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1. Einleitung

1. Einleitung

Seit den sechziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts, als der Aufbau von Proteinen und
seine Bedeutung fiir deren Funktion immer besser verstanden wurde, wuchs das Interesse
der Wissenschaft an der Struktur von Proteinen. Sehr schnell wurde klar, dass die rdum-
liche Struktur eines Proteins fiir seine Funktion bestimmend ist, was dazu fiihrte, dass
strukturelle Analysen fiir das Verstindnis der Funktion von Proteinen an Wichtigkeit ge-
wannen. Zudem zeigte sich schnell, dass die Sequenz eines Proteins seine rdumliche Struk-
tur bestimmt. Auf dieser Grundlage und der damals geringen Anzahl an bekannten Protein-
strukturen wurde schnell die Annahme aufgestellt, dass die Struktur eineindeutig von der
Sequenz bestimmt ist, also dass die Sequenz eine Art Fingerabdruck der rdumlichen Struk-
tur eines Proteins darstellt. Dies liel die Idee aufkommen, dass eine Methode zur Bestim-
mung der Struktur eines Proteins einer gegebenen Sequenz auf einfache Weise konzipiert
werden konnte. Mit zunehmender Anzahl bekannter Proteinstrukturen, die durch Methoden
wie Rontgenkristallographie oder NMR-Spektroskopie bestimmt wurden, zeigte sich, dass
das Problem nicht so einfach war wie anfangs gedacht. Aus den Daten ging hervor, dass
die Struktur eines Proteins zwar von dessen Sequenz, jedoch keineswegs eineindeutig ab-
hingt. Tatsdchlich erwies sich das Problem der Proteinfaltung, also das Problem der Be-
stimmung der rdumlichen Struktur eines Proteins aus seiner Sequenz allein, als ein derart

komplexes Problem, dass bis zum heutigen Tag keine exakte Losung existiert.

Die Stabilitdt und damit auch die Bildung von Proteinstrukturen hingt von einigen weni-
gen bekannten Kriften ab, die sich in einem empfindlichen, metastabilen Gleichgewicht
befinden. Dadurch liegt es einerseits nahe, dass ein mathematisches Modell fiir die Bildung
von Proteinstrukturen mdéglich sein sollte. Andererseits spricht die Metastabilitidt und das
Fehlen der Kenntnis um das genaue Zusammenspiel der einzelnen Kréfte dafiir, dass die
Aufstellung eines solchen Modells keine einfache Aufgabe darstellt. Als Computer und
Methoden aus Informatik und Informationstheorie immer mehr in der Wissenschaft Fuf3
fassten, wurde klar, dass ihre Moglichkeiten zur Berechnung geeigneter Modelle der Pro-
teinfaltung genutzt werden kann. Bereits frith wurde dabei erkennbar, dass die Aufgabe der
Bestimmung der rdumlichen Struktur (also der Tertidrstruktur) anhand der Sequenz deut-
lich vereinfacht werden kann, wenn die Verteilung der Sekundirstruktur (also lokal auftre-

tender Muster im raumlichen Verlauf des Proteins) entlang der Sequenz bekannt ist. Dies
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fiihrte zur Definition des Problems der Sekundirstrukturvorhersage von Proteinen, das bis

heute eine wichtige Problemstellung der Molekularbiologie und Biochemie ist.

Methoden zur Sekundérstrukturvorhersage von Proteinen haben das Ziel, zu jeder Position
innerhalb der Sequenz den Sekundérstrukturtyp zu bestimmen, dem diese angehort. Erste
Methoden verwendeten dabei einfache statistische Modelle fiir das Auftreten der einzelnen
Aminosduren in bestimmten Sekundirstrukturtypen. Die Genauigkeit dieser Methoden
sprach jedoch fiir die Entwicklung verbesserter Methoden zur Vorhersage der Sekundér-
struktur. Mit der zunehmenden Rechenleistung von Computern, der stetig steigenden Men-
ge an bekannten Proteinstrukturen und den Fortschritten im Bereich der Informatik, insbe-
sondere der kiinstlichen Intelligenz und des maschinellen Lernens, wurden mit der Zeit
immer bessere Methoden zur Sekundirstrukturvorhersage entwickelt. Moderne Methoden,
wie das an der Freien Universitidt Berlin von Francesco Bettella entwickelte Programm
SPARROW [1], basieren vollstindig auf Konzepten aus dem maschinellen Lernen und der
diesem zugrunde liegenden Lerntheorie und erreichen bei ihren Vorhersagen Genauigkei-
ten im Bereich von 80%. Diese Zahl zeugt einerseits von der Giite heutiger Methoden,
andererseits aber auch davon, dass weitere Verbesserungen auf dem Gebiet der Sekundér-

strukturvorhersage von Proteinen moglich sind.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines neuen Programms zur Vorher-
sage der Sekundirstruktur von Proteinen, das als verbesserter Nachfolger SPARROWSs
dienen soll. Zur Umsetzung dieses Programms mit dem Namen *SPARROW soll ein voll-
kommen neues Lernverfahren entwickelt werden, dass fiir das konkrete Problem der Se-
kundarstrukturvorhersage, wie auch allgemein zur Losung dhnlicher Probleme verwendet
werden kann. Dabei soll die allgemeine Fihigkeit dieses neuartigen Lernverfahrens Mehr-
klassenprobleme, wie das der Sekundirstrukturvorhersage eines ist, anhand der Anwen-
dung in *SPARROW iiberpriift werden. Zudem soll ein Vergleich zwischen *SPARROW
und anderen Verfahren zur Sekundirstrukturvorhersage von Proteinen, darunter
SPARROW, gezogen werden, um die Glite dieses neuen Vorhersageprogramms mit bereits

existierenden, vergleichbaren Programmen in Beziehung zu setzen.

1.1. Gliederung dieser Arbeit
Aufgrund der Tatsache, dass diese Arbeit dem interdisziplindren Feld der Bioinformatik

zuzuordnen ist und sowohl ein konkretes biologisches Problem 19st als auch eine neuartige
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Lernmaschine prisentiert, wurde sie in einer Weise konzipiert, dass sie sowohl einem Bio-
logen oder Chemiker, der in den Methoden des maschinellen Lernens nicht bewandert ist,
als auch einem Informatiker ohne Vorkenntnisse der zugrunde liegenden Biochemie zu-
ginglich ist. Aus diesem Grund beschreiben die ersten beiden Kapitel dieser Arbeit sowohl
die biologischen Grundlagen (Kapitel 2) als auch die Grundziige der verwendeten Lern-
theorie (Kapitel 3) in relativ ausfiihrlicher Weise. Das darauf folgende Kapitel 4 beschreibt
das neuartige Lernverfahren sowie den Aufbau von *SPARROW, das mit Hilfe dieses
Verfahrens umgesetzt wurde. Den Ergebnissen, die in den im Rahmen dieser Arbeit durch-
gefiihrten Versuchen mit *SPARROW erzielt wurden, ist Kapitel 5 gewidmet. Dieses ent-
hilt sowohl Ergebnisse zur Untersuchung des allgemeinen Verhaltens von *SPARROW,
wie auch einen Vergleich mit anderen Vorhersageprogrammen. SchlieBlich enthélt Kapitel
6 eine weiterfilhrende Diskussion der Ergebnisse wihrend Kapitel 7 einige Mdglichkeiten
zur Verbesserung *SPARROWSs, wie auch des neuen Lernverfahrens, beinhaltet. Kapitel 8

bildet eine abschlieBende Zusammenfassung dieser Arbeit.
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2. Biologische Grundlagen

Proteine sind biologische Makromolekiile, die in allen lebenden Organismen auf der Erde
vorkommen und in der Funktionsweise der einzelnen Organismen eine Vielfalt von Auf-
gaben libernehmen. Proteine wie beispielsweise Keratine und Kollagene haben wichtige
strukturelle Aufgaben im Korper von Lebewesen. Keratine bilden Federn, Haare, Finger-
nigel/Klauen, Horner, Schuppen und Schnébel hoherer Lebewesen und sind somit maf-
geblich an den Schutz- und Verteidigungsmafinahmen des Organismus gegen &dullere
Einfliisse und Feinde beteiligt. Kollagene bestimmen die Struktur von Haut, Bindegewebe
und Knochen im Korper. Sie sind fiir den Aufbau von Zellen und Gewebe von zentraler
Bedeutung und sind damit bestimmend fiir den gesamten Korperbau des jeweiligen Indivi-
duums. Auch Bewegungen werden mit Hilfe von Proteinen ausgefiihrt. Myosine beispiels-
weise sind so genannte Motorproteine, die im Muskelgewebe von Lebewesen vorkommen
und durch Verdnderungen ihrer Form die Kontraktionen des Muskelgewebes hervorrufen.
Enzyme wiederum sind korpereigene Katalysatoren, die die biochemischen Vorgénge im
Korper ermdglichen beziehungsweise kontrollieren. Ein Grofteil der fiir die Verdauung
notwendigen Prozesse, also die Aufspaltung der aufgenommenen Nahrung in Nihrstoffe
und die Umwandlung dieser Néhrstoffe in vom Korper verwertbare Formen, wird von
Enzymen durchgefiihrt. Proteine sind auch in Form von Kanalproteinen an der Signal-
weiterleitung im Nervensystem beteiligt, indem sie den Austausch von Ladungstrigern
zwischen dem Inneren und dem AuBeren einer Nervenzelle beeinflussen und somit die
elektrische Spannung iiber der Zellmembran regulieren. Dies ist jedoch nicht die einzige
Form von Informationstransport im Kdorper, an der Proteine beteiligt sind: Zellen besitzen
an ithrer Membran so genannte Rezepforen. Diese Proteine erkennen bestimmte Stoffe
auBlerhalb der Zelle und konnen diese binden. Das Binden fiihrt zu einer Veridnderung der
dreidimensionalen Struktur des Rezeptors, was von der Zelle als Signal interpretiert wer-
den und diese zu bestimmten Reaktionen veranlassen kann. Rezeptoren sind stoffspezi-
fisch, was bedeutet, dass ein bestimmter Rezeptor in der Regel nur einen bestimmten Stoff
bindet beziehungsweise erkennt. Man spricht in diesem Fall vom sogenannten Schliissel-
Schloss-Prinzip: Stellt man sich den Rezeptor als ein Schloss vor und die potentiell zu
bindenden Stoffe als Schliissel, dann passt immer nur ein bestimmter Schliissel in ein
bestimmtes Schloss. Dieses einfache Prinzip ermdglicht dem Korper beispielsweise die

Steuerung der Vorgénge in einer Zelle mit Hilfe von Hormonen, biochemischen Boten-
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stoffen, was wiederum zu einer Regulierung des gesamten Korperhaushalts beitragt.
Hormone werden vom Blut durch den Korper transportiert und kdnnen somit iiberall im
Korper intrazelluldre Prozesse wie Stoffproduktion oder -abbau beeinflussen. Dabei ist die
Konzentration eines bestimmten Hormons im Blut proportional zu dem von ihm hervorge-
rufenen Effekt. Eines der bekanntesten Hormone ist das /nsulin, das fiir die Regulierung
des Blutzuckerspiegels zustindig ist und durch seine Rolle bei der Diabeteserkrankung in
das Bewusstsein der Offentlichkeit getreten ist. Gleichzeitig ist das Insulin ein Beispiel fiir
ein Protein, welches als Hormon fungiert, denn nicht alle Hormone sind zwangslaufig auch
Proteine. Proteine sind also auch als Hormone an der Regulierung und am Informations-
transport in Organismen beteiligt. Eine weitere Funktionsgruppe von Proteinen sind die
sogenannten Transportproteine, die fiir den Transfer von chemischen Verbindungen zu-
stdndig sind. Ein prominentes Beispiel hierfiir ist das Hdmoglobin, welches den Sauerstoft-
transport im Blut ibernimmt. Zu guter Letzt soll an dieser Stelle das Immunsystem Er-
wiahnung finden, an dessen Funktionsweise Proteine in Form von Immunoglobulinen, auch
als Antikérpern bezeichnet, maB3geblich beteiligt sind. Antikorper sind GegenmalBBnahmen
des Korpers gegen korperfremde Schadstoffe, so genannte Antigene. Antikorper funktio-
nieren dhnlich den Rezeptoren nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip, das heil3t, dass jeder
Antikorper ein spezifisches Antigen binden und damit in Kooperation mit anderen Be-

standteilen des Immunsystems unschéidlich machen kann.

Proteine sind somit fiir das Funktionieren von Organismen unabdingbar und werden nicht
umsonst als Bausteine des Lebens bezeichnet. Es ist also nachvollziehbar, dass die Wissen-
schaft ein hohes Interesse am Verstehen der Funktionsweise von Proteinen hat. Denn das
Verstindnis der Funktionsweise von Proteinen trigt zum Verstindnis des Lebens selbst
und seiner Auspridgungen bei. Hinzu kommt, dass ein detaillierteres Verstindnis der
Vorginge in Organismen die Entwicklung effizienterer Medikamente und Behandlungs-
moglichkeiten fiir bisher unheilbare Krankheiten ermdglichen konnte. Viele Medikamente
wirken beispielsweise iiber die bereits erwdhnten Rezeptoren, indem die enthaltenen Wirk-
stoffe ins Blut gelangen und entweder an die Rezeptoren korpereigener Zellen oder der
Krankheitserreger binden und deren Funktion beeinflussen. So konnen Korperzellen dazu
angeregt werden bestimmte Stoffe auszusenden oder deren Produktion einzustellen, was
den Genesungsprozess des Korpers beschleunigen oder die Symptome der Erkrankung

hemmen kann. Das Binden an den Krankheitserreger wiederum kann diesen entweder
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davon abhalten Schadstoffe auszuschiitten, ithn ganz neutralisieren oder fiir das Immunsys-
tem leichter bekdmpfbar machen. Die Fragen um die Funktion von Proteinen sind also ein
wichtiges Thema moderner Forschung. Bevor jedoch die Funktion von Proteinen verstan-
den werden kann, muss erst ihr Aufbau verstanden werden. Das folgende Kapitel soll einen
kleinen Einblick in das bisher gesammelte Wissen geben. Bevor jedoch direkt auf den Auf-
bau von Proteinen eingegangen werden kann, sollen zunichst die Aminosduren angespro-

chen werden, aus denen sich Proteine zusammensetzen.

2.1. Aminosauren

Aminosduren (engl. amino acids) sind organische Molekiile bestehend aus mindestens
einer Carboxylgruppe (COOH) und (bis auf Prolin) einer primdren Aminogruppe (NH,). In
den meisten Féllen sind diese beiden Gruppen an einem gemeinsamen Kohlenstoffatom
gebunden, welches als C,-Atom bezeichnet wird. Die entsprechenden Aminosduren wer-

den als a-Aminosduren bezeichnet [2].

Die grundlegende Struktur von Aminosduren ist in der folgenden Abbildung 1 dargestellt:

R o
H,N C|3 C//
2 |q \

H OH

Abbildung 1: Grundstruktur von Aminosduren

In der Abbildung reprisentiert R die so genannte Seitenkette (engl. side chain), welche von
Aminosdure zu Aminosduren unterschiedlich ist. Die Komplexitit der Seitenkette kann
zum Teil stark variieren und reicht von einem einfachen Wasserstoffatom (im Fall von
Glycin) bis hin zu komplexeren Strukturen wie aromatischen Ringen (im Fall von Phenyl-
alanin). Dadurch unterscheiden sich die Aminosduren in ihren Eigenschaften, wie zum

Beispiel ihrer elektrischen Ladung oder ihrer Wasserloslichkeit.

Untersuchungen natiirlich vorkommender Proteine haben ergeben, dass diese sich aus einer
Menge von 20 Standardaminosduren zusammensetzen. Zwar existieren Derivate dieser
Standardaminosduren, die auch in Proteinen beobachtet wurden, jedoch werden diese Deri-
vate in der Regel nach dem Aufbau des jeweiligen Proteins vom Korper nachtréglich aus
der urspriinglichen Standardaminosdure erzeugt [2]. Der Vorgang kann als eine Art Nach-

bearbeitungsschritt nach der Fertigung angesehen werden. Die Strukturformeln der 20

7
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O 0 0]
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Alanin (Ala/A) Arginin (Arg/R) Asparagin (Asn/N)  Asparaginsaure (Asp/D)
o] NH,, o) Io ? o]
HS/\(KOH OWOH HOWOH HZN\/lLOH
NH2 NH2 NH2
Cystein (Cys/C) Glutamin (GIn/Q) Glutaminsaure (GIu/E) Glycin (Gly/G)
(|3 CH; O ? 0
</N]/\(‘\OH H?PMOH H3CNOH HzNwA(lLOH
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Histidin (His/H) Isoleucin (lle/l) Leucin (Leu/L) Lysin (Lys/K)
o] y O o)
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HsC \/\HLOH ©/\(lL dLOH Ho/\(lLOH
NH, NH,
Methionin (Met/M) Phenylalanin (Phe/F) Prolin (Pro/P) Serin (Ser/S)
CH, ? ? o] CHj ?
HO)\(‘\OH WOH OH HsC)\(‘\OH
NH, NH NH,, HO NH, NH,,
Threonin (Thr/T) Tryptophan (Trp/W) Tyrosin (Tyr/Y) Valin (Val/V)

Abbildung 2: Die formalen zweidimensionalen Strukturen der 20 Standardaminosduren

Standardaminoséuren, die das Rohmaterial fiir Proteine darstellen, sind in Abbildung 2 ge-
zeigt. Unter den Strukturen stehen neben dem jeweiligen Namen auch die abkiirzende Be-
zeichnungen der einzelnen Aminosduren. Dabei gibt es zwei Konventionen, den Dreibuch-
stabencode und den Einbuchstabencode, die beide in Klammern hinter dem entsprechen-
den Aminosdurenamen stehen. Im Dreibuchstabencode wird jeder Aminosdure, wie der
Name schon sagt, ein eindeutiger Code aus drei Buchstaben zugewiesen, der als Abkiir-
zung fiir die Aminosédure verwendet werden kann. Der Einbuchstabencode hingegen weist
jeder Aminosdure einen einzigen Buchstaben zu, der stellvertretend fiir den Namen der
Aminosdure verwendet werden kann. So hat beispielsweise die Aminosdure Glycin den

Dreibuchstabencode ,,Gly* und den Einbuchstabencode ,,G*, wihrend Tryptophan entspre-
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chend ,,Trp* und ,,W* als Abkiirzungen besitzt.

Die in Abbildung 2 dargestellten Strukturformeln sind die formalen zweidimensionalen
Strukturen von Aminosduren. Je nachdem, ob Aminoséduren als Feststoffe oder in Losung
vorhanden sind, konnen die im Allgemeinen neutralen Amino- und Carboxylgruppen unter
Umsténden eine positive oder negative Ladung besitzen (also protoniert beziechungsweise
deprotoniert sein). In welchem Ausmal dies der Fall ist wird {iber den pH-Wert des Me-

diums und die pK-Werte der jeweiligen protonierbaren molekularen Gruppen bestimmt.

2.1.1. Der pH-Wert und seine Auswirkung auf Aminosauren
Der pH-Wert einer Losung bestimmt sich aus dem negativen Logarithmus der Konzentra-

tion in ihr enthaltener {iberschiissiger Protonen:
pH=—log[H"]

Diese Formel geht auf Seren Serensen zuriick, der sie im Jahre 1909 im Rahmen einer
Studie iiber die Bedeutung der Konzentration von Wasserstoffionen fiir enzymatische Pro-
zesse [3] aufstellte. Heute wird der pH-Wert vor allem im Zusammenhang mit der Aciditdt
beziehungsweise Basizitdt von Losungen verwendet. Diese beiden Attribute beschreiben
die Eigenschaft einer Losung, als Sdure beziechungsweise Base zu fungieren. Zur weiteren
Begriffserklarung muss jedoch zunéchst die Definition einer Base und einer Siure gegeben
werden. Hierzu soll die von Johannes Brensted und Thomas Lowry 1923 aufgestellte
Definition herangezogen werden. Diese besagt, dass eine Sdure eine Substanz ist, die als
Protonendonor fungieren kann, also die Féhigkeit besitzt Protonen (beziehungsweise
Wasserstoffionen) abzugeben. Eine Base hingegen ist ein Stoff, der Protonen aufnehmen
kann, also als Protonenakzeptor fungieren kann. Mit dieser Definition ergibt sich, dass
Stoffe mit Sdureeigenschaft einen niedrigen pH-Wert haben miissen: In Sdurelésungen
miissen viele freie Protonen vorhanden sein, da diese von den Sduremolekiilen in ihrer
Eigenschaft als Protonendonor an die Losung abgegeben werden. Im umgekehrten Fall
enthalten basische Losungen eine niedrige Konzentration an Protonen, da Basenmolekiile
als Protonenakzeptoren mdglichst viele Protonen aus der Losung permanent binden. Damit

haben Basen einen hohen pH-Wert.

Reines Wasser, beziehungsweise eine neutrale Losung, hat einen pH-Wert von 7 und ist

damit weder sauer noch basisch. Sduren haben einen pH-Wert, der kleiner ist als 7, wobei

9
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ein geringerer pH-Wert fiir stirkere Sédureeigenschaften spricht. Ein kleinerer pH-Wert
einer Losung bedeutet also, dass diese Losung viele freie Protonen enthilt. Basische Lo-
sungen, mit pH-Werten oberhalb von 7, neigen umso eher dazu Protonen aufzunehmen, je

hoéher ihr pH-Wert ist.

Das Losen einer Sdure in wéssriger Losung flihrt in der Regel (je nach pH-Wert der
Losung) zur Abgabe von Protonen seitens der Sdure. Dadurch verliert diese ihre Eigen-
schaft als Sdure, kann aber dafiir als Protonenakzeptor fungieren, was ihr wiederum
basische Eigenschaften verleiht. Die so entstandene Base kann ihrerseits Protonen auf-
nehmen und somit wieder das Verhalten einer Sdure als Protonendonor annehmen. Dies ist
eine sehr vereinfachte Darstellung einer solchen Losung. In der Realitét verdndern einzelne
Molekiile der Losung stindig ihr Verhalten von sauer zu basisch und umgekehrt. Dies kann

mittels der folgenden Gleichgewichtsreaktion dargestellt werden:

HA 4+ H,0 == H;0 +A

Abbildung 3: Gleichgewichtsreaktion in wdssriger Losung

Hierbei reagiert auf der linken Seite der Gleichung die Sdure (HA) mit dem Wasser, das in
diesem Fall die Rolle der Base iibernimmt, zu einer konjugierten Sciure (HsO*) und einer
konjugierten Base (A). Diese konnen ihrerseits zu der urspriinglichen Paarung von Sdure
und Base reagieren. Je nach pH-Wert der Losung, in der diese Reaktionen stattfinden, und
der beteiligten Sdure beziechungsweise Base, kann das Gleichgewicht zu Gunsten einer der
beiden Seiten der Gleichung verschoben sein. Der pH-Wert, bei dem sich ein Gleich-
gewicht zwischen beiden Seiten der Gleichung, also zwischen den Konzentrationen der
Séure und der Base und denen von konjugierter Sdure und konjugierter Base, einstellt wird

als pK-Wert bezeichnet. Dieser ist definiert als:

[H,0" J[A™]

pK,=—log N

s

Der pK-Wert, auch als Sdurekonstante bezeichnet, ist stoffspezifisch und gibt Aufschluss
dartiber, in welchem MafBe der betreffende Stoff in der Gleichgewichtsreaktion mit Wasser
unter Protolyse (also einer chemischen Reaktion unter Austausch eines Protons zwischen
beiden Reaktionspartnern) reagiert. Sduren in einer wassrigen Losung, deren pH-Wert liber

dem pK,-Wert der Sdure liegt, liegen eher in Form ihrer konjugierten Base vor. Im Fall von

10
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Basen begiinstigt ein pH-Wert unterhalb des pK,-Wertes der Base eine hohe Konzentration

der entsprechenden konjugierten Sdure in der Losung.

Die Aminogruppe der Aminoséduren ist eine basische funktionale Gruppe mit einem pK,-
Wert von ca. 9,4. Dieser Wert ist ein Mittelwert liber die 20 Standardaminosduren [2]. Fiir
die Carboxylgruppe, die eine saure funktionale Gruppe ist, gilt entsprechend ein mittlerer
pK-Wert von ca. 2,2. Die physiologisch vorkommenden Fliissigkeiten, in denen sich die
Aminosduren im Organismus befinden, variieren in threm pH-Wert zwischen 3,5 und 8,0.
Dies fiihrt dazu, dass die Amino- und Carboxylgruppen von Aminosduren im Organismus
grofBtenteils ionisiert sind, also die Form ihrer konjugierten Saure beziechungsweise Base in
der Aminosdure annehmen. Damit haben Aminosduren in physiologischer Umgebung die

folgende Struktur:

R )
H.N- c|: c//
3 N
H O

Abbildung 4: Struktur einer Aminosdure in physiologischer Umgebung

Die in Abbildung 4 dargestellte Struktur unterscheidet sich von der Grundstruktur
(Abbildung 1 auf Seite 7) insofern, als dass die Aminogruppe positiv und die Carboxyl-
gruppe negativ geladen sind. Aufgrund dieser unterschiedlichen Ionisation beider Gruppen
werden Aminoséduren auch als Zwitterionen oder Dipolionen bezeichnet. Diese Eigenschaft
hat zur Folge, dass Aminoséduren in physiologischer Umgebung sowohl als Protonendonor
wie auch -akzeptor wirken konnen und somit sowohl sauer wie auch basisch sein konnen.
Stoffe mit dieser Eigenschaft werden als Ampholyte (zusammengesetzt aus dem Griechi-
schen Wort apeig, gelesen amphis, das ,beidseitig® oder ,,auf beiden Seiten* bedeutet und

Moic, gelesen lysis, also ,,Auflosung*) bezeichnet.

Aminosduren lassen sich aufgrund ihres Dipolcharakters besser in polaren Losungsmitteln
16sen, weshalb die meisten zwar wasserloslich sind, sich jedoch nicht in organischen

Losungsmitteln 16sen lassen.

2.1.2. Klassifikation von Aminosauren
Neben der Amino- und Carboxylgruppe haben auch die Seitenketten Einfluss auf die Ei-

genschaften von Aminosduren. Diese konnen je nach Aufbau einerseits polar oder unpolar
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sein. Polaritidt bedeutet hierbei, dass innerhalb der Seitenkette eine asymmetrische Ver-
teilung von Elektronen, vor allem eine Verschiebung der an Atombindungen beteiligten
Elektronenpaare, existiert. Dies hat zur Folge, dass polare Seitenketten sich wie elektrische
Dipole verhalten. Zusétzlich wird bei polaren Seitenketten zwischen geladenen und unge-
ladenen Seitenketten unterschieden. Ungeladene polare Seitenketten besitzen trotz ihres
Dipolcharakters keine Ladung, sie sind elektrisch neutral. Bei geladenen polaren Seiten-
ketten existiert neben dem Dipolcharakter noch ein geladenes Atom innerhalb der Kette,
welches eine positive oder eine negative Ladung trdgt. Je nach Ladung kann eine Seiten-
kette somit nach der Definition in Abschnitt 2.1.1 als basisch oder sauer klassifiziert wer-
den. Polare Seitenketten gehen im Allgemeinen mit der Eigenschaft der Hydrophilie (grie-
chisch: Bowp, gelesen hydor, ,,Wasser und @ihoc, gelesen philos, ,liebend*, engl. hydro-
phility) einher, also der Eigenschaft eines Stoffes, Wasser anzuziehen und wasserldslich zu

sein.

Unpolare Seitenketten hingegen besitzen weder Ladung noch Dipolcharakter. Sie neigen
dazu hydrophob (griechisch: Vowp, gelesen hydor, ,,Wasser* und @6fog, gelesen phobos,
LFurcht®, engl. hydrophobic), also wasserabstoflend zu sein. Hydrophobie fiihrt weiterhin
dazu, dass der betreffende Stoff, wie beispielsweise Ol, dazu neigt, sich nicht mit Wasser
zu vermischen und somit auch nicht im Wasser gelost werden kann. Die Hydrophobizitat
ist eine der treibenden Kréfte in der Entstehung von Proteinstrukturen [4] und der Interakt-

ion zwischen Proteinen und soll in Abschnitt 2.4.1.3 nochmals angesprochen werden.

Auf der folgenden Seite befindet sich eine tabellarische Darstellung der genannten Klassi-
fikation von Aminosduren. Tabelle 1 enthélt die 20 Standardaminosduren mit Namen,
Dreibuchstabencode, Einbuchstabencode, sowie den pK -Werten fiir Amino- und Carbo-
xylgruppe. Die einzelnen Gruppen sind farblich markiert: Aminosduren mit unpolaren Sei-
tenketten sind grau unterlegt, mit polaren ungeladenen Seitenketten gelb, mit sauren Sei-
tenketten blau und mit basischen Seitenketten rot. Die pK,-Werte der einzelnen Amino-

und Carboxylgruppen sowie die Klassifikation der Seitenketten sind [2] entnommen.

2.1.3. Die Peptidbindung
Zwischen zwei Aminosduren kann eine Bindung entstehen, die als Peptidbindung bezeich-
net wird. Vereinfacht dargestellt, entsteht die Bindung zwischen der Aminogruppe der

einen und der Carboxylgruppe der anderen Aminoséure, wobei Wasser als Nebenprodukt
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Name Dreibuchstabencode Einbuchstabencode pK,Carboxylgruppe pK, Aminogruppe
Alanin Ala A 2,35 9,87
Glycin Gly G 2,35 9,78
Isoleucin lle | 2,32 9,76
= Leucin Leu L 2,33 9,74
2 Methionin Met M 2,13 9,28
5 Prolin Pro P 195 10,64
Phenylalanin Phe F 2,2 9,31
Tryptophan Trp W 2,46 9,41
Valin Val Vv 2,29 9,74
Asparagin Asn N 2,14 8,72
s Cystein Cys C 1,92 10,7
= Glutamin Gin Q 2,17 9,13
E} Serin Ser s 2,19 9,21
_ > Threonin Thr T 2,09 9,1
% Tyrosin Tyr Y 2,2 9,21
< Arginin Arg R 1,82 8,99
s % Histidin His H 1,8 9,33
8 ° Lysin Lys K 2,16 9,06
5 § Asparaginsaure Asp D 1,99 9,9
| Glutaminsaure Glu E 2,1 9,47

Tabelle 1: Klassifikation von Aminosduren entsprechend der Eigenschaften ihrer Seitenketten

der Reaktion entsteht. Die unten stehende Abbildung zeigt die Reaktionsgleichung des be-

schriebenen Prozesses.

Abbildung 5: Reaktionsgleichung zur Entstehung der Peptidbindung

In der Reaktionsgleichung ist das entstehende Wasser, sowohl die zum Wassermolekiil
reagierenden Atome der Edukte auf der linken Seite, als auch das Produkt auf der rechten
Seite, rot markiert. Die entstandene Peptidbindung selbst ist auf der rechten Seite blau
gekennzeichnet. Das Produkt der Reaktion wird als Peptid bezeichnet und besitzt seiner-
seits jeweils eine freie Amino- und Carboxylgruppe, an die weitere Aminosduren mittels
Peptidbindung gebunden werden konnen. Nach diesem Schema koénnen also theoretisch
beliebig lange Ketten von Aminosduren gebildet werden. Dabei ergeben die Peptidbindun-
gen der einzelnen Aminosduren in einer solchen Kette das sogenannte Riickgrat (engl.

backbone) des Peptids.

Entsprechend ihrer Lange, also der Anzahl an enthaltenen Aminoséduren, oder Residuen,
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erhalten die Bezeichnungen der entsprechenden Peptide einen griechischen Prifix. So wird
das in Abbildung 5 dargestellte Peptid, da es aus zwei Residuen besteht, als Dipeptid
bezeichnet, wihrend ein Peptid aus drei Residuen Tripeptid genannt wird. Langere Peptide
werden der Einfachheit halber als Polypeptide bezeichnet. Eine fertige Polypeptidkette be-
sitzt die positiv geladene Aminogruppe an einem Ende der Kette und die negativ geladene
Carboxylgruppe am anderen Ende. Die Enden (auch Termini bezeichnet) werden diesen
beiden Gruppen entsprechend als C-Terminus (Carboxylgruppe) und N-Terminus (Amino-

gruppe) bezeichnet. Beide Termini sind durch das Riickgrat miteinander verbunden.

Proteine sind Molekiile, die aus einer oder mehreren Polypeptidketten bestehen. Die ein-
zelnen Ketten konnen dabei zwischen 40 und 4000 Residuen enthalten. Bereits bei der Be-
trachtung kleinerer Proteine, die aus einer einzelnen Polypeptidkette aus 100 Residuen
bestehen, ergeben sich rechnerisch 20'" verschiedene Moglichkeiten fiir Proteine dieser
Linge. Diese Zahl entspricht umgerechnet einem Wert von 1,27-10"° , welcher die ge-
schiitzte Anzahl an Atomen im Universum von 9-10" {ibersteigt. Dies bedeutet, dass nicht
alle moglichen Proteine in der Natur vorkommen oder erzeugt werden konnen, jedoch ein
Spektrum an moglichen Proteinen existiert, welches der Evolution und der Erforschung

proteinbasierter kiinstlicher Wirkstoffe einen groen Spielraum verleiht.

2.2. Primarstruktur von Proteinen

Die Abfolge von Aminoséuren in einer Polypeptidkette wird als Aminosduresequenz, oder
kurz Sequenz, des Polypeptids bezeichnet. Dabei wird die Reihenfolge der Aminosduren
im Peptid vom N-Terminus zum C-Terminus hin abgelesen. Fiir kurze Peptide kann die
Sequenz mittels des Dreibuchstabencodes angegeben werden. So wiirde beispielsweise ein
Tripeptid bestehend aus drei Alaninen die Sequenz Ala-Ala-Ala besitzen, wobei das Alanin
ganz links den N-Terminus des Peptids darstellt. Wie unschwer erkennbar ist, ist diese
Darstellung fiir lange Peptide uniibersichtlich, weshalb sich zur Darstellung der Sequenz
der Einbuchstabencode durchgesetzt hat. Das obige Tripeptid hétte somit die kompaktere
Darstellung 44A4. Die Sequenz aller in einem Protein vorhandenen Peptidketten zusam-

mengenommen wird als dessen Primdrstruktur (engl. primary structure) bezeichnet.

Die erste Bestimmung der Primérstruktur eines Proteins fiihrte der englischen Biochemiker
Frederick Sanger im Jahre 1955 [5] durch. Dabei handelte es sich um die vollstindige Se-

quenz des Insulins des Rinds, welches aus zwei Polypeptidketten besteht. Damit gelang
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thm nicht nur die Bestimmung der ersten vollstindigen Primérstruktur eines Proteins,
sondern auch die Entwicklung einer Methode zur Bestimmung der Primérstruktur von Pro-
teinen, die in Teilen noch heute Anwendung findet. Fiir diese Leistung erhielt Sanger im

Jahre 1958 den Nobelpreis fiir Chemie.

Bei der von Sanger verwendeten Methode wird das Protein zunéchst in die einzelnen Poly-
peptide, oder Untereinheiten, zerlegt, aus denen es besteht. Daraufhin werden diese Unter-
einheiten voneinander getrennt und wiederum in kleinere Peptidketten zerlegt, die kurz
genug sind um deren Sequenz bestimmen zu kénnen. Die Fragmentierung der Unterein-
heiten in kleinere Peptidketten wird auf mehrere unterschiedliche Weisen durchgefiihrt und
die Ergebnisse der unterschiedlichen Fragmentierungen werden verglichen, um die voll-
stindige Sequenz der einzelnen Untereinheiten zu bestimmen. Die Bestimmung der Se-
quenz einzelner Untereinheiten kann heutzutage automatisiert durchgefiihrt werden, wobei
der von Pehr Edman 1950 beschriebene Edman-Abbau Verwendung findet [6]. Dabei wird
das Residuum am N-Terminus des Peptids abgetrennt und die entsprechende Aminoséure
identifiziert. Dieser Schritt kann mit dem Rest des Peptids wiederholt werden, sodass die
Sequenz schrittweise vom N-Terminus zum C-Terminus hin bestimmt werden kann. Damit
kann fiir ein unbekanntes Protein die Primérstruktur mit relativ geringem Aufwand be-

stimmt werden.

Der Vergleich der Primérstrukturen analoger Proteine eines Individuums oder verwandter
Spezies kann Einblick in die Funktionsweise von Proteinen und den Verwandtheitsgrad der
verglichenen Spezies liefern. So konnen beispielsweise die Sequenzen darauthin unter-
sucht werden, ob Residuen an bestimmten Positionen konserviert werden, also in beiden
verglichenen Proteinen erhalten bleiben. Ist dies der Fall, spricht das flir die Wichtigkeit
des betreffenden Residuums fiir die Funktion des Proteins. Ein Vergleich des Cytochrom C
mehrerer Organismen beispielsweise zeigt, dass sich die einzelnen Proteine in 23 von 105
Residuen nicht unterscheiden. Da diese Proteine in allen Organismen die gleiche Aufgabe
erfiillen, wird angenommen, dass diese 23 Residuen im Wesentlichen die Funktion des

Cytochrom C bestimmen.

Weiterhin deutet eine stiirkere Ahnlichkeit der Sequenzen analoger Proteine zweier Spezies
darauf hin, dass beide Spezies miteinander verwandt sind und zu irgendeinem Zeitpunkt

threr Evolution einen gemeinsamen Vorfahren gehabt haben miissen, welcher das ur-
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spriingliche Protein besal3.

Die Funktion eines Proteins im Organismus ist von dessen dreidimensionaler Struktur ab-
hiangig. Das Beispiel des Cytochrom C zeigt, dass es bestimmte Residuen in einem Protein
zu geben scheint, die fiir die Funktion und damit auch die Struktur des Proteins aus-
schlaggebend sind. Diese werden wéhrend der Evolution einer Spezies konserviert, da
Mutationen, die die Funktion eines Proteins zum Nachteil des jeweiligen Organismus
dndern in der Regel automatisch aus dem Genpool entfernt werden. Wie stark der Zusam-
menhang von Sequenz, Struktur und Funktion ist zeigte Linus Pauling im Jahre 1949 mit
seiner Annahme, dass Sichelzellenandmie eine durch Mutation des Himoglobins hervorge-
rufene Krankheit ist [7]. Bei der Sichelzellenandmie nehmen die roten Blutkdrperchen
unter Sauerstoffmangel die Form einer Sichel an, wodurch die Flexibilitit der Blutkorper-
chen gestort wird. Somit kann es zu Durchblutungsstérungen in Kapillarregionen des Blut-
kreislaufs kommen, was teilweise zu einer Blutunterversorgung bis hin zur Beschddigung
von Organen fithren kann. Dies resultiert in einer verminderten Lebenserwartung des be-
troffenen Individuums. Mittlerweile ist bekannt, dass diese strukturelle Verformung durch
die Mutation eines einzelnen Residuums hervorgerufen wird. Das Hamoglobin besteht aus
vier Untereinheiten, von denen jeweils zwei sich gleichen: zwei so genannte a-Unterein-
heiten bestehend aus 141 Aminosduren und zwei f-Untereinheiten mit je 146 Amino-
sduren. Ursache der Sichelzellenandmie ist der Austausch der Glutaminsdure an Position 6
der B-Untereinheiten durch Valin, also eine Punktmutation der B-Untereinheit. Dieses
Beispiel zeigt also, dass bereits die Verdnderung einer einzelnen Aminoséure die Struktur
eines Proteins soweit verdndern kann, dass es seine Funkion nur bedingt erfiillen kann. Auf
der anderen Seite zeigt das Beispiel von Cytochrom C, dass an einem Protein auch ein
grofBer Teil der Aminosduren verdndert werden kann und dass das Protein Struktur und
Funktion beibehdlt, solange bestimmte Residuen unangetastet bleiben. Dies legt den
Schluss nahe, dass die rdumliche Struktur eines Proteins direkt von seiner Primérstruktur

abhingt, jedoch stérker als diese wird konserviert.

2.3. Sekundérstruktur von Proteinen
Die nédchste Hierarchieebene auf dem Weg von der Primirstruktur eines Proteins hin zu
seiner dreidimensionalen Struktur stellt die Sekunddrstruktur (engl. secondary structure)

dar. Diese wird beschrieben durch die relative rdumliche Position der einzelnen Aminoséu-
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Seitenkette

Abbildung 6: Die Definition der Torsionswinkel ¢ und w

ren entlang des Proteinriickgrats zueinander. Es zeigt sich, dass sich in der rdumlichen
Anordnung benachbarter Residuen regelmifBige Muster ergeben, die sich mittels der so ge-
nannten Torsionswinkel und dem Vorhandensein von Wasserstoffbriickenbindungen be-

schreiben lassen.

2.3.1. Die Torsionswinkel

Abbildung 6 zeigt einen Ausschnitt aus dem Riickgrat eines Proteins als Kugel-Stab-Mo-
dell, in dem Atome als Kugeln und Bindungen als Zylinder dargestellt sind. Die einzelnen
Atomarten unterscheiden sich in ihrer Farbung. So sind Kohlenstoffe, wie Abbildung 6
entnommen werden kann, dunkelgrau dargestellt, Stickstoffe blau, Wasserstoffe weil3 und
Sauerstoffe rot. Die Seitenkette, welche an das C,-Atom gebunden ist, wird stellvertretend
durch eine griine Kugel repréisentiert. Es zeigt sich, dass bei natiirlich vorkommenden Pro-
teinen die Atome C,-O-H- C, eine Ebene, die so genannte Amidebene (hellblaues Viereck)
bilden. Wie Abbildung 6 entnommen werden kann, grenzen somit an einem C,-Atom zwei
Amidebenen aneinander. Die Orientierung dieser Ebenen zueinander, die den rdumlichen
Verlauf des Riickgrats maBgeblich beeinflusst, kann sich je nach Verdrehung der C,-C-
beziehungsweise der C,-N-Bindung &dndern und somit iiber diese beschrieben werden. Die
Verdrehung der beiden Bindungen wird iiber die Torsionswinkel (engl. torsion angles) ¢
und y beschrieben, wobei ¢ die Verdrehung der C,-N-Bindung und vy die der C,-C-
Bindung definiert. Beide Winkel sind in der Abbildung als runde Pfeile dargestellt, wobei
die Richtung des Pfeils die Richtung der Zunahme des jeweiligen Winkels darstellt. Sind
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beide Winkel 180°, so liegen beide Amidebenen in einer Ebene.

Die Werte, welche die Torsionswinkel ¢ und y annehmen konnen, sind nicht unabhéngig
voneinander. Logischerweise diirfen weder die Atome der Seitenketten entlang des Prote-
inriickgrats noch die des Riickgrats selbst sich zu nahe kommen oder gar den gleichen
Raum einnehmen. Mit der Frage, welche Paarungen von Torsionswinkeln zugelassen sind,
beschiftigten sich der indische Wissenschaftler Gopalasamudram N. Ramachandran und
seine Mitarbeiter in den frithen 1960er Jahren [8]. Das Resultat ihrer Forschungen sind die
so genannten Ramachandran-Diagramme, die die erlaubten Paarungen von Torsionswin-
keln als Flachen in einem zweidimensionalen Koordinatensystem darstellen. Die Achsen
dieses Koordinatensystems repréasentieren die beiden Torsionswinkel, jeweils im Intervall
[—n, 7| . Unerlaubte Bereiche fiir Torsionswinkel sind definiert als diejenigen Werte der
Torsionswinkel, fiir welche der Abstand zweier Residuen kleiner wird als der Van-der-
Waals-Abstand, also wenn beide Residuen iiberlappen wiirden. Somit hdngt die Auspra-
gung der unerlaubten Bereiche nicht nur von den Torsionswinkeln selbst, sondern auch
von den beiden Residuen ab fiir die das Diagramm erstellt wird: Thre rdumliche GroB3e be-
stimmt, wann ein Uberlappen stattfindet. Die erlaubten Bereiche zeichnen sich als isolierte
Inseln unterschiedlicher Grofen innerhalb der unerlaubten Bereiche ab und kénnen den

einzelnen Sekundirstrukturtypen (siehe Abschnitt 2.3.4) zugeordnet werden.

2.3.2. Wasserstoffbricken

Neben den Torsionswinkeln spielen, wie bereits erwdhnt, Wasserstoftbriickenbindungen
(engl. hydrogen bonds) eine wichtige Rolle fiir die unterschiedlichen Auspragungen von
Sekundirstrukturen. Bei Wasserstoftbriicken interagieren zwei funktionelle Gruppen iiber
ein Wasserstoffatom. Dabei ist das Wasserstoffatom in einer der beiden Gruppen iiber eine
Atombindung an ein Atom mit einer hohen Elektronegativitit (Donor) gebunden. Stark
elektronegative Bindungspartner neigen dazu, das bindende Elektronenpaar stirker zu sich
zu ziehen, wodurch beide Bindungspartner eine Teilladung erhalten. Das Wasserstoffatom
erhilt in diesem Fall eine positive Teilladung, wéhrend sein elektronegativer Bindungs-
partner eine negative Teilladung erhélt. Die positive Teilladung des Wasserstoffs ermog-
licht eine elektrostatische Interaktion des Wasserstoffs mit einem beliebigen anderen elek-
tronegativen Atom (Akzeptor), das freie Elektronenpaare besitzt. Diese elektrostatische

Interaktion macht die Wasserstoftbriickenbindung aus. Abbildung 7 zeigt schematisch eine
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Wasserstoffbindung zwischen einem Donor (-X-H) und einem Akzeptor (Y-) als punktierte

Linie zwischen beiden Gruppen.

R1 -X—H - Y_R2
Abbildung 7: Eine Wasserstoffbriicke zwischen einem Donor (-X-H) und einem Akzeptor (Y-)

Wasserstoffbriickenbindungen sind in der Regel schwicher als Atom- oder Ionenbindun-
gen, bilden jedoch die strukturelle Basis von Proteinstrukturen und sind fiir die Stabilitét

verschiedener Sekundarstrukturtypen essentiell (siche Abschnitt 2.3.4).

2.3.3. Bestimmung der Sekundarstruktur

Bevor auf die einzelnen Typen von Sekunddrstrukturen eingegangen wird, soll zundchst
die Methodik zu deren Bestimmung beschrieben werden. Um die Sekundirstruktur eines
Proteins bestimmen zu konnen, muss zunédchst seine Primarstruktur bekannt sein. Wie
bereits in Abschnitt 2.2 beschrieben, existieren automatisierte Verfahren mittels derer die
Primérstruktur unter geringem Aufwand bestimmt werden kann. Die Primérstruktur ist fiir
den néchsten Schritt in der Bestimmung der Sekundérstruktur vonnéten: Der Bestimmung
der rdaumlichen Koordinaten der Atome innerhalb des Proteins. Hierfiir gibt es im wesentli-
chen zwei Verfahren, die sich durchgesetzt haben: einerseits die Réntgenkristallographie,
andererseits die Kernspinresonanzspektroskopie (kurz. NMR-Spektroskopie, aus dem Eng-
lischen nuclear magnetic resonance spectroscopy). Eine detaillierte Beschreibung beider
Verfahren iibersteigt den Rahmen dieser Arbeit, sodass an dieser Stelle nur kurz auf sie

eingegangen werden soll, um einen Uberblick zu verschaffen.

2.3.3.1. Rontgenkristallographie

Die Rontgenkristallographie nutzt die Tatsache, dass elektromagnetische Strahlung, in die-
sem Fall Rontgenstrahlung, an Kristallgittern gebeugt wird. Licht besitzt minimale Wellen-
lingen von 4000 A, wodurch es sich nach den Gesetzen der Optik zum Betrachten solch
kleiner Gebilde wie Molekiilen oder gar Atomen nicht eignet. Rontgenstrahlen jedoch
besitzen Wellenlingen im Bereich von ca. 1,5 A, was in der GrdBenordnung von Bin-
dungsldangen liegt. Jedoch ist es mit Rontgenstrahlen nicht moglich einzelne Molekiile
mittels eines Rontgenmikroskops zu betrachten, da ein solches mangels von Rontgenlinsen

nicht existiert. Aus diesem Grund wird der Umweg iiber die Beugungsmuster monochro-
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matischer Rontgenstrahlen an einem Kristallgitter genommen. Die einfallenden Rontgen-
strahlen werden am Kristallgitter eines Proteinkristalls gebeugt und die Verteilung der
Beugungsmaxima wird gemessen. So ergibt sich ein zweidimensionales Muster von Beu-
gungsmaxima, das mittels zumeist computergestiitzter mathematischer Verfahren in eine
rdumliche Information umgerechnet werden kann. Da Rontgenstrahlen fast ausschlieBlich
mit der Elektronenhiille der einzelnen Atome und nicht mit den Atomkernen selbst inter-
agieren, stellt diese Information eine radumliche Elektronendichte dar. Mit der Kenntnis der
Primérstruktur des untersuchten Molekiils, und damit auch der Kenntnis liber Auftreten
und Gruppierung von Atomen, kann aus der Elektronendichte wiederum auf die Position

der einzelnen Atome relativ zueinander geschlossen werden [2].

Fiir die Durchfiihrung der Methode ist es jedoch notwendig, dass das Protein, fiir welches
eine kristallographische Messung durchgefiihrt werden soll, als Kristall vorliegt. Der Kris-
tallisationsprozess kann je nach Protein unterschiedlich lange dauern. So sind Zeitdauern
von einigen Tagen bis hin zu einigen Monaten moglich. Wichtig ist, dass der Kristall
moglichst rein und moglichst regelméBig ist, um das bestmdgliche Ergebnis bei der
Messung zu erzielen. Proteinkristalle besitzen einen Wassergehalt von 40%-60%, und wer-
den zumeist in Losung geziichtet [2]. Dabei wird das Protein zunichst gelost und darauthin
seine Loslichkeit langsam vermindert, bis sich eine kleine Kristallstruktur (in der Regel un-
gefdhr 100 Molekiile) bildet. Diese wird dann im weiteren Verlauf vergrof3ert, bis sich ein
Kristall der gewiinschten Grof3e ergibt. Der Kristall selbst hat die Konsistenz eines Gels,
was eine der Schwierigkeiten der Kristallographie von Proteinen darstellt: Aufgrund ihrer
Konsistenz besitzen Proteinkristalle geringfiigige Abweichungen in der RegelmafBigkeit
ithres Kristallgitters. Diese fiihren zu Halos um die Braggreflexe und damit zu einer Unge-
nauigkeit der Intensitit der Beugungsmuster, die wiederum zu Ungenauigkeiten in der Be-
rechnung der Elektronendichte fiihren. Als Konsequenz konnen strukturelle Details nicht
erkannt werden [2]. Aus diesem Grund ist die Kenntnis der Primérstruktur bei der Be-
stimmung der Atompositionen notwendig. Die Elektronendichten konnen trotz der
erwiahnten Ungenauigkeiten verwendet werden, um den Verlauf des Riickgrats und die
Position und Orientierung der Seitenketten zu bestimmen. Jedoch ist es zuweilen nicht
moglich, Seitenketten vergleichbarer Grofle und Form, wie beispielsweise bei Leucin, Iso-
leucin, Threonin und Valin, zu unterscheiden. Weiterhin sind Wasserstoffatome, die ledig-

lich ein Elektron in ihrer Hiille aufweisen, in kristallographischen Aufnahmen nicht sicht-
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bar, was eine sichere Bestimmung der Atomkoordinaten behindern kann [2].

Die Verwendung eines Kristalls zur Bestimmung der Atompositionen innerhalb eines Pro-
teins ldsst die Frage aufkommen, inwiefern kristallographische Messungen die realen
Atompositionen, also die reale biologische Struktur eines Proteins in Losung unter physio-
logischen Bedingungen, abbilden kdnnen. Durch die Anordnung der einzelnen Molekiile in
einem Gitter konnen an Stellen, an denen diese sich nahe kommen, Interaktionen zwischen
den betroffenen Atomen entstehen. Diese kdnnen beispielsweise zu Verschiebungen dieser
Atome und einer Verfélschung der Struktur fiihren. Es zeigt sich jedoch, dass kristallisierte
Proteine ndherungsweise die gleiche Struktur haben, wie biologisch vorkommende (native)

Proteine. Hierfiir existieren mehrere Hinweise [2]:

* Wassergehalt des Kristalls: Der Wassergehalt eines Proteinkristalls ist mit 40%-
60% dem Wassergehalt im Inneren einer Zelle dhnlich. Die Oberfliche der ein-
zelnen Proteine im Kristallgitter ist im Wesentlichen von Fliissigkeit umgeben, bis
auf wenige kleine Abschnitte, in denen Kontakt zu benachbarten Proteinmolekiilen

besteht.

+ Ubereinstimmung von Kristallographie und NMR-Spektroskopie: In Fillen, in
denen fiir ein Protein sowohl Strukturen aus der Kristallographie wie auch aus der
NMR-Spektroskopie (Abschnitt 2.3.3.2) vorliegen, sind beide Strukturen innerhalb
des experimentellen Fehlers fast identisch. Da die NMR-Spektroskopie mit wissri-
gen Losungen von Proteinen arbeitet, ist dies ein Indiz dafiir, dass Proteine im
Kristall wie auch in wissriger Losung, die eher dem physiologischen Medium ent-

spricht, die gleiche Struktur besitzen.

* Funktionalitit kristallisierter Enzyme: Die katalytische Aktivitdt von Enzymen
ist sehr stark von der relativen Orientierung der einzelnen Seitenketten abhéngig,
die an Katalyse und Bindungen zu anderen Stoffen beteiligt sind. Viele Enzyme
entfalten jedoch auch im Kristall ihre katalytische Wirkung, was dafiir spricht, dass

die angenommene Struktur der in physiologischer Losung entspricht.

Aufgrund der genannten Beobachtungen wird angenommen, dass die aus der Kristallogra-
phie gewonnenen Daten, trotz der unnatiirlichen Bedingungen, die ein Proteinkristall dar-
stellt, die biologische Realitdt im Grofen und Ganzen widerspiegeln. Somit kann die Ver-

wendung dieser Daten zur Bestimmung der Struktur, vor allem der Sekundérstruktur, von
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Proteinen als gerechtfertigt angesehen werden.

2.3.3.2. NMR-Spektroskopie

NMR-Spektroskopie ermdglicht es, die Struktur von Proteinen in wissriger Losung direkt
zu bestimmen. Dabei wird die Tatsache ausgenutzt, dass bestimmte Atomkerne eine intrin-
sische Magnetisierung, die Spin genannt wird, besitzen. Der Spin entspricht einem magne-
tischen Moment, welches innerhalb eines von aullen angelegten Magnetfeldes eine von
zwei Orientierungen, oder Zustdnden, annehmen kann. Diese werden als a-Zustand und /-
Zustand bezeichnet [9]. Die Energiedifferenz beider Zustinde ist in diesem Fall proportio-
nal zur Feldstirke des angelegten Magnetfeldes. Der a-Zustand ist energetisch etwas giin-
stiger und dadurch geringfiligig stirker besetzt als der P-Zustand. Elektromagnetische
Strahlung, deren Frequenz der Energiedifferenz der beiden Zustinde entspricht, kann
Kerne vom a-Zustand in den B-Zustand iiberfiihren. Dieser Effekt wird in diesem Zusam-
menhang als Resonanz bezeichnet. Durch Variation des angelegten Magnetfeldes bei kon-
stanter Frequenz der elektromagnetischen Strahlung, beziehungsweise im umgekehrten
Fall durch Variation ebendieser Frequenz bei konstanter Magnetfeldstdrke, kann ein Reso-

nanzspektrum fiir ein Molekiil erzeugt werden.

Diese Tatsache wird ausgenutzt, um die chemische Umgebung von Wasserstoftkernen im
Molekiil zu untersuchen. Elektronenbewegungen um einen magnetischen Atomkern erzeu-
gen schwache magnetische Felder, die dem dulleren Magnetfeld entgegenwirken. Die Aus-
pragung dieser lokalen Magnetfelder ist abhdngig von der lokalen Elektronendichte um die
Kerne. Somit zeigen Wasserstoffatome in unterschiedlichen Umgebungen unterschiedliche
Frequenzen der elektromagnetischen Strahlung oder unterschiedliche Magnetfeldstérken,
bei denen Resonanz auftritt. Dies verleiht ihnen lokal unterschiedliche Absorptionseigen-
schaften beziiglich der elektromagnetischen Strahlung, welche gemessen werden kdnnen.
Dieses Verfahren, auch als eindimensionale NMR bezeichnet, erlaubt es bereits die Abstin-
de von Protonen im Proteinmolekiil zu bestimmen. Als Erweiterung des Verfahrens be-
ricksichtigt die zweidimensionale NMR neben den Absorptionseigenschaften der einzelnen
Protonen auch deren Interaktion untereinander. Grundlage hierfiir ist der Kern-
Overhauser-Effekt, benannt nach Albert Overhauser, der ihn im Jahre 1953 beschrieb
([10], [11]). Der Effekt stellte eine Interaktion zwischen verschiedenen Atomkernen dar,

die mit der sechsten Potenz ihres Abstands abnimmt. Dieser Effekt wurde von F. A .L.
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Anet und A. J. R. Bourn 1965 in den Kontext der NMR-Spektroskopie gestellt [12]: Mit
Hilfe der Tatsache, dass die Magnetisierung eines Atomkerns sich auf seine Nachbarn
iibertriigt, wenn ihr Abstand unter 5 A liegt, konnen die relativen Positionen von Wasser-

stoffkernen innerhalb eines Proteinmolekiils bestimmt werden.

Die NMR-Spektroskopie liefert also fiir ein Protein einen Satz von Protonenabstinden, mit
deren Hilfe die Atomkoordinaten des Proteins berechnet werden konnen. Hierzu miissen
jedoch weitere, bekannte GroBBen wie Primarstruktur, Van-der-Waals-Radien, Bindungsab-
stinde und Bindungswinkel mit einbezogen werden. Diese Berechnungen sind in der Regel
nicht vollkommen eindeutig, sodass die NMR-Spektroskopie einen Satz von Strukturen

liefert, die kleine Unterschiede zueinander aufweisen.

Bei der NMR-Spektroskopie werden die Messungen mit einer hochgradig reinen und kon-
zentrierten Losung des zu untersuchenden Proteins durchgefiihrt, was eher dessen natiir-
lichem Zustand entspricht. Unterschiede zwischen kristallographischen Messungen und
NMR-Messungen sind ein Resultat der in Abschnitt 2.3.3.1 beschriebenen Randeffekte am
Kristallgitter. Der Nachteil der NMR-Spektroskopie liegt jedoch in ihrer Mehrdeutigkeit,
weshalb sich das Verwenden von NMR-Strukturen als Referenz fiir Strukturanalysen nur

bedingt eignet.

2.3.3.3. Die Bestimmung der Sekundarstruktur aus den Atomkoordinaten

Gegeben die Koordinaten der einzelnen Atome, kann nun fiir jedes Residuum im Protein
bestimmt werden, zu welchem Sekundirstrukturtyp es gehort. Dies kann manuell oder aber
auch automatisiert durchgefiihrt werden. Im ersten Fall entscheidet ein Kristallograph an-
hand einer geeigneten Darstellung der Atomkoordinaten, welches Residuum welcher Se-
kundérstruktur zuzuordnen sei. Eine solche Darstellung kann beispielsweise ein virtuelles
Kugel-Stab-Modell sein, welches ein Computer aus den Atomkoordinaten generieren kann
und welches in Echtzeit rotiert und vergréfert werden kann. Ein Beispiel eines solchen
Kugel-Stab-Modells wurde bereits in Abbildung 6 auf Seite 17 préasentiert. Zusatzlich kann
ein Computer mittels eines Kugel-Stab-Modells auch den Verlauf des Proteinriickgrats im
dreidimensionalen Raum visualisieren, was die Bestimmung der Sekundérstruktur eines
Proteins unter Umstidnden vereinfachen kann. Ein Beispiel beider Darstellungen eines Neu-
rotoxin aus dem Gift der Konigskobra (Protein-Data-Bank-Eintrag 3HH7) zeigt Abbildung
8. Dargestellt ist die als Kette A beschriebene Untereinheit des Proteins als Kugel-Stab-
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Abbildung 8: Kette A des Neurotoxins der Konigskobra (PDB: 3HH7) als Kugel-Stab-Modell (links) und der
Verlauf des Proteinriickgrats (rechts)

Modell auf der linken Seite und der Verlauf des Proteinriickgrats als Band auf der rechten.
Da das Modell auf kristallographischen Daten beruht, sind Wasserstoffatome in ihm nicht

enthalten.

Die manuelle Methode hat jedoch den Nachteil, dass es je nach Grofe des Proteins mitun-
ter relativ zeitintensiv sein kann, die Sekundéarstruktur eines Proteins auf diese Weise zu
bestimmen. Zudem hangt die resultierende Zuweisung auch von den Fahigkeiten des Kris-
tallographen ab, sodass die Ergebnisse unterschiedlich ausfallen konnen. Aus diesem
Grund wurden bereits recht frith automatisierte Verfahren zur Bestimmung der Sekundir-

struktur aus Atomkoordinaten entwickelt.

Wie bereits in Abschnitt 2.3.2 erwdhnt wurde, stellen Wasserstoffbriicken die Basis von
der Proteinstruktur dar. Im Jahr 1983 verdffentlichten Wolfgang Kabsch und Christian
Sander das Programm DSSP [13], welches aus den Mustern von Wasserstoffbriickenbin-
dungen im Proteinmolekiil dessen Sekundérstruktur berechnet. Die Existenz einer Wasser-
stoftbriicke wird iiber eine elektrostatische Energiefunktion bestimmt, die auf Abstinde

von Atomen, die sich in potentiellen Donor- und Akzeptorgruppen befinden, beruht. Dabei
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werden den Atomen die Teilladungen ¢,=0,42¢ und ¢,=0,2¢  wobei e der Elementar-
ladung 1,602176487-10""° C entspricht, zugewiesen. Im Modell erhalten Kohlenstoff und
Wasserstoff eine positive Teilladung ( +¢, und +¢, ), wihrend Sauerstoff und Stickstoff

mit negativen Teilladungen ( —¢; und —¢, ) behaftet sind. Die verwendete Energiefunk-

tion hat die Form:

E=gq.q, 1 " | S _332kcal

ov Tew Tomw Ton mol

Dabei beschreibt 7,5 den Abstand zwischen Atom 4 und Atom B in Angstrém. Eine Was-
serstoffbriicke zwischen C=0 eines Residuums und N-H eines anderen Residuums wird er-
kannt, wenn die Energiefunktion unter Einsetzen der entsprechenden Atomabstinde einen
Wert ergibt, der kleiner als —0,5kcal/mol ist. Sind alle Wasserstoffbriicken dem Modell
entsprechend erkannt, so kann die Zuweisung der einzelnen Residuen zu einem der ver-
schiedenen Sekundérstrukturtypen anhand von Mustern in der Verteilung der Wasserstoft-
briicken durchgefiihrt werden. DSSP unterscheidet dabei acht unterschiedliche Typen von

Sekundérstrukturen, auf welche in Abschnitt 2.3.4 ndher eingegangen wird.

Ein weiteres weit verbreitetes Programm zur Bestimmung der Sekundarstruktur aus Atom-
koordinaten ist STRIDE, das 1995 von Dmitrij Frishman und Patrick Argos entwickelt
wurde [14]. Dieses Programm verwendet wie DSSP auch Wasserstoffbriicken als Kriteri-
um zur Bestimmung der Sekundérstruktur. STRIDE verwendet jedoch ein anderes Verfah-
ren, bei dem eine empirische Energiefunktion zur Beschreibung von Wasserstoffbriicken
genutzt wird. Neben Wasserstoffbriicken werden auch die Werte der Torsionswinkel be-
riicksichtigt, die wie bereits in Abschnitt 2.3.1 angedeutet, an der Bildung von Sekundér-
strukturen beteiligt sind. Mithilfe beider Grof8en werden die Residuen eines Proteins den
einzelnen Sekundérstrukturtypen zugeordnet, wobei STRIDE zwischen sieben der auch in
DSSP verwendeten Sekundarstrukturtypen unterscheidet. Beide Programme haben hohe
Ubereinstimmungen mit von Kristallographen gegebenen Zuweisungen von Sekundir-
strukturtypen, jedoch ist das édltere DSSP weiter verbreitet als STRIDE, weshalb die mei-

sten Angaben von errechneten Sekundarstrukturen auf DSSP beruhen.

2.3.4. Die Sekundarstrukturtypen

Da die Unterscheidung verschiedener Sekundérstrukturtypen auf RegelmaBigkeiten in der
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relativen Position benachbarter Residuen basiert, gibt es zunéchst einen groflen Spielraum
fiir die Definition der einzelnen Sekundérstrukturtypen. Mit der Einfiihrung von DSSP
wurde dieser Spielraum auf die acht am haufigsten auftretenden Sekundérstrukturen redu-
ziert, auch wenn bei weitem mehr (wie beispielsweise Q-Schleifen [2]) denkbar sind. Auf
die von DSSP definierten Sekundirstrukturtypen soll in den folgenden Abschnitten einge-

gangen werden.

2.3.4.1. Die a-Helix

Wie alle helikalen Strukturen zeichnet sich die a-Helix durch eine gleichmifige Verdre-
hung der Polypeptidkette aus. Die a-Helix ist die stabilste helikale Struktur, da sich die
Torsionswinkel der beteiligten Residuen im erlaubten Bereich der Ramachandran-Dia-
gramme befinden und die Struktur durch eine vorteilhafte Verteilung von Wasserstoft-
briicken stabilisiert wird. Die Torsionswinkel betragen ungefahr ¢=—57° und ¢ =—47°
(es handelt sich hierbei um mittlere Werte, von denen es leichte Abweichungen geben
kann) und verleihen der a-Helix das Aussehen einer rechtshindig gedrehten Spirale. Dies
ist im mittleren Teil von Abbildung 9 auf der folgenden Seite anhand einer kiinstlich
erzeugten a-Helix mit den obigen Torsionswinkeln dargestellt. In Abbildung 9b ist der
Verlauf des Proteinriickgrats in Form eines Strangs abgebildet. Dabei sind benachbarte
Residuen jeweils abwechselnd durch eine schwarze beziehungsweise weile Farbung des
Strangs gekennzeichnet. Die Atome der a-Helix sind als transparentes Kugel-Stab-Modell
mit dem Riickgrat liberlagert, wobei die Seitenketten der einzelnen Aminosduren durch
griine Kugeln als Platzhalter reprisentiert werden. Wasserstoftbriickenbindungen sind
durch gestrichelte schwarze Linien zwischen den einzelnen Bindungspartnern dargestellt.
Abbildung 9e zeigt eine symbolische Darstellung (Cartoon-Darstellung) der a-Helix, wie
sie oft in Darstellungen von Proteinen verwendet wird. Es gibt keine einheitliche Farbung
fiir diese Darstellung, jedoch sollen a-Helices innerhalb dieser Arbeit rot dargestellt wer-

den.

Eine Windung der a-Helix enthilt 3,6 Residuen und der Abstand zweier Windungen ent-
lang der Achse, um die sich die a-Helix windet, betrigt 5,4 A. Diese GroBe wird auch als
Ganghohe bezeichnet und kann Abbildung 9b entnommen werden. Die Seitenketten der
einzelnen Aminoséduren innerhalb der a-Helix zeigen von der Achse weg nach au3en, wo-

durch sich Bindungspartner zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen nahe genug
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54A

d)

Abbildung 9: Die drei helikalen Sekunddrstrukturtypen als Kugel-Stab-Modell mit Verlauf des Riickgrats
(oben) und Cartoon-Darstellung (unten): 3-Helix (a +d), a-Helix (b + e) und n-Helix (c + f)

kommen. Dadurch bilden sich starke Wasserstoftbriicken zwischen dem i-ten und dem i+4-
ten Residuum, bei denen der Abstand zwischen Donor und Akzeptor fast den optimalen
Wert besitzt. Abbildung 9b zeigt, dass sich dabei ein Muster von Wasserstoffbriicken bil-

det, das die a-Helix entlang ihrer Achse stabilisiert.

Dank ihrer Stabilitét sind a-Helices ein hdufig auftretender Sekundirstrukturtyp. Weiterhin
verleihen sie der a-Helix in Proteinen eine dhnliche Funktion, die das Skelett bei hGheren
Organismen erfiillt: Sie stabilisieren die Struktur des Proteins. Die Stabilitét einer a-Helix

kann durch Prolin negativ beeinflusst werden, da diese Aminoséure die regelméfige Struk-
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tur der o-Helix stort und somit deren Stabilitdt senkt. Aus diesem Grund befindet sich

Prolin in der Regel nicht in a-Helices und wird oftmals als ,, Helixbrecher “ bezeichnet.

2.3.4.2. Die 34o-Helix

Die 3,-Helix ist wie die a-Helix eine rechtshindig gedrehte Spiralstruktur, jedoch ist sie
gegeniiber der a-Helix kleiner im Durchmesser. So enthilt eine Windung drei Aminosiu-
ren und die Ganghdhe betriigt 6 A. Wie auch bei der o-Helix sind Wasserstoffbriicken fiir
die Stabilisierung der Struktur verantwortlich, werden jedoch im Falle der 3;o-Helix zwi-
schen dem i-ten und dem i+3-ten Residuum gebildet. Die Torsionswinkel der einzelnen
Aminosduren liegen bei ¢=—49° und ¢Y=-26° und befinden sich teilweise leicht im
unerlaubten Bereich der Ramachandran-Diagramme. Dadurch ist die 3,,-Helix weniger sta-
bil als die a-Helix und kommt entsprechend seltener vor. Zumeist kommen 3,,-Helices in
Ubergiingen zwischen a-Helices und dem Rest der Polypeptidkette vor. Hierbei handelt es
sich zumeist um einzelne Windungen, die als Ubergiinge dienen. Jedoch kommen verein-

zelt auch eigenstindige 3,,-Helices vor.

Der linke Teil von Abbildung 9 zeigt eine kiinstlich erzeugte 3,o-Helix, welche mithilfe der
idealen Werte der Torsionswinkel fiir 3,,-Helices erzeugt wurde. Wie auch schon in
Abbildung 9b fiir a-Helices ist in Abbildung 9a der Verlauf des Proteinriickgrats als Strang
dargestellt, entlang dessen benachbarte Aminosduren abwechselnd schwarz und weil ge-
farbt sind. Die Atome der 3,p-Helix sind abermals als transparentes Kugel-Stab-Modell mit
dem Proteinriickgrat iiberlagert, wobei Seitenketten stellvertretend durch griine Kugeln
dargestellt sind. Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte schwarze Linien zwischen den
beteiligten Bindungspartnern dargestellt. In Abbildung 9d befindet sich die Cartoon-Dar-
stellung der 3,o-Helix, fiir die eine rosa Farbung gewdhlt wurde. Die dargestellte 3,,-Helix
umfasst 11 Residuen, was fiir eine real existierende 3,o-Helix eine ungewo6hnliche Lange

darstellt. Die meisten 3,,-Helices sind, wie bereits erwéhnt, eher kurz.

Der Name der 3;-Helix beinhaltet zwei Zahlen, mit denen sich helikale Strukturen generell
beschreiben lassen: Jede Helix kann als Ag-Helix bezeichnet werden, wobei A die Anzahl
von Aminosduren innerhalb einer Windung der Helix beschreibt und B der Anzahl der
Atome entspricht, die sich innerhalb des Rings befinden, der von beiden Bindungspartnern
einer Wasserstoffbriickenbindung begrenzt wird. Bei der a-Helix wire die entsprechende

Notation 3,6,5-Helix, da sie 3,6 Aminosduren pro Windung besitzt und zwischen Donor
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und Akzeptor einer Wasserstoftbriicke 13 Atome liegen.

2.3.4.3. Die n-Helix

Die n-Helix stellt den dritten helikalen Sekundérstrukturtyp dar, der auch als 4,4,c-Helix
bezeichnet werden kann. Die rechtshdndig gedrehten Windungen beinhalten 4,4 Residuen,
was den Durchmesser der n-Helix gegeniiber der a-Helix vergroBert. Die Ganghdhe be-
trigt 5 A, wodurch die n-Helix das Aussehen einer leicht gestauchten a-Helix besitzt. Die
fiir helikale Strukturen typischen Wasserstoftbriicken werden bei der m-Helix zwischen
dem i-ten und dem i+5-ten Residuum ausgebildet. Die n-Helix ist, wie auch die 3,,-Helix,
instabiler als die a-Helix und kommt deshalb auch seltener vor. Grund dafiir sind auch hier
die Torsionswinkel, die die Werte ¢¢=—55° und ¢ =—70° annehmen und teilweise im
unerlaubten Bereich der Ramachandran-Diagramme liegen. Der rechte Teil von Abbildung
9 zeigt das Beispiel einer kiinstlich erzeugten n-Helix, wobei in Abbildung 9¢ abermals der
Verlauf des Proteinriickgrats mit transparenten Atomen und Wasserstoffbriicken dargestellt
ist. In Abbildung 9f wiederum ist die Cartoon-Darstellung der n-Helix in orange abgebil-

det.

n-Helices bilden in der Regel Ubergiinge zwischen einer a-Helix und dem Rest der Poly-
peptidkette, die wie bei der 3,,-Helix aus einer Windung bestehen. Die in Abbildung 9 dar-
gestellte m-Helix besitzt somit mit einer Lange von 17 Residuen eine unnatiirliche Lange.

Derart lange n-Helices kommen in der Natur nicht vor.

2.3.4.4. Das p-Faltblatt

Das f-Faltblatt (englisch: f-sheet) stellt die zweite Form regelméBiger Sekundarstrukturty-
pen neben den helikalen Typen dar. B-Faltbldtter zeichnen sich durch ein periodisches Auf-
treten von Torsionswinkeln und ein ausgeprdgtes Muster von Wasserstoffbriickenbindun-
gen aus. Ein [B-Faltblatt besteht aus zwei oder mehr sogenannten S-Strdngen (engl. p-
strands), die Abschnitten einer oder mehrerer Polypeptidketten entsprechen, welche an der
Bildung des B-Faltblatts beteiligt sind. Jedem p-Strang kann eine Richtung zugewiesen
werden, die vom N-terminalen zum C-terminalen Ende des B-Strangs verlduft. Auf dieser
Grundlage werden zwei Arten von B-Faltblittern unterschieden: Parallele B-Faltblétter, bei
denen die B-Strdnge in die gleiche Richtung verlaufen, und antiparallele B-Faltblétter, bei

welchen die B-Stringe entgegengesetzt gerichtet sind.
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Abbildung 10: Antiparalleles (oben) und paralleles (unten) f-Faltblatt

Abbildung 10a zeigt das Kugel-Stab-Modell eines kiinstlich erzeugten antiparallelen -
Faltblatts besehend aus zwei B-Strdngen. Die Torsionswinkel entlang der Stringe ent-
sprechen den idealen Werten von ¢=—139° und ¢ =+135° [15] und die Seitenketten
der einzelnen Aminosduren sind stellvertretend als griine Kugeln dargestellt. Die Richtun-
gen der beiden Striange sind jeweils durch einen schwarzen Pfeil gekennzeichnet, der von
threm N- zu ihrem C-Terminus verlduft. Zwischen den Strangen bilden sich lateral Was-
serstoftbriicken aus, welche beim antiparallelen B-Faltblatt in einer Ebene liegen und in der
Abbildung durch gestrichelte schwarze Linien gekennzeichnet sind. Dieses Muster von
Wasserstoffbriicken ist vorteilhaft und trigt wesentlich zur Stabilisierung des antiparallelen
B-Faltblatts bei. Weiterhin kann der Abbildung die Eigenschaft entnommen werden, die
den B-Faltbléttern ihren Namen verleiht: Zwischen den sich gegeniiberliegenden C,-Ato-
men beider Stringe (beziehungsweise den benachbarten C,-Atomen eines Strangs) konnen
gedachte Verbindungslinien gezogen werden, die in der Abbildung als blaue Linien
dargestellt sind. Wie zu sehen ist, schlieBen diese Linien viereckige Flichen im Raum ein,
die in der Abbildung hellblau dargestellt sind. Diese Fldchen wiederum bilden zusammen
eine Struktur, die an ein mehrfach gefaltetes Blatt Papier erinnert. Der Abstand zwischen
dem i-ten und dem i+2-ten C,-Atom eines Stranges, also den Eckpunkten eines Knicks im

Faltblatt, bestehend aus zwei der viereckigen Flichen, betrigt 7 A.

Parallele p-Faltblatter besitzen eine geringere Stabilitdt als antiparallele B-Faltblétter, da
die Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Strdngen nicht in einer Ebene liegen. Dies

ist in Abbildung 10c anhand eines kiinstlich erzeugten B-Faltblatts dargestellt. In diesem
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Fall besitzen die beiden Stringe gegeniiber denen des antiparallelen B-Faltblatts abwei-
chende Torsionswinkel, ndmlich ¢=—119° und y=+113 °. Nichtsdestotrotz besitzen
auch parallele B-Faltblitter das Aussehen eines mehrfach gefalteten Papierblattes, welches

fiir B-Faltblatter typisch ist.

In dreidimensionalen Darstellungen von Proteinen werden B-Stringe in der Regel symbo-
lisch in Form von Pfeilen in Richtung des C-Terminus dargestellt. Anhand von Gruppie-
rungen von B-Stringen konnen die einzelnen Formen von B-Faltblittern unterschieden
werden. In Abbildung 10b ist das Beispiel eines antiparallelen B-Faltblatts in Cartoon-
Darstellung abgebildet. Dabei handelt es sich um einen Ausschnitt aus der Struktur der
Maltosephosphorylase des Lactobacillus brevis (PDB: 1H54), der lediglich auf die in der
Struktur enthaltenen B-Strange beschriankt ist, die das antiparallele B-Faltblatt bilden. Das
Faltblatt besteht, wie aus der Abbildung hervorgeht, aus zwei relativ kurzen B-Stringen
bestehend aus jeweils drei Residuen (Residuen 170-172 und 239-241). Wie aus der
Nummerierung der Residuen hervorgeht, liegen die beiden Strdnge sequentiell nicht in
unmittelbarer Nachbarschaft. Dies ist nicht immer der Fall, da oft gerade bei antiparallelen
B-Faltblittern die einzelnen Stringe iiber kurze Stiicke andersartiger Struktur miteinander
verbunden und somit auch sequentiell nahe beieinander liegen konnen. In Abbildung 10d
ist weiterhin ein Beispiel fiir ein paralleles B-Faltblatt enthalten. Dieses besteht aus vier
parallel verlaufenden B-Stringen, die der Struktur der menschlichen Ferrochelatase (PDB:
IHRK) entnommen wurden. Die Abbildung zeigt auch, dass B-Faltblétter durchaus ge-
wolbt sein kdnnen und nicht zwangsldufig eine Ebene bilden miissen. Die blaue Fiarbung in
der Cartoon-Darstellung beider Arten von B-Faltbléttern soll innerhalb dieser Arbeit fiir die

Représentation von B-Strangen und -Faltblittern verwendet werden.

Wie bereits erwidhnt wurde, miissen die einzelnen Stringe, die ein Faltblatt bilden, in der
Sequenz des betreffenden Proteins nicht zwangsldufig benachbart sein. Durch den Verlauf
der Polypeptidkette im Raum ergeben sich oftmals rdumliche Nachbarschaften von sequen-
tiell weit entfernten Residuen, die an der Bildung von B-Faltbléttern beteiligt sein konnen.
Tendenziell ist es jedoch bei antiparallelen B-Faltblittern eher wahrscheinlich, dass die be-
teiligten Strange auch sequentiell nahe sind, da sie sich untereinander durch relativ kurze
Stiicke der Polypeptidkette verbinden lassen. Dies ist in Abbildung 11 angedeutet. Die Ab-
bildung zeigt weiterhin, dass bei einem parallelen B-Faltblatt eine sequentielle Nachbar-

schaft der einzelnen Stringe unwahrscheinlicher wird, da die Polypeptidkette zumindest
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antiparallel parallel gemischt

Abbildung 11: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Arten von S-Faltbliittern

die in der Abbildung dargestellte Wende nehmen miisste, um die beiden dargestellten
Strdnge miteinander zu verbinden. Diese ist im Allgemeinen linger als die direkte Verbin-
dung zweier antiparalleler Strdnge und wird in der Regel umso ldnger, je ldnger die
Strange werden, die verbunden werden miissen. Somit bilden sich parallele B-Faltblétter

zumeist zwischen B-Stringen aus, die entlang der Polypeptidkette weit auseinander liegen.

B-Stringe miissen nicht zwangsldufig ausschlieBlich parallel oder antiparallelen angeordnet
sein. Es kann durchaus passieren, dass ein B-Faltblatt aus drei oder mehr B-Stringen gebil-
det wird, die teilweise parallel, teilweise aber auch antiparallel angeordnet sind. Ein sol-

ches gemischtes B-Faltblatt ist in Abbildung 11 rechts dargestellt.

2.3.4.5. Die isolierte B-Briicke

Eine isolierte B-Briicke (engl. isolated B-bridge) besteht aus zwei Residuen, welche zwar
innerhalb der Sequenz weit auseinanderliegen, jedoch rdumlich nahe beieinander sind. Die
rdumliche Néhe beider Residuen hat zur Folge, dass sich zwischen ihnen eine Wasserstoff-
briicke ausbildet, die diesen Sekundarstrukturtyp charakterisiert. Isolierte B-Briicken be-
sitzen in der Regel keine vordefinierten Torsionswinkel und zeichnen sich lediglich durch
die Existenz der besagten Wasserstoffbriicke aus. Wie der Name bereits sagt, sind die bei-
den Residuen, die diese Briicke bilden, isoliert. Das bedeutet, dass sie nicht in irgendeiner
Form an einem Muster von Wasserstoftbriicken beteiligt sind, das zur Ausbildung von he-
likalen Strukturen oder B-Faltbléttern beitrdgt. Zudem sind beide Residuen zumeist die ein-
zigen in ihrer unmittelbaren sequenziellen Nachbarschaft, die diesem Sekundirstrukturtyp
zugeordnet werden konnen. Mehrere sequentiell aufeinander folgende Residuen, die zu
isolierten B-Briicken gehdren, sind sehr selten und zumeist sind die Bindungspartner dieser

Residuen ihrerseits nicht benachbart.
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Abbildung 12: Die isolierte [-Briicke

In Abbildung 12 ist ein Beispiel einer isolierten B-Briicke dargestellt. Die Abbildung zeigt
einen Ausschnitt der symbolischen Darstellung der Chitobiose Phosphorylase des Bakteri-
ums Vibrion proteolyticus (PDB: 1V7W). Der Teil der Struktur, der nicht zu der isolierten
B-Briicke gehort, ist transparent und grau dargestellt. Die beiden an der isolierten 3-Briicke
beteiligten Residuen (Residuen 424 und 488) sind in der Cartoon-Darstellung als violett
gefiarbte Striange skizziert und mit ihrem Kugel-Stab-Modell iiberlagert. Weiterhin ist die
Wasserstoffbriicke, die zwischen beiden Residuen besteht, als gestrichelte schwarze Linie
dargestellt. Wie der Abbildung selbst, als auch der Nummerierung der verwendeten Resi-
duen entnommen werden kann, sind beide Residuen innerhalb der Sequenz relativ weit
entfernt. Weiterhin sind es die einzigen beiden Residuen in ihrer sequentiellen Nachbar-
schaft, die einer isolierten B-Briicke zugeordnet sind. Die hellblaue Farbung beider Residu-
en soll innerhalb dieser Arbeit verwendet werden, um isolierte 3-Briicken farblich von an-

deren Sekundarstrukturen abzuheben.

DSSP verwendet B-Briicken zur Erkennung von -Faltbldttern. Sequentiell weit entfernte
Residuen, die eine Wasserstoffbriicke ausbilden, werden von DSSP zunéchst als [B-Brii-
cken erkannt. Das Programm weist darauthin mehrere aufeinander folgende Residuen, die

als B-Briicken identifiziert sind, einem potentiellen B-Strang (in [13] als B-ladder bezeich-
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net), im folgenden B-Leiter genannt, zu. Sofern die Bindungspartner der innerhalb einer
solchen B-Leiter enthaltenen Residuen ihrerseits eine 3-Leiter bilden, werden die beiden B-
Leitern als vollwertige 3-Stridnge erkannt und zu einem -Faltblatt zusammengefasst. Kann
einer B-Leiter auf diese Weise keine zweite -Leiter zugeordnet werden oder ist diese Zu-
ordnung unvollstindig in dem Sinne, dass nicht allen Residuen einer der beiden B-Leitern
ein Residuum in der jeweils anderen zugeordnet werden kann, so werden die jeweiligen
Residuen aus den B-Leitern entfernt und als isolierte 3-Briicken klassifiziert. Dies kann im
Extremfall zu einem vollstindigen Zerfall der betreffenden B-Leitern zu einer Folge von
isolierten B-Briicken fiihren. Dies geschieht ebenfalls mit 3-Stridngen, die zu kurz sind, also
weniger als zwei Residuen enthalten. Da DSSP B-Briicken als elementare Sekundérstruk-
tureinheiten zur Erkennung von B-Stringen (und damit auch B-Faltblittern) verwendet,
konnen isolierte B-Briicken nach der Definition von DSSP als fehlgeschlagene, zu kurze -

Strédnge betrachtet werden.

2.3.4.6. Die wasserstoffbrickengebundene Windung

Wasserstoffbriickengebundene Windungen (engl. hydrogen bonded turn) sind eine Form
der Sekundérstruktur, die sich durch eine relative Nahe der beteiligten Residuen und eine
Auspragung von Wasserstoftbriicken kennzeichnet. Im Gegensatz zu isolierten B-Briicken
ist in diesem Falle nicht nur der rdumliche Abstand der Residuen innerhalb einer Windung
gemeint, sondern auch ihr sequentieller Abstand. Windungen entstehen, wenn der rdum-
liche Abstand sequentiell benachbarter Residuen durch eine rdumliche Verbiegung des
Riickgrats eines Proteins auf unter 7 A sinkt. Dabei ist der Abstand der C,-Atome gemeint.
Es entsteht eine Art Schlaufe, die durch die Entstehung von Wasserstoffbriicken stabilisiert
wird. Man unterscheidet unterschiedliche Arten von Windungen anhand des sequentiellen
Abstands der Residuen, zwischen denen Wasserstoffbriicken gebildet werden. So existie-
ren a-Windungen (engl. a-turns oder 4-turns), bei denen die Wasserstoffbriicke zwischen
dem i-ten und dem i+4-ten Residuum gebildet wird. Bei f-Windungen (engl. p-turns oder
3-turns) liegen zwischen Donor und Akzeptor der Wasserstoftbriickenbindung drei Resi-
duen, wihrend dieser Abstand bei z-Windungen (engl. n-turn oder 5-turns) fiinf Residuen

betrigt.

Die obige Definition der einzelnen Windungstypen dhnelt augenscheinlich der Definition

der einzelnen helikalen Sekundarstrukturtypen. Dies ist kein Zufall, denn grob kann eine
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Windung, ihrem Namen entsprechend, als eine Windung innerhalb einer Helix des entspre-
chenden Typs angesehen werden. Diese Eigenschaft macht sich DSSP bei der Erkennung
von Helices zunutze. Zundchst werden die einzelnen Windungstypen anhand des sequen-
tiellen Abstands der Residuen, die an einer Wasserstoftbriicke beteiligt sind, bestimmt. Da-
bei werden Donor und Akzeptor jeweils dem entsprechenden Windungstyp zugewiesen.
Ergeben sich auf diese Weise mehrere aufeinander folgende Residuen eines bestimmten
Windungstyps, so wird dieser Abschnitt der Sequenz dem entsprechenden Helixtyp zuge-
ordnet. Die einzelnen Helixtypen haben in diesem Fall eine minimale Lange, die genau
einer Windung der entsprechenden Helix entspricht. Dies wiren bei 3o-Helices drei, bei a-
Helices vier und bei n-Helices fiinf Residuen. Windungen eines Windungstyps, die die ent-
sprechende Mindestlinge unterschreiten, werden einem generischen Windungstyp zuge-
wiesen, der eine allgemeine wasserstoffbriickengebundene Windung darstellt. So kann es
passieren, dass ein langerer Abschnitt der Sequenz eines Proteins zundchst unterschied-
lichen Windungstypen zugewiesen wird. Die einzelnen Abschnitte, die einem bestimmten
Windungstyp zugewiesen sind, konnen jedoch zu kurz sein, um den entsprechenden Helix-
typ auszubilden, sodass die jeweiligen Residuen der allgemeinen Windung zugewiesen
werden. Somit kann es durchaus vorkommen, dass ein langer Abschnitt eines Proteins aus
aufeinander folgenden Residuen besteht, die wasserstoffbriickengebundenen Windungen
zugewiesen sind. Entgegen der intuitiven Idee, diesen Abschnitt einem helikalen Sekundar-
strukturtyp zuordnen zu wollen, ist die Zuweisung eines langeren Abschnitts wasserstoft-

briickengebundener Windungen jedoch nach der obigen Argumentation sinnvoll.

Aus der Definition, die in DSSP verwendet wird, ergibt sich eine gewisse konzeptionelle
Ahnlichkeit zwischen wasserstoffbriickengebundenen Windungen und isolierten p-
Briicken. Beide Sekundérstrukturtypen entspringen elementaren Sekundérstruktureinhei-
ten, die zum Auffinden grofBerer und komplexerer Sekundéarstrukturtypen verwendet wer-
den. Weiterhin stellen beide im gewissen Sinne Fehlschldge in der Ausbildung der entspre-
chenden Sekundirstrukturtypen dar: Wihrend eine isolierte B-Briicke einen fehlgeschlage-
nen PB-Strang darstellt, kann eine wasserstoftbriickengebundene Windung als eine fehl-
geschlagene Helix interpretiert werden. Der Unterschied zwischen den beiden liegt jedoch
in den Torsionswinkeln: Wéhrend fiir isolierte B-Briicken keine vordefinierten Torsions-
winkel existieren, konnen fiir die einzelnen Windungstypen durchaus Torsionswinkel de-

finiert werden. Diese sind jedoch nicht so einheitlich wie im Falle helikaler Strukturen oder
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Abbildung 13: Die wasserstoffbriickengebundene Windung

B-Stringe. Die einzelnen Windungstypen konnen ihren Torsionswinkeln entsprechend in
mehrere Unterkategorien unterteilt werden. Auf diese Weise lassen sich zum Beispiel im

Falle der B-Windung acht unterschiedliche Kategorien unterscheiden.

Zur Veranschaulichung der geometrischen Gegebenheiten ist in Abbildung 13 das Beispiel
einer wasserstoftbriickengebundenen Windung dargestellt. Die Abbildung zeigt einen Aus-
schnitt aus der Struktur des Proteins MTH396 aus dem Bakterium Methanothermobacter
termautotrop