hz,
5,0 Hz, 9,8 Hz und 9,8 Hz. Diese Werte wiirden zwar die experimentellen Linienformen
erkldren, aber eine stereospezifische Zuordnung der HP-Protonen war wegen der Komplexitit
des Multiplettmusters nicht moglich.

5.1.3 Bestimmung der chemischen Austauschraten

Wie bereits erwdhnt, mussten flir eine moglichst genaue Vorhersage der
Kreuzsignalvolumen der Flipaustausch der NH,-Gruppen berlicksichtigt werden. Bei einer
'H-Frequenz von 800 MHz ist fiir Gly-Gly-Asn-Ala-NH, und Gly-Gly-Gln-Ala-NH;
wT,,~1, dh. die Mehrzahl der NOESY-Kreuzsignale hatten in den 2-D-NOESY-Spektren
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negatives Signalvolumen. Ausnahmen davon waren die Kreuzsignale Asn H**'/Asn H*?, Gln
H?'/Gln H*?, H*(E)H*(Z) und deren an der Diagonale im 2-D-NOESY-Spektrum
gespiegelten Signale. Das positives Volumen ist ein Folge des Flipaustauschs der NH,-
Gruppen und wurde bereits in JURANIC et al. (1998) fir Gln in H,O/D,0-Gemischen
beobachtet. Die Rate des chemischen Austausches wurde dort mit 0,2 Hz bei einer Temperatur
von 275 K bestimmt. Die Austauschraten konnten auch mit AUREMOL RELAX bestimmt
werden. Die von RELAX bestimmte Rate von 0,4 Hz fiir den Flip um die partielle
Doppelbindung C'/N* des GIn3 im Gly-Gly-GIn-Ala-NH, lag in der gleichen GroBenordnung
und war wegen der hoheren Temperatur (293 K) wie erwartet auch grofer. Die von
AUREMOL RELAX berechnete Rate Oueine der dipolaren Kopplung, die dem chemischen
Austausch im 2-D-NOESY-Spektrum von Gly-Gly-Gln-Ala-NH, entgegenwirkt, lag mit 0,23
Hz bei 293 K ebenfalls nahe an der vertdffentlichten Rate von 0,2 Hz. Die verdffentlichten
Raten des chemischen Austausches bzw. der dipolaren Kopplung der H*-Protonen mit dem
Losungsmittel sind mit 0,014 Hz bzw. 0,022 Hz viel kleiner als die entsprechenden Werte der
Diagonalelemente der Relaxationsmatrix Ry e = 0,26 Hz bzw. R ues = 0,18 Hz. Diese Raten
konnten deshalb fiir die Riickrechnungen vernachlissigt werden. Die Raten der Asparagin
Seitenketten und der C-Terminalen NH,-Gruppen des Asparagins und Glutamins lagen mit 1,3
Hz, 0,3 Hz und ungefiahr 0 Hz ebenfalls im erwarteten Bereich des chemischen Austauschs.

514 Aus den 3D-Strukturen vorhergesagte
Dichteverteilungen der chemische Verschiebungen

Die beiden hidufig verwendeten Programme fiir die Abschitzung von chemischen
Verschiebungen aus Protein-3D-Strukturen SHIFTX (Neal 2003) und SHIFTS (Osapay und
Case 1991) vertauschen in ihren Vorhersagen die chemischen Verschiebungen der Asn H*-
Protonen. Sie ordnen beide dem H*' eine kleinere chemische Verschiebung als dem H** zu.
Die Reihenfolge der chemischen Verschiebungen der beiden Gln H®-Protonen wird von
SHIFTX richtig und von SHIFTS falsch vorhergesagt. Die falschen Reihenfolgen der
Zuordnungen sind auf fehlerhafte Datenbanken in den Programmen zuriickzufiihren. Die
Annahme wurde im Falle des SHIFTS von der Ausgabedatei bestitigt. In dieser Datei findet
man neben den vorhergesagten chemischen Verschiebungen auch die einzelnen Beitrige, aus
denen sich die vorhergesagte chemische Verschiebung zusammensetzt. Es war dort zu
erkennen, dass die Werte der Random-Coil chemischen Verschiebungen der Protonen der
beide Seitenketten NH,-Gruppen vertauscht sind.

Bei der Erstellung der Datenbank von SHIFTX wurde vorausgesetzt, dass die Resonanz des
Asn H®' immer die kleinere und die des Asn H**? immer die grofere chemische Verschiebung
hat. Beim Gln wurde fiir die Datenbank hingegen die richtige Reihenfolge, ndmlich dass die
Resonanz des H*' die groBere und die des H** die kleinere chemische Verschiebung hat,
vorausgesetzt.

Man kann in Abb. 20 erkennen, dass die Verteilung des Asn H**! breiter als die des Asn H**
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ist. Dies ldsst vermuten, dass Asn H*' stérker mit seiner Umgebung wechselwirkt als Asn H*?
mit seiner. Die Ursache dafiir konnten schwache spezifische Wechselwirkungen sein. Dies
wiirde auch die inhomogene Form der Verteilungen des Asn H®' erkldren. Das gleiche
Verhalten konnte auch fiir die Verteilungen der chemischen Verschiebungen der Gln H-
Protonen beobachtet werden.

5.2 Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der
chemischen Verschiebungen

Die vorhergesagten Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen
der Resonanzen fi(8) der Kerne k spielen eine sehr groBe Rolle bei der automatischen
Zuordnung von Proteinen mit SIBASA. Die Zielslots der speziellen MOVES oder SWAP
MOVES werden wiéhrend der Optimierung der Zuordnungsliste mithilfe dieser
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen ausgewihlt (Kap. 2.2.7). Auflerdem tragen sie iiber die
Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® (Gl. 62), vor allem zu Beginn der
Optimierung, einen groBen Anteil zur gesamten Pseudoenergie der Optimierung E*°* (Gl. 44)
bei. Mit einer sehr gut vorhergesagten Wahrscheinlichkeitsdichten der chemischen
Verschiebungen ist es im besten Fall mdglich, die chemische Verschiebungen dieser
Resonanzen unabhingig von den Zuordnungen anderer Resonanzen richtig zuzuordnen. Fiir
die automatische Zuordnung ist dies besonders wichtig, da die Pseudoenergien, die auf
experimentellen Daten basieren, mindestens eine richtige Zuordnungen bendtigen um eine

andere zu finden. Die lokale Pseudoenergie des Signalvergleichs auf den experimentellen
Vol, Shape
ij

Kreuzsignale, also eine Kombination von mindestens zwei richtig gefundenen chemischen
Verschiebungen, in der Optimierung belohnen. Je mehr Resonanzen von Kreuzsignalpartner

Signalen j im Spektrum i E (Kap. 2.2.8) kann nur richtig zugeordnete experimentelle

eines Kerns k bereits richtig zugeordnet wurden, desto stirker belohnt die Pseudoenergie des
Vol, Shape

ij
Besser vorhergesagte Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen
erhohen den Anteil der unabhéngig von den experimentellen NOESY-Kreuzsignalen richtig
zuordenbaren Resonanzen, was der automatischen Zuordnung die Suche nach anderen

Resonanzzuordnungen iiber experimentelle NOESY-Kreuzsignale erheblich erleichtert.

Signalvergleichs E die an die richtige Position verschobene Resonanz des Kerns k.

Die vorhergesagten Wahrscheinlichkeitsdichten in ASSIGN, dem Vorgénger von SIBASA,
waren Normalverteilungen, deren Mittelwerte aus einer Struktur mit SHIFTS (Osapay und
Case 1991) geschitzt wurden und deren Standardabweichung aus der BMRB (Ulrich et al.
2008) stammten (f, (8)=N(8,"""", 0% kem)) (44 = Aminosdure wie z.B. Alanin, Kern =
Kernart wie HY, N, H® ...). SIBASA dagegen kombiniert spezielle, von dem 3D-
Strukurensemble des Proteins abhdngige, mit allgemeinen von der Aminosdure und der
Kernart abhdngigen Wahrscheinlichkeitsdichten der chemischen Verschiebungen. In die
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speziellen Wahrscheinlichkeitsdichten gehen die mit SHIFTX2 (Han et al. 2011)
vorhergesagten chemischen Verschiebungen aller Einzelstruktur des MD-Ensembles ein,
wodurch die konformationellen Zustinde des Proteins in Ldsung beriicksichtigt werden
konnen. Dies ist fiir die automatische Zuordnung von Vorteil, da eine einzige 3D-Struktur die
Struktur des Proteins in Losung unter Experimentbedingungen nicht reprasentieren kann. Im
Fall von Rontgenstrukturen kann man sich z.B. nicht sicher sein, dass der kristallisierte
Zustand auch der in Losung hauptsédchlich vorkommende Zustand ist. In den Tabellen 8, 10
und 12 ist fiir drei Proteine gezeigt worden, dass ein MD-Ensemble ndher an den
experimentellen NMR-Daten und den NMR-Strukturen liegt, als die Rontgenstruktur.

Der durchschnittliche Fehler der Vorhersage el\ﬁ) hersagelehler fir die Zuordnungen der Protonen

'H eines Proteins ist folgendermafBen definiert:

, N ,
Vorhersagefehler __ 1 vorhergesagt Referenz
€ =——>, |5 =0, (94)

. .. 'H . . . h Ref . .
Hierbei ist N die Anzahl der Protonen im Protein und 8,°"“***" bzw. §,°° sind die

vorgesagten bzw. richtigen chemische Verschiebungen der Resonanzen der Protonen k. Der

Vorhersagefehler
'H

Vorganger ASSIGN) im Fall von HPr S. aureus (HI5A) von 0,27 ppm um 26 % auf 0,20 ppm,
beim PfTrx von 0,31 ppm um 26 % auf 0,227 ppm und beim Ras(T35S)-GppNHp von 0,25
ppm um 12,4 % auf 0,22 ppm.

durchschnittliche Fehler der Vorhersage e sank in SIBASA (im Gegensatz zum

Mit Hilfe aller aus der MD-Trajektorie geschitzten Werte und eines Kerndichteschétzers
konnten die Breiten der vorhergesagten Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen f(6) der

chemischen Verschiebung wesentlich verkleinert werden. Die Breiten der Normalverteilungen

in ASSIGN waren die Standardabweichung OEIXT}BW aus der BMRB, die aus allen dort

abgelegten chemischen Verschiebung der gleichen Kernart Kern und der gleichen Aminosiure
AA bestimmt worden sind. Die durchschnittliche Standardabweichung der vorhergesagten
Wabhrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen aller Protonen 'H
sank beim HPr S. aureus (H15A) im Gegensatz zu ASSIGN von 0,375 ppm um 55 % auf 0,17
ppm, beim PfTrx sank die durchschnittliche Breite um 51 % von 0,376 ppm auf 0,186 ppm
und beim Ras(T35S)-GppNHp um 53 % von 0,382 ppm auf 0,179 ppm. AuBlerdem sind die
Dichteverteilungen durch den Einsatz eines Kerndichteschétzers in SIBASA nicht mehr auf
unimodale Kurven beschrinkt, wodurch Wahrscheinlichkeitsdichten von chemischen
Verschiebungen, die mehrere Maxima haben, genauer vorhergesagt werden konnen.

Fir die allgemeinen nur von Aminosdure A4 und Kernart Kern abhédngigen
Wabhrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen in SIBASA fax kem(0)
wurden alle 3D-Strukturen der unbiased Nh3D-Rontgenstrukturdatenbank (Thiruv et al. 2005)
mit GROMACS (Hess et al. 2008; Berendsen et al. 1995) in Ldsung energieminimiert.
Anschlieend wurden mit SHIFTS (Osapay und Case 1991), einem Kerndichteschitzer und
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einem GauB3-Kernel die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen faa kem(d) flir alle Aminoséure-
Kernpaare gebildet (Baskaran 2010) (Kap. 2.2.7). Durch den Einsatz des Kerndichteschétzers
sind auch die allgemeinen Verteilungen fasxem(0) nicht mehr auf Normalverteilungen
beschriankt. Der chemischen Verschiebungsbereich, in dem Resonanzen von Kernen,
vorkommen, ist hdufig abhingig von der Sekundirstruktur (a-Helix, B-Faltblatt, nicht
strukturierten Bereich). Die allgemeinen Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen sollten
deshalb mehr als ein Maximum haben konnen, falls die Resonanz in Abhédngigkeit von der
Sekundarstruktur in verschieden trennbaren spektralen Bereichen vorkommen kann. Zudem
ist die Nh3D-Datenbank im Gegensatz zur BMRB eine unbiased Strukturdatenbank, wodurch
keine in der Natur vorkommende Strukturart iibergewichtet wird. In der BMRB ist dies nicht

der Fall, da alle abgelegten chemischen Verschiebungen gleich stark zum Mittelwert 5&1\:?&“

und zur Standardabweichung oi}fﬁm beitragen. Durch Kombination der allgemeinen und
speziellen Verteilungen konnten viele Ausreiler, deren Resonanzzuordnung mit SHIFTX2
und dem MD-Ensemble nicht vorhergesagt werden konnten, trotzdem fiir die automatische
Zuordnung abgedeckt werden.

Die Wahrscheinlichkeit der richtigen Vorhersage der chemischen Verschiebung der
Resonanz des Kerns & P,°""**(korrekt) (GL 90) ist ein gutes Instrument um die Giite der

mit verschiedenen Methoden vorhergesagten Wahrscheinlichkeitsdichten fi(d) der chemischen
Verschiebungen zu messen. Je hoher diese Wahrscheinlichkeit ist, desto schneller kann
SIBASA die richtige Zuordnung dieser Resonanz finden und desto besser kann SIBASA
richtige Zuordnung iiber die Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® bewerten. Ist die
Wahrscheinlichkeit der richtigen Vorhersage der chemischen Verschiebung fiir eine Resonanz
0, so kann sie nur mit dem allgemeinen MOVE oder SWAP MOVE in SIBASA richtig
zugeordnet werden (Kap. 2.2.11). Eine Wahrscheinlichkeit von 1, entspriche einer vorher
festlegten richtigen chemischen Verschiebung, die die automatische Zuordnung eines Proteins
im erheblichen Mal} vereinfachen kann.

Die durchschnittliche Wahrscheinlichkeit der richtigen Vorhersage von Protonen 'H
P./ome?e (korrekt) hat sich, im Vergleich zu ASSIGN, um 106 % beim Protein HPr S. aureus

H
(H15A) verbessert. Fiir die groBeren Proteine PfTrx und Ras(T35S)-GppNHp betrug die
Verbesserung immer noch um die 70 %. Fiir die schwer vorherzusagenden chemischen
Verschiebungen der Resonanzen der H-Protonen verbesserte sich durchschnittliche
Wahrscheinlichkeit der richtigen Vorhersage P /¥"***‘(korrekt) beim PfTrx um 64 % und
beim Ras(T35S)-GppNHp um 6 %.

Wihrend des speziellen MOVES in SIBASA héngt die Pseudokraft eines experimentelles 2-
D-NOESY-Kreuzsignals auf ein H™-Proton auch von den
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen der Kreuzsignalpartner des HY-Protons ab (GI. 78). Da
die durchschnittliche Wahrscheinlichkeit der richtigen Vorhersage von Seitenketten- bzw. H*-
Protonen im grofBten Testprotein Ras(T35S)-GppNHp mit der Methode aus SIBASA um 81 %
bzw. 57 % gesteigert werden konnte, profitiert auch die automatische Zuordnung der H™-
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Protonenresonanzen direkt von der neuen Methode. Die relativ guten Vorhersagen der
chemischen Verschiebungen der Resonanzen von Seitenkettenprotonen aus der
Rontgenstruktur des Proteins sprechen deshalb auch fiir die automatische Zuordnung von
HSQC-Spektren iiber das 2-D-NOESY-Spektrum. Die Wahrscheinlichkeiten der richtigen
Vorhersage sind selbst beim groB3en Ras(T35S)-GppNHp mit 12,3 % mehr als dreimal so hoch
wie fiir die Resonanzen von HY-Protonen.

In Abb. 22 wurde gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von SIBASA, die
mit MD-Strukturensembles und der Nh3D-Strukturdatenbank erstellt worden sind, die Form
der Haufigkeitsverteilungen der  Vorhersagewahrscheinlichkeiten  verdndern. Die
Haufigkeitsverteilungen  der ~ Wahrscheinlichkeiten = einer  richtigen  Vorhersage

H(PY™ ™ (korrekt)) in SIBASA sind breiter als die Héufigkeitsverteilungen der
Wabhrscheinlichkeitsdichten der chemischen Verschiebungen fi(d), die nur eine 3D-Strukur
beriicksichtigen. Der Anteil von hohen Wahrscheinlichkeiten einer richtigen Vorhersage,
konnte in SIBASA vergroflert werden. Diese Resonanzen kdnnen von SIBASA sehr schnell
zugeordnet werden. Da sie eine hohe Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E°

erhalten, verlassen sie die richtige Position auch nicht mehr und kénnen die Zuordnung ihrer

Vol, Shape
E p

Kreuzsignalpartner {iber die lokalen Pseudoenergien des Signalvergleichs i

unterstiitzen.

In Zukunft kann die automatische Zuordnung in SIBASA mit Hilfe von verbesserten
Vorhersageprogrammen und genaueren MD-Ensembles ohne Verdnderung des
Zuordnungsalgorithmus und ohne Zunahme zusitzlicher experimenteller Informationen
entscheidend verbessert werden. Wegen der Abhéngigkeit der experimentellen
Pseudoenergien der richtigen Zuordnung eines Kerns £ von den chemischen Verschiebung der
Resonanzen aller seiner Kreuzsignalpartner, wiirde SIBASA sogar mehr als linear von der

Vorhersage

Erhohung Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnungen P, (korrekt) profitieren.
Eine einfache Mdglichkeit die Vorhersagen der chemischen Verschiebungen zu verbessern ist
die Verwendung des Programms SHIFTY (Han et al. 2011), das Teil von SHIFTX2 ist.
SHIFTY korrigiert die von SHIFTX2 vorhergesagten Werte der chemischen Verschiebungen
mithilfe von veroffentlichten Zuordnungslisten von homologen Proteinen. SHIFTY kann die
Qualitdt der Vorhersagen mit dieser Methode entscheidend verbessern.

Wenn sich die chemischen Verschiebungen eines automatisch zuzuordnenden Proteins sich,
wie z.B. bei einer Punktmutante, (lokal) nicht stark von den chemischen Verschiebungen eines
bereits gelosten homologen Proteins unterscheiden, konnen Normalverteilungen
£.(8)=N(8;""",5,) mit den Mittelwerten ;"¢ des Kerns k des homologen Proteins

und kleinen Standardabweichungen oy das Zuordnungsproblem erheblich vereinfachen (Kap.
2.2.7 und 5.3.10).
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5.3 Automatische sequentielle Zuordnung (SIBASA)

Das AUREMOL Modul fiir die sequentielle automatische Zuordnung von HSQC-Spektren
und Seitenketten SIBASA wurde fiir drei Proteine unterschiedlicher Grofle getestet. Im
Gegensatz zu seinem Vorgédnger ASSIGN wurden SIBASA in vielen Punkten verbessert.

Es kann momentan neben dem 2-D-NOESY-Spektrum auch ein 3D “"N-NOESY-HSQC-
Spektrum verarbeiten und wird in Zukunft in der Lage sein weiterer NMR-Spektren
auszuwerten. Die Riickrechnungen der NOESY-Spektren, die Grundlage des Top-Down-
Ansatzes von SIBASA und ASSIGN sind, wurden entscheidend verbessert (Kap. 2.2.3).

Mit SIBASA war es fiir drei Proteine unterschiedliche Gréfle moglich, das HSQC-Spektrum
vollsténdig richtig teilzuzuordnen. Jede gefundene Zuordnung eines HSQC-Signals erhilt von
SIBASA eine Verifikationspseudoenergie, die auf die Wahrscheinlichkeit der richtigen
Zuordnung abgebildet werden kann. Vertraut der Benutzer nur Wahrscheinlichkeiten von 100
%, so bleiben keine falschen Zuordnung zuriick. Die Wahrscheinlichkeiten der richtigen
Zuordnung von HSQC-Signalen waren beim groften Protein Ras(T35S)-GppNHp sehr
zuverlédssig. Beim kleinsten der Testproteine HPr S. aureus (H15A) wurden die chemischen
Verschiebungen aller Amidgruppen richtig gefunden, aber nicht alle bestétigt. Hier war die
Verifikation zu restriktiv, was aber besser ist als falsche Zuordnungen zu bestétigen. Beim
reduzierten Plasmodium falciparum Thioredoxin wurden keine falschen HSQC-Zuordnungen
bestitigt, doch war hier der Abstand zwischen der maximalen Verifikationspseudoenergie
einer falschen Zuordnung eines HSQC-Signals und der minimalen Verifikationspseudoenergie
fiir 100 % sichere Zuordnungen sehr klein. Durch einen weiteren Schritt in der Verifikation
kann aber auch diese mogliche Fehlerquelle einfach behoben werden und somit gewihrleistet
werden, dass keine falschen zugeordneten HSQC-Signale von SIBASA bestétigt werden.

Keine andere Methode der automatischen Zuordnung kann HSQC-Spektren ohne eine “C-
markierte Probe des Proteins sicher auch nur teilweise zuordnen. Die meisten anderen
Losungen bendtigen hierfiir mindestens ein Triple-Resonanz-Spektrum (Kap. 1.2).

Mit ST2NMR (Pristovsek et al. 2002) ist es moglich mithilfe von intraresidualen
Spinsystemen aus TOCSY-Spektren, einem 2-D-NOESY-Spektrum, einem 3D “"N-NOESY-
HSQC-Spektrum und einer 3D-Struktur die chemischen Verschiebungen der Amidgruppen zu
bestimmen. Bei der automatischen Zuordnung des oxidierten Paracoccus Denitrificans
Cytochrome css; (112 Aminosduren) konnten 100 % der TOCSY-Spinsysteme richtig
zugeordnet werden. SIBASA konnte beim ungefihr gleich groen PfTrx (104 Aminosiuren)
89 der 100 Amidgruppen von Hauptketten mit sichtbaren NOESY-Kreuzsignalen ohne das
von ST2NMR benétigte TOCSY-Spektrum richtig zuordnen und 78 davon als sicher richtig
bestdtigen. Fiir das ou-Gloulin von Méusen (162 Aminosduren) war, laut der
Veroffentlichung, die Signalliste des 2-D-NOESY-Spektrums fiir ST2ZNMR nicht verwendbar,
da das Protein zu groB fiir die Strukturbestimmung mit diesem Spektrum ist. Die Vermutung
liegt nahe, dass eine unvollstidndige Signalliste, die man wegen Signaliiberlapps aus dem 2-D-
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NOESY-Spektrum erhalten wiirde, die automatische Zuordnung storen wiirden. Nur mit dem
3D “N-NOESY-HSQC-Spektrum konnte ST2NMR nur 110 der 162 Spinsystemen richtig
zuordnen. Beim Ras(T35S)-GppNHp (166 Aminoséduren), das von der GroBe her vergleichbar
ist, hat SIBASA lediglich 9 der 150 Zuordnungen von Amidgruppen mit sichtbaren
Kreuzsignalen falsch zugeordnet.

ST2NMR und viele andere Programme brauchen, im Gegensatz zu SIBASA, TOCSY-
Spinsysteme um die Resonanzen von Seitenkettenprotonen zuzuordnen. Fiir grofler Proteine
ist das bendtigte 2-D-TOCSY-Spektrum nicht geeignet, da wahrend der langen Mischzeiten,
die bendtigt werden um Spinsystem vollstdndig aufzukldren, die dipolare Kopplung die
skalare Kopplung iiberwiegen kann (Cavanagh 2007). Das 2-D-TOCSY-Spektrum kann durch
ein 3D HCCH-TOCSY-Spektrum, das die stidrkere Kopplung iiber die Kohlenstoffe nutzt,
ersetzt werden. Daflir wird aber eine “C-markierte Probe in D,O und weitere Messzeit
benoétigt. Durch das Losungsmittel dndern sich auch die chemischen Verschiebungen der
gemessenen Resonanzen im 3D HCCH-TOCSY Spektrum, was die Synchronisation der
Spinsysteme mit dem 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum erschwert. Mit dem 3D "*C-NOESY-
HSQC-Spektrum war es mit ST2ZNMR moglich alle TOCSY-Spinsysteme richtig zuzuordnen.

Nur GARANT (Bartels et al. 1996; Bartels et al. 1997; Giintert 2009) (Kap. 1.2) konnte
neben SIBASA durch seinen allgemeinen Aufbau, eine automatische Zuordnung von HSQC-
Spektren nur mit dem 2-D-NOESY- und dem 3D "“N-NOESY-HSQC-Spektrum erreichen.
GARANT ist, wie in den Veroffentlichungen erwéhnt, sehr stark von den Signallisten, die
durch Peakpicking aus den Eingabespektren erzeugt werden miissen, abhingig. In Bartels et
al. (1997) wurde auch darauf hingewiesen, dass dieser Nachteil durch die direkte Interaktion
des automatischen Zuordnungsalgorithmus mit den experimentellen Spektren behoben
werden kann. In SIBASA wird eben dies durch den Vergleich der spektralen Bereiche der
beobachteten Signale zwischen Riickrechnung und experimentellen NMR-Spektren erreicht.
Dadurch kann SIBASA als einzige Losung der automatische Zuordnung Uberlagerungen von
Kreuzsignalen berticksichtigen.

Mit der NMR-Struktur, dem CBCA(CO)NH-, dem 3D "“C- und dem 3D “N-NOESY-
HSQC-Spektrum konnte GARANT 92,7 % der HSQC-Zuordnungen des Cyclophilin A (165
Aminosduren) richtig bestimmen. SIBASA dagegen konnte fiir das ungefdhr gleich grof3e
Ras(T35S)-GppNHp (166 Aminosduren) 141 der 150 (94 %) Hauptkettenamidgruppen mit
sichtbaren NOESY-Kreuzsignalen nur mit dem 2-D-NOESY- und dem 3D "“N-NOESY-
HSQC-Spektrum richtig zugeordnet. SIBASA hat dafiir nur eines statt drei 3D-Spektren und
nur eine einfach "N-markierte Probe in H,O benétigt. Es scheint so, dass auch GARANT, wie
schon ST2NMR, die gut aufgelosten 2-D-NOESY-Spektren mit sehr gutem Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis fiir gréBere Proteine nicht verwenden kann.

AuBerdem bieten weder GARANT noch ST2NMR die Mdoglichkeit an die Qualitdt der
automatischen Zuordnungen zu verifizieren. In SIBASA kann die Qualitit einer Zuordnung
durch die Auswertung mehrerer unabhdngiger Instanzen und durch den Vergleich der
Linienformen der simulierten Signale mit dem experimentellen Spektrum bestimmt werden
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(Kap. 2.2.12).

SIBASA ist der einzige Algorithmus, der HSQC-Spektren nur mit einer 3D-Struktur einer
einfach markierten ""N-Probe und einem einzigen zeitaufwendigem 3D-Spektrum sicher
(teil)zuordnen kann. Durch zukiinftige Verbesserungen bei den Riickrechnung, bessere
Vorhersagen der chemischen Verschiebung und genauere Verifikation wird es mdglich sein
nahezu alle Amidgruppen, die gut sichtbaren NOESY-Kreuzsignale haben, sicher zuzuordnen.

5.3.1 Ablauf der automatischen Zuordnung

Die reduzierten experimentellen Datensétze konnten durch die Segmentation der neuen
AUREMOL Integration (Donaubauer, Verdffentlichung in Vorbereitung) besser auf die
wesentlichen Bereiche reduziert werden (Kap. 2.22). Die mdglichen chemischen
Verschiebungen, die fiir alle Kerne im Protein wihrend der automatischen Zuordnung getestet
werden, wurden durch die neuen Slotlisten (Kap. 2.2.6) und durch die neuen
Wabhrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen (Kap. 2.2.7) sinnvoll
eingeschrinkt und gewichtet.

Die Grundflichen der experimentellen Kreuzsignale der NOESY-Spektren, auf denen die
Pseudoenergie des Volumen- und Linienformvergleichs EY°"$"¢ berechnet werden, werden
nach ihrer Relevanz gewichtet und falls notig zusammengefasst um die Ubergewichtung von
Signalen zu vermeiden. Mit SIBASA wurde ein neuer Beitrag zur Gesamtenergie der
Optimierung E“* eingefiihrt. Die Pseudoenergie des Dummyslots EP™ (Kap. 2.2.9)
verbessert die Erkennung von Amidprotonen und Stickstoffe, die keine sichtbaren
Kreuzsignale in den NOESY-Spektren haben. Alle Beitrdge der Gesamtpseudoenergie der

Optimierung E“®, namlich die Pseudoenergien des Signalvergleichs E. %™ der beiden

Eingangspektren i (Gl. 56), die Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® (GI. 62) und
die neu eingefiihrte Pseudoenergie des Dummyslots EP*™ (Gl. 72) werden sinnvoll
gegeneinander gewichtet. Die beiden letzten Pseudoenergien erhielten einen dynamischen
Gewichtungsfaktor, der wihrend der automatischen Zuordnung den Fokus von statistischen
auf experimentelle Daten verschiebt (Kap. 2.2.8 und 2.2.9).

Nach jeder versuchten Verdnderung einer chemischen Verschiebung wihrend der
Optimierung, werden die zurlickgerechneten Spektren mit der aktuellen verénderten
Zuordnungsliste neu aufgebaut und mit der Pseudoenergie der Optimierung E**' bewertet.
Sowohl Neuaufbau als auch die Berechnung der Pseudoenergie benotigt Rechenzeit. Deshalb
wurden die Verdnderungen der chemischen Verschiebungen auf die Zuordnung eines HSQC-
Spektrums angepasst und optimiert. Es wurden zwei Arten von sogenannte MOVES
eingefiihrt, nimlich solche die Vorwissen stark beriicksichtigten und allgemeine, die Ausreiller
besser erkennen konnen (Kap. 2.2.11). Fiir jedes Amidprotonen werden in der Vorbereitung
die wahrscheinlichsten Zielslots fiir den speziellen MOVE bestimmt. Die Pseudokraft eines
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Zielslots s auf das Amidproton & F™*'*(Slot s ® Amidproton k) (Gl. 78) versucht unbesetzte
experimentelle Signale zu besetzen und berticksichtigt auch die
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der Kreuzsignalpartner des Amidprotons. Die
zugehorige chemische Verschiebung der Resonanz des kovalent gebunden Stickstoffs wird
anschlieBend auf den Wert desjenigen experimentellen Diagonalsignals des 3D "N-NOESY-
HSQC-Spektrum verschoben, das zum einen auf der vorher festgelegte chemischen
Verschiebung des Amidprotons liegt und zum anderen die beste Pseudoenergie erzeugt. Die
speziellen und allgemeinen MOVES verschieben die Resonanzen von H®% und

Seitenkettenprotonen immer auf experimentelle Kreuzsignale mit Amidprotonen im 2-D-
NOESY-Spektrum (Abb. 13).

Um das Minimum der Pseudoenergie der Optimierung zu finden, unterstiitzt SIBASA, im
Gegensatz zu ASSIGN, den Einsatz von mehreren Instanzen mit unterschiedlichen
Startzuordnungen und Zufallszahlen. Neben der besseren Ausnutzung der Rechenleistung von
Mehrkernprozessoren und einer besseren Abtastung des Konfigurationsraums, werden die
Instanzen zur Laufzeit regelmidBig synchronisiert, indem bereits richtig zugeordnete
Resonanzen fiir die weitere Optimierung in allen Instanzen festgelegt werden. Durch diese
Synchronisationen werden richtige Informationen zwischen den Instanzen ausgetauscht, die
Rechenzeit auf noch zu optimierende chemische Verschiebungen konzentriert und auflerdem
die Volumenskalierungsfaktoren zwischen den experimentellen und zuriickgerechneten
Spektren noch zur Laufzeit verbessert (Kap. 2.2.14).

Der Einsatz mehrerer Instanzen zusammen mit der Pseudoenergie des Volumen- und
Vol,Shape,sim
ij

Bestimmung der Verifikationspseudoenergien E"V*""*¥™(pest) der Kerne k (Gl 81)

bzw. Efmimenir "™ (best) der Amidgruppen k (GL. 85). Sie sind von der Pseudoenergie der

Linienformvergleichs E auf den simulierten Grundflichen iJj erlaubt die

Optimierung  groBtenteils unabhdngig wund werden auf den Grundflichen der
zuriickgerechneten Signale berechnet. Die Verifikationspseudoenergie gibt an, wie gut die
Kreuzsignale eines Kerns k& von der aktuellen vollstindigen Zuordnung und den
experimentellen Daten erkldart werden. Fiir die Bildung der Verifikationspseudoenergie

werden die Pseudoenergien der Zuordnung E, ™™ (GI. 70) aller Instanzen, in denen die

Resonanz des Kern £ die selbe chemische Verschiebung einnimmt, summiert. Die chemische
Verschiebung, die dabei die hochste Summe erreicht, wird in die vereinigte vollstindige
Zuordnungsliste libernommen und die Summe Pseudoenergien als Verifikationskriterium
iibernommen. Zuordnungen, die von mehr unabhingig Instanzen gefunden wurden, werden
damit insgesamt als sicherer eingestuft.

5.3.2 Vorbereitung der Rontgenstrukturen

Fiir den Top-Down-Ansatz ist es wichtig, dass die mit der richtigen vollstindigen
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Zuordnung zuriickgerechneten Spektren die entsprechenden experimentellen Spektren
bestmoglich abbilden. Nur exakte Riickrechnungen garantieren, dass die Minimierung der
Pseudoenergie der Optimierung E°*' zu der richtigen vollstindigen Zuordnung fiihrt.
Rontgenstrukturen, die der automatischen Zuordnung als Basis dienen, liegen, im Gegensatz
zum Protein in LOsung, nur in einer einzigen Zustand, der nicht notwendiger Weise der
gleiche wie in Losung ist, vor. Eine Aufgabe der MD-Simulation ist es die Dynamik des
Proteins, also die Verdnderungen der Struktur mit der Zeit im Losungsmittel unter den
Versuchsbedingung zu simulieren und die Ergebnisse der Riickrechnung zugénglich zu
machen. Eine weitere Aufgabe der MD-Simulation ist durch gute Kraftfelder, gute Modelle
und lange Simulationszeiten die Abweichung der Rontgenstruktur zum Zustand des Proteins
in Losung zu minimieren.

Fiir letztere Aufgabe sind die fiir diese Arbeit verwendete Simulationszeit von 100 ns zu
wenig. Dies zeigt der Vergleich der RMSD-Werte der gemittelten MD-Ensembles, der
gemittelten Modelle und der Rontgenstrukturen zu den zugehorigen gemittelten NMR-
Ensembles (Tabelle 8, 10 und 12). Die Rontgenstruktur von HPr S. faecalis hat trotz der
relativ geringen Sequenzidentitdt von 63,3 % einen RMSD von nur 0,084 nm zum NMR-
Strukturensemble von HPr S. aureus (H15A). Durch Homologie Modellierung und MD-
Simulation konnte dieser auf 0,058 nm verkleinert werden. Beim P{fTrx wurde der RMSD
durch Weiterverarbeitung der Rontgenstruktur von 0,125 nm auf 0,133 nm erhoht. Diese
RMSD-Werte liegen aber noch unter den Auflésungen der verwendeten Rontgenstrukturen.
Die zugehorigen Verldaufe der lokalen RMSD Werte (Abb. 41 gelb und Abb. 56 gelb) zeigen
ebenfalls keine Ausreifler nach oben an. Es kann als davon ausgegangen werden, dass die
Konformation im Kristall und in der Losung beim HPr S. aureus (HI5A) und dem reduzierten
PfTrx jeweils gleich sind.

Beim Ras(T35S)-GppNHp ist der RMSD der verwendeten Rontgenstruktur mit 0,22 nm
hoher und konnte mit der MD-Simulation auf 0,207 nm verkleinert werden. Aullerdem hat der
lokale RMSD der aktiven Zentren grof3e Ausreiller nach oben (Abb. 70 gelb). Es standen zwei
Formen der Rontgenstrukturen von Ras(T35S)-GppNHp zur Auswahl. Im Gegensatz zu Form
1 (PDB ID: 3KKN) hat Form 2 (PDB ID: 3KKM) vier Wasserstoftbriicken zum Nukleotid
GppNHp (Shima et al. 2010). In der Riickrechnung des 2-D-NOESY-Spekrtums von Form 2
konnten auflerdem wichtige NOE-Kontakte zum Nukleotid, die in der Riickrechnung von
Form 1 nicht sichtbar waren, beobachtet werden (Abb. 16). Form 2 hat einen kleineren RMSD
zum NMR-Ensemble (Abb. 58), ist aber unvollstindig und damit nicht als Eingabestruktur fiir
SIBASA geeignet. Man kann davon ausgehen das Form 2 als Eingabestruktur fiir SIBASA
besser geeignet gewesen wire und das die 100 ns MD-Simulation von Form 1 die
Unterschiede zwischen den beiden Formen nicht beheben konnte.

Durch das Verwenden des Ensembles und der Dynamikparameter einer MD-Simulation
kann die Riickrechnung das Protein im Ld&sungsmittel unter Versuchsbedingung besser
abbilden. Die gesamte Pseudoenergie des Volumens EY*' und die der Linienform E®"™F¢ der
richtigen Zuordnung haben sich mit den Riickrechnungen der MD-Trajektorie fiir alle drei
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Proteine verbessert (Tabelle 8, 10 und 12). Beim Ras(T35S)-GppNHp waren die
Pseudoenergien der richtigen Zuordnung fiir die aus dem MD-Ensemble zuriickgerechneten
Spektren im Mittel sogar kleiner als fiir die aus dem NMR-Ensemble zuriickgerechneten
Spektren.

MD-Ensembles bilden auch die Basis fir die Bestimmung der
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen der zuzuordnenden
Kerne (Kap. 2.2.7). Durch Fortschritte in den Kraftfeldern und Modellen, sowie durch Einsatz
von mehr Rechenzeit konnte die Qualitdt der Vorhersagen der chemischen Verschiebungen
verbessert werden.

Es ist vorstellbar, dass Fortschritte auf dem Gebiet der Molekulardynamik es moglich
machen die richtige vollstindige Zuordnung mit SIBASA mit noch weiter von der
Losungsstruktur entfernten 3D-Strukturen zu bestimmen.

5.3.3 Automatische Bestimmung der
Volumenskalierungsfaktoren und der zusatzlichen
Linienverbreiterungen

Fiir die Bestimmung der Pseudoenergien des Volumens E}*

1
experimentellen Signale ij (GIl. 45) ist der Volumenskalierungsfaktor a; zwischen den
Volumen der simulierten und experimentellen Signalen im Spektrum i unverzichtbar. Die
Pseudoenergie des Volumens differenziert besser zwischen falschen und richtigen
Zuordnungen von Kreuzsignalen als die Pseudoenergie der Linienform (Abb. 32, 47 und 61

jeweils A und C). Die Volumenskalierungsfaktoren gehen zudem tiiber Signaliiberlapp auch in

auf den Grundflachen der

die Berechnung der Pseudoenergie der Linienform E%hape (Gl. 47) auf der Grundfliche des

Signals j im Spektrum i ein.

Die statistischen Methode aus Kap. 2.2.4 zur Bestimmung der Skalierungsfaktoren kommt
ohne Zuordnungsliste aus. Sie schafft es durch Glittung und durch Filterung die
Haufigkeitsverteilungen der skalierten simulierten und die Haufigkeitsverteilungen der
experimentellen Volumen fiir die beiden NOESY-Spektren bestmdglich aneinander zu fitten
(Abb. 5, 23, 30, 45 und 59). Die Abweichungen von bis zu 70 % zu den
Volumenskalierungsfaktoren, die mit der richtigen vollstindigen Zuordnung berechnet
worden sind, sind z.B. auf die Unterschieden zwischen dem MD-Ensemble und der 3D-
Struktur in Losung zuriick zu fiihren. Solche Unterschiede konnen manchmal dafiir
verantwortlich sein, dass kein eindeutiger Skalierungsfaktor zwischen experimentellen und
simulierten  Signalvolumen  gefunden @ werden  kann.  Lokale  Fehler im
Eingangsstrukturensemble fallen aber in der Regel weniger stark ins Gewicht, da die
Haufigkeitsverteilungen der Volumen aus fast alle sichtbaren Signale des Proteins erzeugt
werden.
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Eine stirkere Fehlerquelle bei der Bestimmung der Volumenskalierungsfaktoren {iber die
Haufigkeitsverteilungen sind die zufdlligen initialen chemischen Verschiebungen der
zuriickgerechneten Spektren in Verbindung mit einer schlechten Auflésung der
experimentellen Spektren. Die initialen Zuordnungslisten werden zufillig aus den
Normalverteilungen N (O3 xem»>Oan wem) (A4 ist die Aminosiure, wie z.B. ALA, Kern ist die

Kernart wie HY, N, H%...) gebildet, wobei die Mittelwerte O yxen und die

Standardabweichungen oif?ﬁfm aus der BMRB stammen. Die statistisch bestimmten

chemischen Verschiebungen des Proteins liegen in der Regel ndher beieinander als die
Resonanzen der Kerne in der Realitdt, was zum Verschmelzen von Signalen in den
zuriickgerechneten ~ Spektren  fiihrt.  Das  durchschnittliche ~ Volumen in  den
Héaufigkeitsverteilungen der simulierten Volumen wird dadurch erhoht und die resultierenden

statistisch  bestimmten  Volumenskalierungsfaktoren saistisch - yerkleinert.  Geringe

Auflosungen wie sie z.B. oft auf der indirekten 'H-Dimension des 3D "N-NOESY-HSQC-
Spektrums zu finden sind, konnen diesen Effekt verstirken und die Fehler der

Volumenskalierungsfaktoren of st von 3D N-NOESY-HSQC-Spektren auf bis zu 70 %

erhohen. Bei 2-D-NOESY-Spektren waren die Fehler der statistisch bestimmten
Volumenskalierungsfaktoren dagegen im Bereich von 5 % - 50 %.

Fiir die gut aufgeloste 2-D-NOESY-Spektren erzeugen Volumenskalierungsfaktoren, die aus
allen eindeutig zuordenbaren Signalen oder nur mit Ringkontakten berechnet wurden,
geringere Pseudoenergien des Volumens EY mit der richtigen Zuordnung als die statistisch

statistisch

bestimmten Volumenskalierungsfaktoren o} yorsy. Bei den schlechter aufgelosten 3D °N-
NOESY-HSQC-Spektren erzeugen hingegen die statistisch bestimmten

statistisch

Volumenskalierungsfaktor o3 pnopsy geringere Pseudoenergien des Volumens EY' (Tabelle 9,
11 und 13). Die Ursache ist folgende:

Bei den Riickrechnungen werden viele schwache Signale, die im experimentellen Spektrum
nicht sichtbar sind, erzeugt. Diese Signale iiberlappen, wegen der nahe beieinander liegenden
chemischen Verschiebungen in der initialen Liste der chemischen Verschiebung, oft mit
starkeren zuriickgerechneten Signalen und erhéhen damit ihr Volumen. Ein kleinerer
Volumenskalierungsfaktor bringt die skalierten simulierten Volumen wieder ndher an die
experimentellen Volumen heran und verbessert somit die Pseudoenergien des Volumens. Im
gut aufgelosten 2-D-NOESY-Spektrum ist zwischen den experimentellen Signalen meistens
genug leerer Raum, in dem die schwachen simulierten Signale Platz finden, ohne die
Pseudoenergie des Volumens durch Uberlapp zu beeinflussen. Eine mdglich Abhilfe konnte
die Verkleinerung des Cut-Off-Abstands der Riickrechnungen der 3D ""N-NOESY-HSQC-
Spektren bringen. Dies wiirde aber dazu fiihren, dass experimentelle Signale wihrend der
automatischen Zuordnung nicht mehr erklart werden konnen.

Die initialen Skalierungsfaktoren werden wéhrend der automatischen Zuordnung mithilfe
der zur Laufzeit festgelegten chemischen Verschiebungen und Gleichung 30, dynamisch
angepasst. Abb. 31, 46 und 60 zeigen die Entwicklung der Volumenskalierungsfaktoren fiir
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die drei Testproteine wihrend der automatischen Zuordnung. Mit der Anzahl der wihrend der
Synchronisationsphasen festgelegten chemischen Verschiebungen steigt auch die Anzahl der
eindeutig zuordenbaren Signale. Die zur Laufzeit korrigierten Volumenskalierungsfaktoren

ndheren sich den mit der vollstindigen Zuordnung bestimmten Volumenskalierungsfaktoren

a " schnell an und verbleiben bis zum Ende bei diesen Werten. Der maximale Fehler der

Volumenskalierungsfaktoren kann somit von maximal 58 % auf maximal 15,6 % fiir das 2-D-
NOESY-Spektrum und von maximal 69 % auf maximal 20 % beim 3D "N-NOESY-HSQC-
Spektrum verringert werden. Da die Korrekturen der Volumenskalierungsfaktoren schon
relativ frith erfolgen und fast alle bis dahin festgelegten chemischen Verschiebungen richtig
sind, konnen alle weiteren Zuordnung mithilfe der richtigen Skalierungsfaktoren bestimmt
und bestitigt werden.

Auch die zusitzliche Linienverbreiterungen wurden mit der statistischen Methode bestimmt
(Kap. 2.2.5). Die Haufigkeitsverteilungen der verbreiterten Linienbreiten stimmen besser als
die  Haufigkeitsverteilungen der nicht verbreiterten  Linienbreiten mit den
Haufigkeitsverteilungen experimentellen Linienbreiten tiberein (Abb. 30, 44 und 49). Wie die
statistisch bestimmten Volumenskalierungsfaktoren hingen auch die statistisch bestimmten
Linienverbreiterungen von der initialen Liste der chemischen Verschiebungen der
Riickrechnung ab.

Der stirkere Signaliiberlapp durch die nahe beieinander liegenden chemischen
Verschiebungen sorgt dafiir, dass Signale in den Spektren verschmelzen und hohere simulierte
Linienbreiten in die Haufigkeitsverteilungen eingehen. Die bestimmten Korrekturfaktoren fiir
die Linienbreiten der Riickrechnungen sind somit oft zu klein oder sogar negativ. Um Fehler
zu vermeiden, wurden negative Korrekturen nicht beriicksichtigt. Ein Vergleich der mit der
richtigen (Tabelle 7) und der zufdlligen Zuordnungsliste (Tabelle 9) bestimmten zusétzlichen
Linienverbreiterungen im HPr S. aureus (H15A) betdtigt diese Annahme. Die mit der
Riickrechnung der vollstdndigen richtigen Zuordnung bestimmten zusitzliche Verbreiterung
in der w2-Dimension des 2-D-NOESY-Spektrums war fast doppelt so grof3 (2,1 Hz) wie die
mit der zufdlligen Liste der chemischen Verschiebungen bestimmte Verbreiterung (1,2 Hz).

In 3D "N-NOESY-HSQC-Spektren war die Auflosung der indirekten 'H-Dimension (o1-
Dimension) acht mal bzw. beim Ras(T35S)-GppNHp vier mal grofer als die Auflosung der
indirekten 'H-Dimension des 2-D-NOESY-Spektrums. Wegen dem groBen Uberlapp, der
durch die verwendeten FID-Filter verstirkt wurde, konnten nur kleine oder gar keine
zusitzlichen Verbreiterungen bestimmt werden. Die Korrekturen der Linienbreiten
verkleinerten die Pseudoenergien der richtigen Zuordnung nur wenig oder vergroferten sie
sogar.

Die fiir den Top-Down-Ansatz wichtigen Volumenskalierungsfaktoren und zusitzlichen
Linienverbreiterungen mussten in ASSIGN noch manuell eingeben werden, was zumindest
Teile der richtigen Zuordnung erfordert hat. In SIBASA  konnen die
Volumenskalierungsfaktoren ohne bereits bekannte Resonanzzuordnungen mit der statistische
Methode bestimmt werden. Durch die zusitzliche Anpassungen zur Laufzeit konnen die
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Volumenskalierungsfaktoren sehr gut gendhert werden. Die Verbreiterungen durch
Feldinhomogenitit konnen in der gut aufgeldsten direkten 'H-Dimension der 2-D-NOESY-
Spektrums ebenfalls gut bestimmt werden. Da in der neuesten Version von AUREMOL
RELAX die Filterfunktionen auf der Frequenzdoméne (Kap. 2.2.3) genauer zuriickgerechnet
werden konnen, sind die Korrekturen nicht mehr so wichtig, wie sie noch in ASSIGN waren.

534 Schatzung der Haufigkeitsverteilung der Pseudoenergien

Vol, Shape
ij
auf den Grundfldchen der experimentellen Signale j im Spektrum i (Gl. 50) bzw. der lokalen

Fiir die Berechnung der lokalen Wahrscheinlichkeiten einer richtigen Zuordnung P

Wahrscheinlichkeiten Pi\j/"l’Shap > auf den Grundflichen der simulierten Signale ; im

Spektrum i mit dem Satz von Bayes, miissen die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien

des Volumens (E?jf

Linienform ( Eﬁ

' bzw. EX"I’S““) und die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien der

P bzw. EJ™™) fiir die vollstindige richtige und fiir eine falsche
Zuordnungen bekannt sein (Kap. 2.2.8). Fiir SIBASA wurden die Héufigkeitsverteilungen
mithilfe der Spektren, der bekannten vollstindigen Zuordnung und den Riickrechnungen der
NOESY-Spektren aus dem NMR-Strukturensemble von HPr S. aureus (H15A) erzeugt. Die

resultierenden Hiufigkeitsverteilungen 1S A M S und

1

H O shpesin(prelsim ERRPe) \wurden in die AUREMOL Datenbank aufgenommen. Mit ihnen
ist es moglich die lokalen Wahrscheinlichkeit einer richtigen vollstindigen Zuordnung des
Signals j fiir die Spektrentypen i (i seht fiir 2-D-NOESY- bzw. 3D "N-NOESY-HSQC-
Spektrum) in Abhéngigkeit von der Pseudoenergie des Volumens und der Pseudoenergie der
Linienform zu berechnen. Die Spektren sollten idealerweise fiir die automatische Zuordnung
immer mit den gleichen Parametern aufgenommen und prozessiert werden. In Abb. 25 und 26
sind die 16 Haufigkeitsverteilungen fiir die Pseudoenergie des Volumens und die
Pseudoenergie der Linienform, die fiir das 2-D-NOESY-Spektrum und das 3D "N-NOESY-
HSQC-Spektrum jeweils fiir die richtige und eine zufillige Zuordnung erzeugt worden sind,
gezeigt. Die empfohlene Prozessierung der beiden NOESY-Spektren wird in Kap. 3.2.2
beschrieben. Es kann aber, wie z.B. bei der Lorentz-Gaul3-Transformation des 2-D-NOESY-
Spektrum von Ras (T35S)-GppNHp, nétig sein die Parameter zu verdndern, um das Signal-
zu-Rausch-Verhiltnis zu erhohen. Die Héufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien, die mit
der Riickrechnungen des NMR-Strukturensembles und der richtigen vollstdndigen Zuordnung
bestimmt wurden, haben meistens zwei Maxima. Eines liegt bei der maximal mdglichen
Pseudoenergie 1,0 und représentiert die richtig zugeordneten NOESY-Kreuzsignale. Ein viel
kleineres liegt bei sehr kleinen Werten der Pseudoenergie. Die Verteilungen der
Pseudoenergien der zufilligen Zuordnung haben nur ein einziges Maximum bei sehr kleinen
Pseudoenergien. Dieses Maximum reprisentiert experimentelle bzw. simulierte Signale denen
kein simuliertes bzw. experimentelles Signal zugeordnet werden konnte. Um den
dynamischen Bereich der lokalen Wahrscheinlichkeiten zwischen falschen und richtigen
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Kreuzsignalzuordnung zu erhohen, mussten die mit der vollstdndigen richtigen Liste der
chemischen Verschiebungen nicht zuordenbaren experimentellen Signale herausgefiltert
werden.

Die Hohe und die Postion des Maxima der richtig zugeordneten Signale hingt vom
Spektrumtyp ab. Wegen kleinerer Auflosungen und schlechteren Signal-zu-Rausch-
Verhéltnissen sind die Maxima der richtig zugeordneten Kreuzsignale in den Verteilungen der
Pseudoenergien der 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektren breiter und in Richtung kleinere
Pseudoenergie verschoben.

Die Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergie des Volumens der richtigen vollstindigen
Zuordnung sind fiir die automatische Zuordnung meistens aussagekriftiger, als die
Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien der Linienform. Die Pseudoenergie des

Vol
Volumens E;°

simulierten Signalvolumen bestimmten Abstinden (Gl. 45). Sie ist wegen der V¢
Abhidngigkeit weniger empfindlich gegeniiber Abweichungen als die Pseudoenergie der

Linienform E{™°. Bei den Verteilungen der Pseudoenergien der 3D "*N-NOESY-HSQC-
Spektren verringert sich, wegen der ungenaueren Volumenskalierungsfaktoren (Kap. 5.3.3),
dieser Vorteil.

ist der relative Unterschied zwischen den aus experimentellen und

Im Vergleich zu den entsprechenden Verteilung auf den experimentellen Grundflachen sind
die Maxima der Haufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien auf den simulierten
Grundflachen der richtig zugeordneten Signale in der Regel niedriger und weiter in Richtung
niedriger Pseudoenergie verschoben. Die Héufigkeitsverteilungen sind stark von der
Linienform der zuriickgerechneten Signale abhéngig. Sind die simulierten Signale breiter als
die entsprechenden experimentellen Signale, so konnen die Pseudoenergien nicht den
Bestwert erreichen. Die Hohe des Maxima bei niedrigen Pseudoenergie in den Verteilungen
sind hauptsédchlich von der Giite des 3D-Strukutrensembles der Riickrechnung und dem

Pseudo

maximalen erlaubten Pseudoabstand d;;
abhéngig (Kap. 2.2.8).

fir ein simulierten NOESY-Kreuzsignal

Die gleichen Beobachtungen kdnnen auch fiir die Haufigkeitsverteilungen der drei Testfdlle
gemacht werden. In Abb. 33, 48 und 62 sind die lokalen Wahrscheinlichkeiten einer richtigen
Zuordnung P(korrekt | E) in Abhéngigkeit von der Pseudoenergie fiir die drei Testfille
aufgetragen. Zum Vergleich sind die aus den vorher diskutierten Haufigkeitsverteilungen
bestimmten Wahrscheinlichkeitsfunktion aufgetragen. Fiir die Berechnung der lokalen
Wahrscheinlichkeiten ~ PY°"*"P(Ef® |E;"™) sind immer zwei in den Abbildungen
nebeneinander liegende = Wahrscheinlichkeitsfunktionen — verantwortlich.  Alle  acht
Wabhrscheinlichkeitsfunktionen (rot) stimmen in allen drei Testféllen sehr gut mit den Kurven
der NMR-Daten von HPr S. aureus (H15A) (griin) {berein.  Die
Wahrscheinlichkeitsfunktionen auf den experimentellen Grundfldchen, die fiir die Berechnung
der lokalen Wahrscheinlichkeiten bei unbekannter Zuordnung verwendet werden (jeweils A,
B, E, F), gehen dabei bei niedrigen Pseudoenergien tiefer als die Kurven der Testfille, weil
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sie  den Unterschied zwischen richtigen und falschen Zuordnungen beziiglich
Wahrscheinlichkeit maximieren wollen.

Die Wahrscheinlichkeitskurven der Pseudoenergien auf den simulierten Grundflichen (C,
D, G, H) der drei Testfille haben etwas groBere Abweichungen, aber auch hier ist die
grundsitzliche Form die selbe. Die vier Kurven gehen in die Verifikationspseudoenergie
EenVobShapesin(hoot) mit ein. Bessere Haufigkeitsverteilungen konnen in Zukunft dafiir

sorgen, dass die Verifikationspseudoenergien von richtigen und falschen Zuordnungen weiter
auseinander liegen.

Durch das Einbinden der optimierten H&ufigkeitsverteilungen der Pseudoenergien eines
bekannten Proteins in der AUREMOL Datenbank wurde eine weitere Liicke von ASSIGN
geschlossen. In ASSIGN musste fiir die Berechnung der lokalen Bayesschen

Wahrscheinlichkeiten ~ PY"*"P(E/* E"*)  zumindest ein Teil der chemischen

j o

Verschiebungen bereits vorhanden sein.

5.3.5 Verlauf von Pseudoenergien und dynamischer GroRen
wahrend der automatischen Zuordnung

Wihrend der automatischen Zuordnung mit SIBASA wird in mehreren unabhingigen
Instanzen die Pseudoenergie der Optimierung E** minimiert. In Abb. 34 A, 49 A und 63 A
sind fiir die drei Testproteine die zeitliche Verldufe des wichtigsten Teils von E*?, nimlich die
Pseudoenergie des Signalvergleichs auf den Grundfldchen der experimentellen Signale fiir die
Instanz mit der niedrigsten (rot) und der hochsten (griin) finalen Pseudoenergie E°* gezeigt.
Es besteht dabei ein direkter Zusammenhang zwischen der Pseudoenergie der
Signalvergleichs und den Anteil der richtig gefunden Zuordnungen (jeweils B). Dies bestitigt
die Wahl der verwendeten Pseudoenergien fiir das Zuordnungsproblem mit dem Top-Down-
Ansatz auf Basis von NOESY-Spektren.

Die finale Pseudoenergie des Signalvergleichs der automatischen Zuordnung kann schon
vor der eigentlichen Optimierung gut mit Gl. 65 geschitzt werden (Abb. 35 A, 50 A und 64 A
jeweils gelb). Wurde der Wert von EYoSh#eort yon SIBASA (fast) erreicht oder unterschritten
kann angenommen werden, dass die automatische Zuordnung erfolgreich war. Falls sie nicht
erreicht wurde, kann davon ausgegangen werden, dass SIBASA nicht erfolgreich war.
Ursachen fiir Fehler miissen dann bei den Eingangsdaten, wie z.B. dem Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis der prozessierten NOESY-Spektren, dem Peakpicking, der 3D-Struktur der
Riickrechnung oder bei den Optimierungsparametern wie Anfangsthreshold oder Anzahl der
Iterationen pro Kiihlschritt (Kap. 2.2.10) gesucht werden. Da die finale Pseudoenergie des
Signalvergleichs gut vorhergesagt werden kann, ist es auch moglich den Fortschritt der
automatischen Zuordnung zu jedem Zeitpunkt anzugeben. AufBlerdem koénnen die
Gewichtungsfaktoren der Pseudoenergien der chemischen Verschiebung E® (Gl. 62) und des
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Dummyslots EP"™ (GIl. 72) dynamisch angepasst werden. In die Pseudoenergie der
chemischen Verschiebung E® gehen die vorhergesagte Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen
der chemischen Verschiebungen ein. E® wird fiir die richtige vollstindige Zuordnung nicht
minimal. Thr Beitrag zur gesamten Pseudoenergie der Optimierung wird deshalb mit dem
Gewichtungsfaktor w™® (Gl. 64) wihrend der Optimierung verringert (Abb. 35 B, 50 B und 64
B jeweils griin), was der Pseudoenergie der chemischen Verschiebung E® in allen drei
Testfdllen erlaubt (griin) gegen den Wert der richtigen vollstindigen Zuordnung (gelb) zu
konvergieren.

Die Pseudoenergie EP"™ wurde eingefiihrt, um Amidprotonen und Stickstoffe, die keine
sichtbaren Kreuzsignale in den NOESY-Spektren haben, wédhrend der automatischen
Zuordnung in den Dummyslot, zu verschieben (Kap. 2.2.9). Der Gewichtungsfaktor w*P"™
der Pseudoenergie EP*™ wird wihrend der automatischen Zuordnung dynamisch verkleinert,
wodurch verhindert wird das sichtbare Resonanzen von Amidprotonen und Stickstoffen
irrtiimlich als unsichtbar eingestuft werden. Die Identifikation der nicht sichtbaren
Resonanzen von Amidgruppen erfolgt in SIBASA aber in der Regel iiber die
Verifikationspseudoenergie. Dennoch sind viele sichtbare und schwer zuordenbare
Resonanzen von Amidgruppen in vielen Instanzen der automatischen Zuordnung von
Ras(T35S)-GppNHp auch am Ende im Dummyslot gewesen. Dies hat dafiir gesorgt, dass die
Zuordnungen dieser Resonanzen mithilfe der Verifikationspseudoenergie besser als unsicher
eingestuft werden konnten.

5.3.6 Festlegen von Zuordnung zur Laufzeit mithilfe
mehrerer Instanzen

Nach jeweils fiinf Abkiihlschritten wurde fiir die automatische Zuordnung der drei
Testproteine das Synchronisationsverfahren aus Kap. 2.2.13 verwendet um Zuordnungen
festzulegen. Durch die Synchronisationen wuden richtig gefundene Zuordnungen zwischen
den Instanzen ausgetauscht und dafiir gesorgt, dass keine weitere Rechenzeit an bereits
optimal platzierte Resonanzen mehr verschwendet werden musste.

Bei der automatischen Zuordnung mit dem Top-Down-Ansatz gibt es Resonanzen deren
chemische Verschiebungen leicht, welche deren chemische Verschiebungen schwieriger und
welche deren chemische Verschiebungen nicht gefunden werden kénnen. In welche Kategorie
die Zuordnung einer Resonanz fillt hingt von der 3D-Struktur des Proteins, der Qualitit der
Spektren und anderen Faktoren wie Signaliiberlapp oder chemischen Austausch ab. Durch das
3D "N-NOESY-HSQC-Spetrum sind die chemischen Verschiebungen von Amidprotonen viel
besser definiert und erheblich leichter zuzuordnen als die chemischen Verschiebungen der
Resonanzen von H*- und Seitenkettenprotonen.

Die chemischen Verschiebungen der Resonanzen von H*- und Seitenkettenprotonen wurden



5 Diskussion 191

zur Laufzeit fixiert, falls ihre Verifikationspseudoenergie E"*V"*"**™(pest) hoher als

0,85 war (Kap. 4.3.1). Aus den Héaufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergie der
falschen Zuordnungen des Endergebnisses (Abb. 37 A, 52 A und 66 A) und den ROC-Kurven
(Abb. 38 A, 53 A und 67 A) der drei Proteine geht hervor, dass es keinen Grenzwert p <1 der
Verifikationspseudoenergie fiir den nur noch richtige Zuordnungen fixiert werden, gibt.

Die H* und Seitenkettenprotonen haben im 3D ""N-NOESY-HSQC-Spetrum nur wenige
und im 2-D-NOESY-Spektrum viele sich iiberlappende Kreuzsignale, weswegen deren
Zuordnung schwieriger als die Zuordnung der Resonanzen von Amidgruppen ist. Ein GroBteil
der falsch fixierten chemischen Verschiebungen von Seitenketten sind fiir viele Anwendungen
wie Strukturrechnung und Strukturverfeinerung trotzdem verwendbar, da die falsch
festgelegten Resonanzen fast ausschlieBlich auf Positionen von Resonanzen anderen
Seitenkettenprotonen der selben Aminosdure gelegt wurden. Da diese Kerne in der 3D-
Struktur nahe beieinander liegen, liegt der Fehler eines auf Basis der falschen Zuordnung
bestimmten Abstandsrestraints im Toleranzbereich. Die vertauschten Kerne haben aulerdem
fast die gleichen Kreuzsignale und stéren so den weiteren Verlauf der Optimierung nur wenig.
Im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum konnen vertauschte Seitenkettenprotonen, wegen der
schlechten Auflosung entlang der indirekten '"H-Dimension, sowieso hiufig nicht voneinander
unterschieden werden.

Die Festlegung von chemischen Verschiebungen von Amidgruppen zur Laufzeit verlief mit
dem Grenzwert pamidgrppe der Verifikationspseudoenergie von 0,73 dagegen fehlerfrei.

5.3.7 Diskussion der Ergebnisse der automatischen
sequentiellen Zuordnung

Die vereinigte Zuordnungsliste

Als letzter Schritt in der automatischen Zuordnung wurde die vereinigte Zuordnungsliste
(Kap. 2.2.13) aus den 16 Optimierungs-Instanzen mit der maximalen gewichteten
Standardabweichung ¢% von 0,03 ppm gebildet und jede einzelne Zuordnung bewertet. Der
Anteil der richtigen Zuordnungen in der vereinigten Zuordnungsliste war héher als in jeder
einzelnen SIBASA Instanz. Beim HPr S. aureus (H15A) stieg der Anteil von 90,1 % auf 91,8
%, beim P{fTrx von 77,3 % auf 81,7 % und beim Ras(T35S)-GppNHp von 70,3 % auf 73,9 %.

Laut Giintert (2003) sind 90 % aller chemischen Verschiebungen nétig, um eine 3D-Struktur
eines Proteins mit automatischen Methoden zu bestimmen. Nur die vereinigte
Zuordnungsliste von HPr S. aureus (H15A) wiirde dieses Kriterium erfiillen, falls es moglich
gewesen wire alle falschen chemischen Verschiebungen aus dieser Liste zu entfernen. Fiir die
beiden anderen Proteine ist der Anteil der richtig gefundenen chemischen Verschiebungen zu
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klein, was aber nicht ausschlieft, dass eine NMR-Struktur mittels Strukturverfeinerung aus
der Rontgenstruktur bestimmt werden konnte. Der Anteil der fiir die Strukturverfeinerung
verwendbaren chemischen Verschiebungen wird auerdem durch falschen Zuordnungen von
Resonanzen von Seitenkettenprotonen, die mit Resonanzen der selben Seitenkette vertauscht
worden sind, erhoht.

Wie zu erwarten war, nehmen mit der Grof3e der Proteine bei gleichen Eingabespektren die
Anzahl der richtigen gefunden Zuordnungen ab. Das Testprotein Ras(T35S)-GppNHp hat fast
doppelt so viele zuzuordnende Resonanzen und fast doppelt so viele NOESY-Kreuzsignale
wie das Testprotein HPr S. aureus (H15A). AuBerdem sind die Signale des Ras(T35S)-
GppNHp breiter als die Signale des HPr S. aureus (H15A). Dank der guten Definitionen der
Amidgruppen in der automatischen Zuordnung durch das 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum
und der sehr guten Vorhersagen der chemischen Verschiebungen der Seitenketten- und H*-
Protonen ist der Anteil der richtig gefunden chemischen Verschiebung von Ras(T35S)-
GppNHp nur 20 % kleiner als der von HPr S. aureus (HI5A).

Beim Haupteinsatzgebiet von SIBASA, der automatischen Zuordnung von HSQC-Spektren,
waren in der vereinigen Zuordnungsliste von HPr S. aureus (H15A) 100 % der Resonanzen
der Amidprotonen und Stickstoffe, mit sichtbaren NOESY-Kreuzsignalen, richtig zugeordnet.
Beim PfTrx waren es 95,1 % und beim Ras(T35S)-GppNHp 91,8 %. Die Verdoppelung der
Komplexitit des Problems hat den Anteil der richtigen gefundenen Zuordnung nur um 8,2 %
reduziert.

Die Verifikationspseudoenergie

SIBASA besitzt mit der Verifikationspseudoenergie E;"*"¥*"%"**™(best) ein Kriterium,
um die Qualitit einer Zuordnung zu bestimmen. Sie wurde fliir Amidgruppen und die
restlichen Protonen unterschiedlich definiert und wurde fiir jede Zuordnung separat
ausgewertet.

Die Héufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien der falsch zugeordneten
Resonanzen der H*- und Seitenkettenprotonen (Abb. 37 A, 52 A und 66 A jeweils griin) haben
ein Maximum bei mittleren Verifikationspseudoenergien und fallen im gesamten Bereich nie
auf 0 ab. Die Héiufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien richtig gefunden
Zuordnungen (rot) dagegen haben ein hohes Maximum bei der maximal mdglichen
Verifikationspseudoenergie von 1. Falls man alle falsche Zuordnungen von H* und
Seitenkettenprotonen im  Endergebnis der automatischen Zuordnung mit der
Verifikationspseudoenergie herausfiltern hitte wollen, wiren auch keine richtigen
Zuordnungen mehr iibrig geblieben. Der Anteil der richtig gefundenen und bestétigten
Zuordnungen war aber sehr hoch, wenn man wenige falsche Zuordnungen erlaubt hat. Die
zugehorigen ROC-Kurven der Verifikationspseudoenergien der H*- und Seitenkettenprotonen
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(Abb. 38 A, 53 A und 67 A) haben dieses Ergebnis bestitigt. Die Flichen unter den ROC-
Kurven, die die Qualitét eines Trennkriteriums messen, waren in allen drei Féllen iiber 80 %
und auch unabhingig der GroBle des automatisch zugeordneten Proteins.

Durch die Auswertung des 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrums in der automatischen
Zuordnung waren die Positionen der Amidprotonen- und Stickstoffresonanzen besser festlegt

als die Positionen der restlichen Resonanzen. Die Verifikationspseudoenergie

Cli Vols,Sh: i . . . . . .
Emidgumek " (best) einer Amidgruppe, die das Produkt der Verifikationspseudoenergie

des Amidprotons und des Stickstoffs ist (Gl. 85), kann falsche und richtige HSQC-
Signalzuordnungen in allen drei Testfdllen sehr gut voneinander trennen. Die
Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien der richtigen und falsch gefunden
Zuordnungen in der vereinigten Zuordnungsliste (Abb. 52 C und 66 C jeweils griin) sehen
sechen zwar den é&hnlich aus wie die entsprechenden Héaufigkeitsverteilungen
Verifikationspseudoenergien der H® und Seitenkettenprotonen. Sie fallen bei hdheren
Verifikationspseudoenergien aber auf 0 ab. Dies ist Voraussetzung fiir die automatische
fehlerfrei Teilzuordnung eines HSQC-Spektrums. Das Ergebnis wird durch die modifizierten
ROC-Kurven (Abb. 53 C und 67 C) bestitigt. Die modifizierte ROC-Kurve von PfTrx
schneidet die y-Achse bei iiber 60 % richtig gefundenen Zuordnungen, die von Ras(T35S)-
GppNHp bei iiber 80 %. Beim HPr S. aureus (H15A) wurden alle Resonanzen von
Amidgruppen richtig zugeordnet. Die Fldche unter der ROC-Kurve war im schlechtesten Fall
93,2 % (PfTrx), was ein Indiz dafiir ist, dass die Verifikationspseudoenergie richtige von
falsche gefundene HSQC-Zuordnungen sehr gut voneinander trennen kann.

Wahrscheinlichkeiten der richtigen Zuordnung

Da die Verifikationspseudoenergie nur eine relative und keine absolute Angabe iiber die
Giite der Zuordnung machen kann, berechnet SIBASA die Wahrscheinlichkeit einer richtigen
Zuordnung mit Hilfe des Satzes von Bayes (Kap. 2.2.15). Die dafiir bendtigten allgemein
giiltigen Haufigkeitsverteilungen der Verifikationspseudoenergien der richtigen und falsch
gefundene Zuordnungen in SIBASA wurden mithilfe der vollstindigen Listen der chemischen
Verschiebungen, der NOESY-Spektren und der NMR-Strukturen von HPr S. aureus (H15A)
und PfTrx erstellt.

Die resultierende Abhédngigkeit der Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung von der
Verifikationspseudoenergie, konnte nur fiir einen der drei Testfdlle, ndmlich fiir das Protein
HPr S. aureus (H15A) (Abb. 38 B und 39 B), den realen Zusammenhang gut genug
abschitzen. Fiir die beiden anderen Testfille waren die mit dem Zusammenhang geschitzten
Wahrscheinlichkeiten sowohl fiir die Zuordnungen der Resonanzen der H* und
Seitenkettenprotonen (Abb. 53 B und 67 B), als auch fiir die Resonanzen der Amidgruppen
(Abb. 53 D und 67 D) zu hoch, was dazu fiihrte dass falschen Zuordnungen eine
Sicherheitswahrscheinlichkeit von 100 9% erhalten haben. Die Ursache fiir die falsch
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bestimmten =~ Wahrscheinlichkeiten = war, dass die  Haufigkeitsverteilungen  der
Verifikationspseudoenergien, die als Berechnungsgrundalge dienten, von einem
Zuordnungsproblem, das weniger komplex als die Zuordnungsprobleme von Ras(T35S)-
GppNHp und PfTrx war, stammten.

Um absolut sichere Teilzuordnungen von HSQC-Spektren zu erhalten, mussten die
Haufigkeitsverteilungen  der  Verifikationspseudoenergien  fiir die  Berechnung
Wahrscheinlichkeit der richtigen Zuordnung mit dem Satz von Bayes anders berechnet
werden. Unter der Annahme, dass Zuordnungen von Amidgruppen mit hohen

Verifikationspseudoenergien (Efpmmey """ (best) >0,7) richtig sind und der Annahme,
dass die Haufigkeitsverteilung der Verifikationspseudoenergien der richtigen Zuordnungen
von Amidgruppen sich durch eine Superposition einer Normalverteilung und einer
Lognormalverteilung (Gl. 92) darstellen ldsst, konnten die bendtigten Haufigkeitsverteilungen
der Verifikationspseudoenergien fiir den Satz von Bayes aus den Ergebnissen der
automatischen Zuordnung gefittet werden. Diese Methode berechnet zu niedrige
Wahrscheinlichkeiten, hat aber erkannt, dass fiir die Amidgruppen von PfTrx ein hoherer
minimaler Grenzwert pamigernppe der Verifikationspseudoenergie fiir sichere Zuordnungen als
fiir die Amidgruppen von Ras(T35S)-GppNHp ndtig war, obwohl von der Schwierigkeit des
Zuordnungsproblems ausgehend eher der umgekehrte Fall zu erwarten gewesen wiére. Beim
HPr S. aureus (H15A) hat der bestimmte Grenzwert pamigerppe di€ meisten richtig zugeordneten
Resonanzen der Seitenkettenamidgruppen, die in der Haufigkeitsverteilung der
Verifikationspseudoenergien (Abb. 39 A) getrennt auf einem zweiten Maximum lagen, als
falsch eingestuft.

5.3.8 Falsch bestatigte Resonanzen von Seitenketten

Beim PfTrx wurden mit dem in Kap. 4.3.1 festgelegten minimalen Grenzwert p der
Verifikationspseudoenergie 25 der 306 chemische Verschiebungen von Resonanzen von H*
und Seitenkettenprotonen falsch zugeordnet. Die minimale Wahrscheinlichkeit einer richtigen
Zuordnung P (korrekt|ES VoS resim — 0 85) - die mithilfe des in Abb. 28 B abgebildeten

Graphen bestimmt wurde, betrug 99 %. 19 der 25 falsch zugeordneten Resonanzen wurden
von SIBASA auf die Position einer Resonanz der selben Aminosdure gesetzt. Die Zuordnung
zweier weiterer Resonanzen wurde von magnetisch gleichwertige Kerne gestort. Der
Uberlapp der Resonanzen von Ile15 H"'? und H", bzw. der Resonanzen von Lys67 H® und
H* hat dafiir gesorgt, dass einer der beiden Resonanzen jeweils richtig, die andere dagegen
falsch zugeordnet wurde. Aullerdem wurden beim PfTrx die chemischen Verschiebungen der
Resonanzen der im Mittel 0,33 nm voneinander entfernten Protonen Phel2 H® und Phe26 H®
miteinander vertauscht.

Beim  Ras(T35S)-GppNHp waren 12 der 311 auf dem  Niveau
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P (korrekt|Eg VoS Pes™ — 0 85) fixierten chemischen Verschiebungen falsch. Fiinf davon

wurden auf die Postion der Resonanzen von Kernen der selben Aminosdure gelegt. Bei dreien
war der Uberlapp der Signale zweier gleichwertiger Kerne fiir die falsche Zuordnung
verantwortlich.

Beim HPr S. aureus (H15A) waren 2 der 339 festgelegten chemischen Verschiebungen
falsch. Die Signale von Asn42 H® lagen auf der Resonanzlinie des Losungsmittels und die
Resonanz von Ile33 HP hatten am Ende der automatischen Zuordnung die Position der
Resonanz von Ile33 H'” eingenommen.

5.3.9 Automatische Zuordnung von HSQC-Spektren

Beim PfTrx sind keine Seitenketten NH,-Gruppen falsch und nur die Resonanzen der
Amidprotonen von Val56 und Cys34 falsch zugeordnet worden. Es sind ebenfalls neun
weitere chemischen Verschiebungen von Hauptkettenstickstoffen falsch zugeordnet worden.

SIBASA hat insgesamt 18 HSQC-Signale von Ras(T35S)-GppNHp falsch zugeordnet,
wobei neun davon Signale von Seitenketten waren.

Im Allgemeinen wurde ein falsch zugeordnetes HSQC-Signal immer an die Position des
HSQC-Signals einer anderen Amidgruppe gesetzt, was fast immer zur Folge hatte, dass an der
Zielposition das Signal der richtigen Amidgruppe verdrdangt wurde und dann ebenfalls falsch
zugeordnet wurde. Dies fiihrt zu Vertauschung der Zuordnungen von zwei Amidgruppen bzw.
zu falschen Permutation mehrere Zuordnungen. Es hat sich bewédhrt mehrere Instanzen der
automatischen Zuordnung zu verwenden, da die richtige Permutation der Zuordnung in den
meisten Féllen am héufigsten vorkommt. Wenn ein HSQC-Signal von SIBASA falsch
zugeordnet wurde, dann waren meistens auch die Permutationen mit dieser Zuordnung in
allen Instanzen verschieden, wodurch sie leicht {iber die Verifikationspseudoenergie
herausgefiltert werden konnte.

Die Ursachen fiir falsche automatisch gefundene Zuordnungen HSQC-Signalen waren
folgende:

1. Die zuriickgerechneten Kreuzsignale der Amidgruppen konnten zusammen mit den
richtigen chemischen Verschiebungen nur teilweise durch die experimentellen
NOESY-Spektren erklart werden. Dies duB8erte sich durch eine niedrige Volumen- und
Linienformpseudoenergien der richtigen Zuordnung Em;igﬁfggf(Referenz) (GlL. 70).
Ursachen dafiir waren falsche (lokale) 3D-Strukturen, beim Peakpicking vergessene
oder fehlende experimentelle Signale, starke Verbreiterung von Linien durch
chemischen Austausch oder ein schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. In diesen
Fiéllen gibt es fiir die automatische Zuordnung keine eindeutig beste Losung die
zurlickgerechneten Kreuzsignale der Amidgruppen auf die NOESY-Spektren zu legen.
Die Verifikationspseudoenergien der Zuordnungen solcher Amidgruppen sind
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meistens klein.

2. Amidgruppen, die nur wenige oder nur schwache Kreuzsignale in der indirekten "H-
Dimension des "N-NOESY-HSQC-Spektrums hatten, waren schwerer zuzuordnen.
Die Signale entlang dieser Dimension sind besonders wichtig, da sie in der
Summenprojektion das HSQC-Signal ergeben. Im 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum
ist es moglich, dass Kreuzsignale wegen chemischen Austausch oder schlechterem
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis, nicht sichtbar sind. Wegen der geringeren digitalen
Auflésung der indirekten Dimension kénnen auflerdem Signale von Auslaufern, die
oft von richtigen Signalen schwer zu unterscheiden sind, hinzu kommen. Resonanzen
von Amidgruppen, die wegen dieser Probleme falsch zugeordnet wurden, haben oft
gleichzeitig  eine  geringen  Pseudoenergie = der  richtigen  Zuordnung

EXroé’iigff;];ff(Referenz). Besonders stark ist der spektrale Bereich der

Seitenkettenamidgruppen davon betroffen. Die vielen starken Diagonal- und
gegenseitigen NH,-Kreuzsignale auf kleinem spektralen Bereich erzeugen Ausléufer,
die dhnliche Intensititen wie die intraresidualen HP- oder H'-Kreuzsignale haben.
Durch die Lage der NH,-Gruppen am dufleren Ende der Seitenkette kann es zusétzlich
vorkommen, dass die Seitenkettenamidprotonen kaum starke interresiduale NOEs
haben. Aus diesem Grund ist es moglich, dass sie normale Wert fiir die

Pseudoenergien der richtigen Zuordnung E oo (Referenz) haben, aber im 3D
"N-NOESY-HSQC-Spektrums nicht richtig zugeordnet werden Kkonnen. Die
Verifikationspseudoenergie am Ende der automatischen Zuordnung ist fiir solche

Amidgruppen in der Regel ebenfalls sehr klein.

3. Es gibt insgesamt mehrere gleichwertige Moglichkeiten das HSQC-Signal einer
Amidgruppe zuzuordnen. In mehreren Instanzen von SIABSA ist die Zuordnung
solcher Amidgruppen in der Regel verschieden, was dazu fiihrt, dass die
Verifikationspseudoenergie einer einzigen dieser entartet Zuordnungsmoglichkeiten
verkleinert wird. Die Identifikation einer falschen Zuordnung wird schwierig, falls
zwei Moglichkeiten ungeféhr gleich groBe Verifikationspseudoenergien haben und die
Summe der beiden Verifikationspseudoenergien ungefihr 1 ergibt. Dies fiihrt dazu,
dass die richtige Zuordnung nicht in die vereinigte Zuordnungsliste aufgenommen
wird und die falsche Zuordnungen eine zu hohe Verifikationspseudoenergie hat, um
sie einfach herausfiltern zu konnen. Ursachen fiir diese Entartung konnen zu viele oder
fehlende experimentelle Signale oder Signaliiberlapp im HSQC-Spektrum oder auf der
indirekten 'H-Dimension des 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrums sein.

In den Tabellen 14 und 15 sind die falsch zugeordneten Amidgruppen und die
Amidgruppe(n), die in mit der richtigen Zuordnung auf der Position im HSQC-Spektrum zu
finden sind, von PfTrx und Ras(T35S)-GppNHp aufgelistet. Die falschen Zuordnungen in den
Tabellen sind nach den drei moglichen Fehlerquellen getrennt. In Spalte 3 ist die

. . . Vol.Sh i . .
Pseudoenergie der richtigen Zuordnung Exp ek (Referenz) angegeben. Falls diese viel

kleiner als der durchschnittliche Wert ist, kann davon ausgegangen werden, dass die



5 Diskussion 197

simulierten Kreuzsignale der Amidgruppe nicht mit den experimentellen NOESY-Spektren

erklart werden konnen (siehe Grund 1). Daneben in Spalte 4 steht die Pseudoenergie der

Vol,Shape,sim

Amidgruppe k (falsch), die im Unterschied zur Pseudoenergie der richtigen

falschen Zuordnung E
Zuordnung aus einer Instanz des besten Clusters mit der falschen Zuordnung entnommen

Vol,Sh: i o Vol,Sh i . .
wurde. Ist E ooy (falsch) groBer als E,pigammex (Referenz), so erklart die falsche

Zuordnung die experimentellen Daten besser als die richtige Zuordnung. In den Spalten 5 und

. . ot . Cluster,Vol.Shape.si
6 sind die Verifikationspseudoenergien des falschen besten Clusters Exmgumek (best)

Cluster,Vol,Shape,sim
und EAmidgruppe k

Verifikationspseudoenergien sind in diesen Féllen fiir die Trennung von falschen und richtigen

Zuordnungen erwiinscht. Mittlere und hohe Verifikationspseudoenergien

E Cluster,Vol,Shape,sim
Amidgruppe k

aller Instanzen der automatischen Zuordnung in der Glaubwiirdigkeit abgewertet werden
(siehe Grund 3).

(Referenz) des Clusters der richtigen Zuordnung aufgelistet. Kleine

(best) von falschen Zuordnungen konnten in Zukunft durch tiefere Analyse

In den letzten drei Spalten ist der Beitrag der falschen Zuordnung auf die Pseudoenergie des
Volumen- und Linienformvergleichs EY'S' der indirekten 'H-Dimension des 3D N-
NOESY-HSQC-Spektrums angegeben. Alle Signale entlang einer Linie in dieser Dimension
ergeben in der Summenprojektion ein HSQC-Signal. Zur lokalen Bewertung der Zuordnung
einer Amidgruppe k anhand eines einzigen gemessenen HSQC-Signals wird die

experimentelle Pseudoenergie des HSQC-Signals E %> (HSQC) eingefiihrt (GI. 95).

Amidgruppek

Kreuzignale entlang von o 1

EVol,Shape (HSQC): Z

Amidgruppe k

(110 (0,05)|—[tn (w32 py-Shee) | (95)

Jj=1

Je hoher die Pseudoenergie des HSQC-Signals einer Amidgruppe ist, desto mehr der
experimentelle 3D "N-NOESY-HSQC-Kreuzsignale erkliren die momentane Zuordnung
dieser Amidgruppe. Sehr hohe Werte deuten deuten auf den Uberlapp mehrerer HSQC-
Signale an der Position der betrachten Zuordnung im experimentelle HSQC-Spektrum hin.
Niedrige Werte bedeuten, dass das zuriickgerechnete und das experimentelle Spektrum
entlang der indirekten 'H-Dimension der betrachteten Zuordnung der Amidgruppe nicht
zusammenpassen oder, dass nur wenige schwache experimentelle NOESY-Kreuzsignale
entlang der Linie vorhanden sind. Ein Beispiel fiir kleine Werte sind die Amidgruppen von
Ras(T35S)-GppNHp, die keine sichtbaren experimentellen NOESY-Kreuzsignale, sondern
nur ein Diagonalsignal und ein Kreuzsignal mit dem Losungsmittel im 3D ""N-NOESY-
HSQC-Spektrum haben. Mit der richtigen Zuordnung haben diese Amidgruppen eine

Vol, Shape
Amidgruppek

Pseudoenergie E (HSQC) von 0, da das Diagonalsignal und das Kreuzsignal mit

dem Losungsmittel nicht zur Pseudoenergie beitragen. In der 7. Spalte sind die
Pseudoenergien der HSQC-Signale E %' (HSQC) der Amidgruppen der Spalten 1 und 2

Amidgruppek
mit der richtigen Zuordnung eingetragen. In Spalte 8 sind die Werte der Pseudoenergie der
HSQC-Signale E)%:* (HSQC) der beiden Amidgruppen mit der falschen von SIBASA

Amidgruppek



5 Diskussion 198

gefunden Zuordnung gegeben. In Spalte 9 ist die Differenz, und damit der Effekt der falschen
Zuordnung auf die Pseudoenergie der Optimierung angegeben. Negative Werte bedeuten, dass
die richtige Zuordnung die beiden HSQC-Signale besser erklért und positive Werte, dass die
falsche Zuordnung die experimentellen Daten besser erklart. Werte Nahe bei 0 bedeuten, dass
beide Konfigurationen energetisch ungefahr gleichwertig sind und die Populationen der
falschen und richtigen Losung in den Instanzen der automatischen Zuordnung dhnlich hoch
sein konnen.

Diskussion der falsch gefunden Zuordnungen von Amidgruppen im
PfTrx

In Tabelle 14 sind die falschen HSQC-Zuordnungen des PfTrx aufgelistet. Die
Riickrechnung von Cys34 im aktiven Zentrum konnte mit den richtigen chemischen
Verschiebungen nicht gut erkldrt werden (E{u; """ (Referenz) =0,51). Cys34 hatte
auBerdem entlang der indirekten 'H-Dimension des 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrums nur

wenige schwache Kreuzsignale (Ely ™(HSQC) =10). Es nahm in den 16 Instanzen

. .. . . . . . Cl Vol,Sh: i
verschiedene Positionen ein, aber niemals die Richtige (Ecyss 0 (Referenz) = 0).

GIn98 hatte ebenfalls nur wenige schwache NOESY-Kreuzsignale entlang der 'H-
Dimensiones 3D '"N-NOESY-HSQC-Spektrums (Egna "(HSQC) = 13) und konnte ohne
grole Verdnderung der Pseudoenergie der Optimierung von SIBASA an die Position des
benachbarten Leu99 verschoben werden. Mit Lys35, Met51, Glu66 und Leu99 bildeten Cys34
und GIn98 einen Cluster, in dem die Zuordnungen untereinander vertauscht waren. Bis auf
Cys34 hatten alle fiinf HSQC-Signale des Clusters ungefihr die gleiche richtige chemische
Verschiebung des Amidprotons von SIBASA zugeordnet bekommen. Die Riickrechnungen
von Lys35, Met51, Glu66 und Leu99 hitten auch mit der richtigen Zuordnung die
experimentellen NOESY-Spektren gut erkldren konnen. Sie hatten auf der indirekten 'H-
Dimension des 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrums geniigend Signale, doch ist der Unterschied
in der Pseudoenergie der Optimierung zwischen falscher und richtiger Losung klein genug,
dass der Anteil der falschen Losung in den 16 Instanzen von SIBASA héher war als der Anteil
der richtigen Losung. Die Tatsache, dass die Verifikationspseudoenergien des falschen besten

Cluster,Vol,Shape,si : . .
Clusters Eamdgpoek - (best) und  des  richtigen  zweitbesten  Clusters

E Cluster,Vol,Shape,sim
Amidgruppe k

(Referenz) beide hoch waren, kann aber in Zukunft zusammen mit einer
tieferen Analyse der einzelnen Instanzen ausgenutzt werden, um solche falsche Zuordnungen
am Ende der automatischen Zuordnung abzuwerten. Auch Phe40, Ile54, Lys55 und Val56 sind
in den 16 Instanzen sowohl falsch als auch richtig zugeordnet worden, da der Unterschied in

der Pseudoenergie der Optimierung der beiden Losungen nicht grofl genug war.
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Falsche Ziel Emiiromex  Emigomek  Eamigumet " Enmigoe " Enmiggapek  Exmiguper A
Zuordnung (Referenz) (falsch) (best) (Referenz)  (HSQC) (HSQC)

Cys34 GIn98 0,51 0,63 0,21 0 10/13 16/11 +4
GIn98 Leu99 1,00 0,81 0,24 0,05 13/19 14/16 -2
Lys35 GIn98 0,89 0,64 0,25 0,11 17/13 16/16  +2
Phe40 Ile16/Thro65 0,99 0,93 0,41 0,24 29/23 27/28 +3
Met51 Glu66 0,97 0,84 0,44 0,36 27/18 14/25 -6
Tle54 Lys55/Glu20 0,85 0,64 0,61 0,17 21/24 26/22 +3
Lys55(Glu20) lle54 0,97 0,85 0,40 0,30 24/21 24/26  +5
Val56 Asp25 0,90 0,94 0,58 0,36 29/26 29/26 0
Glu66 GIn98 0,94 0,89 0,28 0,17 18/13 16/17 +2
Met73(Ala104) Lys80 0,85 0,72 0,15 0 30/26 29/30  +3

Tabelle 14: Erklirung der falschen automatisch mit SIBASA gefundenen Zuordnungen von
HSQC-Signalen im PfTrx. In der 2. Spalte ist die richtige Zuordnung(en) des Signals angegeben. In
Klammern sind andere Amidgruppen, die sich mit der falsch zugeordneten Amidgruppe im
experimentellen Spektrum iiberlappen, angegeben. In den Spalten 3 und 4 sind die Volumen- und
Linienformpseudoenergien der Zuordnung der Amidgruppe k der richtigen und der falschen
Zuordnung aufgelistet. In den Spalten 5 und 6 sind die Verifikationspseudoenergien der 16 Instanzen
des besten falschen Clusters und des Clusters mit der richtigen Losung eingetragen. In den Spalte 7
und 8 sind fiir die vollstdndige richtige Zuordnung und fiir eine Instanz des besten falschen Clusters
die experimentellen Pseudoenergien des HSQC-Signals entlang der indirekten 'H-Dimension des 3D
N-NOESY-HSQC-Spektrums E'">'% (HSQC) (GL. 95) fiir die Amidgruppen in den Spalten 1 und

Amidgruppe k

2 angegeben. In Spalte 9 steht die Differenz E'?>'° (HSQC)(best) —E'.>"" (Referenz) der

Amidgruppe k Amidgruppe k
beiden Pseudoenergien. In fetter Schrift sind jeweils die Grofien oder iiberlappenden Zuordnungen,
die zur falschen automatischen Zuordnung in SIBASA gefiihrt haben, markiert.

Der Mittelwert von By (Referenz) der von SIBASA richtig gefundenen Zuordnungen von

HSQC-Signalen war 0,89 und die Standardabweichung 0,15. Der Mittelwert von E"">'** (HSQC)

Amidgruppe k
der volistindigen richtigen Zuordnung war 20 und die Standardabweichung war 7.

Die HSQC-Signale von Met73 und Alal04 haben sich iiberlappt und konnten die
Riickrechnungen der NOESY-Signale nicht optimal erkliren (Eyos: """ (Referenz) = 0,85).
Die richtige Zuordnung von Met73 konnten von keiner Instanz der automatischen Zuordnung
gefunden werden, aber auch die falsche Losung wurde nur mit einer niedrigen
Verifikationspseudoenergie bestitigt. Der Uberlapp zweier HSQC-Signale spielte auch bei der
falschen automatischen Zuordnung von Ile54 und Lys55 eine Rolle, da Glu20 und Lys55 die
gleiche Position im HSQC-Spektrum hatten. Aulerdem konnte SIBASA fiir die Zuordnung
der Amidgruppe von Phe40 ein energetisch giinstiges Ziel im gemeinsamen HSQC-Signal von
[le16/Thr65 finden.



5 Diskussion 200

Falsche Ziel Elidemmet  Exmagrer  Eomdgmer . Emigumel " Exmidgrapek  Eamdgmek A
Zuordnung (Referenz)  (falsch) (best) (Ref) (HSQC) (HSQC)
Val29 Glyl3 0,49 0,40 0,06 0,03 18/9 9/20 +2
Asp38 Aspl08 0,32 0,65 0,27 0,11 12/28 26/12 -2
Thr50 Glu63 0,35 0,29 0,12 0 14/12 12/0 -14
Glu63 GIn61/Tyr64/ 0,57 0,93 0,41 0 12/41 42/11 0
Asp132
Asp30 Glu37 0,78 0,52 0,09 0,04 9/30 24/9 -6
Lys117 Asnl16 H?* 0,96 0,60 0,39 0 9/17 20/9 +3
Alal21 Ile36 0,68 0,64 0,04 0 9/24 19/6 -8
Asn26 H®! GIn70 H*! 0,21 0,41 0,19 0,02 6/8 10/6 +2
GIn43 H*! GIn150 H*! 0,83 0,47 0,03 0 9/9 9/12 +3
Gln43 H? GIn150 H* 0,88 0,55 0,03 0 12/9 12/12 43
GIn61 H*! GIn150 H*! 0,46 0,57 0,1 0 6/9 9/9 +3
GIn61 H* GIn150 H* 0,31 0,71 0,1 0 6/9 12/5 +2
Asn86 H®! GIn131 H* 0,11 0,64 0,31 0 3/9 9/0 -3
Asn86 H** GInl131 H* 0,15 0,56 0,19 0 3/8 9/0 -2
Asnl16 H* Lys117 0,69 0,64 0,19 0 17/9 9/19 +2
Asnl16 H* Thr144/ 0,74 0,61 0,08 0 17/50 9/54 -4
Ser145
GIn61 GIn22 0,73 0,69 0,04 0 41/30 24/37  -10
(Tyr64/Asp132)
Tyr64 Vall52 0,72 0,51 0,04 0 42/36 36/42 0
(Asp132/GIn61)

Tabelle 15: Erklidrung der falschen automatisch mit SIBASA gefundenen Zuordnungen von
HSQC-Signalen im Ras(T35S)-GppNHp. Die Beschreibung ist die gleiche wie in Tabelle 14. Der
Mittelwert von B\ (Referenz) der von SIBASA richtig gefundenen Zuordnungen von HSQC-

Amidgruppe k

Signalen war 0,84 und die Standardabweichung 0,17. Der Mittelwert von E'jov (HSQC) der
vollstindigen richtigen Zuordnung war 26 und die Standardabweichung 11.

Durch Abwertung der Zuordnungen von Amidgruppen, die in den Instanzen der
automatischen Zuordnung nur in einem einzigen falschen und dem richtigen Zustand
vorliegen, konnte der minimale bendtigte Grenzwert pamiderppe der Verifikationspseudoenergie
fiir sichere Zuordnungen von 0,61 auf 0,24 abgesenkt werden. Statt 72,2 % konnten 89,6 %
der Resonanzen der Amidgruppen sicher richtig zugeordnet werden. Die einzigen
verbleibenden richtig gefundenen Zuordnungen, die nicht bestétigt werden konnten, wéren die
am N-Terminus liegende und iiber NOESY-Signale nur schwer zu identifizierenden
Amidgruppe von GIn2 und die Amidgruppe von Thr65, deren HSQC-Signal sich mit dem der
Amidgruppe von Ile6 iiberlappt und auBBerdem durch die falsche Zuordnung der Amidgruppe
von Phe40 im Laufe der Optimierung gestort wurde.
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Diskussion der falsch gefunden Zuordnungen von Amidgruppen im
Ras(T35S)-GppNHp

Die Auflosung des 3D "N-NOESY-HSQC-Spektrum von Ras(T35S)-GppNHp war mit 256
Datenpunkte mehr als doppelt so hoch, wie beim PfTrx. Falsch zugeordnete Resonanzen von
Stickstoffen, bei denen die Resonanz des zugehorigen Amidprotons richtig zugeordnet

wurden, traten nicht mehr auf. In Tabelle 15 werden die falschen Zuordnungen von HSQC-
Signalen im Ras(T35S)-GppNHp diskutiert.

Vol,Shape,sim

Die durchschnittliche Pseudoenergie einer richtigen Zuordnung E 4 ieruppe k (Referenz) war

fiir eine Amidgruppe, die mit SIBASA richtig gefunden wurde, 0,84 und die zugehorige

Standardabweichung war 0,17. Die Pseudoenergie EXﬁi;igffggﬁ(Referenz) der Amidgruppen
von Val29, Asp38, Thr50, Glu63 und der Seitenketten von Asn26, GIn61 und Asn86
unterschritten diesen mittleren Wert deutlich, was bedeutet, dass die Riickrechnungen der
entsprechenden NOESY-Kreuzsignale durch die experimentellen Spektren nicht gut genug
erklart werden konnten. Bis auf die Hauptkettenamidgruppe von Thr50 und die
Seitenkettenamidgruppe von Asn86 lagen diese Amidgruppen in einem Bereich, in dem sich
das von SIBASA verwendete MD-Ensemble stark vom NMR-Strukturensemble unterschieden
hat (Abb. 70 A). Die falsche Losung verbessert fiir die meisten Amidgruppen (alle bis auf

Val29 und Thr50) die Pseudoenergie der Zuordnung
(Epiaesitt(Referenz) < Ejmigeey (falsch)). Auch Alal21 und Asnl16 haben relativ
niedrige Pseudoenergien der richtigen Zuordnung E 5~ (Referenz), was aber nicht die

einzige Ursache fiir diese falsch Zuordnungen war. Von den falsch Zuordnungen, die auf
Ursache 1 zuriickzufiihren sind, sind nur die von Asp38 und Glu63 kritisch, da sie mit einer
hohen Verifikationspseudoenergie bestitigt wurden.

Die Amidgruppen von Asp30, Lysl17, Alal2l sowie fast alle falsch zugeordneten
Seitenkettenamidgruppen (alle bis auf Asnl16) hatten wenige Kreuzsignale entlang der
indirekten '"H-Dimension des 3D ""N-NOESY-HSQC-Spektrums von Ras(T35S)-GppNHp.
Die Werte der experimentellen Pseudoenergie des HSQC-Signals der richtigen Zuordnung

E\oLomre (HSQC) (Gl 95) sind weit unter dem durchschnittlichen Wert fiir erfolgreich

Amidgruppe k
zugeordnete Amidgruppen (E ymiproex(HSQC) =26 und 6 = 11). Asp30 liegt in einem
Bereich der 3D-Struktur, in dem sich das MD-Ensemble stark vom NMR-Ensemble
unterscheidet. Es  hat eine hohe Pseudoenergie der richtigen Zuordnung

E oo 7" (Referenz), weil die Signale von Vall09 und Alal22 in unmittelbarer

Nachbarschaft liegen und seine zuriickgerechneten Kreuzsignale mit erkldren. Lys117 liegt im
spektralen Bereich der NH,-Gruppen, in dem Artefakte hdufig sind. Ein vollstindiges
Peakpicking war in diesem Bereich nicht moglich, was sich durch kleine experimentelle
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Pseudoenergie der HSQC-Zuordnung E‘Lf;’sl’lsll;a"e(HSQC) feststellen ldsst. Die Zuordnung von

Lys117 ist wegen ihrer hohen Verifikationspseudoenergie die einzige kritische Zuordnung, die
wegen Grund 2 falsch zugeordnet wurde.

Durch die falsche Zuordnung einer Amidgruppe von Ras(T35S)-GppNHp kann die
Pseudoenergie der Optimierung E°* fast immer verbessert werden. Die Summe der beiden
von der falschen Zuordnung einer Amidgruppe betroffenen lokalen Pseudoenergie des
Volumen- und Linienformvergleichs E}°""™(HSQC) entlang indirekten 'H-Dimension des
3D PN-NOESY-HSQC-Spektrums ist fiir die falsche Zuordnung immer kleiner oder kaum
grofer als fiir die richtige Zuordnung. Fiir das HSQC-Signal der Seitenkettenamidgruppe
Asnl16 H*? ist dies ein Grund fiir die falsche Zuordnung. AuBerdem liegt das HSQC-Signal
von Lys117, im Gegensatz zu dem dem von Asnll6 H®? im spektralen Bereich der
Seitenkettenamidgruppen von Ras(T35S)-GppNHp. Dies hat zur Vertauschung der beiden
Zuordnungen der HSQC-Signale gefiihrt.

Das zugehorige HSQC-Signal von Asnl16 H*' wurde an die Postion des gemeinsamen
Signals von Thr144/Ser145 gelegt. Die experimentelle NOESY-Kreuzsignale von
Thr144/Ser145 konnten wegen dem Uberlapp auch die Riickrechnungen der Signale von
Asnl116 H*! ausreichend gut erkliren. Der starke Uberlapp im Bereich der HSQC-Signale von
GIn61/Tyr64/Asp32 fiithrte dazu, dass GIn61 und Tyr64 falsch zugeordnet wurden, wobei
Thr50 ebenfalls an der Stérung beteiligt war.

Das grofite Optimierungspotential in SIBASA fiir die automatische Zuordnung des HSQC-
Spektrums Ras(T35S)-GppNHp bietet wieder die Verifikation. Um die 15 falschen HSQC-
Signale herauszufiltern, mussten auch 42 richtige zugeordnete Signale verworfen werden
(Abb. 71). Hétten die falschen Zuordnungen der Hauptketten von Asp38, Glu63 und Lys117
geringere Verifikationspseudoenergien erhalten, so konnte der Grenzwert pamidgruppe €rniedrigt
werden, und 23 zusitzliche Hauptkettensignale bestdtigt werden. Die vollstindig richtige
Teilzuordnung des HSQC-Spektrums wiirden 91,3 % statt 77,3 % der Hauptkettensignale
enthalten. Nur noch vier von SIBASA richtige gefundene Zuordnungen von
Hauptkettensignale hitten zu kleine Verifikationspseudoenergien um als sicher bestitigt zu
werden (Thr2, Gly13, Asp107, Asp108). Thr2 am N-Terminus des Proteins ist nicht stark iiber
NOE-Kontakte definiert, die automatische Zuordnung der Amidgruppe von Gly13 wurde von
der falschen Zuordnung von Val29 und die automatische Zuordnung von der Amidgruppe von
Aspl08 von der falschen Zuordnung von Asp38 gestort. Aspl07 hat nur eine kleine
Pseudoenergie des HSQC-Signals (Gl. 197) auf der indirekten 'H-Dimension des '"N-
NOESY-HSQC-Spektrums und ist deshalb nur schwer zuzuordnen (siehe Grund 2). Von den
falschen Zuordnungen der Seitenketten hat nur die Seitenkettenamidgruppe von Asn86 H**
eine hohe Verifikationspseudoenergie erhalten.
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5.3.10 Automatische Zuordnung der HSQC-Spektren von
Punktmutanten

Eine weitere Anwendung fiir SIBASA ist die Zuordnung von HSQC-Spektren von
Punktmutanten. SIBASA kann die vorhanden chemischen Verschiebungen und die 3D-
Strukutr des Wildtyps dafiir als Eingabe verwenden. Der Vorgdnger ASSIGN (Brunner 2006)
war so schon in der Lage 96,7 % der chemischen Verschiebungen von HPr S. aureus (H15A)
mit der 3D-Struktur und der Liste der chemischen Verschiebungen von HPr S. aureus (wt) zu
bestimmen.

Wihrend die Struktur des Wildtyps nach der Homologie Modellierung und MD-Simulation
direkt als Fingabe fiir die Riickrechnung von SIBASA dient, werden die bekannten

chemischen Verschiebungen §;" des Wildtyps in Form von Normalverteilungen N (8", 0, )

iibergeben, wo sie die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebung
bei der Auswahl der Zielslots (Kap. 2.2.11) und der Berechnung der Pseudoenergie der
chemischen Verschiebung E iibernehmen (Gl 62). Wie in Bartels et al. (1997) vorgeschlagen,
sollten die Standardabweichung o, fir H® und Seitenkettenprotonen 0,05 ppm, fiir
Amidprotonen 0,15 ppm und fiir Stickstoffe 0,42 ppm betragen.

Die chemischen Verschiebungen des Wildtyps schrinken den Moglichkeitsraum der
automatischen Zuordnung ein und konnen so die automatische Zuordnung erheblich
beschleunigen. Da aber die minimale Pseudoenergie der Optimierung E“®, die die beste
vollstdndige Zuordnung definiert fast nur vom Signalvergleich und damit der Riickrechnung
der 3D-Struktur abhingt, kann SIBASA trotz der zusitzlichen Informationen keine
experimentell schlecht definierten Zuordnungen finden, und schon gar nicht als sicher
bestdtigen. Die chemischen Verschiebungen des Wildtyps konnen aber dabei helfen, die
richtige Zuordnung aus mehreren beziliglich der Pseudoenergie der Optimierung
gleichwertigen Konfigurationen auszuwéhlen oder die Verifikationspseudoenergie einer
falschen Zuordnung verkleinern.

Sollten geniigend chemische Verschiebungen des Wildtyps vorhanden sein, so sollte es
selbst fiir groBere Punktmutanten moglich sein das 3D '"N-NOESY-HSQC-Spektrum durch
ein ['H-"N] 2-D-HSQC-Spektrum zu ersetzen. Die automatische Zuordnung der
Protonenresonanzen kann hochstwahrscheinlich mit dem 2-D-NOESY-Spektrum, der 3D-
Struktur des Wildtyps und den engen Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen der chemischen
Verschiebungen durchgefiihrt werden. Unterstiitzt wird die Zuordnung der Protonen durch die
experimentellen 2-D-HSQC-Signale, mit deren Hilfe die Resonanzen der Amidprotonen von
den Resonanzen der Seitenkettenprotonen im 2-D-NOESY-Spektrum getrennt werden
konnen.

Fiir die Zuordnung des HSQC-Spektrums muss fiir jedes Amidproton das passende HSQC-
Signal gefunden werden. Dies kann schwierig werden, falls mehr als ein Signal von der
chemischen Verschiebung eines Amidprotons in der 'H-Dimension des HSQC-Spektrums
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geschnitten wird. Falls dies der Fall ist miissen die Uneindeutigkeiten mit den chemischen
Verschiebungen der Stickstoffresonanzen des Wildtyps oder mithilfe von vorhergesagten
Wahrscheinlichkeitsdichten der chemischen Verschiebungen aufgelost werden. Falls die
Daten dafiir nicht ausreichen, ist eine eindeutige Zuordnung der beteiligten HSQC-Signale
nicht moglich.

Das grofite Problem bei dieser Art der automatischen Zuordnung des HSQC-Spektrums sind
sich iiberlappende HSQC-Signale. Wenn die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der
chemischen Verschiebungen der beteiligten Stickstoffe sich ebenfalls iiberlappen ist es, wenn
iiberhaupt, nur iiber die Reihenfolge der Resonanzen der chemischen Verschiebungen der
Stickstoffe im Wildtyp moglich, die HSQC-Signale richtig zuzuordnen.

5.3.11 Ausblick

Mit SIBASA wurde ein AUREMOL Modul zur zuverldssigen automatischen Zuordnung
von Protein-HSQC-Spektren aus deren Rontgenstrukturen entwickelt. Durch optimierte
Pseudoenergien und MOVES, sowie den Einsatz von mehreren Instanzen ist es moglich
HSQC-Spektren sicher teilzuzuordnen. AuBlerdem wurde der Grundstein gelegt, um in
Zukunft zusitzliche Spektren, wie z.B. Triple-Resonanz-Spektren, 3D “*C-NOESY-HSQC-
Spektrum oder *C-HSQC-Spektren mit natiirlicher Haufigkeit, auswerten zu konnen.

Mit Hilfe von Triple-Resonanz-Spektren wie HNCA-, HN(CO)CA-, CBCA(CO)NH-,
HNCACB-Spektren, die bereits in AUREMOL RELAX implementiert sind, kdnnten
vertauschte Zuordnungen von HSQC-Signalen vermieden, die vollstindige Zuordnung des
Riickgrats automatisiert und mit Hilfe der chemischen Verschiebungen der C*- und C*-Kerne
auch die automatische Zuordnung von Seitenkettenprotonen verbessert werden.

Intraresiduale vertauschte Seitenkettenatome konnten durch die Verwendung eines "C-
HSQC-Spektrum mit natiirlicher Haufigkeit und den zugehorigen geschétzten
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffe
korrigiert werden. Es ist aulerdem davon auszugehen, dass durch die Anpassung des
SIBASA-Algorithmus an ein zusitzliches 3D “C-NOESY-HSQC-Spektrum die Zuordnung
der Seitenkettenprotonen das gleiche hohe Niveau wie die Zuordnung der Amidprotonen
erreicht.

Je mehr Informationen SIBASA zur Verfiigung hat, desto verschiedener kdnnen
Eingabestruktur und Losungsstruktur sein. Die Auswertung von TOCSY- bzw. 3D HCCH-
TOCSY Spektren kann in Zukunft helfen interresiduale von intraresidualen NOESY-
Kreuzsignalen zu trennen. Die Abhidngigkeit des automatischen Zuordnung von der 3D-
Struktur wiirde dadurch verringert werden. Um die Abhéngigkeit von der Eingabestruktur
weiter zu verkleinern kann in Zukunft weiteres Datenbankwissen als Pseudoenergie oder fiir
die Bewertung einzelner Terme der Pseudoenergie verwendet werden. Einerseits profitiert
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SIBASA sehr stark von den Vorhersagen der chemischen Verschiebungen, anderseits konnen
Diederwinkeldatenbanken und Abstandsdatenbanken, wie sie z.B. in Nasser (2006)
beschrieben sind, helfen die wichtigen zurlickgerechneten Signale zu bestimmen und zu
gewichten. In diese Datenbanken kdnnten zusétzlich tiefere von der Priméirsequenz abhiangige
Korrelation eingefiigt werden. Es sollte sogar moglich sein, eine vorldufige Struktur, die mit
vorhanden experimentellen Daten und Datenbankwissen erzeugt wurde, iterativ mit den
automatisch von SIBASA bestimmten chemischen Verschiebungen zu verbessern und so die
Losungsstruktur und die vollstandige Zuordnung zu erhalten.

Mit geniigend Rechenzeit wire es moglich von der Losungsstruktur abweichende 3D-
Strukturen mit MD-Simulationen in einen Zustand zu bringen, der fiir SIBASA nahe genug an
der Losungsstruktur liegt. Durch Weiterentwicklung der MD-Simulationen, konnte es in
Zukunft moglich sein chemischen Austausch fiir die Riickrechnung und die Auswirkungen
des Losungsmittels auf die chemische Verschiebung von Amidprotonen durch Analyse des
lokalen elektrischen und magnetischen Feldes vorherzusagen.

Ein  groBes Potential zur  Verbesserung liegt in der Anpassung der
Verifikationspseudoenergie. Ziel dieser Anpassung sollte es sein, die falschen Zuordnungen
mit hoher Verifikationspseudoenergie abzuwerten, um den Grenzwert fiir das 100 %-
Sicherheitsniveau von HSQC-Signalen absenken zu konnen. Folgende Verbesserungen
konnten hierbei helfen:

* Fiir die Verifikation der Zuordnung von HSQC-Signalen konnten zusétzlich zu den
lokalen Pseudoenergie der Grundflichen der simulierten Signale auch die
experimentellen Signale entlang der indirekten 'H-Dimension des 3D "N-NOESY-
HSQC-Spektrums mit beriicksichtigt werden.

e Es konnte Datenbankwissen von Abstandsdatenbanken und chemischen
Verschiebungsdatenbanken in die Verifikation einflieen.

* Eine tiefere Analyse der einzelnen Instanzen konnte Vertauschungen und falsche
Permutationen von Zuordnungen aufdecken.

*  Durch die  Beriicksichtigung des zweitbesten Clusters in  der
Verifikationspseudoenergie konnten Zuordnungen, die zwischen zwei Zustinden
schwanken, abgewertet werden.

Fir die Zuordnung von Seitenkettenprotonen kann die Einfiihrung einer weiteren
Pseudoenergie, die das Zusammenlegen der Resonanzen von magnetisch gleichwertiger
Kerne wie z.B. CH,-Gruppen belohnt, dabei helfen iiberlappende Zuordnung besser zu finden.
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6 Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die bisher unbekannte stereospezifische Zuordnung der
Seitenkettenamidgruppen in den Random-Coil-Modellpeptiden Gly-Gly-Asn-Ala-NH, und
Gly-Gly-Gln-Ala-NH, ermittelt. Um eine korrekte stereospezifische Zuordnung von NMR-
Resonanzsignalen zu gewihrleisten wird meistens auf Listen bereits bekannter chemischer
Verschiebungen zuriickgegriffen. Die fiir diesen Zweck am hdufigsten verwendeten Quellen
sind die chemischen Verschiebungen von Zuordnungsdatenbanken von bereits ausgewerteten
Biomolekiilen. Die bekannteste dieser Datenbanken ist die Biological Magnetic Resonance
Data Bank (BMRB). Unterzieht man aber die in der BMRB gespeicherten chemischen
Verschiebungen einer genaueren Untersuchung, so kann man Inkonsistenzen bei den
stereospezifischen Zuordnungen finden. Es wurde auflerdem festgestellt, dass die beiden
Programme SHIFTS und SHIFTX, die chemischen Verschiebungen aus den 3D-Strukturen
von Peptiden und Proteinen vorhersagen konnen, wegen Fehlern in ihren jeweiligen
Datenbanken diese chemischen Verschiebungen ebenfalls stereospezifisch falsch zuordnen
konnen.

Fir die stereospezifische Zuordnung wurden Nuclear Overhauser Enhancement
Spectroscopy (NOESY) Spektren der Random-Coil-Peptide von Gly-Gly-Asn-Ala-NH, und
Gly-Gly-Gln-Ala-NH, bei 800 MHz aufgenommen und mit AUREMOL RELAX, das den
vollstindigen Relaxationsmatrixformalismus verwendet, entsprechende Spektren aus
Molekulardynamik (MD) Rechnungen der beiden Tetrapeptide simuliert. Ein Vergleich der
experimentellen und simulierten Signalvolumina erbrachte eine eindeutige stereospezifische
Zuordnung der Random-Coil-Verschiebungen der Seitenkettenamid- und HP-Protonen der
beiden Aminoséuren.

Die vorgestellte Methode hat das Potential in zukiinftigen Arbeiten auf einen grofSen Teil
aller Aminosduren libertragen zu werden, um eine vollstindige stereospezifische Random-
Coil-Verschiebungsdatenbank zu erzeugen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde SIBASA, das neue AUREMOL Modul zur automatischen
Zuordnung von HSQC-Spektren vorgestellt. Mit ihm ist es nicht nur mdglich die chemischen
Verschiebungen der Resonanzen von Amidprotonen und Stickstoffen, sondern auch die
chemischen Verschiebungen der Resonanzen von H®- und Seitenkettenprotonen automatisch
zu bestimmt. SIBASA basiert auf dem Top-Down-Ansatz und bestimmt die vollstindige
Zuordnung eines Proteins, indem es die optimale Ubereinstimmung zwischen experimentellen
und mit variablen chemischen Verschiebungen zuriickgerechnete NOESY-Spektren findet.
Auf diese Weise konnen auch Spektren mit starkem Signaliiberlapp, wie 2-D-NOESY-
Spektren von groBlen Proteinen, die ein sehr gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis haben, als
primédre experimentelle Informationsquelle der automatische Zuordnung verwendet werden.
SIBASA benétigt fiir die vollstindige Zuordnung der Resonanzen aller Protonen 'H und
Stickstoffe N eine ungefihre 3D-Struktur des Proteins, ein ['H-'H] 2-D-NOESY-Spektrum
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und nur ein einziges zeitaufwendiges 3-D-NMR-Spektrum, ndmlich das 3D ""N-NOESY-
HSQC-Spektrum. Es muss auch keine teure *C-markierte Probe des Proteins vorhanden sein.
Die Riickrechnungen der NOESY-Spektren werden mit AUREMOL RELAX, das den
vollstdndigen Relaxationsmatrixformalismus verwendet, erstellt. RELAX wertet zudem die
Ergebnisse von Molekulardynamik (MD) Rechnungen aus, um Informationen {iber den
Zustands des Proteins und dessen Beweglichkeit in Losung beriicksichtigen zu konnen.
Mithilfe der Programme SHIFTS und SHIFTX2 kann SIBASA die individuellen
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der chemischen Verschiebungen aller Protonen und
Stickstoffe des Proteins aus der MD-Trajektorie des betrachten Proteins vorhersagen, was zur
Verbesserung der Zuverléssigkeit und Geschwindigkeit der automatischen Zuordnung fiihrt.

Die optimale Ubereinstimmung der experimentellen und der aus den simulierten Signalen
zusammengesetzten NOESY-Spektren wird durch den Threshold-Accepting-Algorithmus, der
in mehreren unabhéngigen Instanzen mit unterschiedlichen Startzuordnung und Zufallszahlen
ausgefiihrt wird, bestimmt. Mehrere Instanzen helfen SIBASA die wahrscheinlichste
vollstindige Zuordnung zu finden und sind Voraussetzung fiir die Verifikation der
automatisch gefunden Resonanzzuordnungen. Nach der automatischen Zuordnung weist
SIBASA jeder gefundene Zuordnung eine Wahrscheinlichkeit der korrekten Zuordnung zu.

Die automatische Zuordnung wurde mit den NOESY-Spektren und den Rontgenstrukturen
der Proteine HPr S. aureus (H15A) (88 Aminoséduren), Plasmodium falciparum Thioredoxin
(P{fTrx) (104 Aminosduren) und Ras(T35S)-GppNHp (166 Aminosduren) getestet. SIBASA
konnte 91,3 % der Resonanzen von HPr S. aureus (H15A), 81,9 % der Resonanzen von PfTrx
und 77,6 % der Resonanzen von Ras(T35S)-GppNHp richtig zuordnen. Eine Verifikation auf
dem signifikanten Niveau ermdglicht es, einen groflen Teil der falschen Zuordnungen von den
richtigen zu trennen. Insgesamt erhielten 77,8 9% der automatisch gefunden
Resonanzzuordnungen von HPr S. aureus (H15A), 77,5 % der gefunden
Resonanzzuordnungen von PfTrx und 66,8 % der Resonanzzuordnungen von Ras(T35S)-
GppNHp von SIBASA eine Wahrscheinlichkeit von mindestens 95 %. Von diesen
Resonanzen sind beim HPr S. aureus (H15A) nur 3,5 % beim PfTrx nur 9,7 % und beim
Ras(T35S)-GppNHp nur 10,2 % falsch zugeordnet worden.

Es wurde anhand der drei Proteine gezeigt, dass SIBASA in der Lage ist HSQC-Spektren
sicher teilzuordnen. Das HSQC-Spektrum von HPr S. aureus (H15A) konnte von SIBASA
vollstindig richtig zugeordnet werden. Beim PfTrx waren 90 % und beim Ras(T35S)-
GppNHp 88 % der automatisch gefundenen HSQC-Zuordnungen richtig. Vertraut man nur
Zuordnungen von HSQC-Signalen, die von SIBASA bestdtigt wurden, so konnten 82 % der
Signale von HPr S. aureus (H15A), 72 % der Signale von PfTrx und 68 % der HSQC-Signale
des Ras(T35S)-GppNHp richtig zugeordnet werden. In keinem Fall wurde von SIBASA eine
falsche Zuordnung eines HSQC-Signals bestétigt.

Das vorgestellte Modul erméglicht es fiir die Wirkstoffentwicklung wichtige ['H,"N]-
HSQC-Spektren automatisch zuzuordnen, ohne auf die umsténdliche Markierung der Proteine
mit dem Isotop C zuriickgreifen zu miissen.
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