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Einfuhrung

Die Entdeckung der Beugung von Rontgenstrahlung an Kristallen im Jahr 1912
durch Max von Laue, Paul Knipping und Walter Friedrich (Friedrich u.a. 1913) und
die Erkenntnis Peter Debyes drei Jahre spater, dafl daraus ,die Elektronenanord-
nung im Atom experimentell festzustellen“ (Debye 1915) sei, liegt nunmehr fast ein
Jahrhundert zurtick. Es bedurfte etwa fiinfzig Jahren, bis sich die Rontgenbeugung
zu der leistungsfahigen Methode zur Beschreibung der Elektronendichteverteilung
in Kristallen entwickelte, mit der seitdem eine enorme Anzahl von Strukturen
aufgeklart werden konnte. Zur Modellierung des Experiments wurde und wird
aber hauptséchlich das Modell unabhéngiger Atome (independent atom model,
IAM) benutzt, welches die atomaren Streubeitrdge anhand sphérischer Elektro-
nendichteverteilungen von Grundzustandsatomen beschreibt, deren Uberlagerung
Dichtedeformationen und Ladungsverschiebungen durch Bindungsbildung zwischen
den Atomen unberiicksichtigt lassen muf.

Um der frithzeitig erkannten Limitierung dieses Ansatzes zu begegnen, wurden
ihm aspharische Streumodelle, basierend auf atomzentrierten Multipolfunktio-
nen, gegeniibergestellt (Dawson 1967; Kurki-Suonio 1968; Stewart 1969; Hirshfeld
1971). Mit der Formulierung als Hansen&Coppens-Multipolformalismus (Hansen
u. Coppens 1978; Coppens 1997) fand dieses Modell seitdem breite Anwendung
(Koritsanszky u. Coppens 2000). Infolge der rasanten Verbesserung der technischen
Moglichkeiten wahrend der letzten 10-15 Jahre, wie der Verfiigbarkeit von hochbril-
lianten Synchrotronquellen, Tieftemperaturmefiplatzen, Flachendetektoren sowie
leistungsstarken Computern samt ebensolcher Software, wird die aufwendigere
asphérische Verfeinerung von kleinen Molekiilen als ausgereift betrachtet (Coppens
2005) und als zukiinftige Routineanwendung gesehen (Luger 2007).

Fortschritte der experimentellen Techniken ermoglichen seit relativ kurzer Zeit
atomare Auflésung auch fiir Proteine (Dauter u. a. 1995, 1997). Die steigende An-
zahl hochaufgeloster Proteinstrukturen eroffnet wichtige strukturelle Informationen
wie Lokalisierung von Wasserstoffatomen, Auflésung mehrerer Alternativkonforma-
tionen und die Verfeinerung anisotroper Temperaturfaktoren (Vrielink u. Sampson
2003). Oftmals sind die nun zugénglichen feineren Strukturdetails direkt mit
der Proteinfunktion verbunden, wie beispielsweise der Protonierungszustand von
katalytischen Zentren (Petrova u. Podjarny 2004).

Fiir sehr hoch aufgeloste und wenig fehlgeordnete Kristallstrukturen von Ma-
kromolekiilen konnen durch Bindungseffekte verursachte Restdichteanhaufungen
auf den Bindungen beobachtet werden, wie Lamzin u. a. (1999) erstmals fiir eine



Einfiihrung

Crambin-Struktur bei d = 0,67 A und Savinase bei d = 0,9 A beschreiben. Aller-
dings schrianken die Autoren ein, dafl individuelle Bindungen keine Abweichung
vom spharischen Modell nahelegen, erst die Mittelung tiber alle Peptidbindungsre-
gionen zeigt Restdichtekarten mit signifikanten Signalen auf den Peptidbindungen.
Eine Schatzung der deformierten Elektronendichtemenge ergibt etwa ein Zehntel
der typischen Werte von kleinen Molekiilen.

Afonine u. a. (2004) diskutieren den EinfluB der Datenauflésung und Tempera-
turfaktoren auf die Sichtbarkeit von Restdichteakkumulationen auf den Bindungen
in einer sphérischen Verfeinerung. Die Autoren untersuchen die deformierte Dichte
in Form von Restdichten eines spharisches Modells, statt Deformationsdichten
aus einem aspharischen Modell, um eine eventuelle Verzerrung der Ergebnisse
durch das Multipolmodell zu vermeiden. Auf Fourierabbrucheffekte, die zusétzliche
Dichte in der Bindungsregion verursachen konnen, wird hingewiesen, der Einflu}
auf Restdichtekarten aber als gering eingestuft. Im Idealfall der Verfeinerung theo-
retisch berechneter Strukturfaktoren des Molekiils CH3-NH-CO-CHjs bei d = 0,6 A
wird Bindungsrestdichte nur bis zu aquivalenten isotropen Temperaturfaktoren
von By, = 7A (Usq = 89 -1073 A) beobachtet. Auch bei geringerer Auflosung
d=10,9 A bleiben die Merkmale erhalten, allerdings nur, wenn die Temperaturfak-
toren aus der Verfeinerung der Daten bis 0,61& stammen, ansonsten wird keine
Bindungsdichte beobachtet. Eine Auflosung von d = O,GA wird demnach benotigt,
um eine artifizielle Vergroerung der ADPs zu vermeiden, weil dies wiederum
Bindungsrestdichten absorbiert (ein Effekt, bereits beschrieben von Coppens 1967).
Im Fall realer Daten erhohen sich die Anforderungen an die Temperaturfaktoren,
respektive die Auflosung, da nun experimentelle Fehler die Beobachtbarkeit der
Dichteakkumulationen erschweren.

Erfolgreiche asphéarische Verfeinerungen konnten die Beschreibung von Makromo-
lekiilstrukturen verbessern, zumindest fiir kleine Molekiile sind die Vorteile evident.
Die Beschreibung von Bindungsrestdichten im Multipolmodell fithrt nicht nur
zu besseren Giitefaktoren, sondern sollte eine bessere Trennung von thermischer
Bewegung und Verschmierung der Dichte durch Bindungseffekte bewirken, was
zu kleineren und physikalisch sinnvolleren Verschiebungsparametern fithrt. Zudem
ermoglicht die asphérische Beschreibung verbesserte Geometrien, da beispielswei-
se Wasserstoffatomabstande nicht verkiirzt in die Verfeinerung eingehen miissen
und Bindungslangen zu Sauerstoffatomen nicht mehr durch die Dichte der freien
Elektronenpaare zu tiberhohten Werten verfalscht werden. Zudem konnen aus der
Multipoldichte Eigenschaften wie z.B. das elektrostatische Potential (ESP) in
hoher Giite abgeleitet werden. All das ware von groflem Nutzen, insbesondere auf
dem Gebiet der life sciences und des drug designs, weil molekulare Erkennungspro-
zesse nicht mit sterischen Wechselwirkungen allein beschreibbar sind, sondern eine
einflulreiche elektrostatische Komponente haben.

Die Verfeinerung eines Multipolmodells benétigt allerdings bis zu 40 Parameter



pro Atom und stellt hohe Anforderungen an die experimentellen Daten — so sollte
die Auflésung unter 0,5 A liegen und die spharische Verfeinerung eines vollstandigen
Strukturmodells bereits niedrige Giitefaktoren (R1 < 5%) ergeben. Fiir grofiere
Strukturen sind diese Voraussetzungen immer schwerer zu erfiillen, fiir Proteine na-
hezu ausgeschlossen. Um dennoch aspharische Verfeinerungen von Makromolekiilen
zu ermoglichen, konnen feststehende, anderweitig gewonnene Multipolparameter
als Streufaktoren auf diese Strukturen tibertragen werden. Wie im folgenden er-
lautert wird, ist dafiir die Transferierbarkeit von atomaren Elektronendichten im
Allgemeinen und von Pseudoatom genannten atomaren Multipolpopulationen im
Besonderen die Grundlage. Dies fiihrt direkt zu Pseudoatomdatenbanken, deren
Aufbau und bisherige Verwendung ebenfalls vorgestellt wird.

Transferierbarkeit

Wie Hohenberg u. Kohn (1964) zeigten, ist die Elektronendichteverteilung eines
Molekiils von fundamentaler Bedeutung, da sie alle statischen und reaktiven Eigen-
schaften bestimmt. Mit der ,Quantentheorie der Atome in Molekiilen“ ( ,,quantum
theory of atoms in molecules “ QTAM Bader 1990) steht eine quantitative Methode
zur direkten Untersuchung einer Elektronendichteverteilung zur Verfiigung. Aus
einer topologischen Analyse ergeben sich eindeutig bestimmte Atome, begrenzt
durch NullfluBoberflachen im Gradientenvektorfeld der Elektronendichte, denen
Eigenschaften wie Volumina, Ladungen und Dipolmomente zugeordnet sind. Des
weiteren resultiert die Definition von Bindungen zwischen Atomen (Bader 2009),
charakterisiert durch die Eigenschaften der Dichte und ihrer Ableitungen an kri-
tischen Punkten. Somit fiithrt dieses Partitionierungsschema zum Konzept eines
Molekiils als iiber Bindungen verkntipfter Atome, deren Eigenschaften additiv
und zwischen verschiedenen Molekiilen {ibertragbar sind (Bader 1991), was der
chemischen Anschauung — dhnliche Atome oder funktionelle Gruppen haben eine
dhnliche Elektronendichte — nahekommt (Bader 2008).

Zahlreiche Studien an Elektronendichteverteilungen aus ab initio-Rechnungen
untermauern das Transferierbarkeitsprinzip, unter anderem anhand der Analyse
von QTAM-Grolen wie Volumina, Ladungen und bindungskritischer Punkte von
Atomen in homologen Reihen (Stefanov u. Cioslowski 1996; Grana u. Mosquera
1999; Quinonez u. a. 2003; Alkorta u. Picazo 2005), besonders hervorzuheben ist im
hiesigen Kontext die systematische Untersuchung der 20 kanonischen Aminoséuren
(Matta u. Bader 2000, 2002, 2003). Dariiber hinaus wurde die Torsionswinkel-
abhéngigkeit obiger Grofien betrachtet (Popelier u. Bader 1994), ebenso wie die
Ubertragbarkeit funktioneller Gruppen (Cortes-Guzman u. Bader 2004). Das Kon-
zept wurde auch beziiglich weiterer Eigenschaften, wie der source function (Bader u.
Gatti 1998; Gatti u. a. 2003; Gatti u. Bertini 2004), der atomaren Lochfunktion von
Austausch-Korrelations-Dichten (Fradera u.a. 2000), der Dipol-Polarisierbarkeit



von Methyl- und Methylengruppen (Stone u. a. 1996) oder dem elektrostatischen Po-
tential (Popelier u.a. 2004) iiberpriift. Zusétzliche Validierungen erfolgten anhand
der Vorhersage experimentell bestimmbarer physikochemischer Eigenschaften (z. B.
Kopplungskonstanten oder partielles Molvolumen) einiger biologisch relevanter
Molekiile wie Aminosduren oder Opiate (Matta 2003). Aus dem Transferierbarkeits-
prinzip folgten Versuche, die Eigenschaften groflerer Strukturen aus Fragmenten zu
konstruieren (Chang u. Bader 1992; Matta 2001). In diesem Zusammenhang stehen
die Ansétze, anhand sieben atomarer Eigenschaften die QTAM-Atomtypen in Ami-
nosduren zu definieren (Popelier u. Aicken 2003a,b), was zu 5 Kohlenstoffatomtypen
(von insg. 213 Atomen), 7 Wasserstoffatomtypen (von 421), 6 Sauerstoffatomty-
pen (von 63), 2 Stickstoffatomtypen (von 57) und 6 Schwefelatomtypen (von 6)
fithrt und dem Befund, dafl die unmittelbare Koordination das auschlaggebende
Kriterium ist.

Im Prinzip ermoglicht die Multipolbeschreibung die Rekonstruktion der Elek-
tronendichteverteilung der kristallisierten Strukturen aus Strukturfaktoren. Somit
wurden auch fiir experimentell bestimmte Elektronendichten Transferierbarkeitsana-
lysen durchgefiithrt. Mit Blick auf Proteinstrukturen wurden ausfiihrliche Studien
zu atomaren und topologischen Eigenschaften von Aminoséuren (eine Zusammen-
fassung geben Mebs u.a. 2006), Dipeptiden (Dittrich u.a. 2000), Tripeptiden des
Typs L-Ala-Xxx-L-Ala (zusammengefafit von Grabowsky u.a. 2009) und Hexapep-
tiden (Dittrich u.a. 2002, 2003) durchgefiihrt. Weitere Vergleiche topologischer
Deskriptoren mehrerer Peptide erfolgten durch Pichon-Pesme u.a. (2000) und
Pichon-Pesme u. Lecomte (1998). Die Untersuchung obiger Groflen ist aber nicht
auf diese Substanzklassen limitiert (Scheins u.a. 2005; Madsen u. a. 1998; Tsirelson
u. a. 2006).

Transferierbarkeit von Pseudoatomen

Die Frage nach einer aquivalenten Transferierbarkeit von Pseudoatomen, bzw.
der sie konstituierenden Multipole wurde von einigen Autoren adressiert. Erst-
malig wurden Deformationsdichten, in Form von Multipolpopulationen in der
Formulierung nach Hirshfeld, durch Brock u.a. (1991) von einer hochaufgelésten
Perylenstruktur auf weniger gute Naphtalen- und Anthracendaten iibertragen, um
die Beschreibung der anisotropen Temperaturfaktoren zu verbessern.

In einem ganz dhnlichen Verfahren benutzten Pichon-Pesme u.a. (1995) die
experimentell bestimmten Hansen&Coppens-Multipolpopulationen dreier hochauf-
geloster Peptidstrukturen, um zwei niedrig aufgeloste Datensatze eines Tripeptids
mit chemisch dhnlichen Atomen asphérisch zu verfeinern, wodurch bei diesem die
Giitefaktoren verbessert, die Verschiebungsparameter und DMSDA-Werte verrin-
gert sowie sinnvolle Deformationsdichtekarten erhalten wurden. Die iibertragenen
Multipolpopulationen der drei Peptide zeigten fiir dquivalente Atome jeweils gute



Ubereinstimmung, die signifikanten Parameter wurden gemittelt und, bei Bei-
behaltung des lokalen Koordinatensystems, auf die entsprechenden Atome des
Zielmolekiils iibertragen. Die Autoren befinden die Konformationsabhéngigkeit als
sehr gering. Final wird die Moglichkeit des Aufbaus einer Datenbank von Multi-
polparametern fiir alle organischen Atomtypen projektiert, die der asphéarischen
Verfeinerung von Proteinen dienen soll.

Ahnliche Untersuchungen auf theoretischem Niveau (B3LYP/6-31G(d,p)) wur-
den von Koritsanszky u. a. (2002) fiir fiinf Tripeptide mit konstantem mittleren
Serinrest und variierenden terminalen Resten durchgefiihrt, um die Moglichkeit
einer Datenbank von Pseudoatomen zu eruieren, mit dem letztendlichen Ziel, da-
mit Makromolekiile zu verfeinern. Die Populationen der Hauptkettenatome des
mittleren Aminosédurerestes zeigten sich unabhéngig von den umgebenden Resten.
Aus Mittelwerten dieser Parameter konnte die Deformationsdichte fiir eines der
Tripeptide rekonstruiert werden. Die QTAM-Analyse der Datenbankdichte zeigte
beziiglich Bindungstopologie und elektrostatischer Momente gute Ubereinstimmung
zur direkt berechneten. Die Konformationsabhéngigkeit der Pseudoatomparameter
wurde fiir gering aber nicht vollig vernachlassigbar befunden. Beztiglich der Auf-
fassung von Multipolpopulationen als eindeutige Eigenschaft eines Atoms, wird
die Forderung nach enger Lokalisierung der Multipoldichte aufgestellt und das
Konzept als praktikable Grundlage fiir weitere Datenbankansétze unterstiitzt.

Fiir ein andersartiges Schema der Multipolexpansion atomarer Ladungsvertei-
lung aus HF /6-31G(d,p)-Rechnungen (CAMM; Sokalski u. Poirier 1983) fanden
Kdzierski u. Sokalski (2001) ebenfalls geringe Konformationsabhéngigkeit im Fall
kleiner Rotationsbarrieren und sehr gute Transferierbarkeit der Multipole kleiner
Fragmente auf grofere symmetrische Molekiile aber geringere Ubertragbarkeit
im Fall asymmetrischer Umgebung im Zielmolekiil. Die Konformationsabhéngig-
keit von Multipolen nach dem Formalismus von Stone (1981) (DMA, distributed
multipole analysis) wurde allerdings beziiglich der abgeleiteten elektrostatischen
Eigenschaften fiir signifikant befunden (Koch u.a. 1995; Koch u. Stone 1996).

Datenbanken

Mehrere Pseudoatomdatenbanken auf der Grundlage des Hansen& Coppens-Multi-
polformalismus wurden entwickelt: die ELMAM ( ,,Experimental Library Multipolar
Atom Model “; Pichon-Pesme u.a. 1995, 2004; Zarychta u.a. 2007), die UBDB
(,University at Buffalo Pseudoatom Databank“; Volkov u.a. 2004c; Dominiak
u.a. 2007; Volkov u.a. 2007) und die Invariom-Bibliothek (,Invariant Atoms
Dittrich u. a. 2004, 2006a).

Sie unterscheiden sich primar durch die Art der Erzeugung ihrer Eintrage und
ihre bisherigen Anwendungsgebiete. Ihre Validierung beruht zumeist auf der prak-
tizierten Ubertragung von Multipolen auf eine Struktur und deren anschlieBende



erfolgreiche Verfeinerung oder der Ableitung physikalischer Eigenschaften, denn,
wie Volkov, Koritsanszky, Li, u. Coppens 2004b statuieren, der alleinige Vergleich
von Multipolparametern ist nicht zielfithrend, da diese keine wohldefinierte physi-
kalische Bedeutung tragen, im Gegensatz zu abgeleiteten physikalischen Grofien.

Letztendlich stellen sie generalisierte aspharische atomare Formfaktoren dar,
welche das tiberwiegend benutzte Modell unabhangiger Atome ersetzen konnen, um
eine adaquatere Beschreibung eines Rontgenbeugungsexperiments zu ermoglichen
und dariiber hinaus elektronische Eigenschaften damit beschriebener Strukturen
in feinen Details zuganglich zu machen.

ELMAM

Nur die ELMAM-Datenbank benutzt experimentell aus Verfeinerungen hochwerti-
ger und hochaufgeloster Kristallstrukturen bestimmte Parameter, die fiir ahnliche
Atomtypen gemittelt werden. Dieser Bezug von Multipolpopulationen birgt im
Prinzip die Moglichkeit Kristalleffekte in die Datenbank zu inkludieren, obwohl
diesbeziiglich unterschiedliche Ansichten vertreten werden (fiir theoretische Studien
dazu siehe bspw. Spackman u.a. 1999; de Vries u.a. 2000). Zudem besteht da-
durch das Problem, fiir alle interessierenden Atomtypen entsprechend hochwertige
Daten und Verfeinerungen zu erlangen. Aus 14 Strukturen (100K, d < 0,45 A,
wR(F?) < 4%), die mit konsistenten lokalen Achsensystemen asphérisch gegen
die experimentellen Daten verfeinert wurden, resultierten Multipolparameter, die
fiir Aquivalente Atome gemittelt wurden, wobei die Standardabweichung fiir die
stérksten Parameter 5% betrigt. Gering populierte (< 0,03) und unsichere (< 30)
Parameter werden auf Null gesetzt. Tests an sechs kleinen, geringer aufgelosten
(0,46 < d < 0,85 A) Di- und Tripeptiden sowie dem Oktapeptid Pseudopho-
min A, ergaben relative R-Wertverbesserungen von 13 % bis 47 % und signifikante
Verbesserungen der Verschiebungsparameter (Zarychta u. a. 2007).

Jelsch u. a. (1998) berichten die Ergebnisse der Ubertragung von asphérischen
Streufaktoren auf das Oktapeptid LBZ Monohydrat (1kDa, 115K, d = 0,82 A,
konventioneller R-Wert 6,18 %), welches recht niedrige Temperaturfaktoren Be, von
1,0-3,8 1&2, durchschnittlich 1,9 AZ, aufweist. Es wurden geringe, zufallig verteilte
Bindungsrestdichten festgestellt, die durch den Transfer von neun Pseudoatomtypen
auf die 156 Atome verringert wurden. Obwohl die Giitefaktoren der aspharischen
Verfeinerung wegen eines veranderten Gewichtungsschemas, Verfeinerung gegen
F statt F? und Ausschlufl von Reflexen mit I < 3o schlecht mit den konventio-
nellen Werten vergleichbar sind, resultierte letztendlich eine ca. 6 %-ige relative
R-Wertverbesserung. Zudem konnte eine etwa 10 %-ige Verbesserung der Verschie-
bungsparameter und DMSDA-Werte erreicht werden, wiahrend die Koordinaten
kaum beeinflufit wurden. Die aspharische Dichte erlaubte die Ableitung eines
elektrostatischen Potentials.

In der vielzitierten Studie zur aspharischen Verfeinerung des 4,7 kDa-Proteins
Crambin (PDB-Eintrag 1EJG; Jelsch u.a. 2000b), welches bei 100 K bis zu der



erstaunlichen Auflésung von d = 0,54A gemessen wurde, wird eine Verbesserung
des sphérischen R-Wertes von 9,2 % auf 9,0 % im asphérischen Fall erreicht, was
einer relativen Abnahme um 2,2 % entspricht. Die Struktur weist ausgesprochen
niedrige Temperaturfaktoren B, von im Median 2,5 A2 auf, iiber deren Anderung
oder DMSDA-Werte wird nicht berichtet. Um ein deutliches Bild der Bindungs-
restdichten nach sphéarischer Verfeinerung zu gewinnen, wurden die 34 geordneten
Peptidbindungen gemittelt, die maximale Restdichte wurde zu 0,12 ¢/ A3 bestimmt.
Nach Transfer der Datenbankmultipole zeigten sich im gleichen Bild negative
Restdichten (ca. —0,8¢e/ A3) auf den Bindungen, was durch eine constrainte Verfei-
nerung der Multipolparameter der Hauptkette behoben werden konnte, die sich
um 25 % von den Datenbankwerten unterschieden. Die resultierenden Deformati-
onsdichtekarten entsprachen den Erwartungen.

Von der asphérischen Verfeinerung eines Skorpiongift-Proteins (0,7kDa, 300 K,
d=0 96A konventioneller R1 = 10,1%/R.; = 11,8 %) berichten Housset u. a.
(2000). Die nicht fehlgeordneten Bereiche zeigen ein durchschnittliches B.y von 8 A?
und geringe Bindungsrestdichten. Transfer der Datenbankeintrége und Verfeinerung
gegen F' > 30, wobei die niedrigsten Auflosungsschalen ausgeschlossen wurden,
ergab bei Wiederholung der sphérischen Verfeinerung R,; = 9,0 %, bei Benutzung
der asphérischen Streufaktoren R,; = 9,1 % und bei Verfeinerung der atomaren
Ladung R,; = 9,6 %. Es konnte eine 5 %-ige Verbesserung der B.,-Werte erreicht
werden, allerdings zeigten die DMSDA-Werte keine signifikante Anderung.

Die Anwendung auf Trypsin (d = 0,8 A, konventioneller Ry = 10,7 %) ergab
Deformationsdichte und ESP eines Histidinrestes, weitere Ergebnisse der asphéri-
schen Verfeinerung wurden nicht berichtet (Schmidt u.a. 2003). Fiir die Struktur
Acutohédmolysin (d = 0,8 A, konventioneller R, = 9,5 %) sind die Ergebnisse
unklar, es wurde ein asphérischer R-Wert von 15 % angegeben (Liu u.a. 2003).

Besonders hervorzuheben ist die Arbeit zur Verfeinerung des Proteins Aldose-
reduktase (Guillot u.a. 2008), ausgehend von einem Modell der bis d = 0,66 A
aufgelosten 36 kDa-Struktur (PDB 1US0O, 316 Aminosdurereste, 3042 Nichtwas-
serstoffatome, 500 Wassermolekiile, 1 Coenzym NADP™, 1 Inhibitor IDD594, 2
Citrationen), die zu R1/R,; = 8,43 %/9,38 % konventionell verfeinert wurde (Ho-
ward u.a. 2004). Nach Anwendung eines elaborierteren diffusen Solvensmodells
wurde eine etwa 38 % der Atome umfassende Unterstruktur mit besonders geringen
Verschiebungsparametern (durchschnittlicher B,,-Wert 4,23 AQ, maximal 7,98 A2)
zur freien Verfeinerung ausgewahlt, der Rest blieb auf den urspriinglichen Werten.
Eine Wiederholung der spharischen Verfeinerung unter diesen Bedingungen mit
MoPro (Guillot u. a. 2001; Jelsch u. a. 2005) resultierte in einem R,y von 9,23 %. Mit
auf alle Atome der Struktur tibertragenen ELMAM-Populationen und Verfeinerung
der Koordinaten und Verschiebungsparameter der Substruktur konnte ein R,y
von 8,80 % erreicht werden, entsprechend einer relativen Verbesserung von 4,7 %.
Durch eine constrainte Verfeinerung der Multipole verringerte sich der Giitefaktor
abermals auf R,; = 8,74 %. Als Resultat der asphérischen Verfeinerung wurde



eine Verringerung der Restelektronendichte auf den Bindungen erzielt, wie an der
graphischen Darstellung einer Peptidbindung gezeigt wurde. Der durchschnittliche
B.-Wert sank um 2,4 % auf 4,13 AQ, nur 6,5 % der Atome zeigten einen Anstieg der
Temperaturfaktoren. Auch der DMSDA-Wert verbesserte sich von durchschnittlich
25 auf 20 - 10~* A, fiir 20 % der Werte verschlechterte sich dieser Deskriptor. Fiir
die Peptidbindungslangen wurde eine Veranderung von 0,001 A festgestellt, deren
Streubreite nahm um etwa den gleichen Betrag ab.

Zwischen dem Beginn der Arbeiten zu Aldosereduktase, angekiindigt in Jelsch
u.a. (2000b), und dieser finalen Veroffentlichung lagen acht Jahre, wiewohl vor-
laufige Ergebnisse (Muzet u.a. 2003; Lecomte u. a. 2004), hauptsichlich beziiglich
elektrostatischer Eigenschaften, eher berichtet wurden.

uBDB

Die Herangehensweise zur Konstruktion der UBDB-Pseudoatomdatenbank be-
schreibt Volkov u.a. (2004c): Fiir ausgesuchte kleine Molekiilstrukturen aus der
,Cambridge Structural Database® (CSD Allen 2002a) werden single point-Be-
rechnungen auf B3LYP/6-31G(d,p)-Level durchgefiihrt, aus der resultierenden
Wellenfunktion werden valence only-Strukturfaktoren bis sin ©®/\ = 1,1 AL fiir
eine pseudokubische Zelle (a = 30 A) berechnet, gegen die Multipolparameter
verfeinert werden (Valenzpopulation, Hexadecapole fiir Nichtwasserstoffatome,
bindungsgerichtete Quadrupole fiir Wasserstoffatome, Kontraktionsparameter s
und £'). Die theoretischen Phasen gehen als Constraint in die Verfeinerung ein.
Fiir zu mittelnde Pseudoatome wird ein konsistentes lokales Koordinatensystem
sichergestellt. Die Parameter mehrerer Pseudoatome gleichen Typs werden gemit-
telt, nur Populationen > 0,002 und > 1o finden Eingang in die Datenbank. Zur
Festlegung eines Pseudoatomtyps wird nach Element, nachstem Nachbarn und
dessen Hybridisierungszustand, manchmal auch iibernachstem Nachbarn sowie
statistischer Aquivalenz bei Mittelung mehrere Pseudoatome unterschieden, so
wird ein neuer Atomtyp eingefiihrt, wenn dessen Einbeziehung den vorherigen
Mittelwert um wenigstens eine Standardabweichung verschiebt. Alle in Proteinen
vorkommenden Atome werden durch 74 Pseudoatomeintrége abgedeckt (Dominiak
u. a. 2007).

Um die Datenbank zu tiberpriifen, wurde damit die Dichte von drei CSD-
Kristallstrukturen von Leucin, Serin und Glutamin rekonstruiert und mit mehreren
ab initio-Modellen der jeweiligen Gesamtstruktur verglichen. Die erfolgreiche Vali-
dierung umfafite Deformationsdichten, lokale und integrierte Q TAM-Eigenschaften,
elektrostatische Potentiale und Interaktionsenergien — die Unterschiede zwischen
Datenbank und Rechnungen sind denen zwischen verschiedenen theoretischen
Modellen gleichwertig.

Die Leistungsfahigkeit der Datenbank beziiglich elektrostatischer Interaktions-
energien wurde weiter untersucht (Volkov u. Coppens 2004) und eine neue Methode
zu ihrer Berechnung (EP/MM — Ezact Potential and Multipole Method) vorgestellt



(Volkov u.a. 2004a), die, bei Benutzung der Pseudoatomdatenbank, Resultate
liefert, welche sich um nur ca. 10kJ/mol von ADF/BLYP/TZP-Rechnungen un-
terscheiden. Die intermolekulare elektrostatische Interaktionsenergie, berechnet
aus den Datenbankeintriagen mit der EPMM-Methode, weicht um nur 4 kJ/mol
von einer direkten Berechnung auf B3LYP/6-31G(d,p)-Niveau ab. Gegeniiber auf-
wendigeren Methoden ergeben sich héhere Abweichungen wie Volkov u. a. (2006)
in einem umfassenden Vergleich theoretischer Methoden und Basissatze in der
Berechnung obiger Grofle fiir sechs zwitterionische Glycindimere zeigten.

Verfeinerungen experimenteller Daten unter Verwendung der Datenbankpseu-
doatome wurden fiir ein Tri- und Hexapeptid durchgefiihrt (Volkov u.a. 2007). Fiir
diese Strukturen liegen hochaufgeldste Daten (d < 0,44 A) vor, die zu Testzwecken
auf d = 0,83 A gekiirzt wurden. Fiir die voll aufgelosten Daten wurde damit eine
relative R-Wertverbesserung von etwa 20 % erreicht, mit dem gekiirzten Datensatz
von ca. 42 %. Anpassung der Valenzpopulationen fithrte zu einer etwas stirkeren
Verbesserung. Bindungsrestdichten bei hoher Auflésung werden beinahe vollstéandig
beseitigt, die gering aufgelosten Daten zeigten im spharischen Fall wenig Bin-
dungsrestdichten, da diese durch vergrofierte Verschiebungsparameter iiberlagert
wurden. Diese Verfalschung wird in der aspharischen Verfeinerung korrigiert, so
dafl die Verschiebungsparameter bei geringer Auflosung sich fast auf die bei voller
Auflosung erzielten Werte verbesserten. Auch der DMSDA-Wert wurde signifikant
verbessert, bei geringer Auflosung waren die Verbesserungen besonders ausgepragt
(—30% bzw. —56 %),

Dominiak u.a. (2007) benutzten die Datenbank, um elektrostatische Potentia-
le und Interaktionsenergien von experimentell bestimmten Komplexstrukturen
der Syntenin-PDZ2-Domane und acht Peptiden zu bestimmen. Die Anwendung
der Datenbank auf die Bestimmung elektrostatischer Interaktionsenergien von
beeindruckenden 70 Enzym-Substrat-Komplexen zwischen Neuraminidase und
Inhibitormolekiilen beschrieben Dominiak u. a. (2009), wofiir weitere Atomtypen
bestimmt werden muften.

Invariome

Ebenfalls auf der Ableitung von Multipolparametern aus quantenchemisch er-
zeugten Elektronendichten beruht der von Dittrich u.a. (2004) eingefiihrte In-
variomformalismus, welcher nachfolgend noch verbessert und erweitert wurde
(Dittrich u. a. 2006a). Allerdings werden die Pseudoatomeintrége von konstruier-
ten, minimalen Modellverbindungen abgeleitet, statt auf experimentellen Struk-
turen zu basieren. Zudem wird deren Geometrie auf hohem theoretischen Niveau
(B3LYP/D95++(3df,3pd)) optimiert, bevor theoretische Strukturfaktoren aus
dieser Dichte abgeleitet werden, gegen die Multipolparameter unter Annahme
hochstmoglicher lokaler Symmetrie verfeinert werden. Jeder Invariomeintrag der
Datenbank wird aus exakt einer Modellverbindung bestimmt, eine Mittelung findet
nicht statt. Die Festlegung einzigartiger iibertragharer Pseudoatome beruht auf



einem sehr geradlinigen (Uber)Néichste—Nachbar—Schema, welches die Typen und
die Anzahl unmittelbarer Bindungspartner berticksichtigt, bei mesomeren Systemen
und Wasserstoffatomen wird die Unterscheidung inklusive der iibernéachsten Nach-
barn getroffen, ausgedehnte delokalisierte Systeme sogar vollstdnding berechnet.
(Fiir weitere Informationen siehe Absch. 1.2.2 auf Seite 22.) Als Vorteile dieses
Ansatzes werden die Abwesenheit experimenteller Fehler und die uneingeschrankten
Moglichkeiten zur schnellen Generierung neuer Datenbankeintrage gesehen. Um alle
in obiger Naherung vorkommenden Atomtypen der 20 kanonischen Aminosauren
abzudecken, werden 73 Invariom-Pseudoatome benotigt.

Zur Validierung des Invariomansatzes wurde zunachst eine 0,69 A-Struktur
von Trivalin asphérisch verfeinert (Dittrich u.a. 2004), deren Elektronendichte
anschliefend bindungstopologische Eigenschaften aufwies, die statistisch aquivalent
zu Mittelwerten von sechs hochaufgelosten und multipolverfeinerten Oligopeptiden
waren. Auch wurde eine signifikante Reduktion von Bindungsrestdichten und
Giitefaktoren beobachtet. Trotz des fehlgeordneten Cokristallisats sank der R1-
Wert relativ um 13 %.

In einer ausfiithrlichen Untersuchung zur Invariomverfeinerung von Serin (Dit-
trich u.a. 2005) bei drei verschiedenen Temperaturen und aufgeschliisselt nach
Auflésungsbereichen (d,0. < 0,5 A), waren noch deutlichere Verbesserungen zu
beobachten. So sank der Giitefaktor um etwa 30 %, was mit einer Halbierung der
Extrema der Restelektronendichte einherging. Der DMSDA-Test wurde in den
aspharischen Verfeinerungen etwa doppelt so gut wie im spharischen Fall erfillt.

Eine umfassende Studie an 42 Oligopeptidstrukturen (0,35 < d < 0,91 A) aus
der CSD bestétigte diese Befunde (Dittrich u.a. 2006a) — sofern keine unerkannte
Fehlordnung vorlag, wurden Verbesserungen des Giitefaktors zwischen etwa 10 %
und 50 % erzielt. In diesem Zusammenhang wurde auch die nur geringe Abweichung
zwischen iibertragener Valenzelektronenzahl und jener der elekroneutralen Struktur
quantifiziert, im Maximum betrug diese 1,1 %, was leicht durch nachtrigliche
Skalierung korrigiert werden kann.

Etliche weitere Anwendungsfille belegen die Praktikabilitat dieses Ansatzes,
beispielsweise anhand der Verfeinerungen von Isoflavon (Kingsford-Adaboh u. a.
2006), Valinol (Dittrich u. a. 2006b), Thymidin (Hiibschle u. a. 2008) oder Ornithin
(Dittrich u.a. 2007). Der vorteilhafte Effekt einer asphérischen Verfeinerung auf
die Temperaturfaktoren wird in einer Studie an drei Hydroxylysin-Strukturen
hervorgehoben (Dittrich u.a. 2008). Zudem erhdht die Anwendung der Invariom-
Streufaktoren die Sicherheit der Bestimmung des Flack-Parameters (Flack 1983),
wie anhand von vier, nur C, H, N und O enthaltenden, Leichtatomstrukturen
gezeigt wurde (Dittrich u. a. 2006¢). Selbst bei kurzen Wellenldngen wie MoK, ist
so die absolute Aufstellung einer chiralen Struktur zu sichern. Die tibertragenen
Pseudoatome konnen auch als Startpunkt einer Multipolverfeinerung bei geringen
Auflésungen dienen (Dittrich u.a. 2009a,c) oder als Referenz, um den Einfluf
der kristallinen Umgebung auf die Multipoldichte herauszuarbeiten (Dittrich u.
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Spackman 2007; Kalinowski u. a. 2007). Eine weitere Anwendung fand das Inva-
riomkonzept in der Untersuchung der temperaturabhéngigen Rotationsfehlordnung
von Methyl-Aminoisobuttersédure (Dittrich u.a. 2009b).

Vergleich der Datenbanken

Pichon-Pesme u. a. (2004) stellen in einem Vergleich von ELMAM- und damaliger
UBDB-Datenbank einige signifikante Unterschiede der verwendeten Multipol-
parameter und der resultierenden Deformationsdichte einzelner Atome fest. Da
elektrostatische Eigenschaften als die wichtigste Datenbankanwendung gesehen wer-
den, wurden die elektrostatischen Potentiale der Peptidgruppe verglichen. Wegen
unterschiedlicher Atomladungen in den beiden Ansatzen wurden starker negati-
ve ESPs aus der experimentellen ELMAM-Datenbank als aus der theoretischen
UBDB abgeleitet. Ersteres entspricht eher den Ergebnissen aus experimentellen
Multipolverfeinerungen letzteres den Werten aus ab initizo-Rechnungen. Volkov

a. (2004b) lehnen die Studie wegen methodischer Unzuldnglichkeiten ab und
verweisen auf ausgezeichnete Uberemstlmmungen elektrostatischer Interaktions-
energien, welche aus der UBDB-Datenbank beziehungsweise DFT-Rechnungen auf
sehr hohem Niveau abgeleitet wurden.

In einem Vergleich von freier Multipolverfeinerung und aspharischer Verfeinerung
mittels Pseudoatomen der UBDB- und Invariom-Bibliothek fiir die 1,2 kDa-Struktur
von Cyclosporin A (d = 0,55 A, 5K), zeigen beide Datenbanken eine gleichermafien
gute Anndherung an die Resultate mit verfeinerten Multipolen (Johnas u.a. 2009).
Wahrend letztere z. B. den sphérischen R1-Wert von 3,4 % um 27 % reduziert,
ergeben beide Datenbankanwendungen eine Verbesserung um 22 %. Ganz dhnlich
ist die Abnahme der mittleren Restelektronendichte mit 27 % im Fall der freien
Verfeinerung etwas ausgepragter als mit transferierten Multipolbeitragen (21 %).
Auch bindungstopologische Deskriptoren sind innerhalb der Fehler in allen drei
Modellen aquivalent.

Die Moglichkeit, eine freie Multipolverfeinerung an einer partiell fehlgeordneten
Paracetamolstruktur durchzufiihren, falls der ungeordnete Teil mittels Datenbank-
populationen beschrieben wird, untersuchen Bak u. a. (2009). Sowohl die UBDB-
als auch die Invariom-Pseudoatome fanden Anwendung — beide Varianten vermogen
gleichermaflen die VerlaBlichkeit der Verfeinerung zu erhohen.

Alternativen

Anstatt tibertragene Multipolparameter zur verbesserten Verfeinerung heranzuzie-
hen, besteht auch die Mdéglichkeit auf den Bindungen interatomare Streuquellen
(interatomic scatterers, IAS) zu positionieren (Afonine u.a. 2007), die Resultate
der TAS-Verfeinerung von Makromolekiilen werden als Multipolergebnissen ver-
gleichbar berichtet. Bisher nur fiir kleine Molekiile, aber ebenfalls mit dem Ziel
der Makromolekiilverfeinerung, werden Kombinationen aus IAS-Verfeinerung und
Kraftfeldmethoden entwickelt (Schnieders u.a. 2009).
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Gegenstand und Ziel dieser Arbeit

Wie die vorherigen Ausfithrungen gezeigt haben, wurden zwar viele kleine Molekiile
und einige mittelgroffe Strukturen (=~ 1kDa) mittels transferierter Pseudoatome
asphérisch verfeinert, aber nur die beiden Proteinstrukturen Crambin (4,7 kDa;
Jelsch u. a. 2000b) und Aldosereduktase (36 kDa; Guillot u.a. 2008) sind als erfolg-
reiche Anwendung der ELMAM zur Verfeinerung von Makromolekiilen bekannt.
Mittels der UBDB wurden elektrostatische Eigenschaften von Proteinkomplexen
bestimmt, aber keine Verfeinerung durchgefiihrt.

In dieser Arbeit werden drei weitere Beispiele der aspharischen Verfeinerung von
Proteinen vorgestellt: Die 14,3 kDa-Strukturen von triklinem Lysozym (Wang u. a.
2007), in dieser Arbeit mit P1LYSO bezeichnet, tetragonalem Lysozym (TETRA-
LYSO) und ein rhomboedrisches 11,6 kDa-Dimer von Insulin (INSULIN). Ergénzt
wird dies durch das 1,7 kDa-Oktadekapeptid TRICHOTOXIN mit insgesamt 3,6 kDa
in der asymmetrischen Einheit (Chugh u.a. 2002), und, zu Vergleichszwecken,
das Tripeptid L-Alanyl-L-Prolyl-L-Alanin (APA). Alle asphérischen Verfeinerungen
greifen auf die Invariom-Datenbank zuriick, was zugleich deren erste Anwendung
auf Probleme dieser Groflenordnung ist.

Alle Strukturen werden in einem einheitlichen, untereinander vergleichbaren
Schema aspharisch verfeinert und analogen Auswertungen unterzogen. Hierbei
dient APA der Einfiihrung der verschiedenen Analysen und als Maflstab des bei
hoher Strukturqualitat Erreichbaren. Das in der Grofle zwischen dem Tripeptid
und den Proteinen liegende Oligopeptid TRICHOTOXIN komplettiert die Studie
und erleichtert die Abschatzung der zu erwartenden Effekte einer aspharischen
Verfeinerung von Makromolekiilen.

Besonderes Augenmerk wird auf die ausfiihrliche Analyse der Unterschiede zwi-
schen sphérischer und asphérischer Verfeinerung gelegt. Anhand von Giitefaktoren,
Restdichten, Deformationsdichten, Verschiebungsparametern, DMSDA-Werten,
Strukturkoordinaten und Bindungslangen erfolgt fiir jede Struktur eine quantitative
Auswertung der erzielten Verbesserungen in der Beschreibung des Rontgenbeu-
gungsexperimentes durch Verwendung eines aspharischen Elektronendichtemodells.
Nach Vergleich der jeweiligen Resultate wird abschlieBend der Versuch unternom-
men, den Verfeinerungserfolg zu erklaren und in einen funktionalen Zusammenhang
mit Parametern des sphérischen Ausgangsmodells zu bringen. Daraus folgen Ab-
schatzungen zu Grenzwerten dieser Gréfien, ab denen eine aspharische Verfeinerung
erfolgversprechend erscheint.

Als Beispiel einer nach Multipolbeschreibung iiber das sphérische Modell hinaus
zuganglichen Eigenschaft wird fiir jedes Molekiil das aus den Invariomen generier-
te elektrostatische Potential gezeigt und einem aus Punktladungen berechneten
gegeniibergestellt. Ein umfangreicherer Vergleich von ab inito, semiempirischen,
Punktladungs- und Multipol-ESPs wird stellvertretend fiir APA unternommen,
dessen geringe Grofle es allen Methoden zuganglich macht.
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Grundlagen






1 Spharische und aspharische Verfeinerung

Elektromagnetische Strahlung wechselwirkt mit Materie, wobei der elektrische
Anteil der Strahlung die Elektronenhiille der Atome der Probe in Schwingung
versetzt. Die Elektronen schwingen gegeniiber den relativ schwereren und daher
als ruhend anzunehmenden, positiven Atomkernen mit der Frequenz der einfal-
lenden Welle. Somit bilden Atomkern und Elektronen einen oszillierenden Dipol,
welcher selbst wieder Energie in alle Raumrichtungen abstrahlt (Atkins 1996). Die
Wellenlange von Rontgenstrahlung liegt mit 0,1 A-100 A im gleichen Bereich wie
die Gitterabstande von Kristallen, so dafl durch Interferenz der ausgestrahlten
Kugelwellen ein Beugungsmuster entsteht. Das intensitatsgewichtete Beugungsbild
stellt ein Abbild des reziproken Gitters des Einkristalls dar, jeder Reflex 1a3t
sich einer Netzebene zuordnen. Aus diesem Beugungsbild lassen sich Periodizitéat
(Gitterkonstanten), Symmetrie der Elementarzelle (Raumgruppe) und die Struktur
der asymmetrischen Einheit (fraktionelle Koordinaten) bestimmen (Massa 2002;
Miiller 1996; Luger 2000).

Bei der Uberlagerung der Streubeitriige vieler Atome kénnen diese nicht einfach
addiert werden, sondern es muss dabei die Phasenverschiebung der gestreuten
Wellen in Abhangigkeit von der Beugungsrichtung berticksichtigt werden. Die
Braggsche Gleichung 1.1 gibt an, in welcher Richtung, bei welchem Beugungswinkel
© Maxima der Streuintensitat erwartet werden konnen.

2dsin©® =nA mit A = Wellenlange, (1.1)
© = Glanzwinkel,
n = Beugungsordnung,
d = Netzebenenabstand,

1.1 Spharische Verfeinerung des
Rontgenbeugungsexperiments

Da Rontgenstrahlung an Atomen mit mehr Elektronen starker gebeugt wird als an
Atomen mit weniger Elektronen, mufl bei Kristallen, die aus mehreren Atomsorten
1 aufgebaut sind, diese Tatsache in Form des Atomformfaktors f; berticksichtigt
werden, da die radiale Ausdehnung 6 der Elektronenhiille eine Phasenverschiebung
d-2m/d (von 0 — \) bewirkt. Die mit zunehmendem Beugungswinkel § abnehmen-
den Streuamplituden f; sind, auf Elektronenzahlen normiert (bei # = 0 hat die
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1 Spharische und aspharische Verfeinerung

Streuamplitude den Wert der Ordnungszahl), in Polynomform tabelliert (Maslen
u.a. 1992). Diese Strukturfaktoren basieren auf Hartree-Fock-Rechnungen an den
freien Atomen und beschreiben damit unbeeinflufite kugelférmige Atome.

Eine zuséatzliche Schwachung erfahren die Atomformfaktoren durch die Schwin-
gung der Atome um ihre Nullpunktslage, z.B. durch Temperaturbewegung, woraus
eine zusitzliche Phasenverschiebung resultiert, die umso hoher ist, je grofler die
mittlere Auslenkungsamplitude u ist und je kleiner d oder je grofler 6 sind. Mit dem
isotropen Auslenkungsparameter U = u? wird dies durch den Debye-Waller-Faktor
in Gleichung 1.2 beriicksichtigt.

6.2
f’:f-exp( 2 U)

d2

c 02
— fexp (—87r2U81§29) (1.2)

Die Beachtung der radialen Ausdehnung und der Schwingungsbeitriage rechtfer-
tigt die punktformige Beschreibung der Atomlagen. Auflerdem muss die relative
Lage der verschiedenen Atomsorten in der Elementarzelle mit Hilfe einer Unter-
teilung des Kristallgitters in Untergitter, die aus den jeweiligen Atomsorten i
aufgebaut sind, beriicksichtigt werden. Wenn ein Untergitter namlich in Reflexions-
stellung ist, kommt es durch das versetzt angeordnete Untergitter zu Interferenz, da
die beiden gebeugten Strahlungen phasenverschoben sind. Der Phasenunterschied
¢ ist durch folgende Gleichung 1.3 gegeben und hangt somit iiber die Atompara-
meter x;,y;,2; der betrachteten Atome ¢ von deren Lage im Kristall und tiber die
Millerindizes von den in Reflexionsstellung befindlichen Netzebenen ab, auf denen
die Atome liegen.

¢; = 2m(hx; + ky; + 1z;) (1.3)

Fir den Reflex einer Netzebene (hkl) tiberlagern sich die Streuwellen aller i
Atome mit ihrer individuellen Phasenverschiebung zum Strukturfaktor F'.

F(h) = Z i (cos ¢; + isin ¢;) (1.4)

Bei einem Phasenunterschied von 7 (180°) zweier Atome mit gleichem Atom-
formfaktor interferieren die an den beiden Atomen gebeugten Wellen destruktiv.
Abgesehen von der kompletten Ausloschung einiger Reflexe, fithrt der Phasen-
unterschied auch zur Verstiarkung und Abschwichung einzelner Reflexe. In der
Strukturamplitude |F| werden die Auswirkungen des Phasenunterschieds ¢; und
des Atomformfaktors f; der einzelnen Atome beriicksichtigt. Die resultierende
Intensitéit Iy, eines Reflexes ist proportional zum Quadrat der Strukturamplitude
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1.1 Spharische Verfeinerung des Rontgenbeugungsexperiments

| Fra|, die aus dem Strukturfaktor bei bekannter Phase erhéltlich wiére.
I(h) o |F(h)[? (1.5)
und  F(h) = |F(R)[e® (1.6)

Der Strukturfaktor ist die Fouriertransformierte der Elektronendichtefunktion
F(h) = F(p(r)), umgekehrt kann p(7) durch Fouriersummation der Strukturfakto-
ren gewonnen werden:

-

o) = & 3 F(fye (17)
h

Aus dem Experiment ist die Phaseninformation ¢(h) = 2r(ha + ky + (z) nicht
erhéltlich — das sogenannte Phasenproblem der Strukturanalyse. Um p(7) und
damit die Lage der Atome in der asymmetrischen Einheit zu bestimmen, mufl
das Phasenproblem gelost werden, z. B. durch Direkte Methoden, welche, unter
Ausnutzung von statistischen Zusammenhangen zwischen Intensitaten bestimmter
Reflexe und deren Phasen, eine Losung des Phasenproblems ermoglichen.

Dadurch wird ein initialer Satz an Phasen fiir alle Strukturfaktoren Fo(i_i) erhal-
ten, womit durch Fouriersummation eine erste Elektronendichteverteilung p,(7)
bestimmt werden kann. An Orten maximaler Dichte werden Atome platziert, dies
entspricht dem Strukturmodell, welches zunéchst erheblichen Néherungscharakter
hat und unvollstandig sein kann. Da jedem Atomtyp Streufaktoren, Koordinaten
und Temperaturfaktoren zugeordnet sind, konnen zu diesem Modell gehorende
Strukturfaktoren FC(E) berechnet werden. Zwischen beobachteten und berechneten
Strukturfaktoren wird keine vollstindige Ubereinstimmung bestehen, da erstere mit
experimentellen Fehlern behaftet sind und letztere aus einem noch unvollstandigen
und ungenauen Strukturmodell stammen. Ziel der Strukturverfeinerung ist die
Minimierung dieser Differenz durch Anpassung der Parameter des Modells in einer
Kleinste Quadrate Prozedur. Je nachdem, ob gegen F,(h) oder F2(h) verfeinert
wird, ist die Forderung: >~ ,, w(|F,|—|F.|)> = Min oder Y _,,, w'(F?—F2?)* = Min.
Im isotropen Fall gibt es pro Atom vier zu variierende Parameter (x;,y;,2;,U), mit
realitdtsnaheren anisotropen Verschiebungsparametern neun (z;,y;,2;,U;).

Aus einer Differenz-Fouriersynthese (Gl. 1.8) wird der Unterschied zwischen
beobachteter Elektronendichte und der aus dem Strukturmodell resultierenden er-
sichtlich. Restdichteanhaufungen konnen neue Atompositionen zugeordnet werden.
Das so schrittweise zu komplettierende Strukturmodell wird weiter verfeinert, bis
moglichst wenig Restelektronendichte verbleibt.

Bpree?) = 37 S (P = | PrateF)) explidnc) exp(-2ahr)  (L8)
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1 Spharische und aspharische Verfeinerung

Temperaturfaktor

Der anisotrope Temperaturfaktor wird als Tensor zweiter Ordnung in Form einer
symmetrischen 3 x 3-Matrix angegeben, wobei in rechtwinkligen Koordinatensyste-
men die Diagonalkomponenten Uyq, Usg, Uss die Hauptachsen des Temperaturel-
lipsoids darstellen und die gemischen Komponenten Uiq, U3, Usz die Orientierung
relativ zum Koordinatensystem angeben. In den Verfeinerungsprogrammen shelxl
und XD sind sie auf das Kristallkoordinatensystem bezogen, bei der Angabe in PDB-
Dateien aber auf ein kartesisches Koordinatensystem, was im Fall orthogonaler
Zellachsen identisch ist.

Ausgehend von den Uj;-Parametern im Kristallsystem, kann der aquivalente
isotrope Temperaturfaktor U, nach Gl. 1.9 angegeben werden (Fischer u. Tillmanns
1988).

1
Ueq = g[UH(aa*)Q + Ugg(bb*)2 + U33(CC*)2
+ 2U12aba™b* cosy + 2Uzaca™c* cos 3 + 2Us3beb* ¢ cos @

(1.9)

Die Zellkonstanten sind mit a, b, ¢, o, (3, 7, die reziproken Gitterkonstanten mit
a* = besina/V, b* = casin §/V, ¢ = absiny/V und das Elementarzellvolumen
mit V = abcy/1 — cosa? — cos 32 — cosy2 + 2 cos avcos 3 cos 7y bezeichnet.

Differenz der mittleren quadratischen Verschiebungsamplitude

Ob die mit der Einfiihrung der ADPs versuchte Trennung der Gesamtelektro-
nendichte von Effekten thermischer Verschmierung erfolgreich war, kann durch
Hirshfelds rigid bond-Test iiberpriift werden (Hirshfeld 1976): Unter der Annahme,
dafl der Hauptteil der Vibration in einem Molekiilkristall aus intermolekularen
Gitterschwingungen sowie intramolekularen Torsions- und Biegeschwingungen her-
rithrt, sollten die Bindung dehnende Schwingungen vernachléssigbar klein sein, so
daf} die relative Verschiebung kovalent gebundener Atome zueinander verschwindet.
Ausgedriickt wird dies durch die Differenz der mittleren quadratischen Verschie-
bungsamplituden (difference of mean square displacement amplitudes, DMSDA).
Sind 2% und 2%, die mittleren quadratischen Schwingungsamplituden der Atome
A und B jeweils entlang der Bindungen von A zu B und B zu A, so sollten
diese etwa gleich hoch sein. Daher sollte ihre Differenz unter 0.001 A2 liegen:
1225 — 2%,] < 10 - 1074 A2. Niedrige DMSDA-Werte legen physikalisch sinnvoll
modellierte anisotrope Verschiebungsparameter nahe, die nicht durch in die Bindun-
gen deformierte Valenzdichte verfalscht sind. Dieser Test wird nur fiir Bindungen
zwischen Nichtwasserstoffatomen durchgefiihrt, da nur diese anisotrop verfeinert
werden.
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1.2 Aspharische Verfeinerung des Rontgenbeugungsexperiments

1.2 Aspharische Verfeinerung des
Rontgenbeugungsexperiments

1.2.1 Multipolformalismus

Da in der zuvor beschriebenen Prozedur die Modellierung der gemessenen Elektro-
nendichte in der Annahme einer Uberlagerung kugelformiger Elektronendichtever-
teilungen um die Atome vorgenommen wurde, kann dieses Modell unabhangiger
Atome (IAM) keine Informationen iiber die Deformation atomarer Ladungsdichte
durch z. B. Bindungsbildung enthalten. Die Vernachlassigung der aspharischen
Ladungsverteilung fiihrt auch zu falsch bestimmten Atompositionen, wie zu kurze
Wasserstoftbindungen oder zu lange Sauerstoffbindungen; des weiteren kann das
IAM keinen Ladungstransfer zwischen den Atomen berticksichtigen.

Mit der Beschreibung im atomzentrierten Hansen-Coppens-Multipolformalismus
(Hansen u. Coppens 1978) wird eine bessere Niaherung der Elektronendichte gege-
ben. Hierbei unterteilt sich die atomare Elektronendichte, wie in Gleichung 1.10
angegeben, in drei Beitrdge: Eine sphérische Kerndichte pge.,(7) fiir die inneren
Elektronenschalen und eine ebenfalls sphérisch beschriebene Valenzdichte py o (k7)
fiir die auBlere Schale, deren Radialverteilungen aus Hartree-Fock-Berechnungen der
freien Atome stammen, reprasentiert durch tabellierte Koeffizienten und Exponen-
ten von Slater-Basisfunktionen (Clementi u. Roetti 1974). Mittels des Expansions-
/Kontraktionsparameters x kann die Ausdehnung der Valenzschale variiert werden.
Der verbleibende dritte Term berticksichtigt nun die asphérische Deformation der
Valenzdichte durch eine Linearkombination von Kugelflichenfunktionen Y, (0,0)
mit Radialfunktionen R;(x') = N;r™ exp(—«/(r), welche wieder aus einer Mini-
malbasis an Slaterfunktionen mit fixen, energieoptimierten single-(-Exponenten
(Clementi u. Raimondi 1963) bestehen, deren Ausdehnung iiber einen Parameter
k' veranderbar ist. Die Laufzahl [ beschreibt die Ordnung der Multipolexpansion:
Monopole fiir [ = 0, Dipole fiir [ = 1, Quadrupole fiir [ = 2, Octupole fiir [ = 3
und Hexadecapole fiir [ = 4. Eine Darstellung der Multipole gibt Abb. 1.1 auf der
folgenden Seite.

lmaz l

p*rnul(F) - pKern(F) + PValK'SpVal(/{F) + Z /{/3Rl(ﬁlr_‘) leyimzl:(eagb) (110)
0

=0 m=

In einer Kleinsten Quadrate Verfeinerung werden die Populationskoeffizienten
Py und P, sowie eventuell die Ausdehnungskoeffizienten x und &’ tiber die
Anpassung der mittels Fouriertransformation aus p,.,; () gewonnenen Strukturfak-
toren an die experimentell bestimmten Strukturfaktoren ermittelt. Ansonsten gilt
das im vorherigen Abschnitt Gesagte zum Vorgehen bei der Verfeinerung.
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H3+ H4+

Abbildung 1.1: Multipole R;Y} 4, {=0---4, m=—1[---
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1.2 Aspharische Verfeinerung des Rontgenbeugungsexperiments

Lokale Symmetrie und Auswahlregeln

Um eine gewisse lokale Symmetrie der Elektronendichteverteilung zu erzeugen,
werden nur durch Auswahlregeln (I, m, £) festgelegte Multipole populiert (Kurki-
Suonio 1977). Dadurch kann zum einen die Parameterzahl der Verfeinerung ver-
ringert werden und zum anderen die physikalische Signifikanz des Modells erhoht
werden, weil beispielsweise Parameterkorrelationen vermieden werden. Zum Bei-
spiel lautet die Auswahlregel fiir Spiegelsymmetrie (1,1 — 2u, £ mit p € Z). Damit
sind auler dem Monopol nur 14 Multipole (D1+, Q0, Q2+, O14, O3+, HO, H2+,
H4+) von insgesamt 24 erlaubt, weil etwa fir [ =2 nur m =2 —2-0 = 2 und
m = 2 — 2 -1 = 0 moglich sind, bei anderen Werten von p als 0 oder 1 ergeben
sich fiir m Werte auflerhalb des erlaubten Bereiches 41, so dal nur drei von fiinf
Quadrupole iibrig bleiben.

Deformationsdichte

Zieht man von der Multipoldichte eine Superposition der kugelférmigen unab-
hingigen atomaren Elektronendichten (Promolekiildichte) ab, erhélt man eine
statische Deformationsdichte Apger(™) = pmw(T) — ppro(7), welche das Ausmaf
der Ladungsdichteumverteilung z. B. in Bindungsregionen beim Ubergang von
spharischer zu asphéarischer Modellierung anzeigt.

Abgeleitete Eigenschaften — Elektrostatisches Potential

Die im Multipolformalismus beschriebene Elektronendichteverteilung eines Mole-
kiils aus allen Beitriagen der Pseudoatome, ist von einer Giite, die die Berechnung
verschiedener abgeleiteter Eigenschaften auf ab initio-Niveau erlaubt. Beispielsweise
konnen Dipol- und Quadrupolmomente, elektrische Feldgradienten, elektrostatische
Potentiale und Interaktionsenergien sowie vollstdndige topologische Analysen nach
Bader (1990) berechnet werden.

In dieser Arbeit wird nur das elektrostatische Potential ¢, (7) betrachtet. Es
beeinhaltet eine Aussage iiber den Energieaufwand eine positive Einheitsladung
aus dem Unendlichen an einen bestimmten Punkt im Molekiil zu bringen und kann
nach der Methode von Su u. Coppens (1992) aus der Multipolelektronendichte
berechnet werden. In Gleichung 1.11 wird iiber alle Atome j des Molekiils summiert,
wobei der erste Term dem Anteil der Atomkerne (Kernladungszahl Z;, Kernposition

ﬁj) entspricht, von dem der Beitrag der Elektronen zum ESP abgezogen wird.

- Z; p(F’) —/
(7) _; |f—J1%j| _/ o (1.11)
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1 Spharische und aspharische Verfeinerung

1.2.2 Invariome

Im Multipolformalismus stehen pro Atom, neben den neun klassischen Positions-
und Verschiebungsparametern, zusatzlich 30 Parameter zur Verfiigung, so dafl
insgesamt 39 Variablen (x, y, z, Uij, Pyais &, Pim, K]) verfeinert werden konnten. Nur
bei ausgesprochen hochwertigen und hochstaufgelosten Daten ist eine verlafiliche
Anpassung aller GroBen méglich. Um die Vorteile einer aspharischen Beschreibung
auch fiir die Verfeinerung mediokrer Rontgenbeugungsdaten zuganglich zu machen,
miissen die Multipol- und Kontraktionsparameter aus einer anderen Quelle als der
Verfeinerung an die fraglichen Daten bezogen werden. Aufgrund der Transferier-
barkeit von Hansen-Coppens-Pseudoatomen zwischen verschiedenen Verbindungen,
sofern die Atome in jeweils dhnlichen chemischen Umgebungen vorliegen, kénnen
sie auch aus Verfeinerungen sehr guter experimenteller oder theoretischer Daten
anderer, leichter zugéanglicherer Verbindungen stammen und als fixe Beitrage in
der aktuellen Verfeinerung verwendet werden.

Im Invariomformalismus wird die Ubertragbarkeit anhand einer ,Nachste Nach-
barn® oder ,,Ubernéchste Nachbarn “-Néherung entschieden: Sind die direkten oder
auch die iibernachsten Bindungspartner eines gegebenen Atoms in zwei Verbin-
dungen jeweils identisch, so werden diese Atome als gleich angesehen. Falls fiir
eine Bindung eine ganzzahlige Ordnung angenommen werden kann, wird nur der
unmittelbare Nachbar einbezogen. Sollte die Bindung zum direkten Nachbarn
gebrochenzahlig (mesomer) sein, so wird auch das iiberndchste Atom betrach-
tet, um das Ausgangsatom zu definieren. Im Fall von Wasserstoffatomen kommt
ausnahmsweise immer die ,,Ubernéichste Nachbar “-N&herung zum Tragen.

Um die zugehorigen Multipolparameter zu bestimmen, wird eine Modellverbin-
dung konstruiert, welche die chemische Umgebung in obiger Naherung nachbildet,
alle offenen Valenzen werden durch Wasserstoffatome gesattigt. Diese wird auf
hohem ab initio-Niveau (B3LYP/D95++(3df,3pd)) mit g98 (Frisch u.a. 2002) geo-
metrieoptimiert. Aus der resultierenden Wellenfunktion werden Strukturfaktoren
fiir eine kubische Zelle (a = 30 A) in der Raumgruppe P1 mit tonto (Jayatilaka u.
Grimwood 2003; Chandler u. Spackman 1978) bis d = 0,433A berechnet, gegen die
die Multipolparameter, unter Annahme der hochstmoglichen lokalen Symmetrie,
mit xdlsm (Koritsanszky u.a. 2003) verfeinert werden.

Die resultierenden Pseudoatommultipolparameter werden, zusammen mit den
Informationen zu verwendetem lokalen Koordinatensystem und angenommener
Symmetrie, in einer Datenbank gespeichert. Sie gehen als unverinderliche Parame-
ter in die asphérische Verfeinerung eines Atomes ein und ersetzen den sphéarischen
Streufaktor, der nur die Elemente unterscheidet. Die Zuordnung von Atomtypen
in ,Néchster“ und ,Ubernéchster Nachbar “Naherung fithrt zu einer steigenden
Anzahl von Streufaktoren gegeniiber dem konventionellen Formalismus. So geben
die in Tab. 4.1.1 auf Seite 55 gelisteten 233 Atomtypen aller zwanzig kanonischen
Aminosauren zu 63 verschiedenen Invariomen Anlaf.
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- C 1.50 1.5n[1clh] 1c

Abbildung 1.2: Ableitung des Invarioms des Carbonylkohlenstoffs der Peptidbindung.

Der Invariomname setzt sich aus dem groigeschriebenen Elementsymbol des
betreffenden Atoms und kleingeschriebenen Elementsymbolen aller direkten Bin-
dungspartner, in der Reihenfolge ihrer Ordnungszahlen, zusammen. Jeder Bindungs-
partner tragt dabei die modellhafte Bindungsordnung — 1 fiir eine Einfachbindung,
1.5 fiir eine mesomere Anderthalbfachbindung usw. — als Prafix. Im Falle einer
nichtganzzahligen Bindungsordnung, also eines mesomer gebundenen Atoms, wer-
den dessen Bindungspartner in eckigen Klammern diesem nachgestellt, so daf die
iiberndchsten Nachbarn des Ausgangsatoms beriicksichtigt werden. Gleiches gilt
auch fiir Wasserstoffatome, bei ihnen werden immer die iibernachsten Nachbarn
berticksichtigt. Innerhalb dieser Sphére tibernachster Nachbarn konnen zwar wieder
gebrochene Bindungsordnungen vorkommen, es werden aber keine Angaben zu der
dann dritten Sphare tibertibernéchster Nachbarn gemacht.

Am Beispiel des Invarioms C1.501.5n[lclh]lc des Carbonylkohlenstoffs der Pep-
tidbindung soll das Konzept erlautert werden: Da es sich um das Invariom eines
Kohlenstoffatoms handelt, beginnt der Name mit einem “C”. Es hat als néchste
Nachbarn ein “C,”, ein “O” und ein “N” mit den angenommenen Bindungsord-
nungen “1” und jeweils “1.5” fiir die Peptidbindung (siehe Abb. 1.2). Somit stellt
sich der Name bisher als C1.501.5nlc dar. Fiir die mesomer gebundenen Nach-
barn “1.50” und “1.5n” miissen deren direkte Nachbarn berticksichtigt werden.

23
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Abbildung 1.3: Elektronendichte des Invarioms C1.501.5n[1clh]lc.

Der Carbonylsauerstoff ist nur an den bereits aufgefiihrten Carbonylkohlenstoff
gebunden und fallt somit aus der weiteren Betrachtung raus. Das Stickstoffatom
aber ist mit zwei weiteren Atomen mit jeweils einer Einfachbindung verkniipft:
dem néchsten C, (1c¢) und dem amidischen Wasserstoffatom (1h). Diese werden in
eckigen Klammern dem Stickstoff nachgestellt und der vollstandige Name ergibt
sich als: C1.501.5n[lclh]lc.

Jedem Pseudoatom ist des weiteren eine lokale Symmetrie mit einem enspre-
chenden lokalem Koordinatensystem zugeordnet. Fiir das Beispielinvariom wird
bei dessen Erzeugung eine spiegelsymmetrische Elektronendichteverteilung in der
C,-C-N-Ebene angenommen. Dazu muss die Z-Achse zu dieser Spiegelebene senk-
recht stehen, was vorteilhafterweise so erreicht wird, dafl man die X- und Y-Achsen
auf die Nachbaratome C, und N zeigen lafit. Die Lage des Symmetrieelements und
des lokalen Koordinatensytems sind ebenfalls in Abb. 1.2 angedeutet.

Aus der Abb. 1.2 leitet sich die zur Berechnung dieses Invarioms notwendige
Modellverbindung dergestalt ab, dafl alle grauweifl gezeichneten Atome durch
Wasserstoffatome ersetzt werden, was zu N-Methylacetamid fiihrt. Nach einer
Geometrieoptimierung dieser Verbindung wird aus ihrer Elektronendichte ein
Satz Strukturfaktoren erzeugt, gegen den die Struktur im Multipolformalismus
asphéarisch unter Beachtung der angenommenen lokalen Symmetrie verfeinert wird.
Die resultierenden Multipolpopulationen werden als Datenbankeintrag gespeichert
und koénnen nun als fixe Beitréage fiir ein solches Carbonylkohlenstoffatom in einer
anderen und grofleren Struktur dienen.

Bei diesem Beispiel verfeinert sich die Monopolpopulation zu 4,0260 e, mit einem
k-Wert von 1,013766 und festem ' von 1,0. Nach den Auswahlregeln wurden 15 der
25 Multipole populiert (sieche Absch. 1.2.1 auf Seite 21). Deren Linearkombination
mit konkreten Werten der P, ergibt eine Elektronendichteverteilung wie in Abb. 1.3
gezeigt.
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2.1 Protein Data Bank

In der ,Protein Data Bank“ (Berman 2008; Berman u. a. 2000) sind anndhrend
63000 experimentell bestimmte Strukturen hinterlegt. Den grofiten Anteil ma-
chen dabei Proteine mit etwa 58000 Eintragen aus, bei den restlichen handelt es
sich um Nukleinsauren oder Komplexe von Protein und Nukleinsaure. Von der
Gesamtmenge an Strukturen wurde der Hauptteil (ca. 54000) durch Rontgen-
beugungsexperimente bestimmt. Abb. 2.1 zeigt die Entwicklung der Anzahl von
Strukturen aus Rontgenbeugungsexperimenten von den frithesten 13 Eintragen
zum heutigen Stand. Jedes Jahr kommt eine steigende Zahl hinzu, waren es vor
zehn Jahren noch 2237 neue Strukturen, erweiterte sich die Datenbank 2009 um
6806 Eintrdage. Der prozentuale Zuwachs betrug 1999 24 % und 2009 immerhin
noch 15 %.

= Il Gesamtzahl der Strukturen < 53785
[ I it d < 1,00A ]

= I mit d < 0,90 A 3 10000
- I it d < 0,80A ]
L mitd <0,70A 4 1000
I it d < 0,60 A ]

3 4 100

3 4 10

- 1

1976 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2009

Abbildung 2.1: Jahrliche Summe von Strukturen aus Réntgenbeugungsexperimenten in
der PDB. Anzahl aller Eintrége und fiir verschiedene Datenauflésungen
(Stand Januar 2010).
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Abbildung 2.2: Anzahl von Strukturen aus der PDB pro R-Wertintervall (R; R + 0,01]
(exklusive 4 Strukturen mit R > 0,49 und 380 ohne R-Wertangabe,
Stand Januar 2010).

Die weitaus meisten Messungen haben eine Auflésung von 1,5 < d < 25 A.
Hochaufgeloste Strukturen mit d < 1,0A sind seit 25 Jahren in der Datenbank
enthalten und summieren sich auf 371 Eintrage, was 0,7 % der Gesamtmenge
entspricht. Der Zuwachs der letzten zehn Jahre liegt zwar iiber dem Durchschnitt,
zuletzt aber bei nur noch ca. 12 %. Besser aufgeloste Daten bis d < O,9A gehoren
zu 108 Strukturen, darunter befinden sich 28 Experimente mit einer Auflésung von
d<0,8 A. Nur 8 Strukturen sind bis d < 0,7 A aufgelost und die absolute Ausnahme
sind 2 Messungen bis d < 0,6 A. Mit den Jahren hat sich das Auflésungslimit
zu immer geringeren Werten verschoben. Dennoch sind hoch aufgeloste Daten
relativ selten und ihre Anzahl nimmt auch langsamer zu, als es fiir Strukturen
durchschnittlicher Auflosung der Fall ist.

Nicht nur die Auflésung ist ein Qualitatskriterium, sondern auch die erreichten
Giitefaktoren der Verfeinerung. Wie Abb. 2.2 zeigt, liegt das Verteilungsmaximum
in einem R-Wertintervall von (0,19; 0,20]. Die verwendeten Werte entsprechen dem
R1 oder R,;, manchmal exklusive der Reflexe fiir die Rj,e.-Validierung. Nur 75
Strukturen erreichen R-Werte unter 10 %, wobei allerdings auch gering aufgeloste
Daten bis zu 3,20 A enthalten sind.

Die Anzahl von Strukturen mit sowohl d < 1,01& als auch R < 10% betragt
nur 45, bei denen der Term R - d zwischen 4,86 und 8,91 variiert. Zehn Strukturen
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zeichnen sich durch die besten Werte von R - d < 6 aus. Nach diesem Indikator
ist die kleine Proteinstruktur (4,7kDa) Crambin (Jelsch u.a. 2000a) mit dem
PDB-Bezeichner 1EJG die beste Struktur, bei einer Auflésung von d = O,54A
liegt ein R,;-Wert von 9,2% vor. Ebenfalls ausgezeichnet ist die mit 36 kDa
wesentlich groere Struktur der Aldosereduktase (Howard u. a. 2004; Guillot u. a.
2008) mit dem Kiirzel 1US0O, hier wurde eine Auflésung von 0,66A und ein R,y
von 9,4 % erreicht — fiir ein Protein dieser Grofie absolut auergewohnlich. Beide
Strukturen wurden bereits aspharisch verfeinert. Als dritte Struktur soll eine
trikline Modifikation von Lysozym unter dem Kiirzel 2VB1 (Wang u. a. 2007, in
dieser Arbeit P1LYSO ) genannt werden, welche bis d = O,65A aufgelost ist und
zu Ry = 8,4 % verfeinert wurde. Mit 14,3kDa ist sie dabei wesentlich kleiner
als 1USO aber dreimal grofler als 1EJG. Die restlichen sieben Strukturen haben
Molekulargewichte zwischen 0,7 und 8,8 kDa.

2.2 Proteinfunktion

Proteine iibernehmen in Lebewesen entscheidende Funktionen. So sind beispiels-
weise fast alle bisher bekannten Enzyme Proteine, deren Rolle in biologischen
Systemen die eines Katalysators ist. Eine weitere Funktion von Proteinen besteht
im Transport oder der Speicherung kleiner Molekiile im Korper, wie beispielsweise
Hamoglobin den Sauerstofftransport im Blut ermoglicht. Auch geben sie biologi-
schen System mechanische Festigkeit, wie z. B. das Kollagen in Haut oder Knochen.
Dariiber hinaus bilden sie Rezeptormolekiile des Nervensystems oder sorgen als
Muskelfasern fiir die Bewegung von Lebewesen. Thr Vorkommen und Zweck ist also
hochst vielfaltig (Stryer 1990). Dieser Abschnitt beschrénkt sich auf eine kurze
Behandlung der in dieser Arbeit vorkommenden Proteine Lysozym, Insulin und
Trichotoxin und einen Uberblick der vorhandenen PDB-Strukturen.

2.2.1 Lysozym

Lysozym ist ein in vielen Lebewesen vorkommendes Enzym. In tierischen und
menschlichen Organismen wirkt es als Antibiotikum und findet sich zum Bei-
spiel in Tranenfliissigkeit und Speichel. Auch Hiihnereiweifl enthélt betréachtliche
Konzentrationen dieser Verbindung, aus dem es leicht zu gewinnen ist und als
hen egg-white Lysozym (HEWL) bezeichnet wird. Dieses Protein besteht aus 129
Aminosaureresten und hat ein Molekulargewicht von 14,3 kDa. Gegenstand die-
ser Arbeit sind zwei kristallographische Modifikationen von HEW-Lysozym. Die
erste Beschreibung von Lysozym und der antibakteriellen Wirkung stammt von
Fleming (1922). In der Arbeitsgruppe um David Phillips gelang vor 45 Jahren die
Aufklarung der dreidimensionalen Struktur mit Rontgenbeugungsmethoden (Blake
u.a. 1965), es war somit das erste Enzym, dessen Struktur bestimmt wurde.
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Als Enzym katalysiert Lysozym die Spaltung von Polysaccharidketten der Bak-
terienzellwand, welche dann dem osmotischen Druck des Zellinneren nicht mehr
standhélt, was zur Auflésung des Bakteriums fithrt. Angriffspunkt ist die §-1,4-
glykosidische Bindung zwischen N-Acetylglucosamin (NAG) und N-Acetylmuramin-
saure (NAM), zwei Zuckern, die alternierend angeordnet den Kohlenhydratanteil
der Zellwand vieler Bakterien bilden. Bei der Hydrolyse dieser Bindung wird die
O-glykosidische Bindung, unter Verbrauch eines Wassermolekiils, in zwei Hydro-
xylgruppen tiiberfiihrt (Stryer 1990).

Die Proteinkette ist so gefaltet, dafl eine Spalte ausgebildet wird, welche sechs
Zuckermonomeren Platz bietet. In ihr wird das Polysaccharid durch Wasserstoft-
briicken in einer Weise orientiert, welche die glykosidische Bindung zwischen
dem vierten und fiinften Zuckerrest in Nachbarschaft zu den Aminoséaureresten
Glutaminsdure 35 und Asparaginsidure 52 positioniert. Ob der unpolaren Umge-
bung von GLU 35, wird die Carboxylgruppe protoniert vorliegen, wahrend die
polare Nachbarschaft von ASP 52 eher eine deprotonierte Carboxylatgruppe zur
Folge hat. Nach dem Phillips-Mechanismus (Phillips 1966) wird nun das Proton
von GLU 35 auf den glykosidischen Sauerstoff iibertragen und dadurch die Bindung
zwischen den Zuckerresten gespalten, was ein Carbeniumkation zuriicklafit, das
durch die benachbarte Carboxylatgruppe von ASP 52 elektrostatisch stabilisiert
wird. Zudem ist der betreffende Zuckerring durch die Lage in der Enzymspalte von
der Sessel- in die Halbsesselkonformation verzerrt, so daf der Ubergangszustand
resonanzstabilisiert wird. Das Carbeniumion reagiert mit einem Wassermolekiil und
GLU 35 wird reprotoniert. Durch weitere Rontgenstrukturanalysen von Lysozym
mit Substratmolekiilen wurde dieser Mechanismus bestétigt und ergénzt (siehe z. B.
Strynadka u. James 1991). Allerdings gibt es auch Hinweise auf ein kovalent an
ASP 52 gebundenes Intermediat (Vocadlo u.a. 2001), statt des Oxocarbeniumions
im Katalysezyklus.

Das Lysozymmolekiil ist die haufigste Struktur in der PDB. Dort sind 1078
Lysozymstrukturen verschiedener Ursprungsorganismen aus Rontgenbeugungs-
experimenten hinterlegt, hierin sind auch etliche hochmolekulare Komplexe mit
weiteren Proteinen enthalten. Von den etwa 220 Strukturen, die hauptsichlich das
HEW-Lysozymmolekiil zum Gegenstand haben, ist die tetragonale Modifikation in
P452,2 am starksten vertreten, gefolgt von der triklinen P1-Modifikation. Seltener
sind orthorhombische (P2,2,2;), monokline (C2, P2;) und hexagonale (P6,22)
Kristallstrukturen. Das Lysozym anderer Lebensformen kommt auch in weiteren
Kristallsystemen und Raumgruppen vor.

Beziiglich Auflosung und Giitefaktoren, ist die trikline Lysozymstruktur 2VB1
(Wang u.a. 2007) mit d = 0,65A und Ry = 8,4% die hochwertigste, auch im
Vergleich aller PDB-Strukturen sind dies auflergewohnliche Werte, wie bereits
im vorherigen Abschnitt ausgefiihrt wurde. Auch die nachstbeste HEW-Struktur
kristallisiert in P1, der Eintrag 3LZT (Walsh u. a. 1998) weist einen R-Wert von 9 %
bei einer Auflésung von 0,93 A auf. Mit 1IEE (Sauter u. a. 2001) gibt es weiterhin
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eine tetragonale Form, die bis d = 0,94A gemessen und zu einem R,; von 12,3 %
verfeinert werden konnte.

In dieser Arbeit finden mit 2VB1 (P1LYSO: sieche Absch. 4.3 auf Seite 73 und
Absch. 6 auf Seite 147) und dem neu gewonnenen tetragonalen Datensatz (TETRA-
LYsO: d = 0,80 A, Ra = 13,1%, siehe Absch. 4.4 auf Seite 83 und Absch. 7 auf
Seite 187) somit Messungen Verwendung, die zu den bestméoglichen gehoren.

2.2.2 Insulin

Insulin ist ein relativ kleines Protein von 5,8 kDa. Es besteht aus zwei Ketten A und
B von jeweils 21 und 30 Aminoséureresten, die iiber zwei Disulfidbriicken verkniipft
sind. Zudem enthéalt Kette A noch eine dritte intramolekulare Disulfidbriicke. Die
biologische Funktion ist die eines Hormones zur Stoffwechselkontrolle, es greift in
den Kohlenhydrat-, Fett- und Proteinmetabolismus des Korpers ein. Insbesondere
befordet es die Aufnahme von Glucose aus dem Blut in Muskel- und Fettzellen,
senkt also den Blutzuckerspiegel. Daher auch die herausragende Bedeutung fiir die
Behandlung von Diabetes mellitus, der haufigsten schweren Stoffwechselerkrankung
weltweit (Stryer 1990).

Die Struktur gehort zu den ersten durch Rontgenbeugung aufgeklarten Proteinen
(M.J. u.a. 1969), woran die Arbeitsgruppe um Dorothy Crowfoot Hodgkin 35
Jahre arbeitete. Zwar wurde Hodgkin bereits 1964 der Chemienobelpreis fiir die
Aufklarung der Strukturen wichtiger biochemischer Molekiile, wie beispielsweise
Penicillin oder Vitamin B12, zuteil, aber in ihrer Nobelpreisrede (Hodgkin 1972)
geht sie auch auf die Arbeiten zu Insulin ein. Weitere mit Insulin verbundene
Nobelpreise gingen an John James Richard Macleod und Frederick Grant Banting
(geteilt mit Charles Best und James Collip) fiir die Entdeckung (1923, Medizin),
Frederick Sanger fiir die Aufklarung der Sequenz (1958, Chemie) sowie Rosalyn
Yalow, Roger Guillemin und Andrew V. Schally (1977, Medizin) fiir die Entwicklung
von Radioimmunassays zur quantitativen Bestimmung sehr kleiner Hormonmengen,
welche an Insulin erstmalig praktisch erprobt wurden.

Biologisch aktiv ist die monomere Form, die Speicherung im Korper erfolgt
als Hexamer in Gegenwart von Zinkionen, nach vorheriger Dimerisierung. Die
hexamere Form zeigt drei allostere Konformationen, die sich in der Ausdehnung
der a-Helix am N-terminalen Ende der B-Kette unterscheiden (Kaarsholm u. a.
1989). In der Tg-Form, welche der Struktur in dieser Arbeit entspricht, sind die
ersten acht Aminosaurereste nicht Teil der nachfolgenden Helix, wiahrend sie in
der R3-Form eine helikale Konformation einnehmen. Als Zwischenstufe liegt die
TgRg—Form vor, in der die ersten drei Reste nicht helikal vorliegen, die folgen-
den fiinf aber sehr wohl. Abhéangig von Kristallisationsbedingungen wie pH-Wert,
Anion- und Zinkkonzentration, An- oder Abwesenheit von Phenolderivaten, als
auch der Temperatur, wird die eine iiber die andere Form bevorzugt (Norrman u.
Schluckebier 2007; Smith u. a. 2003, 2000). Hohe Chloridkonzentrationen und die
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Verfiigharkeit von Phenolliganden bedingen beispielsweise die Rg-Konformation.
Ebenso zeigt Insulin eine groBe Vielfalt von Kristallformen. Am haufigsten ist die
rhomboedrische Modifikation in der Raumgruppe R3 und die kubische Modifikation
in 1213 des zinkfreien Insulins, wie man einer Statistik tiber die Strukturen in
der PDB entnehmen kann. Ansonsten finden sich seltenere Insulin- oder Insulin-
derivatstrukturen in triklinen, monoklinen, orthorhombischen oder tetragonalen
Raumgruppen (siche z. B. Norrman u. a. 2006; Smith u. Blessing 2003).

Die Insulindatensatze der PDB mit den bis dato besten R-Werten sind die
Strukturen 2BN3 (Nanao u.a. 2005), eine zinkfreie kubische Modifikation mit
einem Ry;-Wert von 13 % bei einer Auflosung von d = 1,40 A, 3EXX (Prugovecki
u. a. 2008), ein thomboedrisches Nickelderivat mit R,; = 12,6 % bei d = 1,35 A, und
1ZEG, ebenfalls eine rhomboedrische Modifikation mit einem R-Wert von 14,5 %
und einer Auflésung von 1,60 A. Am hochsten aufgelost ist der 1IMSO-Datensatz
(Smith u.a. 2003) mit d = 1,00 A, der Ry betrigt allerdings 18,3 %. Insgesamt
werden 338 Strukturen unter dem Schliisselwort Insulin aufgefiihrt, davon sind
etwa H8 Rontgenbeugungsdaten des eigentlichen Molekiils.

Somit stellt der in dieser Arbeit verwendete Datensatz (INSULIN: d = 0,90 A,
Rai = 11,5%, siehe Absch. 4.5 auf Seite 94 und Absch. 8 auf Seite 217), sowohl
beziiglich Auflosung als auch R-Wert, die beste bisherige Messung dar.

2.2.3 Trichotoxin

Trichotoxin, konkret Trichotoxin  A50E (Chugh u. a. 2002), gehort zur Klasse der
Peptaibol-Antibiotika. Dabei handelt es sich um Polypeptide mit 15-20 Aminosau-
reresten, sie enthalten einen hohen Anteil nichtproteinoger Aminoséuren, zumeist
a-Aminoisobuttersédure (AIB) aber auch Isovalin (IVA), Hydroxyprolin (HYP)
oder Ethylnorvalin (ETNOR). Sie werden von Schimmelpilzen gebildet und der
N-Terminus ist im Allgemeinen acetyliert, wahrend der C-Terminus haufig aus ei-
nem Aminoalkohol besteht (Jaworski 2000; Whitmore u. a. 2003; Chugh u. Wallace
2001). Die seltenen Aminoséduren sind wirksame Helixbildner, die resultierenden
Strukturen dienen als Modelle fiir Jonenkanéle (Sansom 1993a,b).

Die Peptaiboldatenbank (Whitmore u.a. 2003) listet 315 Sequenzen von Mole-
kiilen dieser Substanzklasse, sechs Kristallstrukturen sind in der PDB zu finden.
Neben der in dieser Arbeit verwendeten Struktur 1M24 (d = 0,90 A, Ra =7,6%,
siehe Absch. 4.6 auf Seite 105 und Absch. 9 auf Seite 247) sind dies Cephaibol A,
B und C (10B4, 10B6, 10B7, (Bunkoczi u. a. 2003)) mit Auflésungen zwischen
0,89 und 0,95A und R-Werten von 7% oder 9%, Alamethicin unter dem Code
1AMT (Fox Jr. u. Richards 1982) mit einem R,; = 15,5% bei d = 1,50 A, sowie
Antiamoebin (1JOH, Snook u. a. 1998) welches bis 1,401& aufgelost ist und einen
Ry von 15,6 % aufweist.
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2.3 Proteinaufbau

Proteine sind lineare Ketten aus Aminosauren, die iiber Amidbindungen zu einem
durchgehenden Polymer kondensiert sind, manchmal quervernetzt durch Disul-
fidbriicken. Die Abfolge von Aminosaureresten wird Sequenz genannt und ist fiir
jedes Protein exakt definiert, sie bezeichnet die Primaarstruktur eines Proteins.
Kurze Polypeptidsequenzen werden Oligopeptid genannt, ab etwa 20 Resten kann
man von einem Protein sprechen, die Einteilung ist aber willkiirlich. Das Kette-
nende mit einer Aminogruppe (N-Terminus) wird per Konvention als Beginn des
Polymers betrachtet, das mit einer Carboxylgruppe (C-Terminus) als ihr Abschlu8.
Die natiirlich vorkommenden Proteine bestehen ausschliellich aus a-Aminosduren,
bei denen Carboxyl- und Aminogruppe an das C, gebunden sind. Diese sind, bis
auf Glycin, chiral, aber nur L-Aminosauren bilden die Bausteine von Proteinen
(Stryer 1990).

Zumeist sind Proteine aus einem Satz von 20 kanonischen Aminosduren, auch
Standardaminosiuren oder proteinogene Aminosiuren genannt, aufgebaut (siehe
Tab. 4.1.1 auf Seite 55), die im genetischen Code angelegt sind, wihrend die restli-
chen der insgesamt 140 natiirlich vorkommenden Aminosauren durch nachtragliche
Modifikation erzeugt werden (Uy u. Wold 1977). Neueren Erkenntnissen zufolge
(siehe z. B. Ambrogelly u.a. 2007, und dortige Referenzen), zéhlen zwei weitere
Aminosauren, Selenocystein und Pyrrolysin, zum proteinogenen Satz.

Die Seitenketten der Aminosauren unterscheiden sich in ihrem Aufbau und ihren
Eigenschaften, wie Hydrophilie, Polaritat, Ionisierbarkeit und der Moglichkeit als
Wasserstoftbriickendonor oder -akzeptor zu wirken. Um die Energie des Molekiils
zu minimieren, fiihrt dies, zusammen mit dem Einflul des Solvensbereichs, zu
tibergeordneten Faltungs- und Packungsstrukturen. Der dreidimensionale Aufbau
kann in Sekundér-, Tertidr- und Quartarstruktur unterteilt werden (Stryer 1990;
Richardson 1981, bzw. die aktualisierte Onlineversion: http://kinemage.biochem.
duke.edu/teaching/anatax/index.html).

Die beiden wichtigsten Sekundarstrukturen sind a-Helix und g-Faltblatt, vorher-
gesagt von Pauling u.a. (1951). In der a-Helix ist die Polypeptidkette so verdreht,
daf} zwischen dem Carbonylsauerstoff eines Aminosaurerests n und dem Wasser-
stoff des Stickstoffs der Peptidbindung eines Restes n + 4 eine Wasserstoftbriicke
gekniipft wird. Entlang der Helix ist jeder Rest um 1,5 A gegeniiber dem nachsten
versetzt und um 100 ° verdreht — eine volle Windung umfafit 3,6 Aminosaurereste.
Da zwischen den Wasserstoftbindungspartnern 13 Atome liegen, kann dieses Struk-
turelement deshalb auch 3,6,3-Helix genannt werden. Im Gegensatz dazu nimmt
die Polypeptidkette in B-Faltblattern ((3-sheet) eine gestreckte Konformation an.
Zwischen zwei gegeniiberliegenden Strangen (/3-strand) werden Wasserstoffbriicken
aufgebaut. Wenn der zweite Strang dem ersten entgegengesetzt ausgerichtet ist
(antiparalleles Faltblatt), stehen die Wasserstoffbindungen zwischen CO- und NH-
Gruppen beider Ketten senkrecht auf den Strangen; ist der zweite Strang dem
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ersten gleichgerichtet (paralleles Faltblatt), ergeben sich gewinkelte Wasserstoff-
briickenbindungen. Wird die Wasserstoftbriicke zwischen der Carbonylfunktion
eines Aminosaurerests und der NH-Gruppe einer nur drei Reste weiter befindlichen
Peptidbindung gebildet, so resultiert daraus eine Haarnadel- oder $-Schleife, die
zu einer Richtungsumkehr der Polypeptidkette fiihrt. Strukturbereiche, die keiner
der obigen geordneten Strukturtypen oder deren Untertypen zugeordnet werden
kénnen, werden unter dem Begriff Knaul (coil) subsummiert.

Unter Erhalt der Elemente der Sekundarstruktur kann sich das Protein zu einer
iibergeordneten Tertiarstruktur falten. So werden in kugelformigen globularen
Proteinen sehr kompakte unsymmetrische Strukturen erreicht, in denen z. B. hydro-
phobe Seitenkette nach innen gekehrt sind, was sie vor der dufleren Wassersphéare
verbirgt. In Faserproteinen bewirken beispielsweise Superhelices aus zwei oder drei
a-Helices das stabformige AuBere. Die spezifische Form eines Proteins, die durch
die Faltung erreicht wird, ist wichtig fiir die jeweilige biologische Funktion.

Falls das Protein aus mehreren Untereinheiten besteht, wird deren Anordnung
zueinander als Quartarstruktur bezeichnet. Ein Beispiel ist das Insulin-Hexamer.

Zu einer Proteinstruktur gehort des weiteren ein hoher Solvensanteil, insbesonde-
re Wasser, welcher die vorliegende Faltung stabilisiert und die Konformationen von
Seitenketten beeinflult. Ein Teil des Wassers ist nahe dem Protein auf diskreten
Positionen zu finden (gebundenes Wasser), wihrend der grofiere Teil ungeordnet
verteilt ist (bulk solvent).

Im Mittel liegt der Solvensanteil von Proteinen nahe 43 %, mit einem Schwan-
kungsbereich von 27 % bis 65 % (Matthews 1968). Der Matthews-Koeffizient aus
Volumen der asymmetrischen Einheit und Molgewicht (in Dalton) des Proteins

y
Var = =7 (2.1)

liegt iiblicherweise zwischen 1,7 und 3,5 A3/Da, der Umrechnungsfaktor in cm?/g
betragt 1/1,66. Unter der Annahme einer Proteindichte von py..: = 1,35g/cm?
und mit dem partiellen spezifischen Volumen © = 1/p,o, ergeben sich Protein-
und Solvensanteil am Zellvolumen zu

1,660 1,23 1,660 1,23

Vit = - a0 222 und Vi = 1 — ~l -2 2.2
T Ve T W Vi oo 2P

Der Wert der partiellen Proteindichte muf} in separaten Dichtemessungen gewon-
nen werden. Die standardméBig verwendeten 1,35 g/cm? sind nicht unumstritten, so
geben Andersson u. Hovmoller (1998) einen durchschnittlichen Wert von 1,22 g/cm?
an, woraus ca. 10 % niedrigere Solvensanteile resultieren (Andersson u. Hovmoller
2000). Umgekehrt kann diese Dichte auch zu héheren Werten berechnet werden
(Quillin u. Matthews 2000), mit der Konsequenz erh6hten Solvensanteils.

32



Methoden






3 Programme und Auswertung

3.1 Statistik

Bis auf die R-Werte, die aus den Verfeinerungsprogrammen stammen, wurde
jedwede statistische Auswertung mittels R (R Development Core Team 2009)
durchgefiihrt. Die verwendeten Groflen sind nachfolgend definiert.

3.1.1 Mittelwerte und Streuung

Als Ma# fiir die zentrale Tendenz einer Verteilung von Daten kann man verschie-
denste Mittelwerte bilden. Besonders gebrauchlich sind arithmetisches Mittel und
Median. Als MaBzahl fiir die Streubreite einer Verteilung von Daten um einen Mit-
telwert werden u. a. die geschétzte Standardabweichung o, (engl.: esd - estimated
standard deviation), der Interquartilabstand oder die Spannweite benutzt.

Das haufig nur Mittelwert genannte arithmetische Mittel z eines Datensatzes
mit n Werten und die damit assoziierte Standardabweichung o, sind definiert als:

o= | —— 3 (i — 72 (3.1b)

Der Median, auch Zentralwert genannt, einer nach Gréfle geordneten Verteilung
von n Werten kann wie folgt bestimmt werden:

Tnt1 fiir n ungerade
T = 2 (3.2)
%(:L’% +xn4q) fiir n gerade

Es liegt also jeweils die Halfte der Daten unter und iiber dem Median, der somit dem
50 %-Quartil Q2 entspricht. Da er ein gegen Ausreifler robuster Lageparameter ist,
eignet er sich somit besonders fiir nicht normalverteilte Daten. Analog bestimmen
sich die 25 %- und 75 %-Quartile, Q1 und @3, es liegt jeweils ein Viertel der Werte
darunter bzw. dariiber.

Der Interquartilabstand IQ R als Schétzer fiir die Streuung der Daten ist einfach
die Differenz zwischen ()3 und Q1. Es werden also vom Interquartilabstand nach
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Ausschlufl der kleinsten und grofiten 25 % der Daten die verbleibenden 50 % aller
Werte rund um den Median eingeschlossen.

Des weiteren kann z. B. der Median der absoluten Abweichungen zum Median
MAD als Streuungsmafl herangezogen werden. Zumeist wird er mit einem Nor-
malisierungsfaktor 1,4826 multipliziert, um ihn auf die Standardabweichung der
Normalverteilung zu skalieren:

MAD = 1,4826 - median » _ |x; — i (3.3)

Die besprochenen Parameter sind in Abb. 3.1 auf der gegentiberliegenden Seite
illustriert. Gezeigt wird eine nicht normalverteilte Menge von n = 30 Werten mit
Minimal- und Maximalwerten von x,,;, = 1 und x,,,, = 24, wobei Letzterer deut-
lich von den restlichen Werten abweicht (man beachte die durchbrochene Ordinate).
Der nach Gleichung 3.1a berechnete Mittelwert und die Standardabweichung liegen
mit Z(o,) = 5,333(4,9782) iiber dem Median. Dieser wurde berechnet, indem die
30 Werte von 1 bis 24 ansteigend geordnet wurden; der fiinfzehnte und sechszehnte
Wert ist jeweils 4, der Mittelwert davon ist wieder £ = 4 mit einem M AD = 4,4478
als Streuungsmafl. Ein Grofiteil der Daten hat eher kleinere Werte und der Median
scheint die Verteilung besser als das arithmetische Mittel wiederzugeben.

Die Robustheit gegen den Ausreifler zeigt sich bei Berechnung der Kennziffern
unter Ausschlufl dieses Wertes: Der Median und der Median der absoluten Ab-
weichungen bleiben bei Z(MAD) = 4(4,4478), wéhrend sich der Mittelwert und
die Standardabweichung auf z(o,) = 4.69(3.5768) verringern. Ebenfalls verringert
sich @3 auf 7 und der Interquartilabstand auf 5, wihrend Q)1 unverandert bei 2
bleibt. Mit steigender Anzahl und Hohe von Ausreiflern wiirde dieser Vergleich
umso starker ausfallen.

3.1.2 Signifikanztest

Beim Vergleich zweier Datensatze kann man statistische Kennwerte, wie z.B. den
Mittelwert, einander gegentiberstellen und anhand dieses Vergleichs eine Aussage
machen. Man kann dariiber hinausgehend aber auch nach der Sicherheit einer
solchen Aussage fragen und einen Signifikanztest durchfithren, um z.B. herauszu-
finden, ob Abweichungen in den Mittelwerten durch Zufall enstanden sein konnen
oder ob eine echte Beeinflussung der Daten vorliegt (Handl 2006).

Dazu werden eine Nullhypothese Hy und eine Alternativhypothese H; aufgestellt
und aus den tatsachlich beobachteten Daten eine Teststatistik errechnet. Der Test-
statistik wird unter der Annahme der Richtigkeit von Hj eine bestimmte Verteilung
unterstellt, wie z.B. eine Normalvertelung oder eine ¢-Verteilung als Spezialfall einer
Normalverteilung. Man fragt dann nach der Vereinbarkeit der unterstellten und
beobachteten Verteilung. Zu einem gegebenen Signifikanzniveau gibt es kritische
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Abbildung 3.1: Mittelwerte und Streuungsmafe.

Bereiche in der Zufallsverteilung, in denen die beobachtete Verteilung nicht liegen
darf, um zur Nullhypothese vertraglich zu sein.

Dabei kann man sowohl einen Fehler 1. Art (Ablehnung von H, aufgrund der
beobachteten Daten, obwohl zutreffend), als auch 2. Art (Annahme von Hy, obwohl
H; richtig gewesen wire) machen. Beide Fehlerarten sind voneinander abhéngig,
verkleinert man z.B. den Fehler 1. Art, so begeht man haufiger einen Fehler 2. Art.
Per Konvention testet man unter Minimierung des Fehlers 1. Art und bestimmt
eine Ubertretungswahrscheinlichkeit p, die das kleinste Signifikanzniveau angibt,
zu dem man die Nullhypothese Hy ablehnen kann. Als Gegenhypothese formuliert
man das vermutete Verhalten der Daten. Der p-Wert ist also ein Maf} fiir die
Vertraglichkeit der Daten mit der Nullhypothese. Je kleiner er ausfillt, desto eher
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kann H, verworfen werden. Er wird nur zur Entscheidung iiber Annahme oder
Ablehnung der Nullhypothese verwendet.

Es ist iiblich, ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5% von einem signi-
fikanten, ab 1% von einem hochsignifikantem Ergebnis zu sprechen. Liegt die
Ubertretungswahrscheinlichkeit p iiber diesen Niveaus, so kann die Nullhypothese
Hy nicht “statistisch signifikant” zu diesem Signifikanzniveau abgelehnt werden -
man riskiert einen zu groflen Fehler bei Annahme der Alternativhypothese H;.

t-Test

Fiir diesen Test wird eine Normalverteilung der Daten vorausgesetzt. Die Nullhy-
pothese geht von keinem Unterschied in den Mittelwerten zweier Datensétze A
und B aus aus, die Gegenhypothese dazu ist eine Verschiedenheit der Mittelwerte:

Hy: pa=pp
g Jra # Up (beidseitiger Test) (3.4)
"\ pa>pup oder puy < pup (einseitiger Test)

Aus den m und n umfassenden Daten wird eine Teststatistik

(3.5a)

ol = - Jl — (i (4; — A)? ( B)2) (3.5b)

berechnet und gegen eine ebensolche ¢-Verteilung mit m + n — 2 Freiheitsgraden
verglichen, fiir die A = B gilt. Hy wird abgelehnt, wenn [t| > ¢, 2.1 o, dem
1 — a-Quantil dieser Zufallsverteilung, ist. Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit
unter der Annahme der Richtigkeit von Hy an, daf§ die zufallsverteilte Staistik
timin—2 einen Wert extremer als ¢ annimmt. Ist dann p kleiner als das gewtinschte
Signifikanzlevel o, kann H, abgelehnt werden.

Wilcoxon-Test

Dieser Signifikanztest benotigt keine normalverteilten Daten. Fiir die Verteilungen
A und B vom Umfang m und n wird untersucht, ob es eine Lageverschiebung der
Mediane gibt:

Hoi MA:MB

.- My # Mp (beidseitiger Test) (3.6)
"\ My > Mp oder My < Mp (einseitiger Test)

Dazu werden alle Beobachtungen A; und B; zusammen nach Gréfie geordnet (z.B.
Bos, Biars, Asp, ... ) und ihnen ein Rang R entsprechend der Position in der Liste
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zugeordnet (z.B. 1,2,3,...). Dann wird die Rangsumme von A bestimmt:

W = ZRi (3.7)

und in eine normalverteilte Teststatistik

W —=—m(m+n+1)/2

7= vmn(m+n+1)/12

(3.8)

eingesetzt. Wieder wird H, abgelehnt, wenn |Z| in den zu einem bestimmten
Signifikanzniveau kritischen Bereichen einer Standardnormalverteilung unter den
Bedingungen von Hy liegt, bzw., wenn die Ubertretungswahrscheinlichkeit unter
die gewtlinschte Signifikanz fallt.

3.1.3 Giutefaktoren und Gewichtung

Das shelx1-Gewichtungsschema umfat sechs mégliche Parameter (Standardwerte
a=0,0=0,¢=0,d=0,e=0, f =1/3). Werden nur die ersten beiden Parameter
verfeinert, ergibt sich

w = (g(F3)2+(a(%"2+2§3))2+b(%°2+2§3)>_1 (3.9)

als Gewichtung jedes Reflexes. Die Verfeinerung wird anhand von Giitefaktoren
wie dem Goodness of fit GoF,,

Yow(FE— F2)

F, = 1
Go b Nref _Npar (3 O)
und den R-Werten (residual factor)
F2 — [2)?
wiz = || =l — E) (3.11a)
2w (FZ)
2 NFo(> 4o (Fo))| — [ Fell
Rl = (3.11b)
2. |Fo(> 4o(F))|

all —
> | Fol

beurteilt.
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3.2 Strukturqualitat

Zur Uberpriifung der Strukturqualitét, im Sinne der Geometrie, Verschiebungspara-
meter, Packungsverhalten, Wasserstoftbriickenbindungen sowie Koordinatenfehlern,
wurden die Diagnosen von procheck, whatcheck und shelxpro herangezogen. Die
Ausgaben fiir jede der Strukturen dieser Arbeit sind auszugsweise im jeweiligen
Anhang gegeben. Im Folgenden sollen die einzelnen Tests erldutert werden.

3.2.1 Procheck

Das Program procheck (Laskowski u. a.) versucht eine automatische Beurteilung
der ,stereochemischen Qualitéat “ einer Proteinstruktur durchzufiihren, indem etliche
geometrische Kriterien angezeigt und mit Referenzdaten verglichen werden, wobei
ungewohnliche Abweichungen besonders hervorgehoben werden. Im folgenden
werden die einzelnen, im Anhang fiir jede Struktur gezeigten Tafeln erlautert.

Ramachandranauftragung

Ramachandran u.a. (1963) zeigten, dafl sterische Behinderungen die Annahme
beliebiger Kombination von Rotationswinkeln beidseits der Peptidbindung ver-
hindern. Zwei Diederwinkel legen die Konformation der Peptidhauptkette fest:
»(C,N,C,,C) gibt die Rotation um die C,~N-Bindung an, ¢(N,C,,C,N) die Rota-
tion um die C,—C-Bindung. Die ¢- und -Torsionswinkel aller Aminosaurereste,
auBer der endstandigen, werden gegeneinander aufgetragen. Aus der Haufigkeits-
verteilung der Winkel von 121870 Aminoséureresten (exkl. Glycin und Prolin)
von 463 PDB-Strukturen wurden Bereiche (Core, Allowed, Generous) abgeleitet
(Morris u.a. 1992), die als energetisch vorteilhaft bis nachteilig betrachtet wer-
den kénnen und den Konformationen in rechts- und linkshandiger a-Helix sowie
(-Faltblatt entsprechen. Glycin-Reste haben einen weiteren Konformationsraum,
wahrend Prolin einen eingeschréankteren ¢-Winkel um —65° hat. Anhand der Lage
der Wertepaare beziiglich der Vorzugsbereiche kann die Strukturqualitat beurteilt
werden, es sollten iiber 90 % der Reste im Kernbereich liegen.

Hauptkettenbindungslangen und -winkel

Die Werte und Haufigkeiten der vorkommenden Bindungsléngen und -winkel der
Hauptkette sind zusammen mit dem jeweiligen Erwartungswert und dessen Stan-
dardabweichung aufgetragen. Werte, die mehr als 20 vom entsprechenden Mittel
entfernt sind, werden hervorgehoben. Die Erwartungswerte der Bindungsléngen und
-winkel nach Engh u. Huber (1991) entstammen einer Auswahl der damals 80000
Strukturen der ,Cambridge Structural Database® (Allen 2002b) mit R1 < 6 %.
Den 20 kanonischen Aminosauren entsprechende Fragmente wurden auf die Bin-
dungsabstande und -winkel von 31 Atomtypen untersucht und Mittelwerte und
Standardabweichungen bestimmt.
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Quadratisch gemittelte Abweichung der Planaritat

Die Atome in aromatischen Ringen (Phe, Tyr, Trp, His) und mehreren endsténdigen
Gruppen (Arg, Asn, Asp, Gln, Glu) sollten in einer gemeinsamen Ebene liegen. Die
quadratisch gemittelte Abweichung der jeweiligen Atome eines Rings oder Gruppe
von der Planaritat wird angezeigt. Wenn diese hoher als 0,03 A oder 0,02 A ausfallt,
gilt dies als Ausreifler betrachtet.

Geometrieverzerrungen
Signifikante Ausreifler bzgl. der zuvor genannten geometrischen Eigenschaften.

Eigenschaften pro Aminosaurerest

Weitere geometrische und statistische Grofien, aufgetragen fiir jeden Aminoséurerest

entlang der Sequenz. Abweichungen beziehen sich auf die ,Idealwerte“ nach Morris
a. (1992).

o Absolutabweichung vom mittleren y1-Torsionswinkel, der durch die Atome N;,
Ca, Cg, C, definiert ist und die Rotation um die erste Seitenkettenbindung
angibt.

o Absolutabweichung vom mittleren w-Torsionwinkel, definiert durch C,, N,
C, C,, was der Rotation um die Peptidbindung N-C entspricht (nahe 180°).

o (C,-Chiralitat, Absolutabweichung vom (-Torsionswinkel, definiert als ,yvir-
tueller “ Diederwinkel C,, N, C, Cg (Werte um 34° & 4° entsprechen einem
L-Isomer).

o Zuordnung der Sekundéarstruktur (Kabsch u. Sander 1983) und eine Naherung
fiir die Zugénglichkeit des Aminoséaurerestes (Nishikawa u. Ooi 1986).

« Symbole fiir die Lage des Restes in der Ramachandranauftragung.

« Farbige Reprasentation des G-Faktors fiir etliche Diederwinkel, Bindungslagen
und -winkel sowie ein Gesamt-G-Faktor: Die Verteilung dieser Groflen in
einem Referenzsatzes wird zum Standard fiir eine normale Geometrie gemacht.
Die aktuelle Verteilung wird dazu ins Verhaltnis gesetzt und logarithmiert.
Dieser ,,log-odd score*“ wird G-Faktor genannt und als Angabe zur Normalitét
oder Haufigkeit der stereochemischen Eigenschaften benutzt. Je niedriger der
G-Faktor, desto schlechter oder uniiblicher ist die Stereochemie (unter -0,5
bedenklich, 0 Durchschnitt), eine dunklere Férbung zeigt negativere Werte
an.

3.2.2 Whatcheck

Die Strukturtests des Programms whatcheck (Vriend 2008) basieren zumeist auf
einem Vergleich mit Daten, welche aus einem regelmafig aktualisierten Satz der
300 besten PDB-Strukturen gewonnen werden. Nur Bindungsléngen und -winkel
werden gegen die Referenzwerte von Engh u. Huber (1991) verglichen.
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3 Programme und Auswertung

Fast alle Unterschiede zwischen Parametern der untersuchten Struktur und dem
Vergleichssatz werden in Form von Z-Werten oder RMS-Z-Werten angegeben. Der
Z-Wert gibt die Abweichung zwischen beobachtetem Wert = und Referenzmittelwert
7 als Anzahl von Standardabweichungen des Mittelwertes o(Z) an:

r—x

()
Bei einem Wert von Null stimmt der aktuelle Wert vollstandig mit dem Erwartungs-
wert tiberein. Die Tests sind so gestaltet, dafl meistens eine negative Abweichung
schlechter als der Durchschnitt ist, wahrend ein positiver Wert besser als der Durch-

schnitt dieses Parameters im Referenzsatz ist. Auflerdem wird das quadratische
Mittel (RMS) mehrerer (n) Z-Werte

7 =

2
RMS -7 = 27

n

verwendet, das idealerweise bei 1,0 liegt.

Die Tests miinden in drei Typen von Meldungen: Hinweise — Angabe der Werte
der Statistik und Abbildungen; Warnungen — ungewohnliche Ergebnisse; Fehler
— Werte, die auf Fehler oder sehr hohe Abweichungen hinweisen. Meist ist jeder
Test mit einer Einschitzung verbunden (OK, unusual, poor, ...). Der resultie-
rende Bericht ist ausgesprochen lang und wird in den Anhangen stark gekiirzt
wiedergegeben, nur die eigentlichen Validierungen sind aufgefiithrt. Auch die zu
jedem Test gehorenden Erlauterungen wurden entfernt. Da die einzelnen Tests mit
sprechenden Titeln versehen sind und jeweils eine Berurteilung enthalten, werden
sie nicht einzeln besprochen.

Neben Tests zur Stereochemie, welche recht ausfiihrlich angelegt sind, gibt es
einige weitergehende Vergleiche und Uberpriifungen: Die Zellparameter werden auf
konventionelle Aufstellung tiberpriift und anhand des Matthew-Koeffizienten die
Zahl der Molekiile pro Zelle validiert. Es wird auch gepriift, ob sich nicht gebun-
dene oder in Wasserstoffbriickenbindungen befindliche Atome zu nahe kommen
und Abstande kleiner als die Summe der van-der-Waals-Radien abziiglich 0,41&
zeigen. Anhand des Vergleichs der Umgebung von Atomgruppen in der unter-
suchten Struktur und der Haufigkeit einer solchen Packung im Referenzsatz, wird
zudem die Packungsqualitat bewertet. Ebenso, ob alle potentiellen Wasserstoff-
briickenbindungsdonoren und -akzeptoren eine solche Wechselwirkung eingehen
konnen.

3.2.3 Shelxpro

Luzzati-Auftragung )
Die Entwicklung des 21-Wertes mit steigender Auflésung, angegeben als 1/d/ AL
wird gezeigt. Zuséatzlich sind theoretische Kurven (Luzzati 1952) fiir die Anderung
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des R-Wertes eingezeichnet. Mit ihnen ist eine Schatzung des durchschnittlichen
Fehlers der Atomkoordinaten verbunden, wobei perfekte Daten und eine unvollstan-
dig verfeinerte Struktur vorausgesetzt werden. Die Datenpunkte der iberpriiften
Struktur sollten eine Kurve ergeben, die einer der theoretischen Verteilungen dhnelt.
Dann kann an der nachst gelegenen Kurve die ungefahre durchschnittliche Unsi-
cherheit der Atomkoordinaten abgelesen werden. Dies ist nur eine grobe Schatzung
der oberen Grenze des Fehlers.

ESD-Analyse

Nur nach einer echten least square-Verfeinerung erhélt man mit den Standard-
abweichungen (esd) der Positionsparameter eine zuverlassige Angabe zu den Ko-
ordinatenfehlern. Restraints oder Dampfung der Verfeinerung fiithren allerdings
zu unterschatzten Standardabweichungen. In einem Streudiagramm werden die
Fehler der Atomkoordinaten und Bindungsldngen gegen die korrespondierenden
B, aufgetragen, getrennt nach Kohlenstoff-, Sauerstoff- und Stickstoffatomen, die
nicht fehlgeordnet sind oder auf speziellen Lagen liegen.

Analyse der Verschiebungsparameter

Gezeigt werden Balkengraphiken der gemittelten B-Werte (B = 872U) pro Ami-
nosaurerest, unterteilt nach Haupt- und Seitenkette. In analoger Aufteilung wird
zudem die gemittelte Anisotropie (minimaler Eigenwert des Temperaturfaktors,
geteilt durch maximalen Eigenwert) jedes Rests dargestellt.

3.3 Programmanpassungen

Um Strukturen der in dieser Arbeit behandelten Groflenordnung handhaben zu
konnen, waren einige Anpassungen der verwendeten Programme notwendig, insbe-
sondere des Programmpackets XD (Koritsanszky u.a. 2003).

Eine der wichtigsten Anderungen fiir die in dieser Arbeit verwendeten lokal
modifizierten XD-Version betrifft die Parallelisierung des least square-Kerns von XD,
vorgenommen von Edgar Weckert. Diese Version wurde freundlicherweise von Birger
Dittrich zur Verfiigung gestellt, der auch die Berechnung eines R,..-Faktors, des
Flack-Parameters anstelle des ,Qverall Temperature Factors“ sowie eine Subroutine
zur Ausgabe von h;, ki, l;, F,, F?,, ¢; implementierte.

Zentral verwaltet und somit leicht zu andern, waren die Dimensionierungen
der Variablen fiir die Anzahl der Atome (jetzt 3000), die Anzahl zu verfeinernder
Variablen (9999) und die Anzahl an k-Parametern (99). Viele andere Variablen
verteilen sich dezentral iiber die etwa 67000 Zeilen Programmcode: Die zulassige
Dummy-Anzahl wurde auf 299 erhoht, die der ,reset bond “-Anweisungen auf
2000. Da das Namensschema auf 10 Stellen erweitert wurde (siehe Absch. 4.1.2
auf Seite 53), waren entsprechende Deklarationen der Lange der zugehdrigen
Variablen vorzunehmen, was etliche geanderte Formatanweisungen nach sich zog
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und auflerdem eine Anpassung der einzulesender Stellen nach Anweisungen in der
zentralen Steuerdatei xd.mas erforderte. Auch die Formate der Dateien xd.res und
xd. inp mufiten auf die langeren Atomnamen eingestellt werden, aber auch auf die
vierstellige Anzahl von Atomen, wofiir der Platz eines nicht verwendeten Parameters
fiir die lokale Symmetrie und eine Nachkommastelle der Atomkoordinaten gekiirzt
wurde. Die Routine zum initialen Import der Atomparameter wurde so gedndert,
daf} die ,ATOM “-Liste der shelxl-1st-Datei direkt verwendet werden kann. Zudem
wurde die Sortierung nach Elementtypen unterbunden, da die Ordnung nach
Aminosaureresten praktikabler ist. Des weiteren ist die Maximalanzahl von Zeilen
der xd.mas-Steuerdatei zu erhéhen (9999),

Es wurde eine Routine zur Ausgabe von p- oder ¢-Werten in atomaren Ein-
heiten auf einem Gitter im gaussian-cube-Format geschrieben. Aulerdem eine
Prozedur zur Ausgabe der Atomkoordinaten im pdb-Format, allerdings muflte das
Aminoséaurerestkiirzel durch eine Nummerierung ersetzt werden, da diese Informa-
tion nicht in XD iibernommen wurde. Die vorhandenen Subroutinen zur Ausgabe
der Strukturfaktoren wurden adaptiert, um eine Datei im shelx1l-fcf-Format
auszugeben.

3.4 Datenaufbereitung und -darstellung

Restelektronendichte

Etliche Programme des CCP4-Projekts (Collaborative Computational Project
1994) wurden benutzt, um die Restdichte zu bestimmen und zur Darstellung
aufzubereiten. Im Anschlufl an die XD-Verfeinerung wurden die Informationen zu
jedem Reflex (hkl, F,,, o(F,), F., ¢.) rausgeschrieben und mittels £2mtz in das mtz-
Binarformat umgewandelt, welches neben den Indices, Strukturfaktoren, Fehlern
und Phasen auch die Information iiber die Zellmetrik und die Raumgruppe enthlt,
sofern man diese an f2mtz tibergibt.

Die Fouriertransformation wurde mit dem Programm fft iiber das Volumen der
asymmetrischen Einheit und alle Reflexe durchgefiihrt. Der Typ der Summation,
hier eine Differenzfouriertransformation, wird durch Angabe der passenden Koeffi-
zienten F, und F, festgelegt. Mogliche Skalierungen und Gewichtungen wurden auf
den Standardwerten belassen. Ebenso wurde die Standardeinstellung der Feinheit
des zu berechnenden Gitters von einem Drittel der maximalen Datenauflosung
beibehalten. Eine Umwandlung dieser Datei ins ascii-Format wurde mit mapdump
durchgefiihrt. Nach weiteren Formatierungen konnten dann mit R die verschiedenen
statistischen Groflen und die Werte fiir die Histogramme gewonnen werden.

Das Gitter iiber die asymmetrische Einheit wurde mittels extend und entspre-
chenden Angaben zu fraktionellen Koordinaten auf einen Raumbereich, der die
vorliegenden Koordinaten des jeweiligen Molekiils groBziigig einschlief3t, ausgedehnt
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und zur graphischen Darstellung von Isooberflachen verwendet.

Um Differenzgitter der Restelektronendichte zu gewinnen, wurden die entspre-
chenden Dateien in mapman (Kleywegt u. Jones 2008) eingelesen und zueinander
punktweise addiert, nachdem der Subtrahend mit -1,0 multipliziert wurde. Das
resultierende Gitter wurde wieder im ccp4-Format rausgeschrieben.

Auch die Bestimmung von Restdichtewerten an bestimmten Koordinaten des
Restdichtegitters wurde mittels mapman durchgefiihrt: Einlesen eines Dichtegitters
und von Koordinaten im pdb-Format ermoglichen die Interpolation von Werten an
den Atompositionen. So wurden z. B. der Mittelpunkt M; der Bindungen zweier
Atome A und B durch die Vektoraddition

M. = LA + TB; Ya, + YB, <A, + ZB;
i 5 , 2 , 5

bestimmt und an den resultierenden Koordinaten die Werte der Restelektronen-
dichte iiber eine Splineinterpolation der umgebenen 4% Gitterpunkte angenahert.

Sevcik-Plot

Um zu untersuchen, ob die Messung die Unterscheidung verschiedener Elemente
tatsachlich zulasst oder ob nur chemisches a priori-Wissen zu einer Zuordnung eines
bestimmten Elements zu einer Atomposition fiihrt, tragt man die Elektronendichte
an den Atompositionen iiber den jeweiligen Temperaturfaktor auf und sucht
nach Werteballungen, die einzelnen Elementtypen zugeordnet werden konnen.
Erwartet werden mehrere mit dem Temperaturfaktor abnehmende Kurven der
Elektronendichte, die fiir die verschiedenen Elemente unterscheidbar sind und in
ihrer Hohe proportional zur Elektronenzahl jedes Atomtypes sind (Sevcik u.a.
1996).

Die zu untersuchende Elektronendichte wird aus der Fouriertransformation der
gemessenen Strukturfaktoren F, und aus dem Modell berechneter Phasen ¢, ge-
wonnen. Diese wird auf einem dreidimensionalen Gitter bestimmter Maschenweite
erhalten, so dafl nicht notwendigerweise ein Atomort mit einem Gitterpunkt zu-
sammenfallt, weshalb die Dichte am vorgegebenen Ort aus einer Interpolation der
umgebenden Volumenelemente erhalten wird. Die praktische Umsetzung geschieht
durch eine Konvertierung der von XD ausgegebenen Strukturfaktoren und Phasen
mit £2mtz in das mtz-Format, welches von fft gelesen wird, um die Fouriertrans-
formation auf einem Gitter durchzufithren. Dieses kann dann in mapman eingelesen
werden, um an den durch eine entsprechende pdb-Datei vorgegebenen Koordinaten
die Werte der Elektronendichte iiber eine Splineinterpolation der umgebenen 43
Gitterpunkte zu ermitteln.

Die Absolutwerte der Elektronendichte sind dabei irrelevant, da sie unter anderem
von der Skalierung der F,,, der Gitterfeinheit und der Interpolationsmethode abhiigig
sind. Entscheidend ist nur die Unterscheidbarkeit der Wertecluster untereinander
und ihre Proportionalitit zueinander. Beispielsweise mag ein Sauerstoffatom mit
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einem kleinen Verschiebungsparameter einen Dichtewert von 20 eA-3 aufweisen,
ein zweites mit doppeltem Temperaturfaktor nur noch von 12 eA-3. Enthilt die
Beispielstruktur auch ein Schwefelatom mit gleichem Temperaturfaktor wie das
erste Sauerstoffatom, so sollte es einen Wert der Elektronendichte von 40 eA3
aufweisen, also dem der Ordnungszahl entsprechendem Doppelten.

Molekulvolumen

Es gibt sehr viele Moglichkeiten Molekiiloberflachen und -volumina zu berechnen
(Connolly 1996), in dieser Arbeit wurde die Information iiber das van-der-Waals-
Volumen der Molekiile mit den Programmen des 3v-Packets (Voss 2009) gewonnen.
Dieses Programm berechnet solvenszugéngliche (solvent-accessible) Oberflachen
und Volumina von Molekiilen nach der ,rolling probe “-Methode von Richards
(1977). Setzt man das Volumen der Testkugel auf Null, ergibt sich das Molekiil-
volumen bzw. die dazugehorige Oberflache. Jedes Atom wird als harte Kugel mit
bestimmtem Radius beschrieben, die verwendeten van-der-Waals-Radien sind die
im msms-Packet (Sanner u.a. 1996) verwendeten. Aus einer pdb-Datei und den
Standardradien wurde mit pdb_to_xyzr eine Datei mit Koordinaten und Radien
erstellt. Die Feinheit des Gitters, auf dem die Oberflache bestimmt wurde betrug
0,1 1&, was 1000 Voxeln pro A3 entspricht. Das resultierende ezd-Gitter wurde mit
mapman ins ccp4-Format konvertiert, zwecks spaterer Visualisierung.

ab initio- und semiempirische Rechnungen

Samtliche Berechnungen mit ab initio-Methoden wurden mit dem gaussian-Pro-
grammsystem durchgefiithrt (Frisch u.a. 2002, 2004). Ebenso erfolgten damit
semiempirische AM1-Rechnungen (Dewar u.a. 1985), welche mit mopac (Stewart
2008) wiederholt wurden. Ob der Atomzahl der Atome des Lysozyms, welches
auch mit AM1 gerechnet wurde, mufite formchk an die Atomzahl angepaf3t werden
(Parameter MDV von 3000000 auf 25000000 erhohen). Da cubegen entgegen der
Dokumentation den Kommandozeilenparameter memory nicht auswertet, muf die
Umgebungsvariable $GAUSS_MEMDEF auf einen entsprechend hohen Wert gesetzt
werden. Wahlt man den gleichen Gitterursprung fiir die cube-Gitter aus cubegen
und xd, konnen diese mit cubman voneinander abgezogen werden, um Differenzgitter
Zu erzeugen.

Molekiiliiberlagerung

Alle Molekiiliiberlagerungen und Berechnungen der quadratisch gemittelten Abwei-
chung der Koordinaten der Atome oder entsprechender Mittelwerte fiir Aminosau-
rereste und die Gesamtstrukturen, wurden mit ProFit (Martin 2009) durchgefiihrt.

Chimera

Alle Abbildungen der Molekiile und Isooberflachen wurden mit dem Graphikpro-
gramm Chimera (UCSF Computer Graphics Laboratory 2009) erstellt.
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Gnuplot und TikZ

Alle Darstellungen von Funktionen und Daten erfolgten mittels gnuplot (Williams
u. a. 2009) und TikZ (Tantau u. Wibrow 2008). Die Anpassung von Funktionen an
Datenwerte erfolgte ebenfalls mit gnuplot.

Punktladungspotentiale

Zur Bestimmung elektrostatischer Potentiale ¢pc aus Punktladungen wurde das
Programm delphi (Rocchia u.a. 2002) benutzt, welches die Poisson-Boltzmann-
Gleichung;:

\Y [8(F)§¢(f’)] = —d7p(T) + 47TZcfoziq exp (%;@) A(7) (3.12)

numerisch nach der Finite-Differenzen-Methode 16st (fiir zwei Review-Artikel siehe
Fogolari u. a. 2002; Sharp u. Honig 1990). Wobei hier V der Nabla-Operator ist
und e(7) die ortsabhéngige Dielektrizitdtskonstante, p(r) die Ladungsverteilung
beschreibt, ¢° die Konzentration des i-ten lons der Ladung z;q (¢ ist die Protonla-
dung) in unendlicher Entfernung vom Molekiil bedeutet, \(7) die Zugénglichkeit
eines Ortes fiir lonen beschreibt und &£ und 7" die Boltzmannkonstante und die
Temperatur sind.
Fiir kleine Potentiale ¢(7) kann sie linearisiert werden:

v [g(m%(f)] (7 + A2 C?OZ;_‘FQ G (3.13)

= —dmp(F) + K (Pe(P)D PN (3.14)

Der zweite Term der rechten Seite beriicksichtigt die Salzeffekte ionischer Losun-
gen (x%() ist die inverse Debyeldnge). In Abwesenheit mobiler Ionen verschwindet
er und die Formel reduziert sich zur Poissongleichung, welche sich wiederum auf
die Coulombgleichung zurtickfiithren liefle, wenn die Dielektrizitatskonstante keine
Funktion des Ortes ware.

Zur numerischen Losung der partiellen Differentialgleichung mit der Finite-
Differenzen-Methode, wird ein das Molekiil einschlieendes Volumen in Gitterpunk-
te aufgeteilt, an denen das Potential eines kubischen Volumenelements 0 mit der
Ladung gy und den Kantenlangen A nach

CUNS S
Po = =5 (3.15)
Zi:l g + H2€0A0h2

4mqo

punktweise gelost wird. Wegen der Abhangigkeit von den umgebenden Potentialen
¢;, muf} die Berechnung iterativ bis zur Konvergenz erfolgen. Die Ladung ¢ jedes
Voxels bestimmt sich aus der linearen, abstandsgewichteten Interpolation der an
den Atomkoordinaten vorliegenden Punktladungen auf die jeweils nachsten acht
Gitterpunkte.
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Die Koordinaten der jeweiligen Hauptpopulation des Molekiils werden im pdb-
Format tibergeben. Zudem miissen jedem Atom Ladungen zugewiesen werden,
dazu wurden die des amber03-Kraftfeldes (Duan u.a. 2003; Cornell u.a. 1995)
verwendet, welches fiir jedes Atom der Standardaminosiuren differenzierte Ladun-
gen bereitstellt. Flir die Aminosaure AIB wurden entsprechende Parameter bei
Dupradeau u. a. (2008) gefunden, fiir VOL wurden die Parameter aus denen meh-
rerer Standardfragmente improvisiert. Die Gesamtladung der Molekiile entsprach
jeweils den formalen Ladungen durch die vorliegende Protonierung, die maximale
Abweichung betrug 0,02 e. Als Atomradien wurden die in 3v benutzten verwendet.

Die Rechnungsparameter wurden einfach gehalten, um ein isoliertes Molekiil in
der Gasphase zu beschreiben, was die héchste Ubereinstimmung mit den Multipol-
ESPs ergibt: So wurde die Dielektrizitatskonstante der Molekiillumgebung auf den
Vakuumwert gesetzt (exdi=1.0), auf die Mdoglichkeit eine Solvensumgebung zu
simulieren wurde also verzichtet. Fir das Molekiil selbst wurde der Dielektrizitats-
parameter indi=2.0 gewahlt, der einem durchschnittlichen organischen Molekiil
entspricht, mit hoheren Werten kénnte man den Effekt der Reorientierung ganzer
geladener Gruppen simulieren. Als Randbedingung des Gitters wurde ein Potential
von Null (bndcon=1) angesetzt. Die Gitterfeinheit betrug 0,3 A. SchlieBlich wurde
das resultierende Gitter der Potentialwerte in kT /e (1e/a, = 1059,59kT /e) zur
Colorierung der verschiedenen Molekiiloberflichen verwendet.
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4 Verfeinerung

4.1 Allgemeines

Die Verfeinerung der fiinf Strukturen unterteilt sich in eine klassische spharische
Verfeinerung mit dem Programm shelxl und die Verfeinerungen im Programmsys-
tem XD. Erstere dient dem Erhalt moglichst guter Startstrukturen und unterscheidet
sich in etlichen Punkten fiir die verschiedenen Molekiile. Letztere gestalten sich
weitestgehend gleichartig fiir die unterschiedlichen Verbindungen, um eine maxima-
le Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten. Die spater zu besprechenden
Ergebnisse beziehen sich ausschliefilich auf die daraus resultierenden spharischen
und aspharischen Modelle iam, iam,}, und mul. Die allgemeine Vorgehensweise soll
durch folgendes Schema 4.1.1 verdeutlicht werden.

P1LYSO TRICHO- TRETRA- INSULIN APA/
TOXIN LYSO APAQ.83
[ [ [ [ [
Koordinaten und Struk- . .
M Dat t t
turfaktoren aus der PDB essung, Latenintegration
[ [ [ [ [
Geringfiligige Molekulare Ersetzung, Strukturl.o—
Anpassungen Beschrankte Verfeinerung sung, frele
Verfeinerung
[ [ [ [ [
Erstellen der XD-Dateien und Verfeinerung der
Strukturen wie in Absch. 4.1.2 beschrieben
mit spharischen mit aspharischen
Streufaktoren Streufaktoren
[ [ [
ohne Verlangerung mit Verlangerung der
der H-Abstande H-Abstande auf d;,,
[ [ [
Modell iam Modell iam,}, Modell mul

Abbildung 4.1.1: Uberblick zur Verfeinerung der Strukturen.

49



4 Verfeinerung

Beziiglich des allgemeinen Vorgehens zur shelxl-Verfeinerung mufl zwischen
der Kleinmolekiilstruktur APA einerseits und den Makromolekiilen andererseits
unterschieden werden, die sich wiederum in fiir diese Arbeit gewonnene und bereits
literaturbekannte Strukturen unterteilen lassen.

Die Messung und Verfeinerung von p1LysO wurde durch Wang u.a. (2007)
beschrieben, die der TRICHOTOXIN-Struktur von Chugh u. a. (2002). Zugehérige
Koordinaten und Strukturfaktoren wurden der PDB unter den Codes 2VB1 und
1M24 entnommen und weitestgehend unverdndert, wie von den jeweiligen Autoren
modelliert, verwendet. In den folgenden Abschnitten wird deshalb nur eine kurze
Beschreibung der Strukturen und der vorgenommenen Anderungen gegeben, er-
ganzt um eine Wiederholung einiger wichtiger Resultate der Datenaufbereitung
und -verfeinerung zu Vergleichszwecken. Anders verhalt es sich mit den Struktu-
ren TETRALYSO und INSULIN, deren Datenintegration und schrittweise spharische
Verfeinerung eingehender beschrieben wird. Die Ausfithrungen im folgenden Ab-
schnitt 4.1.1 beziehen sich hauptséchlich auf diese beiden Makromolekiile, wiewohl
sie sinngemafl auch fiir P1LYSO und TRICHOTOXIN gelten. Alle Besonderheiten
und Einschrankungen der Verfeinerung von Makromolekiilen sind fiir die Struktur
APA nicht zutreffend, deren Messung und Verfeinerung in Kalinowski u. a. (2007)
beschrieben ist. Insbesondere wurde die Struktur mit direkten Methoden gelost,
alle Nichtwasserstoff- und Wasserstoffatome konnten lokalisiert werden und wurden
ohne Einschrankungen frei verfeinert. Ein sechstes Modell, APA0.83, resultiert
schlicht aus der eingeschrankten Verwendung der Reflexe bis zu einer Auflosung
von d = 0,83 A.

Fiir alle Strukturen aber wurde der Ubergang zum XD-Programmsystem auf die
gleiche, in Absch. 4.1.2 beschriebene Weise vorgenommen. Dies betrifft die Erzeu-
gung der Reflexdatei, die Zuordnung der Streufaktoren und Koordinatensysteme,
die Ubernahme des shelx1-Gewichtungsschemas, die Anzahl der Verfeinerungs-
zyklen gegen F?, das o-Kriterium und die Behandlung der Wasserstoffatome, die
auch im Fall APA nicht frei verfeinert wurden. Nach der fiir jede Struktur unter-
schiedlichen Auswahl an freizugebenen Nichtwasserstoffatomen, wurden jeweils drei
Verfeinerungen gerechnet, aus denen die spater ausschlielich zu besprechenden Mo-
delle mul, iam und iam,}, resultieren. Die jeweiligen Eingabedateien unterschieden
sich nur durch die verwendeten Schliisselworter zur Auswahl der Streufaktoren und
der Wasserstoffatomabstande. Mit der Wiederholung der spharischen Verfeinerung
auf diese Art (iam) wird sichergestellt, daf§ die zu diskutierenden Effekte der
asphérischen Verfeinerung (mul) nur auf die neuen Streufaktoren und die dazu
passenden Wasserstoffabstédnde zuriickzufiihren sind. Es kann also ein optimal an
die spharische Beschreibung angepafites Modell mit dem aspharischen Pendant
verglichen werden, wobei technisch bedingte Einschrankungen beide Modelle glei-
chermafien betreffen. Mit der Verfeinerung iam,, schlieBlich, steht ein Modell zum
Vergleich, dafl zwar sphéarisch verfeinert wurde, allerdings unter Verwendung der
realistischeren langeren Wasserstoffabstinde d;;,,.
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4.1 Allgemeines

4.1.1 Spharische Verfeinerung

Die Verfeinerung von Makromolekiilen unterscheidet sich in einigen Punkten von
der eines kleinen Molekiils und soll im folgenden kurz umrissen werden.

Nach Datenintegration, -skalierung und -mittelung, sowie Bestimmung der Zell-
konstanten mit xds (Kabsch 1993), kann das Phasenproblem zur Strukturbestim-
mung durch das Konzept des Molekularen Ersatzes (,molecular replacement “)
gelost werden. Dazu wird eine ahnliche Struktur auf die Proteinhauptkette reduziert
und das Fragment mit epmr (Kissinger 2008) an die Beobachtungen angepaft.

Ausgehend von diesem Startmodell wird die weitere Verfeinerung mit shelxl
(Sheldrick 2008, 1997) durchgefiihrt. Hierbei ist es hilfreich, erst gegen die Daten
geringerer Auflosung zu verfeinern und langsam zum vollen Datenumfang voran-
zuschreiten (STIR-Anweisung in shelxl). Ebenso geht man sukzessive von einer
isotropen zu einer anisotropen Beschreibung der Nichtwasserstoffatome iiber. Die
Struktur wird dabei schrittweise um fehlende Aminoséurereste, Seitenketten, Alter-
nativkonformationen und Solvensmolekiile erweitert. Diese Modellierung wurde mit
dem Programm coot (Emsley u. Cowtan 2004) durchgefithrt und iiberwacht. Es
ermOglicht unter anderem das Einpassen von Atomen in eine graphisch dargestellte
Karte der Elektronendichte bzw. Restdichte ( ,real space refinement “). Hinzugefiig-
te und bereits vorliegende Strukturteile konnen dariiber hinaus an Erwartungswerte
angepasst, regularisiert werden. Etliche Qualitdtsmerkmale, wie Abweichung von
idealisierter Stereochemie, Kollisionen von Strukturteilen miteinander oder mit
Solvensmolekiilen, Ausmafl beobachteter Dichte an den Atompositionen, unge-
wohnliche Restdichteanhdufungen oder Temperaturfaktorvarianzen, konnen fiir
jeden Aminosaurerest angezeigt und korrigiert werden.

Zur Handhabung der schieren Gréfle und des bei Makromolekiilen ausgepréagten
Fehlordnungsproblems bietet shelxl bequeme Techniken: Jeder Aminosaurerest
kann iiber ein Buchstaben- oder Zahlenkiirzel (RESI) angesprochen werden, die
Benennung von Atomen braucht nur innerhalb eines solchen Restes eindeutig zu
sein. Fehlordnungen kénnen vorteilhaft verfeinert werden, indem die Konforma-
tionen in PART-Anweisungen eingeschlossen werden, wodurch auch die korrekte
Konnektivitat sichergestellt wird. Die Besetzung 1ait sich mittels freier Variablen
(FVAR) verfeinern, deren Summen auf einen Zielwert beschrankt werden konnen,
um z. B. fiir zwei Konformationen eine Gesamtbesetzung von eins sicherzustellen.

Um den Streubetrag diffus verteilter, undefinierter Solvensmolekiile zu bertick-
sichtigen, kénnen die Intensititen nach F7, ., = F2,,(1—gexp(—87*U(sin ©/))?))
korrigiert werden, wodurch der Beitrag beschriebener Strukturteile verringert wird,
was dem Hinzufiigen eines Streubeitrags in den leeren Regionen entspricht. Ubliche
Werte der Parameter g und U sind 0,7-1 und 2-5.

Eine weitere Besonderheit betrifft den Rechenaufwand fiir eine full matriz least
square-Verfeinerung, welche proportional zum Produkt aus Anzahl der Reflexe und
dem Quadrat der Parameteranzahl ist. Als Alternative steht mit der wesentlich
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4 Verfeinerung

schnelleren und resourcenschonenderen conjugate gradient least square-Methode
eine Variante zur Verfiigung, mit der die gesamte Verfeinerung durchgefiithrt wird.

Nicht immer erlaubt die Datenqualitiat oder das Reflex-zu-Parameter-Verhaltnis
eine freie Verfeinerung aller Parameter einer Struktur zu physikalisch sinnvollen
Werten. In diesen Fallen miissen sie in der einen oder anderen Form beschrankt
verfeinert werden. Bei Verfeinerung eines oder mehrerer Parameter eines Atoms
konnen fir diese Zielgroflen und erlaubte Abweichungen davon vorgegeben wer-
den. Solcherart mit einer variablen Beschrankung verfeinerte Parameter werden
yrestraint ¢ verfeinert genannt. Dabei verringert sich die Parameterzahl nicht. Die
Abweichung von der Zielgrofie flielt in die zu minimierende Summe der Fehler-
quadrate der Verfeinerung ein. Wird fiir den oder die Parameter eines Atoms ein
fixer Wert, z. B. die Parameter eines anderen Atoms, vorgegeben, ist dies eine
sconstrainte “ Verfeinerung. Hierbei wird auch die Parameterzahl verringert.

Gerade bei Proteinen sind stereochemische Restraints zumindest fiir Teile der
Struktur notwendig, um eine unverzerrte Geometrie zu erhalten. Die Zielgrofien
fiir Bindungsldngen und -winkel kénnen z. B. die nach Engh u. Huber (1991) sein.
Entsprechende Anweisungen (DFIX, DANG, CHIV, FLAT) sind in shelxl im-
plementiert, um 1,2- und 1,3-Abstéande zu einem bestimmten Wert zu bewegen
oder die Planaritat flacher Gruppen zu gewahrleisten. Dariiberhinaus stehen Res-
traints zur Gestaltung der Verschiebungsparameter zur Verfiigung (DELU, SIMU,
ISOR), die die Erfiillung des rigid bond-Postulats, die nur graduellen Verdnderung
benachbarter Temperaturfaktoren oder die Anndherung der Ellipsoide an eine
Kugelform umzusetzen helfen. Eine weitere wichtige Abstandsbeschriankung ist
der anti-bumping-Restraint, um eine zu starke Annaherung von Wassermolekiilen
an die Proteinatome oder untereinander zu verhindern, gleichzeitig aber typische
Wasserstoffbriickenbindungsabstéande zu ermdglichen.

Um das Modell um Wasserstoffatome zu ergéanzen, dient der AFIX-Constraint,
da ihre Lagen bei Makromolekiilen entweder erst gar nicht bestimmt, zumindest
aber nicht zuverlassig verfeinert werden konnen. Stattdessen werden einer ideali-
sierten Geometrie relativ zum Schweratom entsprechende Koordinaten berechnet.
Bei Wahl eines riding models folgt diese Anordnung veranderten Schweratomkoor-
dinaten als starre Gruppe — die Idealgeometrie wird in jedem Verfeinerungszyklus
wieder hergestellt. Je nach Wahl des Constraintmodells ist auch die automatische
Anpassung der Torsionswinkel an eine Maximierung der potentiellen Wasserstoft-
briickenbindungen oder der Elektronendichte an den Atompositionen moglich.
Auch lassen sich die isotropen Wasserstoffatomtemperaturfaktoren auf z. B. das
1,2- oder 1,5-fache des dquivalenten isotropen Temperaturfaktors des sie bindenden
Schweratoms constrainen.

Ein im Zusammenhang mit der Verwendung der obengenannten Verfeinerungs-
beschrankungen tiibliches Vorgehen ist die Berechnung des sogenannten Ry, aus
einer ca. 5% aller Reflexe umfassenden zuféilligen Auswahl der Beobachtungen,
die zu keinem Zeitpunkt in der Verfeinerung des Strukturmodells benutzt wurden.
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4.1 Allgemeines

Durch den Vergleich mit dem R1, berechnet aus den verbleibenden Reflexen, an
die das Modell angepafit wurde, erhalt man einen Hinweis auf die Signifikanz der
eingefithrten Parameter: Sofern der Ry, gemeinsam mit dem R1 sinkt, handelt
es sich wahrscheinlich um eine reale Verbesserung des Modells und nicht nur um
R-Wertkosmetik “.

In einem finalen Schritt wird die Modellverfeinerung mit full matriz least squa-
re-Methoden fiir alle Parameter zugleich durchgefiihrt. Die iibliche Vorgehenswei-
se bei diesen Strukturgréfien ware hingegen ein full matriz-Zyklus blockweiser
Verfeinerung nur der Koordinaten bei gleichzeitiger Unterbindung jeglicher Pa-
rameterverschiebung (BLOC 1, DAMP 0 0), um die Standardabweichung der
geometrischen Parameter zu bestimmen. Um sich aber den Bedingungen der nach-
folgenden XD-Verfeinerung anzupassen, hat es sich bewéhrt, bereits hier full matrix
zu verfeinern.

Letztendlich werden die beobachteten und berechneten Strukturfaktoren in
eine fcf-Reflexdatei geschrieben (LIST 6, MERG 4), welche die skalierten und
korrigierten unabhangigen Reflexe, abziiglich eventueller symmetrieverbotener,
enthélt. Die Korrekturen umfassen Dispersion, Extinktion und den Beitrag des
diffusen Solvensmodells, falls diese verfeinert wurden. Sofern noch nicht geschehen,
werden in diesem Schritt Friedelpaare gemittelt. Auch wurden die nachfolgenden
Reflexstatistiken der einzelnen Verbindungen aus ebendieser Datei erstellt, womit
alle genannten Korrekturen in diesen enthalten sind.

4.1.2 Aspharische Verfeinerung

Ebenso wird die XD-Reflexdatei xd.hk1 aus der fcf-Datei durch entsprechendes
Formatieren erhalten, so dafl in shelx1 enthaltene Korrekturen in die Verfeinerung
mit XD iibernommen werden konnen. Dies ist insbesondere fiir die Korrektur des
Streuanteils diffuser Solvenssphére bedeutsam, da diese nicht als Parameter in
XD vorgesehen ist. Auch enthalten die Strukturfaktoren nun bereits Korrekturen
fiir anomale Dispersion und Extinktion, so daf§ diese Parameter in XD nicht mehr
verfeinert werden brauchen.

Die Eingabedatei xd_ini . inp enthalt Informationen zur Zelle, Gittertyp, Wellen-
lange, Symmetrieoperationen und den Arbeitstitel, sowie die Atomnamen mit den
zugehorigen Koordinaten, Verschiebungsparametern und Besetzungszahlen. Mittels
xdini werden daraus die initialen Steuerungsdateien xd.inp und xd.mas erstellt.
Hierfiir und die folgenden Verfeinerungen fanden lokal modifizierte Programme
Verwendung (siche Absch. 3.3).

Zur eindeutigen Identifizierung jedes Atoms wurde eine neue, am PDB-Format
orientierte, maximal zehnstellige Bezeichnung eingefiihrt. Sie besteht aus dem
Elementsymbol, dem in runden Klammern zuerst eine dreistellige Zahl zur Identifi-
zierung des Aminosaurerestes folgt, dann ein Buchstabe zur Kenntlichmachung
der Konformation, jeweils ein Entfernungs- und Verzweigungsindikator, sowie eine
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4 Verfeinerung

letzte Stelle fiir eventuelle Nummerierungen. Bei folgendem Beispiel handelt es sich
also um das erste (A) Wasserstoffatom (H) am zweiten (2), sechs Bindungen (H=n)
vom C,, entfernten Atom des minderpopulierten (B) Teils des 21. Aminosédurerestes
(021):

Entf.: A=a, B=£... Numm.: A,B,C

Nummer

'H ( 0 2 1 B H 2 A )

1 2 3 1 5 7 8 9 10

Elementsyinbol Konformation: A,B,C. .. Verzweigung: 1,2

Aus einer zuvor festgelegten Zuordnung zwischen jedem Atom einer jeden Amino-
saure und dem dazugehorigen Invariomnamen, wird dann eine Datei Invariome.in
erstellt. Diese wird zusammen mit den urspriinglichen inp- und mas-Dateien von
einer angepafiten Version des Programms invariomtool (Hiibschle u.a. 2007)
gelesen, um zu jedem Atom den korrespondierenden Datenbankeintrag, multi-
pliziert mit der jeweiligen Besetzung, in eine neue XD-Eingabedatei xd.inp zu
schreiben. Die verwendete Zuordnung Atomtyp-Invariom ist in Tab. 4.1.1 auf der
gegeniiberliegenden Seite aufgefiihrt, ebenso der in XD verwendete Atomname.

Da die Summe der Invariommonopole nicht zwingend zu einer elektroneutralen
Struktur fithrt, werden die Datenbankmultipole automatisch um einen entsprechen-
den Betrag korrigiert. Hier ist meist eine manuelle zweite Verbesserung angezeigt,
um tatsachlich Elektroneutralitat zu erreichen.

In Tab. 4.1.1 ist das zu jedem Invariom benotigte Koordinatensystem gelistet,
welches zur Symmetrie und der Achsenorientierung bei Berechnung des Invarioms
passen muf. Die verallgemeinerten Koordinatensysteme wurden im Rahmen dieser
Arbeit bestimmt, da eine automatische Zuweisung momentan nicht méglich ist.
Anzugeben sind zwei benachbarte Atome und die Bezeichnung der zu ihnen weisen-
den Achsen (AX1—AT1 und AX2—AT?2), die dritte Achse steht senkrecht auf den
ersten beiden in die durch die Handigkeit (H) festgelegte Richtung. Manche Invario-
me verlangen eine Achsenlegung zu Platzhalteratomen (Dummy), um mm2- oder
m-Symmetrie zu erreichen, deren Koordinaten liegen auf der Winkelhalbierenden
zu den benachbarten Nichtwassertoffatomen. Die verallgemeinerten Koordinaten-
systeme pro Aminosaurerest werden in die XD-Steuerdatei xd.mas iibertragen und
die Platzhalter ,nnn“ und ,X“ in die aktuelle Sequenznummerierung und das
korrekte Konformationssymbol umgeschrieben. Besondere Aufmerksamkeit wurde
der richtigen Konnektivitat der fehlgeordneten Atome gewidmet.

Als Gewichtungsschema wird das in shelxl verfeinerte gewéahlt, ebenso wie das
Beobachtungskriterium F? > 20(F?) iibernommen wird. Falls notwendig, miissen in
XD, im Unterschied zum Automatismus in shelxl, Constraints fiir Koordinaten und
Verschiebungsparameter aufgrund spezieller Lagen und zur Nullpunktsfestlegung
in polaren Raumgruppen explizit angegeben werden.
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Tabelle 4.1.1: Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem der 20 kanonischen Aminoséuren.

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT2 H
N-Terminus
N Nlclhlhlh+ 3 N(nnnX) Z—C(nnnXA)  Y—H(mnnX0A) R
HOA Hin[lclhlh]+ 6 H(nnnX0A)  Z—N(nnnX) Y—C(nnnXA) R
HOB Hin[lclhlh]+ 6 H(nnnX0B)  Z—N(nnnX) Y—C(nnnXA) R
HOC Hiln[lclhlh]+ 6 H(nnnX0C)  Z—N(nnnX) Y—C(nnnXA) R
C-Terminus
C Cl.501.501c- m C(nnnX) X—=0O(mnnXT1) Y—O(nnnXT2) R
OT1 O1.5¢[1.501¢] m O(mnnXT1)  X—C(nnnX) Y—O(mnnXT2) R
0T2 O1.5¢[1.501¢] m O(nnnXT2)  X—C(nnnX) Y—O(mnnXT1) R
Hauptkette
N N1.5¢[1.501c|1clh m N(nnnX) X—C(n-1X) Y—>C(nnnXA) R
HO Hin[l.5clc] 6 H(nnnXo0) Z—N(nnnX) Y—C(n-1X) R
CA Clnlclclh m C(nnnXA) X—H(mnmnXA) Y—N(nnnX) R
HA Hlc[Inlclc] 6 H(nnnXA) Z—C(nnnXA)  Y—N(nnnX) R
C C1.501.5n[1lclh]lc m C(nnnX) X—N(n+1X) Y—C(nnnXA) R
0] O1.5¢[1.5nlc] mm?2 O(nnnX) Z—C(nnnX) Y—N(n+1X) R
Hauptkette vor Prolin
C C1.501.5n[lclc]lc m C(nnnX) X—N(n+1X) Y—C(nnnXA) R
Prolin-Hauptkette
N N1.5¢[1.50lc]lclc m N(nnnX) X—C(n-1X) Y—C(nnnXA) R
CA Clnlclclh m C(nnnXA) X—H(mnnXA) Y—N(nnnX) R
HA Hlc[Inlclc] 6 H(nnnXA) Z—C(nnnXA)  Y—N(nnnX) R
C Cl.501.5n[lclh]lc m C(nnnX) X—N(n+1X) Y—C(nnnXA) R
0) O1.5¢[1.5nlc] mm?2 O(nnnX) Z—C(nnnX) Y—N(n+1X) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT?2 H

Glycin
N N1.5¢[1.501¢c|1clh m N(nnnX) X—C(n-1X) Y—C(nnnXA) R
HO Hln[l.5¢1c] 6 H(nnnXO0) Z—N(nnnX) Y—C(n-1X) R
CA Clnlclhlh 1 C(nnnXA) Z—N(nnnX) Y—C(nnnX) R
HA1 Hlc[lnlclh] 6 H(nnnXAl) Z—C(nnnXA)  Y—N(nnnX) R
HA2 Hlc[Inlclh] 6 H(nnnXA2) Z—C(nnnXA)  Y—N(nnnX) R
C C1.501.5n[1lclh]lc m C(nnnX) X—N(n+1X) Y—C(nnnXA) R
O O1.5¢[1.5nlc] mm?2 O(nnnX) Z—C(nnnX) Y—N(n+1X) R

Alanin
CB Clclhlhlh 3 C(nnnXB) Z—C(nmnnXA)  Y—H(mnnXB1) R
HB1 Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nmnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB3 Hlc[lclhlh] 6 H(nunXB3)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R

Arginin
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nonXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclclh] 6 H(nunXB2) Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG Clclclhlh mm?2 C(nnnXG) Z—DUM Y—C(nnnXB) R
HG1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG1l)  Z—C(nnnXG)  Y—C(nnnXB) R
HG2 Hlc[lclclh] 6 H(nnnXG2) Z—C(mnnXG) Y—C(nnnXB) R
CD Clnlclhlh 1 C(nnnXD) Z—N(mnmnXE) Y—C(nnnXG) R
HD1 Hlc[Inlclh] 6 H(nunXD1)  Z—C(nnnXD)  Y—N(nnnXE) R
HD2 Hlc[Inlclh] 6 H(nnnXD2)  Z—C(nnunXD)  Y—N(nnnXE) R
NE Nlclclh 1 N(nnnXE) X—C(nnmnXD) Y—C(nnnXZ7Z) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT2 H
HE Hln[lclc] 6 H(nnnXE) Z—N(@mnnXE) Y—C(nnnXD) R
CZ C1.5n[lc1h]1.5n[1h1h]1.5n[1h1h])+ mm?2 C(nnnX7Z) Z—N(@mnnXE) Y—N(nmnnXH1) R
NH1 N1.5¢[1.5n1.5n]1h1h+ mm?2 N(nnnXH1) Z—C(nnnXZ)  Y—H(nonXHI1A) R
HH1A Hln[l.5¢c1h]+ 6 H(nonXHI1A) Z—N(nnnXH1) Y—C(nnnXZ7) R
HH1B Hln[l.5c1h]+ 6 H(nnnXH1B) Z—N(nnnXH1) Y—C(nnnXZ) R
NH2 N1.5¢[1.5n1.5n]1h1h+ mm?2 N(nnnXH2) Z—C(nnnXZ)  Y—H(nonXH2A) R
HH2A Hin[1.5clh]+ 6 H(nunXH2A) Z—N(nnnXH2) Y—C(nnnXZ7) R
HH2B Hin[1.5clh]+ 6 H(nunXH2B) Z—N(nnnXH2) Y—C(nnnXZ7) R
Asparagin
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nmnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG C1.501.5n[1h1h]lc m C(nnnXG) X—O(mnnXD1) Y—N(nunXD2) R
OD1 O1.5¢[1.5nlc] mm?2 O(nnnXD1)  Z—C(nnnXG)  Y—N(nnnXD2) R
ND2 N1.5¢[1.501c|1h1lh 2 N(nunXD2)  Z—C(nnnXG)  Y—H(nnnXD2A) R
HD2A H1n[1.5¢1h] 6 H(nunXD2A) Z—N(mnnXD2) Y—C(nnunXG) R
HD2B Hln[1.5¢1h] 6 H(nunXD2B) Z—N(nnnXD2) Y—C(nnnXG) R
Aspartat
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nmnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG C1.501.501c- m C(nnnXG) X—=0O(nnnXD1) Y—O(nnnXD2) R
OD1 O1.5¢[1.501¢] m O(nnnXD1)  X—C(nnnXG) Y—O(nnnXD2) R
OD2 O1.5¢[1.501¢] m O(mnnXD2) X—C(nunXG) Y—O(nnnXD1) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).
Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT?2 H
Cystin
CB Cls[1h]lclhlh m C(nnnXB) X—=S(nmnXG)  Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lslclh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—S(nnnXG) R
HB2 Hlc[lslclh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—S(nnnXG) R
SG Slsle m S(nunXG) X—-S(n+nXG) Y—C(nnnXB) R
Glutamin
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nunXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nunXB2) Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG Clclclhlh mm?2 C(nnnXG) Z—DUM Y—C(nnnXB) R
HG1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG1)  Z—C(nmnunXG)  Y—C(nnnXB) R
HG2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG2) Z—C(nmnnXG)  Y—C(nnnXB) R
CD Cl.501.5n[1h1h]1c m C(nnnXD) X—0O(nnnXE1l) Y—N(nmnXE2) R
OE1 O1.5¢[1.5nlc]| mm?2 O(mnnXE1l)  Z—C(nnnXD)  Y—N(nunXE2) R
NE2 N1.5¢[1.501¢c|1h1lh 2 N(nunXE2) Z—C(nnnXD)  Y—H(mnnXE2A) R
HE2A Hln[1.5¢1h] 6 H(nnnXE2A) Z—N(nonXE2) Y—C(nnnXD) R
HE2B Hin[1.5¢1h] 6 H(nnnXE2B) Z—N(nnnXE2) Y—C(nnnXD) R
Glutamat
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclclh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nonXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG Clclclhlh mm?2 C(nnnXG) Z—DUM Y—C(nnnXB) R
HG1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG1)  Z—C(nmnnXG)  Y—C(nnnXB) R
HG2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG2) Z—C(nnnXG)  Y—C(nnnXB) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT2 H
CD C1.501.501c- m C(nnnXD) X—O(nnnXEl) Y—O(mnnnXE2) R
OE1 O1.5¢[1.501¢] m O(nnnXEl)  X—C(nnnXD) Y—O(nnnXE2) R
OE2 O1.5¢[1.501¢] m O(mnnXE2)  X—C(nnnXD) Y—O(nnnXEl) R
Glutaminsdaure protoniert an O
CD C2ololc m C(nnnXD) X—0O(mnnXEl) Y—O(mnnXE2) R
OE1 0O2c m O(nnnXE1l)  Z—DUM Y—C(nnnXD) R
OE2 Olclh m O(nnnXE2) X—C(nnnXD) Y—H(nnnXE2) R
HE2 Hlo[lc] 6 H(nnnXE2)  Z—O(nnnXE2) Y—C(nnnXD) R
Histidin, Ns; protoniert
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nonXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG C1.5n[1.5¢1h]1.5¢[1.5n1h]1c m C(nnnXG) X—C(nnmnXB) Y—N(monXD1) R
ND1 N1.5¢[1.5n1h]1.5¢[1.5¢1c]1h m N(nnnXD1) X—C(nunXG) Y—C(nnnXEl) R
HD1 Hin[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXD1)  Z—N(mnnXD1) Y—C(nnnXG) R
CD2 C1.5n[1.5¢]1.5¢[1.5nlc|1h m C(nnnXD2)  X—N(nnnXE2) Y—C(nnnXG) R
HD2 Hlc[1.5n1.5¢] 6 H(nnnXD2)  Z—C(nnnXD2) Y—N(nunXE2) R
CE1 C1.5n[1.5¢1h]1.5n[1.5¢|1h m C(nnnXEl)  X—H(nnnXEl) Y—N(nonXD1) R
HE1 Hlc[1.5n1.5n] 6 H(nnnXEl)  Z—C(unnXEl) Y—N(nnnXD1) R
NE2 N1.5¢[1.5n1h]1.5¢[1.5¢1h] m N(@nnnXE2) X—C(nnnXD2) Y—C(nnnXE1) R
Isoleucin
CB Clclclclh 3m C(nnnXB) Z—H(mnnXB) X—C(nnnXA) R
HB Hlc[lclelc] 6 H(nnnXB) Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG1 Clclclhlh mm?2 C(nnnXG1) Z—DUM Y—C(nnnXB) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).
Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT?2 H
HGI1A Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG1A) Z—C(nnnXGl) Y—C(nnnXB) R
HGI1B Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG1B) Z—C(nnnXG1l) Y—C(nnnXB) R
CG2 Clclhlhlh 3 C(nnnXG2)  Z—C(nnnXB)  Y—H(nonXG2A) R
HG2A Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXG2A) Z—C(nnnXG2) Y—C(nnnXB) R
HG2B Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXG2B) Z—C(nnnXG2) Y—C(nnnXB) R
HG2C Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXG2C) Z—C(nnunXG2) Y—C(nnnXB) R
CD1 Clclhlhlh 3 C(nnnXD1)  Z—C(nnnXG1l) Y—H(nonXD1A) R
HDI1A Hlc[lclhlh] 6 H(nunXD1A) Z—C(nnnXD1) Y—C(nnnXGl) R
HDI1B Hlc[lclhlh] 6 H(nunXD1B) Z—C(nnnXD1) Y—C(nnnXGl) R
HD1C Hlc[lc1hlh] 6 H(nunXD1C) Z—C(nnnXD1) Y—C(nunXG1 R
Leucin
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nmnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB2) Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG Clclclelh 3m C(nnnXG) Z—H(nnnXG) X—C(nnnXB) R
HG Hlc[lclclc] 6 H(nnnXG) Z—C(nmnnXG) Y—C(nnnXB) R
CD1 Clclhlhlh 3 C(nnnXD1)  Z—C(mnnXG)  Y—H(nnnXDI1A) R
HD1A Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXD1A) Z—C(nnnXD1) Y—C(nnnXG) R
HDI1B Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXD1B) Z—C(nnunXD1) Y—C(nnnXG) R
HD1C Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXD1C) Z—C(nnnXD1) Y—C(nnnXG) R
CD2 Clclhlhlh 3 C(nnnXD2)  Z—C(nnnXG)  Y—H(nonXD2A) R
HD2A Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXD2A) Z—C(nnnXD2) Y—C(nnnXG) R
HD2B Hlc[lclhlh] 6 H(nunXD2B) Z—C(nnnXD2) Y—C(nnnXG) R
HD2C Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXD2C) Z—C(nnnXD2) Y—C(nnnXG) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT2 H
Lysin
CB Clclelhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclclh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG Clclclhlh mm?2 C(nnnXG) Z—DUM Y—C(nnnXB) R
HG1 Hlc[lclelh] 6 H(nonXG1l)  Z—C(mnnXG)  Y—C(nnnXB) R
HG2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG2) Z—C(nnunXG)  Y—C(nnnXB) R
CD Clclelhlh mm?2 C(nnnXD) Z—DUM Y—C(nnnXG) R
HD1 Hlc[lclclh] 6 H(nnnXD1)  Z—C(nnnXD)  Y—C(nnnXG) R
HD2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXD2)  Z—C(nnunXD)  Y—C(nnnXG) R
CE Clnlclhlh 1 C(nnnXE) Z—N(mnnXZ)  Y—C(nnnXD) R
HE1 Hlc[Inlclh] 6 H(nnnXE1l)  Z—C(mnnXE)  Y—N(nnnXZ) R
HE2 Hlc[Inlclh] 6 H(nnnXE2)  Z—C(mnnXE)  Y—N(nnnXZ) R
NZ Nlclhlhlh+ 3 N(nnnXZ7) Z—C(nnnXE)  Y—H(nnnXZ1 R
HZ1 Hin[lclhlh]+ 6 H(nnnXZ71) Z—N(mnnXZ) Y—C(nnnXE) R
HZ2 Hin[lclhlh]+ 6 H(nnnXZ72) Z—N(mnmnXZ) Y—C(nnnXE) R
HZ3 Hin[lclhlh]+ 6 H(nnnXZ3)  Z—N(@mnmnXZ) Y—C(nunXE) R
Methionin
CB Clclelhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nmnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG Cls[1h]lclhlh m C(nnnXG) X—S(nnnXD)  Y—C(nnnXB) R
HG1 Hlc[1slclh] 6 H(nonXG1l)  Z—C(nnnXG)  Y—S(nnnXD) R
HG2 Hlc[1slclh] 6 H(nunXG2)  Z—C(nnnXG)  Y—S(nnnXD) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).
Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT?2 H
SD Slcle mm?2 S(nnnXD) Z—DUM X—C(nnnXG) R
CE C1s[1h]1h1h1lh 3 C(nnnXE) Z—S(nmnunXD)  Y—H(mnnXE1l) R
HE1 Hlc[1s1h1h] 6 H(nnnXEl)  Z—C(nnnXE)  Y—S(nnnXD) R
HE2 Hlc[1s1h1h] 6 H(nnnXE2) Z—C(nnnXE)  Y—S(nnnXD) R
HE3 Hlc[1s1h1h] 6 H(nnnXE3)  Z—C(nnnXE)  Y—S(nnnXD) R
Phenylalanin
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG C1.5¢[1.5¢1h]1.5¢[1.5c1h]1c mm?2 C(nnnXG) Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXD1) R
CD1 C1.5¢[1.5¢lc]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 C(nnnXD1)  Z—DUM Y—C(nnnXG) R
HD1 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXD1)  Z—C(nnunXD1) Y—C(nnnXG) R
CD2 C1.5¢[1.5¢lc]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 C(nnnXD2)  Z—DUM Y—C(nnnXG) R
HD2 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXD2)  Z—C(nnnXD2) Y—C(nnnXG) R
CE1 C1.5¢[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 C(nnnXE1l)  Z—DUM Y—C(nunXD1) R
HE1 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXEl)  Z—C(nmnnXEl) Y—C(nnnXD1) R
CE2 C1.5¢[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1h]|1h mm?2 C(nnnXE2)  Z—DUM Y—C(nnnXD2) R
HE2 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXE2)  Z—C(nnnXE2) Y—C(nnnXD2) R
CZ C1.5¢[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 C(nnnXZ7) Z—DUM Y—C(nnnXEl) R
HZ Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXZ7) Z—C(nnnXZ) Y—C(nnnXEl) R
Prolin
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclclh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclclh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT2 H
CG Clclclhlh mm?2 C(nnnXG) Z—DUM Y—C(nnnXB) R
HG1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXG1l) Z—C(mnnXG) Y—C(nnnXB) R
HG2 Hlc[lclclh] 6 H(nnnXG2)  Z—C(nnnXG)  Y—C(nnnXB) R
CD Clnlclhlh 1 C(nnnXD) Z—N(nnnX) Y—C(nnnXG) R
HD1 Hlc[Inlclh] 6 H(nnnXD1)  Z—C(nnnXD)  Y—N(nnnX) R
HD2 Hlc[Inlclh] 6 H(nnnXD2)  Z—C(nnnXD)  Y—N(nnnX) R
Serin
CB Clolclhlh m C(nnnXB) X—=0O(mnnXG) Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lolclh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—O(nnnXG) R
HB2 Hlc[lolclh] 6 H(nnnXB2) Z—C(mnunXB)  Y—O(nnnXG) R
OG Olclh m O(nnnXG) X—C(nnnXB)  Y—H(nnunXG) R
HG Hlo[lc] 6 H(nnnXG) Z—0O(nnnXG) Y—C(nnnXB) R
Threonin
CB Clolclelh m C(nnnXB) X—=0O(mnnXG1l) Y—C(nnnXA) R
HB Hlc[lolclc] 6 H(nnnXB) Z—C(mnnXB) Y—O(nunXGl) R
0G1 Olclh m O(nnnXGl) X—C(nnnXB) Y—H(nonXGl) R
HG1 Hlo[lc] 6 H(nnnXG1l)  Z—O(nnnXGl) Y—C(nnnXB) R
CG2 Clclhlhlh 3 C(nnnXG2)  Z—C(nnnXB)  Y—H(nnnXG2A) R
HG2A Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXG2A) Z—C(nnnXG2)  Y—C(nnnXB) R
HG2B Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXG2B) Z—C(nnunXG2)  Y—C(nnnXB) R
HG2C Hlc[lclhlh] 6 H(nnnXG2C) Z—C(nnnXG2) Y—C(nnnXB) R
Tryptophan
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).
Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT?2 H
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB2) Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG C1.5¢[1.5¢1.5¢]1.5¢[Inlh]1c m C(nnnXG) X—C(mmnXB) Y—C(nnnXD1) R
CD1 C1.5n[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1c|1h m C(nnnXD1)  X—C(nnnXG)  Y—N(nnnXEl) R
HD1 Hlc[1.5n1.5¢] 6 H(nnnXD1)  Z—C(nnnXD1) Y—N(nnnXE1l) R
CD2 C1.5¢[1.5n1.5¢]1.5¢[1.5¢1c]1.5¢[1.5¢1h] m C(nnnXD2)  X—C(nunXG) Y—C(nnnXE2) R
NE1 N1.5¢[1.5¢1.5¢]1.5¢[1.5¢1h]1h m N(nnnXE1l)  X—C(nnnXD1) Y—C(nnnXE2) R
HE1 Hln[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXE1l)  Z—N(nmnXEl) Y—C(nnnXD1) R
CE2 C1.5n[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1.5¢|1.5¢[1.5¢1h] m C(nnnXE2)  X—N(nnnXEl) Y—C(nnnXD2) R
CE3 C1.5¢[1.5¢1.5¢]1.5¢[1.5¢1h]1h m C(nnnXE3)  X—C(nnnXD2) Y—C(nnnXZ3) R
HE3 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nonXE3)  Z—C(mnnXE3) Y—C(nnnXD2) R
CZ2 C1.5¢[1.5n1.5¢]1.5¢[1.5¢1h]|1h m C(nnnXZ72) X—C(nnnXE2) Y—C(nnnXH2) R
HZ2 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXZ72) Z—C(nnnXZ2) Y—-C(nnnXE2) R
CZ3 C1.5¢[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 C(nnnXZ3) Z—DUM Y—C(nnnXE3) R
HZ3 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXZ3) Z—C(nnnXZ3) Y—C(nnnXE3) R
CH2 C1.5¢[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1h]|1h mm?2 C(nnnXH2)  Z—DUM Y—C(nnnXZ2) R
HH2 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nunXH2) Z—C(nnnXH2) Y—C(nnnXZ2) R
Tyrosin
CB Clclclhlh mm?2 C(nnnXB) Z—DUM Y—C(nnnXA) R
HB1 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB1)  Z—C(nmnnXB)  Y—C(nnnXA) R
HB2 Hlc[lclelh] 6 H(nnnXB2)  Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG C1.5¢[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1h]lc mm?2 C(nnnXG) Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXD1) R
CD1 C1.5¢[1.5¢lc]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 C(nnnXD1)  Z—DUM Y—C(nnnXG) R
HD1 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nunXD1)  Z—C(nnunXD1) Y—C(nnnXG) R
CD2 C1.5¢[1.5¢1c]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 C(nnnXD2)  Z—DUM Y—C(nnnXG) R
HD2 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXD2)  Z—C(nnnXD2) Y—C(nnnXG) R
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Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT2 H
CE1 C1.5¢[1.5¢10]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 Z—DUM Y—C(nunXD1) R
HE1 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 H(nnnXE1 Z—C(nnnXEl) Y—C(nnnXD1) R
CE2 C1.5¢[1.5¢lo0]1.5¢[1.5¢1h]1h mm?2 Z—DUM Y—C(nnnXD2) R
HE2 Hlc[1.5¢1.5¢] 6 Z—C(nnnXE2) Y—C(nnnXD2) R
CZ C1.5¢[1.5¢1h]1.5¢[1.5¢1h]1o mm?2 Z—O(nnnXH) Y—-C(nnnXEl) R
OH Olclh m X—C(nnnXZ)  Y—H(nonXH) R
HH Hlo[lc] 6 Z—O(mnnXH) Y—C(nnnXZ) R
Valin
CB Clclclclh 3m Z—H(mnnXB) X—C(nnnXA) R
HB Hlc[lclclc] 6 Z—C(nnnXB)  Y—C(nnnXA) R
CG1 Clclhlhlh 3 Z—C(mnnXB) Y—H(nnnXG1A) R
HG1A Hlc[lclhlh] 6 mnXGlA) Z—CnnnXGl) Y—C(nnnXB) R
HG1B Hlc[lclhlh] 6 mnXG1B) Z—C(nnnXG1l) Y—C(nnnXB) R
HG1C Hlc[lclhlh] 6 nmnXG1C) Z—C(nnnXG1l) Y—C(nnnXB) R
CG2 Clclhlhlh 3 Z—C(mnnXB) Y—H(nnnXG2A) R
HG2A Hlc[lclhlh] 6 nmnnXG2A) Z—C(nnnXG2) Y—C(nnnXB) R
HG2B Hlc[lclhlh] 6 nnnXG2B) Z—C(nnnXG2) Y—C(nnnXB) R
HG2C Hlc[lclhlh] 6 mmnXG2C) Z—C(nnnXG2) Y—C(nnnXB) R
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4 Verfeinerung

Tabelle 4.1.2: Differenzierte Wasserstoffabsténde im Invariommodell im Vergleich zu
AFIX-Abstianden und gemittelten Neutronenabstanden.

Invariom Bindungstypen dinw/ A dsph/ A dyeuiron / A
Hlol[lc] O.H, O,-H,, O, H, 0,960708 0,82 0,967
Hin[1.5¢1.5¢] Ns Hs, N H, 1,005134 0,86 1,009
Hin[1.5¢1h]  Njs Hs, N H, 1,006230 0,86 1,009
Hin[l.5clh]+ N,-H, 1,006320 0,86 1,009
Hln[1.5¢lc] N'-H’ 1,007910 0,86 1,009
Hln[lclc] N.—H, 1,011719 0,86 1,009
Hin[lclhlh+  NyermHierm, Ne—He 1,022830 0,89 1,033
Hic[l.5n1.50] C. H, 1,077606 0,93 1,094
Hlc[l.5¢l.5¢]  Cs—Hs, C—H, C,-H,, C.—H, 1,082246 0,93 1,083
Hlc[l.5bnl.5¢] Cj Hg 1,084434 0,93 1,094
Hlc[1s1h1h] C.H, 1,087362 0,96 1,066
Hlc[lslclh] Cs-Hg, C,~H, 1,089368 0,97 1,092
Hic[lelhlh|  CyHg, Cs-Hs, C,-H, 1,091400 0,96 1,059
Hic[lclelh]  CsHg, Co-Hs, C-H,, C-H,  1,093723 0,97 1,092
Hlc[lelelc] Cs-Hgs, C,-H, 1,095990 0,98 1,099
Hic[lolclh]  CyHg 1,096252 0,97 1,092
Hlc[lolclc] Cp—Hp 1,098210 0,98 1,099
Hic[lnlelh]  Co Ha, G5 Hs, Co H, 1,099321 0,97 1,092
Hic[lnleld — Co Ha 1,101063 0,98 1,099

Nach einem ahnlichen Prinzip werden die Wasserstoffatomabstande blockweise
pro Aminosaurerest festgelegt. Die aus der Invariomberechnung stammenden Bin-
dungslangen sind wesentlich realistischer als die in einer spharischen Verfeinerung
verwendeten, welche in ihrer Verkiirzung an ein Modell ohne explizite Bindungsbe-
schreibung angepafit sind. Mit den zur Multipolbeschreibung passenden langeren
Wasserstoffabstanden werden Werte nahe gemittelter Abstédnde aus Neutronenbeu-
gungsexperimenten (Allen u.a. 1992) erreicht. Tab. 4.1.2 stellt die Bindungslédngen
zu in ,Néchster Nachbar Naherung“ verschiedenen Typen von Wasserstoffatomen
nach den drei Varianten einander gegentiiber: Die Abstande d;,, werden in den
Modellen mul und iam,}, mittels der reset bond-Anweisung in XD verwendet. In
der klassischen sphéarischen Verfeinerung iam finden die Bindungslangen wie in
Spalte dgp, Verwendung. Der Vergleich mit dem letzten Eintrag dyeytron zeigt nun
die Verbesserung der Beschreibung des Rontgenbeugungsexperimentes durch die
Invariom-Abstande.
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4.2 Alanyl-Prolyl-Alanin

Die Datenkollektion fand am Hamburger Synchrotronstrahlungslabor HASYLAB
(DESY, Hamburg) statt. Wichtige Merkmale der bereits publizierten Struktur
(Kalinowski u.a. 2007) sind in Tab. 4.2.1 aufgelistet: Die Messung erfolgte bei
einer Temperatur von 7' = 100 K und einer Wellenlange von A\ = 0,56 A. Insgesamt
186017 Reflexe bis zu einer Aufldsung von d = 0,37 A wurden mit xds (Kabsch 1993)
zu einem durchschnittlich 12-fach redundanten Datensatz in der orthorhombischen
Raumgruppe P2;2,2; gemittelt. Von den unabhéngigen Reflexen erfiillen 87 % das
Beobachtungskriterium I > 20 (7). Die Vollstandigkeit der Daten liegt im Mittel bei
nur 92 %, da diese in den hochsten Auflésungsschalen stark abnimmt und zwischen
0,38f0,37.51 nur noch 73 % betragt. In gleicher Weise ist eine Verschlechterung
des an sich sehr guten Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses und der Redundanz zu
beobachten, die aber auch bei hochsten Beugungswinkeln noch akzeptable Werte
erreichen. Mit der Messung zu maximaler Auflosung geht ein R, 44 von 5% einher.
Lag dieser bei d = O,SA noch bei ausgezeichneten 1,3 %, erreicht er bei 0,4A
bereits 15 %, um letztlich auf 38 % zu steigen.

Tabelle 4.2.1: Kristallographische Daten APA.

Summenformel Cy;N;0,H,4-H,O

Formelmasse 275,303 g/mol Mefitemperatur 100K
Kristallsystem Orthorhombisch | Wellenlédnge A 0,56A
Raumgruppe P2:2,2; (Nr. 19) | max. 20 99,64°

Z 4 Auflsungsbereich 5-0,37 A
Gitterkonstanten: Grenzreflexe 0<h<15
a 6,325(1) A 0<k<24
b 9,042(2) A 0<1<58
c 21,728(4) A unabh. Reflexe 13992
a=pF=r 90,000° F? > 20(F?) 12185

1% 1340,9(5) A3 Abdeckungsgrad' 91,8 (72,6) %
Dichte 1,3638(5) g/cm?® | Redundanz! 12,01 (2,62)
F(000) 592,0 I/o(I) 30,08 (3,77)
Absorptionskoeff. 0,066 mm™* Ronrgd' 4,9 (38,2) %

I Angabe in Klammern fiir Auflosungsschale 0,38-0,37 A.
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4 Verfeinerung

Abbildung 4.2.1: Elementarzelle APA. Eine der asymmetrischen Einheiten ist mit Tem-
peraturellipsoiden (50 %) dargestellt.

4.2.1 Spharisches Modell

Die Strukturlosung mit direkten Methoden in shelxs ergab alle Nichtwasserstoffa-
tompositionen. Deren Verfeinerung und eine anschliefende Differenzfourieranalyse
ergab die Koordinaten aller Wasserstoffatome. Sowohl die Atome des Tripeptids
als auch die des cokristallisierten Wassermolekiils konnten ohne jede Beschrankung
frei verfeinert werden. Dabei wurden die Verschiebungsparameter der Schweratome
anisotrop, die der Wasserstoffe isotrop verfeinert. Das Tripeptid besteht aus 37
vollbesetzten Atomlagen, davon 18 Nichtwasserstoffatomen. Auch das einzelne
Wassermolekiil ist fehlordnungsfrei. Eine Darstellung der Struktur inklusive der
Temperaturellipsoide und der Zellpackung bietet Abb. 4.2.1.

Mit insgesamt 256 Parametern konvergierte die Rechnung nach acht Zyklen bei
Gitefaktoren von R1(F, > 40(F,)) = 0,0352, Ry = 0,0423 und wR2 = 0,0917 mit
einem goodness of fit von 1,039. Die mittleren und maximalen Parameteranderungen
lagen praktisch bei Null. Es verblieb eine durchschnittliche Restelektronendichte
nahe Null mit einer quadratisch gemittelten Abweichung von 0,06 eA-3 und Ex-
tremwerten bei -0,21 und 0,51 eA3. Zur Beurteilung der Verfeinerung kann auch
die Reflexstatistik in Tab. 4.2.2 auf der néachsten Seite herangezogen werden.

Durch Beschrankung der Daten auf d = 0,831& wurde fiir spatere Vergleichszwe-
cke eine gering aufgeloste Messung simuliert. Die gewédhlte Auflésung entspricht mit
sin®/\ = 0,6 A1 den Minimalanforderungen an Kleinmolekiilstrukturen. Hier-
bei erreichte die Verfeinerung von APA0.83 gegen die verbliebenen 1436 Reflexe,
von denen 99 % beobachtet sind, Giitefaktoren von R1(F, > 40(F,)) = 0,0242,
Ray = 0,0243 und wR2 = 0,0764 sowie einen goodness of fit von 1,425. Die mitt-
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4.2 Alanyl-Prolyl-Alanin

Tabelle 4.2.2: Reflexstatistik APA nach shelxl inklusive aller Korrekturen.

= =

S A N

< = 5 = = — "

E T A ke ) = &

Auflssung/A = = - S A = =
oo—4,000 8§ 197,46 47,06 47,06 0,998 0,013 0,013
4,000—3,000 22 19487 95,65 95,65 1,028 0,035 0,035
3,000—2,000 86 186,33 98,84 100,00 1,047 0,047 0,047
2,000—1,800 37 182,72 100,00 100,00 1,060 0,057 0,057
1,800—1,600 62 166,89 100,00 100,00 1,050 0,052 0,052
1,600—1,400 103 153,53 100,00 100,00 1,037 0,041 0,041
1,400—1,200 182 138,96 99,45 100,00 1,017 0,030 0,030
1,200—1,000 340 111,06 99,12 100,00 0,992 0,026 0,026
1,000—-0,900 300 79,72 98,67 100,00 0,993 0,025 0,024
0,900—0,800 459 64,85 98,26 99,78 1,002 0,024 0,023
0,800—0,700 739 57,56 98,60 99,46 1,003 0,018 0,018
0,700—0,600 1293 44,04 95,23 9781 0,995 0,020 0,019
0,600—0,550 1038 33,02 93,38 96,74 0,990 0,029 0,027
0,550—0,500 1426 2348 91,02 9558 0,990 0,036 0,033
0,500—0,450 2092 16,31 84,77 93,73 1,006 0,045 0,037
0,450—-0,400 3109 9,26 74,23 89,83 1,039 0,081 0,061
0,400—0,366 2696 5,01 51,13 77,056 1,067 0,154 0,101
00—0,366 13992  29.67 78,96 90,67 1,011 0,042 0,035

lere Verschiebung-pro-Standardabweichung lag nach acht Zyklen bei 0,002. Eine
Differenzfouriersynthese ergibt Maximalwerte von -0,15 und 0,18 eA-3 der Rest-
dichte, deren Mittel Null betragt bei einer quadratisch gemittelten Abweichung
von 0,03 eA3.

Zusatzlich zu den bereits genannten Parametern der Verfeinerung von APA und
APAQ0.83, konnen die Erhebungen zur Strukturqualitiat A.2 bis A.7 ab Seite 328
zur Einschétzung dieser Verbindungen herangezogen werden. Diese Auswertungen
sind primar fiir Proteine gedacht und sind fiir die aktuelle Struktur nur von
beschranktem Nutzen. Zu Vergleichszwecken mit den in dieser Arbeit behandelten
Makromolekiilen sind sie dennoch angegeben.

Die Auftragung von Standardabweichungen der Atompositionen und Bindungs-
langen gegen den aquivalenten isotropen Temperaturfaktor zeigt fiir alle Atome
von APA inklusive des Wassersauerstoffs Werte um 0,0006 A. Bei APAO.83 liegt
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4 Verfeinerung

diese Unsicherheit mit ca. 0,0022A zwar um das Dreifache hoher als bei voller
Auflosung, ist aber absolut gesehen immer noch ein sehr niedriger Wert. Der tiber
die Aminosaurereste gemittelte B-Wert von APA liegt bei ungefahr 1-1,5 AQ, in den
Seitenketten marginal hoher als in der Hauptkette. Ebenso sind kaum Unterschiede
zwischen den den drei Resten zu erkennen. Die Verschiebungsparameter des ge-
kiirzten Datensatzes APAQ.83 sind nur unwesentlich hoher als bei voller Auflésung.
An den Luzzati-Auftragungen (in Abb. A.4, A.7) wird der grofle Unterschied zu
den Makromolekiilen nochmal deutlich: Uber den gesamten Aufldsungsbereich
liegt die Kurve der R-Werte weit unter den vorgesehenen theoretischen Kurven
zur Abschatzung des durchschnittlichen Koordinatenfehlers. Zumindest im Fall
APAQ.83 ergeben die R-Werte eine Parallele zur Abszisse, bei APA zeigt sich ein
Anstieg bei hochster Auflosung.

Bei Begutachtung der procheck- und whatcheck-Ausgaben sind nun einige Be-
sonderheiten zu beachten: Da die Struktur so klein ist, gibt es beispielsweise keine
Ramachandran-Auftragung, welche nur fiir nicht terminale Reste, exklusive Prolin
und Glycin erstellt wird, womit aber schon alle in APA vorkommenden Aminosau-
rereste erschopft sind. Alle packungsbezogenen Tests liefern Warnungen, da das
Tripeptid, ob der fehlenden Solvenssphare, viel enger an symmetrieverwandten
Molekiilen liegt, als es fiir Proteine normal ware. Die Struktur gibt auch Anlafl zu
mediokren G-Faktoren, welche die Normalitat der stereochemischen Eigenschaf-
ten widerspiegeln sollen. Hierbei wird auf einen statistischen Vergleich mit guten
Proteinstrukturen zuriickgegriffen, der hier aber unangebracht ist.

Dariiberhinaus zeigen APA und APA(Q.83 beim direkten Vergleich mit Engh&Hu-
ber-Bindungslangen etliche mehr als 20 vom Mittelwert abweichende Atomabstéan-
de, alle aktuellen Bindungen sind langer als der Engh&Huber-Mittelwert. Werte
auflerhalb zweier Standardabweichungen um den Mittelwert gibt es auch bei den
Bindungswinkeln, jedoch ist keine geometrische Abweichung hoch genug, um als
besonders verzerrt reportiert zu werden. Allerdings ist die Richtigkeit der Geo-
metrie von APA angesichts der niedrigen R-Werte, geringen Restdichten und sehr
niedrigen Temperaturfaktoren sowie der verschwindenen Koordinatenunsicherheit
kaum in Zweifel zu ziehen. Vielmehr konnten die 1991 bestimmten Mittelwerte
aus Strukturen geringerer Giite als der vorliegenden bestimmt worden sein. So
lassen sich die prinzipiell groferen Abstédnde z. B. zwanglos mit einer verringerten
scheinbaren Bindungsverkiirzung bei kleinen Verschiebungsparametern erklaren.
Zudem sind die am starksten abweichenden Bindungen an terminalen Resten
lokalisiert, darunter auch die Bindungen zu den Carboxylatsauerstoffen, die in
mehrere Wasserstoffbruckenblndungen involviert sind. Analoge Erwégungen gelten
auch fiir weitere Faktoren, wie eine auBerhalb des fiir Proteine Ublichen liegende
Auflésung oder die niedrige Mefltemperatur.

Diese Darlegungen sollten bei der Beurteilung der entsprechenden Strukturtests
der nachfolgenden Verbindungen insofern Beachtung finden, als auch diese in
einigen Punkten, wie z. B. der Auflosung, ungewohnlich sind.
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Abbildung 4.2.2: Elektronendichte des sphérischen Modells an den Atompositionen.

Inwieweit die gemessenen Intensitaten die Information tiber die verschiedenen
Elemente beinhalten, kann anhand der Auftragung der aus einer F,¢.-Fouriersyn-
these gewonnenen Elektronendichte an den Atompositionen des jeweiligen Modells
tiber den Temperaturfaktor abgeschitzt werden (siehe hierzu auch Absch. 3.4 auf
Seite 45). Diese sogenannten Sevcik-Diagramme zeigt Abb. 4.2.2; sowohl fiir den
hochaufgelosten Datensatz (a) als auch fiir den gekiirzten (b), mit den Phasen aus
iam bzw. iam0.83. Bekanntermaflen tragen nicht nur die Intensitaten, sondern auch
die Phasen zur Elektronendichteinformation bei. Um den Effekt abschétzen zu
kénnen, sind die aufgetragenen Werte in den beiden unteren Abbildungen 4.2.2(c)
und (d) aus einer Verfeinerung mit gleichen Streufaktoren fiir C, N und O ent-
standen. Damit soll eine BeeinfluBung des Ergebnisses durch a priori-Information
tiber die Atomsorte vermieden werden. In den beiden linken Abbildungen (a) und
(c) zum vollstdndigen Datensatz, ist eine eindeutige Trennung nach Elementen
in drei zusammenhangende Bereiche zu erkennen, wobei die Proportionalitat der
Dichtewerte zueinander ungefahr den Ordnungszahlen entspricht. Die Unterschei-
dung bleibt auch bei Verwendung von Kohlenstoff-Streufaktoren fiir die Stickstoff-
und Sauerstoffatome in der unteren Abbildung erhalten, wenn auch in verrin-
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4 Verfeinerung

gertem Ausmaf. Das Diagramm 4.2.2(b) legt nahe, da§ die Information iiber
den Elementtyp auch bei geringer aufgelosten Daten erhaltlich bleibt, allerdings
ist ein ,Zusammenrutschen* der drei Verteilungen im Vergleich mit den vollen
Daten zu verzeichnen und es gibt einen geringeren Abfall in Abhangigkeit von
den Verschiebungsparametern. Nimmt man den Phasen die a priori-Information
iber den Elementtyp, erhilt man die Auftragung 4.2.2(d), welche zumindest eine
Unterscheidung C oder N nicht mehr erlauben wiirde.

In Abb. 4.2.1 auf Seite 68 wurde die Packung der vier Tripeptid- und Wasser-
molekiile in der Zelle gezeigt, welche durch drei parallel zu a, b und c liegende
2;-Schraubenachsen erzeugt wurden. Verglichen mit Proteinen sind die kleinen
Molekiile recht eng gepackt, was sich in einem Matthews-Koeffizienten von nur
1,304 A?’/Da auflert. Mit den Naherungen in Gl. 2.2 auf Seite 32 berechnen sich
die prozentualen Anteile von ,Protein“ und Solvens am Zellvolumen auf 94,3 %
und 5,7%. Auch das Verhaltnis von Volumen der asymmetrischen Einheit und
van-der-Waals-Volumen des Tripeptids Vs, /Viaw = 335,218/248,371 = 1,350 A3
fallt, wie sich spéater zeigen wird, klein aus. Nach dieser Methode nimmt das
Tripeptid 74 % des Volumens der asymmetrischen Einheit ein. Eine Erklarung der
groflen Unterschiede zwischen den beiden Berechnungen konnte in der Ungiiltigkeit
der in Gl. 2.2 angenommenen Proteindichte fiir kleine Molekiile liegen. Davon ist
der Weg tiber das vdW-Volumen unabhangig.

4.2.2 Aspharisches Modell

Der Ubergang zum XD-Programmsystem vollzog sich wie in Absch. 4.1.2 beschrie-
ben. Nach Invariomtransfer und Elektroneutralititsausgleich verblieb eine Uber-
schuflladung von -0,0012 e. Es wurden fiir alle drei Modelle acht full matriz least
square-Zyklen gegen F? > 20(F?) gerechnet, in denen die Ort- und Verschie-
bungsparameter aller Atome frei verfeinert werden konnten. Hierbei waren die
verbleibenden Parameterverschiebungen mit einem Maximum von 2 - 10~7 im Fall
der Wiederholung der spharischen Verfeinerung iam am geringsten. Beim zweiten
spharischen Modell iam,}, fithrte die Verlangerung der Wasserstoffabstande auf
die in Tab. 4.1.2 genannten Invariomwerte zu hoheren Restverschiebungen von
2-1072, gleiches gilt fiir die eigentliche aspharische Verfeinerung mul mit 6 - 1073,
wobei jeweils die Koordinaten von Wasserstoffatomen betroffen sind. Die erreichten
Giitefaktoren sind in Tab. 5.1 auf Seite 115 und Tab. 5.2 auf Seite 116 aufgelistet.
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4.3 Triklines Lysozym

Messung, Strukturlosung und -verfeinerung von P1LYSO sind in der Publikation von
Wang u. a. (2007) beschrieben, Koordinaten und Strukturfaktoren als PDB-Eintrag
2VBI1 veroffentlicht.

Einige Eckdaten dieses Experimentes wiederholt Tab. 4.3.1: Die Datenkollekti-
on fand an der APS-Synchrotronbeamline bei 100 K bis zu einer Auflosung von
d=0,65 A statt. Hierbei wurde fiir die trikline Struktur ein 187165 symmetrieun-
abhangige Reflexe umfassender, durchschnittlich siebenfach redundanter Datensatz
erhalten. Beinahe 94 % der Reflexe sind beobachtet, erfiillen also das I > 20([)-
Kriterium. Dazu pafit das ausgezeichnete Signal-zu-Untergrund-Verhéltnis von 36,
welches auch in der héchsten Auflosungsschale nicht unter 4 sinkt. Ebenfalls sehr
gut ist der interne R-Wert von 4,5 %, insbesondere bleibt die Reflexqualitiat auch
bei hoheren Beugungswinkeln erhalten, wie der moderate Anstieg auf nur 18 %
bei d < 0,67A belegt. Die Daten sind mit 97 % fast vollstandig, dafl in der letzten
Schale nur noch 67 % erreicht werden, mindert den Eindruck einer hervorragenden
Messung nicht, bedenkt man die fiir Proteine auflerordentlich hohe Auflosung.

Tabelle 4.3.1: Kristallographische Daten p1Lyso (Wang u. a. 2007).

Summenformel Cg13N1930185510Hogo - 3 C,0,Hg, 1 C,0,H,, 9NO,, 1700
Formelmasse 16886,2 g/mol | Absorptionskoeff. 0,13mm™*
Kristallsystem Triklin MeBtemperatur 100K
Raumgruppe P1 (Nr. 1) Wellenlange A 0,6526 A

Z 1 max. 20 60,37°
Gitterkonstanten: Auflésungsbereich ~ 30-0,65 A

a 27,07(3) A Grenzreflexe 0<h<40

b 31,25(3) A —48 < k < 43
¢ 33,76(3) A —50 <1< 48
a 87,98(5)° unabh. Reflexe 187165

3 108,00(5)° | F2? > 20(F?) 175025

v 112,11(5)° Abdeckungsgrad? 97,6 (67,3) %
1% 25057,00 A3 | Redundanz! 7,12 (2,7)
Dichte 1,120 g/cm? I/o(I)} 36,20 (4,20)
F(000) 8931,9 Rorgd' 45 (18,4) %

f Angabe in Klammern fiir Auflésungsschale 0,67-0,65 A.
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4.3.1 Spharisches Modell

Wang u. a. verfeinerten nach ab initio-Losung der Struktur ein aus 2900 Atomlagen
bestehendes Modell. Das Lysozymmolekiil aus 129 Aminosaureresten umfaf3t 1960
Atome, von denen 697 oder 35,5 % in zwei oder drei Konformationen modelliert
wurden. Die Solvenssphare besteht aus 170 Wassermolekiilen mit frei verfeinerter
Besetzung, neun Nitrat-Anionen, einem Acetat-Anion sowie drei Ethylenglykol-
molekiilen. Im Unterschied zum urspriinglichen Modell von Wang u.a. wurde
die Glutaminsaure 35 neutral mit einer Carboxylfunktion modelliert, um Konsis-
tenz mit dem Modell des tetragonalen Lysozyms (siehe Absch. 4.4 auf Seite 83)
herzustellen. Die 959 Wasserstoffpositionen, davon 375 fehlgeordnet, stammen
aus einem idealisierten Geometriemodell mit steter Anpassung an die Position
der sie tragenden Nichtwasserstoffatome. Inklusive des diffusen Solvensmodells
(9 = 0,786,U = 3,392) betrigt die Anzahl verfeinerter Parameter 14111 bei 20150
Restraints. Die nur in einer Konformation vorliegenden Teile der Struktur wurden
ohne Restraints verfeinert, die fiir 45 Seitenketten und 8 Teile der Hauptkette
beibehalten wurden, was in oben genannter Arbeit ausfithrlich begrindet wird.
Eine Illustration der Struktur gibt Abb. 4.3.1 auf der gegeniiberliegenden Seite,
dabei sind fehlgeordnete Bereiche diinner gezeichnet als die Hauptkomponente.
Anhand der Farbung von blau nach rot des transparenten Bandes wird der Verlauf
der Hauptkette tiber 129 Aminosaurereste vom N- zum C-Terminus nachgezeichnet.

Nach zehn full matriz least squares-Zyklen mit allen Parametern konvergiert das
Modell zu einem sphérischen R-Wert von 8,12 % fiir F,, > 40(F},); Ray, wR2 und
goodness of fit betragen jeweils 8,40 %, 22,97 % und 1,06. Dabei verblieben Para-
meterverschiebungen von maximal 0,034 1&, die Koordinaten von Wassermolekiilen
betreffend. Die gemittelte Verschiebung pro Standardabweichung liegt bei 0,032.
Eine Differenzfouriersynthese ergibt eine mittlere Restdichte von 0,00 eA-3 mit
0,10 eA- quadratisch gemittelter Abweichung vom Mittelwert und Extremwerten
bei 1,42 und —0,57 eA3. Die auflosungsabhangigen Abweichungen von Beobach-
tung und Modell kénnen anhand der Reflexstatistik in Tab. 4.3.2 auf Seite 76
(Unterschiede zu Tab. 4.3.1 wegen anderer Schaleneinteilung und der inkludierten
Korrekturen) und zusétzlich in einem F?/F?-Diagramm in Absch. 6.1 auf Seite 148
untersucht werden.

Die hohe Qualitat dieser Proteinstruktur wird von den procheck-, whatcheck-
und shelxpro-Strukturtests der Abb. B.3, B.4 und B.5 ab Seite 344 unterstrichen.
Der Ramachandran-Plot weist 88,5 % der Aminosdurereste in der energetisch vor-
teilhaftesten Region und die restlichen 11,5% in den erlaubten Konformationen
aus. Die quadratisch gemittelte Abweichung von Idealwerten der Bindungsléngen
betragt 0,019 A, die der Bindungswinkel 2,154°. Es werden kaum Geometrie-
auffalligkeiten von den Tests aufgezeigt, nur in 14 Resten werden signifikante
Abweichungen gefunden. Die Standardabweichung der Koordinaten ist fiir fast alle
Atome des Hauptmolekiils kleiner als 0,02 A, die der Bindungslangen liegt unter
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4.3 Triklines Lysozym

Abbildung 4.3.1: Strukturmodell P1Lyso: Farbband vom N-Terminus (blau) zum C-
Terminus (rot), fehlgeordnete Bereiche schmal gezeichnet.
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4 Verfeinerung

Tabelle 4.3.2: Reflexstatistik P1LYSO nach shelxl inklusive aller Korrekturen.

s =

= £ W N

. B k= ~ A

5 S a g = = o

: 5 A 2 ~ A

Auflosung/A = = - S N = =
50—10,00 48 3141 88,68 90,57 1,054 0,297 0,266
10,000—5,000 369 36,91 9892 9919 1,045 0,234 0,232
5,000—4,000 389 34,97 9873 98,98 1,027 0,132 0,125
4,000—3,000 1107 37,79 99,19 9928 1,079 0,129 0,128
3,000—2,000 4609 42,95 9952 9952 1,035 0,102 0,102
2,000—1,800 2397 4584 99,63 99,63 1,020 0,095 0,095
1,800—1,600 3830 49,31 99,95 99,95 1,013 0,085 0,085
1,600—1,400 6321 48,51 99,95 99,95 1,011 0,078 0,078
1,400—1,200 11261 4420 99,94 9998 0,991 0,071 0,071
1,200—1,000 22053 3501 99,58 99,87 0,980 0,063 0,063
1,000—0,900 19460 31,97 99,14 99,89 0,998 0,062 0,061
0,900—0,850 13524 29,67 98,17 100,00 1,020 0,065 0,064
0,850—0,800 16982 26,73 96,87 99,99 1,029 0,069 0,067
0,800—0,750 21946 22,73 9538 99,99 1,025 0,073 0,069
0,750—0,700 28605 16,41 91,76 99,99 1,015 0,079 0,072
0,700—0,649 34264 836 67,85 87,87 0974 0,120 0,088
00—0,649 187165 26,05 91,14 9748 1,010 0,084 0,081

0,01 A, beide steigen erwartungsgemafl mit dem B-Faktor, wobei die Restraints
den Anstieg des Bindungslidngenfehlers dampfen. Auch der Luzzati-Plot legt einen
unterdurchschnittlich kleinen Fehler nahe.

Der mittlere B-Wert aller Atome der Struktur ohne Solvenssphare liegt mit
7 A2 sehr niedrig und erreicht in den wohlgeordneten Bereichen des Proteins fast
Werte um 41&2, was auch fiir kleine Molekiile akzeptabel wére. Auch sind die pro
Aminosaurerest gemittlten B-Werte recht gleichméaflig tiber die Sequenz verteilt
und in den Seitenketten nur geringfiigic hoher als in der Hauptkette. Ahnliches
gilt fiir die mittlere Anisotropie. Nur die wesentlich schlechteren Werte des weniger
gut bestimmten C-terminalen Endes sind aufféllig. Zwischen dem von whatcheck
berichteten Packungsqualitatsmafl iiber die Sequenz und den korrespondieren-
den B-Faktoren kann nur eine wage Korrelation festgestellt werden, insofern in
Bereichen mit abnehmendem Qualitatsindex haufiger die durchschnittlichen Ver-
schiebungsparameter zunehmen. Allerdings sind Sequenzabschnitte mit helikaler
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Abbildung 4.3.2: F,¢.-Elektronendichte des sphéirischen Modells an den Positionen voll
besetzter und fehlgeordneter Atome.

Sekundarstruktur und Faltblattbereiche tendenziell besser geordnet als Schleifen
oder Knéulbereiche (siehe auch Abb. 4.3.4 auf Seite 81).

Die Giite der beobachteten Elektronendichteverteilung spiegelt sich in den zwei
Sevcik-Diagrammen (siehe auch Absch. 3.4) der Abb. 4.3.2 wieder. Hier wurde die
Elektronendichte an den Atompositionen, sowohl der Atome mit ganzer Besetzung
als auch der fehlgeordneten, gegen den jeweiligen Temperaturfaktor aufgetragen,
wodurch zweierlei verdeutlicht wird: Die beobachteten Intensitaten lassen die Un-
terscheidung verschiedener Elemente voneinander zu, denn im unteren Diagramm
erkennt man vier voneinander verschiedene Verteilungen, die den jeweiligen Atom-
sorten zuzuordnen sind, sofern die Auslenkungsparamter nicht zu grof werden.
Dies gilt aber nur, wenn es sich um die geordnet beschriebenen Atome handelt. Bei
mehreren Konformationen verschwimmen die Grenzen zwischen den Elementen
wegen der diffuser verteilten Elektronendichte und der Unsicherheit in den verfei-
nerten Besetzungszahlen. Wenn bereits der Elementtyp nicht mehr sicher aus den
beobachteten Daten bestimmt werden kann, wird die verfeinerte Unterscheidung
in ,Nachster Nachbar Naherung“ des asphéarischen Modells umso fraglicher. Zu
bemerken bleibt noch, dafl die zur Fouriertransformation notwendigen Phasen
o, die ja aus dem Strukturmodell bestimmt wurden, eher eine Préiferenz der so
erhaltenen Dichte beziiglich eben dieses Modells bedingen, allerdings in moderatem

7



4 Verfeinerung

Abbildung 4.3.3: Ausschnitt der Packung von P1LYSO, neun Elementarzellen in der
cb-Ebene. Helices (rot) und §-Strange (gelb) in Cartoondarstellung,
Seitenketten in Stabdarstellung, Solvenssphére (blau) als Kugeln.

Umfang, wie in Absch. 4.2.1 auf Seite 71 ausgefiihrt wurde.

Abb. 4.3.3 vermittelt einen Eindruck der Packung, fiir deren Dichte der in
Abb. B.4 auf Seite 348 vermerkte Matthews-Koeffizient ein Maf ist. Mit 1,751 A% /Da
entspricht er einer eng gepackten Proteinstruktur. Legt man die Naherungsfor-
mel 2.2 zugrunde, ergibt sich daraus ein Solvensanteil von 30 %, entsprechend
einem Volumenanteil des Proteins an der asymmetrischen Einheit von 70 %. Alter-
nativ kann die Bestimmung auch iiber ein molekiilbezogenes Volumen erfolgen:
Der Quotienten aus Volumen der asymmetrischen Einheit und dem 14493 A3
betragenden van-der-Waals-Volumen des Lysozymmolekiils berechnet sich zu
Visu/Veaw = 25057/14493 = 1,729, woraus ein Proteinanteil von 58 % folgt.
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4.3 Triklines Lysozym

4.3.2 Aspharisches Modell

Die Vorbereitung der aspharischen Verfeinerung wurde wie in Absch. 4.1.2 be-
schrieben vorgenommen. Nach Invariomtransfer und Ladungsausgleich verblieb
ein Uberschufl von 0,0225e. Da in XD keine Restraints implementiert sind, konnen
nicht alle Parameter verfeinert werden, sondern miissen auf den shelxl-Werten
fixiert bleiben. Bereiche, die in der vorherigen Verfeinerung keine Restraints be-
notigten, wurden auch in der XD-Verfeinerung freigegeben. Traten dabei zu hohe
Verschiebungen in den Koordinaten oder Verschiebungsparametern auf, wurden
die betreffenden Atome wieder von der Verfeinerung ausgeschlossen. Umgekehrt
wurden versuchsweise gut definierte Atome in die Verfeinerung aufgenommen und
bei unauffalligem Verhalten beibehalten. Mittels dieses ,Versuch und Irrtum “-
Verfahrens wurde angestrebt, die Anzahl der verfeinerten Atome zu maximieren
ohne die Struktur zu verzerren.

Alle zur Solvenssphare zahlenden Molekiile wurden fixiert. Von den 1001 Nicht-
wasserstoffatomen des Lysozymmolekiils gingen 639 oder 64 % in die Verfeinerung
ein. Damit wurden fast alle 679 Atome im wohlgeordneten Strukturteil verfeinert,
bis auf wenige Ausnahmen in nicht fehlgeordnet beschriebenen aber gleichwohl
schlecht definierten Bereichen (wenig Elektronendichte, hohe und volatile Ver-
schiebungsparameter). Haupt- oder Seitenketten, die teilweise oder vollstédndig in
alternativen Positionen gefunden wurden, blieben auf den restrainten Atompositio-
nen. Wasserstoffatome wurden nicht verfeinert, sondern nur, ausgehend von ihren
idealisierten Positionen, entlang der Bindungsachse auf theoretische Abstidnde
verschoben.

Die zur Verfeinerung ausgewahlten Bereiche der Struktur und die Verteilung
der Fehlordnung sind in Abb. 4.3.4 als farbcodierte, nach Hauptkette (HK) und
Seitenkette (SK) getrennte, Pictogramme fiir jeden Aminosdurerest dargestellt.
Dariiber ist auflerdem die Sekundarstruktur symbolisiert, welche von whatcheck
nach der DSSP-Methode (Kabsch u. Sander 1983) bestimmt wurde und in Abb. 4.3.3
dargestellt ist. Unter jedem Kiirzel eines Aminoséaurerests ist zunéchst vermerkt,
ob der betreffende Strukturteil geordnet oder fehlgeordnet ist. Jeweils darunter,
nach wie vor in Haupt- und Seitenkette unterteilt, befindet sich die Angabe zu
Verfeinerung oder Fixierung. Hierbei steht ,blau“ sowohl fiir ,,geordnet® als auch
fiir ,verfeinert“, letzteres wird aulerdem durch ein ,v" “ dargestellt. Umgekehrt
bedeutet ,rot“, dafl dieser Aminosaureteil ,fehlgeordnet “ ist bzw. ,nicht verfeinert“
wurde, was durch ein ,X“ nochmal verdeutlicht wird. Strukturteile, die nur teilweise
fehlgeordnet oder verfeinerbar sind, werden in ,orange“ dargestellt und zeigen
auBerdem die noch freigegebenen Atome. So liest sich bspw. der Eintrag fiir
die N-terminale Aminosaure LYS001 wie folgt: Die Atome der Hauptkette sind
nicht fehlgeordnet und es wurden N’, C,, C’ und O’ verfeinert, wahrend aus der
Seitenkette nur Cz und C, freigegeben wurden, Cs aber, obwohl nicht fehlgeordnet,
Cc und N¢, beide fehlgeordnet, wurden festgehalten.
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Abbildung 4.3.4: DSSP-Zuordnung der Sekundéarstruktur von P1LYS0O, Verteilung fehl-
geordneter Bereiche und verfeinerter Strukturteil.
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4 Verfeinerung

Das Nichtverfeinern eines Gutteils der Struktur fiihrt zu mehr als einer Halbie-
rung der Parameteranzahl von den obengenannten 14111 bei 20150 Retraints auf
5752 unrestrainte Parameter in den hier diskutierten Modellen. Die maximalen
Parameterianderungen in der aspharischen Verfeinerung betreffen die anisotropen
Verschiebungsparameter. Nach zwolf full matriz least square-Zyklen betragt die
maximal auftretende Veranderung noch 1075, nach anfanglichen 2 - 1072, Wei-
tere Kennziffern der Verfeinerung sind in Tab. 6.1 auf Seite 147 gegeben. Der
Versuch, den fehlgeordneten Strukturteil nur sphérisch zu behandeln, blieb ohne
nennenswerte Anderung.

Um alle Einfliile auler den asphérischen Streufaktoren auszuschliefen, wurde mit
den identischen Eingabedateien des Modells mul, unter Austausch der verwendeten
Streufaktoren gegen spharische, die Verfeinerung wiederholt. Dies ist das Modell
iam,},. Wird die Verlangerung der Wassertoffabstande nicht durchgefiihrt, erhalt
man das Modell iam, das die shelx1l-Ergebnisse reproduzieren sollte (siehe dazu
auch Absch. 4.1.2 auf Seite 53), allerdings teilweise hohere Giitefaktoren ergibt. In
den beiden spharischen Modellen verblieben maximale Parameterverschiebungen
von nur 1079, nach ebenfalls zwolf Verfeinerungszyklen.
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4.4 Tetragonales Lysozym

Der TETRALYSO-Datensatz wurde von Dr. Alke Meents an der ,Swiss Light
Source“ des Paul Scherrer-Instituts (Villingen, Schweiz) gemessen. Die bei T=100 K
und einer Wellenlange von A\ = 0,6888A erreichte maximale Auflosung betrug
d = 0.65A. Von den dabei gewonnenen 8709706 Reflexen wurden allerdings
nur 4339 785 Beobachtungen bis zur hier verwendeten Auflésung von d = 0,80 A
verwendet, weil die zu groflerem Winkel gemessenen nicht von ausreichender
Qualitat waren. Wie in Tab. 4.4.1 aufgefiihrt, wurden diese in der tetragonalen
Raumgruppe P432,2 zu einem durchschnittlich 35-fach redundanten Datensatz
von 122388 Reflexen gemittelt, der zu 88 % dem Beobachtungskriterium / >
20(I) geniigt. Datenintegration und -mittelung wurden mit xds (Kabsch 1993)
durchgefiihrt. Einen Eindruck der mit steigender Auflosung abnehmenden Qualitat
geben die sowohl fiir den Gesamtbereich als auch fiir die hochste Auflosungsschale
angegebenen Kennziffern: Der Datensatz ist iiber den gesamten Bereich vollstandig,
auch bleibt die Redundanz auf hohem Niveau. Das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
nimmt um mehr als den Faktor zehn ab, bleibt aber auf angemessenen Werten.
Hingegen ist die Zunahme des internen R-Wertes auf das flinfzehnfache kein
Ausweis hoher Datenqualitét.

Tabelle 4.4.1: Kristallographische Daten TETRALYSO.

Summenformel Ce13N719301855:0Hggo -4 C,0,Hy, 3C,0,H,, 6C1, 2100
Formelmasse 17486,1 g/mol Mefltemperatur 100 K
Kristallsystem Tetragonal Wellenlange A 0,6888 A
Raumgruppe P432,2 (Nr. 96) | max. 20 51,00°

Z 8 Auflésungsbereich 10-0,80 A
Gitterkonstanten: Grenzreflexe 0<h<98
a 78,981(8) A 0<k<69
b 78,981(8) A 0<1<46

c 36,844(4) A unabh. Reflexe 122388
a=0F=v 90,000° F?2 > 20(F?) 107618

1% 220832,84 A3 Abdeckungsgrad' 100 (99,9) %
Dichte 1,011 g/cm? Redundanz’ 35,5 (13,20)
F(000) 73831 I/o(D)t 47,52 (3,60)
Absorptionskoeff. 0,06 mm~* Ronrgd' 3,4 (50,6) %

f Angabe in Klammern fiir Auflésungsschale 0,82-0,80 A.
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4 Verfeinerung

Tabelle 4.4.2: Verfeinerungsschritte TETRALYSO.

Verfeinerungsstufe d/ A Nprot Nsow  Npar  Nyestr  R1/Rypree/%
epmr: initiales Modell 4,0 517 0 — — 71,8

Isotrop 1,56 517 0 2069 2107 47,01/50,32
Modellierung 1,5 956 0 3825 4016 30,78/33,87
Solvens 1,5 979 98 4307 4113 22,14/24,33
Auflésungserhohung 0,80 1029 91 4484 4405 22,75/23,73
Anisotrop 0,80 1056 110 10334 13484 16,73/18,35
Solvens 0,80 1083 165 11238 14646 14,42/16,19
H-fix 0,80 2116 188 11366 14803 13,19/15,02
Solvens-Besetzung 0,80 2104 289 11944 23225 12,41/15,04
Restraints lockern 0,80 2104 289 11930 20544 12,37/15,07
full matriz least square 0,80 2104 289 11930 20689 12,55

4.4.1 Spharisches Modell

Als Startmodell diente eine bei (),94A verfeinerte Lysozymstruktur mit dhnlichen
Zellparametern (PDB-Eintrag 1IEE, Sauter u.a. (2001)). Nach Entfernen von
Solvens, Fehlordnung und Seitenketten wurden die verbleibenden Koordinaten
als Suchmodell fiir die molekulare Ersetzung (molecular replacement) mit epmr
iibergeben. Aus den resultierenden Koordinaten wurde mittels shelxpro eine
shelx1l-Eingabedatei inklusive Restraints erstellt. In mehreren Schritten wurde
das Modell aufgebaut, siehe dazu auch Tab. 4.4.2. Hierzu wurde von den real
space-Modellierungsméglichkeiten des Programmes coot (siehe Absch. 4.1.1 auf
Seite 51) Gebrauch gemacht, welches auch verschiedene Qualitatstests erméglicht,
die die Modellierung steuern helfen. In allen Verfeinerungsstufen, auler der letz-
ten, wurden die Parameter im conjugate gradient least square-Verfahren an die
Beobachtungen angepaft, immer wurde gegen F? verfeinert. Jede der genannten
Verfeinerungsstufen umfaft mehrere Verfeinerungen nach Anderungen am Modell,
so daB letztendlich ungefahr 80 Verfeinerungen mit jeweils 50-100 Zyklen gerechnet
wurden. Hierbei meint Modellanderung das Einfiigen oder Entfernen von Atomen,
die Verbesserung von Bindungs- und Torsionswinkeln anhand der beobachteten
Dichte und der in coot implementierten Restraints, sowie das Aufspiiren von
Alternativkonformationen.

Beginnend mit der Verfeinerung von Koordinaten und isotropen Temperatur-
faktoren wurde, bei zunachst geringer Auflosung, ein Gutteil der Seitenketten
aufgebaut. Sodann wurde mit shelxwat eine automatische Suche nach Wasser-
positionen durchgefiithrt. Die Auflosung der zur Verfeinerung verwendeten Daten
wurde schrittweise an den kompletten Datenumfang herangefithrt um dann die
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Verschiebungsparameter der Nichtwasserstoffatome anisotrop zu verfeinern. Eine
weitere Modellverbesserung wurde mit einer weiteren shelxwat-Runde erreicht.
Die Struktur wurde nun mit Wasserstoffatomen komplettiert, die an idealisier-
ten Positionen relativ zum sie tragenden Schweratom constraint wurden (AFIX).
Bei basischen oder sauren Resten wurde das Protonierungsschema anhand der
Elektronendichte- bzw. Restdichtekarte und durch den Vergleich von Bindungslan-
gen mit tabellierten Werten (Wilson 1992) gestaltet. So wurde z. B. einer der zwei
Glutaminsaurereste deprotoniert modelliert, da die beiden Cs—O-Bindungen mit
1,23 A und 1 ,25 A ungefahr gleich lang waren und etwa einer 1,5-fachen Bindung
in einer Carboxylatgruppe entsprechen, wihrend der zweite Glutaminsaurerest
GLU 35 unterschiedliche Bindungslingen von 1,23 A fiir C5~O,; und 1,30 A fiir
Cs—O zeigte. Da diese Abstande ungefahr einer CO-Doppelbindung und einer
C-OH-Einfachbindung entsprechen, wurde O., protoniert. Ein weiterer Schritt
bestand aus der Verfeinerung auch der Besetzungszahlen der Solvensmolekiile,
wobei versucht wurde, die Gesamtstuktur formal elektroneutral zu halten. An-
schlieBend wurde ein moglichst hoher Strukturanteil frei verfeinert. Hierzu wurden
gut definierte Aminoséaurereste ausgewahlt, fiir die die bisherigen Restraints auf-
gehoben wurden. Die resultierende Struktur wurde zusatzlich mit procheck und
whatcheck (siche Absch. 3.2 auf Seite 40) auf eventuelle Verzerrungen der Stereo-
chemie tiberpriift. Fiir auffallige Strukturteile wurden die Beschrankungen wieder
eingefithrt, andere Atome wiederum freigelassen. In einem iterativen Verfahren
wurde so versucht, moglichst viele Atome ohne Restraints, aber auch ohne zu-
satzliche Geometrieverzerrungen zu verfeinern. Letztlich gentigten Restraints fiir
folgende 37 Aminosaurereste, deren Verfeinerung mehr oder weniger stereoche-
mischen Beschrankungen, zumeist der Seitenketten, unterlag: LYS 1, ARG 5,
LYS 13-HIS 15, ASP 18-ASN 19, ARG 21, ASN 37, ALA 42-SER 50, ILE 55,
ASN 59, ARG 61-TRP 63, ARG 68, PRO 70, ASN 77, ASP 87, ASN 93, LYS 97,
ASP 101, GLN 121, TRP 123-GLY 126, ARG 128-LEU 129. Dartiber hinaus
wurde der Verschiebungsparameter des Stickstoffatoms von ASN 46 auf isotrope
Form restraint und alle folgenden ADPs von ASN 46-GLY 49 darauf constraint.
Ebenfalls nur eingeschriankt verfeinert wurden alle Solvensmolekiile: Thre ADPs
waren auf annidhrend kugelformige Gestalt restraint, Ethylenglykol und Acetat
waren auflerdem Abstands- und Winkelrestraints unterworfen. Zuletzt wurde eine
full matriz least square-Verfeinerung der Struktur durchgefiihrt.

Parallel zur bereits ausgefithrten Strategie wurde die Verfeinerung bis zur aniso-
tropen Stufe zusatzlich gegen einen Datensatz durchgefiihrt, der im Schritt der
Datenmittelung auf Strahlenschidden korrigiert worden war (zero dose extrapolati-
on; Diederichs u.a. 2003). Da die Ergebnisse aber weder beziiglich Giitefaktoren
noch Restdichten oder Temperaturfaktoren besser waren, wurde dieser Zweig der
Verfeinerung nicht weiter verfolgt.

Das finale Modell umfafit 2393 Atomlagen, wovon 2104 auf das Hauptmolekiil
und 289 auf die Solvensmolekiile entfallen. Es wurden nur 143 Atome (69 Nichtwas-
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4 Verfeinerung

serstoff und 74 Wasserstoffatome) in einer weiteren Konformation modelliert. Zwar
legten mehr Strukturteile Fehlordnung nahe, im Sinne von Restdichten, Geome-
trieverzerrungen und elongierten Verschiebungsparametern, allerdings fiihrte die
Modellierung eines entsprechenden minderpopulierten Teils nicht zu einer Verbes-
serung von Gitefaktoren, Geometrie oder Temperaturfaktoren, so dafl es bei der
Beschreibung einer einzigen Konformation belassen wurde. Die Hauptkonformation
des Polypeptids besteht aus 1961 Lagen, die sich in 1001 Nichtwasserstoffatome
und 960 Wasserstoffatome unterteilen.

Die Solvenssphare setzt sich aus Wasser, Chlorid, Ethylenglycol und Acetat zu-
sammen, wobei die beiden Letzteren inklusive Wasserstoffatomen beschrieben sind.
Zwar ist auch die Anwesenheit von Natriumionen wahrscheinlich, die aber nicht
lokalisiert werden konnten, da sie die gleiche Elektronenzahl wie Wasser haben und
von diesem nur schwer anhand der jeweiligen Koordinationssphare und evtl. dem
Temperaturfaktor unterschieden werden konnen. In diesem Zusammenhang sei
nochmal darauf hingewiesen, dafl die Wassermolekiile nur durch Sauerstoffatome
reprasentiert werden, weil es unmoglich ist, entsprechende Wasserstoffatomposi-
tionen zu berechnen, geschweige denn in der Dichte zu lokalisieren. Die zwischen
0,2 und 1,0 variierenden Besetzungszahlen der 210 Wassermolekiile summieren
sich auf 165,84. Die sechs Chloridionen sind voll besetzt, wohingegen die zweite
anionische Spezies der 3 Acetationen zum einen zu 89 % und zum anderen zu 76 %
populiert ist, wahrend das dritte Acetat in zwei Konformationen mit Besetzungen
von 61 % und 39 % beschrieben ist. Der formalen Ladung des Lysozymmolekiils
von +9 stehen also 8,65 negative Ladungen im Solvensbereich gegeniiber. Auch
von den vier Ethylenglykolmolekiilen ist eines fehlgeordnet modelliert und in der
Gesamtpopulation auf eins (0,7 + 0,3) constraint. Die verbleibenden drei Molekiile
haben Besetzungen von 0,56, 0,62 und 0,88.

In Abb. 4.4.1 auf der gegeniiberliegenden Seite ist das Gesamtmodell abgebil-
det. Die Atome sind nach Elementtyp koloriert und die Struktur ist mit einem
semitransparenten farbigen Band tiberlagert, dal den Verlauf der Lysozymhaupt-
kette nachzeichnet und mit dem Farbverlauf von blau nach rot die Sequenz vom
N-Terminus zum C-Terminus symbolisiert. Atome in Alternativkonformation sind
als diinnere Stdbe dargestellt. Die 7% Fehlordnung der Struktur verteilen sich
auf neun Aminosaurereste: ARG 21, THR 43-ASN 44, ARG 61-TRP 62 sind
vollsténdig fehlgeordnet, LY'S 1, LYS 97, ASP 101, GLN 121 sind mit alternativen
Seitenketten modelliert. Beziiglich der Fehlordnung sei noch auf Abb. 4.4.4 auf
Seite 93 verwiesen, die unter anderem die fehlgeordneten Teile der Peptidsequenz
parallel zu einer Darstellung der Sekundarstruktur dieses Molekiils zeigt.

In der finalen full matriz-Verfeinerung wurden Giitefaktoren von R1(F, >
40(F,)) = 0,1255, R,y = 0,1314 und wR2 = 0,3083 bei einem goodness of fit von
2,7 erreicht. Die Restelektronendichte betragt im Mittel 0,00 mit einer quadra-
tisch gemittelten Abweichung von 0,15 ez&‘?’, die Extremwerte liegen bei —0,91 und
1,44 eA-3. Zur weiteren Beurteilung der Verfeinerung dient die nach Auflosungs-
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4.4 Tetragonales Lysozym

Abbildung 4.4.1: Strukturmodell TETRALYSO: Farbband vom N-Terminus (blau) zum
C-Terminus (rot), fehlgeordnete Bereiche schmal gezeichnet.

schalen diskriminierte Reflexstatistik in Tab. 4.4.3 auf der folgenden Seite. Wieder
ist die mit steigender Auflésung schnell abnehmende Reflexstéirke am mittleren
Verhaltnis der Intensitat zum Rauschen und dem Anteil beobachteter Reflexe zu
erkennen. Interessant ist, dafl sowohl bei hohen als auch bei niedrigen Beugungs-
winkeln die R-Werte deutlich schlechter werden. Wahrend erstere Zunahme der
allgemein geringeren Qualitat der Intensitaten, bedingt durch ein schlechteres
Signal-zu-Untergrund-Verhaltnis, erklart werden kann, liele sich fiir letztere der
mangelhaft beschriebene Einflufl der diffus verteilten Solvenssphére geltend machen.
Der gleiche Sachverhalt macht sich auch im Luzzati-Plot in Abb. C.5 auf Seite 368
bemerkbar.

Dort ist ebenfalls eine nach Aminosaureresten geordnete Darstellung der mittle-
ren B-Werte und der mittleren Anisotropie pro Rest hinterlegt: Die Hauptkette
hat meist B-Werte unter 10 AQ, die Seitenketten etwas dariiber. Auffallend hohere
Temperaturfaktoren zeigen sich an den Resten nahe des C-Terminus und den
Resten 46-49, sie erreichen einen mittleren B-Wert von 20. Die Anisotropie variiert
zwischen 0,2 und 0,7, wobei die stiarkere Abweichung von der Kugelform meist
mit hohen B-Werten zusammenfallt. Ebenfalls in Abb. C.5 sind Diagramme des
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4 Verfeinerung

Tabelle 4.4.3: Reflexstatistik TETRALYSO nach shelxl inklusive aller Korrekturen.

= =

S A 3

. x E < A

S < N 'z - = o

g < A 2 & = =

Auﬁésung/A g = = § N E CHG
00—9,000 598 148,69 98,68 99,01 0,767 0,484 0,484
5,000—4,000 526 158,51 99,62 100,00 1,026 0,170 0,170
4,000—3,000 1444 151,71 99,72 100,00 1,104 0,160 0,159
3,000—2,000 5726 159,16 99,79 99,93 1,058 0,129 0,129
2,000—1,800 2086 117,12 99,43 99,90 1,045 0,113 0,113
1,800—1,600 4623 109,96 99,29 9991 1,029 0,103 0,103
1,600—1,400 7615 95,68 98,78 99,97 1,012 0,095 0,094
1,400—1,200 13470 75,45 98,00 99,96 0,988 0,091 0,089
1,200—1,000 26294 46,89 95,70 99,98 0,986 0,093 0,088
1,000—0,950 10365 2348 91,33 99,98 1,002 0,110 0,098
0,950—0,900 12763 15,61 86,77 100,00 1,015 0,123 0,104
0,900—0,880 5908 10,48 81,33 100,00 1,028 0,148 0,118
0,880—0,860 6509 8,80 78,61 100,00 1,029 0,155 0,121
0,860—0,840 7121 6,67 72,48 100,00 1,042 0,177 0,132
0,840—0,820 7840 4,85 65,75 99,96 1,029 0,215 0,143
0,820—0,800 8599 3,77 59,15 99,88 1,052 0,260 0,169
00—0,800 122388 47,54 87,90 99,96 1,016 0,131 0,125

Zusammenhangs zwischen B-Wert und Unsicherheit von Atomlage und Bindungs-
lange gezeigt: Die Standardabweichung der Atomkoordinaten reicht von ca. 0,003 A
bis 0,075 A und steigt mit zunehmendem Temperaturfaktor an. Die meisten Atome
haben Fehler um 0,01 A. Die Unsicherheit der Bindungslangen steigt steiler mit
den B-Werten, und liegt zwischen 0,005 und 0,022 A.

Zur weiteren Beurteilung der Qualitat liegen die Ausgaben von procheck und
whatcheck in Abb. C.3 und C.4 ab der Seite 360 vor. Der Ramachandran-Plot
zeigt 89,4 % der Aminosaurereste in der energetisch vorteilhaftesten Region und
10,6 % in der zweitbesten. Bei 21 Resten werden auffillig von Engh&Huber-Werten
abweichende Bindungslangen und -winkel der Hauptkette angezeigt. Wie schon
bei P1LYSO werden auch hier einige Abweichungen von der Planaritat der Pep-
tidbindung gefunden: 7 Reste haben einen um zwei Standardabweichungen vom
Mittel der Teststatistik abweichenden w-Torsionswinkel. Die whatcheck-Ausgabe
enthiillt noch einige Geometrieverzerrungen der Seitenketten, ist aber insgesamt
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Abbildung 4.4.2: F,¢.-Elektronendichte des sphérischen Modells an den Positionen voll
besetzter und fehlgeordneter Atome.

auch zufriedenstellend. Die problematischen Strukturteile sind zumeist solche, die
oben als restraint verfeinert genannt wurden, insbesondere wurden keine zusétz-
lichen Verzerrungen durch die Lockerung der stereochemischen Beschrankungen
verursacht.

Als letzte Eigenschaft zur Beurteilung der Struktur soll die Sevcik-Darstellung in
Abb. 4.4.2 dienen (siehe dazu auch die Erlauterung in Absch. 3.4 auf Seite 45 und die
Ergénzungen in Absch. 4.2.1 auf Seite 71). Sie zeigt die Abnahme der beobachteten
Elektronendichte an den Atompositionen mit zunehmendem Temperaturfaktor
und unterschieden nach Elementtyp. Die Proportionalitat der Elektronendichte
entsprechend der Ordnungszahl der Elemente ist zumindest bei den Atomen mit
geringerem U, gut erkennbar. Bis zu einem Temperaturfaktor von ca. 0,180 A2
lassen sich die Elementtypen der geordneten Atome anhand der beobachteten Dichte
unterscheiden, dariiberhinaus ist dies nicht mehr moglich. An den fehlgeordneten
Atompositionen hingegen, ist keine Aussage zum Elementtyp moglich.

Einen Packungsausschnitt der ab-Ebene zeigt Abb. 4.4.3 auf der néchsten Seite.
Dabei sind fraktionelle Koordinaten in a-, b- und c-Richtung von —0.,5 bis 1,5,
—0,1 bis 1,1 und 0 bis 1 dargestellt. Die Kolorierung der acht Proteineinheiten
der Elementarzelle ist dabei willkiirlich gewahlt. Jede Zelle enthalt acht Lysozym-
molekiile, sie werden durch die acht Symmetrieelemente in P 452, 2 erzeugt: In
dieser Darstellung verlaufen die 43- und 4;-Schraubenachsen senkrecht zur Papiere-
bene bei 0, /2, z und /2,0, z. In gleicher Richtung bei 0,0, z liegt auBlerdem eine
2;1-Schraubenachse. Weitere 2;-Schraubenachsen liegen senkrecht dazu, parallel
der Papierebene, entlang der a- und b-Achsen bei jeweils x,1/4,1/s und /4, y, 3/s.
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4.4 Tetragonales Lysozym

Es verbleiben zwei diagonal orientierte 2-Drehachsen entlang x, z,0 und x, —x,1/4,
sowie die Identitét.

Wie der gekiirzten whatcheck-Ausgabe C.3 auf Seite 360 entnommen werden
kann, berechnet sich die Packungsdichte in Form des Matthews-Koeffizienten zu
1,980 A3 /Da. Nach der Naherungsformel Gl. 2.2 auf Seite 32 entspricht dies einem
Solvensanteil von 38 %, mit anderen Worten, nur 62 % des Zellvolumens werden
vom Protein beansprucht. Eine analoge Betrachtung mittels des Quotienten des
Volumens der asymmetrischen Einheit V., = 28729 A3 und des van-der-Waals-
Volumens Vg = 13927 A3 des Lysozymmolekiils, ergibt mit Vg, /Veaw = 2,063
einen prozentualen Anteil des Proteins von 49 % am Kristallvolumen.

4.4.2 Aspharisches Modell

Das aspharische Streumodell wurde wie in Absch. 4.1.2 auf Seite 53 beschrieben
erstellt. Nach Invariomtransfer und Elektroneutralitdtsausgleich tragt die Struktur
eine Gesamtladung von 0,0785e. Zur Auswahl des zu verfeinernden Strukturteils
wurde sich an der spharischen shelx1-Verfeinerung orientiert: Da nur Constraints
in XD zur Verfligung stehen, wurden alle Lysozymatome festgehalten, die zuvor
in Restraints involviert waren, ebenso wie samtliche Solvensmolekiile. Keines der
fehlgeordneten Atome wurde zur Verfeinerung freigegeben. Zeigten sich dann zu
hohe Verschiebungen der Lageparameter oder Temperaturfaktoren, wie z. B. fiir
ARG 112, so wurden auch diese Atome auf den shelx1l-Werten fixiert. Die Auswahl
ist in Abb. 4.4.4 auf Seite 93 dargestellt, Symbole und Farbschema wurden bereits
in Absch. 4.3.2 auf Seite 79 zur analogen Graphik 4.3.4 erlautert. Eine Entsprechung
der gezeigten Sekundarstruktur findet sich in Abb. 4.4.3, bei gleicher Kolorierung
der Elemente Helix, Faltblatt und Knaul. Offensichtlich enthalten helikale Bereiche
der Struktur weniger Aminosaurereste in Alternativkonformationen als Schleifen-
und Knaulbereiche. Letztendlich wurden 751 der insgesamt 2393 Atomlagen verfei-
nert, das entspricht 75 % aller Nichtwasserstoffatome der Hauptkonformation des
Lysozymmolekiils. Hiermit ist eine Halbierung der Parameterzahl von 11930 bei
20689 Restraints im shelxl-Fall auf 6760 Parameter und null Restraints in der
XD-Verfeinerung verbunden.

Zur Verfeinerung der Modelle mul, iam und iam,}, wurden jeweils zwolf Verfei-
nerungszyklen gegen F? > 20(F?) mit dem shelx1-Gewichtungsschema gerechnet.
Die dabei verbleibenden maximalen Parameterverschiebungen liegen in den zwei
Modellen mit verlingerten Wasserstoffabstinden in der Grofilenordnung von 1074,
aber bei nur 107° im Fall der Wiederholung der klassischen sphérischen Verfeine-
rung. Dabei sind jeweils die anisotropen Verschiebungsparameter von Seitenkette-
natomen betroffen. Mittlere Verschiebungen/Standardabweichung sind zusammen
mit den erreichten Giitefaktoren in Tab. 7.1 auf Seite 187 gegeben.
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Abbildung 4.4.4: DSSP-Zuordnung der Sekundarstruktur von TETRALYSO, Verteilung
fehlgeordneter Bereiche und verfeinerter Strukturteil.
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4 Verfeinerung

4.5 Insulin

Der hier verwendete INSULIN-Datensatz wurde als bester von sechs Versuchen in
Kooperation mit Dr. Armin Wagner an der Diamond Light Source (Grofibritannien)
gemessen. Mit einem ADSC Q315-Flachendetektor wurden im Stickstoffkaltgass-
trom bei einer Wellenlange von A = 0,72931& insgesamt 593124 Reflexe bis zu
einer Auflosung d = O,9OA aufgenommen. Datenintegration, Mittelung und Skalie-
rung in der rhomboedrischen Raumgruppe R3 mit xds (Kabsch 1993) ergab einen
durchschnittlich 9,5-fach redundanten Satz von 62154 symmetrieunabhangigen
Beobachtungen, der iiber den gesamten Auflosungsbereich zu 100 % vollstandig
ist. Hierbei erfiillen 87 % der Daten das Beobachtungskriterium von I > 20(1).
Der Giitefaktor der gemittelten Daten R4 liegt bei guten 4 %, allerdings 148t
die Reflexqualitat ab 1 A Auflosung schnell nach und der R,,,4q steigt auf zuletzt
68 %. Kongruent dazu ist das Verhalten des Signal-zu-Untergrund-Verhéaltnisses,
das zwar im Mittel einen guten Wert von 26 erreicht, aber bei héherer Auflésung
schnell auf nur noch 2,5 sinkt. Dagegen ist die Abnahme der Redundanz auf ein
Drittel des Mittelwertes moderat. Somit ist das letzte Viertel des Datensatzes von
wesentlich geringerer Giite als die bis 1 A reichenden Daten. Allerdings wird eine
hohe Auflésung fiir unabdingbar zur erfolgreichen Durchfiihrung einer asphérischen
Verfeinerung gehalten, so dafl sie dennoch inkludiert wurden.

Tabelle 4.5.1: Kristallographische Daten INSULIN.

Summenformel C51uN130015,S19Ho60 -27Z0n%" 1C,0,H;, 1Na™, 1730
Formelmasse 13551,8 g/mol | Absorptionskoeft. 0,08 mm~!
Kristallsystem Rhomboedrisch | Mefltemperatur 100K
Raumgruppe R3 (Nr. 146) Wellenldange A 0,7293 A

Z 9 max. 20 47,80°
Gitterkonstanten: Auflosungsbereich 10-0,90 A

a 81,619(82) A Grenzreflexe —-90 < h <90
b 81,619(82) A —78 < k<78
¢ 33,786(34) A —37<1<35
Q 90,00° unabh. Reflexe 62154

6] 90,00° F?2 > 20(F?) 54157

y 120,00° Abdeckungsgrad? 100 (99,9) %
1% 194917,05A3 | Redundanz' 9,5 (3,5)
Dichte 1,039 g/cm? I/o(I)} 26,27 (2,58)
F(000) 64407,1 Ronrgd' 4,1 (68,0) %

f Angabe in Klammern fiir Auflésungsschale 0,91-0,90 A.
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4.5 Insulin

Tabelle 4.5.2: Verfeinerungsschritte INSULIN.

Verfeinerungsstufe d/ A Nprot  Nsotw  Npar  Nyestr  R1/Ryree/%
epmr: initiales Modell 4,0 412 2 — — 65,2

Isotrop 1,5 412 2 1653 1608 43,51/50,26
Modellierung 1,56 744 8 3009 3103 22,45/28,84
Solvens 1,56 765 52 3265 3227 19,83/25,20
Auflosungserhohung + ADP 0,90 845 48 8040 10627 15,26/17,93
Solvens + Besetzung 0,90 998 147 10392 15263 12,71/16,20
H-fix 0,90 2023 158 10788 16420 11,14/14,68
Restraints lockern 0,90 2023 158 10788 14970 11,13/14,65
full matriz least square 0,90 2055 183 11188 15501 10,95

4.5.1 Spharisches Modell

Um mittels molekularer Ersetzung ein geeignetes Startmodell zu erhalten, wurden
sechs bekannte Insulinstrukturen mit dhnlichen Zellkonstanten getestet. Letztlich
wurden die Hauptkettenkoordinaten der bis 1 A aufgelosten Struktur IMSO (Smith
u. a. 2003) verwandt, da sie die beste Anpassung mit epmr (Kissinger 2008) an den
Datensatz und die aktuellen Gitterkonstanten ergaben. Aus den so verfeinerten Ko-
ordinaten des Molekiilfragments wurde mit shelxpro die Eingabedatei fiir shelxl
erstellt. Davon ausgehend, wurde die Struktur in insgesamt 46 Verfeinerungsrunden
schrittweise aufgebaut, hierbei wurden von Anfang an Alternativkonformationen
und Solvensmolekiile in das Modell iibernommen, sobald sie in der Dichte- bzw.
Restdichtekarte erkannt werden konnten. Beziiglich technischer Details, gilt das
einleitend in Absch. 4.1.1 auf Seite 51 gesagte, sowie erganzend die Ausfiihrungen
zur Verfeinerung von TETRALYSO in Absch. 4.4 auf Seite 83.

Tab. 4.5.2 fait wichtige Zwischenstufen zusammen: Nach Verfeinerung der Koor-
dinaten und Temperaturfaktoren des Proteinriickgrats mit den Daten bis 1,5 A,
wurden ungefahr 90 % des Hauptmolekiils modelliert. Daran schlofl sich eine au-
tomatische Suche nach diskreten Wasserpositionen mit shelxwat an, der Beitrag
diffuser Solvensverteilung wurde durch die SWAT-Parameter berticksichtigt. Mit
Verfeinerung anisotroper Verschiebungsparameter bei sukzessiver Hinzunahme aller
Reflexe, wurden mehr Positionen des Insulinmolekiils entdeckt. Erst durch die
Erweiterung der Solvenssphére und Verfeinerung der Besetzung aller Wassermo-
lekiile wurde das Modell so weit verbessert, daf3 alle Nichtwasserstoffatome des
Proteins bestimmt werden konnten. Im Anschlufl wurde die Struktur um Was-
serstoffatompositionen erganzt. Sofern ohne zusatzliche Geometrieverzerrungen
moglich, wurden nunmehr Restraints fiir Atome des Hauptmolekiils gelockert. Nach
Ubergang von der bisherigen conjugate gradient least square-Verfeinerung zu full
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4 Verfeinerung

Abbildung 4.5.1: Strukturmodell INSULIN: Atome nach Element gefarbt, fehlgeordnete
Bereiche schmal, Farbbander jeweils vom N-Terminus (blau) zum
C-Terminus (rot).

matrix least square-Methoden, erfolgten noch einige Anpassungen der Fehlord-
nungsmodellierung, des Solvensbereichs und der Auswahl an Restraints, um final
ein 2238 Atomlagen umfassendes Strukturmodell zu ergeben, welches in Abb. 4.5.1
dargestellt ist.

Im Gegensatz zu allen anderen behandelten Strukturen liegt im Insulin keine
durchgehende Sequenz vor, sondern vier Proteinketten A-D. Je zwei Ketten (A, B
und C, D) sind iiber Disulfidbriicken verkniipft. Die Sequenz der Ketten A und C
beinhaltet jeweils identische 21 Aminosaurereste, die der Ketten B und D jeweils
30. Allerdings gibt es Konformationsunterschiede zwischen den Ketten A,B und
C,D, so daf die asymmetrische Einheit aus einem Dimer mit insgesamt 102 Resten
besteht.

Auf das Hauptmolekiil entfallen 2055 Positionen, wovon 1572 zur Hauptpopula-
tion und 483 zu Alternativkonformationen zahlen. Hierbei handelt es sich um 810
Nichtwasserstoffatome, von denen 229 in mehr als einer Konformation vorliegen.
Inklusive Wasserstofflagen liegt der Fehlordnungsanteil also bei 30,7 % und nur auf
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die Schweratome bezogen bei 28,3 %. Dieser verteilt sich auf 33 der insgesamt 102
Aminosaurereste: ILE 102, VAL 103, TYR 114, GLU 117, ASN 118, TYR 119,
CYS 120, ASN 121 in der Kette A; LEU 206, LEU 211, GLU 213, ARG 222,
THR 230 in der Kette B; GLY 301, ILE 302, VAL 303, GLU 304, GLN 305,
CYS 306, CYS 307, THR 308, SER 309, CYS 311, LEU 313, GLN 315, LEU 316,
GLU 317 in der Kette C und ASN 403, GLN 404, SER 409, VAL 412, VAL 418,
LYS 429 in der Kette D. Offensichtlich ist die dritte Kette C doppelt so stark von
Fehlordnung betroffen wie die drei anderen Ketten, siehe hierzu auch Abb. 4.5.5
auf Seite 103. Von den 102 Resten konnten nur 41 vollstindig ohne Restraints
verfeinert werden, ohne dafl zusatzliche Verzerrungen der Stereochemie auftraten.
Weitere 27 Aminosaurereste wurden teilweise von den Beschrankungen befreit und
die verbleibenden 34 muften vollstandig restraint bleiben. Hierin spiegelt sich
ungefahr die oben beschriebene Fehlordnung wieder, als fiir die Ketten B und D
besonders viele Reste frei verfeinert wurden und besonders wenige in der Kette C.

An die Struktur sind zwei Zinkionen koordiniert, die, da sie auf einer dreizéhligen
Achse liegen, zu jeweils einem Drittel besetzt sind. Hinzu kommen ein zu je 82 %
populiertes Acetat- und Natriumion. Komplettiert wird die Solvenssphére durch
173 Wasserlagen, deren Besetzungszahlen zwischen 0,15 und 1 schwanken und
sich auf 115,7 summieren. Somit wird die Formalladung —4 der Insulinketten
durch entgegengesetzte +4 des Solvensbereiches neutralisiert. Alle Solvensmolekiile
wurden mit Restraints verfeinert: Die Verschiebungsparameter auf anndhrende
Kugelform, Bindungslangen und -winkel des Acetatanions sowie Abstdnde der
Wassermolekiile untereinander.

Die Anpassung von 11188 Parametern bei 15501 Restraints an die Daten miindete
in Giitefaktoren von R1(F, > 40(F,)) = 0,1095, R,; = 0,1150 und wR2 = 0,2782.
Der goodness of fit lag bei 2,419, die SWAT-Parameter bei g = 0,834, U = 2,514. Im
Mittel liegt die Restelektronendichte bei 0,00 eA-3 mit einer quadratisch gemittelten
Abweichung von 0,08 eA-3. Das Minimum und Maximum der Differenzfouriersynthe-
se liegen bei -0,68 und 0,49 eA3. Eine weitere Sicht auf die Verfeinerung ermoglicht
Tab. 4.5.3 auf der folgenden Seite mit einer nach Auflésungsbereichen aufgeschliis-
selten Reflexstatistik: Zu kleinsten und insbesondere zu hochsten Beugungswinkeln
ist die Ubereinstimmung zwischen berechneten und beobachteten Strukturfaktoren
besonders schlecht. Letzteres korrespondiert mit der eingangs erfolgten Kritik
zur Datenqualitéat, ebenso wie die hier wiedergegebenen Werte zur Starke der
Reflexe. Da die Daten geringer Auflosung insbesondere von diffuser Elektronen-
dichte beeinflult werden, ist zu vermuten, dafl eine ungeniigende Beschreibung des
Solvensbereiches zu den schlechten R-Werten in diesen Schalen ursachlich beitrégt.

Neben den Giitefaktoren dienen die in den Abb. D.3, D.4 und D.5 ab Seite
376 aufgefithrten stereochemischen Auswertungen zur Beurteilung der Struktur:
Die Ramachandran-Auftragung zeigt 94 % der Aminosaurereste in energetisch
vorteilhaftesten Konformationen und 6 % in erlaubten Regionen. Allerdings wer-
den bei ungefdhr einem Drittel der Reste einige Bindungenslangen und -winkel
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4 Verfeinerung

Tabelle 4.5.3: Reflexstatistik INSULIN nach shelxl inklusive aller Korrekturen.

= =

S BN 5

< = & .3 = = "

E T A ke ~ = &

Auﬁésung/A = = = S [ = =
00—9,000 311 29,13 8544 8544 1,070 0,239 0,239
5,000—4,000 343 31,89 100,00 100,00 1,044 0,140 0,140
4,000—3,000 971 36,81 100,00 100,00 1,060 0,127 0,127
3,000—2,000 3981 49,94 100,00 100,00 1,018 0,109 0,109
2,000—1,800 2116 48,28 100,00 100,00 1,001 0,097 0,097
1,800—1,600 3306 43,41 99,91 100,00 0,995 0,092 0,092
1,600—1,400 5467 39,34 99,65 100,00 0,999 0,085 0,085
1,400—1,200 9720 31,43 98,23 100,00 1,006 0,091 0,090
1,200—1,000 19111 18,60 92,05 100,00 1,014 0,108 0,099
1,000—0,980 2839 7,04 76,86 100,00 1,006 0,158 0,121
0,980—0,960 3067 5,85 71,41 100,00 1,020 0,174 0,129
0,960—0,940 3315 4,77 66,00 100,00 1,016 0,204 0,139
0,940—0,930 1753 3,89 59,25 99,77 1,004 0,232 0,145
0,930—0,920 1889 3,27 55,13 9984 1,016 0,253 0,158
0,920—0,910 1932 271 49,90 100,00 1,011 0,293 0,178
0,910—0,900 2033 246 46,04 99,90 1,021 0,302 0,182
00—0,900 62154 23,38 87,05 99,90 1,016 0,115 0,110

als signifikant von Idealwerten abweichend gefunden. Dazu kommen Warnungen
ob der Nichtplanaritat etlicher Peptidbindungen und Seitenketten. Konsequen-
terweise ergibt sich ein nicht so guter G-Faktor von -0,16 bei Beurteilung der
Strukturnormalitat. Auch féllt die Einschéatzung der Packungsqualitat mittelmafig
aus.

Die mit dem Temperaturfaktor zunehmende Standardabweichung der Atomko-
ordinaten liegt meist zwischen 0,01 und 0,05 A, die der Bindungslangen zwischen
0,006 und 0, 031& allerdings teilweise durch die verwendeten Restraints gedampft.
Das pafit zur Luzzati-Auftragung, anhand der die durchschnittliche Positionsunsi-
cherheit zu 0, 05 A abgeschitzt wird. Uber jeden Aminoséurerest gemittelt, liegen
die B-Werte der Ketten B und D bei ungefahr 10 A2, in den Ketten A und C
etwas dartiber. Zu Beginn und Ende einer Kette steigen sie aber auf bis zu 30
an, sind ansonsten aber recht gleichformig verteilt. In den Seitenketten liegen die
Verschiebungsparameter jeweils ungefahr um die Halfte hoher, auch treten stéarkere
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Abbildung 4.5.2: F,¢.-Elektronendichte des sphérischen Modells an den Positionen voll
besetzter und fehlgeordneter Atome.

Schwankungen auf. In der gleichen Mittelung variieren die Anisotropiewerte zwi-
schen 0,2 und 0,8, in den Seitenketten sind die Werte etwas niedriger, entsprechend
weniger kugelformiger Auslenkungsellipsoide.

Eine in Absch. 3.4 auf Seite 45 beschriebene Auftragung der Elektronendichte
an den Atompositionen gegen den entsprechenden Temperaturfaktor findet sich in
Abb. 4.5.2. Den fiinf Elementen entsprechend, sind fiinf Punktwolken zu erkennen,
deren Werte zu gegebenem U, eine Proportionalitat analog den Ordnungszahlen
erkennen lassen. Des weiteren sind die Cluster bis zu einem Temperaturfaktor
von ca. 200 - 1073 A2 voneinander gut zu unterscheiden. Bei zu hohen Uy oder
bei Fehlordnung (rechtes oberes Diagramm) aber, ist in einer solchen Auftragung
keine Entscheidung iiber den Elementtyp aus den Daten allein mehr moglich.
In diesem Fall ist eine verfeinerte Betrachtung dieser Atome im asphérischen
Invariomformalismus wahrscheinlich insignifikant.

Einen graphischen Eindruck der Packung soll Abb. 4.5.3 auf der nachsten
Seite vermitteln, dargestellt ist die saulenartige Stapelung von Insulin-Hexameren
entlang der dreizahligen Achsen senkrecht zur Papierebene. Dabei ist jedes der
asymmetrischen Einheit entsprechende Dimer individuell gefarbt. Die Zinkionen
und die Solvensmolekiile verteilen sich innerhalb und auflerhalb der Rohren. Neben
der parallel zu z liegenden dreizahligen Achse gibt es in gleicher Richtung 3;- und
3o-Schraubenachsen, so daf die drei Hexamere je Zelle, und damit die abgebildeten
Stapel, entlang z um je 1/3 und 2/3 gegeneinader verschoben sind.
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4 Verfeinerung

Abbildung 4.5.3: Ausschnitt der INSULIN-Packung. Blick auf ab-Ebene, drei Translati-
onseinheiten in c-Richtung. Willkiirliche Farbung der asymmetrischen
FEinheiten, Zink magenta, Solvenssphére blau.
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4.5 Insulin

Abbildung 4.5.4: INsULIN-Hexamer: Blick entlang der dreizéhligen Achse. Darstellung
der Sekundarstruktur, der Disulfidbriicken und der Koordination des
Zinks durch Histidin. Ketten A und C - blau und rot, Ketten B und
D - griin und gelb.

In Abb. 4.5.4 ist die hexamere Quartarstruktur nochmal separat gezeigt und jede
der vier Ketten ist individuell koloriert. Das Dimer aus den beiden Insulineinheiten
A/B (blau/griin) und C/D (rot/gelb) wird zum Hexamer verdreifacht. Damit wird
jedes der zwei Zinkionen von je drei Histidinresten umgeben, nichtabgebildete
Wassermolekiile komplettieren die tetraedrische Koordination.

Der sich aus dem Quotienten des Volumens der asymmetrischen Einheit und dem
Molekulargewicht der Proteinstruktur berechnende Matthews-Koeffizient betragt
laut Abb. D.4 auf Seite 380 Vi, = 1,843 A3 /Da. Mittels der Naherung Gl. 2.2 auf
Seite 32 ergibt sich damit der prozentuale Volumenanteil von Protein und Solvens
am Zellvolumen zu 67 % und 33 %.

Die Bestimmung dieser Anteile iiber das van-der-Waals-Volumen anhand des
Quotienten Vg, /V,aw ist abhéngig von der Beriicksichtigung, bzw. Vernachléssi-
gung der Fehlordnung: Inklusive der minderpopulierten Strukturanteile betragt
Voaw = 11668 A3, das vdW-Volumen nur der Hauptpopulation ist Vg = 10953 A3.
Teilung des Volumens der asymmetrischen Einheit V,,, durch diese beiden Volu-
mina ergibt Quotienten von 1,856 und 1,977. Somit belauft sicht der prozentuale
Volumenanteil des Proteins auf 54 %, wenn die fehlgeordneten Atome dem Protein-
volumen zugeschlagen werden, und auf etwas geringere 51 %, wenn ausschliefllich
das Volumen der Hauptpopulation verwendet wird.

101



4 Verfeinerung

4.5.2 Aspharisches Modell

Anhand der Ergebnisse der shelx1-Verfeinerung wurde eine Auswahl der zu cons-
trainenden und freizugebenden Atome getroffen: Muflte der betreffende Aminosau-
rerest mit Restraints verfeinert werden oder war seine Geometrie verzerrt, wurden
die Koordinaten fixiert, was zumeist fiir fehlgeordnete Reste zutrifft. Ebenso bei
zu hohen B-Faktoren und einem zu geringen Ausmafl an sie umgebender Elektro-
nendichte, sofern nicht schon iiber das Restrain-Kriterium abgedeckt. Ansonsten
erfolgte der Ubergang zum XD-Programmsystem wie in Absch. 4.1.2 auf Seite 53
ausgefiihrt. Nach dem Transfer der Invariome fiir das asphérische Modell verblieb
nach Elektroneutralititsausgleich eine Uberschufladung von —0,055e.

Eine symbolische Darstellung der Fehlordnung und Auswahl frei zu verfeinernder
und festgehaltener Bereiche der Struktur, analog den entsprechenden Abbildun-
gen fiir P1LYSO und TETRALYSO, ist in Abb. 4.5.5 auf der gegeniiberliegenden
Seite zu finden. Erganzend sei erwahnt, daf3 die hier als teilweise fehlgeordnet
gekennzeichneten Hauptketten nur am C, in Mehr- und Minderpopulation geteilt
sind. Falls ebendiese Fragmente als verfeinert markiert sind, so wurde nur der der
Hauptpopulation entsprechende Teil in der Verfeinerung freigegeben.

Obwohl der Anteil stabilisierender a-Helices in den Ketten A und C héher als in
den beiden langeren Ketten B und D ist, sind die fehlgeordneten Aminoséaurereste
in ersteren zahlreicher. Es sind diese kurzen Sequenzen A und C, die im Hexamer
eher nach auflen gerichtet sind, wahrend die beiden langeren Ketten nach innen
orientiert sind. Bei den Ketten B und D sind wegen des hoheren Anteils an
ausreichend definierten Resten ohne Zweitkonformation auch wesentlich mehr
Atome zur Verfeinerung freigegeben.

Insgesamt wurden die Koordinaten und Verschiebungsparameter von 403 oder
50 % der 810 Nichtwasserstoffatome der Insulinketten zur Verfeinerung zugelassen,
wahrend die andere Halfte auf den bisherigen Werten fixiert blieb, ebenso wie der
gesamte Solvensbereich. Die Wassertoffatome wurden gegebenenfalls entlang der
Bindungsachse verschoben, ansonsten aber nicht verfeinert. Auf diese Weise ist
auch der Ursprung in der polaren Raumgruppe festgelegt. Somit reduziert sich
die Parameterzahl im XD-Fall von 11188 um ungefahr zwei Drittel auf nunmehr
3628 Parameter. Mit diesem Modell wurden sowohl asphérische (mul) als auch eine
Wiederholung der sphérischen Verfeinerung (iam) gerechnet, wobei letztere nicht
ganz die urspriinglichen Giitefaktoren erreicht, da wesentlich weniger Parameter
zur Verfiigung stehen. Dazu kommt noch die Variante iam,;, mit spharischen
Streufaktoren, aber den Wasserstoffabstanden des Invariommodells fiir direkte
Vergleichszwecke. Die dabei erreichten Giitefaktoren sind in Tab. 8.1 auf Seite 217
zusammengefafit und liegen ob der fehlenden Parameter etwas iiber den bisher
erreichten. Es verblieben nach jeweils zwolf Verfeinerungszyklen gegen F? > 20(F?)
im Modell mul maximale Parameterverschiebungen von 1-10~% und etwas geringere
von ca. 7-107% in den beiden sphérischen Modellen.
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Abbildung 4.5.5: Sekundérstruktur, fehlgeordnete und verfeinerte Bereiche von INSULIN.
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Abbildung 4.5.5: Sekundérstruktur, fehlgeordnete und verfeinerte Bereiche von INSULIN
(Forts.).
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4.6 Trichotoxin

Koordinaten und Strukturfaktoren von TRICHOTOXIN wurden der PDB unter dem
Eintrag 1M24 entnommen. Die Struktur wurde von Chugh u.a. (2002) publiziert.

Die Messung der triklinen Struktur fand an der Daresbury Synchrotron Radiati-
on Source (Warrington, GroBbritannien) bei einer Temperatur von 150 K und einer
Wellenlange von 0,6883A statt. Wie in Tab. 4.6.1 zusammengefaf3t, enthalt der
Datensatz in einem Auflésungsbereich von 10—0,9A 14153 symmetrieunabhangige
Reflexe, deren Kollektion durchschnittlich nur 2,8-fach redundant war, zu den
hochsten Beugungswinkel noch etwas geringer. Die Datenvollstandigkeit aber ist
hoch und liegt durchgéngig bei fast 100 %. Von der Gesamtzahl an Beobachtungen
erfiillen 75 % das Kriterium I > 20 (), es sind also recht viele schwache Reflexe ent-
halten. Dies deckt sich mit dem geringen Signal-zu-Untergrund-Verhaltnis, welches
im Mittel 15, bei hoher Auflosung nur noch 2,4 betrigt. Mit dem Intensitatsverlust
geht ein steigender R,,,4q einher, betrégt dieser im Durchschnitt 5 %, steigt er in
der letzten Auflosungsschale auf 26 %.

Tabelle 4.6.1: Kristallographische Daten TRICHOTOXIN (Chugh u. a. 2002).

Summenformel 2C 4Ny Oy Hyge -2C,NH;, 7O

Formelmasse 3475,88 g/mol | Absorptionskoeft. 0,09 mm~*
Kristallsystem Triklin MeBtemperatur 150K
Raumgruppe P1 (Nr. 1) Wellenlange A 0,6883 A

Z 1 max. 20 45,06°
Gitterkonstanten: Auflosungsbereich 10-0,90 A

a 9,49(1 )A Grenzreflexe -9<h<10
b 16,85(2) A ~18< k<18
c 31 68(3) —35<1<35
a 95,77(5)° unabh. Reflexe 14153

I} 98,07(5)° F?2 > 20(F?) 10659

v 99,45(5 )° Abdeckungsgrad? 99,7 (99,9) %
V 4907,83 A3 Redundanz' 2,79 (2,18)
Dichte 1,176 g/cm?® | I/o(I)T 15,03 (2,36)
F(000) 1875,44 Ronrgd' 5,1(26,1) %

f Angabe in Klammern fiir Auflésungsschale 0,95-0,90 A.
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4 Verfeinerung

4.6.1 Spharisches Modell

Die Struktur liegt in Form zweier symmetrieunabhangiger Peptidketten gering-
fiigig unterschiedlicher Geometrie vor. Die quadratisch gemittelte Abweichung
der Koordinaten beider Oktadekapeptidketten betragt 0,5 A. Jedes der beiden
Molekiile wird durch die gleiche Sequenz von 18 Einheiten beschrieben, zudem ist
der N-Terminus mit einer Acetylgruppe (ACE) geschiitzt: ACE-AIB-GLY-AIB-
LEU-AIB-GLN—(AIB)3—(ALA)s—AIB-PRO-LEU—(AIB),~GLN-VOL. Davon sind
nur fiinf Einheiten kanonische Aminosiuren, verteilt auf acht Positionen. Der
C-Terminus besteht aus dem Aminoalkohol L-Valinol (VOL). Ansonsten enthélt
die Sequenz neun Einheiten a-Aminoisobuttersédure (AIB), auch a-Methylalanin
genannt. Diese achiralen Aminosaurereste wirken als Helixbildner, so dafl beide
Molekiile hauptsachlich als a-Helices vorliegen: In Kette A vom Rest 2 bis 16, in
Kette B von 2 bis 17.

Jedes Oktadekapeptid besteht aus 119 Nichtwasserstoffatomen und 136 Wasser-
stoffatomen. Die insgesamt 510 Atomlagen sind voll populiert — obwohl VOL 218,
der C-Terminus von Kette B, anhand der Restdichte Fehlordnung nahelegt. Diese
ist schlecht definiert und von nur geringer Besetzung, so dafl sie von Chugh u. a.
unmodelliert blieb, was hier beibehalten wurde. Es sind auch diese endstandi-
gen Valinolreste, die neben LEU 114/214 die groBten Konformationsunterschiede
zwischen den beiden Ketten zeigen.

Die Solvenssphéare wird in der Originalstruktur durch fiinf vollbesetzte Wasser
und zwei Acetonitrilmolekiile gebildet. Eines dieser Acetonitrilmolekiil zeigt eine
stark verzerrte nichtlineare Geometrie. Neben den stereochemischen Restraints
der Peptidkette und der Acetonitrilmolekiile, wurden die Solvensmolekiile unter
Verwendung von anti bumping-Restraints verfeinert. In diesem Modell wurden
Giitefaktoren von R1(F, > 40(F,)) = 0,056 und R,; = 0,075 erzielt.

Fiir diese Arbeit wurden einige Anderungen im Losungsmittelbereich umgesetzt.
Diskrete Koordinaten waren ausreichend zur Beschreibung der Solvenssphare, wie
eine testweise Verfeinerung von Korrekturparametern fiir diffuse Solvensbeitrége
auf verschwindene Betrige (g = 0,1,U = 0,05) zeigte. Auch waren die Restdichten
zwischen den Peptidketten recht gering. Letztendlich wurden sieben Wassermolekiile
unterschiedlicher Besetzung (0,31-0,87) eingefiihrt, sowie nur ein Acetonitrilmolekiil
auf zwei Lagen, mit Populationen von 0,48 und 0,52.

Die Stereochemie des Acetonitrils und die Abstande der Wassermolekiile blieben
restraint, das Hauptmolekiil aber konnte ohne Einschrankungen verfeinert werden,
ohne daﬁ Anderungen der Geometrie auftraten. Aus dieser Modellierung, die im
weiteren verwendet wird, resultierten ein R1(F, > 40(F,)) = 0,0477, R, = 0,0675
und ein wR2 von 0,1155 bei einem goodness of fit von 0,918. Es wurden 2324
Parameter mit 113 Restraints full matriz least square verfeinert. Der Restelektro-
nendichtemittelwert betragt 0,00 mit einer quadratisch gemittelten Abweichung
von 0,04 eA-3 und Extrema von -0,34 und 0,57 eA-3. Ergéinzend zeigt Tab. 4.6.2 die
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Tabelle 4.6.2: Reflexstatistik TRICHOTOXIN nach shelxl inklusive aller Korrekturen.

= =

= £ W 7

< - 8 3 =3 = \

R A =z G )

Auflésung/A = = - S N = =
00—5,000 74 5774 91,36 91,36 0,962 0,063 0,063
5,000—4,000 83 65,74 98,80 100,00 0,977 0,039 0,039
4,000—3,000 213 4792 98,12 100,00 0,985 0,045 0,044
3,000—2,000 911 42,59 9846 100,00 00998 0,035 0,035
2,000—1,600 1209 23,27 95,29 100,00 1,014 0,042 0,039
1,600—1,400 1253 15,08 92,18 100,00 1,012 0,045 0,041
1,400—1,200 2187 10,26 86,10 100,00 1,012 0,053 0,043
1,200—-1,000 4348 6,44 76,69 99,95 1,007 0,075 0,054
1,000—-0,980 636 3,82 62,11 100,00 0,999 0,119 0,072
0,980—-0,960 672 3,33 56,99 100,00 1,006 0,129 0,072
0,960—-0,940 760 2,85 51,32 100,00 0,995 0,145 0,080
0,940—-0,920 887 2,39 42,73 100,00 1,006 0,182 0,084
0,920—-0,898 920 1,91 33,71 95,73 1,008 0,215 0,092
00—0,898 14153 11,79 75,05 99,65 1,004 0,067 0,048

Entwicklung der R-Werte und Reflexstarke mit der Auflosung. Offensichtlich sind
die Daten zwischen 1 und 0,91& deutlich schlechter als die restlichen Meflwerte,
auch Chugh u. a. berichten von der nachlassenden Datenqualitat.

Gegeniiber dem urspriinglichen Modell konnten sowohl einige Geometrieverzer-
rungen behoben als auch die durchschnittlichen B-Faktoren gesenkt werden. Diese
betragen nun fiir die Kette A im Durchschnitt 3,93 A? und fiir die Kette B 4,29 A2,
Hohere Verschiebungsparameter bis zu 25 A? treten an den Kettenanfangen und
-enden auf, was auch fiir das N, des Restes GLN 106 gilt.

Die whatcheck-, procheck- und shelxpro-Tests (Abb. E.2-E.4 ab Seite 392)
geben fast keine Warnungen beziiglich Bindungslangen und -winkel aus. Einzig fiir
die CN-Bindung zwischen ACE 200 und AIB 201 findet sich eine Abweichung von
Zielwerten, die aber insofern fragwiirdig ist, als es sich bei der Acetylgruppe ja nicht
um eine Aminosaure handelt. Folgerichtig werden alle Reste in der Ramachandran-
auftragung in der energetisch vorteilhaftesten ¢-i)-Konformation gefunden. Die
ungewohnliche a-helikale Struktur mit der damit verbundenen dichten Anordnung
im Kristall, bewirkt einige zu ignorierende Hinweise auf zu enge und uniibliche
Packung.
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Abbildung 4.6.1: F,¢.-Elektronendichte des sphéarischen Modells an den Atompositio-
nen.

Das Luzzati-Diagramm legt anhand der flachen, fast parallel zur Abszisse liegen-
den Auftragung des R-Wertes mit der Auflosung, einen geringen Koordinatenfehler
nahe. Mit der full matriz-Verfeinerung stehen aber auch die Standardabweichungen
der verfeinerten Koordinaten zur Verfligung: Sie variieren zwischen geringen 0,005
und einigen Ausreiflern bis zu 0,04 A, der Mittelwert betragt 0,012 A. Noch geringer
ist die Standardabweichung der Verschiebungsparameter, sie belauft sich im Mittel
auf 0,002 A2,

Anhand der Sevcik-Auftragung in Abb. 4.6.1 wird die deutliche Unterscheidbar-
keit der Elemente aus der beobachteten Elektronendichte allein demonstriert. Der
Einflul der Phasen des Strukturmodells ist zwar nicht unerheblich, beeintrachtigt
aber nicht die Aussage, wie die Ausfithrungen in Absch. 4.2.1 auf Seite 71 zeigten.
Zwar nimmt auch hier die Differenzierung in drei den Elementen entsprechende
Punktwolken mit zunehmendem Temperaturfaktor ab, da aber fast alle Atome
kleine Temperaturfaktoren unter 0,1 A2 (B-Faktor 8 A2) aufweisen, bleibt die
Unterscheidbarkeit gewahrt.

Abb. 4.6.2 auf der nichsten Seite zeigt einen Ausschnitt der Packung. Die jeweils
ungefahr 30 A langen Helices sind etwa 10° gebogen und zueinander antiparallel
orientiert. Um eine moglichst enge Packung zu gewahrleisten, sind die Ketten wie
ein Reiflverschlufl in der Langsausdehnung gegeneinander verschoben. Fiir diese
Struktur liegt der Matthews-Koeffizient bei V3, = 1,418 A3/Da. Mit Gl. 2.2 auf
Seite 32 ergibt sich als Naherung fiir Protein- und Solvensanteil am Volumen der
Zelle eine Angabe von 87 % bzw. 13 %. Der Quotient aus Volumen der asymmetri-
schen Einheit und van-der-Waals-Volumen der TRICHOTOXIN-Molekiile betragt
mit Ve, = 4908 und Vg = 3434 A3 Viasu/Veaw = 1,429. Damit errechnet sich die
Raumausfiillung durch das Oktadekapeptid zu 70 %.
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4.6 Trichotoxin

Abbildung 4.6.2: Ausschnitt der Packung von TRICHOTOXIN, neun Elementarzellen in
der cb-Ebene. Cartoondarstellung der a-helikalen Sekundarstruktur.

4.6.2 Aspharisches Modell

Die Vorbereitung der asphérischen Verfeinerung erfolgte weitestgehend wie in
Absch. 4.1.2 auf Seite 53 beschrieben. Hinzu kommen weitere Invariomzuordnungen,
um die Reste ACE, AIB und VOL zu beschreiben. Tab. 4.6.3 auf der folgenden
Seite enthélt die Ergédnzungen zur bereits bekannten Aufstellung der Tabelle 4.1.1.
Wahrend alle 510 Atome der Peptidketten asphéarische Streufaktoren zugewiesen
bekamen, blieb es fiir alle Solvensmolekiile bei einer sphérischen Beschreibung. Nach
Ubertragung der Multipole und Elektroneutralititsausgleich betrug die Ladung
der Struktur 0,0087e.

Da der Losungsmittelbereich in Restraints involviert war, wurden die zugehori-
gen Parameter auf den shelx1l-Werten constraint. Die Nichtwasserstoffatome der
Peptidketten konnten zu 98 % zur freien Verfeinerung freigegeben werden. Nur die
Seitenkette von VOL 218 wurde festgehalten, was fiinf Schweratome mit besonders
hohem Temperaturfaktor betrifft. Die Koordianten von Wasserstoffatomen blieben
entweder auf den urspriinglichen kurzen Werten, um im Modell iam die sphéarische
Verfeinerung unter diesen Rahmenbedingungen zu wiederholen, oder wurden auf
die Invariomabstande der Tab. 4.1.2 verlangert, was bei spharischen Streufaktoren
zum Modell iam,, bei Verwendung der Invariome zum Modell mul fiihrt.

Jedes der drei Modelle wurde mit 2098 Parametern in zwolf Zyklen gegen F? >
20(F?) verfeinert. Die drei Rechnungen konvergierten mit maximal verbleibenden
Parameterverschiebung von 3-5-107%, wobei in allen Verfeinerungen der bereits
als problematisch bekannte Temperaturfaktor von N(106AE2) die Ursache war. In
Tab. 9.1 auf Seite 247 sind die resultierenden Giitefaktoren aufgefiihrt.
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Tabelle 4.6.3: Zusétzliche Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem fiir TRICHOTOXIN.

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT?2 H
Acetat
C Cl.501.5n[lclh]lc m C(nnnx) X—N(n+1x) Y—C(nnnxH3) R
0) O1.5¢[1.5n1c] mm?2 O(nnnx) Z—C(nnnx) Y—N(n+1x) R
CH3 Clclhlhlh 3 C(nnnxH3)  Z—C(nnnx) Y—H(nnnxH3A) R
HH3A Hlc[lclhlh] 6 H(nnnxH3A) Z—C(nnnxH3) Y—C(nnnx) R
HH3B Hlc[lc1hlh] 6 H(nnnxH3B) Z—C(nnnxH3) Y—C(nnnx) R
HH3C Hlc[lclhlh] 6 H(nnnxH3C) Z—C(nnnxH3) Y—C(nnnx) R
a-Aminoisobuttersiaure
N N1.5¢[1.501c|lclh m N(nnnx) X—C(n-1x) Y—C(nnnxA) R
HO Hln[l.5¢1c] 6 H(nnnx0) Z—N(nnnx) Y—C(n-1x) R
CA Clnlclcle 3m C(nnnxA) Z—N(nnnx) X—C(nnnx) R
C C1.501.5n[1lclh]lc m C(nnnx) X—N(n+1x) Y—C(nnnxA) R
O O1.5¢[1.5nlc] mm?2 O(nnnx) Z—C(nnnx) Y—N(n+1x) R
CB1 Clclhlhlh 3 C(nnnxB1)  Z—C(nnnxA)  Y—H(nnnxB1A) R
HB1A Hlc[lclhlh] 6 H(nnnxB1A) Z—C(nnnxBl) Y—C(nnnxA) R
HB1B Hlc[lclhlh] 6 H(nnunxB1B) Z—C(nnnxB1) Y—C(nnnxA) R
HB1C Hlc[lclhlh] 6 H(nnnxB1C) Z—C(nnnxB1l) Y—C(nnnxA) R
CB2 Clclhlhlh 3 C(nnnxB2)  Z—C(nnnxA)  Y—H(nnnxB2A) R
HB2A Hlc[lclhlh] 6 H(nnnxB2A) Z—C(nnnxB2) Y—C(nnnxA) R
HB2B Hlc[lclhlh] 6 H(nnnxB2B) Z—C(nnnxB2) Y—C(nnnxA) R
HB2C Hlc[lclhlh] 6 H(nnnxB2C) Z—C(nnnxB2) Y—C(nnnxA) R
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Zusétzliche Invariome, Symmetrie und Koordinatensystem (Forts.).

Atomtyp Invariom Symmetrie Atomname AX1—AT1 AX2—AT2 H
Valinol
N N1.5¢[1.501¢c|1clh m N(nnnx) X—C(n-1x) Y—C(nnnxA) R
HO Hin[l.5¢1c] 6 H(nnnx0) Z—N(nnnx) Y—C(n-1x) R
CA Clnlclclh m C(nnnxA) X—H(nnnxA) Y—N(nnnx) R
HA Hlc[Inlclc] 6 H(nnnxA) Z—C(nnnxA)  Y—N(nnnx) R
CB Clclclelh 3m C(nnnxB) Z—H(nnnxB)  X—C(nnnxA) R
HB Hlc[lclelc] 6 H(nnnxB) Z—C(nnnxB)  Y—C(nnnxA) R
CG1 Clclhlhlh 6 C(nnnxGl)  Z—C(nnnxB)  Y—H(nnnxGlA) R
HGIA Hlc[lclhlh] 3 H(nnnxG1A) Z—C(nnnxGl) Y—C(nnnxB) R
HGIB Hlc[lclhlh] 3 H(nunxG1B) Z—C(nnnxGl) Y—C(nnnxB) R
HGI1C Hlc[lclhlh] 3 H(nunxG1C) Z—C(nnnxGl) Y—C(nnnxB) R
CG2 Clclhlhlh 6 C(nnnxG2)  Z—C(nnnxB)  Y—H(nnnxG2A) R
HG2A Hlc[lclhlh] 3 H(nnnxG2A) Z—C(nnnxG2) Y—C(nnnxB) R
HG2B Hlc[lclhlh] 3 H(nnnxG2B) Z—C(nnnxG2) Y—C(nnnxB) R
HG2C Hlc[lclhlh] 3 H(nnnxG2C) Z—C(nnnxG2) Y—C(nnnxB) R
CH2 Clolclhlh m C(nnnxH2)  X—O(nnnxH) Y—C(nnnxA) R
HH2A Hlc[lolclh] 6 H(nnnxH2A) Z—C(nnnxH2) Y—O(nnnxH) R
HH2B Hlc[lolclh] 6 H(nnnxH2B) Z—C(nnnxH2) Y—O(nnnxH) R
OH Olclh m O(nnnxH) X—C(nnnxH2) Y—H(nnnxH) R
HH Hlo[lc] 6 H(nnnxH) Z—O(nnnxH) Y—C(nnnxH2) R
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5 Alanyl-Prolyl-Alanin

5.1 Gutefaktoren

Aus den in Absch. 4.2 auf Seite 67 beschriebenen Modellen iam, iam,}, und mul
der Verfeinerung von APA resultieren die in Tab. 5.1 aufgefithrten Giitefaktoren.
Analoge Ergebnisse der Modelle iam0.83, iam0.83,}, und mul0.83 fiir APA0.83 fafit
Tab. 5.2 auf der folgenden Seite zusammen.

Die mit der Verwendung der Datenbankmultipole einhergehende Verbesserung
der Giitefaktoren von APA ist unmittelbar ersichtlich: Trotz gleichbleibender Pa-
ramterzahl sinken die R-Werte in der asphérischen Verfeinerung mul um 16-23 %
gegeniiber dem sphéarischen Modell iam. Im Fall des beschrankten Datensatzes
APAQ.83, ist die Abnahme, ausgehend von ohnehin niedrigeren R-Werten, mit
ca. 50 % noch ausgepragter. Vergleicht man die Ergebnisse der sich ausschliefSlich
im verwendeten Streufaktor unterscheidenden Modelle iam,}, und mul, werden
die erzielten Fortschritte nochmals hoher. Im Fall APA betragt der Gewinn nun
21-28 %, bei APA0.83 sogar 64 %. Die physikalisch sinnvollere Modellierung mit
verldngerten Wasserstoffatomabstanden (siche Vergleich mit Neutronenabstédnden
in Tab. 4.1.2 auf Seite 66) ist offensichtlich nicht mit der sphérischen Beschreibung
vereinbar, weshalb bei iam,, die Giitefaktoren auch iiber denen des Modells iam
liegen. Somit muf} die Verbesserung gegeniiber iam,}, durch ein daran angepafites
Modell mul starker ausfallen, als die Verbesserung gegeniiber einem spharischen
Modell iam, mit wiederum dazu passenden Wasserstoffabstanden.

Tabelle 5.1: Giitefaktoren der sphérischen und asphérischen Verfeinerungen von APA.

lam 1am,p, mul
Reflexe Fo2 > 20(F02) 12185 12185 12185
Parameter 256 256 256
Nref/Npar 47,598 47,598 47,598
R(F) 0,0352 0,0377 0,0271
Ruu(F) 0,0423 0,0447 0,0343
Rw(FQ) 0,0882 0,0942 0,0740
GoF,, 1,0707 1,1436 0,8982
Mittl. (Versch. /esd) 1,19-107° 8,97-107! 1,92-1071
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5 Alanyl-Prolyl-Alanin

Tabelle 5.2: Giitefaktoren der sphérischen und asphérischen Verfeinerungen von

APAQO.83.

iam0.83 1am0.83p, mul0.83
Reflexe FO2 > 20(F02) 1423 1423 1423
Parameter 256 256 256
NTef/NpM 5,559 5,559 5,559
R(F) 0,0243 0,0298 0,0109
R (F) 0,0245 0,0300 0,0110
Rw(FQ) 0,0770 0,1079 0,0387
GoF,, 1,4448 2,0253 0,7240
Mittl.(Versch. /esd) 2,02-1073 6,82 107! 2,10-107¢

Der Vollstandigkeit halber sei noch erwihnt, da§ bei Verwendung einer 1/02-
Gewichtung und einem Ausschlufikriterium von F? > 30(F?) im Invariommodell
Giitefaktoren von R(F') = 0,0246, R.;(F) = 0,0332 und R, (F?) = 0,0349 fiir die
Daten bis d = O,37A erreicht werden kénnen. Ebenso sinken die R-Werte der
Verfeinerung der Daten bis d = 0,83 A auf R(F) = 0,0097, Rqu(F) = 0,0100 und
R, (F?) = 0,0260. Dieses Vorgehen entspréche der iiblichen Praxis der Verfeinerung
kleiner Molekiile, hier wurde aber Konsistenz mit der Herangehensweise fiir die
Makromolekiile angestrebt.

Uber den Vergleich der R-Werte hinaus, zeigt auch die Untersuchung der Diffe-
renzen der gemessenen und der aus den Modellen berechneten Strukturfaktoren
AF = |F, — F,| jeweils des sphérischen und asphérischen Modells, ein eindeutiges
Bild zugunsten des Invariomformalismus: Signifikanztests (siehe Absch. 3.1.2) zu
den Hypothesen Hy : AF(iam) = AF(mul) und H, : AF(iam) > AF(mul) erge-
ben im ¢-Test und Wilcoxon-Test jeweils p-Werte nahe Null. Gleiches gilt fiir den
Vergleich der Modelle zu den beschrankten Daten iam0.83 und mul0.83. Die Hy-
pothese, dafl das sphérische und aspharische Modell gleich waren, kann zugunsten
der Alternativhypothese statistisch hochsignifikanter hoherer Differenzen in den
Modellen iam und iam0.83 zuriickgewiesen werden.

Priméar zu Vergleichszwecken mit den Makromolekiilen zeigt Abb. 5.1 auf der
gegeniiberliegenden Seite fiir jeden der gemessenen Reflexe die relative Abweichung
von Beobachtung und sphéarischem Modell iam. In Abhéngigkeit von der Auflosung
ist dazu der Quotient F?/F? aufgetragen. Die Anzahl besonders stark abweichender
Reflexe, deren Verhéltnis die Werte > 2 oder < l/2 erreicht oder iiberschreitet,
betragt 1230 oder 8,8 % der 13992 Reflexe. Hiervon betroffen sind fast ausschliellich
Daten mit einer hoheren Auflésung als d = 0,6 A. Innerhalb der mit roten Linien
gekennzeichneten Grenzen verbleiben 12762 Strukturfaktoren. Betrachtet man nur
starke Reflexe F? > 20, liegen blof 2,4 % auBerhalb der Schwellenwerte.
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5.2 Geometrieanderungen
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Abbildung 5.1: Quotient beobachteter und berechneter Intensitaten und ihre Auflésungs-
abhangigkeit im Modell iam.

5.2 Geometrieanderungen

Aus den Verfeinerungen in den drei Modellen resultieren unterschiedliche Atom-
koordinaten. Die Unterschiede der drei Geometrien sollen zum einen in Form der
quadratisch gemittelten Abweichung der Atompositionen voneinander und zum
anderen im Sinne der Bindungslangenunterschiede diskutiert werden.

Die mittlere Abweichung der Gesamtstruktur im Modell mul betragt beim
Vergleich mit der Verfeinerung iam 0,096 A, bei Gegeniiberstellung der Koordi-
naten aus iam,p nur 0,051 A. In Abb. 5.2(a)-(b) auf der nichsten Seite sind
diese Differenzen pro Atom dargestellt, man erkennt, dafl die Verschiebungen der
Nichtwasserstoffatome mit 0,000A bis maximal 0,002 A sehr gering sind, letztere
betrifft die Sauerstoffatompositionen. Durch die Verlingerung der Bindungen zu
den Wasserstoffatomen werden groflere Unterschiede hervorgerufen, die gegentiber
dem Modell iam 0,1-0,2 A betragen und beim Vergleich mit iam,}, noch 0,03 bis
0,1 A erreichen, da auch Winkelanderungen dazu beitragen.

Analog bietet Abb. 5.2(c)—(d) eine Ilustration der Geometrieunterschiede von
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Abbildung 5.2: Quadratisch gemittelte Strukturunterschiede durch asphérische Verfeine-
rung von APA und APAQ.83 — Farbcode: Abweichung in A.

APAQ.83. Hier fallen die iiber das Molekiil gemittelten Veranderungen zwischen den
Verfeinerungen mul0.83 und iam0.83 mit 0,106 A etwas hoher als zuvor aus, der
Vergleich mit iam0.83,}, mit 0,041 A etwas niedriger. Die Unterschiede einzelner
Schweratomkoordinaten variieren zwischen 0,002 und 0,006 A, bzw. 0,001-0,005 A.
Fiir Wasserstoffatome treten wieder hohere Differenzen von 0,09-0,2 A und 0,007—
0,1 in den Modellen iam0.83, bzw. iam0.83,}, auf. Somit sind die Veranderungen,
insbesondere der Nichtwasserstoffatome, bei Verfeinerung gegen die beschrank-
ten Daten ausgepragter als beim vollen Datensatz. Dazu tragen sicherlich die
hoheren Parameterverschiebungen und Koordinatenfehler von APAQ.83 ursach-
lich bei. Sowohl fiir APA0.83 als auch fiir APA sind die Positionsunterschiede
von einigen tausendstel Angstrérn in der GroBlenordnung der jeweiligen mittleren
Koordinatenunsicherheiten von 0,0006, bzw. 0,0022 A.

Eine detaillierte Auflistung der Differenzen der einzelnen Atome und Aminoséu-
ren in den Verfeinerungen von APA und APAQ.83 findet sich in den Tab. A.1 und
A.2 auf den Seiten 319 und 320.
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5.3 Verschiebungsparameter

Auch die Anderung der Bindungslingen (Tab. A.3 auf Seite 321) zwischen
Nichtwasserstoffatomen durch die unterschiedlichen Verfeinerungen von APA ist
ausgesprochen gering, die maximal auftretenden Differenzen zwischen mul und
iam, bzw. iam,},, betragen +0,0010 und —0,00131& (siehe auch Tab. A.4 auf
Seite 322). Die durchschnittliche Verdnderung liegt bei nur 0,0005 A. Da sich die
Bindungslangen in den Modellen iam und iam,}, kaum unterscheiden, sind auch die
Differenzen zu mul sehr ahnlich. Im Mittel werden die Bindungen im Modell mul
kiirzer, wobei insbesondere die Kohlenstoff-Sauerstoffbindungsléngen abnehmen.
Dies ist nicht unerwartet, da die Nichtberticksichtigung der freien Elektronenpaare
am Sauerstoff bei einer sphéarischen Verfeinerung zu einer irrigen Verlangerung
der Bindung fiihrt. Auch Kohlenstoff-Stickstoffbindungen sind in den sphéarischen
Modellen mehrheitlich langer, die Verkiirzung durch mul ist aber sehr gering. Die
grofite Variabilitat weisen Kohlenstoff-Kohlenstoftbindungen auf, hier treten auch
haufiger geringfiigige Bindungsverlangerungen im aspharischen Modell auf.

Fiir die Verfeinerung von APA(Q.83 gegen die beschrankten Daten, sind sowohl
hohere Bindungslangendifferenzen als auch eine groflere Schwankungsbreite zu
konstatieren. Der Durchschnitt der Betrage der Bindungslangendifferenzen von
iam0.83 und iam0.83,p, zu mul0.83 liegt bei 0,0018 und 0,0019 A, wobei insgesamt
mehr Bindungen eine Verkiirzung als eine Verlangerung erfahren. Zu beiden spha-
rischen Verfeinerungen treten maximale Differenzen von ungefahr i0,004A auf.
Somit sind die Anderungen viermal so hoch wie bei APA, allerdings ist die Unsi-
cherheit in den Bindungsléangen ebenfalls viermal hoher. Da die Bindungslangen in
den Modellen iam0.83 und iam0.83,}, recht unterschiedlich ausfallen, sind auch
die Differenzen zu mul0.83 verschieden und uneinheitlich. Folgten zuvor bei APA
die Unterschiede zu den beiden spharischen Modellen jeweils dem gleichen Trend,
kann dies nun nicht mehr beobachtet werden.

5.3 Verschiebungsparameter

Die 18 Nichtwasserstoffatome in APA haben niedrige dquivalente isotrope Tempe-
raturfaktoren zwischen 12 und 20 - 1073 AQ, und zwar sowohl in den spharischen
Modellen wie nach der asphérischen Verfeinerung. Dies ist in Abb. 5.3(a) auf
der folgenden Seite durch purpurne und magentafarbene Drei- und Vierecke fiir
iam und iam,},, sowie rote Kreise fiir mul illustriert. Darunter sind jeweils die
Unterschiede von sphéarischem zu aspharischem Modell durch Balken eingezeichnet,
die Differenzen zwischen 0,08 bis 0,15-1073 A? darstellen. Wie der Statistik in
Tab. A.5 auf Seite 322 entnommen werden kann, liegt der Durchschnitt der 18 U,
bei 14,56, 14,55 und 14,44 - 1073 A? in den Modellen iam,p,, iam und mul, der der
Differenzen mul — iam und mul — iam,j, bei —0,11 und —0,12-1073 A2, Ausgehend
von ohnehin niedrigen Verschiebungsparametern, wird im Modell mul nochmal
eine kleine Verbesserung von ca. 1% erzielt.
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Abbildung 5.3: Uy, der Verfeinerung von APA und APAOQ.83, sowie Differenz der U
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serstoffatome.



5.4 DMSDA-Werte

Eine analoge Statistik fiir die Verfeinerung APA0.83 der Daten bis d = 0,83 A
(Tab. A.6 auf Seite 323) ergibt ein etwas hoheres durchschnittliches U, in den
Modellen iam0.83,;, iam0.83 und mul0.83 von 17,13, 16,94 und 15,02 - 10-% A2,
was auch im dazugehérigen Diagramm 5.3(b) deutlich wird. Auch gibt es nun
erkennbare Unterschiede zwischen den beiden sphérischen Verfeinerungen und
dem aspharischen Modell. Die Verbesserung in mul0.83 liegt zwischen —1,2 bis
-2,6-1073 AQ, der Durchschnitt bei etwa 2 - 1073 A2, Somit liegen die Temperatur-
faktoren nach aspharischer Modellierung um ca. 12 % unter denen der sphéarischen
Behandlung und erreichen fast das Niveau der Verfeinerung gegen alle Daten.

Die geringe Anderung in APA, liegt an den bei hoher Auflésung, auch im sphéri-
schen Fall, besonders gut bestimmten Verschiebungsparametern. Die Streubeitrage
zu den Hochwinkeldaten riithren primér von den atomnahen inneren Schalen her,
wodurch die Atomlage, und damit ihre Schwingung, besonders gut bestimmt
ist. Konsequenterweise nehmen, bei Abwesenheit dieser Information, die Uy in
den sphérischen Modellen zu, da nun die Schwingung schlechter von der durch
Bindungseffekte verschmierten Elektronendichte getrennt werden kann.

Bei APA ist die Us-Abnahme an den Kohlenstoffatomen etwas ausgeprégter als
an Stickstoff- oder Sauerstoffatomen, wie eine nach Elementen aufgeschliisselte
Statistik (Tab. A.7 auf Seite 324) zeigt. Im Fall APAQ.83 ergibt die gleiche Be-
trachtung (Tab. A.8 auf Seite 324) die groBten Anderungen fiir Sauerstoffatome,
gefolgt von Kohlenstoff und Stickstoff.

5.4 DMSDA-Werte

In den Modellen von APA liegen die DMSDA-Werte (siehe Absch. 1.1 auf Seite 18)
der 18 Bindungen zwischen Nichtwasserstoffatomen bei 0 — 8 - 1074 A2, sowie
bei jeweils ahnlichen Werten pro betrachteter Bindung und Modell. Dementspre-
chend gering sind die in Abb. 5.4(a) auf der folgenden Seite gezeigten Differenzen
ADMSDA fiir die Vergleiche mul—iam und mul— iam,},. Betrug der Mittelwert der
DMSDA-Betrige 1/n Y | DM SDA,;| aller n = 18 Bindungen in beiden sphérischen
Verfeinerungen noch 3,310~ A2, so wird in mul ein ca. 25% niedrigerer Wert von
2,5 - 107+ A2 erreicht (siche Tab. A.9 auf Seite 325).

Dabei verringert sich der DMSDA-Wert von neun Bindungen, bleibt in sechs
Bindungen unveréndert und verschlechtert sich in drei Féllen (siche auch Tab. A.10
auf Seite 326). Polare CN- und CO-Bindungen erfahren fast durchweg eine Ver-
besserung der DMSDA-Werte bis zu ADMSDA = —4 - 1074 A2, withrend nur bei
CC-Bindungen eine Zunahme auftritt, die im Extremfall ADMSDA = 3 - 10~4 A2
betrigt. Eine Abhéangigkeit der Differenzen von der Hohe der jeweiligen DMSDA-
Betrédge kann nicht festgestellt werden.

In Abb. 5.4(b) ist das Verhalten der Verfeinerungen von APAQ.83 gezeigt, das
besonders durch héhere und volatilere DMSDA-Betrage und -Differenzen gekenn-
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Abbildung 5.4: DMSDA-Betrige und ihre Verénderung der 18 Nichtwasserstoffbindun-

gen von APA und APAQ.83.
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zeichnet ist. Die Modelle bei verringerter Auflosung zeigen drei- bis viermal so
hohe DMSDA-Werte zwischen 0 und 34 -10~* AQ, wobei insbesondere CO- und CN-
Bindungen betroffen sind. Durchschnittlich werden in den drei Modellen iam0.83,
iam0.83,;, und mul0.83, Werte von 9,4, 11,4 und 7,2 - 1074 A? erreicht. Mit der
asphérischen Verfeinerung ist also wiederum eine Verbesserung verbunden, die
Abnahme der Mittelwerte belauft sich auf 23 %, bzw. 37 %. Gerade die polaren
Bindungen mit den hochsten DMSDA-Betragen erfahren auch die hochste Ver-
besserung um bis zu —34 - 1074 A2, Insgesamt 5-10 Bindungen, je nach Modell,
verschlechtern ihre DMSDA-Werte im Modell mul0.83, wobei es sich wieder fast
ausschlieBlich um CC-Bindungen handelt. Auch hier kann kein Zusammenhang
zwischen Betrag im spharischen Modell und Hohe der Differenz zur asphéarischen
Verfeinerung erkannt werden.

5.5 Restdichten

Eine Schliisselstellung in der Begutachtung der Wirkung unterschiedlicher Streu-
faktoren nehmen die Restdichten nach den Verfeinerungen ein. Diese Unterschiede
zwischen Beobachtung und Modell bestimmen mafigeblich den Erfolg der Beschrei-
bung des Experiments.

Die Restdichten wurden wie in Absch. 3.4 auf Seite 44 beschrieben berechnet.
Fiir die voll aufgeloste Struktur APA, wurden in den drei Modellen jeweils ein die
asymmetrische Einheit umfassendes Gitter von 76 x 60 x 46 = 209760 Punkten
erstellt, fiir den beschrankten Datensatz APAQ.83 ein gleich grofies mit 24 x36x21 =
18144 Punkten. Das Volumen der Voxel betragt damit 0,0016 1&3, bzw. 0,0194 A3,

Die auf das Voxelvolumen normierte Gesamtrestelektronendichte > [Ap,es|Vior
von APA ist im aspharischen Modell mul mit 12,57 e ein Viertel bis ein Drittel
niedriger als in den spharischen Modellen iam und iam,}, mit 17,02e, bzw. 18,95e.
Bezieht man die integrierte Restdichte auf das Zellvolumen, um eine mit anderen
Strukturen vergleichbare Grofle zu erzeugen, so erhalt man Werte von 0,0375,
0,0508 und 0,0565 eA=3. Noch niedrigere Werte liegen bei APAQ.83 vor, die Modelle
iam0.83,},, iam0.83 und mul0.83 weisen Restdichten von 10,12, 9,31 und 3,97 e auf,
die pro Volumeneinheit der Zelle 0,0302 0,0278 und 0,0118 eA—3 betragen. Hier
reduziert sich die Restdichte mit der asphéarischen Verfeinerung gegeniiber dem
Modell iam0.83 um 57 %, im Vergleich zu iam0.83,}, sogar um 61 %.

Anhand der Abbildungen 5.5 auf der folgenden Seite und 5.6 auf Seite 125
wird die raumliche Verteilung der Restdichten illustriert, dargestellt sind die
Isooberflachen zu verschiedenen Dichtewerten bis 1,4A um das Molekiil.

Nach den sphérischen Verfeinerungen iam und iam,j, von APA (Abb. 5.5(c) und
(d)), treten deutliche Konzentrationen nicht beschriebener Dichte auf den Bindun-
gen und an den freien Elektronenpaaren der Sauerstoffatome auf. Zudem wird
durch die sphéarische Beschreibung zu viel Dichte neben den Bindungen modelliert,
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(c) Apres(iam) (d) Apres(iam,p)

Abbildung 5.5: Restdichten der Verfeinerungen von APA. Farbcodierte Isooberflachen
flir mehrere Restdichtewerte. Darstellung bis 1,4 A um das Molekiil.

weshalb dort nun negative Restdichten auftreten. Es ist ebenfalls deutlich, dafi das
Modell iam,, ein schlechteres Ergebnis als iam liefert. Im Resultat der aspharischen
Verfeinerung mul (Abb. 5.5(a)) aber sind die Restdichten drastisch verringert. Es
verbleiben nur geringe positive Reste in Nahe der Atome. Der Unterschied zur sphé-
rischen Behandlung iam wird in Abb. 5.5(b) durch die Differenz der Restdichten in
beiden Modellen Ap,..s(iam) — Ap,.s(mul) hervorgehoben. Offensichtlich konzentrie-
ren sich die Anderungen auf die Bindungen und freien Elektronenpaare, wo in mul
weniger Restdichte als in iam zu finden ist. Dort beschreibt das Invariommodell,
im Gegensatz zum sphéarischen Modell, die tatséchlich vorhandene Bindungsdichte,
die damit in mul inkorporiert ist und keinen Anlafl mehr zu Restdichten gibt. Sehr
schon ist auch zu erkennen, dafl die Verlangerung der Wasserstoffabstande in iam,,
weitere Restdichten auf den Bindungsachsen provoziert, welche im Modell iam
durch Positionierung der Wasserstoffatome naher an der Bindungsdichte vermieden
wurde.
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-0,04
I-o,oa e/As

(c) Apres(iam0.83) (d) Apres(iam0.83,)

Abbildung 5.6: Restdichten der Verfeinerungen von APA0.83. Farbcodierte Isooberfla-
chen fiir mehrere Restdichtewerte. Darstellung bis 1,4 A um das Molekiil.

Die nur halb so hohen Restdichten von APAQ.83 spiegeln sich in den geringeren
Isooberflichenwerten der Abb. 5.6 wieder. Auffallig ist die diffusere Verteilung der
Restdichten in allen drei Modellen, dennoch ist auch hier die Restdichteakkumulati-
on auf Bindungen und an Sauerstoffatomen in den spharischen Modellen ersichtlich.
Wie der Vergleich des Modells mul0.83 in Abb. 5.6(a) mit den Darstellungen 5.6(c)
und (d) fiir iam0.83 und iam0.83,}, zeigt, ist mit der asphérischen Modellierung
eine besonders starke Abnahme der Restdichten verbunden.

Die punktweise Differenzbildung der Restdichtegitter der Modelle iam0.83 und
mul0.83 wird durch Abb. 5.6(b) visualisiert. Dabei entsprechen die positiven Isoo-
berflachen der erreichten Verringerung der Restdichten durch den Invariomeinsatz
und verdeutlichen die bessere Beschreibung insbesondere der Bindungen. Die Ober-
flachen zu negativen Werten entsprechen nicht etwa einer Verschlechterung in
mul0.83, sondern sind die gleichen, die in der Darstellung 5.6(c) zu finden sind.
Andernfalls miiiten in Abb. 5.6(a) an diesen Orten Restdichten vorhanden sein.
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Tabelle 5.3: Statistik der Restdichten von APA und APAQ.83.

- z(0,)! Q1Y Q2 @3t IQR* MAD!
d=0,37A n = 209760

mul —241,3/335,9 —0,04(47,22) =312 —14 289 60,1 44,6

jam —258,6/513,4  —0,12(67,72) —42,2 —53 33,5 75,7 56,2

iam,p, —288,3/519,4 —0,22(75,92) —47,2 —82 344 816 60,3
d=0,83A n=18144

mul0.83 —80,6/83,3 —0,01(14,69) —9,0 0,1 93 183 13,5

iam0.83 —144,2/165,1  0,04(33,79) —20,8 2,2 22,9 437 32,2

1am0.83,}, -196,2/192,1 —0,26(38,01) —22,8 0,7 22,5 453 33,4
tMinimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Restdichte;

10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten 1073 e/A3.

Eine statistische, statt graphischer Auswertung der gesamten Restdichte der
asymmetrischen Einheit von APA und APAQ.83 bietet Tab. 5.3. Besonders fiir
APA ist die Abstufung des Verfeinerungserfolgs in der Reihenfolge mul, iam und
iam,p, deutlich. Mit der asphéarischen Verfeinerung wird der geringste Mittel- und
Zentralwert erreicht, auch liegen die Extremwerte unter denen der sphérischen
Modelle. Zudem wird die Verteilung der Restdichten um den Idealwert Null enger,
was sich in einer Abnahme der Standardabweichung, des Interquartilabstandes und
des Medians der absoluten Abweichungen vom Zentralwert duflert. Die sphérischen
Modelle, und hier insbesondere iam,, zeigen hohere Maximal- und Minimalwerte
der Restelektronendichte, ebenso sind die Mittelwerte vier- bis sechsmal weiter
von Null entfernt. Gegeniiber mul sind auch die Streuungsmafle um ein bis zwei
Drittel erhoht, wobei die Verteilung eher in den negativen Bereich verschoben ist,
wie man es an den unsymmetrischen Lagen der 0,25- und 0,75-Quartile ersieht.

Dagegen scheint auf den ersten Blick die Haufigkeitsverteilung der Restdichten in
0,01 eA-3 breiten Intervallen in Abb. 5.7 auf der nichsten Seite zu sprechen, da die
sphéarischen Modelle eine breite Schulter im Bereich positiver Restdichte zeigen. Bei
Beachtung der logarithmischen Teilung der Ordinate aber umfafit dieser Bereich
recht wenige Werte. Durch die Uberlagerung der Histogramme fiir mul und iam,
bzw. iam,},, wird die Restdichtereduktion besonders deutlich. Es treten weniger
hohe Werte auf, der Anteil sehr niedriger Restdichten nahe Null nimmt zu und die
Verteilung von mul nimmt bei Entfernung vom Nullpunkt sehr viel schneller ab als
in den spharischen Verfeinerungen. So liegen in den besonders guten Intervallen
(-0,01; 0] und (0; 0,01] bei mul 18 % aller Restdichtewerte, wiahrend im Fall iam
und iam,p, nur noch 14 % und 13 % erreicht werden. Umgekehrt ist das 99 % aller
Restdichte einschlieBende Intervall bei mul mit (-0,116; 0,149] viel schmaler als in
den anderen Verfeinerungen mit (-0,154; 0,273] und (-0,166; 0,299].
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(a) Restdichten APA, mul vs iam.
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(b) Restdichten APA, mul vs iam,},.

Abbildung 5.7: Histogramm der ApA-Restdichtegitter Y (F, — F;) exp(i¢.) des asphéri-
schen Modells (blau) und der sphérischen Modelle (griin und orange).
Intervalle A(i;i + 0,01], Einheiten eA3.
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(a) Restdichten APA0.83, mul0.83 vs iam0.83.
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(b) Restdichten APAO.83, mul0.83 vs iam0.83,.},.

Abbildung 5.8: Histogramm der APAQ.83-Restdichtegitter > " (F,—F.) exp(i¢.) des asphé-
rischen Modells (blau) und der sphérischen Modelle (griin und orange).
Intervalle A(i; 7 + 0,01], Einheiten eA3.
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Mit der asphéarischen Modellierung von APA0.83 ist eine noch deutlichere Aus-
pragung der genannten Effekte verbunden: Die ohnehin nahe Null liegenden Rest-
dichtemittelwerte der sphérischen Verfeinerungen sinken besonders stark und die
Extremwerte und Streungsmafle erfahren eine Halbierung in mul0.83. Die Statistik
der spharischen Modelle iam0.83 und iam0.83,}, in Tab. 5.3 weist doppelt so gute
Deskriptoren wie die der Verfeinerung mit allen Daten auf, allerdings sind keine so
deutlichen Unterschiede mehr zwischen ihnen ersichtlich.

Das generell niedrigere Restdichteniveau von APA0.83 im Vergleich zu APA wird
auch in den Diagrammen 5.8(a) und (b) deutlich. Anhand dieser Verteilungen,
sowie den unteren und oberen Quartilsgrenzen, ist die zum Nullpunkt symmetrische
Restdichteverteilung in nunmehr allen Modellen ersichtlich. Die eklatante Wirkung
der Invariommodellierung aduflert sich zudem in den Unterschieden der Populierung
der Intervalle (-0,01; 0] und (0; 0,01], in denen in der Summe bei mul0.83 54 % aller
Restdichten liegen, aber nur 25 % und 24 % der unbeschriebenen Elektronendichte
der Modelle iam0.83 und iam0.83,},. Fast die gesamte Restdichte, 99 %, liegt in
der asphérischen Modellierung im Intervall (-0,043; 0,043], bei den sphérischen
Beschreibungen in weiteren Grenzen von (-0,099; 0,085] und (-0,111; 0,123].

5.6 Deformationsdichten

Die unterschiedliche Beschreibung der Elektronendichte in aspharischem und spha-
rischem Modell 1488t sich gut anhand der Deformationselektronendichte darstellen,
welche in Abb. 5.9 auf der folgenden Seite gezeigt wird. Im Multipolmodell findet
eine gerichtete Modellierung statt, um der Abweichung der Valenzelektronendichte
von der Kugelform entlang der Bindungen und an den freien Elektronenpaaren
zu entsprechen. Da die Elektronendichte nur umverteilt wird, sind benachbarte
Raumbereiche geringer als das sphéarische Modell populiert, so daf3 sich positive
und negative Deformationsdichten gegenseitig autheben.

Diese Grofle wurden auf einem Gitter mit 0,11 A weiten Abstéinden berechnet,
womit das Voxelvolumen von 0,0013 A3 dem der Restelektronendichte dhnlich ist.
Die Summation ) |Apges|Vior des normierten Betrags der Deformationsdichte
von APA ergibt 15,12 e, um die das Invariommodell vom spharischen verschieden
ist. Damit werden im Mittel 0,38 e pro Atom verschoben. Das Verhaltnis von
Deformations- und Restdichte betragt somit Apger/Apres = 15,12¢/12,57¢ =
1,203 — es gibt 20 % mehr Deformationsdichte als verbleibende, vom Modell mul
unbeschriebene Dichte. Mit der geringeren Restdichte von APA0.83 betragt dieses
Verhéltnis sogar 15,12¢/3,97 e = 3,810, hier tibersteigt die Deformationsdichte die
Restdichte von mul0.83 um ein Vielfaches.
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Abbildung 5.9: Deformationsdichte APA.

5.7 Abgeleitete Eigenschaften

Stellvertretend fiir etliche aus einer hochwertigen Elektronendichteverteilung ab-
leitbare GroBen, wurde das elektrostatische Potential (ESP) von APA aus der
Multipolelektronendichte mul bestimmt. Zur Abschatzung der Qualitat dieses
ESPs, wurde es ebenfalls aus mehreren ab initio und semiempirischen Rechnungen
bestimmt. Fiir die kleine Struktur APA sind diese auch auf hohem theoretischen
Niveau zuganglich, was fiir Makromolekiile nur sehr eingeschrankt zutrifft. Die
Unterschiede im Potential und der Elektronendichteverteilung werden quantitativ
ausgewertet, wodurch die Resultate aus mul eingeordnet werden konnen. Unter
der Annahme der Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die makromolekularen
Strukturen, ergibt sich eine indirekte Beurteilung der Giite des dort aus dem Inva-
riommodell abgeleiteten Potentials. Des weiteren erfolgte die Berechnung durch
Losung der Poisson-Boltzmann-Gleichung fiir die Ladungsverteilung aus amber03-
Partialladungen. Auch fiir Makromolekiile sind solche Punktladungs-ESPs schnell
erhaltlich, hier konnen sie hoherwertigen Rechnungen gegeniibergestellt werden.
Abb. 5.10 auf der nachsten Seite zeigt das aus mul bestimmte elektrostatische
Potential, als Farbcode in Einheiten von e/a,, auf der Isooberflache der ebenfalls aus
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- —
0.000 0.180

Abbildung 5.10: Elektrostatisches Potential in e/a; von APA im Multipolmodell mul auf
0,001 e/a3-Oberfliiche, voller Wertebereich (links) und beschriinkt auf
+0,18e/a, (rechts).

mul bestimmten Elektronendichte bei einem Wert von 0,001 e/a3. Diese entspricht
ungefahr dem van-der-Waals-Volumen des Molekiils. Auf der linken Seite der
Abbildung umfafit die Kolorierung den vollstandigen ESP-Wertebereich von -0,144
bis 0,196 e/a,. Rechterhand ist die Farbcodierung auf +0,180 ¢/a, festgelegt, um
den visuellen Vergleich mit nachfolgenden Abbildungen zu erleichtern. Das der
Erwartung entsprechende Ergebnis zeigt einen stark elektropositiven Bereich um
die N-terminale Ammoniumgruppe, die stark elektronegative Carboxylatgruppe
des C-Terminus und weitestgehend elektroneutrale Regionen an den aliphatischen
Strukturteilen.

Die zur Darstellung und weiteren Auswertung benutzten Elektronendichte- und
ESP-Gitter wurden mit einer recht groben Auflésung von 0,3 A, entsprechend einem
Voxelvolumen von 0,027 Ag’, erstellt, um den Auswertungen der Makromolekiile
vergleichbare Randbedingungen sicherzustellen.

5.7.1 Vergleich ab initio-ESP mit Invariom-ESP

Fiir vier theoretische Naherungen wurden, wie im vorherigen Fall mul, kubische
Elektronendichte- und ESP-Gitter berechnet, mit jeweils gleichem Mittelpunkt
(x0, Yo, 20 = 3,87,3,18,17,51 im kartesischen Koordinatensystem) und jeweils glei-
cher Anzahl von 51 Gitterpunkten in allen drei Raumrichtungen, bei identischen
Abstanden von 0,3 A. Damit wird ein Wiirfel von 15 A Seitenlédnge erzeugt, bei dem
fiir alle Dichten und Potentiale die Koordinaten jedes Gitterpunktes iibereinstim-
men. Somit konnen die p- und ¢-Gitter der verschiedenen Rechnungen voneinander
subtrahiert werden, wodurch jeweils ein neues Gitter mit den quantitativen Unter-
schieden in der dreidimensionalen Verteilung der beiden Eigenschaften zwischen
den Methoden erzeugt wird.
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Abbildung 5.11: Elektrostatisches Potential in e/a; von APA aus verschiedenen ab initio-
Methoden auf 0,001 e/a3-Oberfliche, voller Wertebereich (links) und
beschrankt auf +0,18e/a,, (rechts).

Die elektrostatischen Potentiale aus ab initio-Naherungen sind in den Abb. 5.11(a)
bis (d) in der gleichen Weise wie in Abb. 5.10 aufgetragen. Sie wurden aus g03-
Rechnungen mit zwei Methoden (HF und B3LYP) und drei Basissitzen (STO-3G,
3-21G und 6-311++G(3df,3pd)) erzeugt. Mit der um der Vergleichbarkeit willen
gewahlten Gitterauflosung entfallen sicherlich einige Unterschiede zwischen den
Rechnungen. Dennoch zeigt sich mit steigender Giite der theoretischen Naherung
ein eindeutiger Trend des ESPs: Von 5.11(a) zu 5.11(d) wird dieses immer schwé-
cher, was zum einen an den abnehmenden Extremwerten linkerhand und zum
anderen an der weniger intensiven Farbgebung in den auf +£0,18 e/a,, beschrinkten
[Mlustrationen erkennbar wird.

Eine Aussage zur Ahnlichkeit mit dem Ergebnis in Abb. 5.10 auf der vorherigen
Seite fallt noch schwer, wiewohl bereits jetzt klar ist, dal es sich mehr von den
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(d) ¢(B3LYP/6-311++G(3df,3pd))

Abbildung 5.11: Elektrostatisches Potential in e/a, von APA aus verschiedenen ab initio-
Methoden auf 0,001 e/a3-Oberfliche, voller Wertebereich (links) und
beschriankt auf +0,18 e/a,, (rechts).

Varianten HF/STO-3G und HF/3-21G unterscheidet als von den héherwertigen
Rechnungen B3LYP/3-21G und B3LYP/6-3114++G(3df,3pd). Deshalb wurden
Differenzgitter der Elektronendichte Ap und des elektrostatischen Potentials A¢
aus den vier ab initio-Rechnungen und dem Invariommodell mul gebildet. Zur
Auswertung werden sie in Abb. 5.12 auf der nichsten Seite visualisiert, in Tab. 5.4
auf Seite 137 statistisch ausgewertet, sowie in den Histogrammen 5.13(a) bis (d)
auf Seite 138 weiter untersucht.

Die Darstellung der Differenzen als Isooberflachen ermoglicht durchaus, das
Ausmafl an Abweichung abzuschétzen, allerdings eingeschrinkt durch die Auswahl
und Anzahl dargestellter Oberflichen. Zusétzlich gibt sie aber einen Eindruck
vom Ort der Abweichungen, ob z. B. Unterschiede bevorzugt an einem bestimmten
Element auftreten oder ob eher Bindungen, denn kernnahe Bereiche betroffen sind.
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(a) Ap(HF/STO-3G — mul) (b) A¢p(HF/STO-3G — mul)

(c) Ap(HF/3-21G — mul) (d) A¢p(HF/3-21G — mul)

(e) Ap(B3LYP/3-21G — mul) (f) Ap(B3LYP/3-21G — mul)

Abbildung 5.12: (a)-(h) Isooberflichen der Differenzen verschiedener Theorie-mul-
Kombinationen bei Ap = £0,01e/ad und Agp = +0,05¢/a, (positiv:
griin, negativ: rot). (i)-(j) Weitere Isooberflichen fiir ESP-Differenzen
aus B3LYP/3-21G-mul (gelb) und B3LYP/6-311++G(3df,3pd)-mul
(blau) bei —0,025e/a, und —0,1¢/a,.
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(g) Ap(B3LYP/6-311++G(3df,3pd) — mul) (h) A¢(B3LYP/6-311++G(3df,3pd) — mul)

(i) Ap(B3LYP/6-311++GC(3df,3pd) - mul), (j) Ad(B3LYP/6-311++G(3df,3pd) - mul),
A¢(B3LYP/3-21G — mul) A¢(B3LYP/3-21G — mul)

Abbildung 5.12: (a)-(h) Isooberflichen der Differenzen verschiedener Theorie-mul-
Kombinationen bei Ap = £0,01e/ad und A¢p = +0,05¢/a, (positiv:
griin, negativ: rot). (i)-(j) Weitere Isooberflachen fiir ESP-Differenzen
aus B3LYP/3-21G — mul (gelb) und B3LYP/6-311++G(3df,3pd) — mul
(blau) bei —0,025¢/a, und —0,1¢/a,.

Wie man an den kleinen Isooberflichenwerten erkennt, sind die Unterschiede in
der Verteilung der Elektronendichte gering. An den Kernorten und teilweise entlang
der Bindungen zeigen die roten Oberflichen bei —0,01 /a3 eine geringfiigig hohere
Ladungsdichte im Modell mul an. Umgekehrt weisen die griinen Oberflachen bei
+0,01 e/a3 Orte aus, an denen in den ab initio-Modellen mehr Dichte zu finden ist.
Dies trifft insbesondere auf die Umgebung der Sauerstoffatome zu. Am geringsten
erscheinen die Unterschiede, zumindest auf dieser Isooberflache, zwischen mul und
B3LYP/6-311++G(3df,3pd).

Die Beurteilung der A¢-Darstellungen ist insofern komplizierter, als die vonein-
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ander subtrahierten Gitter bereits positive und negative Werte aufweisen kénnen,
womit vier Arten von Differenzen (4 “— 4=+ +“— —“= +% —“— +“=,—°¢
,— —,—“=,E) auftreten kénnten. Ob der Ahnlichkeit der ESPs in Abb. 5.10 und
5.11 aber kann ein gleiches Vorzeichen der Werte an verschiedenen Orten ange-
nommen werden, was zudem anhand der Isooberflichen der urspriinglichen Gitter
iiberpriift wurde.

Somit zeigen alle ab initio-Rechnungen entlang fast des gesamten Atomgeriists,
insbesondere aber im aliphatischen und N-terminalen Bereich, ein héheres positives
elektrostatisches Potential (griine +0,05¢/a, Oberfliche). An der der Carboxylat-
funktion benachbarten Methylgruppe liegt in mul ein etwas hoheres elektropositives
Potential (rote —0,05¢/a, Oberfliche) vor. Um die Carboxylatfunktion und an
einem Carbonylsauerstoff wiederum, zeigt mul ein geringeres elektronegatives Po-
tential als die meisten ab initio-Modelle (ebenfalls rote —0,05 e/a, Oberflachen). Mit
der Einschrankung, daff hier nur zwei Isooberflichen bei £0,05 e/a, betrachtet wur-
den, erscheint die beste Ubereinstimmung wieder mit B3LYP /6-311++G(3df,3pd)
zu bestehen, gefolgt von B3LYP/3-21G.

Dies relativiert sich mit Betrachtung der Abb. 5.12(i) und (j), in denen fiir die bei-
den letztgenannten Differenzen jeweils zwei weitere Isooberflachen bei —0,025¢/a,
und —0,1e/a, gegeniibergestellt werden. Je nach betrachteter Molekiilregion, kann
auch der Unterschied in B3LYP/3-21G geringer ausfallen, was beim hochsten
Isooberflichenwert —0,1 ¢/a, besonders deutlich wird, da hier nur noch Differenzen
zur Rechnung B3LYP/6-3114++G(3df,3pd) sichtbar sind. Somit wire das ESP aus
B3LYP/3-21G, dem aus mul am &hnlichsten.

Abschliefend soll die Ubereinstimmung von Theorie- und Multipolergebnissen
anhand der Ap- und A¢-Statistiken iiber die gesamten Differenzgitter in Tab. 5.4
und den Histogrammen in Abb. 5.13 auf Seite 138 beurteilt werden.

Die Ap-Statistik zeigt fiir die Extrema aller Verteilungen aus der Subtraktion
des Modells mul von den ab initio-Ergebnissen, sehr hohe negative (ca. —106¢/ag)
und kleine positive (0,03-0,14 ¢/a3) Werte. Allerdings liegen die Mittelwerte bei
—0,00254 e/a3, die Mediane unter 1075 e/a3 und der Interquartilabstand ebenfalls.
Die extremen negativen Ausreifler rithren von einer einstelligen Zahl von fehlerhaft
berechneten Werten des XD-Gitters in unmittelbarer Ndhe der Atompositionen her
und sind fiir das Gesamtgitter irrelevant. Daraus folgt, dal die Elektronendichte
aus mul den ab initio-Rechnungen bei der aktuellen Gitterfeinheit dquivalent ist.

Unterstiitzt wird dieser Befund durch die Histogramme 5. 13( ) bis (d), die auf
der Abszisse die Differenzen in Intervallen von (;i+40,1] (e/ad fiir Ap, e/a, fir A¢)
angeben und auf der Ordinate die prozentualen relativen Hauﬁgkelten der Werte
logarithmisch darstellen. Fast alle Ap-Werte liegen nahe Null, beispielsweise betragt
fiir das Gitter Ap(HF /STO-3G — mul) die relative Haufigkeit von Werten im Bereich
(—0,1;0,0] e/a3 97,07 %. Daf} heifit, von 132651 Gitterpunkten haben 128758 einen
Wert in diesem Intervall. Im nachfolgenden Intervall (0,0;0,1] befinden sich 3771
oder 2.84 % der Werte, nur die restlichen 122 Differenzgitterpunkte verteilen sich
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Tabelle 5.4: Statistik der Differenzgitter aus ab initio-Rechnungen und dem Modell mul.

Apmin  Apmaet  A-103T Q1-10% Q2-10% Q3103 IQR-10%
(a) HF /STO-3G — mul

Ap —106,60 0,14 —2,54 0,00 0,00 0,00 0,00
A¢ —525,40 0,72 —24,63 —4,90 2,60 7,80 12,70
(b) HF/3-21G — mul
Ap —106,07 0,03 —2,54 —0,00 0,00 0,00 0,00
A¢ —525,34 0,72 —22,50 —5,29 2,56 8,96 14,24
(c) B3LYP/3-21G — mul
Ap —105,95 0,03 —2,54 —0,00 0,00 0,00 0,00
A¢p —525,35 0,66 —23,38 —4,03 1,52 6,50 10,53
(d) B3LYP/6-311++G(3df,3pd) — mul
Ap —105,68 0,04 —254 0,00 0,00 0,00 0,00
A¢ —525,53 0,73 —2227 —4,26 2,02 7,49 11,75

"Minimum, Maximum und Mittelwert der Gitterpunkte; 0,25-Quartil, Median,
0,75-Quartil und Interquartilabstand; p in e/a3, ¢ in e/a,.

iiber weiter von Null entfernte Intervalle.

Anders das Verhalten der Differenzen des elektrostatischen Potentials. Es zeigen
sich wieder sehr hohe negative (ca. —525e/a,) und kleine positive (0,66-0,73¢/a,)
Extremwerte. Die Mittelwerte sind, durch die starken Ausreifler beeinflufit, zehnmal
so hoch wie im Fall der Elektronendichten und liegen nun bei ca. —0,023 ¢/a,.
Aber auch die dafiir unempfindlichen Mediane differieren um 1,5-2,6-1072 e/a,
vom Idealwert Null, bei dem kein Unterschied zwischen ab initio-Ergebnissen
und mul vorlage. Die unteren und oberen Quartile liegen in den vier Verglei-
chen bei ungefahr —5 - 1073 und 8 - 1073 e/a,, die Verteilung ist also leicht ins
Positive verschoben. Im Gegensatz zu Ap sind nun deutliche Unterschiede zwi-
schen den theoretischen Naherungen zu finden. So nimmt der Median der ab
initio-mul-Differenzen von HF /STO-3G, {iber HF/3-21G zu B3LYP/3-21G ab,
um bei B3LYP/6-311++G(3df,3pd) wieder anzusteigen. Ebenso hat der Vergleich
(B3LYP/3-21G — mul) den kleinsten Interquartilabstand mit 0,011 e/a,, was hier
die engste Verteilung um die Differenz Null bedeutet. Die HF-Rechnungen, aber
auch die Rechnung mit B3LYP/6-311++G(3df,3pd) liegen wieder dartiber.

Auch legt das Histogramm 5.13(c) die am wenigsten von Null verschiedene
Verteilung von A¢ nahe. Dies duflert sich unter anderem in der mit 98,92 %
hochsten Haufigkeitsverteilung im Bereich (-0,1; 0,1] e/a,. Alle anderen Differenzen
weisen hier etwas niedrigere Werte auf und somit breitere Verteilungen.

Unter Beachtung aller Befunde wird das elektrostatische Potential aus B3LYP/3-
21G dem aus mul am ahnlichsten befunden.

137



5 Alanyl-Prolyl-Alanin

100+

0.1
0.01
0.001

0.001
0.01
0.1

100 &
i

0.1
0.01
0.001

0.001
0.01
0.1

Abbildung 5.13

138

% F
100 f

% F
100 F

_10 A 0
(a) HF/STO-3G — XD

-10 Ap 0

I ' I I
-530 -100 0
““““““““““““““““““““““ T

| |

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ |
0

| L | |

-10 A 0

(b) HF/3-21G — XD

: Histogramm der Differenzen Ap (rot, in e/aj) und A¢ (blau, in e/a,)
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reich in jeweils kleinerer Darstellung.
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Abbildung 5.13: Histogramm der Differenzen Ap (rot, in e/a3) und A¢ (blau, in e/a,)

zwischen ab initio-Modellen und mul. Intervalle (¢;7 + 0,1]. Gesamtbe-
reich in jeweils kleinerer Darstellung.
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—
-0.288 -0.102 0.084 -0.180 0.000 0.180

$(AMI)

Abbildung 5.14: AM1-ESP (e/a,) auf 0,001 e/a3-Oberfliche, vollstindiger (links) und
auf +£0,18 e/a, beschrénkter (rechts) Wertebereich.

5.7.2 Vergleich semiempirisches ESP mit Invariom-ESP

Im Gegensatz zu den ab initio-Methoden ist es moglich, wenn auch mit mehreren
Monaten langwierig, fiir Makromolekiile eine semiempirische Rechnung durchzu-
fithren und so das elektrostatische Potential zu gewinnen (siehe Absch. 6.7 auf
Seite 183). Zur Beurteilung dieser theoretischen Naherung wurden auch fiir APA
die ESPs aus AM1 und PM3 gewonnen. Hier werden nur die AM1-Ergebnisse dis-
kutiert, PM3 ergibt ganz Ahnliches. Wie sich herausstellen wird, sind die Resultate
stark von den bisherigen Befunden abweichend. Die Rechnungen wurden mit zwei
Versionen des gaussian-Programmpacketes (g03/RevD.01 und g98/RevA.11.3)
durchgefiihrt. Weil die g03-ESPs unmittelbar als unbrauchbar zu erkennen waren,
beschrankt sich die nachfolgende Diskussion auf die g98-Ergebnisse.

Wie Abb. 5.14 entnommen werden kann, ist zumindest die Verteilung des
ESPs auf der 0,001 e/a3-Oberfléiche in Ubereinstimmung mit den Erwartungen
und den bisherigen Befunden. Allerdings sind die Potentialwerte ins Negative
verschoben, sie reichen von —0,288 bis nur 0,084 ¢/a,, auf dieser Oberfléche. In der
auf +£0,18 ¢/a, beschriankten Darstellung, duflert sich das durch einen wesentlich
grofleren rotgefarbten Bereich und kleineren blauen Bereich als in den vorherigen
[ustrationen.

Abb. 5.15(a) und (b) zeigen die Differenz zu mul in p und ¢. Hier konnte fiir Ap
der gleiche Isooberflichenwert von 40,01 e/aj wie in Abb. 5.12 auf Seite 134 gewihlt
werden, fiir A¢ aber mufite ein doppelt so hoher Wert von +0,1¢/a, angesetzt
werden, um die Darstellung iibersichtlich zu halten. Daran erkennt man bereits,
daB die Unterschiede der Elektronendichte, in Ubereinstimmung mit den ab initio-
Methoden, gering sind, sie entsprichen ungeféhr den Resultaten aus HF /STO-3G.
Das elektrostatische Potential aber zeigt gravierendere Abweichungen.
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(a) Ap(AM1 — mul) (b) Ap(AM1 — mul)

Abbildung 5.15: Isooberfliichen der Differenz AM1 — mul bei £0,01pe/aj und £0,1¢¢/a,
(positiv: griin, negativ: rot).
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Abbildung 5.16: Histogramm der Differenzen Ap (rot, in e/a3) und A¢ (blau, in e/a,)
zwischen AM1-Ergebnissen und mul. Intervalle (i;i 4 0,1]. Gesamtbe-
reich in jeweils kleinerer Darstellung.

141



5 Alanyl-Prolyl-Alanin

Tabelle 5.5: Statistik der Differenz AM1 — mul.

Amint  Apmee’  A-103 Q1-10% Q2-10% Q3-10% [QR- 10%

AM1 — mul
Ap —109,36 0,13 —2,55 —0,00 0,00 0,00 0,00
A¢p —525,50 0,33 —72,77 —51,04 —-37,15 —28,35 22,69

tMinimum, Maximum und Mittelwert der Gitterpunkte; 10,25-Quartil, Median,
0,75-Quartil und Interquartilabstand; p in e/a3, ¢ in e/a,.

Dies wird durch eine Tab. 5.4 analoge Statistik in Tab. 5.5 unterstiitzt. Die
Unterschiede in der Elektronendichte aus AM1 und mul sind sehr gering, die des
ESPs aber sehr ausgepragt. Der Mittelwert, der Median und der Interquartilabstand
sind deutlich von Null verschieden und hoher als in den ab initio-Fallen. In den
negativen 0,25- und 0,75-Quartilen spiegelt sich die bereits erwahnte Verschiebung
zu elektronegativerem Potential wieder.

Das Histogramm tiber Ap in Abb. 5.16 auf der vorherigen Seite zeigt nach wie
vor eine enge Verteilung um den Nullpunkt, wie die mit 99,84 % hohe relative
Haufigkeit von Werten im Intervall (—0,1;0,0]e/ad belegt. Sogar im zehnmal
engeren Intervall (—0,01; 0] befinden sich noch 97,36 % aller Differenzgitterpunkte.
Im Fall der Haufigkeitverteilung von A¢ liegen in (—0,1;0,0] ¢/a, nur 95.98 % der
Werte, alle Differenzen zu ab initio-Potentialen zeigten hohere Werte.

Es wurde versucht, das ESP durch Skalierung auf die Werte aus B3LYP/3-21G
zu verbessern. Dazu wurden mehrere Regressionsanalysen, sowohl iiber alle ¢-
Werte beider Gitter als auch nur iiber eine Auswahl an Punkten, durchgefiihrt. Aus
der Anpassung der ab initio- und AM1-Potentialwerte, welche auf der 0,001 e/a3-
Oberfldche liegen, resultierte mit 0,0731(13) + 1,0334(150) - ¢ ans1 ¢ die Funktion,
mit der die Transformation der AM1-ESP-Werte ein annehmbares Ergebnis lieferte.
Natiirlich nur auf der betrachteten Isooberfliche, in anderen Raumbereichen liegt
die Differenz zu mul nach wie vor viel hoher. Eine Darstellung des skalierten ESPs
und der Differenz-ESPs ist in Abb. A.1 auf Seite 327 im Anhang gegeben. Zudem
sind diese und andere hier bestimmte Skalierungsfunktionen, nicht auf das analoge
Problem des Makromolekiils iibertragbar.

Ob der Probleme mit dem AM1-ESP aus gaussian, wurde die Berechnung in
mopac wiederholt. Es wird programmbedingt kein kubisches Gitter wie in gaussian
oder XD berechnet, sondern das Potential nur an Koordinaten relativ zur van-der-
Waals-Oberflache ausgegeben. Deshalb wurde die Statistik tiber die Differenzen
der ESPs aus den bisherigen und der neuen theoretischen Naherung zu mul an
ebendiesen Punkten wiederholt und in Tab. 5.6 zusammengefaflt. Zusatzlich erfolgt
die Darstellung des elektrostatischen Potentials in Abb. 5.17 auf der nachsten Seite
durch einen Farbcode auf diese Koordinaten symbolisierenden Kugeln, statt einer
Isooberflache.

142



5.7 Abgeleitete Eigenschaften

Tabelle 5.6: Statistik der ESP-Differenz theoretischer Ndherungen und mul an 2926
Punkten nahe der vdW-Oberflache.

Amint Apae’ A-103T Q1-10%F Q2-10%F Q3-10% IQR-10%
AM1 — mul

A —0,18 -0,01 —-67,88 —86,22 —69,52 —42,64 43,59
MOPAC/AM1 — mul

A —0,11 0,07 —-0,45 —17,79 2,22 17,58 35,36

HF/STO-3G — mul
Ao —0,08 0,12 3,00 —18,92 8,69 19,85 38,77
HF/3-21G — mul

Ao —0,09 0,14 3,49 —19,30 6,12 23,68 42,97
B3LYP/3-21G — mul

A —0,06 0,12 2,50 —15,11 1,43 18,02 33,13

B3LYP/6-311++G(3df,3pd) — mul
Ao —0,04 0,12 579 —13,48 4,03 22,10 35,57

"Minimum, Maximum und Mittelwert der Gitterpunkte; ¥0,25-Quartil, Median,
0,75-Quartil und Interquartilabstand; ¢ in e/a,.

— -_— —
0.199 -0.180 o 29 0.000
8 0390 L

$(MOPAC/AM]1)

Abbildung 5.17: Elektrostatisches Potential (e/a;) aus MOPAC/AMI1 an 283 Punk-

ten nahe der van-der-Waals-Oberfliache, vollstdndiger (links) und
auf +£0,18 e/a, beschrankter (rechts) Wertebereich. Orientierungshilfe:
0,001 e/a3-Oberfliche aus G03/B3LYP/3-21G.
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Offensichtlich ist die Statistik des Differenzpotentials an 2926 Koordinaten
konsistent zu den bereits durchgefithrten Analysen der Gesamtdifferenzgitter:
A¢(B3LYP/3-21G — mul) weist, mit dem am néchsten bei Null liegenden Median
und kleinsten Interquartilabstand bei geringen Minimal- und Maximalwerten,
die besten Werte auf. Wahrend die Resultate der bisherigen AM1-Rechnung die
erkennbar schlechtesten sind, zeigen sich nur geringe Unterschiede zwischen mul und
der mopac-AM1-Rechnung, was durch die zweitkleinsten Mittel- und Streuungswerte
belegt wird. Ebenso sind die Absolutwerte dieses ESPs, wie Abb. 5.17 auf der
vorherigen Seite zeigt, durchaus denen aus ab inito-Rechnungen, und damit dem
aus mul, vergleichbar. Die bisherigen Probleme sind also auf einen Fehler in
gaussian/cubegen zuriickzufiihren.

SchluBifolgernd ist das elektrostatische Potential von APA im Modell mul dem
aus ab initio- und semiempirischen Rechnungen als ahnlich zu bezeichnen, die
Abweichungen liegen in der Gréenordnung von 0,01 e/a,.

5.7.3 Punktladungs-ESP

Abb. 5.18 auf der néchsten Seite ermdoglicht einen Vergleich des aus mul bestimmten
ESPS ¢ mit dem aus Punktladungen berechneten ¢pc (siehe Absch. 3.4 auf
Seite 47). Die Auftragung erfolgte zum einen auf der 0,001 e/a3-Isooberfliche von
mul und zum anderen der van-der-Waals-Oberflache (siche Absch. 3.4 auf Seite 46).
Letztere benotigt, wie das Punktladungs-ESP selbst, keine Informationen aus dem
Modell mul. Die Einheiten wurden in kT /e gewdhlt, der Umrechnungsfaktor ist
le/ay, = 1059,59 kT /e. Somit sind die Abbildungen zu £191kT /e den bisherigen
Darstellungen zu +0,18 e/a,, dquivalent.

Zumindest auf der 0,001 e/a3-Oberfliche sind die Potentiale sehr ahnlich, so
der optische Eindruck aus dem Vergleich von Abb. 5.18(a), einer Wiederholung
von Abb. 5.10, und dem Punktladungsanalogon in Illustration 5.18(b). Auch
der volle Umfang der Werte von ¢pc in Abb. 5.18(e) ist mit —159-197kT /e
(—0,150-0,184 ¢/a,) in einem nur etwas elektronegativeren Bereich als ¢, mit
—0,144-0,196 e/a,. In dieser Beziehung dhnelt es den ab initio-Potentialen, zeigt
allerdings nicht ganz so hohe negative Werte wie diese.

Auf der zumeist naher an den Atomen liegenden van-der-Waals-Oberflache A, 4,
sind die Differenzen ausgeprigter, wie die Gegeniiberstellung von Abb. 5.18(c)
und (d) verdeutlicht. Hier verstarkt sich beim Punktladungs-ESP der Trend des
im Verhéltnis zu mul elektronegativeren Potentials. Das wird durch Abb. 5.18(f)
hervorgehoben, hier umfassen die Werte des ESPs einen Bereich von insgesamt
—209-207KT /e (—0,197-0,195¢/ay).

Wiewohl nur Extrem- und Farbwerte untersucht wurden, und unter Beachtung
der Abhangigkeit der Ergebnisse von z. B. der Gitterfeinheit und der gewahlten
Oberflache, scheint ¢ppc den ab initio-Ergebnissen ahnlicher als ¢, zu sein.
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 E—
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Abbildung 5.18: Multipol-ESP (¢p,,) und Punktladungs-ESP (¢pc) auf 0,001 eA3
Isooberflache der Multipolelektronendichte (p,,;) und van-der-Waals-

Oberflache (Ayqw). (a)-(d): Fester Wertebereich +£191kT/e =
+0,18¢e/a,. (e)-(f): Voller Wertebereich.
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6.1 Gutefaktoren

Wie Tab. 6.1 zeigt, unterscheiden sich die drei Modelle weder beziiglich der Reflexe
noch der Parameteranzahl, wohl aber in den R-Werten: Gegeniiber der sphéarischen
Verfeinerung iam sinkt der R-Wert fiir das aspharische Modell mul um 0,12 Prozent-
punkte, gegeniiber dem spharischen Modell mit verlangerten Wasserstoffabstanden
iam,p, um 0,26 Punkte. Somit liegt die relative Verringerung dieses Giitefaktors bei
1,5% bzw. 3,1%. Die Anderungen des R,y und R,, betragen 0,11 und 0,15 beim
Vergleich von iam und mul, in Relation zu iam,}, immerhin 0,25 und 0,44 Prozent-
punkte. Der Goodness of fit schwankt zwischen 1,3 und 1,5. Anhand der mittleren
auf die jeweilige Standardabweichung bezogenen Parameterverschiebungen in der
GroBenordnung von 107 erkennt man die Verfeinerungen als konvergent, wobei
die aspharische Verfeinerung noch etwas hohere Verschiebungen exhibierte.

Bei gleichbleibender Parameterzahl wurden also die Giitefaktoren durch Anwen-
dung der Invariome verbessert. Allerdings sind die Unterschiede recht gering, je
nach verwendetem R-Faktor liegt das Verhaltnis zwischen spharischen und asphari-
schen Werten bei 1,015 bis 1,007. Um eine Aussage zur Signifikanz dieser Anderung
treffen zu konnen, wurden zum einen entsprechende Tests auf die Modellunterschie-
de in den die R-Werte konstituierenden Differenzen zwischen beobachteten und
berechneten Strukturfaktoren durchgefiithrt und zum anderen das R-Wertverhaltnis
nach Hamilton (Hamilton 1965) auf Signifikanz gepriift.

Tabelle 6.1: Giitefaktoren der sphérischen und asphérischen Verfeinerung von P1LYSO.

lam 1am,p, mul

Reflexe Fo2 > 20(F02) 174992 174992 174992
Parameter 5752 5752 5752
Nref/Npar 30,423 30,423 30,423
R(F) 0,0830 0,0844 0,0818
Ruu(F) 0,0859 0,0873 0,0848
Rw(FQ) 0,2236 0,2265 0,2221
GoF,, 1,0402 1,0542 1,0326
Mittl. (Versch. /esd) 3,75-107° 6,24 -107° 2,98-107°
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Als Parameter der Verteilung AF (iam) = | F, jam — Fejam| €rgeben sich ein arith-
metisches Mittel von 1,7130 und ein Zentralwert von 0,7917 bei einer maximalen
Differenz von 757. Die Betrachtung fiir AF(mul) = |Fj, jyu — Femul| ergibt 1,6900
und 0,7866 als Mittel und Median mit einem Extremwert von 747,8. Werden die
Differenzen mit o(F,)~! gewichtet, verringern sich die Unterschiede zwischen F,
und F, sowohl fiir iam als auch mul: Der Mittelwert und Median im spharischen
Fall betragen nun 0,4206 und 0,3110, im Maximum 209,8. Die Abweichungen nach
der aspharischen Verfeinerung liegen bei maximal 208,1, im arithmetischen Mittel
und im Median bei 0,4174 und 0,3081.

Die Unterschiede in den Mittelwerten der beiden Modelle sind gering: Ungefahr
0,04 im ungewichteten und 0,003 im gewichteten Fall. Durch einen gepaarten
t-Test und Wilcoxon-Test (siehe auch Absch. 3.1.2 auf Seite 36) wurden die
Unterschiede der beiden Differenzen AF,, (iam) = |F, jam — Frjam|0 (Fp jam) ~+ und
AF,(mul) = |F, a1 — Femulo(Fyma) ™' untersucht. Mit den Hypothesen Hy :
AF,(iam) = AF,(mul) und H; : AF,(iam) > AF, (mul) erhdlt man im ¢-Test
eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p & 0, ebenso im Wilcoxon-Test. Die
Nullhypothese kann also statistisch signifikant abgelehnt werden, was bedeutet, dafl
die Verringerung der Abweichung zwischen Modell und Messung in der Verfeinerung
mul nicht zufallig ist, sondern trotz des geringen Ausmafes relevant ist. Auch bei
Verwendung der ungewichteten Differenzen, liegen die Irrtumswahrscheinlichkeiten
bei p ~ 0, womit die Veranderungen im aspharischen Fall wieder von einer der
Nullhypothese zugrunde liegenden Zufallsverteilung zu unterscheiden sind.

Im Hamilton-Test wird das R-Wertverhaltnis mit einem den Freiheitsgraden
der Verfeinerung entsprechendem Signifikanzniveau verglichen. Der Austausch
der Streufaktoren wurde als eindimensionales Problem angenommen, der zweite
Freiheitsgrad ist Nyef — Npgr = 169240. Damit wurde der Signifikanzpunkt zu einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% als Rq 1692400005 = 1,0000241 extrapoliert. Da
das gefundene R-Wertverhéltnis weit dariiber liegt, kann die Verbesserung auch
nach Hamilton als signifikant betrachtet werden.

Effekt des Beschneidens der Daten

Die in der Verfeinerung verwendeten Intensitaten stammen, wie eingangs gezeigt,
aus einer ausgesprochen guten und sorgfaltigen Messung und ebensolchen Datenin-
tegration und Verfeinerung. Dennoch konnten bisher nur geringe Verbesserungen
durch das aspharische Modell erzielt werden, ganz im Gegensatz zu kleinen Mole-
kiilen (siche Absch. 5 auf Seite 115). Um zu testen, ob giinstigere Resultate bei
kiinstlich erhohter Datenqualitat erreichbar sind, konnen die am starksten abwei-
chenden Beobachtungen von der Verfeinerung ausgeschlossen werden. Natiirlich
ist das eine sehr grobe Methode der ,Datenverbesserung, denn die Unterschiede
zwischen beobachteten und berechneten Strukturfaktoren sind zum einen Teil auf
Meffehler und zum anderen Teil auf Modellungenauigkeiten zuriickzufithren. Wah-

148



6.1 Giitefaktoren

Tabelle 6.2: Giitefaktoren der sphéarischen und asphérischen Verfeinerung von P1LYSO
gegen beschnittene Daten.

R

lam iam,p, mul
Reflexe F2 > 20(F2) 170868 170868 170868
Parameter 5752 5752 5752
Nref/NpaT 29,706 29,706 29,706
R(F) 0,0760 0,0774 0,0750
Rau(F) 0,0763 0,0778 0,0754
R, (F?) 0,1959 0,1993 0,1959
GoF,, 0,9112 0,9278 0,9112
Mittl.(Versch. /esd) 6,40 - 1077 8,65 1077 2,05 - 1075

rend man sich bei einer Kleinmolekiilstruktur mit einer gewissen Berechtigung auf
den Standtpunkt stellen kann, daf§ das Strukturmodell richtig ist und die Diskre-
panzen auf experimentelle Fehler zurtickzufiihren sind, ist bei einer Proteinstruktur
das Strukturmodell kaum als vollstandig und ideal anzunehmen.

Dazu wurden alle F? aus dem Datensatz entfernt, die in der sphérischen Ver-
feinerung einen Quotienten F?/F? > 2 oder < 1/2 erreichen bzw. {iber- oder
unterschreiten. Zur Verdeutlichung dient Abb. 6.1 auf der néchsten Seite, welche
den Quotienten in Abhangigkeit von der Auflosung eines jeden Reflexes zeigt. Es
handelt sich um eine doppellogarithmische Auftragung, um den umfangreichen
Wertebereich in gut erkennbarer Weise abzubilden. Die fast 190000 Datenpunkte
iiberschneiden sich natiirlich trotzdem in der Abbildung. Die starksten Abwei-
chungen vom Idealwert 1 treten bei besonders geringer und hoher Auflésung in
Erscheinung. Mit dem Beschneiden mindert sich die Reflexzahl um 10602 Beob-
achtungen oder 5,7 %, von 187165 auf 176563 Reflexe. Der Anteil starker Reflexe

> 20(F?) steigt von 93,5 % auf nunmehr 96,8 %, auch das mittlere I /o-Verhiltnis
wird geringfiigig erhoht. Andererseits nimmt die Vollstandigkeit auf 92 % ab.

Sowohl die Giitefaktoren des spharischen als auch des asphéarischen Modells
verringern sich in dieser Verfeinerung, wie ein Vergleich von Tab. 6.2 mit der
vorherigen Auflistung Tab. 6.1 auf Seite 147 zeigt. Dabei verbessern sich die Modelle
iam und iam,p, mit 0,7 Prozentpunkten sogar starker als das Multipolmodell mul,
das eine R-Wertdifferenz von 0,68 Punkten aufweist. Auf diese Weise kann der
Effekt der Invariomverfeinerung also nicht naher an die, durch die Verfeinerung
kleiner Molekiile begriindete, Erwartungshaltung gefiihrt werden. Dies betrifft
dariiberhinaus auch strukturelle Parameter wie z.B. die Temperaturfaktoren,
welche analog den R-Werten sinken, allerdings wieder etwas starker im sphéarischen
Modell.
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Abbildung 6.1: Quotient beobachteter und berechneter Intensititen von P1LYSO und
ihre Auflosungsabhéangigkeit im Modell iam.

6.2 Geometrie

Zunachst soll die Geometrieanderung anhand der quadratisch gemittelten Ab-
weichung (RMSD) der Atompositionen der Verfeinerung mul zu den sphérischen
Modellen untersucht werden. Diese betragt fiir die Gesamtstruktur inklusive Was-
serstoffatomen lediglich 0,095A in Relation zu iam und 0.003 A zu iam,p,. Die
geringen Werte sind kaum verwunderlich, sind doch viele Koordinaten fixiert. An
den verfeinerten Nichtwasserstoffpositionen werden maximale Abweichungen im
Modell mul von 0 027A zum Modell iam und 0, 033 A zu iam,p, gefunden. Im glei-
chen Rahmen unterscheiden sich die Koordinaten der Wasserstoffatome zwischen
mul und iam,},. Mit den kurzen Wassertoffabstanden in iam, ergeben sich Diskre-
panzen bis zu 0,163 A. In diese Werte gehen sowohl Bindungslangenveranderungen
als auch eventuelle Winkelunterschiede ein.

In den Abbildungen Abb. 6.2 auf Seite 152 und Abb. 6.3 auf Seite 153 sind die
Strukturunterschiede graphisch dargestellt: Einem jeden Atom ist hierbei die Posi-
tionsanderung als Farbcode zugeordnet. Die hervorgehobenen Strukturabschnitte
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(dick gezeichnet) entsprechen den tatséchlich verfeinerten Atomen. Die von der
Verfeinerung ausgeschlossenen Bereiche sind nur diinn gezeichnet und tragen na-
turgeméB den blauen Farbeode fiir null Anderung. Die Ausnahme sind dabei die
Wasserstoffatome beim Vergleich von mul mit iam, da im asphéarischen Modell
alle X-H-Abstande auf theoretische Werte gesetzt wurden. Um die Unterschiede
zwischen den Strukturen deutlicher werden zu lassen, ist in beiden Darstellungen
bereits ab einem RMSD-Wert von 0,0SA der die maximale Abweichung kennzeich-
nende Farbcode rot zugeordnet, wodurch der obengenannte Verschiebungsrahmen
fiir Schweratome differenziert dargestellt werden kann. Liegen, wie im Fall der
Wassertoffatompositionen in der Verfeinerung iam, groflere Verschiebungen vor,
tragen diese dennoch den gleichen Farbcode.

Somit ist das hervorstechendste Merkmal der llustration 6.2 die Farbung der
Wasserstoffatome, im Modell iam sind deren Koordinaten besonders verschieden
zum Modell mul. Aber auch etliche der Nicht-H-Atome weisen Unterschiede in der
Groflenordnung 0,01—0,02}1 auf, und zwar um so starker, je randstandiger diese
Atome liegen. Die weniger volatilen Koordinaten des Molekiilzentrums weisen kaum
eine Lageverschiebung auf. Dies wird in der Darstellung 6.3 fiir die Unterschiede
der Modelle mul und iam,}, noch deutlicher. Weil hier in beiden Verfeinerungen
die gleichen Wasserstoffatomabstande verwendet wurden, sind nur wenige Bereiche
als voneinander abweichend zu erkennen. Auch hier gilt, daf§ aulenliegende Atome,
eher als innenliegende, hohere Verschiebungen zeigen.

Die geringen Geometrieveranderungen miissen nicht zwingend auf die unterschied-
lichen Streumodelle zuriickgefithrt werden, da hauptsachlich die beweglicheren
und schlechter bestimmten Randbereiche von P1LYSO betroffen sind und die Ko-
ordinatenunsicherheit von gleicher Groflenordnung ist. Es wurde aber nochmal
klar vor Augen gefiihrt, dafl die realitdatsnaheren Wasserstoffbindungslangen im
Multipolmodell deutlich von einer iiblichen sphéarischen Verfeinerung verschieden
sind. Erreicht man dies mit einem sphéarischen Streumodell wie in iam,, tut man
dies um den Preis verschlechterter Giitefaktoren.

Um eine Aussage iiber die Richtung und physikalische Bedeutung der Koor-
dinatenunterschiede zu erhalten, bietet es sich an, die Unterschiede in den Bin-
dungslangen naher zu betrachten. In ,Nachster Nachbar Naherung® hat P1LYSO
54 verschiedene Bindungstypen (siehe Tab. B.1 auf Seite 339), wihrend die in der
Proteinkristallographie verwendeten Engh&Huber-Abstandsrestraints nur 46 Bin-
dungen unterscheiden. Von den insgesamt 1378 Bindungen wurden 723 verfeinert,
enthielten also wenigstens ein nicht fixiertes Atom.

Die Untersuchung beschrankt sich auf die allen Aminosauren, exklusive Prolin
und Glycin, gemeinsamen Peptidbindungen C-O, C-N, C,—C und C,—N der
Hauptkette. Unter Beachtung der ,Néchsten Nachbarn“ sind diese als Clonc]-O]c],
Clonc]-Nlcch], C[nech]-Clonc] und Clnech]-N[cch] zu bezeichnen. Insgesamt gibt
es 607 solcher Bindungen, von denen 379 zur Verfeinerung freigegeben waren und
zugleich nur Atome der Hauptpopulation miteinander verkntipfen.
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Abbildung 6.2: Quadratisch gemittelter Strukturunterschied zwischen den Modellen mul und iam von P1LYSO.

Verfeinerte Koordinaten hervorgehoben.
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Tabelle 6.3: Verfeinerte Peptidbindungslangen der p1LYso-Hauptpopulation.

dE&H* dmin/ma;rJr CZ(O'0l>Jr Qli QQi Qgi [QRI MADI

C-O (n = 100)
mul 1,195/1,262 1,229(09) 1,225 1,230 1,233 0,009 0,006
iam 1,231(20) 1,200/1,277 1,233(10) 1,229 1,233 1,237 0,008 0,006
iam,p, 1,200/1,274 1,233(10) 1,228 1,233 1,238 0,009 0,007
C-N (n = 107)
mul 1,252/1,380 1,337(16) 1,333 1,338 1,344 0,011 0,008
iam 1,329(14) 1,251/1,378 1,337(17) 1,333 1,338 1,344 0,012 0,009
iam,.p, 1,252/1,378 1,337(17) 1,332 1,339 1,345 0,013 0,009
C,—C (n=90)
mul 1,508/1,616 1,533(16) 1,525 1,529 1,539 0,014 0,010
iam 1,525(21) 1,501/1,608 1,531(16) 1,523 1,529 1,537 0,014 0,010
iamp, 1,498/1,607 1,530(16) 1,523 1,529 1,537 0,014 0,009
Co—N (n =82)
mul 1,370/1,496 1,451(13) 1,448 1,452 1,456 0,008 0,006
iam 1,458(19) 1,385/1,494 1,452(12) 1,450 1,453 1,457 0,007 0,006

iam,, 1,386/1,492 1,453(12) 1,450 1454 1458 0,008 0,006

*Engh&Huber-Bindungslingen mit Standardabweichung; TMinimum, Maximum und
Mittelwert mit Standardabweichung der Bindungslingen; 0,25-Quartil, Median,
0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten Abweichungen; alle
Einheiten in A.

Fiir die drei Modelle sind Mittelwerte der betreffenden Bindungen in Tab. 6.3 und
weitere Merkmale der Statistik zusammen mit den mittleren Bindungslangen nach
Engh u. Huber (1991) angegeben. Innerhalb einer Standardabweichung stimmen
die aus der aktuellen Struktur ermittelten Bindungslangenmittelwerte mit diesen
iiberein. Der Mittelwert der Carbonylbindung in den spharischen Modellen liegt
etwas iiber der Referenzbindungslange, der der asphéarischen Verfeinerung darunter.
Die C-N- und C,-C-Mittelwerte aller Modelle liegen tiber, die der C,~N-Bindung
unter dem dgg - Vergleichswert. Die Unterschiede belaufen sich aber auf nur 5-1073
bis 8 - 1073 1&, also ungefihr eine halbe Standardabweichung.

Zwischen den kiirzesten und langsten Bindungen des gleichen Typs konnen nicht
unerhebliche 0,07 bis 0,131& liegen, mithin das bis zu Zehnfache der Standardab-
weichungen. Trotzdem liegen die Mediane der Bindungslangen recht nahe an den
arithmetischen Mittelwerten, ein Indiz fiir normalverteilte Abstdnde. Wahrend die
verschiedenen Bindungstypen neben merklich unterschiedlichen Mittelwerten auch
Streungsmafle verschiedener Hohe aufweisen, trifft dies auf die drei Verfeinerungen
einer jeden Bindung nicht zu: Sowohl die Mittelwerte als auch Streuungsmafe,
wie die Standardabweichung, der Interquartilabstand oder die mittlere absolute
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Tabelle 6.4: Differenzen der verfeinerten Peptidbindungslangen der PlLYSO-
Hauptpopulation.

Adinjmaz’ Ad(op)T Q1F  Q2f  Q3t IQRt MAD?

mul-iam —14,70/5,90 —3,50

O

(3,26) —4,30 —285 —1,90 2,40 1,70
mul-iam,;, —16,90/4,90 —3,38(3,05

C

) —4,50 —3,20 —1,98 2,52 1,93

mul-iam  —11,90/23,20 —0,17(3,94) —2,00 —0,60 1,00 3,00 2,22
mul-iam,;, —11,80/13,20 —0,82(3,30) —2,25 —0,90 0090 3,15 222
Ca—C (n = 90)
mul-iam  —5,10/12,90 2,36(3,60) 0,30 140 4,00 3,70 245
mul-iam,,  —5,60/14,10  2,51(3,72) 0,10 1,40 4,00 3,90 245

Co,—N (n=282)
mul-iam —14,60/6,10 —0,95(2,64) —2,08 —0,70 0,40 2,48 1,93
mul-iam.;, —15,70/4,80 —1,49(2,95) —-2,77 —1,15 0,28 3,05 2,30
"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der
Bindungslingendifferenzen; ¥0,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil; alle Einheiten in
1073 A.

Abweichung vom Median, sind in den drei Verfeinerungen sehr dhnlich — das Modell
hat kaum Einflul auf die Breite der Verteilung, zwingt die Struktur also nicht
enger an einen bestimmten Wert.

Die Modellunterschiede konnen vorteilhafter durch die in Tab. 6.4 gezeigte Sta-
tistik der Bindungsldngendifferenzen zwischen dem asphéarischen Modell mul und
den beiden spharischen Verfeinerungen iam und iam,}, studiert werden. Anhand
der Maximalunterschiede Ad,yin/maz Wird das Ausmafl der Verdnderungen deut-
lich. Die hochste absolute Abweichung liegt bei 0,023 A, im Mittel betragen die
Unterschiede aber nur 0,0002 bis maximal 0,0035 A, je nach betrachteter Bindung
und Modell. Tendentiell verkiirzen sich Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungen, was
sich in negativen Werten fiir Ad und den Median im Falle der C-O-, C-N- und
C,—N-Bindungen dufert, wihrend der Abstand in der C,—C-Bindung zunimmt.

Die mittlere Verkiirzung der Bindungen zu Stickstoff ist besonders klein, die
Quartilgrenzen fallen sowohl in den negativen wie positiven Bereich. Nur CC- und
CO-Bindungen &ndern sich merklich, dabei ist die C~O-Verkiirzung in Uberein-
stimmung mit den Beobachtungen in Abschnitt 5.2 auf Seite 117 und zudem die
deutlichste der hier betrachteten Veranderungen. Dieser Befund deckt sich mit
den Erwartungen, da die freien Elektronenpaare des Sauerstoffs im aspharischen
Modell Beriicksichtigung finden und somit keine kiinstliche Bindungsverlangerung
wie im spharischen Modell mehr bewirken.
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6.3 Verschiebungsparameter

Die 2901 Atomlagen von P1LYSO haben einen durchschnittlichen dquivalenten
isotropen Temperaturfaktor Uy, von 97-1072 A2, In diesem Mittel sind auch extreme
Verschiebungsparameter, wie der Maximalwert von 981 - 1073 A2 eines Wassers der
Solvenssphére, enthalten. Aber auch im Lysozymmolekiil selbst, treten fiir terminale
Atome noch Extrema bis zu 607 - 10-3 A2 auf, wohingegen der Minimalwert 25 -
1073 A2 betrigt. Abziiglich der Solvensmolekiile und Wasserstoffatome betrigt der
Mittelwert noch 77-1073 A2 fiir 1323 Atomlagen, wobei die Halfte der Werte in einem
38-10~3 A2 breiten Bereich um einen Median von nur 59-10-3 A2 streut. In Abb. 6.4
auf der gegeniiberliegenden Seite sind die Temperaturfaktoren und ihre Anderung
durch die asphérische Verfeinerung fiir diese 1323 Atome aufgetragen. Offensichtlich
ist der periodische Anstieg der Temperaturfaktoren in schlecht definierten Bereichen
der Struktur, wie insbesondere Seitenketten und dem C-Terminus. Betrachtet man
nur die 1001 Schweratome der Hauptpopulation verringert sich das mittlere U, auf
69 - 102 A2. Die davon zur Verfeinerung ausgewéhlten 639 Nichtwasserstoffatome
haben einen durchschnittlichen Verschiebungsparameter von 58 - 1073 A2 oder - als
realistischeren Schiitzer — einen Median von 52 - 1073 A2, Von den zur Verfeinerung
freigegebenen Atomen, haben 50 % ein Uy, zwischen 421073 und 67-10~3 A2, Eine
vollstandige Statistik der U,,-Werte fiir verschiedene Untermengen des Molekiils
ist in Tab. B.2 auf Seite 340 aufgefiihrt, Abb. 6.6 auf Seite 161 illustriert die
anisotropen Temperaturfaktoren des verfeinerten Strukturteils.

Die Temperaturfaktoren nach der asphéarischen Verfeinerung mul sind um durch-
schnittlich 0,3 - 1073 A2 (0,5 %) kleiner als im Modell jam. Anhand von p-Werten
nahe Null in einem #- und Wilcoxon-Test, wird diese Verringerung als statistisch
signifikant erkannt. Die stéirksten Verbesserungen betragen um —6- 1073 A2. Aller-
dings tritt an einigen Atomen auch eine Erhéhung um maximal 11 - 1073 A2 auf,
wobei eine solche Verschlechterung nur bei 91 (mul vs iam), bzw. 77 (mul vs iam,})
Atomen vorliegt und im Mittel mit 0,8 - 1073 A2 moderat ausfillt. Im Endeffekt
verbessert sich der U.,-Wert fir tiber 85 % der verfeinerten Atome von P1LYSO.
Anhand Abb. 6.5 auf Seite 158 ist ersichtlich, dafl bei kleinen Ausgangsverschie-
bungsparametern fast durchgingig eine Verbesserung erziehlt wurde. Nur bei den
Atomen, die von vornherein einen hohen Temperaturfaktor von ca. > 85 - 1073 A2
aufweisen, treten die Verschlechterungen auf. Diese Teile der Struktur sind zu
schlecht bestimmt, um verlésslich verfeinert zu werden.

Schliisselt man die Verschiebungsparameter der 639 verfeinerten Atome und ihre
Veranderung nach Elementen auf, verhalt es sich ahnlich der voherigen Beobachtung;:
Die zehn Schwefelatome in der Struktur haben die niedrigsten Temperaturfaktoren,
der U.,-Zentralwert betragt 48 - 1073 A2, und verbessern sich mit durchschnittlich
—0,6 - 1073 A? fast doppelt so stark wie Kohlenstoffatome. Diese zeigen einen
Ueq-Median von 51 - 1073 A2 Dbei einer Verringerung der Temperaturfaktoren von
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Abbildung 6.4: Veranderung der Ue,-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber dem

sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von P1LYSO.
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Abbildung 6.5: Veranderung der Ug-Werte im asphéarischen Modell mul gegeniiber
dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von P1LYSO.
Auftragung nach Ugq(iam).
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—0,4 - 1073 A2, Noch héhere Usq der Sauerstoffatome, im Median 56 - 1073 A?
bedingen eine abermals geringere Verbesserung von —0,3 - 1073 A2, Die Stickstof-
fatome wiederum, zeigen zwar mit 49 - 1073 A2 einen recht geringen Median der
Temperaturfaktoren, aber gleichzeitig die geringste Abnahme von —0,2 - 1073 A2,
Im Detail ist dies in Tab. B.3 auf Seite 341 aufgefiihrt, anhand der auch deutlich
wird, dafl die Verbesserungen im Modell mul immer ausgepragter gegeniiber iam,},
als im Verhéltnis zu iam sind.

In Tab. 6.5 auf der nachsten Seite ist eine solche Statistik fiir vier der insgesamt
30 Atomtypen gezeigt, welche die zuvor erwihnten Peptidbindungen der Hauptpo-
pulation bilden. Die Auswahl umfaf3t 372 der 639 verfeinerten Atome, ihre mittleren
Verschiebungsparameter liegen unter denen der Gesamtheit aller verfeinerten Ato-
me des entsprechenden Elements und die Temperaturfaktorveranderung folgt dem
bereits beschriebenen Verhalten. Hierbei sind die Extremwerte der Differenzen
geringer ausgepragt. Bezogen auf arithmetisches Mittel und Standardabweichung
betrigt die Streuung der U.,-Werte ca. £30 % des Mittelwertes und unterscheidet
sich kaum zwischen den verschiedenen Modellen. Abhéngig vom betrachteten Maf}
der Verteilungsbreite, liegt dieses fiir einen Atomtyp im asphérischen Modell mal
iiber und mal unter dem der sphéarischen Modelle. Obwohl mit dem Modell mul
keine Verringerung der Streuungsmafle einher geht, was in sehr geringem Umfang
noch fiir alle 639 Atome galt, ist der Anteil der verbesserten U, mit 87-91 % hoher
als in den vorherigen Betrachtungen.

Abb. 6.6 auf Seite 161 zeigt die anisotropen Temperaturfaktoren des verfeinerten
Strukturteils, die festgehaltenen Atome sind in Strichdarstellung gezeigt. Zur Ver-
deutlichung ist jedes Atom mit einem dem aquivalenten isotropen Temperaturfaktor
U, entsprechendem Farbcode fiir den Bereich 0-240-1073 A2 gekennzeichnet — blaue
Bereiche der Strutur weisen kleine Verschiebungsparameter auf, rote besonders
hohe. Hieran wird nochmals deutlich, da8 Atome mit besonders hohem U, von der
Verfeinerung ausgeschlossen wurden. Eine Darstellung der Verschiebungsparamter
des gesamten Molekiils findet sich in Abb. B.1 auf Seite 342.

Mit der abgebildeten magentafarbenen Kugel wird die Lage des massengewichte-
ten Zentrums der Struktur angegeben, es berechnet sich (mit x; = kart. Koord.,
m; = Atomgewicht der i Atome) zu

Do Timy
Zi i
2 Vi
Ynmz = —=—— = 14.8638 (6.1)
>i M
targ = Znﬂ — 24.5546

> M

und der Abstand dy;z eines Atoms mit den Koordinaten (x;,y;, z;) ist der Betrag
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Tabelle 6.5: Statistik der U.q der verfeinerten Atome der Peptidbindungen von P1LYSO.

Tonin/maz| Z(0,)T Q1 Q2f Q3 IQRY MAD?
Co (n=282)
mul 29,13/87,73  48,01(14,23) 38,03 42,88 58,01 19,98 12,75
iam 20,42/88,02  48,39(14,24) 38,26 43,26 58,35 20,09 12,80
iam,p, 29,41/87,73  48,42(14,28) 38,30 43,33 58,35 20,05 12,79
mul-iam -1,13/0,10  —0,38(0,19) —0,47 —0,37 —0,26 0,21 0,16
mul-iam,;, -1,18/-0,00 —0,41(0,21) —-0,46 —-0,37 —0,29 0,17 0,13
C (n = 100)
mul 28,15/118,80 50,35(18,46) 36,60 44,52 59,66 23,07 14,42
iam 28,68/122,00 50,76(18,50) 36,95 44,51 59,90 22,95 13,68
iam,}, 28,66/119,00 50,75(18,41) 37,06 44,48 60,13 23,07 13,65
mul-iam —3,25/2,66 —0,41(0,49) —-0,53 —041 —-0,29 0,24 0,17
mul-iam,;, —2,05/2,12  —0,40(0,40) —0,54 —043 —027 028 0,22
N (n =90)
mul 29,60/118,60 49,32(16,19) 38,09 44,70 56,64 1855 13,98
iam 29,83/116,90 49,45(16,01) 38,35 44,78 56,82 18,48 14,04
iam,p, 29,86/118,70 49,52(16,10) 38,44 44,93 56,77 18,34 13,99
mul-iam -0,77/1,69  —0,13(0,33) —0,28 —0,17 —0,08 0,20 0,16
mul-iam,}, —0,68/0,72 —-0,20(0,25) —0,34 —0,23 —0,10 0,24 0,18
O (n =100)
mul 32,57/161,90 62,01(25,72) 44,00 53,40 72,83 28,83 17,11
iam 32,86/161,40 62,23(25,65) 44,24 53,71 72,49 2826 17,13
iam,}, 32,95/161,20 62,28(25,69) 44,24 53,69 72,45 2822 17,09
mul-iam —2,86/1,59 —0,22(0,50) —0,40 —-0,25 —0,08 0,32 0,24

mul-iam,;, —2,81/1,91 -0,27(0,55) —0,46 —0,33 —0,15 0,31 0,24
Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Ueq und A Usq;
£0,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 103A2.

der Differenz zum Schwerpunktsvektor (zyz, ynrz, 2m2):

dyz = (@ — 2nz)? + (i — yuz)? + (2 — 2uz)? (6.2)

Tendentiell scheinen weiter aulen liegende Molekiilteile einen hoheren Tempe-
raturfaktor aufzuweisen, dies gilt insbesondere fiir in die Solvenssphare ragende
Seitenketten (siehe z.B. die auffillige ARG 128-Seitenkette links oben im Bild). Ein
solches Verhalten ist nicht unerwartet, da zum einen die inneren Reste mehr sie sta-
bilisierende Nachbarn haben und zum anderen man sich eine Librationsbewegung
des Gesamtmolekiils vorstellen kann.
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4 Usg/1073 A2
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Abbildung 6.7: U., (mul) der Nichtwasserstoffatome von P1LYSO in Abhéngigkeit vom
Abstand zum Massenzentrum.

Zur Uberpriifung wurde das Diagramm 6.7 angefertigt, das den isotropen Tem-
peraturfaktor jedes Nichtwasserstoffatoms in Abhangigkeit von der Entfernung des
jeweiligen Atoms vom Massenzentrum zeigt. An die Punktwolke wurden lineare,
quadratische und exponentielle Ausgleichsfunktionen angepaft. Die Unsicherheit
der angegebenen Koeffizienten der Gradenfunktion (rot) und der Exponential-
funktion (griin) liegen zwischen +2 % und +4 %. Hohere Fehlermargen weisen die
Konstanten der quadratischen Funktion (blau) mit £9 % und +6 % auf. Wahrend
die exponentielle Regressionsfunktion bei zu hohen Werten ansetzt, um bei steigen-
dem Abstand den Anstieg zu tiberschétzen, hat die Geradengleichung den Nachteil,
die U.q am oder nahe des Zentrums gegen Null zu extrapolieren. Versucht man eine
Gerade a + b x mit freiem Ordinatenabschnitt an die Daten anzupassen, verbleibt
der Parameter @ mit 2,1 nahe dem Ursprung und der Parameter b verfeinert sich auf
5,59. Dabei steigen die Fehler allerdings stark an, so dal der obigen Ursprungsgrade
der Vorzug gegeben wurde. Die 1323 Datenpunkte werden am besten durch die qua-
dratische Ausgleichsfunktion beschrieben, welche von 35 - 1073 A2 ausgehend, einen
moderaten Anstieg von 0,44 - 1073 d A mit der Entfernung vom massengewichteten
Zentrum angibt. Trotz dieser moderaten Steigung kommen, den Randbereichen
entsprechend, besonders hohe Werte bei Entfernungen > 12 A vor. Allerdings
machen Atome mit einem 100 - 10-3 A2 iiberschreitendem Temperaturfaktor nur
etwas mehr als ein Sechstel der betrachteten Daten aus.
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6.4 DMSDA-Werte

Einen ersten Uberblick iiber die zwischen anisotrop verfeinerten Atomen von P1LY-
so auftretenden ,Differenzen der mittleren quadratischen Verschiebungsamplitude *
(DMSDA, siche auch Absch. 1.1 auf Seite 18) geben die Abbildungen 6.8 und 6.9
auf den Seiten 164 und 165. Dabei sind an der rechten, roten y2-Achse die DMSDA-
Werte der 1378 Bindungen aufgetragen. Angeordnet sind die Bindungen auf der
Abszisse einmal in der Reihenfolge der beitragenden Atome in der Peptidsequenz,
man erhalt also einen dhnlichen Eindruck vom Gang der Werte wie in Abb. 6.4,
und zum anderen nach steigenden DMSDA-Werten des spharischen Modells. Bis
auf einen einzelnen Ausreifier (kleingedruckte Zahlen), liegen die Werte zwischen 0
und ungefahr 300 - 10~* A2, Die Werte streuen in allen Modellen sehr stark, der
Mittelwert aber liegt bei moderaten 38 - 1074 A2, der Median bei 22 - 10~4 A2 und
damit dem Doppelten des Richtwertes nach dem rigid bond-Postulat.

Fiir die 723 verfeinerten Bindungen liegen die DMSDA-Werte wesentlich niedriger,
nimlich bei 28,94-107* A2 (Median 15-10~* A2) im Modell jam und 28,25- 1074 A2
(Median 13 - 1074 A%) im Modell mul. Mit dem Ubergang vom sphérischen zum
aspharischen Modell ist also eine Verringerung der DMSDA-Werte verbunden.
Obwohl die Abnahme im arithmetischen Mittel und im Median mit —0,7 - 1074
bzw. —2-1071A2 gering ist und dabei die Streubreite im aspharischen Modell sogar
geringfligig zunimmt, ist diese Verringerung nach dem Wilcoxon-Test signifikant
(p-Wert 0,0005431 fiir den Test HO : fipmu = fiam v H1 @ pmu < fiam)-

Die modellabhangigen Veranderungen sind in die Abb. 6.8 und 6.9 als Differenz
IDMSDA (mul)| — |DMSDA (iam)|, in Form blauer Balken, eingetragen, entspre-
chend einer ebenfalls blau gekennzeichneten Ordinate (links). In positive wie
negative Richtung treten starke Veranderungen auf. Da diese aber dennoch ge-
ringer als die auftretenden DMSDA-Werte sind, weist die y1-Achse die dreifache
Skalierung der y2-Achse auf.

Versucht man die ADMSDA-Werte mit den entsprechenden DMSDA-Betréagen
des sphéarischen Ausgangsmodells wie in Abb. 6.9 zu korrelieren, so zeigt sich,
daB sowohl fiir die niedrigsten (< 7 - 107%A2) als auch die héchsten (> 140 -
10_4A2) DMSDA-Werte eher eine Verschlechterung im asphérischen Modell eintritt,
erkenntlich an den tiberwiegend positiven Differenzen.

Eine detailliertere, nach Bindungstypen aufgeschliisselte Statistik der DMSDA-
Werte der bereits in Absch. 6.2 auf Seite 151 angefithrten 379 Peptidbindun-
gen, ist in Tab. 6.6 auf Seite 166 zu finden. Die hier besonders interessierenden
Effekte der Multipolbehandlung werden durch die Statistik iiber die Differen-
zen |DMSDA|(mul) — | DM SDA|(iam) und |[DM SDA|(mul) — |[DM SDA|(iam,,)
nochmal hervorgehoben.

In der sphéarischen Verfeinerung erreicht zumindest das Mittel der C,—N-Bindung
mit 11-10~4A2 Werte nahe am Hirshfeldlimit. Zugleich ist es auch der Bindungstyp
mit der geringsten Streuung und den geringsten Maximalwerten. Die Verbesserung

163



6 Triklines Lysozym

A[DMSDA|/107* A2 IDMSDA| /104 A2
91 y

382 1 8

100
300

e mul (verfeinert) -

e mul (nicht verfeinert)

40 50 60 70 80 90
|
200

30
100

20

10

0

-10

-20

-30

-40

-50

-60

®m mul — jam

-70

-80

1 200 400  Bindungen 800 1000 1200 1378

Abbildung 6.8: Verdnderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber
dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von P1LYSO.
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Abbildung 6.9: Verénderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber
dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von P1LYSO.
Auftragung nach steigenden |[DMSDA |-Werten des Modells iam.
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Tabelle 6.6: DMSDA-Betrage der verfeinerten Peptidbindungen der PI1LYSO-
Hauptpopulation und deren Differenzen.

Tominmaz Z(0,)f Q1t Q2* Q3*  IQR* MAD?
C-O (n = 100)
mul 0/146 17,31(19,69) 7,00 12,50 21,25 14,25 11,86
iam 0/142 22,21(21,66) 10,00 17,00 26,00 16,00 11,86
iam,, 1/139  21,52(20,17) 9,75 17,00 25,00 1525 11,86
mul-iam  —46/15 —4,90(8,68) —8,00 —5,00 —1,00 7,00 4,45
mul-iam,, —43/31 —4,21(8,79) —-7,00 —5,00 —1,75 5,25 4,45
C-N (n = 107)
mul 0/249 24,03(42,68) 5,00 9,00 24,00 19,00 10,38
iam 1/245 25,72(38,49) 800 15,00 27,00 19,00 13,34
iam,., 0/215 25,23(36,67) 8,00 14,00 28,00 20,00 13,34
mul-iam  —18/106 —1,69(14,06) —10,00 —4,00 3,50 13,50 8,90
mul-iam., —19/104 —1,21(13,86) —9,00 —4,00 400 13,00 8,90

C.—C (n=90)
mul 0/217 26,21(29,41) 9,00 19,00 33,50 24,50 16,31
iam 1/200 23,96(32,35) 5,25 13,00 25,75 20,50 13,34
iam,p, 0/188 24,09(31,32) 526 13,00 26,50 21,25 13,34
mul-iam  —61/36 2,26(19,28) —12,00 7,00 17,00 29,00 19,27
mul-iam,;, —44/35 2,12(19,52) —11,00 8,00 17,75 28,75 19,27

C,—N (n = 82)
mul 0/116 13,87(15,50) 5,00 11,00 17,75 12,75 9,64
iam 1/134 14,84(16,92) 5,00 11,00 19,75 14,75 10,38
iam,p, 0/125 15,17(16,06) 5,25 12,00 20,75 15,50 10,38
mul-iam  —18/26  —0,98(6,51) —4,00 —0,50 2,00 6,00 5,19
mul-iam,;, —18/22 —1,31(6,62) -5,00 —1,00 1,00 6,00 4,45

"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der DMSDA-Betrige;
10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 107*A?2.

in mul ist allerdings sehr klein und betréagt, gemessen an den Differenzen zwischen
spharischem und asphérischem Modell, ungefihr —1 - 107%A2. Andererseits nimmt
die Streubreite der DMSDA-Werte am deutlichsten ab.

Die zweite Stickstoffbindung C-N wiederum, verbessert sich wesentlich. Ausge-
hend von 15 - 10*4A2, sinkt der Median um 40 %. Die Differenzen der DMSDA-
Werte zwischen mul und den spharischen Modellen haben einen Zentralwert von
—4-107%A2. Im aspharischen Modell wird nun das genannte Limit im Mittel unter-
schritten. Dieser Bindungstyp zeigt aber auch die drastischsten Verschlechterungen
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einiger Bindungen, die Varianz der DMSDA-Betrage bleibt in allen Modellen
ungefahr gleich hoch.

Eine Verringerung der durchschnittlichen DMSDA-Werte, von 17 auf 12,5-1074A2,
zeigt, auch die dritte Heteroatombindung C-O, was einer 26 %-igen Abnahme
entspricht. Besonders deutlich zeigen die Differenzen zwischen den Modellen die
Verbesserung, sie haben einen Zentralwert von —5-10~4A2 und die Quartilsgrenzen
liegen vollstandig im negativen Bereich. Hier wird mit der Behandlung mul, trotz
hoherer Maximalwerte, eine geringere Varianz erreicht.

Ein gegenlaufiges Verhalten bringt die C,—C-Bindung hervor, der Zentralwert
der DMSDA-Betrage steigt um ca. 46 %. Auch das arithmetische Mittel erhoht
sich, wenn auch weniger stark. Die Differenzen zwischen den Modellen liegen
in einem besonders breiten Bereich und sind im Mittel positiv. Gegeniiber den
sphéarischen Modellen, erhoht sich auch die Streuung der DMSDA-Werte, ebenso
wie die Maximalbetrage.

Bei allen Bindungstypen erreichen die Minima und Maxima der Differenzen
Werte, die um ein Vielfaches grofler als die Mittelwerte sind, sowie auflerhalb der
dreifachen Standardabweichung und auch auflerhalb des 1,5-fachen Interquartilab-
stands liegen. Solche Ausreifler sind nicht mehr physikalisch sinnvoll zu erklaren,
sie unterstreichen vielmehr die unzureichende Stabilitat des Strukturmodells.

Alles in allem besteht der allgemeine Trend des Hirshfeld-Tests fiir die Peptidbin-
dungen in einer Verbesserung der heteroatomaren Bindungen und Verschlechterung
der homoatomaren Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen.

Die nachfolgenden Tafeln 6.10 bis 6.13 zeigen fiir alle 1378 Bindungen, auf-
geschliisselt nach CO- (n = 230), CC- (n = 660), CN- (n = 472) und CS/SS-
Bindungen (n = 12/4), die entsprechenden DMSDA-Werte des Modells mul zusam-
men mit der Differenz zum sphéarischen Modell, aufgetragen tiber der jeweiligen
Bindungslange. Dabei sind die Betrige nach verfeinert /nicht verfeinert und der
Beteiligung/Abwesenheit von Atomen in Alternativpositionen unterteilt. Da Diffe-
renzen nur fiir die 723 verfeinerten Bindungen gebildet werden konnen, sind diese
nur nach Abwesenheit/Vorkommen fehlgordneter Atome sortiert, wobei letzteres
nur bei 38 Bindungen der Fall ist, in denen ein verfeinertes Atom an ein fehlgeord-
netes gebunden ist. Wieder sind die Differenzen auf der linken Skala (blau) und die
Betrige auf der rechten Achse (rot) aufgetragen. Zur Orientierung beziiglich der vor-
liegenden Bindungslédngen sind im Abbildungsfufl die Engh&Huber-Referenzwerte
jeweils als Striche angedeutet und teilweise mit zugehorigem Zahlenwert versehen.

In Abb. 6.10 auf Seite 169 1aft sich zum einen die generelle Verkiirzung von CO-
Bindungslangen ablesen, da sie sich eher links der Engh&Huber-Werte gruppieren.
Die um 1,225A streuenden Bindungen gehoren zu Carbonyl- oder Carboxylfunk-
tionen, die Werte bei 1,42 A zu Hydroxylgruppen in Serin und Threonin. Verfeinert
wurden 135 Bindungen (DMSDA-Werte als rote Punkte gekennzeichnet), keine
davon enthielt fehlgeordnete Atome (violett). Die nichtverfeinerten Bindungen
exklusive Fehlordnung (griin) umfassen 50 Werte (& ~ 16 - 10~#A2), die nichtver-
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feinerten inklusive Fehlordnung (orange) 45 Betrige (7 &~ 48 - 107*A2). Besonders
abweichende Bindungslangen kommen sowohl bei Abwesenheit fehlgeordneter Ato-
me als auch bei Beteiligung selbiger vor und waren auch teilweise in die Verfeinerung
einbezogen, mit dem Resultat drastischer Verschlechterungen des DMSDA-Wertes.
Die meisten der verfeinerten Bindungen liegen allerdings in einem recht schmalen
Léngenfenster bei kleinen DMSDA-Werten und erfahren iiberwiegend eine modera-
te Abnahme des DMSDA-Betrages (von # ~ 17 - 107%A2 um ~ —5 - 10~*A? auf
~12- 10*4A2), erkenntlich an den negativen Differenzen.

Die analoge Auftragung fiir CC-Bindungen 6.11 auf Seite 170 zeigt zwei nach
Bindungslangen unterscheidbare Gruppen. Die um 1,391& streuenden Werte geho-
ren zu den Ringsystemen in Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin, alle
anderen CC-Bindungen sind in der zweiten Gruppe. Die nicht verfeinerten Bindun-
gen (griin und orange) haben mittlere DMSDA-Werte von & ~ 32 und 52 - 10~4A2
und umfassen 171 und 157 der insgesamt 660 Werte. Die 311 verfeinerten Bindun-
gen (rote Punkte/blaue Balken) zwischen wohlgeordneten Atomen verschlechtern
ihren DMSDA-Wert von einem Zentralwert 13 - 1074A2 auf 14 - 10~4A2. Dabei
gibt es sehr wohl Bindungen, die eine negative Differenz aufweisen, aber ebenso
sich verschlechternde Bindungen. Abb. 6.11 macht dies durch die gleichférmig
nach unten und oben weisenden Balken unmittelbar deutlich. Die 21 verfeinerten
Bindungen (violett), deren einer Bindungspartner fehlgeordnet ist, verschlechtern
sich in gleichem MaBe wie die zuvor genannten, von 80 - 10"4A2 auf 81 - 10~4A2,
Tendentiell weisen Bindungen inklusive fehlgeordneter Atome weiter streuende
Abstiande und héhere DMSDA-Werte auf, beziiglich der Anderungen durch das
asphéarische Modell gibt es aber keinen Unterschied zu den geordneten Bindungen.

Fiir die CN-Bindungen in Abb. 6.12 auf Seite 171 gibt es wieder zwei Gruppie-
rungen von Bindungslangen. Bei ca. 1,34 A, den C—-N-Peptidbindungen, mesomeren
Bindungen in Heterozyklen und Arginin, sowie Amidgruppen zuzuordnen und
um 1,45 A, welche primar C,-N-Bindung enthalt, sowie die Einfachbindungen
in Arginin, Prolin und Lysin. Die Langenverteilung der vier Bindungskategorien
gestaltet sich ahnlich den vorherigen Fallen uneindeutig. Der DMSDA-Median
verringert sich von 14 auf 11 - 10~4A2? bei Betrachtung der 223 verfeinerten, nicht
fehlgeordneten Verkniipfungen und verschlechtert sich von 58 auf 60-10~4A2 im Fall
der 17 Bindungen mit Fehlordnungsanteil. Die nicht verfeinerten 119 Bindungen
ohne bzw. die 113 mit Partnern in Alternativpositionen, bleiben bei mittleren
DMSDA-Werten von 29 - 10~*A2 und 39 - 104A2.

Nur 12 Kohlenstoff-Schwefel-Bindungen und 4 Disulfidbriicken sind in der letzten
Tafel 6.13 auf Seite 172 eingetragen, die alle verfeinert und fehlordnungsfrei sind.
Die Bindungen haben vergleichsweise niedrige DMSDA-Werte, die bei den CS-
Verkniipfungen einen Anstieg vom sphérischen (z =9 - 10*4/()&2) zum aspharischen
(=13 10_4A2) Streumodell erfahren. Jede der vier Disulfidbriicken verbessert
sich hingegen beim Ubergang von iam zu mul, kenntlich an einem Median von
4,5-107*A? nach zuvor 6 - 1074A2.
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Abbildung 6.11: Verdnderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber dem sphérischen Modell iam fiir die
CC-Bindungen von P1LYSO.
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Abbildung 6.13: Verédnderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber dem sphérischen Modell iam fiir die

CS-Bindungen und SS-Bindungen von P1LYSO.
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6.5 Restdichten

Die vom Modell mul nicht beschriebene, in den Beobachtungen aber enthaltene
Restelektronendichte (F2 — F?)¢. von P1LYSO zeigt Abb. 6.14 auf der néchsten
Seite. Dazu wurden im Umkreis von 4 A um alle Atomlagen des Molekiils, Isoo-
berflichen bei 40,40, +0,25 und +0,10 eA3 dargestellt. Hierbei wird augenfallig,
daf3 der Grofiteil der Restdichten in der Solvenssphare zu finden ist. Eine analoge
Uberblicksdarstellung der Ergebnisse der Verfeinerung iam in Abb. 6.15 ist von
der Restdichtekarte des aspharischen Modells kaum zu unterscheiden. Gleiches gilt
fir die Abb. B.2 auf Seite 343 zum Modell iam,.},.

Mit Abb. 6.16 auf Seite 176 wurde deshalb zusatzlich eine Darstellung der
Differenz der Restelektronendichten der Modelle iam und mul angefertigt, indem
die Werte der aspharischen Verfeinerung von denen der sphérischen subtrahiert
wurden. Daran werden zwei Sachverhalte unmittelbar deutlich: Zum einen sind die
Unterschiede der Restdichten der Modelle wesentlich geringer als die subtrahierten
Dichten selbst, weshalb die abgebildeten Oberflachen auf ungefahr einem Drittel
der in den vorherigen Illustrationen verwendeten Skalen gezeichnet wurden. Zum
anderen sind die Differenzen hauptsachlich auf das Lysozymmolekiil beschrankt
sind, was zu erwarten war, denn nur dort wurden die Atome asphérisch behandelt.
Fehlgeordnete Bereiche zeigen hierbei eine Anhaufung sowohl positiver wie negativer
Restdichtedifferenzen. Der auflerhalb des Molekiils liegende Solvensbereich wurde
in beiden Modellen gleichartig behandelt, wodurch dort kaum eine Anderung zu
verzeichnen ist.

Die gezeigten Isooberflichenwerte in Abb 6.16 sind schwieriger zu interpretieren.
Positive (blaue) Isooberflachen kennzeichnen Bereiche, in denen das Modell mul
reduzierte Restdichten aufweist, was sowohl ein Weniger an positiven als auch
ein Mehr an negativen Restdichten bedeuten kann. Umgekehrt beinhaltet das
Modell mul geringere negative oder starker positive Restdichten an Orten mit
negativen (gelbroten) Differenzisooberflichen. Bei Beriicksichtigung der urspriingli-
chen Restdichten zeigt sich eine Reduktion der im Modell iam noch vorhandenen
Restdichten auf den Bindungen, allerdings bewirkt die aspharische Behandlung
eine Verstarkung negativer Restdichten neben den Bindungen.

Exemplarisch zeigen die Abbildungen Abb. 6.17 auf Seite 177 und Abb. 6.18
auf Seite 178 die Restdichten und Restdichtedifferenzen an den Aminosaureresten
Tryptophan 108 und Glutaminsaure 35 bis zu einer Entfernung von 1,4A um die
Fragmente. Die jeweiligen oberen Abbildungen (a) und (b) zeigen das Ergebnis der
aspharischen Verfeinerung sowie, analog zur Darstellung 6.16, die Differenz zum
Modell iam. In den jeweils zwei unteren Bildern (c) und (d) sind die Restdichten der
beiden sphéarischen Modelle gezeigt. Gegeniiber den Abbildungen der Gesamtstruk-
tur, konnten die darzustellenden Konturwerte und -intervalle verringert werden,
da die auftretenden Restdichten weniger stark in positive oder negative Richtung
ausgepragt sind.
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0,40

-0,40 e/As3

Abbildung 6.14: Restdichten von P1LYSO im Modell mul, Darstellung bei sechs Isooberflachenwerten bis zu 4A
um die Struktur.
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I 0,09
0,06
0,03
-0,03

-0,06
I-o,og e/As

(b) Apyes(iam) — Apyes(mul)

I 0,24
0,16
0,08 ,
-0,0é

; :

I-o,24 e/hs

(c) Apres(iam) (d) Apres(iamyp)

Abbildung 6.17: Restdichten und Restdichtedifferenzen bis 1,4A um den P1lLYSO-
Tryptophanrest 108 fiir sphérische und asphéarische Verfeinerungen.

I-o,24 e/As

Die Restdichten des Tryptophanrests liegen in der Groflenordnung von 0,1—
0,2eA3. Wie die Abb. 6.17(c) und (d) zeigen, sind die positiven Restdichten
der sphérischen Verfeinerungen hauptsachlich am Indolzyklus ausgeprégt, dort
besonders am Pyrrolring und auf vielen Bindungen. Die negativen Restdichten
verteilen sich ober- und unterhalb der Ringebene und sind noch schlechter als die
positiven lokalisiert. Als Resultat der asphérischen Verfeinerung verringert sich die
unbeschriebene Bindungsdichte des Heterozyklus, wie in 6.17(a) gezeigt. In der
Differenz 6.17(b) von iam und mul tritt dies deutlicher zutage: Alle Bindungen
weisen nun eine geringere Restdichtekonzentration auf. Dafiir sind in den Ringmit-
ten im Modell mul um ca. 0,06 eA-3 hohere negative Restdichten als im Modell
iam zu finden — aus den Ringmitten hat das aspharische Modell Elektronendichte
zu Gunsten der Bindungen abgezogen, obwohl die beobachteten Strukturfaktoren
auch dort Dichte nahelegen. An den ausgepragten negativen Restdichten im Umfeld
des Fragments andert sich in allen Modellen wenig.
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0,08

0,08

-0,08 -0,08

-0,16 -0,16

~

I-o,24 e/As I-o,24 e/As

(c) Apres(iam) (d) Apres(iamyy)

Abbildung 6.18: Restdichten und Restdichtedifferenzen bis 14A um den PlLYSO-
Glutaminsaurerest 35 fiir sphéarische und aspharische Verfeinerungen.

Ein dhnliches Bild 148t sich fiir das zweite Beispiel, den Aminosaurerest Glutamin-
saure 35, zeichnen. Die Darstellungen werden durch hohe negative Restdichte an der
Peptidbindung dominiert, was auf eine Uberschitzung, evtl. durch eine nichtbeach-
tete Fehlordnung, der vorhandenen Elektronendichte durch die Modelle hindeutet.
Dazu kommen positive Reste auf und neben der Seitenkette. Betrachtet man die
Restdichtedifferenz in Abb. 6.18(b), ist die Abnahme der Restdichte auf den Bin-
dungen C,-Cg, C,-Cs und Cs-O, deutlich. Diese fallt fiir Cg-C,, geringer aus, da die
Restdichte eher neben der Bindung lokalisiert ist. Wieder sind die Veranderungen
wesentlich geringer als die absoluten Restdichten, was sich auch in der engeren
Skalenteilung ausdriickt. Aufféllig in Abb. 6.18(b) ist der ausgeprigt positive Be-
reich auf der Peptidbindung. Da in 6.18(a) und den sphérischen Resultaten 6.18(c)
und (d) dort negative Restdichten lokalisiert sind, bedeutet die blaue Kontour um
die Peptidbindung nicht etwa eine Abnahme der Restdichte in mul, sondern eine
Zunahme negativer Restdichte gegentiber der spharischen Verfeinerung iam.
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Tabelle 6.7: Statistik der Restdichten der asymmetrischen Einheit von P1LYSO.

Tonin/maz’ Z(0,)] Q1F  Q2F Q3 IQR* MAD:?
mul —649,2/1450,0  0,0(134,1) —90,0 —11,5 76,7 166,7 122,9
jam —638,8/1455,0  0,0(135,9) —91,4 —11,5 782 169,6  124,8
iam,.p, —642,4/1446,0  0,0(136,8) —92,3 —11,5 794 171,7 126,6

"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Restdichte;
10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 1073 e/A3.

Scheinbar werden physikalisch sinnvolle und plausible Restdichteverringerungen
auf den Bindungen durch Zunahmen der Restdichtebetrage andernorts konterka-
riert. Eine Betrachtung der Diskrepanzen zwischen Modell und Beobachtungen,
im Sinne einer Statistik tiber die gesamte asymmetrische Einheit, soll zur Klarung
beitragen.

Die Restdichten ) (F, — F¢.) exp(i¢.) der Modelle iam, iam,;, und mul in der
asymmetrischen Einheit wurden auf einem Gitter mit 128 x 144 x 156 = 2875392
Punkten berechnet. Das Volumen eines Voxels betragt 0,009 A3, normiert darauf
errechnet sich die summierte Gesamtrestelektronendichte »  |Ap,.s| in absteigender
Reihenfolge zu 2663 e im Modell iam,},, 2640 e fiir iam und 2601 e bei mul; bezogen
auf das Zellvolumen, sind dies Restdichten von 0,1063, 0,1054 und 0,1038 eA3,
Insgesamt nimmt die Diskrepanz zwischen Beobachtungen und Modell im asphari-
schen Fall um ca. 2% ab. Positive und negative Beitrdge zu diesen Summen halten
sich ungefahr die Waage, wie Tab. 6.7 zeigt, denn die mittlere Restelektronendichte
liegt nahe bei Null. Die Quartilsgrenzen zeigen, dafl die Halfte der Restdichten zwi-
schen —0,09 und 0,08 eA-3 liegt. AuBerdem 14t die Statistik eine marginal engere
Streuung um den Nullwert im Invariommodell erkennen, wiewohl die Maximal-
und Minimalwerte gegeniiber den spharischen Modellen zunehmen.

Einen Eindruck von der Haufigkeitsverteilung der Restdichten in 0,01 eA-3 breiten
Intervallen geben die Histogramme in Abb. 6.19 auf der folgenden Seite. Auch dort
sind die hoheren Extremwerte des Modells mul kenntlich, aber ebenso, daf} sie
weniger als ein zehntausendstel des betrachteten Volumens ausmachen. Ebenso wird
deutlich, daf in allen Modellen der Hauptteil der Restdichte Werte um i(),leA‘3
annimmt. Die Unterschiede zwischen den Verfeinerungen sind allerdings gering,
sodafl die Verteilungen fast aufeinander liegen. Die Ahnlichkeit duBert sich bspw.
in der Haufigkeit von Voxeln im Intervall (0;0,01] von 3,17 % im Modell mul und
3,13 % bzw. 3,08 % in den Modellen iam und iam,},. Im Intervall (-0.01;0] liegen bei
mul 3,24 % und bei den sphérischen Modellen jeweils 3,20 % und 3,16 % der Werte.
Das Maximum der Haufigkeitsverteilung nach der asphéarischen Verfeinerung liegt
mit 3,32 % im Intervall (-0,03;0,02], nach der Modellierung iam bei 3.26 % zwischen
(-0,04;0,03] und bei 3,21 % im gleichen Intervall fiir das Modell iam,,.
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(a) Restdichten P1LYSO, mul vs iam.
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(b) Restdichten P1LYSO, mul vs iam,},.

Abbildung 6.19: Histogramm der Restdichtegitter > (F, — F.) exp(i¢.) der sphérischen
(griin/orange) und asphérischen (blau) Modelle. Intervalle A(i;i+0,01],
Einheiten eA™.

180



6.6 Deformationsdichten

(a) Apdef TRP108 (b) Apdef GLU35

Abbildung 6.20: Deformationsdichten der P1LYSO-Reste Tryptophan 108 und Glutamin-
saure 35

6.6 Deformationsdichten

Die gegentiber dem spharischen Modell deformierte Valenzdichte Apge s, wurde auf
einem 301® Punkte groBen Gitter berechnet. Jede Volumeneinheit umfafite dabei
0,011 A3, Auf diese Gitterfeinheit normiert, summiert sich die Gesamtdeformati-
onsdichte > |Apaer|Vior auf 998e — im Mittel wird bei jedem Atom ein halbes
Elektron aspharisch verteilt.

Die das Multipolmodell von der spharischen Beschreibung unterscheidenden
Deformationsdichten, zeigt Abb. 6.20 exemplarisch fiir die bereits angefiithrten
Aminoséaurereste Tryptophan 108 und Glutaminsaure 35. Eine Darstellung fiir das
gesamte Lysozymmolekiil gibt Abb. 6.21 auf der folgenden Seite. Es wird deut-
lich sichtbar wie das Invariommodell Bindungsdichten und freie Elektronenpaare
berticksichtigt, indem Valenzdichte dorthin verschoben wird, wohingegen es andern-
orts geringere Elektronendichte als das spharische Modell aufweist. Zudem erklaren
diese Illustrationen die geringen Restdichteanderungen. Wahrend letztere recht
diffus verteilt sein konnen, sind die das asphéarische Modell charakterisierenden
Deformationsdichten auf einen engen Raumbereich konzentriert. Nicht unmittelbar
auf Bindungen oder nahe Atomen lokalisierte Merkmale der Elektronendichte,
konnen nicht direkt beeinflufit werden.

Da diese gerichtete Beschreibung von Elektronendichte den Unterschied zum
spharischen Modell ausmacht, stellt sich die Frage nach dem Verhaltnis der De-
formationsdichte zur gesamten Restdichte der Struktur: Mit den Werten aus dem
vorherigen Abschnitt, ergibt sich ein Quotient Apger/Apres = 998,25¢/2600,97 e
von 0,384. Die im Modell nicht beschriebene Restdichte tibersteigt die eingefiihrte
Deformationsdichte um das 2,6-fache. Somit wird unmittelbar deutlich, daf keine
groflen Veranderungen zur spharischen Verfeinerung erwartet werden konnten.
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6.7 Abgeleitete Eigenschaften

Das aus den Invariomen des Modells mul fiir P1LYSO abgeleitete elektrostatische
Potential auf der ebenfalls dem Invariommodell entstammenden Isooberfliche der
Elektronendichte bei 0,001 ¢/ad ist in Abb. 6.22 auf der néichsten Seite gezeigt. Bei
der Berechnung wurden nur die 1961 Atome der Hauptpopulation des Lysozym-
molekiils beriicksichtigt, Atome der Alternativkonformation und Solvensmolekiile
tragen nicht zum ESP bei. Die fiir die katalytische Wirkung des Enzyms besonders
relevanten Aminosaurereste Glutaminsaure 35 und Asparaginsaure 52, sind in der
Darstellung mittels Beschriftung hervorgehoben.

Fast die gesamte Molekiiloberflache zeigt ein moderates Potential von 40,2 e/a,,.
Nur die Tasche weist um die deprotonierte Asparaginsaure 52 ein verstiarkt negati-
ves ESP auf, dieses erreicht Werte bis zu —0,325¢/a,. Auf der gegeniiberliegenden
Seite herrscht um GLU 35 ein annahrend neutrales Potential. Wahrend der Kataly-
se wird das Proton der Carboxylgruppe der Glutaminsiure 35 auf ein glykosidisches
Sauerstoffatom des Oligosaccharids tibertragen, indes das entstehende Oxocarbeni-
umkation durch die negative Ladung von ASP 52 stabilisiert oder gar in einem
kovalenten Intermediat abgefangen wird.

In Abb. 6.23 auf Seite 185 wird das Resultat der g98/AM1-Kalkulation dargestellt.
Wie schon in Absch. 5.7.2 auf Seite 140 fiir APA ausgefiithrt wurde, ergeben sich
daraus fehlerhafte, ins Negative verschobene Ergebnisse, wahrend g03 auch hier
ein offensichtlich unbrauchbares Potential lieferte. So nimmt der Wertebereich des
AMI1-ESPs, auf der aus der gleichen Rechnung erhaltenen 0,001 e/a3-Oberfliche,
ausschlieflich negative Werte an. Die Verteilung der negativsten bis positivsten
Bereiche ist jedoch in guter Ubereinstimmung mit den Resultaten aus mul.

Fiir den Testfall APA, konnten mit mopac zu ab initio-Rechnungen konsistente
ESPs erzeugt werden, was auch fiir dieses Molekiil versucht wurde. Diese Rech-
nung konnte leider nicht erfolgreich beendet werden, da die Bestimmung der
Oberflachenpunkte scheiterte.

Deswegen wird als Alternativpotential nur das mit delphi berechnete Punktla-
dungs-ESP ¢pc in Abb. 6.24 auf Seite 186 aufgeboten und dem bereits gezeigten
Multipol-ESP ¢,,,; gegeniibergestellt. Die jedem Atom zugeordneten Ladungen
entsprechen der Standardparametrisierung des amber03-Kraftfeldes, die Atom-
radien den in vvv vorgesehenen Werten. Die Potentiale werden in beschrank-
tem und vollem Umfang, sowohl auf der aus dem Multipolmodell stammenden
0,001 e/a3-Elektronendichteoberflache p,,,; als auch auf der mit vvv bestimmten
van-der-Waals-Oberflache A4 gezeigt. Mit letzterer Variante wird zum einen eine
vollkommen invariomfreie ESP-Beschreibung geliefert und zum anderen werden die
Potentialunterschiede aufgrund unterschiedlich gewahlter Oberflachen verdeutlicht.
Die Einheiten wurden in kT /e gewihlt, der Umrechnungsfaktor zu den bisher
gezeigten atomaren Einheiten betriagt 1e/a, = 1059,59 kT /e.

Wihrend im Fall APA noch eine gute Ubereinstimmung von ¢, und ¢pc

183



6 Triklines Lysozym

-0.325

0.066

0.196 e/ao

Abbildung 6.22: Elektrostatisches Potential des Multipolmodells von P1LYSO auf der 0

i

001e/a}

-Isooberflache.
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-0.370¢e/ao

Abbildung 6.23: Semiempirisches elektrostatisches Potential von P1LYSO aus g98/AM1-
Rechnung auf der 0,001 e/a3-Oberfliche.

festgestellt wurde, sind im aktuellen Fall die Unterschiede besonders eklatant.
Das Invariompotential hat auf der p,,,; = 0,001 eA-3-Oberfliche Minimal- und
Maximalwerte von —345,4 und 205,3kT /e, auf der vdW-Oberflache von —382,0
und 392,6 kT /e. Da die vdW-Oberfliche meist ndher am Molekiil liegt, sind die
extremeren Werte nicht tiberraschend. Aus den Punktladungen resultiert hingegen
ein Wertebereich von nur —129-252kT /e bzw. —160-289 kT /e auf den genannten
Oberflachen.

Die starkere Polarisierung von ¢,,,; wird durch den direkten Vergleich mit ¢pc
verdeutlicht. Abb. 6.24(a) und (b) zeigen dies auf der 0,001 e/a3-Oberflache bei
fixem Wertebereich von £191kT/e = £0,18 e/a,. Offensichtlich nimmt ¢,y starker
negative Werte an, die sich iiber einen grofleren Teil der Oberflache, insbesondere
im Bereich der Tasche, erstrecken. Gleiches zeigen Abb. 6.24(c) und (d) fiir die
van-der-Waals-Oberflache.

Lafit man das Punktladungs-ESP seinen vollen Wertebereich auf der jeweiligen
Oberflache annehmen, ergeben sich die beiden unteren Abbildungen 6.24(e) und
(f): Die Verteilung elektronegativer und -positiver Bereiche ist den bisherigen
Ergebnissen ausgesprochen vergleichbar.
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(e) ¢PC@pmul(0a001 e/ag) (f) d)PC@AvdW

Abbildung 6.24: Multipol-ESP (¢,,,)) und Punktladungs-ESP (¢pc) auf 0,001 e/a3-
Isooberflache der Multipolelektronendichte (p;) und van-der-Waals-
Oberflache (Ayqw). (a)-(d): Fester Wertebereich +191kT/e =
+0,18 ¢/a,. (e)-(f): Voller Wertebereich.
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7.1 Gutefaktoren

Die in Absch. 4.4 auf Seite 83 beschriebenen sphérischen und asphérischen Modelle
verfeinern sich zu den in Tab. 7.1 gelisteten Giitefaktoren. Bei gleichbleibender
Parameterzahl erzielt das aspharische Modell mul einen um 0,23 Prozentpunkte
niedrigeren R1 als die spharische Verfeinerung iam,;, und einen um 0,11 Pro-
zentpunkte niedrigeren als die Wiederholung der klassischen Verfeinerung iam.
Somit wird durch das Invariommodell die Beschreibung von TETRALYSO um 1-2 %
gegeniiber dem spharischen Modell verbessert.

Als komplementare Betrachtung der Unterschiede in den Abweichungen der
Modelle von den Beobachtungen, sollen direkt die gewichteten Differenzen AF =
|F,, — F.|o(F,)"! zwischen beobachteten und aus dem Modell berechneten Struk-
turfaktoren der Verfeinerungen iam und mul miteinander verglichen werden: Die
Abweichungen AF'(iam) liegen im arithmetischen Mittel bei 0,7315, der Median
betragt 0,4888, die hochste Abweichung 226. Analoge Parameter der Verteilung der
Differenzen AF(mul), bestimmen sich zu einem Mittel von 0,7269 und einem Me-
dian von 0,4848, mit einer Maximalabweichung von 218,7. Ohne o(F,)-Gewichtung
werden zehnmal hohere Unterschiede beobachtet. In beiden Fallen entspricht das
Ergebnis der Erwartung kleinerer Abweichungen im Modell mul; wie die um 0,004
und ohne Gewichtung um etwa 0,04 geringeren Mediane belegen.

Da die Unterschiede sehr klein sind, stellt sich die Frage nach der Signifikanz

Tabelle 7.1: Giitefaktoren der sphérischen und asphérischen Verfeinerung von TETRALY-

SO.

lam 1am,p, mul
Reflexe F? > 20(F?) 107618 107618 107618
Parameter 6760 6760 6760
Niet/Npar 15,920 15,920 15,920
R(F) 0,1248 0,1260 0,1237
Rau(F) 0,1310 0,1323 0,1299
R, (F?) 0,2987 0,3015 0,2983
GoF,, 2,7284 2,7558 2,7225
Mittl. (Versch. /esd) 1,12-107* 1,21-1073 2,97-107°
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7 Tetragonales Lysozym

Tabelle 7.2: Giitefaktoren der sphérischen und asphérischen Verfeinerung von TETRALY-
SO gegen beschnittene Daten.

>

<E<e
iam iam,p, mul

Reflexe FO2 > QU(FOQ) 99818 99818 99818
Parameter 6760 6760 6760
Nires/Npar 14,766 14,766 14,766
R(F) 0,0974 0,0988 0,0970
Rou(F) 0,0978 0,0992 0,0975
Rw(F2) 0,2375 0,2410 0,2380
GoF,, 2,1792 2,2126 2,1833
Mittl.(Versch. /esd) 3,75-1076 3,81-107° 3,19-107°

dieser Verbesserung durch die aspharische Verfeinerung. Mit Bezugnahme auf das
in Absch. 3.1.2 auf Seite 36 zu statistischen Tests Gesagte, ergibt sich fiir die zwei
Verteilungen AF,,(iam) = |F, jum — Frjam|0(Fpjam) ™ und AF, (mul) = |F, yu —
Femullo(Fyjam) ™t mit den Hypothesen Hy : AF,(iam) = AF,(mul) und H; :
AF,(iam) > AF, (mul) sowohl im ¢-Test als auch im Wilcoxon-Rangsummentest
mit p < 2 - 10716 eine statistisch signifikante Ablehnung der Nullhypothese — die
Strukturfaktordifferenzen sind durch die Verfeinerung mul signifikant kleiner als
im spharischen Fall iam. Gleiches gilt fiir die ungewichteten Daten.

Effekt des Beschneidens der Daten

Von 122388 Reflexen haben 17486 ein Verhéltnis F?/F? > 2 oder < /2 nach
der sphéarischen Verfeinerung, wovon Daten hochster und niedrigster Auflosung
anteilig am starksten betroffen sind, was Abb. 7.1 auf der gegentiberliegenden Seite
verdeutlicht. Nimmt man diese 14,3 % aus dem Datensatz heraus, so verbleiben
104902 Reflexe, deren Vollstandigkeit im Auflésungsbereich oo — 0,8 A auf nur noch
86 % sinkt, nach vorherigen 100 %. Es fallen insbesondere schwache Reflexe in den
hochsten Auflosungsschalen heraus — die Vollstandigkeit sinkt dort sogar um 30 %
— weshalb der prozentuale Anteil von Beobachtungen > 20 ebenso zunimmt wie
die durchschnittliche auf den Fehler normierte Intensitat.

Die Verfeinerung der drei eingangs genannten Modelle gegen auf diese Weise
beschnittene Daten resultiert in um ca. 2,7 Prozentpunkte verringerten konventio-
nellen R-Werten. Wie Tab. 7.2 entnommen werden kann, verzeichnet die spharische
Verfeinerung eine stéirkere Verbesserung als die aspharische Modellierung. Dadurch
wird der zuvor gezeigte Vorsprung des Modells mul fast aufgehoben.
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Abbildung 7.1: Quotient beobachteter und berechneter Intensitédten von TETRALYSO
und ihre Auflésungsabhéangigkeit im Modell iam.

7.2 Geometrie

Fiir den quadratisch gemittelten Unterschied aller Atompositionen des Lysozymmo-
lekiils im Modell mul, ergibt sich gegeniiber der Verfeinerung iam eine Abweichung
von 0,095 A. Im Vergleich zur Variante iam,}, betragt der Unterschied nur 0,006 A.
Allerdings beeinhalten diese vernachlassigbar kleinen Differenzen auch die fixierten
Koordinaten.

Bezitiglich einzelner Atomlagen belaufen sich die Positionsunterschiede der Nicht-
wasserstoffatome im Modell iam auf bis zu 0,031 A, die der Wasserstoffatome
betragen 0,083-0,190 A. Letzteres ist den verlangerten XH-Abstdnden des Modells
mul zuzuschreiben. In Abb. 7.2 auf der folgenden Seite sind diese Abweichungen
der Koordinaten in den beiden Verfeinerungen farblich gekennzeichnet. Abgesehen
von den Wasserstoffatomen, zeigen nur wenige randstandige Atome eine merkliche
Verschiebung.

Die Gegeniiberstellung der Verfeinerungen mul und iam,}, zeitigt fiir die Nicht-H-
Positionen ganz ahnliche Unterschiede von bis zu 0,045 A. Ob der in beiden Modellen
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Abbildung 7.2: Quadratisch gemittelte Abweichung zwischen den Strukturen mul und iam von TETRALYSO.
Verfeinerte Koordinaten hervorgehoben.
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7 Tetragonales Lysozym

Tabelle 7.3: Verfeinerte Bindungsléngen der Peptidbindungen in der Hauptpopulation
von TETRALYSO.

dE&H* dmm/ma:z:Jr g(ad)T Q]-i QQi Qgi IQRi MAD:{

C-O (n=111)
mul 1,159/1,293 1,224(20) 1,214 1223 1,234 0,019 0,014
jam  1,231(20) 1,166/1,302 1,230(21) 1,219 1,228 1,240 0,021 0,016
iam,, 1,161/1,304 1,230(21) 1,219 1,228 1,241 0,022 0,015
C-N (n = 115)
mul 1,242/1,419 1,336(22) 1,327 1,339 1,346 0,020 0,016
jam  1,329(14) 1.244/1413 1,334(23) 1,324 1,336 1,347 0,023 0,018
iam,, 1,248/1,420 1,336(23) 1,325 1,338 1,348 0,023 0,018
Co—C (n = 101)
mul 1,445/1,626 1,537(22) 1,528 1,536 1,547 0,018 0,013
jam 1,525(21) 1,410/1,612 1,529(24) 1,520 1,530 1,540 0,020 0,015
iam,, 1,421/1,619 1530(24) 1,519 1,531 1,542 0,023 0,017
o—N (n = 98)
mul 1,374/1,515 1454(2) 1,446 1,456 1,466 0,020 0,015
jam 1,458(19) 1,361/1,513 1,456(23) 1,449 1458 1,468 0,020 0,015
iam,, 1,368/1,521 1,459(23) 1,452 1463 1,471 0,019 0,014

*Engh&Huber-Bindungslingen mit Standardabweichung; fMinimum, Maximum und
Mittelwert mit Standardabweichung der Bindungslangen; 10,25-Quartil, Median,
0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten Abweichungen; alle
Einheiten in A.

verlangerten Wasserstoffabstande, liegen die Veranderungen der Wasserstofflagen
nun bei maximal 0,033 A. Abb. 7.3 auf der vorherigen Seite macht die geringen
Unterschiede deutlich. Aufler wenigen, wiederum randstindigen Atomen zeigen die
meisten Koordinaten den Farbcode fiir eine nur 0,01 A betragende Abweichung.
Die Standardabweichung der Koordinaten liegt in ebendieser Gréflenordnung,
weshalb nun die Auswirkungen auf die Bindungsldngen anhand einer Auswahl
von Peptidbindungen (siehe dazu auch Absch. 6.2 auf Seite 151) ndher untersucht
werden sollen. Wie die Tabellen 7.3 fiir diese Abstande und insbesondere 7.4 auf der
nachsten Seite fiir deren Differenzen zeigen, liegen die Unterschiede zwischen den
Verfeinerungsmodellen unter 0,01 A. Allerdings sind einige Trends zu beobachten.

Zunéchst ist festzustellen, dafl das arithmetische Mittel der Bindungsliangen des
Modells iam um maximal 0,005 A von den Engh&Huber-Referenzwerten verschieden
ist. Im Modell iam,}, sind die Abweichungen marginal hoher. Die asphérische Verfei-
nerung mul bewirkt nun etwas starkere Unterschiede zu den Referenzmittelwerten
und zwar jeweils in Richtung der bereits in den spharischen Modellen bestehenden
Abweichungen. Dadurch scheint diese Entwicklung durch reale Gegebenheiten in
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Tabelle 7.4: Differenzen der verfeinerten Peptidbindungsléngen der TETRALYSO-
Hauptpopulation.

Adinjmaz’ Ad(op)T Q1F  Q2f  Q3t IQRt MAD?

mul-iam —29,80/7,80 —5,85(5,09) —8,25 —520 —2,90 5,35 4,00
mul-iam,;, —40,40/2,80 —5,90(5,85) —8,00 —4,70 —1,85 6,15 4,74

mul-iam —9,70/14,00 2,0

1( ~120 200 560 680 @ 504
mul-iam,;, —11,90/16,70  0,25(

)
J18) —3,10 0,10 355 6,65 504

mul-iam  —10,60/35,60 8,1
mul-iam,;, —12,20/31,50 7,1

2,30 7,60 13,50 11,20 8,01
1,70 5,90 12,20 10,50 8,01

mul-iam —27,10/16,30 —1,93(6,38) —4,88 —2,35 2,17 7,05 5,78
mul-iam.;, —36,30/12,10 —5,08(6,46) —7,97 —550 —2,12 585 4,52
"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der
Bindungslangendifferenzen; $0,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil; alle Einheiten in 1073A.

dieser Struktur verursacht und nicht das Resultat zufalliger Schwankungen zu sein.

Insbesondere stimmen die Effekte durch die Multipolverfeinerung meist mit
den fiir P1LYSO und APA gemachten Beobachtungen tiberein. So tritt auch hier
eine Verkiirzung der C-O-Bindung ein, die mit —5 - 1073 A auch zu den deut-
lichsten Modifikationen durch die Invariombeschreibung zéhlt. Die geringsten
Unterschiede zwischen spharischer und aspharischer Bindungslange, zeigen die Bin-
dungen zu Stickstoffatomen. Hierbei erfahrt die C-N-Bindung eine Verlangerung
um durchschnittlich 2 - 1073 A beim Vergleich von mul und iam, jedoch fast gar
keine Anderung beim Vergleich mit iam,},, dem Modell, welches gleichfalls eine
verlangerte Bindung zum amidischen Wasserstoffatom an diesem Stickstoff hat.
Umgekehrt kommt es bei der C,-N-Bindung zu einer Verkiirzung selbiger, die
gegeniiber fam,j, mit —5,5-107? A ausgepragter, als die Abnahme um —2,4-1073 A
verglichen mit iam ist. Auch dieser Befund ist im Einklang mit den vorherigen
Untersuchungen. Die C,~C-Bindung schlielich weist die deutlichsten Unterschiede
zwischen aspharischem und sphéarischem Modell auf. Sie verldngert sich im Modell
mul um durchschnittlich 8 bzw. 6 - 1073 A gegeniiber den Werten aus iam und
1amy.p,.

Bei allen Bindungstypen nimmt in der aspharischen Verfeinerung die Streuung um
das Mittel etwas ab. Die Spannweite zwischen Minimal- und Maximalldngen einer
Bindung liegt mit etwa 0,16 A aber nach wie vor in einem die Modellunterschiede
bei weitem tiberschreitenden Bereich.
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7.3 Verschiebungsparameter

Der Median der aquivalenten isotropen Verschiebungsparameter U, aller 2393
Atomlagen von TETRALYSO betragt ca. 0,134 AQ, wobei die Extremwerte der
Verteilung bei 0,06 und 2 A2 liegen. Fiir die 751 zur Verfeinerung ausgewahlten
Nichtwasserstoffatome, ergeben sich moderatere Werte (Tab. C.1 auf Seite 355
enthalt Statistiken iiber weitere Untermengen dieser Struktur). Zwar belduft sich
das maximale U, auf immerhin noch 0,386 und 0,380 A? in den spharischen Mo-
dellen und 0,370 A2 nach der Verfeinerung mul, aber der Median von iam und
iam,y, liegt bei nur noch 97 - 1073 A2, der des Modells mul bei etwas niedrigeren
96 - 1073 A2. Ebenfalls geringer in mul, ist das Minimal- Uy, 58 - 1073 AQ, verglichen
mit 59 - 1073 A2 in den sphérischen Modellen. In Abb. 7.6 auf Seite 198 sind die
anisotropen Verschiebungsparameter dieser Atome illustriert. Zusatzlich tragen
sie einen dem jeweiligen Us-Wert entsprechenden Farbcode. Die Ellipsoide al-
ler Nichtwasserstoffatome zeigt Abb. C.1 auf Seite 356. Mit diesen Abbildungen,
wird die Auswahl verfeinerter Atome graphisch wiedergegeben, sowie hervorge-
hoben, dafl priméar Strukturteile mit zu hohen Verschiebungsparametern fixiert
wurden. Durch die Statistik tiber die Differenzen A Uyy = Ueq(mul) — Uyq(iam), bzw.
Ueq(mul) — Ueq(iam,},), wird die Verbesserung der Temperaturfaktoren bekraftigt:
Die Unterschiede zur klassischen spharischen Verfeinerung weisen einen Median von
—1,18-1073 A2 auf, gegeniiber dem Modell jam,;, von —1,33-1073 A2, Dabei liegen
die Quartilsgrenzen komplett im negativen Bereich, mit einem recht schmalen
Abstand von & 1- 1073 A2,

Diesen Sachverhalt verbildlichen die Tafeln 7.4 auf der nachsten Seite und 7.5
auf Seite 196, durch Auftragung der isotropen Temperaturfaktoren aller Nicht-
wasserstoffatome des Lysozymmolekiils mit den jeweiligen Unterschieden zwischen
mul und iam. Hierbei wird offenbar, dafl 665 oder 88,5 % aller verfeinerten Atome
nach asphérischer Behandlung ein kleineres U, aufweisen, wahrend fiir nur 86
(11,5 %) Verschiebungsparameter eine Verschlechterung eintritt. Letzteres ist bei
hoheren U, haufiger als bei niedrigen. Je grofler der Temperaturfaktor bereits
nach spharischer Verfeinerung war, desto drastischer sind die auftretenden Ver-
anderungen. Sowohl die stirkste Verkleinerung von —9,5 - 1073 A? als auch die
groBte Zunahme eines Us,-Wertes von 10,5 - 1073 A2 korrespondieren mit hohen
Ausgangstemperaturfaktoren. Beim Vergleich der Modelle mul und iam,, liegen
die Extrema der Us-Differenzen doppelt so hoch.

Eine Aufschliisselung nach Elementen bietet Tab. C.2 auf Seite 357. Den kleinsten
durchschnittlichen Temperaturfaktor von im Median 89 - 1073 A? haben Schwe-
felatome, welcher sich mit mul um —2 - 1073 A2 am stiirksten verbessert. Mit
—1,4 und —1,6 - 10~ A2 ist die Abnahme fiir Kohlenstoffatomen in den Modellen
iam und iam,j, geringer ausgeprigt, deren mittleres Us, bei 96 - 1072 A2 liegt.
Die nichstniedrigere Verbesserung von, je nach Modell, —1,0 und —1,3 - 1073 A2
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Abbildung 7.4: Veranderung der Us-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber dem
sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von TETRALYSO.
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Abbildung 7.5: Verdnderung der Us-Werte im aspharischen Modell mul gegeniiber dem
sphéarischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von TETRALYSO.
Auftragung nach Ueq (iam).
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Tabelle 7.5: Statistik der Uy der verfeinerten Peptidbindungsatome von TETRALYSO.

Tonin/maz’ Z(0,)] Q1F  Q2F Q3 IQR* MAD:}
C, (n=101)
mul 58,54/175,20 97,08(28,13) 74,77 91,57 111,60 36,86 27,12
jam 60,17/172,90 98,56(27,71) 76,34 93,34 112,40 36,08 27,09
iam,.p, 60,43/173,90 98,78(27,58) 76,65 93,54 112,50 35,88 27,07
mul-iam  —3,93/2,32  —1,48(0,92) —-1,93 —1,66 —1,27 0,66 0,44
mul-iam., —3,87/2,06 —1,70(1,12) —221 —1,99 —144 0,77 0,42
C (n=111)
mul 57,73/170,40 97,07(27,92) 73,39 91,70 112,40 38,98 28,20
iam 58,95/170,90 98,12(27,54) 74,74 93,28 113,10 38,36 28,44
iam,, 59,22/169,20 98,30(27,55) 74,79 93,74 113,40 38,62 29,00
mul-iam  —3,19/3,41  —1,05(1,00) —1,57 —1,21 —0,84 0,73 0,54
mul-iam,y, —4,47/4,72  —1,23(1,09) -1,77 —-1,33 —1,10 0,67 0,55
N (n = 107)
mul 59,40/178,70 96,56(27,13) 74,46 93,48 107,80 33,31 26,44
iam 60,67/177,00 96,89(26,54) 75,00 95,06 107,90 32,92 27,20
iam,.p, 60,92/177,00 96,89(26,37) 75,34 94,80 107,90 32,53 26,36
mul-iam  —1,91/522  —0,32(0,99) -0,84 —0,59 —0,12 0,73 0,54
mul-iam., —2,21/4,33  —0,33(1,14) —-1,07 —0,66 0,00 1,07 0,68

O (n=111)

38,86) 83,34 99,77 131,10 47,74 30,90
38,46) 84,36 100,20 131,60 47,23 30,00
iam,p, 65,69/255,30 111,90(38,81) 84,56 100,50 132,50 47,91 29,96
mul-iam —2,94/4,48 —-0,73(0,89) —1,24 —0,90 —049 0,75 0,57
mul-iam,}, —10,39/8,37 —1,12(1,45) —-1,45 —1,20 —0,85 0,60 0,48
"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Ueq und A Usq;
10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 10-3A2.

mul 64,32/244,90 110,80
iam 65,54/246,70 111,50

—_— =

erfahren Sauerstoffatome, ihr mittleres U, betrigt ca. 103-1073 A2 Am geringsten
ist die Verdanderung bei Stickstoffatomen, deren U,,-Mittel sich, ausgehend von
95-107% A2, um etwa —0,65 - 1073 A verringert.

Anhand Tab. 7.5 ist fiir die nach bekanntem Schema ausgewéhlten Atome der
Peptidbindung ein ahnliches Muster erkennbar — ein geringeres spharisches Uy
bedingt eine starkere Verbesserung, welche bei Stickstoffatomen aber unerwartet
gering ist. Im aspharischen Modell erhoht sich die Streuung der Ue,-Verteilung
aller Atome leicht, bei C, und N geht dies mit grofleren Maximalwerten einher.
Die Schwankungsbreite der Verbesserungen ist bei jedem Atomtyp vergleichbar.
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Usq/1073 A2

s00- ™ 63,24 - 1073 + 0,32 - 1073 d*
sl ®100,1-107% + exp(0,21d) - 1073
= 928-1073d ;
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Abbildung 7.7: Uy (mul) der Nichtwasserstoffatome von TETRALYSO in Abhéngigkeit
vom Abstand zum Massenzentrum.

Die analog Gl. 6.1 auf Seite 159 berechneten Koordinaten des massengewichteten
Zentrums liegen bei (58,42; 78,51; 28,53) A, in Abb. 7.6 ist es als magentafarbene
Kugel symbolisiert. Wie der Differenzvektor aller 1070 Nichtwasserstoffatome nach
Gl. 6.2 angibt, befinden sie sich in Abstédnden von 1 bis 28 A dazu. Die Ueq dieser
Atome sind in Abhangigkeit von dieser Distanz in Abb. 7.7 aufgetragen.

Offenbar nehmen die Verschiebungsparameter mit der Entfernung vom Massen-
zentrum zu. Drei Typen von Ausgleichsfunktion sollen das Verhalten der Verteilung
approximieren. Die Unsicherheit der Koeffizienten der linearen (rot) und exponen-
tiellen (griin) Funktion betrégt dabei ca. 1-2 %, die der quadratischen (blau) 3-4 %.
Wie schon im vorherigen Kapitel (siche Seite 162) ergibt sich der Eindruck, daf8 die
Beschreibung durch eine quadratisch mit dem Abstand dj;z vom Schwerpunkt stei-
gende Funktion das Verhalten der U, am besten widerspiegelt. Die Steigung ist mit
0,64-1073 d A ein Drittel hoher als im Fall des triklinen Lysozyms, beginnend bei
einem extrapolierten Temperaturfaktor im Zentrum des Molekiils von 63 - 1073 A2,
Damit werden die Daten besser wiedergegeben als durch die Exponentialfunktion,
welche einen zu starken Anstieg bei groflem Abstand und zu geringen nahe des
Zentrums beschreibt. Problematisch an der linearen Beschreibung ist die Extra-
polation auf Null im Zentrum der Struktur. Passt man stattdessen eine lineare
Funktion a + bz an die Daten an, resultiert 11,70(4,85) - 1073 + 8,48(0,35) - 1072 d.
Die hohen Parameterunsicherheiten von +42 % und +4 % in Kombination mit
dem ohnehin niedrigen Parameter a fithrten zu dem Entschlufl, diesen aus der
Regression auszuschliefien.
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7.4 DMSDA-Werte

Zwecks weiterer Untersuchung der Temperaturfaktoren zeigen Abb. 7.8 auf der
nachsten Seite und Abb. 7.9 auf Seite 202 die DMSDA-Betrage der 1102 Nicht-
wasserstoffatombindungen in den Modellen mul und iam, sowie die Veranderung
durch die unterschiedliche Verfeinerung von 795 Bindungen. Sowohl im sphérischen
als auch im asphéarischen Modell treten sehr niedrige und sehr hohe Werte auf,
die stark schwankend iiber die gesamte Sequenz verteilt sind. Um einen in allen
Verfeinerungen shnlichen Zentralwert von ~ 41 - 1074 A2 gibt es Betriige von bis
zu 973 - 107+ A2 im Modell jam und 941 - 10~4 A% im Fall mul.

Gleiches gilt fiir die Differenzen A|DMSDA| = |DMSDA|(mul) —|DMSDA|(iam),
nur bei ungefahr einem Viertel der vorherigen Groflenordnung. Hier liegt das Mittel
iiber alle Bindungen nahe Null, die starksten Veranderungen zu iam betragen
+146-1074 AQ, beim Vergleich mit iam,}, sogar —197 und 166-10~* A2, Tendentiell
verschlechtern sich niedrige und hohe DMSDA-Werte des spharischen Modells,
wahrend mittlere eher eine Verbesserung erfahren. Zudem ist das Ausmaf} der
Unterschiede bei hohen Ausgangswerten ebenfalls besonders hoch.

Wie Tab. C.3 auf Seite 358 detailliert, weisen die frei gegebenen Bindungen einen
Median von 44, 42 und 40-10~4 A2 fiir die DMSDA-Betrage in den Modellen iam,.,,
iam und mul auf. Die 795 Differenzen haben einen Zentralwert von —1-1074 A2,
sowohl fiir die Unterschiede zum Modell iam als auch zu iam,}. Dazu haben die
nach Elementen diskriminierten fiinf Bindungstypen unterschiedliche Beitréage:
Auf den vier Disulfidbriicken nehmen die Extremwerte im Modell mul ab, womit
ein etwa 2+ 1074 A2 geringerer Median von 42 - 10~* A? verbunden ist. Hingegen
kommt es auf den zwolf C—-S-Bindungen zu einer durchschnittlichen Zunahme
des DMSDA-Betrages um 6 - 10~ A2 auf 36 - 10~* A2. Die 148 C-O-Bindungen
verbessern ihren Schnitt in mul deutlich, von ca 59 auf nun 47 - 10~4 A2. Eine
weniger ausgeprigte Verringerung, von ca. 41 auf 37 - 1074 A2, ist fiir 258 C-N-
Verkniipfungen zu beobachten. Fast unverandert zeigen sich die 373 C-C-Bindungen,
deren aspharischer Median bei 40, der des Modells iam bei 39 und im Fall iam,.},
bei 42 - 1074 A? liegt.

Ein davon abweichendes Bild ergibt die Untersuchung der insgesamt 425 Pep-
tidbindungen des Riickgrats der Hauptpopulation von TETRALYSO, exklusive
terminaler Reste und Glycin, sowie Prolin, deren Statistik in Tab. 7.6 auf Seite 203
aufgefiihrt ist. Die starkste Verbesserung erfihrt im Median die C-N-Bindung, von
40 auf 35 - 1074 A2, Auch auf den C,~N-Bindungen sinken im Durchschnitt die
DMSDA-Betrige, von 37,5 in den sphérischen Modellen auf nur noch 32 - 1074 A2
im Modell mul. Allerdings nehmen die Betrige auf einigen Bindungen stark zu,
das Mittel der Differenzen ist deshalb nahe bei Null. In geringerem Ausmafl ver-
bessert sich auch die C-O-Bindung, deren ohnehin hoheres sphérisches Mittel von
56-59 - 10~ A2 auf nur 53 - 10~* A2 sinkt. Andererseits sind die Extremwerte der
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Abbildung 7.8: Verinderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber
dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von TETRA-

LYSO.
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dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von TETRA-

LYSO. Auftragung nach steigenden |DMSDA|-Werten des Modells iam.
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Tabelle 7.6: DMSDA-Betriage der verfeinerten Peptidbindungen der TETRALYSO-
Hauptpopulation und deren Differenzen.

Toinjmaz Z(0,)f Q1t Q2* Q3*  IQR* MAD?

C-0 (n=111)
mul 0/437 88,61(94,95) 20,00 53,00 11500 95,00 54,86
iam 0/381 90,27(91,09) 26,00 56,00 12550 99,50 54,86
iam,, 0/396 90,26(91,54) 24,50 58,00 121,50 97,00 57,82
mul-iam  —95/74 —1,66(25,11) —14,00 —1,00 9,00 23,00 16,31
mul-iam,., —107/95 —1,65(29,09) —12,00 —2,00 10,00 22,00 17,79

C-N (n = 115)
mul 4/405 64,02(73,56) 20,50 35,00 74,00 53,50 31,13
iam 0/423 65,65(76,00) 21,00 40,00 74,50 53,50 38,55
iam,.}, 0/444 67,02(78,47) 19,00 40,00 78,50 59,50 38,55
mul-iam —146/131 —1,64(32,01) —20,00 —5,00 17,50 37,50 26,69
mul-iam,;, —167/131 —3,00(36,93) —25,50 —6,00 17,00 42,50 31,13
C.—C (n=101)

mul 2/941 82,67(128,97) 21,00 44,00 88,00 67,00 44,48
iam 1/973 84,47(136,69) 14,00 42,00 100,00 86,00 48,93
iam,p, 0/947 86,34(142,73) 11,00 43,00 92,00 81,00 53,37
mul-iam —136/115 —1,79(41,84) —33,00 —1,00 30,00 63,00 47,44
mul-iam,;,—197/110 —3,66(50,83) —35,00 0,00 31,00 66,00 50,41
C.—N (n =98)
mul 1/623 75,28(121,25) 12,25 32,00 66,00 53,75 34,84
iam 1/589 72,84(110,10) 15,00 37,50 71,50 56,50 36,32
iam,.p, 0/629 75,13(112,90) 16,25 37,50 71,50 55,25 35,58
mul-iam  —59/146  2,44(25,05) —10,75 1,00 10,00 20,75 14,83

mul-iam,;, —66/159  0,14(26,18) —10,00 —2,00 7,00 17,00 12,60

"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der DMSDA-Betrige;
10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 107*A?2.

Differenzen weniger stark ausgepragt. Die homoatomare C,—C-Bindung schliellich
zeigt einen leicht steigenden DMSDA-Mittelwert im asphérischen Modell. Lag dieser
im Modell jam noch bei 42-10~4 A2, sind es nach mul 44-10~* A2. Hierbei weisen die
recht hohen Extremwerte der Differenzen und z. B. der besonders hohe Interquar-
tilabstand auf ausgepragte Anderungen der DMSDA-Betrige dieses Bindungstyps
hin, wiewohl immerhin der Maximalbetrag mit der Verfeinerung mul abnimmt.
Auf allen vier Bindungen nimmt die Verteilungsbreite der DMSDA-Betrage im
aspharischen Modell etwas ab.
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Tabelle 7.7: Statistik der Restdichten der asymmetrischen Einheit von TETRALYSO.

Tomin/maz Z(0,)T Q1F Q28 Q3 IQR* MAD!
mul —903,3/1560,0 1(150 9) —1094 —17.8 96,8 2062 1499
iam —915,7/1479,0 0,1(154,0) —112,0 —18,7 99,2 2112  153,2
iam,., —902,1/1475,0 0,1(154,9) —112,9 —18,0 100,6 2135 1552

tMinimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Restdichte;
£0,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 1073 e/A3.

7.5 Restdichten

Zur Auswertung der Restdichten in den drei Modellen mul, iam und iam,},, wurde
der Term » (F, — F.)exp(i¢.) auf einem die asymmetrische Einheit umfassenden
Gitter von 300 x 300 x 136 = 1620000 Punkten berechnet, das Volumen eines
Voxels ist somit 0,0188 A3. Die gesamte Restelektronendichte belauft sich im Betrag
> A pres|Vior auf 3688 e im Modell mul und auf 3768 e sowie 3797 e in den sphéri-
schen Modellen iam und iam,p. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den restlichen
Strukturen auf das Volumen der asymmetrischen Einheit normiert, lauten diese
Werte 0,1284, 0,1312 und 0,1322 eA=3. Somit reduziert sich die Gesamtrestdichte
in der asphérischen Verfeinerung um 2 bzw. 3% gegentiber den Modellen iam und
1amyp,.

Auch die Statistik tiber die Restdichten der asymmetrischen Einheit in Tab. 7.7
148t die, wenn auch geringe, Abnahme der Restdichten erkennen. Hierbei wird
deutlich, dafl im Modell mul von TETRALYSO insbesondere die negativen Rest-
dichten gemildert werden: Der Mittelwert und die Lage der Quartilsgrenzen ist
zu positiveren und naher bei Null liegenden Werten verschoben. Anhand der ver-
minderten Indikatoren fiir die Streuung der Restdichten, wird zudem eine engere
Verteilung um den Nullpunkt nahegelegt, bei zugleich erhohtem Maximum.

Gleiches wird auch in den Histogrammen 7.10(a) und 7.10(b) auf der gegen-
iiberliegenden Seite deutlich. Zwar gibt es in mul einige wenige Gitterpunkte zu
hoheren Extrema, andererseits liegen in diesem Modell 5,0 % im optimalen Intervall
(-0,01; 0,01], wihrend die sphérischen Verfeinerungen Werte von 4,9 % und 4,8 %
zeigen. Das Verteilungsmaximum erreicht das asphérische Modell mit 2,81 % im
Intervall (-0,06; -0,05], das von iam liegt bei 2,75 % in (-0,07; -0,06] und mit 2,69 %
bei (-0,08; -0,07] hat iam,, die schlechtesten Werte. Die geringen Unterschiede der
Modelle lassen die Verteilungen fast genau iibereinander liegen.

Die Statistiken ergdnzend, geben die Abb. 7.11 bis 7.15 auf Seite 206210
eine [llustration der Restdichte und Restdichtedifferenzen als Isooberflichen zu
mehreren Werten, analog denen in Absch. 6.5 auf Seite 173 fiir P1LYSO gezeigten
und erlauterten.

204



7.5 Restdichten

3 mul e—
1 i jam  —
% &
0,01
0,001
0
-0,9 -0,7 -0,5 -0,3 -0,1 0,1 03 05 0,7 09 1,1 Apres 1,5
(a) Restdichten TETRALYSO, mul vs iam.
3 mul  —
1 iam,), o
% ¢
0,01
0,001
0 H

09 -0,7 05 -03 -01 01 03 05 07 09 1,1 Apee 1,5
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Abbildung 7.10: Histogramm der Restdichtegitter Y (F, — F.) exp(i¢.) der sphérischen
(griin/orange) und asphérischen (blau) Modelle. Intervalle A(é;i+0,01],

Einheiten eA-3.
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Abbildung 7.11: Restdichten von TETRALYSO im Modell mul, Darstellung bei sechs Isooberflichenwerten bis
zu 4 A um die Struktur.
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Abbildung 7.14: Restdichten und Restdichtedifferenzen bis 1,4 A um den TETRALYSO-
Tryptophanrest 108 fiir sphérische und asphéarische Verfeinerungen.

Die Uberblicksdarstellungen Abb. 7.11 und 7.12 zeigen die Modelle mul und iam,
eine fast identische Darstellung fiir iam,}, ist in Abb. C.2 auf Seite 359 zu finden.
Nur geringe Akkumulationen positiver Restdichte sind in den sphérischen Modellen
auf den Atomen oder Bindungen von TETRALYSO zu finden, sie sind eher um das
Molekiil, im Solvensbereich, lokalisiert. Zumeist sind die Atomlagen von negativer
Restdichte umhiillt. Der Einflul des aspharischen Modells ist ausgesprochen gering,
wie allein die Skala der Differenz der Restdichten der Modelle iam und mul in
Abb. 7.13 zeigt — sie wurde zu ungefihr einem Sechstel des Werteumfangs der
eigentlichen Restdichten gewéhlt.

In Abb. 7.14 und in Abb. 7.15 auf der folgenden Seite sind Ausschnitte fiir die
Aminosaurereste Tryptophan 108 und Glutaminsdure 35 zu sehen. Die Verteilung
der Restdichte der spharischen Modelle ist offensichtlich nur noch schwer mit der
Erwartung lokalisierter Bindungsphanomene vereinbar. Vielmehr ist die Topologie
der Restdichten diffus und nicht deckungsgleich mit der Molekiilstruktur.
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Abbildung 7.15: Restdichten und Restdichtedifferenzen bis 1,4 A um den TETRALYSO-
Glutaminsaurerest 35 fiir sphéarische und aspharische Verfeinerungen.

Hierfiir ist die ungenau bestimmte Elektronendichte des Experiments und der
durch die geringe Datenauflosung von d = 0,8 A prinzipiell eingeschrankte Detail-
reichtum der Beobachtungen urséchlich.

Die Hauptmerkmale der Restdichten sind bei beiden Beispielen neben den
Atomen und Bindungen lokalisiert, wahrend direkt auf den Bindungen, nur wenig
Restdichte, insbesondere kaum positive, befindlich ist. Im Fall des Tryptophanrestes
liegen hauptsachlich negative Restdichten in ca. 1 A Entfernung vom Molekiil. Bei
der Carboxylgruppe der Glutaminsaure sind hohe positive Restdichten knapp iiber
dieser lokalisiert, was eher auf eine Fehlordnung hinweist. Zwischen sphéarischem und
aspharischem Modell betragen die Differenzen nur etwa ein Viertel der beitragenden
Restdichten. Die Konzentration von Elektronendichte auf den Bindungen, bedingt
eine Abnahme selbiger in der Umgebung. Somit wird die dort vorhandene negative
Restdichte etwas reduziert, andererseits positive Restdichte verstarkt.
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7.6 Deformationsdichten

In Abb. 7.16 ist die Deformationsdichte Apg.; des aspharischen Modells mul
gegeniiber einer spharischen Elektronendichteverteilung fiir die zuvor betrachteten
zwel Aminoséaureste gezeigt. Abb. 7.17 auf der folgenden Seite zeigt die gleiche Gréfe
fiir die Gesamtstruktur TETRALYSO. Hiermit wird unter anderem belegt, daf die
Orientierung der atomzentrierten Multipoldichte korrekt erfolgte, denn schliellich
liegen die im aspharischen Formalismus gegeniiber dem spharischen erhohten
Elektronendichten auf den Bindungen und an den Orten freier Elektronenpaare
des Sauerstoffs.

Die Deformationsdichte wurde auf einem kubischen Gitter mit 2313 Punkten
berechnet, welches die Gesamtstruktur einschliet. Es wurde ein Punktabstand
von 0,266 A in alle Raumrichtungen gewahlt, um ein dhnlich feines Gitter zu
erzeugen, wie es fiir die Restdichte Verwendung fand. Damit betragt das Volumen
eines jeden Voxels 0,0188 A3, Aus der Summation der Restdichtebetrage, ergibt
sich nach Normierung auf die Gitterfeinheit eine Gesamtmenge » |Apges|Vior von
830 e positiver wie negativer Deformationsdichte. Fiir jede der 2017 aspharisch
beschriebenen Atomlagen, ergibt sich im Mittel 0,41 e Valenzdichte, die von einer
kugelformigen Beschreibung abweichend verteilt ist.

Aus dem Quotienten der Deformations- und Restelektronendichte Apges/Apres =
830 /3688 e = 0,225 ist ersichtlich, dal die vom Modell mul nicht beschriebene Dich-
te fast das Fiinfache der das aspharische vom spharischen Modell unterscheidenden
Dichte ausmacht.

Io,4 ‘ I (
0,2
0,1
-0,1
-0,2 -0,2 2
-0,4e/As I-o,4e//i\3 }e
(@) Apgesr TRP108 (b) Apger GLU35

Abbildung 7.16: Deformationsdichten der TETRALYSO-Reste Tryptophan 108 und
Glutaminsaure 35
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Abbildung 7.17: Deformationsdichte Apges von TETRALYSO.
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7.7 Abgeleitete Eigenschaften

Abb. 7.18 auf der néichsten Seite zeigt das elektrostatische Potential von TETRALY-
S0, welches aus der Multipolelektronendichte der Verfeinerung mul abgeleitet wurde.
Es ist durch Farbwerte auf einer 0,001 e/a3-Isooberfliche der Elektronendichte
illustriert, die ebenfalls den Invariompopulationen entstammt. Fiir die Bestimmung
der Elektronendichteverteilung und des Potentials wurden ausschlielich die 1961
Atome der Lysozymhauptbesetzung herangezogen. Beitrage minderpopulierter
Strukturteile oder der Solvenssphére wurden von der Rechnung ausgeschlossen.

Auf dieser Oberflache, welche die van-der-Waals-Oberflache approximiert, nimmt
das ESP Werte zwischen —0,2545 und 0,1966 ¢/a, an. Zum groften Teil wird das
Molekiil durch ein elektropositives bis schwach negatives Potential charakterisiert.
Nur im Bereich der Enzymtasche tritt ein ausgepragt elektronegatives ESP zutage,
insbesondere an der Carboxylatgruppe des Aminosaurerestes Asparaginsaure 52.
Dem steht ein weniger negatives bis positives Potential um die Glutaminsaure 35
gegeniiber, wie es bereits in den Ausfithrungen zum P1LYSO-ESP in Absch. 6.7 auf
Seite 183 erlautert wurde.

Eine Wiederholung dieses Potentials ¢,,, auf der gleichen Oberfliche stellt
Abb. 7.19(a) auf Seite 215 dar, nur bei einem festen Wertebereich von £191kT /e =
+0,18 ¢/a,. Damit kann Abb. 7.19(b) verglichen werden, die auf der gleichen Ober-
flache das aus der Losung der Poisson-Boltzmann-Gleichung mit delphi resultie-
rende elektrostatische Potential ¢pc zeigt. Hierfiir wurden jedem Proteinatom die
Standardladungen des amber03-Kraftfeldes zugewiesen, um die notwendige Punkt-
ladungsverteilung zu erzeugen. Die Gesamtladung des Molekiils betrug +8,98 e,
was sehr nahe den neun tiiberschiissigen Formalladungen liegt.

Offenbar ist das Multipol-ESP, besonders im Bereich der Tasche, stéarker elek-
tronegativ ausgepragt als das Punktladungs-ESP. Dazu passen auch die starker
elektropositiven Extremwerte von ¢pc, die bei —0,1364 und 0,2526 ¢/a, (—145
und 268kT/e) liegen, was Abb. 7.19(e) zeigt. Dort wird aber ebenfalls deutlich,
daBl die prinzipielle Verteilung positiver und negativer Bereiche von ¢pc der von
Gmut in Abb. 7.18 sehr dhnlich ist.

Mit den Abb. 7.19(c), (d) und (f) wird der Vergleich von ¢, und ¢pc auf
einer weiteren Oberflache durchgefiihrt. Es handelt sich um die van-der-Waals-
Oberflache A, g, welche aus den Atomradien bestimmt wurde. Auf ihr nehmen
beide Potentiale héhere Extremwerte an. So weist das Punktladungs-ESP in 7.19(f)
Maxima bei —0,1812 und 0,2825¢/a,, (—192 und 302kT/e) auf, die entsprechenden
Werte fiir ¢, liegen bei —0,2809 und 0,2499 e/a,, (—298 und 265 kT /e). Hieran
ist die Verschiebung von ¢p¢ ins Elektropositivere gegeniiber ¢,,,; ebenso deutlich
erkennbar wie durch den Vergleich der Abb. 7.19(c) und (d).

Auch fiir TETRALYSO ist die Abweichung beider Potentiale hoher, als es die Tests
fiir APA in Absch. 5.7.3 auf Seite 144 nahegelegt hatten, andererseits geringer, als
bei P1LYSO beobachtet.
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Abbildung 7.18: Elektrostatisches Potential des Multipolmodells von TETRALYSO auf der 0,001 e/ mw-ﬁmoovmwmm%m.
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(€) dPc@puui(0,001e/ad) () ¢pcQA qw

Abbildung 7.19: Multipol-ESP (¢,,) und Punktladungs-ESP (¢pc) auf 0,001 e/ad-
Isooberflache der Multipolelektronendichte () und van-der-Waals-
Oberflache (Ayqw). (a)-(d): Fester Wertebereich +191kT/e =
+0,18¢/a,. (e)-(f): Voller Wertebereich.
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8.1 Gutefaktoren

Aus der Verfeinerung der in Absch. 4.5 auf Seite 94 beschriebenen Modelle resul-
tieren die in Tab. 8.1 aufgelisteten Giitefaktoren. Die konvergente Anpassung von
3628 identischen Parametern der drei Modelle an 54157 Beobachtungen verlief in
allen Fallen konvergent, wie die mittlere, auf die Standardabweichung bezogene
Parameterverschiebung von etwa 107° zeigt, allerdings auch zu fast identischen
R-Werten. Zwischen R(F) und Ry (F) der sphérischen Modelle und dem asphéri-
schen Modell mul liegen maximal 0,2 % hohe relative Unterschiede zugunsten der
Invariomverfeinerung. Der R, (F?) verschlechtert sich aber von 27,18 % im Modell
iam bzw. 27,28 % im Modell iam,}, auf 27,37 % nach der Verfeinerung mul, eine
relative Zunahme um bis zu 0,7 %.

Ob tatsachlich eine Verschlechterung im asphéarischen Modell vorliegt, soll
direkt anhand der gewichteten Differenzen von beobachteten und berechneten
Strukturfaktoren der Modelle iam und mul betrachtet werden. Die Unterschie-
de AF,(iam) = |F, jam — Frjam|0(Fpjam) * haben ein arithmetisches Mittel von
0,5148 und einen Median von 0,3928, wohingegen die Deskriptoren der Vertei-
lung AF,(mul) = |F,mu — Femulo(Fpma) ™ bei 0,5179 und 0,3967 liegen. Im
aspharischen Modell sind die Differenzen im Mittel hoher, was auch ohne Gewich-
tung gilt. Aus Signifikanztests zu den Hypothesen Hy : AF, (iam) = AF, (mul)

und H, : AF,(iam) > AF,(mul) ergeben sich im ¢- und Wilcoxon-Test Uber-

Tabelle 8.1: Giitefaktoren der sphérischen und asphérischen Verfeinerung von INSULIN.

lam 1am,p, mul

Reflexe F? > 20(F?) 54157 54157 54157
Parameter 3628 3628 3628
Niet/Npar 14,928 14,928 14,928
R(F) 0,1123 0,1124 0,1123
Rau(F) 0,1179 0,1180 0,1178
R, (F?) 0,2718 0,2728 0,2737
GoF,, 2,3679 2,3774 2,3829
Mittl. (Versch. /esd) 4,76 -107° 3,76-107° 7,29-107°
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Tabelle 8.2: Giitefaktoren der sphéarischen und asphérischen Verfeinerung von INSULIN
gegen beschnittene Daten.

>

SR <2

iam iam,p, mul
Reflexe F?2 > 20(F2) 50739 50739 50739
Parameter 3628 3628 3628
N,,ef/Npar 13,985 13,985 13,985
R(F) 0,0990 0,0991 0,0992
Rau(F) 0,0995 0,0997 0,0997
Ry, (F?) 0,2359 0,2369 0,2388
GoF,, 2,0837 2,0932 2,1075
Mittl.(Versch. /esd) 1,08-107° 8,85-1070 2,09 - 1075

schreitungswahrscheinlichkeiten von jeweils 1. Die Nullhypothese kann also nicht
abgelehnt werden, es gibt keine statistisch signifikante Bevorzugung der Hypothese
hoherer Strukturfaktordifferenzen im Modell iam. Bei gegenteiliger Alternativ-
hypothese H; : AF,(iam) < AF,(mul) jedoch, lauten die p-Werte in beiden
Féllen 0. Hier kann die Nullhypothese zugunsten geringerer Differenzen im Modell
iam abgelehnt werden. Beide Tests bestatigen die statistisch signifikant erhohten
Abweichungen zwischen Beobachtungen und Modell im Fall der Verfeinerung mul.

Effekt des Beschneidens der Daten

Tab. 8.2 zeigt die Resultate des Versuchs, die Verfeinerungen durch Ausschlufl
der am starksten abweichenden Reflexe zu verbessern. Von 62155 Reflexen, liegen
8066 oder 13,0 % auflerhalb des in Abb. 8.1 auf der gegeniiberliegenden Seite rot
gekennzeichneten Bereichs F2/F? < 2 bis > 1/2, sie wurden fiir diesen Test aus
dem Datensatz entfernt. Dadurch bricht allerdings die Vollstandigkeit von 100 %
auf 87 % ein, Schalen hochster und niedrigster Auflosung sind besonders betroffen.
Mit dieser Behandlung sinkt der R-Wert um 1,3 Prozentpunkte, der R, (F?) sogar
um ca. 3,6 Punkte. Die Verbesserung ist fiir das Modell iam immer ausgepragter,
so da} nun die Verschlechterung der Giitefaktoren im Modell mul eindeutig ist.
Die zu obigen Ausfithrungen fiir den vollen Datensatz analoge Untersuchung
der Strukturfaktordifferenzen AF = |F, — F.| der beschnittenen Daten in den
Modellen iam und mul, ergibt fiir beide Verfeinerungen geringere Mittelwerte
als zuvor. Jedoch sind die Differenzen im aspharischen Modell in Relation zum
sphérischen erhoht, was die Wiederholung der Signifikanztests bestatigt.
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Abbildung 8.1: Quotient beobachteter und berechneter Intensitéiten von INSULIN und
ihre Auflésungsabhéngigkeit im Modell iam.

8.2 Geometrie

Anhand der Abb. 8.2 auf der nachsten Seite und Abb. 8.3 auf Seite 221 sind die
quadratisch gemittelten Unterschiede (RMSD) der Atompositionen von INSULIN
zwischen den Verfeinerungen iam und mul bzw. zwischen iam,;, und mul mittels
einer Farbcodierung dargestellt. Ob des hohen Anteils nicht verfeinerter Atome, in
den genannten Abbildungen diinn gezeichnet, betragt die iiber die Gesamtstruktur
gemittelte Verschiebung im Modell mul nur 0,094A gegeniiber iam und 0,005 A
beim Vergleich zu iam,j,.

Im verfeinerten Strukturteil, der in den Graphiken hervorgehoben ist, betragen
die Positionsunterschiede von Nichtwasserstoffatomen im Modell iam 0-0,025 A,
die der Wasserstoffatome sind ob der verlangerten Abstande in mul hoher, sie
liegen zwischen 0,085 und 0,211 A. Beim Vergleich des aspharischen Modells mit
iam,}, liegen die Differenzen der Koordinaten von Nichtwasserstoffatomen und
Wasserstoffatomen in einer vergleichbaren Groflenordnung, da in beiden Modellen
die gleichen Wasserstoffabstande Verwendung finden. Fiir erstere betragt der

219



8 Insulin

“U9OTASIOAISY USJRUIPIOOY] 9}ISUIIJIDA

“NITNSNI TOA TIRI PUN [NUI UDININNIIG USP USYISIMZ SUNUDIOMQY 99[0)Te8 [osneIpent) g g sunplqqy

220

X
=
w
&
>ﬂ

000°0
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<
a
%)
=
o

Abbildung 8.3: Quadratisch gemittelte Abweichung zwischen den Strukturen mul und iam,}, von INSULIN.
Verfeinerte Koordinaten hervorgehoben.
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Tabelle 8.3: Verfeinerte Bindungsléngen der Peptidbindungen in der Hauptpopulation
von INSULIN.

dE&H* dmm/ma:z:Jr g(ad)T Q]-i QQi Qgi IQRi MAD:{

O (n =65)
mul 1,176/1,284 1 226(19) 1,217 1,229 1,238 0,021 0,014
iam 1,231(20) 1,197/1,286 1,235(18) 1,225 1,236 1,246 0,021 0,016
iam.p, 1,194/1,292 1 235(19) 1,225 1,238 1,245 0,020 0,014
N (n=T74)
mul 1,265/1,394 1 337(22) 1,325 1,337 1,347 0,021 0,015
iam 1,329(14) 1,256/1,391 1,334(22) 1,320 1,333 1,343 0,023 0,017
iam,.p, 1,260/1,386 1 336(22) 1,322 1,334 1,345 0,023 0,018
—C (n =59)
mul 1,484/1,574 1 531(2 ) 1,517 1,530 1,546 0,030 0,021
iam 1,525(21) 1,460/1,564 1,518(23) 1,504 1,517 1,538 0,034 0,026
iam,p, 1,460/1,573 1 519(24) 1,502 1,518 1,539 0,036 0,027
N (n = 57)
mul 1,377/1,506 1 451( 3) 1,439 1,451 1,466 0,027 0,019
iam 1,458(19) 1,372/1,515 1,454(24) 1,440 1,451 1468 0,027 0,019
iam,.p, 1,377/1,517 1,459(24) 1,446 1,457 1,473 0,027 0,018

*Engh&Huber-Bindungslingen mit Standardabweichung; fMinimum, Maximum und
Mittelwert mit Standardabweichung der Bindungslangen; 10,25-Quartil, Median,
0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten Abweichungen; alle
Einheiten in A.

Maximalunterschied 0,031 A, fiir letztere 0,020 A. Die am stirksten gegeniiber
beiden spharischen Modellen verschobenen Nichtwasserstoffatome sind jeweils
Carbonylkohlenstoffe und randstandige Seitenkettenatome. Letzteres tritt eher
selten auf, da solche Positionen ohnehin kaum verfeinert wurden. Aber auch die
deutlichsten Positionsunterschiede liegen im Bereich der Standardabweichung der
Koordinaten.

Um die Auswirkung der aspharischen Verfeinerung auf die Bindungslangen
zu untersuchen, sind diese in Tab. 8.3 fiir eine Auswahl an Bindungen in den
drei Modellen gegeben und zudem den Engh&Huber-Referenzbindungslangen
gegeniibergestellt. Hierbei werden nur die verfeinerten Peptidbindungen der INSU-
LIN-Hauptpopulation betrachtet, welche weder zu randstandigen Aminosaureresten
noch zu Prolin oder Glycin gehoren.

Die Mittelwerte der spharischen Modelle stimmen innerhalb einer Standardabwei-
chung mit den Vergleichslangen iiberein, was aber nicht fiir die Extremwerte eines
jeden Bindungstyps zutrifft. Gleiches gilt auch fiir die Resultate der Verfeinerung
mul, die sich dennoch in typischer Weise von den spharischen Bindungslangen
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Tabelle 8.4: Differenzen der verfeinerten Peptidbindungsléngen der INSULIN-
Hauptpopulation.

Adpin/maz’ Ad(op)f QLY Q2F Q3 IQRY MAD?

C-O (n=65)
mul-iam  —24,40/6,40 —8,70(5,32) —11,70 —8,70 —5,50 6,20 4,74
mul-iam,;, —23,60/4,00 —9,26(5,27) —12,10 —8,90 —6,10 6,00 4,30

C-N (n = T74)
mul-iam  —8,40/12,70  3,62(4,84) —023 4,05 725 747 489
mul-iam,;, —11,40/1540  1,72(5,13) —1,72 225 500 6,72 4,82
Co—C (n = 59)

mul-iam —1,50/33,70 13,11(6,32) 9,25 12,30 16,85 7,60 5,34

mul-iam,;, —3,80/29,60 12,23(6,79) 8,60 10,60 16,55 7,95 4,45
Co—N (n=57)

mul-iam —18,80/5,50 —3,62(5,55) —6,30 —2,90 —0,40 5,90 4,45

mul-iam.;, —24,10/3,10 —7,85(5,49) —11,00 —7,80 —4,00 7,00 5,04

"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der

Bindungslangendifferenzen; $0,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil; alle Einheiten in 1073A.

unterscheiden, was Tab. 8.4 anhand der Bindungslangendifferenzen hervorhebt.

So tritt eine Verkiirzung der Carbonylbindung C-O auf, die mittlere Abnahme
betriagt —9-1073 A. Die Schwankungsbreite zwischen Minimal- und Maximalwerten
nimmt im asphéarischen Modell zu, wahrend die restlichen Deskriptoren der Streu-
ung eine ungefiahr gleichbleibende Verteilungsbreite nahelegen. Eine geringfiigige
Verkiirzung erfahrt auch die C,—N-Bindungslange, insbesondere gegeniiber der
Verfeinerung iam,},. Die Mediane in den Modellen iam und mul sind zwar identisch,
das Mittel der Differenzen ist aber negativ. Auch bewirkt mul eine geringfiigige
Zunahme des Minimalabstands und eine Abnahme des Maximalabstands. Ansons-
ten sind die Streuungsindikatoren unveréndert. Die zweite Stickstoff enthaltende
Bindung C-N wiederum, wird in der aspharischen Beschreibung verlangert. Der
Median der Bindungslingendifferenzen zu iam liegt bei 4 - 1073 jok, zu lam,}, bei
21073 A. Hierbei nehmen Extremwerte und Streuung im Modell mul ab. Bei den
beiden letzgenannten Bindungen ist der Unterschied zwischen den zwei spharischen
Modellen in der Differenz zu mul am grofiten, was mit den unterschiedlichen N—H-
Absténden in iam und iam,}, begriindet wird. Eine viel deutlichere Zunahme zeigt
das Mittel der C,—C-Bindungslingen, die Differenzen haben einen Median von
etwa 11-1073 /O%, etwas hoher beziiglich iam, etwas niedriger bei iam,},. Dieser Bin-
dungstyp zeigt auch die starksten Veranderungen einer Bindungslange um 0,034 A.
Nach aspharischer Verfeinerung ist die Schwankungsbreite der Langenverteilung
geringer als in den spharischen Modellen.
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8.3 Verschiebungsparameter

Bei Einbeziehung aller 2238 Atomlagen, inklusive der Solvenssphére und Wasser-
stoffatome, betragt der Median der dquivalenten isotropen Verschiebungsparameter
Ueq 0,181 A2, Die Extremwerte liegen bei 0,081 und 1,252 A2, der hochste Nicht-
wasserstoffatomverschiebungsparameter des INSULIN-Molekiils bei 0,834 A2, Wie
in Tab. D.1 auf Seite 371 ebenfalls aufgefiihrt, haben die 403 verfeinerten Nicht-
wasserstoffatome immer noch ein mittleres Uy, von 125,90 - 10-3A2 im Fall der
Verfeinerung iam,},, 125,70 - 10~3A2 nach der Verfeinerung iam und 125,20 - 10-3A2
im Modell mul. Somit liegt das aspharische Mittel 0,4 % bis 0,6 % unter dem
der spharischen Modelle. In dieser Untermenge verfeinerter Atome betragt der
maximale Temperaturfaktor etwa 320 - 1073A2.

In Abb. 8.4 auf der gegeniiberliegenden Seite sind die U,q-Werte des Modells mul
iiber die Peptidsequenz aufgetragen. Es ist deutlich zu erkennen, wie die Werte
am Anfang und Ende jeder der vier Ketten stark ansteigen, solche Atome wurden
nicht verfeinert. Dort sind ebenfalls die Veranderungen zum spharischen Modell
iam als Balken aufgetragen. Der Median der Differenz zwischen den Verfeinerungen
mul und iam liegt bei —0,88 - 10_3A2, der der nicht abgebildeten Differenzen
zu iam,p, bei —1,25 - 10~3A2. Hiermit entspricht die mittlere Verbesserung 0,7 %
bzw. 1% der sphérischen U.,-Zentralwerte. Allerdings sind die Extremwerte der
Modellunterschiede wesentlich hoher, sie betragen —10 und 12 - 103A2 fiir den
Vergleich von mul mit iam, gegentuiber iam,}, im Maximum sogar 18 - 10-3A2. Wie
Abb. 8.5 auf Seite 226 anhand der Auftragung der Modellunterschiede mit steigen-
dem Verschiebungsparameter belegt, treten die drastischsten Anderungen erst zu
hoherem U.,-Wert auf, ebenso wie mit steigendem spharischen Temperaturfaktor
haufiger eine Verschlechterung im Modell mul zu beobachten ist.

Von den 403 Verdnderungen beim Ubergang vom Modell iam zu mul, sind
322 negativ, der U,-Wert hat sich also verringert. Damit verbessert die asphari-
sche Verfeinerung die Beschreibung von 80 % der verfeinerten Atome. Gegeniiber
dem Modell iam,}, sind es 337 Atome, deren U,-Wert in mul geringer ist. Die
Verbesserung wurde somit fiir 84 % der Atome erzielt.

Eine Darstellung der anisotropen Verschiebungsellipsoide des verfeinerten Struk-
turteils bietet Abb. 8.6 auf Seite 228. Fiir eine Darstellung der Gesamtstruktur
kann Abb. D.1 auf Seite 373 konsultiert werden. Die beiden Abbildungen machen
die Auswahl von Atomen mit relativ niedrigem Temperaturfaktor ebenso deutlich
wie die geringe Qualitat der Kette C und etlicher randstandiger Seitenketten.

Eine nach Elementen unterschiedene Statistik der Temperaturfaktoren verfeiner-
ter Atome ist in Tab. D.2 auf Seite 372 aufgefiihrt, die noch weiter differenzierte
Betrachtung fiir nicht fixierte 252 Peptidbindungsatome in Tab. 8.5 auf Seite 227.
Letztere haben zumeist kleinere Verschiebungsparameter als die Gesamtheit der
jeweiligen Elemente. Die hochste Verbesserung von sphéarischem zu aspharischem
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Abbildung 8.4: Veranderung der Ug-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber dem
spharischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von INSULIN.
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Abbildung 8.5: Verdnderung der Ug-Werte im asphéarischen Modell mul gegeniiber

dem spharischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von INSULIN.
Auftragung nach Ueq (iam).
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Tabelle 8.5: Statistik verfeinerter Uy, von INSULIN- Atome der Peptidbindung.

Tonin/maz’ Z(0,)] Q1F  Q2F Q3 IQR* MAD:}
C. (n=59)
mul 81,19/197,40 122,80(28,55) 101,30 113,30 136,90 35,64 23,26
iam 84,44/199,40 124,30(28,26) 102,70 114,60 138,00 35,33 22,85
iam,.p, 84,81/199,30 124,70(28,07) 103,20 114,70 138,80 35,57 22,79
mul-iam  —3,85/0,81  —1,51(0,89) —1,95 —1,57 —1,06 0,89 0,63
mul-iam., —4,26/1,64 —1,91(1,08) —246 —2,09 —1,49 0,96 0,85
C (n =65)
mul 83,39/201,90 121,10(27,47) 97,93 115,70 138,80 40,88 27,74
iam 85,00/199,20 121,80(26,89) 99,07 116,90 139,60 40,54 27,78
iam,, 85,57/198,50 122,20(26,83) 99,44 116,70 140,30 40,85 26,80
mul-iam  —1,94/2,71  —0,74(0,91) —-1,35 —0,96 —0,20 1,15 0,71
mul-iam,., —2,68/3,65 —1,10(1,08) —1,70 —1,41 —0,71 0,99 0,67
N (n = 63)
mul 88,02/190,90 121,10(27,02) 97,69 115,20 138,90 41,24 28,40
iam 88,85/190,60 121,30(26,53) 98,34 115,60 139,20 40,81 28,02
iam,.p, 89,14/190,80 121,40(26,41) 98,35 115,70 139,80 41,44 27,62
mul-iam  —1,61/2,00 —0,22(0,73) -0,74 —0,37 0,19 0,93 0,64
mul-iam., —2,22/2,13  —0,35(0,88) —0,99 —0,61 0,03 1,02 0,70

O (n=65)
31,15) 107,70 127,10 146,00 38,34 28,70
31,02) 108,50 127,50 146,80 38,28 28,53
lam,p, 91,81/221,30 134,80(31,09) 108,90 127,70 147,00 38,08 28,58
mul-iam —2,36/0,91 -0,81(0,64) —1,19 —0,88 —0,44 0,74 0,53
mul-iam,;, —2,60/0,63 -1,27(0,64) —1,60 —1,26 —0,96 0,64 0,49
"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Ueq und A Usq;
10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 10-3A2.

mul 90,17/220,40 133,50
iam 91,44/220,90 134,30

=S

Modell zeigen die C,-Atome, gefolgt von den Carbonylkohlenstoffatomen. Nur halb
so stark ist die mittlere Abnahme der U,-Werte des Sauerstoffs. Bei Stickstoffa-
tomen findet sich das geringste Mittel der Verringerung der Temperaturfaktoren,
hier liegt die obere Quartilgrenze bereits im Positiven.

Keine der Verteilungsbreiten dieser Atome nimmt im asphéarischen Modell ab.
Die Ergebnisse aus Tab. 8.5 sind auch reprasentativ fiir die Ergebnisse der nur nach
Elementen unterschiedenen Statistik, nur Schwefelatome kommen dort zusétzlich
vor. Deren Verbesserung von ca. 125 auf 122.5 - 103A2 ist ausgepragter als die
hier gezeigten Resultate, auch nimmt bei ihnen die Streuung im Modell mul ab.
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Abbildung 8.6: Anisotrope Verschiebungsparamter des verfeinerten Teils von INSULIN im Modell mul.

Farbcode: Ugq. Darstellung der massengewichteten Zentren als magentafarbene Kugeln.
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Abbildung 8.7: U, (mul) der Nichtwasserstoffatome von INSULIN in Abhéngigkeit vom
Abstand zu den Massenzentren.

Mittels Gl. 6.1 auf Seite 159 berechnen sich die massengewichteten Schwer-
punktskoordinaten der beiden Ketten A und B zu (55,67;27,11;4,52) A, fiir die
Ketten C und D zu (51,04;13,12; —7,47) A, sie sind in Abb. 8.6 gekennzeichnet.
Der Abstand der 1039 Nlchtwasserstoffatome zum jeweiligen Schwerpunkt variiert
zwischen 1 62A und einem Maximalabstand von 21,51 A. Uber diese Abstinde
sind in Abb. 8.7 die dquivalenten isotropen Verschiebungsparamter aufgetragen.

Die Punktwolke scheint durch die quadratische Funktion am besten beschrieben,
ausgehend von einem Uy, von 86-1073A2 steigt sie mit 1,71-107% d A mit der Entfer-
nung vom Schwerpunkt an. Mit ca. 4 % Parameterfehler sind die Unsicherheiten al-
lerdings grofer als bei Graden- und Exponentialfunktion, deren Koeffizienten einen
Fehler von ca. 1% aufweisen. Letztere Funktionen unter- bzw. iiberschatzen aller-
dings den extrapolierten U.,-Wert im Massenzentrum. Zwar wurde die Anpassung
einer linearen Funktion a + bz versucht, was 15,03(6,89) - 1072 +16,57(0,67) - 1073 d
ergab, ob der hohen Parameterunsicherheiten und gleichwertigen Beschreibung
aber hier nicht gezeigt wird.

Der gemeinsame Schwerpunkt aller 4 Ketten liegt bei (53,30;19,96; —1,61) A,
Minimal- und Maximalabstande bei 2,08 und 29,11 A. An diese Verteilung ange-
pafite Ausgleichsfunktionen weisen einen wesentlich geringeren Anstieg auf.
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8.4 DMSDA-Werte

In den Abb. 8.8 auf der nichsten Seite und 8.9 auf Seite 232 sind die DMSDA-
Betréage aller 1084 Bindungen von INSULIN in den Modellen mul und iam aufgetra-
gen, einmal in der Reihenfolge des Auftretens in der Peptidsequenz, ein andermal
nach steigenden Betragen geordnet. Dazu werden die jeweiligen Unterschiede der
Modelle iam und mul gezeigt, die in den 473 Bindungen auftreten, welche zumindest
ein verfeinertes Atom beeinhalten. Hierin sind 23 Bindungen zwischen Haupt- und
minderpopuliertem Strukturteil enthalten, sie zeigen eher moderate Werte.

Offensichtlich variieren die DMSDA-Betrage sehr stark, ebenso die Differenzen
zwischen spharischen und aspharischen Werten. In den Modellen iam,},, iam und
mul betragen die Maximalwerte jeweils 8231074 A2, 833-10~* A2 und 712-10~4 A2,
die aspharische Verfeinerung verringert also den Extremwert der Verteilung. Die
Unterschiede von iam,j, und mul liegen zwischen —181 und 163 - 10~* AQ, der
Vergleich von iam mit mul zeitigt Differenzen von —143 und 204 - 10~4 A2. Fiir die
Bindungen des verfeinerten Hauptteils betragen die Mediane in allen Modellen
~ 72 - 10~4 A2, Entsprechend gering sind die Zentralwerte der Modelldifferenzen,
gegeniiber iam und iam,}, lauten sie —4 und —3 - 10~* A2, Knapp iiber die Halfte
der DMSDA-Betrage wird in der Verfeinerung mul geringer. Hauptsachlich hohe
spharische Werte erfahren eine Verringerung, und zwar umso starker, je hoher der
DMSDA-Betrag ist. Allerdings liegen in diesen Bereichen auch die merklichsten
Zunahmen zum aspharischen Modell.

Verschiedene Bindungstypen haben unterschiedliche DMSDA-Werte und -Diffe-
renzen. Tab. D.3 auf Seite 374 zeigt dies fiir die fiinf nach Elementen geordneten
verfeinerten Bindungen der Hauptpopulation. Die 217 Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Bindungen zeigen die stirkste Abnahme, im Median betriigt diese —5 - 10~ A2.
Dieser Bindungstyp weist die hochsten Maximalwerte auf, die Mediane liegen
im Modell mul bei 80, im Fall iam und iam,}, bei 82 und 77 - 10~* A2, Auch
die 144 Kohlenstoft-Stickstoff-Bindungen zeigen negative Differenzen von —4 und
—5-10"* A2, die sphirischen Mediane liegen bei 58 bzw. 62,5 - 10~* A2, nach der
Verfeinerung mul bei 57,5 - 104 A2. Eine Verschlechterung erfihrt hingegen der
Durchschnitt der 76 Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen, wahrend in den Modellen
iam und iam,j, der Median noch 73 bzw. 80 - 10~* A2 betrug, liegt er in mul bei
83,5 - 1074 A2, Das Mittel der Differenz zu iam ist mit 3 - 10~* A2 ebenfalls positiv,
zu lam,, betragt es —0,5-107* A2, Besonders stark ist die DMSDA-Zunahme auf
den 8 verfeinerten Kohlenstoff-Schwefel-Bindungen, in der Reihenfolge iam, iam,.,,
mul lauten die Mediane 43, 33 und 46 - 10~4 A2. Fiir die Verinderungen von jam
und iam,}, zu mul gar 12 und 31,5 - 10~* A2, Auf den 5 Disulfidbriicken sinkt der
Durchschnitt wiederum, von 50 oder 51-10~* A2 in iam bzw. iamyp, auf 47-107* A2
im Modell mul, bedingt durch zwei bis drei verbesserte Bindungen.

Ganz ahnliche Entwicklungen sind fiir die Auswahl an Peptidbindungen in

230



8.4 DMSDA-Werte
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Abbildung 8.8: Verinderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber
dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von INSULIN.
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Abbildung 8.9: Verinderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber
dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von INSULIN.
Auftragung nach steigenden |DMSDA |-Werten des Modells iam.
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8.4 DMSDA-Werte

Tabelle 8.6: DMSDA-Betrage der verfeinerten Peptidbindungen der INSULIN-
Hauptpopulation und deren Differenzen.

Toinjmaz Z(0,)f Q1t Q2* Q3*  IQR* MAD?

C-O (n =65)
mul 2/380 105,10(90,96) 39,00 80,00 154,00 115,00 83,03
iam 1/417 103,00(90,97) 35,00 71,00 155,00 120,00 65,23
iam,p, 0/337 102,10(85,08) 38,00 79,00 155,00 117,00 74,13
mul-iam  —95/75 2,11(30,32) —20,00 1,00 19,00 39,00 28,17
mul-iam,;, —87/108  3,08(32,44) —15,00 0,00 19,00 34,00 25,20

C—-N (n =1T4)
mul 0/310 77,03(69,73) 29,00 53,50 92,00 63,00 50,41
iam 1/334 85,00(77,86) 32,25 63,00 104,50 72,25 48,18
iam.p, 2/315 85,43(79,23) 28,25 62,00 100,00 71,75 54,86
mul-iam —118/72 —7,97(37,52) —34,00 —7,50 15,75 49,75 = 34,84
mul-iam,;,—154/81  —8,40(43,37) —36,00 —16,50 22,75 58,75 48,18

Co—C (n=159)
mul 1/629 108,10(131,50) 22,50 77,00 131,50 109,00 83,03
iam 2/679 118,20(139,18) 51,50 80,00 121,00 69,50 48,93
iam,}, 0/724 122,10(145,14) 48,50 83,00 128,00 79,50 51,89
mul-iam —143/115 —10,12(50,67) —49,50 —19,00 31,00 80,50 53,37
mul-iam,;,—181/114 —14,02(59,28) —56,00 —29,00 33,00 89,00 60,79
C.—N (n =57)
mul 2/583  82,40(94,16) 17,00 58,00 121,00 104,00 66,72
iam 1/638 80,02(99,59) 19,00 50,00 112,00 93,00 56,34
iam,p, 1/566  77,98(90,88) 20,00 60,00 107,00 87,00 63,75
mul-iam  —55/63 2,39(25,08) —13,00 —1,00 14,00 27,00 22,24

mul-iam,};, —50/58 4,42(24,92)  —7,00 3,00 23,00 30,00 20,76

"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der DMSDA-Betrige;
10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 107*A?2.

Tab. 8.6 zu beobachten, blof bei meist niedrigeren DMSDA-Betragen und aus-
gepragteren Differenzen. Anhand der Lage unterer und oberer Quartilsgrenzen
ist gut zu erkennen, dafl jeder Bindungstyp sowohl Verbesserungen als auch Ver-
schlechterungen aufweist. Zudem unterscheiden sich nach Elementen gleiche, in
,Nachster-Nachbar-Naherung“ aber verschiedene, Bindungstypen in ihrem Ver-
halten, wie der Vergleich von C-N- und C,—N-Bindungen nahelegt. Zwischen
durchschnittlicher Hohe der sphérischen DMSDA-Betriige und der Anderung mit
aspharischer Verfeinerung kann keine Korrelation festgestellt werden.
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Tabelle 8.7: Statistik der Restdichten INSULIN.

Tymin /maz Z(0,)T Q1F Q28 Q3 IQR* MAD!
mul —690,3/499,2 2(85 0) —557 —1,5 548 1105 81,8
iam —1792,9/500,9 0,2(86,4) —56,7 —1,3 558 112,5 83,3
iam,., —1788,9/495,9 0,2(86,2) -56,8 —1,3 55,7 1125 83,3

tMinimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Restdichte;
£0,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 1073 e/A3.

8.5 Restdichten

Fiir die drei Modelle von INSULIN wurden die Restdichten auf einem dem Kristall-
system angepafliten Gitter berechnet. Die entsprechend der Auflosung gewahlte
Feinheit des Gitters fiithrt zu 270 x 270 x 114 Punkten entlang der Achsen a, b, c.
In der asymmetrischen Einheit umfait das Gitter somit 1244918 Voxel, jedes mit
einem Einzelvolumen von 0,0235 A3. Die integrierte normierte Restelektronendichte
> |Apres|Vior betragt 1487 e nach der sphérischen Verfeinerung iam und 1485 e
fiir das Modell iam,},. Mit der aspharischen Verfeinerung mul nimmt sie auf 1464 e
leicht ab. Dementsprechend belauft sich die prozentuale Verbesserung auf 1,4 %
bis 1,6 %. Auf das Volumen der asymmetrischen Einheit bezogen, ergibt sich eine
zwischen den Strukturen vergleichbare Grofle. Diese betragt im Modell mul 0,0676,
in den Modellen iam und iam,}, 0,0686 sowie 0,0685 eA3.

Anhand der Statistik der Restdichten in Tab. 8.7 und den Histogrammen der
Abb. 8.10 auf der gegeniiberliegenden Seite wird die Betrachtung vertieft und
um den Aspekt der Vorzeichen der Dichten erweitert. In allen Modellen liegen
die positiven Maximalreste bei etwa 0,5¢/ A3, wahrend die negativen Extrema
der sphérischen Verfeinerungen mit fast —0,8¢e/ A3 etwas ausgepragter als im
asphérischen Fall mit —0,7¢/ A3 sind. Allerdings zeigen die Histogramme, daf} es
sich hierbei nur um eine einstellige Anzahl von Gitterpunkten handelt. Zwar zeigen
die arithmetischen Mittelwerte keine Unterschiede zwischen den Verteilungen,
aber anhand der Mediane erkennt man einen leicht negativeren Durchschnitt der
Restdichten nach asphéarischer Verfeinerung, wobei alle Streuungsindikatoren dieses
Modells eine Abnahme der Verteilungsbreite um das Mittel erkennen lassen. So ist
in allen Modellen das Restdichteintervall (-0.01; 0,00] e/ A3 am stiirksten populiert,
mit 4,92 % in mul allerdings hoher als in den sphérischen Modellen, die dort 4,82 %
der Werte aus jam und 4,81 % im Fall iam,j, aufweisen. Dies bestétigt die vorherige
Statistik beziiglich der allgemein eher negativen Restdichten und deren Zunahme
im Modell mul. Auch die leichte Verbesserung durch die asphérische Verfeinerung
spiegelt sich wieder, so liegen 9,8 % der Werte aus mul im vorteilhaftesten Intervall
von (-0.01; 0,01] e/f‘x?’7 aber nur ca. 9,6 % der sphérischen.
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(a) Restdichten INSULIN, mul vs iam.
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(b) Restdichten INSULIN, mul vs iam,.},.

Abbildung 8.10: Histogramm der Restdichtegitter Y (F, — F.) exp(i¢.) der sphérischen
(griin/orange) und asphérischen (blau) Modelle. Intervalle A(4;7+0,01],
Einheiten eA3.
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-0,16 -0,0
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I-o,24 e/As " I-o,24 e/As
(c) Apres(iam) (d) Apres(iamyy)

Abbildung 8.11: Restdichten und Restdichtedifferenzen bis 1,6A um den INSULIN-
Leucinrest 215 fiir sphéarische und asphérische Verfeinerungen.

Der Blick auf die Restdichten mittels Isooberflachendarstellungen 148t eher deren
hohe Ahnlichkeit in allen Modellen erkennen. Zudem ist die ausgeprigt homogene
Verteilung negativer und positiver Reste erkennbar — Dichteansammlungen beider
Vorzeichen, vornehmlich in der Gréenordnung 0,1-0,2 ¢/ A?’, sind willkiirlich in der
Struktur verteilt. So zumindest der Eindruck anhand der beispielhaft gegebenen
Aminosaurereste Leucin 215 und Tyrosin 226 in den Abb. 8.11 und 8.12 auf der
gegentiberliegenden Seite, der sich in den Illustrationen des gesamten Molekiils noch
verstéarkt. Letztere sind in Abb. 8.13 auf Seite 238 fiir die asphérische Verfeinerung
und in Abb. 8.14 auf Seite 239 fiir das Modell iam gegeben. Eine dritte Darstellung
zeigt Abb. D.2 auf Seite 375 fiir iam,},, die von den ersten beiden ebensowenig zu
unterscheiden ist wie diese voneinander.

Ob der geringen Modellunterschiede sind die Isooberflichenwerte der Rest-
dichtedifferenzkarten bei ungefahr einem Fiinftel der voneinander abgezogenen
Dichtewerte gewahlt.
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Abbildung 8.12: Restdichten und Restdichtedifferenzen bis 1,61& um den INSULIN-
Tyrosinrest 226 fiir sphérische und asphéarische Verfeinerungen.

In keinem der Modelle zeigen sich nennenswerte Restdichten direkt auf der
Struktur, insbesondere keine auf Bindungsdichten hinweisenden positiven. Vielmehr
sind die Hauptmerkmale in einiger Entfernung zum Molekiil lokalisiert, wie am
Leucinrest in Abb. 8.11 besonders gut zu sehen ist. Deshalb liegen die Isooberflachen
der Differenz Ap,..s(iam) — Ap,es(mul) primér neben Bindungen und Atomen. Die
durch die asphérische Verfeinerung hervorgerufenen Anderungen scheinen sich
hauptsachlich auf die Reduktion negativer Restdichten zu konzentrieren, wie z. B.
die Ringmitte des Tyrosins zeigt. Andererseits erhchen sich auf den Bindungen die
negativen Restdichten, da dies in der Gréfienordnung von 0,01 e/ A3 stattfindet, ist
es hier nicht zu erkennen. Eine Zunahme negativer Restdichte offenbart auch die
Region am Carbonylsauerstoff des Leucinrestes, sie wird in der Differenzkarte als
positive Oberflache deutlich. Sofern im sphérischen Modell positive Restdichten an
Atomen oder Bindungen lokalisiert sind, wie es am H, des Tyrosinringes der Fall
ist, werden diese in der aspharischen Verfeinerung reduziert.
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8.6 Deformationsdichten

8.6 Deformationsdichten

Die den Unterschied des aspharischen Modells zum spharischen Modell konstitu-
ierende Deformationselektronendichte Apg.¢ bildet die Graphik 8.16 fiir die im
vorherigen Abschnitt eingefiihrten Aminosaurereste Leucin 215 und Tyrosin 226
ab, eine analoge Darstellung der gesamten INSULIN-Struktur zeigt Abb. 8.17 auf
der folgenden Seite.

Mit der Abbildung der Molekiilausschnitte sind die Eigenschaften der Defor-
mationsdichte besser kenntlich und ebenso, dal die Ausrichtung der asphérischen
Dichten ordnungsgemaf erfolgte, da die Valenzdichteverteilung den Erwartungen
einer Konzentration auf den Bindungen und an den freien Elektronenpaaren ent-
spricht. Anhand der Gesamtabbildung wird wiederum nochmal gezeigt, dafi der
Solvensbereich spharisch behandelt wurde — nur die eigentlichen Insulinketten,
wurden mit Invariomen belegt. Weiterhin sind Anhéufung positiver wie negativer
Deformationsdichte zu sehen, die als Effekt dicht beieinanderliegender Fehlordnung
gedeutet werden.

Die Summation aller Betrage der Deformationsdichte auf einem die Struktur
umschlieBenden Gitter resultiert in insgesamt 752 e. Somit entfallen auf jedes der
1572 asphéarisch behandelten Atome, verteilt auf 2055 Lagen, durchschnittlich
0,48 ¢ Valenzdichte, die im Modell mul anders als in den spharischen Modellen
verteilt ist, um ihrer Deformation durch Bindungseffekte gerecht zu werden.

Zwischen der Deformationsdichte und der Restdichte, besteht ein Verhéltnis von
Apaer/Apres = 752¢/1464 e = 0,514. Somit zeichnet sich das Modell mul durch
doppelt so viel unbeschriebene Dichte wie aspharisch beschriebene aus.

-0,4e/A3

(@) Apges LEU215 (b) Apaes TYR226

Abbildung 8.16: Deformationsdichten der INSULIN-Reste Leucin 215 und Tyrosin 226.
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8.7 Abgeleitete Eigenschaften

In Abb. 8.18 auf der néchsten Seite ist das elektrostatische Potential von IN-
SULIN auf der 0,001 e/a3-Elektronendichteoberfliche gezeigt, wie jeweils aus den
Multipolen der Hauptpopulation des Modells mul abgeleitet. Dabei ist es in zwei
Orientierungen dargestellt, um die recht unterschiedlichen Werte der , Auflen-*
und ,Innenseite® zu illustrieren. Erstere weist in der Hexamer-Quartarstruktur
nach auBen (obere Abb.), letztere zum Inneren des Hexamers und zur dreizéhligen
Achse, auf der auch das Zink liegt (untere Abb.).

Der Gesamtwertebereich erstreckt sich zwischen —0,2128 und 0,7073 e/a,,. Auf der
~<AuBenseite“ sind negative und positive Potentiale der GréBenordnung +0,2¢/a,
recht ausgeglichen verteilt, die ,Innenseite“ ist aber von positiven ESP-Werten
dominiert, deren hochste am Zn?* vorliegen. Noch stirker wird dies von Abb. 8.19(a)
auf Seite 245 und 8.20(a) auf Seite 246 betont, welche die vorherigen Darstellungen
in einem eingeschréankten Wertebereich von £0,18¢/a, (£191 kT /e) wiederholen.

Ihnen wird jeweils ein Punktladungs-Potential ¢ pc gegeniibergestellt, welches
mittels delphi aus der Poisson-Boltzmann-Gleichung berechnet wurde, wozu
jedem Atom eine der amber03-Parametrisierung entsprechende Ladung zugewiesen
wurde. Die ,AuBenseite” wird in Abb. 8.19 gezeigt, die ,Innenseite® in 8.20.
Hierbei sind die Abb. 8.19/8.20(b) jeweils direkt mit den Multipolergebnissen
Gmu zu vergleichen, da die Potentiale auf der gleichen 0,001 e/a3-Isooberflache der
Multipolelektronendichte abgebildet sind. Alternativ konnen Abb. 8.19(c) und (d)
sowie Abb. 8.20(c) und (d) einem Vergleich unterzogen werden, bei ihnen sind
die Potentiale auf der van-der-Waals-Oberflache A,q wiedergegeben. Jeweils der
volle Werteumfang des Punktladungs-ESPs auf der 0,001 e/a3-Oberfliche wird in
Abb. 8.19/8.20(e) gezeigt, der auf der vdW-Hiille in Abb. 8.19/8.20(f).

Das aus Punktladungen bestimmte elektrostatische Potential weist vermehrt
elektronegative Bereiche auf, bei gleichzeitig etwas starker negativen Werten. Im
Gegenzug sind weniger elektropositive Flachen zu finden, zugleich verringert sich der
Maximalwert des ESPs. So lautet der Potentialumfang von ¢pc auf der 0,001 e/a3-
Elektronendichteoberfliche —0,2133-0,5766 ¢/a, (—226-611kT/e), wogegen das
Multipol-ESP ¢, Werte von —0,2128-0,7073 e/a,(—226-750kT /e) ergibt. Auf
der van-der-Waals-Oberflache sind die Unterschiede ausgepragter, hier zeigt ¢pc
maximale Potential von —0,2605¢/a, (—276kT /e) und 0,6360¢/a, (674kT/e),
wéhrend die Extremwerte von ¢y, —0,2274e/a, (—241kT/e) und 0,8151¢/a,
(864 kT /e) betragen. Die héhere Polarisierung auf der vdW-Oberfliche kann auf
deren geringeres Volumen von 10950 A3 zuriickgefithrt werden, weshalb sie naher
am Molekiil liegt. Mit 13460 A3 umschlieBt Pmul €I groBeres Volumen und ist etwas
weiter von den Atomen entfernt.

Trotz der Differenzen in den Maximalwerten ist die Ubereinstimmung beider Po-
tentiale gut, insbesondere die raumliche Verteilung elektropositiver und -negativer
Bereiche ist beinahe identisch.
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0,707 e/ao
-0,213

0,707 e/ao

Abbildung 8.18: Elektrostatisches Potential des Multipolmodells von INSULIN auf der
0,001 e/a3-Isooberfliiche in zwei Orientierungen.
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(€) ¢Pc@pmui(0,001¢/ad) (f) opc@Ayaw

Abbildung 8.19: Multipol-ESP (¢,,) und Punktladungs-ESP (¢pc) auf 0,001 e/a3-
Isooberfliche der Multipolelektronendichte (p;) und van-der-Waals-
Oberflache (Ayqw). (a)-(d): Fester Wertebereich +£191kT/e =
+0,18¢/a,. (e)-(f): Voller Wertebereich.
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(€) ¢Pc@pmui(0,001¢/ad) (f) opc@Ayqw

Abbildung 8.20: Multipol-ESP (¢,,,)) und Punktladungs-ESP (¢pc) auf 0,001 e/a3-
Isooberflache der Multipolelektronendichte (i) und van-der-Waals-
Oberflache (Aygw). (a)-(d): Fester Wertebereich £191kT/e =
+0,18¢/a,. (e)-(f): Voller Wertebereich.
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0.1 Gutefaktoren

Die in Absch. 4.6 auf Seite 105 eingefithrten Modelle fiithren zu den in Tab. 9.1
gezeigten Ergebnissen. Gegeniiber den sphérischen Verfeinerungen iam und iam,,
ergeben sich in der asphérischen Modellierung mul etwa 4,3 % und 7,2 % niedrigere
R(F)- und R, (F?)-Werte. Im Vergleich zu iam sinken diese in mul um 0,21 und
0,45 Prozentpunkte, in Relation zu iam,;, um fast doppelt so hohe 0,36 und
0,78 Punkte. Dabei zeigen alle Verfeinerungen einen GoF,, nahe Eins und hohe
Konvergenz.

Im spharischen Modell iam hat die Gesamtheit aller 14153 Strukturfaktordif-
ferenzen AF = |F, — F.|o(F,)™! ein arithmetisches Mittel von 0,2003 (Median
0,1549), wiahrend das asphérische Modell mul eine ca. 0,01 geringere Abweichung
von 0,1938 (0,1475) zeigt. Ohne Gewichtung steigen die mittleren Differenzen auf
das Sechs- bis Siebenfache, die Modellunterschiede auf etwa 0,04.

Diese geringen Unterschiede zugunsten des asphérischen Modells werden fiir sta-
tistisch signifikant befunden: Zu den Testhypothesen Hj : AF,,(iam) = AF,,(mul)
und H; : AF,(iam) > AF,,(mul) ergeben sich im ¢- und Wilcoxon-Test p-Werte
von 1079, was ebenfalls fiir die ungewichteten Differenzen gilt.

Um mit den bisherigen Strukturen verglichen werden zu konnen, zeigt Abb. 9.1
auf der folgenden Seite den Quotienten F?/F? des TRICHOTOXIN-Modells iam.
Hier haben 1497 oder 10,6 % der Reflexe ein Verhéltnis von > 2 oder < 1/2.

Tabelle 9.1: Giitefaktoren der sphérischen und asphérischen Verfeinerung von TRICHO-

TOXIN.
lam 1amyp, mul
Reflexe Fo2 > 20(F02) 10659 10659 10659
Parameter 2098 2098 2098
Nref/Npar 5,081 5,081 5,081
R(F) 0,0475 0,0490 0,0454
Rau(F) 0,0683 0,0698 0,0661
Rw(FQ) 0,1075 0,1108 0,1030
GoF,, 1,0017 1.0329 0,9599
Mittl. (Versch. /esd) 2,78 -107° 4,01-107° 4,01-107°
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Abbildung 9.1: Quotient beobachteter und berechneter Intensitdten und ihre Auflésungs-
abhangigkeit im Modell iam von TRICHOTOXIN.

0.2 Geometrie

Der durchschnittliche Unterschied der Nichtwasserstoffatomkoordinaten der Ver-
feinerungen mul und iam betragt 0,008 A, die Maximaldnderung betrifft das Ny
des Glutaminrestes 106 mit 0,019 A. Unter Einbeziehung der Wasserstoffatom-
positionen verzehnfacht sich die mittlere Verschiebung auf 0,08 A, die starksten
Anderungen betreffen nun die Wasserstoffatome, deren quadratisch gemittelte
Abweichung zwischen mul und iam von 0,11 A bis 0,16 A reicht. Das ist auch gut
in Abb. 9.2(a) auf der néchsten Seite zu erkennen: Alle Wasserstoffatome tragen
den roten Farbcode fiir die hochste Abweichung, wiahrend die Schweratome durch
einen maximal griinen gekennzeichnet sind.

Beim Vergleich mit der Verfeinerung iam,, ist die durchschnittliche Verschie-
bung der Nichtwasserstoffatome etwas geringer, sie betragt nur noch 0,007 A. Die
Wasserstoffpositionen sind nun zwischen den Modellen kaum zu unterscheiden, was
Abb. 9.2(b) deutlich hervorhebt. Den gréfiten Koordinatenunterschied von 0,022 A
weist das C, des terminalen L-Valinols 118 auf.
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Abbildung 9.2: Quadratisch gemittelte Abweichungen zwischen asphérischer und spa-
rischen Verfeinerungen von TRICHOTOXIN. Fixierte Koordinaten als
Strichmodell.
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Tabelle 9.2: Verfeinerte Bindungslangen der Peptidbindungen von TRICHOTOXIN.

dE&H* dmin/ma;rJr CZ(O'0l>Jr Qli QQi Qgi [QRI MADI

O (n = 36)
mul 1,204/1,250 1 227(10) 1,219 1,227 1,233 0,014 0,011
iam 1,231(20) 1,210/1,260 1,238(10) 1,230 1,237 1,244 0,014 0,011
iam,p, 1,208/1,258 1 238(10) 1,231 1,239 1,244 0,014 0,011
N (n = 34)

mul 1,244/1,358 1 330(19) 1,327 1,331 1,341 0,014 0,010

iam 1,329(14) 1,240/1,352 1,326(19) 1,322 1,325 1,337 0,015 0,009

iam,.p, 1,245/1,356 1 329(19) 1,325 1,328 1,339 0,014 0,012
o—C (n=14)

mul 1,514/1,549 1 532(09) 1,628 1,630 1,535 0,007 0,004

iam 1,525(21) 1,501/1,539 1,520(10) 1,516 1,518 1,521 0,005 0,004

iamp, 1,504/1,541 1 522(10) 1,617 1,521 1,524 0,007 0,006
o—N (n=14)

mul 1,444/1,472 1,454( 8) 1,450 1,453 1,458 0,008 0,006

iam 1,458(19) 1,448/1,480 1,458(08) 1,454 1,455 1,460 0,007 0,006

iam,.p, 1,454/1,480 1,462(07) 1,457 1,462 1,464 0,008 0,007

*Engh&Huber-Bindungslingen mit Standardabweichung; TMinimum, Maximum und
Mittelwert mit Standardabweichung der Bindungslingen; 0,25-Quartil, Median,
0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten Abweichungen; alle
Einheiten in A.

Beziiglich der Abstédnde von Peptidbindungsatomen, die in ,Néachster Nachbar
Néaherung“ mit der Auswahl fiir vorherige Strukturen iibereinstimmen, konnen die
zuvor erhaltenen Ergebnisse reproduziert werden. Tab. 9.2 zeigt die Bindungslan-
genstatistik, Tab. 9.3 auf der nachsten Seite die der Differenzen.

Innerhalb einer Standardabweichung stimmen die Abstande aller Modelle mit
den Engh&Huber-Mittelwerten iiberein, mal mit positiven, mal mit negativen
Diskrepanzen. Die Carbonylbindung verkiirzt sich mit asphéarischer Behandlung um
0,01 A, wobei die Differenzen zu iam und iam,, sehr ahnlich sind. Im Gegensatz dazu
verlangert sich die C,~C-Bindung um etwa den gleichen Betrag, starker im Vergleich
zum Modell iam als zu iam,},. Bei Stickstoff enthaltenden Bindungen treten sowohl
Ab- wie Zunahmen der Abstéande auf. Die C-N-Bindung verldangert sich im Mittel
um 5-10% A gegeniiber iam und um nur 21073 A verglichen mit iam .}, Umgekehrt
tritt eine durchschnittliche Verkiirzung der C,~N-Bindung um ca. —4 und —8 -
1073 A auf, diesmal ausgepragter fiir das Modell iam,,. Die Verteilungsbreiten der
verschiedenen Bindungstypen in den drei Verfeinerungen unterscheiden sich kaum.
Wie schon die quadratisch gemittelten Koordinatenunterschiede, liegen auch die
Langenanderungen in der GroBenordnung des Fehlers.
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Tabelle 9.3: Differenzen der verfeinerten Peptidbindungsldngen von TRICHOTOXIN.

Adpinmaz! — Ad(oa)t Q11 Q28 Q3' IQR* MAD?

C-O (n = 36)
mul-iam  —22,3/-5,8 —11,19(3,05) —12,42 —10,60 —9,50 2,93 2,22
mul-iam,;, —24,0/—4,2 —11,63(3,31) —14,02 —10,85 —9,38 4,65 2,82

—N (n = 34)
mul-iam —2,1/13,0 4,79(3,15) 3,00 5,10 6,83 3,83 2,97
mul-iam,.;, —3,4/6,6 1,70(2,62) —0,15 1,90 3,20 3,35 2,82
C,—C (n=14)
mul-iam 7,9/18,2 11,86(2,66) 10,32 11,85 13,25 2,93 2,30
mul-iam,p, 6,6/20,1  10,07(3,56) 8,05 8,75 11,30 3,25 2,60
C,—N (n=14)
mul-iam -8,1/40  —3,90(2,88) —585 —3,90 —3,18 2,68 1,48

mul-iam,;, —11,0/-3,4 —7.84(2,43) —-9,45 —-845 —6,33 3,13 2,74
"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der
Bindungslingendifferenzen; 10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil; alle Einheiten in 103A.

9.3 Verschiebungsparameter

Gemittelt iiber die gesamte Struktur von TRICHOTOXIN, inklusive der Atome der
Solvenssphare und der Wasserstoffatome, ergibt sich ein Median des aquivalenten
isotropen Verschiebungsparameters U, von 58- 10-3A2%in den spharischen Modellen
und von 56 - 10~3A% m Modell mul. Die Werte variieren zwischen den Extremen 21
und 399 - 1073A2.

Neben weiteren Untermengen der Struktur, zeigt Tab. E.1 auf Seite 389 auch
die Statistik fiir die verfeinerten 233 Nichtwasserstoffatome: Hier belauft sich
der Zentralwert der U.-Verteilung auf 44,56, 43,26 und 41,11 - 10-3A2 fiir die
Verfeinerungen iam,p, iam und mul. Die Streuung der Temperaturfaktoren ist
im Modell mul etwas niedriger als in iam, aber nicht geringer als in iam,,. Die
Abnahme der Temperaturfaktoren durch die asphérische Verfeinerung zeigt sich
ebenso im Mittelwert der Differenz zwischen den U, des Modells mul und iam,
welcher bei —2,50 - 1073A2 liegt. Noch etwas ausgepragter ist diese Grofle beim
Vergleich mit iam,}, sie betragt —3,68 - 10-3A2. In beiden Differenzen liegen die
Quartilsgrenzen im negativen Bereich, mit einem geringen Abstand von &~ 1-1073A2,
was auf eine recht gleichmaflige Verringerung der Temperaturfaktoren hindeutet.

Auch die Minimal- und Maximalwerte der Verschiebungsparameter nehmen mit
der asphérischen Verfeinerung ab. Betrugen sie im Modell iam,;, noch 25 und
255 - 1073A2 bzw. 24 und 256 - 1073A2 im Modell iam, so lauten sie im Modell mul
auf 21 und 252 - 10~3A2. Die Extremwerte der Differenzen liegen bei —5,11 und
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Abbildung 9.3: Veranderung der Uey-Werte im Modell mul gegeniiber dem spharischen
Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von TRICHOTOXIN.

0,42 - 1073A2 zu iam sowie —5,59 und 3,68 - 1073A2 zu iam,y,.

Eine Darstellung der anisotropen Temperaturellipsoide des verfeinerten Strukt-
urteils gibt Abb. 9.5 auf Seite 255, jeweils mit einem Farbcode fiir den 4quivalenten
isotropen Temperaturfaktor versehen. Die U,-Werte nach der Verfeinerung mul
sind in Abb. 9.3 iiber die Sequenz aufgetragen, was, neben dem periodischen An-
stieg in den Seitenketten, die deutlich héheren Temperaturfaktoren der Atome der
Kettentermini aufzeigt. Abb. 9.4 auf der ndchsten Seite beinhaltet eine Auftragung
der Usq-Werte im Modell iam, und zwar nach zunehmender Grofle geordnet. In
beiden Graphiken sind die Differenzen zwischen sphérischem und asphérischem
Modell zum jeweiligen Temperaturfaktor eingezeichnet.

Die obigen Aussagen zur Statistik der Us,-Werte sieht man hier bestatigt. Nur
zweil Temperaturfaktoren des asphérischen Modells liegen hoher als im Modell
iam, alle anderen 231 Werte sinken. Zumeist belaufen sich die Verbesserungen auf
—2 bis —3 - 1073A2, die, wie Abb. 9.4 zeigt, eine nur geringe Abhingigkeit vom
jeweiligen spharischen Verschiebungsparameter aufweisen: Positive und negative
Maximaldifferenzen korrespondieren zwar mit den hochsten U,,-Werten, ansonsten
ist deren Abnahme aber weitestgehend konstant.
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AU, /1073 A2 Usq /1073 A2
‘ e iam (verfeinert) '

e iam (nicht verfeinert)

2+ 1200

e 4100

5 ® mul — iam

v Ueq

Abbildung 9.4: Veranderung der Ug,-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber dem
sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von TRICHOTOXIN.
Auftragung nach Ueq (iam).

Neben den hohen Verschiebungsparametern der fiinf nicht verfeinerten Atome,
ist ein weiterer Ausreifler an 42ster Stelle in der Auftragung 9.3 zu erkennen. Es
handelt sich um das N, des Glutaminsaurerestes 6, welches dennoch asphérisch
verfeinert wurde und hierbei eine Verbesserung von 256 auf 252 - 10~3A2 gegeniiber
dem Modell iam erfdahrt. Dieses Atom ist in Abb. 9.5 ebenfalls auffallig. Ohne
Verbesserung des Temperaturfaktors blieb der Versuch eines Tausches der Sauerstoft-
und Stickstoff-Position dieser Amidgruppe.

Dabei stellt dieses Stickstoffatom eine Ausnahme dar, denn im Durchschnitt
aller 40 Vertreter dieses Elements, zeigen sie den kleinsten Temperaturfaktor von
35-1073A2 im asphirischen Modell bzw. 37 und 38 - 10~3A2 in den Verfeinerungen
iam und iam,, (siche Tab. E.2 auf Seite 390). Gleichfalls am niedrigsten ist der
Median der Differenzen, welcher bei —1,93 und —2,62 - 10-3A2 fiir den Vergleich
von mul mit iam und iam,}, liegt.

An zweiter Stelle beztiglich der U.,-Hohe liegen die 152 verfeinerten Kohlen-
stoffatome. Der Median der Verschiebungsparameter belauft sich in den Modellen
iam,p, iam und mul auf etwa 45,68, 44,39 und 41,72 - 103A2. Gegeniiber den Ver-
feinerungen iam und iam,y, ist die durchschnittliche Verbesserung im Modell mul
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Tabelle 9.4: Statistik verfeinerte U, TRICHOTOXIN- Atome der Peptidbindung.

Tomin maz’ z(0,)! QY 2t Q3+ IQR' MAD!
C. (n=16)
mul 23,83/63,01  36,09(11,88) 27,16 33,46 38,36 11,20 9,46
iam 26,60/64,63  38,67(11,35) 30,15 35,81 41,16 11,01 8,52
iam,p, 28,40/66,71  40,13(11,33) 31,51 37,61 42,50 10,99 9,16
mul-iam —3,43/-0,75 —2,58(0,69) —3,03 —2,65 —2,34 0,69 0,52
mul-iam,p, —4,93/-1,64 —4,04(0,80) —4,43 —4,30 —3,76 0,67 0,67
C (n = 36)
mul 21,15/85,24  35,87(12,54) 27,44 34,04 40,17 12,73 9,70
iam 23,90/86,77  38,48(12,22) 30,07 36,50 42,52 12,46 9,52
iam,p, 24,78/89,20  39,91(12,46) 31,42 38,36 43,96 12,54 9,95
mul-iam —3,68/—1,52 —2,61(0,54) —-3,01 —2,61 —227 0,74 0,58
mul-iam,;, —5,29/-2,84 —4,04(0,51) —4,33 —4,05 —3,77 0,57 0,43
N (n=34)
mul 2294/80,16  37,09(12,00) 29,16 34,64 41,89 12,73 9,15
iam 24,51/80,60  38,92(11,86) 30,94 36,55 44,26 13,32 8,99
iam,p, 25,91/80,99  39,69(11,76) 31,64 37,33 44,43 12,79 9,35
mul-iam -2,79/-0,44 —183(0,44) —2,09 —1,86 —1,58 0,50 0,40
mul-iam,;, —3,24/-0,82 —2,61(0,46) —2,97 —2,60 —2,47 0,50 0,38
O (n=36)
mul 29,52/94,80  44,19(14,67) 34,36 40,47 4847 14,11 11,09
iam 32,18/98,91  46,73(14,85) 36,85 42,88 50,93 14,08 11,10
iam,p, 33,64/100,40 48,26(14,94) 37,94 44,52 52,63 14,69 11,33
mul-iam —4,11/-1,78 —2,55(0,38) —2,74 —251 —240 0,33 0,26
mul-iam,;, —5,59/-3,08 —4,07(0,50) —4,32 —4,04 —-3,71 0,62 0,47

Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Ueq und A Usq;
£0,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten

Abweichungen; alle Einheiten in 10-3A2.

mit —2,67 und —3,77 - 10-3A2 anzugeben. Zwar ist dies die stirkste Verbesserung
unter den drei Elementen, allerdings sind es zwei Kohlenstoffatome, die die beiden

einzigen U.-Anstiege aufweisen.

Nochmals etwas hohere aquivalente isotrope Temperaturfaktoren sind fiir den
Median der 41 Sauerstoffwerte zu reportieren. In gleicher Reihenfolge wie zuvor
betragen diese 46,11, 44,49 und 42,30 - 10-3A2. Die mittlere Differenz zum Mo-
dell mul betrigt —2,49 und —4,01 - 1073A2. Wie schon bei den beiden anderen
Elementtypen, nimmt auch hier, wenn auch ebenfalls in sehr geringem Mafe, die
Streuung der Ug,-Verteilung mit der aspharischen Verfeinerung ab.
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Abbildung 9.5: Anisotrope Verschiebungsparamter des verfeinerten Teils von TRICHO-
TOXIN nach aspharischer Verfeinerung. Farbcode: U.q. Darstellung der
massengewichteten Zentren beider Ketten als magentafarbene Kugeln.

Eine gleichartige Statistik iiber die vier Atomtypen der Peptidbindung zeigt
Tab. 9.4 auf der vorherigen Seite. Diese sind offenbar besser als der Durchschnitt
definiert, zumindest zeigen sie durchweg geringere U,,-Werte verglichen mit den
entsprechenden Elementen. Insbesondere die Kohlenstoffatome C, und C zeigen
viel niedrigere Werte, wahrend die Unterschiede zur vorherigen Statistik bei N
und O nicht so hoch sind. Dies erklart sich schlicht aus der Tatsache, dafl fast alle
vorkommenden Heteroatome zur Peptidgruppe zahlen, aber nur etwa ein Drittel
der Kohlenstoffatome in der aktuellen Statistik berticksichtigt wird.

Weil die Temperaturfaktoren in der Peptidbindung geringer sind, die durch-
schnittliche Abnahme selbiger im Modell mul aber ungefahr gleich bleibt, ist die
prozentuale Verbesserung hoher. Betrug diese fiir die Gesamtheit der verfeinerten
Atome noch ca. 5%, sind es nun etwa 6 %. Mit 6,6 % ist die Verringerung der
Mediane beider Kohlenstoffatomtypen ausgeprigter als bei Sauerstoff- (5,6 %)
oder Stickstoffatomen (5,2 %) der Peptidbindung. Dies spiegelt sich auch in der
Abstufung der mittleren Differenzen wieder.

Auch nehmen hier in allen vier Fallen die Maximalwerte ab, ebenso wie sich
die kleinsten Ugq jedes Atomtyps nochmals verringern. Andererseits nimmt sowohl
die Streuung um das arithmetische Mittel mit aspharischer Verfeinerung zu, wie
die steigenden Standardabweichungen belegen, als auch die Schwankung um den
jeweiligen U.-Median, was durch hohere Interquartilabstande und den Median
der absoluten Abweichungen belegt wird.

255



9 Trichotoxin

y Ueq/10_3 AQ
m2791-1072+0,25-1073d?

250 -
o0 #3116+ 107 +exp(0,28d) - 1073
5oL =16,80+387-107%d

100 o Kette A o Kette B

20

R
0 T T T T T T T T T >

Abbildung 9.6: U, (mul) der Nichtwasserstoffatome von TRICHOTOXIN in Abhéngigkeit
vom Abstand zum Massenzentrum.

Diagramm 9.6 zeigt die Abhéngigkeit der Us,-Werte der Atome des aspharischen
Modells vom Abstand zum Massenzentrum der Ketten A und B. Dabei liegt das Zen-
trum der Kette A bei (5,40;5,67; 15,31) A, das der Kette B bei (0,15;: —0,63;4,82) A,
die Koordinaten sind in Abb. 9.5 auf der vorherigen Seite durch magentafarbene
Kugeln angezeigt. Die Anpassung einer linearen, quadratischen und exponentiellen
Funktion, verlief in allen Fallen akzeptabel. Beziiglich des Ordinatenabschnittes
liegen die Exponential- und die quadratische Funktion etwas hoch, wahrend die
Geradengleichung etwas zu niedrige Werte angibt. Die Entwicklung mit zunehmen-
dem Abstand ist in allen drei Féllen in guter Ubereinstimmung mit der Anmutung
der Daten. Unterschiedlich sind allerdings die mit den jeweiligen Parametern ver-
bundenen Unsicherheiten: Die e-Funktion hat Fehlermargen von ca. 7% und 2 %,
die quadratische Funktion von 10 % und 11 %, und die lineare Funktion von 26 %
und 12 %. Mit weniger zu verfeinernden Parametern sinken die Fehler, z.B. hat die
Anpassung einer Ursprungsgerade mit der Steigung 5,54 - 1073 A nur noch einen
Fehler von 4 %, aber den Nachteil einer inadequaten Beschreibung des Verhaltens
bei null Abstand zum massengewichteten Schwerpunkt. Die abstandsabhangige
Temperaturfaktorzunahme ist offenbar nur moderat ausgepragt, bspw. liegt der
Anstieg nach der quadratischen Funktion bei 0,5 - 1073 dA, was aber auch an der
gestreckten Molekiilform liegen mag.

Betrachtet man einen gemeinsamen Schwerpunkt (2,78; 2,52; 10,06)A beider
Ketten, so erstreckt sich der Abstands d,;z von 2,06 bis 21,24 A. Daran angepafite
Ausgleichsfunktionen ergeben noch deutlich geringere Steigungen.
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9.4 DMSDA-Werte

Von den insgesamt 235 Bindungen in TRICHOTOXIN, die wenigstens ein frei verfei-
nertes Atom beinhalten, haben 135 oder 58 % nach der asphéarischen Verfeinerung
einen niedrigeren DMSDA-Betrag als nach der Beschreibung im Modell iam. Ge-
geniiber der Verfeinerung iam,}, verbessert eine etwas geringere Zahl von 132 (56 %)
Bindungen ihren DMSDA-Wert im Modell mul.

In den beiden spharischen Modellen liegt der Median iiber alle verfeinerten
Bindungen bei 54 und 50 - 10~* A2. Dahingegen liegt das Mittel des asphirischen
Modells bei 45 - 10~4 A2, was in Tab. E.3 auf Seite 390 detailliert ist. Die Differenz
zwischen mul und iam bzw. iam,}, ist durchschnittlich —6-10~* A2 hoch und umfaft
so extreme Werte wie —90 und 76 - 10~* A2 im Fall des Vergleichs mit iam oder
gar —139 bis 120 - 104 A2 gegeniiber iam,},. Dadurch nimmt der Maximalwert des
asphirischen Modells auf 899 - 10~ A2 zu, nach vorherigen 878 und 867 - 10~4 A2.

Die stark schwankenden DMSDA-Betriage des Modells mul sind in Abb. 9.7 auf
der folgenden Seite zusammen mit der ebenfalls ausgesprochen volatilen Differenz
zum Modell iam aufgetragen. Die Relation der Skalierung der Achsen der Betrage
und Differenzen betragt 3 : 1, hierbei mufiten einige besonders hohe DMSDA-Werte
nicht mafistabsgetreu angegeben und mit kleinen Zahlen gekennzeichnet werden.
Abb. 9.8 auf Seite 259 zeigt die nach zunehmender Gréfle geordneten DMSDA-
Betrage des Modells iam, dazu die gleichen Differenzen wie zuvor. Aus dieser
Darstellung geht hervor, dafl die negativen DMSDA-Differenzen mit steigendem
spharischen DMSDA-Betrag zunehmen, sowohl in ihrer Anzahl wie Hohe. Fiir
niedrige (< 16-107* A2) Betriige des Modells jam sind fast nur Verschlechterungen
festzustellen, fiir hohe Betrage zumeist Verbesserungen.

Anhand der in Tab. E.3 auf Seite 390 nach Elementen differenzierten Statistik,
sowie analoger Betrachtungen zu den Bindungen zwischen den Atomen der Peptid-
bindung in Tab. 9.5 auf Seite 260, wird ersichtlich, daf die Beitrage verschiedener
Bindungstypen unterschiedlich sind.

So verbessert sich die Beschreibung von 116 Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen
von 50 und 43-10~* A% in den Modellen iam und iam,, auf 36-10~* A im asphiiri-
schen Fall. Gegeniiber beiden sphéarischen Verfeinerungen werden durchschnittliche
Differenzen von —9-10~4 A2 erzielt, bei gleichzeitiger Abnahme der Streubreite der
DMSDA-Betrage. Die 14 C,—C-Bindungen der Tab. 9.5 weisen jedoch im Modell
mul eine starke Zunahme des DMSDA-Medians verglichen mit iam auf, statt 33
betriigt dieser nun 55 - 1074 A2,

Beziiglich der Verschlechterung der C—O- und der Verbesserung der C-N-DMSDA-
Werte besteht wiederum Ubereinstimmung zwischen den Gesamt- und Peptid-
Statistiken, die allerdings hierbei auch wesentlich héhere Schnittmengen unterein-

ander haben. Auf den C-O-Bindungen betragen die Verdnderung durchschnittlich
10-107* A2, Im Modell mul liegen die DMSDA-Betrige dann bei 74 - 10~% A2, wih-
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Abbildung 9.7: Verénderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber
dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von TRICHO-
TOXIN.
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Abbildung 9.8: Verénderung der DMSDA-Werte im asphérischen Modell mul gegeniiber

dem sphérischen Modell iam fiir die Nichtwasserstoffatome von TRICHO-
TOXIN. Auftragung nach steigenden |[DMSDA|-Werten des Modells iam.
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Tabelle 9.5: DMSDA-Betriage der verfeinerten Peptidbindungen des TRICHOTOXIN-
Hauptmolekiils und deren Differenzen.

Tominmaz Z(0,)f Q1t Q2* Q3*  IQR* MAD?

C-0O (n = 36)
mul 6/224 81,33(49,53) 45,00 74,50 11920 74,25 45,96
iam 6/214 73,81(51,09) 28,00 71,50 100,80 72,75 49,67
iam,, 6/194 69,33(49,79) 27,50 64,50 97,75 70,25 55,60
mul-iam  —27/56 7,53(19,99)  —6,50 10,00 20,00 26,50 20,76
mul-iam,, —36/88  12,00(26,82) -850 13,00 31,25 39,75 31,88

C-N (n = 34)
mul 2/144  53,32(42,23) 21,25 37,00 94,50 73,25 31,88
iam 2/182 75,32(52,27) 27,50 73,50 100,20 72,75 55,60
iam,}, 0/244  92,59(63,87) 50,50 82,00 121,00 70,50 56,34
mul-iam  —84/76 —22,00(38,27) —44,25 —30,50 3,75 48,00 35,58
mul-iam,;,—139/89 —39,26(52,74) —71,25 —51,00 —3,25 68,00 36,32
C,—C (n=14)
mul 11/151 60,00(45,83) 16,25 55,00 94,00 77,75 57,82
iam 1/168 47,86(43,62) 22,75 33,00 54,75 32,00 23,72
iam,p, 0/184 56,50(43,22) 37,75 47,50 60,50 22,75 19,27
mul-iam  —54/62  12,14(39,57) —19,50 22,50 44,75 = 64,25 41,51
mul-iam,};, —62/63 3,50(47,97) —39,25 —2,00 49,50 88,75 70,42

C,—N (n=14)
mul 4/100 45,57(31,05) 17,25 50,50 69,25 52,00 42,25
iam 9/126 51,07(33,60) 26,25 51,50 70,75 44,50 37,06
iam,p, 3/92 49,86(30,83) 21,00 56,50 74,00 53,00 33,36
mul-iam  —28/9  —5,50(11,45) —11,00 —4,00 3,00 14,50 11,12

mul-iam,;, —40/14 —4,29(13,19) —-7,25 —0,50 2,00 9,25 5,93
"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der DMSDA-Betrige;

10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 107*A?2.

rend die sphérischen Mediane aller 41 C-O-Bindungen nur 63 - 10~% A2 betrugen.
Im Fall der auf die Carbonylbindung beschrénkten Statistik liegt das Mittel von
iam bei 72 - 107* A?, das des Modells iam,}, bei 65 - 107* A2,

Mit einer durchschnittlichen Differenz von —12 - 104 A2 verringern sich die
DMSDA-Werte aller 78 C-N-Bindungen, und zwar von 55 und 67 - 10~* A% in den
sphérischen Modellen auf 44 - 10~4 A? im asphéarischen Modell. Die Differenzierung
in C-N-Bindung und C,-N- zeigt besonders starke Verbesserungen im ersten Fall
und wesentlich geringere Abnahmen im letzten.
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9.5 Restdichten

Tabelle 9.6: Statistik der Restdichten TRICHOTOXIN.

Tonin/maz’ Z(0,)] Q1F  Q2F Q3 IQR* MAD:?
mul —371,3/688,6 —0,0(60,1) —39,7 —0,5 388 785 58,3
jam —394,9/716,6 0,0(62,4) —40,8 04 41,1 81,9 60,8
iam,.p, —387,7/677,7 0,0(63,6) —41,4 04 419 83,3 61,8

"Minimum, Maximum und Mittelwert mit Standardabweichung der Restdichte;
10,25-Quartil, Median, 0,75-Quartil, Interquartilabstand und Median der absoluten
Abweichungen; alle Einheiten in 1073 e/A3.

0.5 Restdichten

Die Restelektronendichte in der asymmetrischen Einheit wurde auf einem 34 x 56 x
104 = 198016 Punkte umfassenden Gitter berechnet. Das Volumen eines Voxels
betragt 0,0248 AS, womit die normierte Gesamtrestelektronendichte > [Apres|Voor
in den Modellen mul, iam und iam,}, zu jeweils 231,896 e, 241,014 ¢ und 245.682e
bestimmt wird. Auf das Volumen der Zelle bezogen, ergeben sich in der gleichen
Reihenfolge Werte von 0,0473, 0,0491 und 0,0501 eA‘S, die mit den restlichen
Strukturen direkt vergleichbar sind. Das asphéarische Modell enthélt 3,8 % weniger
Restdichte als das Modell iam und 5,6 % weniger als iam,p,.

Ebenfalls geringer als in den sphérischen Modellen sind die negativen und
positiven Extremwerte der aspharischen Restdichteverteilung, wie man sowohl
anhand der Statistik in Tab. 9.6, als auch in den Histogrammen 9.9(a) und (b)
auf der néchsten Seite erkennen kann. Auch sinkt die Breite der Verteilung der
Restdichten um den nahe Null liegenden Mittelwert. In Tab. 9.6 auflert sich das
durch geringere Standardabweichung, schmaleren Interquartilabstand und kleineren
Median der absoluten Abweichungen vom Mittel. Die Histogramme zeigen dies
durch hohere Haufigkeiten nahe Null und abnehmende Haufigkeiten in steigender
Entfernung zum Nullpunkt. So liegt zwar in allen drei Modellen das Maximum
der Restdichten im Intervall (-0,01; 0,00] e/ A3, in mul mit 6,86 % aber ein groferer
Anteil der Werte als in iam und iam,}, mit jeweils 6,60 % und 6,57 %. Auch die
Population des besonders giinstigen Intervalls (-0,01; 0,01] ist mit 13,58 %, im
Gegensatz zu 13,16 % und 12,97 %, im asphérischen Fall angehoben.

Der Zentralwert der Restdichteverteilung des Modells mul ist zwar zu einem
leicht negativen statt positiven Wert verschoben, da die Restdichte insgesamt
abnimmt erfolgt die Reduktion positiver Dichten aber nicht auf Kosten zunehmen-
der negativer Restdichte. In den Histogrammen ist dieser Sachverhalt optisch zu
erfassen. Zudem enthélt das asphérische Modell 99 % der Restdichten in einem
Bereich von (-0,1555; 0,1621] ¢/A3, wahrend fiir iam und iam,, dieses Intervall auf
(-0,1681; 0,1623] und (-0,1723; 0,1661] lautet. Obere und untere Grenze nehmen in
mul ab, die negative sogar starker als die positive.
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9 Trichotoxin
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(a) Restdichten TRICHOTOXIN, mul vs iam.
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(b) Restdichten TRICHOTOXIN, mul vs iam,},.

Abbildung 9.9: Histogramm der Restdichtegitter Y (F, — F.) exp(i¢).) der sphéarischen
(griin/orange) und asphérischen (blau) Modelle. Intervalle A(4;4 + 0,01],
Einheiten eA™.
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9.5 Restdichten
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Abbildung 9.10: Restdichte der Modelle mul und iam von TRICHOTOXIN und deren
Restdichtedifferenz. Darstellung der Isooberflichen im Umkreis von

2A.
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Abbildung 9.10: Restdichte der Modelle mul und iam von TRICHOTOXIN und deren

Restdichtedifferenz. Darstellung der Isooberflichen im Umkreis von 2 A
(Forts.).

Abb. 9.10(a) und (b) zeigen die Restdichten der Modelle mul und iam als
Isooberflichen bis 2 A um die beiden Ketten. Abb. E.1 auf Seite 391 enthilt die
[lustration des Modells iam,},. Die Isowerte wurden iibereinstimmend mit den
bisherigen Strukturen gewéhlt. Alle Modelle zeigen unverénderte Akkumulationen
der GréBenordnung 0,15eA™ an den Resten VOL 218 und AIB 201 (jeweils links
und rechts der zuunterst abgebildeten Kette), was auf nicht behandelte Fehlordnung
oder sonstige Modellfehler hinweist. Dariiber hinaus sind in diesen Darstellungen
nur geringe Restdichten erkennbar. Aber auch bei kleineren Isooberflachenwerten
als den abgebildeten, sind keine Bindungsrestdichten in den spharischen Modellen
zu finden. Diese zeigen auf den endstdndigen Atomen und Bindungen vielmehr
negative Restdichte der Groéflenordnung —0,05 eA3. In gleicher Hohe findet sich
negative Restdichte in unmittelbarer Umgebung der restlichen Kette, aber nicht auf
dieser. Sehr geringe positive Restdichte verteilt sich diffus um das Molekiilgeriist.

Die Differenz p,s(iam) — p..s(mul) ist gering: Fiir Abb. 9.10(c) wurde ein deutlich
kleinerer Wertebereich als fiir die Restdichtekarten selbst gewahlt. Die ausgepréagt
negativen Bereiche, die um die Atome und Bindungen in dieser Darstellung zu
erkennen sind, waren bereits im Modell iam durch negative Restdichte gekennzeich-
net, welche im Modell mul etwas gemindert wurde, so dafl die Differenz negativ
bleibt. Positive Differenzrestdichten entsprechen Bereichen, in denen das Multi-
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9.6 Deformationsdichten

polmodell entweder mehr negative Restdichte als das sphérische aufweist oder in
denen es geringere positive zeigt. Ersteres betrifft die weiter entfernten Bereiche,
letzteres unmittelbar das Molekiil.

Abschlielend ergibt sich der Eindruck, dal auf den Bindungen und Atomen
fast keine Anderung durch die asphéirische Behandlung stattfindet, aber in deren
unmittelbarer Nahe die negativen Restdichten des spharischen Modells reduziert
werden, in geringerem Umfang auch die positiven. Umgekehrt aber, in weiterer
Entfernung vom Molekiilgeriist, etwas mehr negative Restdichte im Modell mul als
im Modell iam vorhanden ist. Die Abnahme der Restdichten iiberwiegt hierbei die
Zunahme andernorts. Alle Veranderungen betreffen Bereiche geringer und diffuser
Restdichteverteilung, die hoheren Restdichteakkumulationen, welche in allen drei
Modellen sehr dhnlich gestaltet sind, werden kaum verandert.

9.6 Deformationsdichten

Auf 510 Atome der Struktur verteilen sich insgesamt 190,339 e Deformationsdichte.
Im Mittel bedeutet dies pro Atom 0,37 e Valenzelektronendichte, die gegeniiber dem
spharischen Modell verandert wurde. Der Deformations- zu Restdichtequotient
liegt bei Apger/Apres = 190,339¢/231,896e = 0,821 — die vom Modell nicht
beriicksichtigte Restelektronendichte iibersteigt die deformierte Valenzdichte um
ca. ein Fiinftel.

-0,2

; 3 b~ 5 ;.}_ ) _
o e P
-0,4 e/A3 2%

Abbildung 9.11: Deformationsdichte Apgey von TRICHOTOXIN.
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(a) Ketten A und B

Abbildung 9.12: Elektrostatisches Potential des Multipolmodells von TRICHOTOXIN auf
der 0,001 e/a3-Isooberfliiche.

9.7 Abgeleitete Eigenschaften

Das fiir TRICHOTOXIN aus den Multipolen abgeleitete elektrostatische Potential
zeigt Abb. 9.12. In diesen Darstellungen ist es als Farbcode auf die Isooberflache
der Multipolelektronendichte bei 0,001 e/a} aufgetragen. Zum einen beinhaltet
Abb. 9.12(a) die Oberflache und das ESP aus der gemeinsamen Bestimmung beider
Ketten und in der gewohnten Orientierung. Zum anderen bietet Abb. 9.12(b) und
(c) eine Darstellung der Isooberflichen der einzelnen Ketten A und B, jeweils
ahnlich orientiert.

Auf der gewahlten Oberflache nimmt das Potential Werte zwischen —0,075 und
0,122¢/a, (—80-130kT/e) an. Jede Kette zeichnet sich durch einen elektropositiven
Anfang und ein elektronegatives Ende aus. Bedingt durch geringe Konformationsun-
terschiede, gibt es kleine Abweichungen zwischen den elektrostatischen Potentialen
beider Ketten: Die B-Kette weist sowohl ein etwas starker negatives als auch ein
starker positives Potential auf.

Ganz ahnliche Ergebnisse werden fiir das aus amber03-Ladungen bestimmte ESP
¢pc dieser Struktur erhalten, wiewohl es tendentiell elektronegativere Werte als
das Multipolpotential ¢, hervorbringt. Abb. 9.13(a) auf Seite 268 stellt eine Wie-
derholung von Abb. 9.12(a) dar, allerdings mit einer auf +0,18e/a, (£191kT/e)
festgelegten Farbskala. Durch den Vergleich zu Abb. 9.13(b), dem Punktladungs-

266



9.7 Abgeleitete Eigenschaften

(b) Kette A

0,073

0,122 e/ao

(c) Kette B

Abbildung 9.12: Elektrostatisches Potential des Multipolmodells von TRICHOTOXIN auf
der 0,001 e/a3-Isooberfliiche (Forts.)

potential auf der gleichen 0,001 e/aj-Multipolelektronendichteoberflache, wird die
Ahnlichkeit beider ESPs deutlich. Jeweils auf die van-der-Waals-Oberfliche Apaw
aufgetragen, zeigt ¢pc (9.13(d)) seinen gegeniiber ¢y (9.13(c)) ins Elektrone-
gative verschobenen Charakter deutlicher. Auf pp,, nimmt es Werte zwischen
—0,111e/a, (—116kT/e) und 0,094 ¢/a, (100kT/e) an, auf A,y von —0,134¢/a,
(—142kT/e) und 0,100e/a, (106 kT /e), wie Abb. 9.13(e) und (f) zeigen. Wiederum
hat die Kette B einen etwas weiteren Potentialbereich als Kette A und auch die
Potentialverteilung ist den Multipolergebnissen sehr dhnlich.
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191 kT/e 191 kT/e
(a) ¢mu1@pmu1(07001 e/ag) (b) ¢po@pmu1(0,001 e/ag)

191 kT/e
(C) ¢mul@AvdW (d) ¢PC@AvdW

100 kT/e 106 kT/e
(€) ¢PcQpumu(0,001e/ad) (f) orcQ@Ayaw
Abbildung 9.13: Multipol-ESP (¢,,,) und Punktladungs-ESP (¢pc) auf 0,001 e/a3-
Isooberflache der Multipolelektronendichte (p;) und van-der-Waals-

Oberfliche (Ayqw). (a)-(d): Fester Wertebereich +191kT/e =
+0,18e/a,. (e)-(f): Voller Wertebereich.
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10 Vergleich der Strukturen und
Modellverbesserungen

Die fiinf behandelten Strukturen unterscheiden sich erheblich voneinander: Zwischen
den Molekiilgréen, der Auflosung der Daten, den Giitefaktoren und Restdichten,
sowie den Temperaturfaktoren konnen mehrere Groflenordnungen liegen. Ebenso
variiert der Einflufl des asphérischen Verfeinerungsmodells betréchtlich. Auf den
erzielten Verbesserungen und ihrer Abhéngigkeit von verschiedenen Parametern
liegt das Augenmerk im aktuellen Kapitel.

Tab. 10.1 stellt fiir alle behandelten Strukturen mehrere ausgewahlte Parameter
einander gegeniiber, die der Beurteilung der jeweiligen Strukturgiite und des Effekts
der verschiedenen Verfeinerungsmodelle dienen. Zur Einschatzung des Erfolges der
Einfiihrung der asphérischen Streufaktoren kann z. B. das Verhéltnis der R-Werte
R1(iam)/R1(mul) herangezogen werden. Je hoher dieser Quotient ausfillt, desto
starker ist die Verbesserung. Nach diesem Verhaltnis sind die Strukturen in Tab. 10.1
von links nach rechts geordnet. Zwar ist die Verringerung der Giitefaktoren ein
wichtiges Merkmal fiir eine Modellverbesserung, kann aber nicht das alleinige
Kriterium dafiir sein. Ebenso bedeutsam ist die Abnahme der Temperaturfaktoren,
der DMSDA-Betrage oder der Restdichte. Allerdings entwickeln sich diese Grofen
weitestgehend parallel zu den R-Werten, so dafi das R-Wertverhéltnis ein guter
Indikator der Modellverbesserung zu sein scheint. In den nachfolgenden Abschnitten
wird der Versuch unternommen, diese Kennzahl des Verfeinerungserfolges in einen
funktionalen Zusammenhang mit den restlichen Merkmalen jeder Verfeinerung zu
bringen.

Tabelle 10.1: Vergleich ausgewéhlter Parameter der verfeinerten Strukturen.

APAQO.83 APA TRICHO- PIlLYSO TETRALY- INSULIN
TOXIN SO
Gutefaktoren
Rl(iam)/% 2,43 3,52 4,75 8,30 12,48 11,23
Rl(mul)/% 1,09 2,71 4,54 8,18 12,37 11,23
iam/mul 2,2294 1,2989 1,0463 1,0147 1,0089 1,0000
Nref/Npar 5,6 47,6 5,1 30,4 15,9 14,9
Datenqualitat
d/A 0,83 0,37 0,90 0,65 0,80 0,90
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10 Vergleich der Strukturen und Modellverbesserungen

Vergleich ausgewéhlter Parameter der verfeinerten Strukturen (Forts.).

APAQ.83 APA TRICHO- PlLYSO TETRALY- INSULIN
TOXIN SO
Meftemp. /K 100 100 150 100 100 100

Rpwgd' /% 0,7 (1,6) 4,9 (38.2) 5,1 (26,1) 4,5 (184) 3.4 (50,6) 4,1 (68,0)
1)o(I)! 128 (68,2) 30,1 (3,8) 15,0 (2,4) 36,2 (4,2) 47,5 (3,7) 26,3 (2,6)
Redund.! 45,6 (23,6) 12,0 (2,6) 2.8 (2,2) 7,1 (2,7) 355 (13,2) 9,5 (3,5)
> 20 /% 99,1 87,1 75,3 93,5 87.9 87,1

t Durchschnitt und Angabe in Klammern fiir hochste Auflssungsschale.

Strukturunsicherheit und -normalitat
a(xyz)/A 0,00218  0,00058  0,01181  0,02006  0,01606  0,04134
(Ueq)/A2 0,00028  0,00004 0,00162  0,00280  0,00285  0,00634

o
G -0,12 -0,04 -0,02 -0,01 -0,09 -0,16
Median U, verf. Nicht-H-Atome des Hauptmol./10 3 A2

iam 16,72 14,52 43,26 51,98 97,23 125,70

mul 15,13 14,40 41,11 51,46 96,18 125,20

iam/mul 1,1051 1,0083 1,0523 1,0101 1,0109 1,0040

Median [DMSDA| verf. Bindungen zw. Nicht-H-Atomen des Hauptmol. /10 4A2

iam 7,0 3,5 54,0 15,0 42,0 71,5

mul 5,0 2,5 45,0 13,0 40,0 71,5

iam/mul 1,4000 1,4000 1,2000 1,1539 1,0500 1,0000

Restdichten Y~ |Appes|Vyoym/ cA—3

iam 0,0278 0,0508 0,0491 0,1054 0,1312 0,0687

mul 0,0118 0,0375 0,0473 0,1038 0,1284 0,0676

iam/mul 2,3451 1,3540 1,0388 1,0150 1,0217 1,0157

Anteil Bindungen zw. Nicht-H-Atomen des Hauptmol. mit p,.., > 0/%

iam 94,44 100 59,00 64,97 46,24 37,05

Verhéltnis zu Deformationsdichte Apges/Apyes

mul 3,810 1,203 0,821 0,384 0,225 0,514
Asymmetrische Einheit, Solvensanteil via vdW-Vol. und Matthewskoeff.

Vasu /A 335,2 335,2 4908 25057 28729 21658

Vo (0dW) /% 26 26 30 42 51 46

Voo (ME.)/% 6 6 13 30 38 33

Nichtwasserstoffatome des Hauptmolekiils

N 18 18 238 1001 1001 810

Fehlord. /% 0 0 0 32,2 6,9 28,3

Verf./% 100 100 97,9 63,8 75,0 49,8
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10.1 Giitefaktoren
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Abbildung 10.1: R-Wertverbesserung durch die asphérische Verfeinerung: Abhéngigkeit
vom sphérischen R-Wert (in %) und der Auflgsung.

10.1 Gitefaktoren

Die drastischste Anderung der Giitefaktoren erfahrt der APAQ.83-Datensatz: Der
R1(iam0.83) = 2,43 % sinkt um 55 % auf R1(mul0.83) = 1.09 %. In den Verfeine-
rungen von APA liegen R1(iam) und R1(mul) bei 3,52 % und 2,71 % — es wird ein
Quotient von 1,3 erzielt, der spharische R-Wert liegt um 30 % iiber dem asphé-
rischen. Wesentlich geringer stellt sich die Verbesserung im Fall TRICHOTOXIN
dar. Hier nimmt der spharische Giitefaktor von 4,75 % auf 4,54 % im Modell
mul ab. Damit betrdagt der relative R-Wertunterschied 4,6 %. Nochmals gerin-
ger ist das Verhaltnis der Struktur pP1LYSO, die R-Wertdifferenz, ausgehend von
R1(iam) = 8,30 %, betrédgt nur 0,12 Prozentpunkte zu R1(mul) = 8,18 %, entspre-
chend einer relativen Verbesserung um 1,5 %. Im Fall der Verbindung TETRALYSO
betragt der Absolutunterschied zwischen sphérischem und asphérischem R-Wert
zwar ganz ahnliche 0,11 Prozentpunkte, was aber relativ nur noch 0,9 % Verbes-
serung entspricht, da der R1(iam) 12,48 % betragt und der R1(mul) 12,37 %. Die
Verfeinerung des INSULINs schlielich, erbrachte keine Verbesserung des R-Wertes.
Entsprechend ist der obengenannte Quotient 1,0 — fiir beide Modelle iam und mul
ist der R1 = 11,23 %.

Damit weisen die R-Wertverbesserungen fast die gleiche Reihenfolge wie die spha-
rischen R-Werte selbst auf. Mit Ausnahme von TETRALYSO geht mit steigendem
R(iam)-Wert eine geringere Abnahme durch die asphérische Verfeinerung einher.
Normiert man den prozentualen R1(iam) mit der Auflésung, wie in Abb. 10.1
geschehen, ergibt sich sich ein linearer Zusammenhang von R1(iam)d und der
relativen Anderung R1(iam)/R1(mul), solange man die aufergewdhnlich starke
Verbesserung im Fall APA0.83 aufler acht 1a8t.
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10 Vergleich der Strukturen und Modellverbesserungen

10.2 Strukturgiite

Die Giite einer Struktur soll hier anhand der erreichten Auflosung und einigen Maf3-
zahlen der Reflexqualitat untersucht werden. Zusatzlich zu diesen auf den jeweiligen
Datensatz bezogenen Parametern, werden auch die unterschiedlich hohen Stan-
dardabweichungen der Verfeinerung von Koordinaten und Verschiebungsparameter
diskutiert.

Die unangefochten hochste Auflosung hat der ApA-Datensatz mit d = 0,37 A.
Bemerkenswerter ist aber die bei P1LYSO erreichte zweithdchste Auflosung von
d = 0,65 A, was es von den ahnlich groflen Strukturen TETRALYSO und INSULIN
abhebt, fiir die nur Daten bis 0,8 und 0,9 A gewonnen werden konnten. Gleichfalls
auffallig ist die geringe Auflosung von TRICHOTOXIN, welche nur 0,91& betragt.
Da diese Struktur eine merkliche Verbesserung erfahrt, gibt es offenbar keinen
direkten Zusammenhang von Auflésung und erzielter Modellverbesserung.

Auch rangiert TRICHOTOXIN an letzter Stelle, den Anteil starker Reflexe (F? >
20(F?)) betreffend. Hierbei liegt P1LYSO an erster Stelle vor den restlichen Struktu-
ren. Wenn die jeweilig erzielte Auflésung berticksichtigt wird, da die Reflexintensitat
mit dieser abfallt, relativiert sich das etwas und APA zeigt den hochsten Anteil
starker Reflexe, gefolgt von P1LYSO. Erst mit einigem Abstand folgen die beiden
anderen Makromolekiile und wieder zuletzt TRICHOTOXIN. Bis auf TRICHOTOXIN
folgt das R-Wertverhaltnis diesem Parameter.

Alle Messungen sind fast 100 % vollstandig. Ob der hohen Auflésung, zeigen
APA und P1LYSO etwas geringere Werte, insbesondere zu hochster Auflosung. Die
durchschnittliche Redundanz von TETRALYSO ist am hochsten, die von TRICHO-
TOXIN am niedrigsten, dazwischen ordnen sich die restlichen Strukturen ein, zu
maximalem d bleibt diese Relation erhalten. Fast genauso verhalten sich die Signal-
zu-Untergrund-Verhéltnisse I /o (1), wobei hier P1LYSO und APA die besten Werte
in der letzten Auflésungsschale erreichen.

Auch die durchschnittlichen Werte des R,,,,4q zeigen keine Korrelation mit den R-
Werten, selbst bei Hinzunahme der Auflésung nicht. Gleiches gilt fiir die R,,,4q der
jeweils auflersten Auflosungsschale oder deren Verhéltnis zum Durchschnittswert.
Allerdings ist diese relative Zunahme fiir TETRALYSO und INSULIN besonders
ausgepragt, die Datenqualitdt 148t hier zu hochster Auflosung ausgesprochen stark
nach. Die geringste Zunahme ist fiir P1LYSO zu beobachten. Unter Einbeziehung
der Auflosung, gilt dies auch fiir APA. Im Fall TRICHOTOXIN ist dieser Parameter
nur wenig schlechter.

Fiir alle verglichenen Deskriptoren der Datenqualitit, bis auf die Auflésung,
zeigt APAQ.83 drastisch bessere Werte. Damit verstarkt sich der Eindruck, dafl
bei guten Werten der Reflexstatistik eher niedrige Giitefakoren und starke Mo-
dellverbesserungen mit den aspharischen Streufaktoren resultieren. Insbesondere
sollten die Beobachtungen tiber den gesamten Auflosungsbereich von akzeptabler
Qualitat bleiben. Allerdings kann kein monotoner Zusammenhang einer dieser
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10.2 Strukturgiite
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Abbildung 10.2: R-Wertverbesserung durch die asphérische Verfeinerung: Abhéngigkeit
von mittleren Fehlern der Koordinaten und Usq.

Parameter mit dem Verfeinerungserfolg gefunden werden. Auch die Kombination
mehrerer Parameter ergibt nicht die gesuchte Korrelation mit den R-Werten und
deren Verbesserung.

Als Ma8 fiir eine unverzerrt und sicher bestimmte Struktur, listet Tab. 10.1 die
mittleren Fehler der Koordinaten xyz und der Temperaturfaktoren U der Nichtwas-
serstoffatome des Hauptmolekiils jeder Struktur, wie sie als Standardabweichung
der Parameter aus der Kleinsten-Quadrate-Verfeinerung erhalten werden, sowie
die Gesamt-G-Faktoren (siche hierzu Absch. 3.2 auf Seite 40) auf.

Da der G-Faktor aus dem Vergleich mit gemittelten stereochemischen Eigen-
schaften eines Satzes von guten Proteinstrukturen gewonnen wird, ergeben sich bei
andersartigen Strukturen oder auch schon bei ungewohnlichen Auflosungsbereichen,
eventuell irrefiihrende Einschatzungen, was aber bereits in den Abschnitten zu
den einzelnen Molekiilen angesprochen wurde. Alle Strukturen zeigen akzeptable
bis gute Werte des Normalitatsfaktors, wobei INSULIN den schlechtesten G-Faktor
aufweist. Den am wenigsten negativen und damit besten Wert erreichen P1LYSO
und TRICHOTOXIN, dazwischen ordnen sich TETRALYSO und APA ein.

Von den Beschrankungen des G-Faktors unbeeinflufit sind die Parameterfehler,
deren kleinster bei der hochaufgelosten APA-Struktur vorliegt. Bei Beschrankung
des Datenumfangs, steigen die Unsicherheiten von APAQ.83 auf etwa das Vierfache.
Alle anderen aufgefithrten Verfeinerungen weisen um den Faktor 20-70 hohere
Unsicherheiten auf, wobei auf TRICHOTOXIN mit weiter steigendem Fehler TETRA-
LYSO, P1LYSO und INSULIN folgen. Insbesondere letztgenannte Verbindung weist
eine auffallend hohe mittlere Standardabweichung auf. Anhand Abb. 10.2 ist ein
starker Zusammenhang zwischen relativer R-Wertverbesserung und der Hohe der
mittleren Fehler der Koordinaten und Temperaturfaktoren zu erkennen.
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10 Vergleich der Strukturen und Modellverbesserungen
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Abbildung 10.3: R-Wertverbesserung durch die asphérische Verfeinerung: Abhangigkeit
vom spharischen Uq-Wert.

10.3 Verschiebungsparameter

Aufgrund der postulierten besseren Trennung von Beitragen temperaturbedingter
Schwingungen und Bindungseffekten zur Verschmierung der Elektronendichte, sollte
die Grole der Temperaturfaktoren mit der aspharischen Verfeinerung abnehmen,
da sie sich nicht mehr an Elektronendichte entlang von Bindungen oder in freien
Elektronenpaaren anzupassen brauchen, um diese teilweise zu absorbieren. Tab. 10.1
zeigt die Entwicklung anhand des Medians aller verfeinerten Nichtwasserstoffatome
des jeweiligen Molekiils, bzw. anhand des Quotientens dieser Grofie im sphérischen
und asphéarischen Fall.

Wieder zeigt der in der Auflosung beschriankte Datensatz von APA die stérkste
Verdnderung, hier liegt der Median nach der