Kapitel 2

Methoden

2.1 Energiefunktionen fiir die Proteinfaltung

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Simulation der Proteinfaltung ist die Verwen-
dung einer sinnvollen Energiefunktion, mit der es moglich ist, zu einer gegebenen
Proteinkonformation eine potentielle Energie zu berechnen. Am genauesten lédsst sich
die Energie mit quantenmechanischen Methoden berechnen, welche die elektronische
Struktur explizit beriicksichtigen (Foresman & Frisch, 1996). Diese Methoden sind
jedoch rechnerisch so aufwendig, dass Ihre Anwendung zur Zeit auf sehr kleine Syste-
me beschrinkt ist. Wird das System mittels Molecular Mechanics (Burkert & Allinger,
1982) behandelt, so lassen sich auch grofiere Systeme, wie z.B. Protein/Losungsmittel,
Rezeptor/Ligand und dhnliche beschreiben. Hierbei wird die klassische Mechanik an-
gewendet. Energieterme fiir Bindungslidngen, Bindungswinkel sowie Torsionswinkel
beschreiben deren Ablenkung vom Gleichgewichtszustand. Desweiteren werden die
nichtbindenden Van der Waals und elektrostatischen Wechselwirkungen beriicksich-
tigt.

Quantenmechanische Methoden lassen sich mit Molecular Mechanics kombinieren
(QM/MM) (Warshel & Levitt, 1976). Hierbei werden besonders wichtige Bereiche,
z.B. das reaktive Zentrum eines Enzyms, quantenmechanisch, das iibrige System klas-
sisch behandelt.

Mit Hilfe der dargestellten Methoden lassen sich schnelle Prozesse molekularer Syste-
me bereits mit einigem Erfolg realistisch simulieren (Vagedes ef al., 2000; de Groot
& Grubmiiller, 2001).

Bei Proteinen handelt es sich jedoch um relativ grofie molekulare Systeme deren Fal-
tungsprozess sich im Millisekunden- bis Sekundenbereich abspielt. Trotz der schnellen

Entwicklung der Rechnergeschwindigkeiten miissen daher fiir dieses Problem andere
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6 KAPITEL 2. METHODEN

Methoden angewendet werden.

Wissensbasierte Energiefunktionen und 7hreading Bedingt durch die hohe Kom-
plexitit des Proteinfaltungsproblems sind hochaufgeloste Modelle mit einer grofien
Zahl an Freiheitsgraden fiir entsprechende Simulationen des Faltungsprozesses nicht
geeignet. Aus diesem Grund werden vereinfachte Modelle zur Darstellung der Prote-
instrukturen verwendet.

Eine Moglichkeit die Komplexitéit der Darstellung zu verringern ist die Verwendung
von Gittermodellen. Ein Protein kann auf einem Gitter z.B. als Kette von Monomeren
dargestellt werden, wobei die Monomere von den Cg Atomen reprisentiert werden,
welche auf Gitterpunkten liegen. Die Komplexitit ldsst sich hierbei iiber die Anzahl
der moglichen Zustinde pro Monomer bestimmen. Gitter mit sehr hoher Anzahl an
moglichen Zustinden wurden untersucht (Ortiz et al., 1998). Ist die Komplexitit des
Gitters nicht zu hoch, so kann der Grundzustand durch Ausprobieren aller moglichen
Zustinde aufgesucht werden. Die Gitterdarstellung lisst sich verbessern, indem z.B.
die Proteinseitenkette durch ein Pseudoatom dargestellt wird.

In dieser Arbeit kommen off-lattice Methoden zur Anwendung, wobei die Protein-
strukturen teilweise in kartesischen Koordinaten, teilweise als ,,Kontaktmatrix* (siche
2.2.1) dargestellt werden.

Eine Moglichkeit an das Proteinfaltungsproblem heranzugehen ist die Verwendung
von Datenbanken an Strukturen zur Generierung von Energiefunktionen (Levitt, 1976,
Eisenberg & McLachlan, 1986; Sippl, 1990; Holm & Sander, 1992; Maiorov & Crip-
pen, 1992a; Avbelj, 1992; Wallgvist & Ullner, 1994; Karlin et al., 1994; Zhang &
Eisenberg, 1994; Madej & Mossing, 1993).

In dieser Arbeit werden Proteinstrukturen aus der Protein Daten Bank (PDB) (Berman
et al., 2000, Web Seite: http://www.pdb.org/) sowie in Simulationen erzeugte Struk-
turen verwendet, um Energiefunktionen zu erzeugen, die in der Lage sind native Pro-
teinstrukturen von nicht-nativen Proteinstrukturen zu unterscheiden. Ein Problem bei
der Proteinstrukturvorhersage ist die Tatsache, dass es unter Umstéinden sehr schwie-
rig sein kann, fiir eine Sequenz unter Verwendung einer gegebenen Energiefunktion
die Struktur minimaler Energie aufzufinden. Auch hierbei kénnen Datenbanken ver-
wendet werden. Es werden einfach die verschiedenen bekannten Konformationen mit
der gegebenen Sequenz zu einem Sequenz/Struktur Paar verkniipft und die Energie
berechnet. Da die Anzahl der verwendeten Strukturen in der Regel sehr begrenzt ist,
ist es meist kein Problem die Energien aller Strukturen zu berechnen und somit die
energetisch niedrigste Konformation zu bestimmen. Das Verwenden von Bibliotheken

an Faltungsmotiven zum Auffinden einer passenden Struktur zu einem Protein ist auch
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als ,.fold recognition” bekannt (Bowie et al., 1991; Jones & Thornton, 1992; Fisher
et al., 1996). Auch das ,.inverse Faltungsproblem®, also das Aufsuchen einer pas-
senden Sequenz zu einer gegebenen dreidimensionalen Proteinstruktur kann auf diese
Weise angegangen werden: es werden Sequenzen aus einer Datenbank verwendet um
Sequenz/Struktur Paare zu erzeugen und das energiedrmste Paar herausgesucht. Das
Verfahren, Strukturen und Sequenzen zu neuen Paaren zu verkniipfen, wird auch als
»Threading* bezeichnet.

Energiefunktionen die explizite Terme fiir Bindungswinkel, Bindungslingen und Tor-
sionswinkel verwenden sind auf solche Struktur/Sequenz Paare schlecht anwendbar. In
der Regel stimmen die Seitenketten der dreidimensionalen Struktur nicht mit der Se-
quenz iiberein. Somit ldsst sich nur das Riickgrat fiir die Energieberechnung verwen-
den. Es miissen also entweder die Seitenketten nachtriaglich modelliert werden (z.B.
mit dem Programm Charmm (Brooks et al., 1983)) oder man verwendet eine entspre-
chende Energiefunktion die in der Lage ist, nur iiber das Riickgrat die Struktur sinnvoll
zu bewerten. Empirische Energiefunktionen, die sich nicht aus first principles ableiten,
sondern die die Informationen der Protein Daten Bank nutzen, sind hierfiir geeignet. Es
gibt hierbei hauptsichlich zwei Methoden: bei den quasichemischen Methoden werden
die Hiufigkeiten von Strukturmotiven in Proteinen genutzt um die Energieparameter
abzuleiten (Miyazawa & Jernigan, 1985; Hendlich et al., 1990; Skolnick et al., 1997,
Thomas & Dill, 1996). Bei den Optimierungsmethoden wird das Potential so konstru-
iert, dass die nativen Strukturen in einem gegebenen Ensemble von alternativen Struk-
turen moglichst stabil sind (V. Maiorov, 1992; VIN. Maiorov, 1994; M. Vendruscolo,
1998; Vendruscolo et al., 2000; Goldstein et al., 1992b, 1992a; Koretke et al., 1998;
Hao & Scheraga, 1996, Mirny & Shakhnovich, 1996; van Mourik et «l., 1999, Dima
et al., 2000). In dieser Arbeit kommen beide Methoden zur Anwendung.

Zum Uberpriifen von Energiefunktionen fiir die Proteinfaltung wurden zahlreiche Tests
der Proteinerkennung verwendet (Sippl & Weitckus, 1992; Maiorov & Crippen, 1992b;
Bryant & Lawrence, 1993; Kocher er al., 1994; Sippl, 1995; Hinds & Levitt, 1994;
Covell & Jernigan, 1990; Jernigan & Bahar, 1996; Park & Levitt, 1996).

Wird eine Sequenz mit einer zu dieser Sequenz nicht-nativen Struktur verkniipft, so
wird das resultierende Sequenz/Struktur Paar auch als Decoy, also als Koder bezeich-
net. Ein Ziel ist es, eine Energiefunktion so zu konstruieren, dass sie in der Lage ist,
eine native Struktur zwischen solchen Kodern zu erkennen. Eine Sequenz, deren native
Struktur erkannt werden soll, wird im weiteren als ,,Zielsequenz* bezeichnet. Je mehr
Zielsequenzen und je mehr Strukturen zum Erzeugen der Decoys verwendet werden,
desto schwieriger wird die Erkennung der einzelnen Zielsequenzen, da eine steigende

Anzahl an Bedingungen gleichzeitig erfiillt werden muss.
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2.2 Das Proteinmodell

Fiir Faltungssimulationen am Computer wird ein vereinfachtes Proteinmodell benotigt.
Dieses Modell sollte so gewihlt werden, dass die fiir eine gegebene Anwendung ent-
scheidenden Eigenschaften von Proteinen erhalten bleiben. Gleichzeitig sollten mog-
lichst nur Parameter, die hierbei von Bedeutung sind, beriicksichtigt werden um den

erforderlichen Aufwand so gering wie moglich zu halten.

2.2.1 Die Kontaktmatrix

Speziell fiir das Erzeugen von Proteinstrukturen mit Threading (siehe 2.6.1) bietet es
sich an, nicht die kartesischen Koordinaten der Atome, sondern eine Kontaktmatrix zu
verwenden (Lifson & Sander, 1979; Chan & Dill, 1990; Godzik et al., 1993; Holm &
Sander, 1993; Miry & Domany, 1996). Fiir ein Protein der Linge N ergibt sich eine
symmetrische N - N Matrix C fiir die gilt:

1 : wenn die Aminosauren i und j in Kontakt sind
Cij= { g 2.1

0 : sonst

Der ,.Kontakt” von zwei Aminosiuren kann hierbei auf verschiedene Weise definiert
werden. Im Falle, dass nur die C,, Atome benutzt werden (,,Cq " Kriterium, (Vendrus-
coloet al., 1997a)), bedeutet ,,Kontakt™, dass der Abstand zwischen den Atomen nicht
grofer ist als ein bestimmter Maximalabstand R.. Fiir diesen Maximalabstand wird
hier normalerweise ein Wert von 11A verwendet.

Bei dem ,,all atom* Kriterium (Hinds & Levitt, 1994; Mirny & Domany, 1996) bedeu-
tet der Kontakt, dass ein beliebiges Paar von Schweratomen der beiden Aminosiduren
einen Abstand aufweist, der kleiner als ein bestimmter Wert ist. Hier wird fiur dieses
Kriterium ein Wert von 4.5A verwendet. In beiden Fillen wird angenommen, dass
ein Kontakt nur zwischen Paaren von Aminosiuren k/ besteht, deren Sequenzabstand
disseq = I — k einen bestimmten Minimalwert nicht unterschreitet. Der Abstand der Cy,
Atome von in der Sequenz benachbarten Aminosduren betriigt 3.8A. Wiirde man diese
Paare in die Kontakte mit einbeziehen, so wiirde in diesen Fillen immer Kontakt vor-
liegen. Das gleiche gilt fiir Aminosdurepaare, die durch nur ein Residuum voneinander
getrennt sind. Diese Paare liegen dicht bei einander, weil sie Nachbarn in der Sequenz
sind und nicht weil sie eine Priferenz fiir einander haben. Somit wire es auch nicht
sinnvoll, diese in das Training der Energiefunktion mit einzubeziechen. Ahnlich verhilt
es sich fiir das all atom Kriterium.

In dieser Arbeit kommt ein Sequenzmindestabstand disseq von mindestens drei Amino-



2.2. DAS PROTEINMODELL 9

sduren zum Einsatz. Abb. 2.1 zeigt die Kristallstruktur einer Kette von Glutaredoxin
sowie die Darstellung der Kontaktmatrix C. Das Cg, Kriterium ist in der oberen Hailfte
dargestellt, das all atom Kriterium in der unteren. Entsprechend der Strukturdarstel-
lung sind alle interhelikalen Kontakte sowie Kontakte zwischen 3 Faltblittern farblich
gekennzeichnet. o Helices erscheinen in der Kontaktmatrix als Biander in der Hauptdia-
gonalen, 3 Faltblitter als Binder parallel zur Hauptdiagonalen im Falle von parallelen
Faltblittern und senkrecht zur Hauptdiagonalen im Falle von antiparallelen Faltblit-
tern.

Wie man sofort erkennt, liegen beim Cg, Kriterium weit mehr Kontakte vor als beim
all atom Kriterium. So sind beim C, Kriterium Kontakte zwischen [3 Faltblatt A und C
als Band senkrecht zur Hauptdiagonalen zu erkennen. Hierbei handelt es sich jedoch
nicht um ein antiparalleles Faltblatt, vielmehr bilden A und B ein paralleles sowie B
und C ein antiparalleles Faltblatt. Die Kontakte zwischen Faltblatt A und C sind eine
Folge des relativ groBen Abstands von 11A, der fiir das Cy, Kontakt Kriterium verwen-
det wird. Ein solches Abstandskriterium erweist sich jedoch bei vielen Rechnungen als
sinnvoll (siehe 3.3.2).

Die vielen geometrischen Bedingungen, die in solchen Kontaktmatrizen enthalten sind,
lassen eine relativ genaue Rekonstruktion der Struktur zu, selbst wenn nur ein Teil der
Kontaktmatrix verwendet wird. Fiir die Rekonstruktion von Strukturen wurden ,,Di-
stance Geometry” (Crippen & Havel, 1988), Molekular Dynamik (Briinger et al.,
1986) und Monte Carlo Verfahren (Vendruscolo et al., 1997b) verwendet. Auch fiir
Kontaktmatrizen fiir die keine Struktur existiert, weil die enthaltenen Bedingungen
nicht gleichzeitig erfiillbar sind, ldsst sich eine Struktur finden, deren Kontaktmatrix
moglichst nahe an der Ursprungsmatrix liegt (Vendruscolo et al., 1997b).

Eine Kontaktmatrix reprasentiert natiirlich nicht genau eine Struktur, sondern ein En-
semble von Strukturen, die zu dieser Kontaktmatrix passen. Diese Strukturen weichen
jedoch im allgemeinen nur geringfiigig voneinander ab. Ein grofier Vorteil der Kon-
taktmatrix gegeniiber kartesischen Koordinaten ist die Unabhingigkeit vom Koordi-
natensystem. So konnen zwei Kontaktmatrizen schnell iiber die gemeinsame Zahl an

Kontakten miteinander verglichen werden.
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0

Abbildung 2.1: Strukturdarstellung und Kontaktmatrix von Glutaredoxin (A-Kette)
nach dem Cg (Kontaktabstand r.=1 LE\) und dem all atorn Kriterium (Kontaktabstand
1.=4.5A).

2.2.2 Die Energiefunktion

Wird die Kontaktmatrix C als Strukturmodell verwendet, so lédsst sich beispiclsweise

folgende Energiefunktion verwenden:

Ns
E(S: G, U) = Z CijU(a?: Uf;)
by

(2.2)

Hierbei ist U die Matrix der Energieparameter, S = (o}, 0ta, ..., Qy;) die Sequenz der
Linge Ns, C die Kontaktmatrix und U (a,b) der Energieparameter fiir das Aminosiu-
repaar a und b. Bei 20 Aminosduren gibt es 210 mogliche Paare, also 210 Energiepa-
rameter. Dies ist die einfachste Form der in dieser Arbeit verwendeten Energiefunktio-
nen. Die Energieparameter werden mit Hilfe eines Optimierungsverfahrens bzw. einer
quasichemischen Methode bestimmt. Wichtigstes Ziel ist die Erkennung von nativen
Strukturen. Gleichzeitig sollte die Energiefunktion korreliert sein. Strukturen, die der
nativen Struktur dhnlich sind, sollten also eine relativ geringe Energie haben, undhnli-
che Strukturen eine hohe Energie (siehe 1).

Die Funktion lisst sich in vielerlei Hinsicht erweitern. Eine Moglichkeit ist die Er-



2.2. DAS PROTEINMODELL 11

weiterung auf verschiedene Sequenzabstinde disseq. So kann man Wechselwirkungen
zwischen gleichen Aminosiurepaaren, die jedoch durch eine unterschiedliche Zahl an
Residuen entlang der Peptidkette voneinander getrennt sind, unterscheiden. Auf diese
Weise lassen sich verschiedene Sekundirstrukturmerkmale erfassen. In o Helices z.B.
werden Wasserstoffbriicken zwischen dem Carbonylsauerstoff des Proteinriickgrates
von Residuum 7 und dem Wasserstoff des Stickstoffs der Peptidbindung von Residuum
i+4 ausgebildet. Desweiteren kénnen bevorzugt die Seitenketten von Residuen in Po-
sition (i,i+3) und (i,i+4) wechselwirken. Es erscheint somit sinnvoll, eine gesonderte
Betrachtung fiir Residuen in Position (i,i+3) bzw. (i,i+4) einzufiihren. Fiir ein gege-
benes Aminosdurepaar gibe es dann z.B. einen Energieparameter fiir den Fall, dass
der Abstand (i,i+3) oder (i,i+4) vorliegt und einen weiteren fiir grofiere Entfernungen
entlang der Peptidkette. Auf diese Weise wird die Gesamtzahl an Kontaktenergiepara-

metern von 210 auf 420 verdoppelt.

2.2.3 Disulfidbriicken

Disulfidbriicken stellen eine besonders starke Wechselwirkung zwischen Aminosiduren
dar: zwei Cysteine bilden {iber ihre Schwefelatome eine kovalente Bindung. Disul-
fidbriicken unter Verwendung des C, Modells explizit zu beriicksichtigen, ist nicht
ohne weiteres moglich. Sind zwei Cysteine in Kontakt, so ist nicht klar, ob eine solche
Bindung vorliegt oder nicht. Uber die Positionen der Schwefelatome lisst sich dies
zwar leicht feststellen, jedoch sind diese im Modell nicht enthalten. Kennt man nur
den Cg-C Abstand, so ist nicht klar, wie die Aminosiduren zueinander orientiert sind.
Zudem kann ein gegebenes Cystein mit mehr als einem weiteren Cystein in Kontakt
stehen. Disulfidbriicken werden also in dieser Arbeit nicht gesondert betrachtet. Bei
einem Energieparameter fiir Cystein-Cystein Paare wird nicht unterschieden zwischen
Paaren, die eine Disulfidbriicke ausbilden und Paaren die keine Disulfidbriicke ausbil-

den.

224 C, oder all atom Kontaktkriterium?

Die beiden Kontaktkriterien Cq und all atom stellen zwei sehr unterschiedliche Mog-
lichkeiten dar, einen Kontakt zwischen einem Aminosdurepaar zu definieren. Beim Cy,

Kriterium wird angenommen, jede Aminosidure besteht aus einer Kugel mit dem Ra-

dius r = % wohingegen beim all atom Kriterium die spezifische geometrische Form

einer Aminosiure beriicksichtigt wird. Verwendet man fiir die Erstellung der Kontakt-

matrizen das all atom Kriterium, so funktioniert die Erkennung von nativen Struktu-
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ren wesentlich besser (siche 3.3.1). Dies ist zu erwarten, da ein detaillierteres Modell
verwendet wird. Ein wesentlicher Punkt muss jedoch beriicksichtigt werden: bei der
Erstellung der all atom Kontaktmatrizen werden, im Gegensatz zum Cg Kontaktkri-
terium, die Seitenketten der Aminosiuren beriicksichtigt. Somit ist die zu einer Kon-
taktmatrix gehorende Struktur von der Sequenz abhingig. Unter Verwendung einer
gegebenen Kontaktmatrix werden also fiir verschiedene Zielsequenzen verschiedene
Strukturen erzeugt. Wird ein Decoy erzeugt, so werden die Sequenz des Zielproteins
und die Kontaktmatrix eines Decoyproteins zu einem Sequenz/Struktur Paar vereinigt.
Da die Kontaktmatrix jedoch unter Verwendung der Sequenz des Decoyproteins er-
stellt wurde, liegt mit grofier Wahrscheinlichkeit nun nicht mehr die gleiche Struktur
Vor.

Natiirlich kann es auch vorkommen, dass eine Kontaktmatrix zusammen mit einer be-
stimmten Sequenz iiberhaupt nicht realisiert werden kann. Es ist anzunchmen, dass
die Strukturveranderungen, die beim Erzeugen der Decoys auftreten, mit einer Ver-
ringerung der Qualitdt der Decoys einhergehen. Somit wire der Grund fiir die gute
Erkennung bei Verwendung des all atom Kontaktkriteriums nicht ein besseres Funk-
tionieren der Energiefunktion, sondern die Tatsache, dass die Decoys, bedingt durch
ihre verzerrte Struktur, leichter zu erkennen sind. Es wird also nicht die richtige Struk-

tur erkannt, sondern die richtige Sequenz.

2.2.5 Berechnen der Kontaktmatrizen

Aus den gegebenen Atomkoordinaten einer Struktur kann eine Kontaktmatrix erstellt
werden. Handelt es sich um eine Struktur welche nur Standardaminosiuren enthalt,
so stellt dies kein weiteres Problem dar. Viele Strukturen enthalten jedoch modifizier-
te Aminosduren (z.B. Selenomethionin oder S-Methyl-Cystein) oder Kofaktoren (z.B.
Ham-Gruppen oder NAD). Liegt eine modifizierte Aminosiure vor, so werden fiir die
Erstellung der Kontaktmatrix bei Verwendung des all atom Kontaktkriteriums die Ko-
ordinaten aller Schweratome der modifizierten Aminosiure verwendet. Beim Cg, Krite-
rium werden ohnehin nur die Koordinaten des Cgy Atoms verwendet, die Modifikation
der Aminosdure muss also nicht beriicksichtigt werden. Fiir die Wahl des Kontaktener-
gieparameters wird angenommen, es handelt sich um eine unmodifizierte Aminoséure.
Wechselwirkungen mit modifizierten Aminosauren werden sich von denen mit unmo-
difizierten unterscheiden. Um dies zu beriicksichtigen, konnten neue Aminosauretypen
eingefithrt werden. Es ist jedoch zu erwarten, dass aufgrund der geringen Anzahl mo-
difizierter Aminosiuren keine aussagekriftige Statistik erhalten wird. Wiirde man sol-

che Aminosiuren einfach bei der Erstellung der Kontaktmatrix ganz vernachlissigen,
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so entstiinde eine Liicke in der Struktur und die Kontinuitit der Kette wire unterbro-
chen. Somit erscheint die verwendete Vorgehensweise relativ sinnvoll.

Kofaktoren werden ganz vernachlissigt, da diese in der Regel nicht auf eine der zwan-
zig Aminosiuren zuriickzufithren sind. Hierbei werden also wieder moglicherwei-
se wichtige Wechselwirkungen vernachlissigt. Gerade bei groBeren Kofaktoren (z.B.
Him), die zum Teil auch noch mehrfach in einem Protein vorliegen, kénnen so rela-
tiv groBe Liicken in der Struktur entstehen. Beim Erzeugen von Decoys spielt es aber
keine Rolle, ob Kofaktoren weggelassen werden. Es ist Aufgabe der Energiefunkti-
on eine nicht-native Struktur als solche zu erkennen. Bei Zielsequenzen wird jedoch
davon ausgegangen, dass eine native Struktur vorliegt. Da bei der Energieberechnung
Kofaktoren unberiicksichtigt bleiben, kann es sein, dass eine ,,falsche* Struktur gelernt
wird, da Kofaktoren hiufig eine essentielle Rolle bei der Stabilisierung von Struktu-
ren spielen. Wenn mit einer grolen Menge an Zielsequenzen gelernt wird, kann es als
Konsequenz passieren, dass ein Protein mit Kofaktoren nicht erkannt wird. Denkbar
ist sogar, dass sich eine solche Zielsequenz so stark auf die Energiefunktion auswirkt,
dass die Erkennung von ,,normalen* Sequenzen negativ beeinflusst wird.

Ein weiteres Problem sind Liicken in PDB-Strukturen. Ist z.B. ein Teil einer Prote-
instruktur sehr beweglich, so kann es sein, dass er in der Elektronendichtekarte nicht
lokalisiert werden kann. In einem solchen Fall fehlen dann die Koordinaten der ent-
sprechenden Aminosiuren in der PDB-Datei. Es liegen also Liicken in der Struktur
vor, welche aus den oben genannten Griinden bei den Zielsequenzen zu Problemen
fithren konnen.

Die Menge an vollstindig lickenlosen, unmodifizierten Proteinen ohne Kofaktoren in
der Protein Daten Bank ist zu gering, als dass man sich bei der Zusammenstellung der
Proteinsets nur auf diese Strukturen beschrianken konnte. Daher lassen sich gerade bei

den grofien Sets die oben genannten Probleme nicht vollstindig vermeiden.

2.3 Ahnlichkeits- und DistanzmaBe

Eine wichtige Frage ist, wie strukturelle Unterschiede zwischen Proteinkonformatio-
nen unter Verwendung eines gegebenen Ahnlichkeits- bzw. DistanzmaBes wiederge-
geben werden. Wiinschenswert ist ein Mal3, welches moglichst gut mit der Energie
korreliert. Ein Problem hierbei ist sicherlich, dass strukturelle Schwankungen unter-
schiedlicher Bereiche einer Struktur sich unterschiedlich stark auf die Energie auswir-
ken. So wird der Einfluss der Fluktuation eines Loop Bereiches geringer sein als der

eines hydrophoben Kems.
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Wichtig ist auch, inwieweit ein Maf} den Abstand zweier Atome beriicksichtigt. Ei-
ne Abweichung bei kleinen Abstidnden kann einer sehr viel hoheren Energieinderung

entsprechen, als bei einem grof8en Abstand.

2.3.1 cRMSD

Zum Vergleich zweier Strukturen (1) und (2) mit N Atomen in kartesischen Koordi-
(k)

naten 7, ' mitn = 1,2,...,N wird hédufig die RMSD (Root-mean-square-deviation) der

Koordinaten verwendet, welche dann als cRMSD bezeichnet wird:

1 X 2
cRMSD — \/ S ¥ () =) (2.3)

n=1

Hierfiir miissen die Strukturen iiber Translation und Rotation so zur Deckung gebracht
werden, dass der Wert der cRMSD minimal wird. Dieses Problem lésst sich analy-
tisch 16sen (Kabsch, 1976). Die cRMSD verwendet fiir alle Atome dasselbe Gewicht.
Abweichungen von grofieren Atomabstinden werden genauso gewichtet wie die von

kleinen Abstinden.

2.3.2 dRMSD

Die dRMSD vergleicht alle Npgar = w interatomaren Abstinde r;; zweier Konfor-

mationen mit N Atomen. Sie berechnet sich nach:

_ b @)
dRMSD = \/ N ;J (ri s ) (2.4)

Die dRMSD lisst sich leichter berechnen als die cRMSD, da sie unabhingig vom

Koordinatensystem ist. Eine Minimierung, wie sie bei der cRMSD notig ist, fillt hier

weg. Ein Problem ist jedoch, dass Atompaare mit grolen Abstinden, also Paare die

eher weniger zur Energie beitragen, einen eher groleren Beitrag zur dRMSD leisten.

2.3.3 Power distance

Die power distance vergleicht Atompaarabstinde und verwendet fiir kleine Abstinde

ein groBeres Gewicht:

(rll(}))*ﬂi o (rl(?))*ﬂi (2.5)

et -x

i<j
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Je grofier der Parameter m gewahlt wird, desto starker werden kleine Abstande gewich-
tet. Ein zu kleiner Wert fiir m fithrt im allgemeinen zu einer schwachen Korrelation
zwischen Dypqy, und der Energie. Wird hingegen ein zu groBer Wert fiir m gewihlt, so
wird das Gewicht fiir kleine Abstinde zu hoch und der Einfluss von lokalen Eigen-
schaften dominiert den Wert von Doy Dies kann dazu fithren, dass bei kleinem Dpow
die globale Faltung der verglichenen Strukturen grundlegend verschieden ist. Bei der
Verwendung von Definition 2.5 ist Dpow stark von der Linge und Kompaktheit der
Strukturen abhiingig. Dpoy lédsst sich jedoch z.B wie folgt normieren:

( (1)) -m (r(z))—m

i

~ (m)
Dpow = (2.6)
P paa ; —m ( (2)) —m

§,’;’\l liegt immer zwischen O und 1, jedoch werden kleine Abstinde nicht unbedingt

hoher gewichtet als grofie Abstinde. Fiir ein bestimmtes Atompaar ij mit den Ab-
(Jl) und rl(j), die mit dem gleichen Faktor A reskaliert werden, bleibt DI()%,)W

unverandert.

standen r

Folgende Normierung wird in dieser Arbeit verwendet:

(”I) El<j ‘ —m __ )) m
Dpow = 2) 2.7)
KJ [ —m ‘l‘ ) m]
2.3.4 Overlap
Der Overlap g vergleicht zwei Kontaktmatrizen:
Y Cij C’
q(C,C") = (2.8)
MaX(ZU lj:):tj )

Mit dieser Definition liegt der Overlap zwischen 0 und 1 und ist genau dann eins, wenn
die Matrizen identisch sind.

Dcont = 1 — g bezeichnet die entsprechende Distanz zwischen zwei Kontaktmatrizen.

2.4 Test der DistanzmaBe

Die verschiedenen Distanzmalfie werden die Eigenschaften von Proteinstrukturen un-
terschiedlich wiedergeben. Zum Test dieser Distanzmalle wird hier ein diskretes Mo-

dell verwendet.
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2.4.1 Ein diskretes Proteinmodell

Co Ca

Cua

o
-
o

Abbildung 2.2: Das diskrete Proteinmodell verwendet nur die Cy Atome einer Prote-
instruktur. Diese wird iiber die (a, T) Winkel beschrieben.

Das verwendete Modell beriicksichtigt nur die Cy, Atome des Proteinriickgrates. Um
eine gegebene Struktur zu beschreiben werden zwei Winkel eingefiihrt (siche Abb.
2.2): Der Winkel o beschreibt Winkel zwischen drei aufeinanderfolgenden Cg Ato-
men. Da es sich hierbei nicht um einen ,.echten” Bindungswinkel handelt, wird dieser
Winkel als Pseudo-Bindungswinkel bezeichnet. Der Winkel T zwischen vier aufein-
anderfolgenden Cy Atomen wird entsprechend als Pseudo-Torsionswinkel bezeichnet.
Die Zuordnung der o/t Paare kann auf zweierlei Weise erfolgen: zu einem Winkel t
iiber die Atome i,i + 1,74 2,7+ 3 kann der Winkel o iiber die Atome 7,7 + 1,74 2 oder
iiber die Atome i+ 1,i 42,7+ 3 definiert werden. In dieser Arbeit beginnt die Numme-
rierung am N-Terminus der Peptidkette und jeweils die Atome i,i+ 1,i 42 definieren
einen Winkel o und die Atome 7,i+ 1,742,743 den zugehorigen Winkel 1. Der letzte
Winkel a in der Kette wird also nicht beriicksichtigt.

Die Diskretisierung erfolgt, indem nur bestimmte (o, T) Paare zugelassen werden. Park
& Levitt (Park & Levitt, 1995) haben untersucht, wie gut sich dieses Modell mit rea-
len Proteinstrukturen aus der PDB in Ubereinstimmung bringen ldsst. Als Distanzmaf
wurde die cRMSD verwendet. Es wurde gezeigt, dass sich fiir ein Set von 149 Pro-
teinen bei nur vier (a,T) Paaren eine mittlere cRMSD von 2.2A erreichen lésst. Zu
einer gegebenen Sequenz die diskrete Modellstruktur zu finden, welche die geringste
cRMSD zur realen Struktur aufweist, ist extrem aufwendig. So gibt es fiir Ketten mit
einer Linge N > 1 bei k moglichen Zustinden je Residuum £V~ mogliche Konforma-
tionen!. Minima lassen sich iiber iibliche Minimierungsverfahren auffinden. Park und
Levitt haben gezeigt, dass man iiber einen einfachen, deterministischen Algorithmus

zu guten Minima gelangen kann (Park & Levitt, 1995).

'Sowohl fiir N = 1 als auch fiir N = 2 gibt es fiir die Darstellung einer Proteinstruktur in den Winkeln
o, T nur einen moglichen Zustand. Der Abstand zwischen den Residuen ist festgelegt und wird nicht
variiert. Somit kénnen die Cy Atome der ersten beiden Residuen im Abstand von r. beliebig in den
Raum gelegt werden.
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2.4.2 Build up Algorithmus

Der Build up Algorithmus von Park und Levitt besteht in einem sukzessiven Aufbau
der Peptidkette. Ziel ist es, zu einer Modellstruktur mit modglichst groBer Ahnlichkeit
zur Kristallstruktur zu gelangen. Hierbei wird unter Verwendung von k o/t Winkel-
paaren an eine wachsende Kette das nédchste Cy Atom in allen £ moglichen Positionen
hinzugefiigt und die erhaltenen Strukturen iiber das verwendete Distanzmal} bewertet.
Zu jeder so erhaltenen Struktur wird wiederum das nédchste Cy Atom in jeder mog-
lichen Position hinzugefiigt. Uberschreitet die Anzahl der erzeugten Strukturen einen
Grenzwert Nieep s0 wird nur noch mit den Nieep Strukturen groBter Ahnlichkeit weiter
verfahren. Diese Prozedur wird wiederholt bis das Kettenende erreicht ist. Von allen
vollstindigen Strukturen, die auf diese Weise erzeugt werden, dient jene mit grof-
ter Ahnlichkeit als Modellstruktur. Die Tatsache, dass nach jedem Schritt nicht nur
die dhnlichste Struktur verwendet wird, ermdglicht das Erreichen einer guten globalen
Struktur, auch wenn lokale Bereiche weniger gut mit der realen Struktur tibereinstim-
men. Als Distanzmalle werden hier die cRMSD, die Kontaktdistanz D.oyy sowie die
power distance Dpoy verwendet (siehe 2.3).

Die erreichte Ahnlichkeit ist stark von den verwendeten Winkelpaaren abhingig. Zum
Auffinden von moglichst geeigneten Winkelpaaren wird eine Monte Carlo (MC) Opti-

mierung durchgefiihrt.

2.4.2.1 Optimierung der Winkelpaare

Abb. 2.3 zeigt die Verteilung der o/t Winkel fir native Proteine. Die Winkelpaare
lassen sich nun z.B. aus dieser Verteilung entnehmen, indem man Werte aus Berei-
chen mit hoher Dichte auswiihlt. Es zeigt sich jedoch, dass sich hierbei ein Modell mit
relativ geringer Qualitit ergibt. Aus diesem Grund wird eine Optimierung der Winkel-
paare mittels einer Monte Carlo Methode durchgefiihrt. Hierfiir wird mit gegebenen
Winkelpaaren begonnen und die erreichte Ahnlichkeit nach einem der vorgestellten
AhnlichkeitsmaBe berechnet. Ein Winkel wird zufillig ausgewihlt und eine Anderung
aus einem gegebenen gleichverteilten Intervall vorgenommen. Nach dem Metropolis
Kriterium (siche Gleichung 2.11) wird entschieden, ob die Anderung angenommen

wird oder nicht. Diese Prozedur wird fortgefiihrt bis eine hohe Ahnlichkeit erreicht ist.
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Abbildung 2.3: Verteilung der (o, T) Winkel der 202 Zielproteine aus Set g4 (siehe
2.7). Der Winkel o beschreibt den Winkel zwischen drei aufeinanderfolgenden Cg,
Atomen, der Winkel T den Winkel zwischen vier aufeinanderfolgenden Cy Atomen.

2.4.2.2 Verwendete Proteine

Fiir das diskrete Proteinmodell wird eine Teilmenge von Setjg14 (siehe 2.7) mit 774
Proteinstrukturen verwendet. Diese Teilmenge enthilt nur kontinuierliche Peptidket-
ten. Proteine bei denen einzelne Residuen im Inneren der Peptidkette in der Kristall-
struktur nicht sichtbar sind, sind also ausgenommen. Fiir die Optimierung der Winkel-

paare wird jeweils eine Auswahl an wenigen Proteinen verwendet.
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2.5 Simulation der Proteinfaltung mittels einer Monte
Carlo Methode

Eine Energiefunktion, die in der Lage ist Proteinstrukturen sinnvoll zu bewerten, sollte
sich auch fiir Monte Carlo Simulationen eignen. Sowohl fiir die Strukturvorhersage,
als auch zum Erzeugen von Decoys zum Trainieren der Energiefunktion wird hier ei-
ne Monte Carlo Simulation im Raume der (¢, y)-Torsionswinkel verwendet. Eine reine
Kontaktenergiefunktion ist hierfiir nicht geeignet. Unter anderem muss darauf geachtet
werden, dass sich einzelne Residuen nicht zu nahe kommen. Hierfiir wird ein absto-

Bendes Potential E;,, implementiert:

1’12

Erep = ErepO : % (29)

ro kann hierbei in Abhingigkeit vom Aminosiurepaar gewihlt werden.

Auch wenn mit dem abstoflenden Potential (2.9) verhindert wird, dass sich einzelne
Residuen zu nahe kommen, kann es passieren, dass eine mit der MC Methode si-
mulierte Proteinstruktur kompakter als die native Struktur wird. Um diesem Effekt
entgegenzuwirken, wird eine grof3e mittlere Anzahl an Kontakten mit einer positiven

Energie E. belegt:

0 : IN./N < C
{ wenn 2Ne/N < (2.10)

((2N;/N)—-C)-Ep : wenn2N./N>C

Hierbei ist N. die Gesamtzahl der Kontakte in einer Struktur und N ist die Sequenz-
linge. Wenn die mittlere Kontaktzahl 2% den Wert C iiberschreitet wird eine positive
Energie hinzugefiigt. Die Hohe dieser Energie ist linear abhéngig von % Welcher Wert
fiir C sinnvoll ist, hingt von der Sequenzlinge ab. Die mittlere Anzahl der Kontakte
nimmt im allgemeinen mit zunehmender Linge zu, streut jedoch relativ stark (siehe
Abb. 3.4).

Werden Kontaktenergieparameter nach der in Abschnitt 2.10 beschriebenen Methode
erzeugt, so ist die Skalierung der Parameter von der Anzahl der verwendeten Struktu-
ren abhidngig. Um die Skalierung verschiedener Kontaktenergiefunktionen beziiglich
der Energieparameter zu vereinfachen, wird die Summe der quadratischen Kontakt-
energieparameter Zu? (siehe Gleichung 2.19) fiir diese Energiefunktionen auf einen
konstanten Wert, normalerweise 10, gesetzt.

In einer MC Simulation werden pro MC Schritt entweder ein Winkel oder zwei Winkel
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am gleichen Cy, Atom zufillig gedndert. Ein Schritt wird mit folgender Wahrschein-

lichkeit angenommen (Metropolis Kriterium):

(2.11)

W exp(—%) : wenn AE >0
1 : sonst

Die Monte Carlo Simulation kann sowohl fiir Proteinstrukturvorhersagen also auch zur

Erzeugung von Decoys fiir das Training der Energiefunktion verwendet werden.

Simulated Annealing Die Temperatur T in Gleichung 2.11 ist in Verbindung mit den
hier verwendeten Energiefunktionen keine ,.,echte” Temperatur. Will man eine Fal-
tungssimulation durchfiihren, so ist die Wahl der richtigen Temperatur von grofier Be-
deutung. Da es schwierig ist eine allgemeingiiltig sinnvolle Temperatur fiir die Faltung
zu ermitteln, bietet sich das Verfahren des simulated annealing an. Hierbei wird die
Temperatur wihrend der Simulation herunterskaliert. Bei der hier verwendeten Me-
thode wird die Temperatur entweder nach einer bestimmten Zahl von erfolgreichen
Monte Carlo Schritten oder nach Erreichen einer maximalen Anzahl an Schritten line-

ar mit dem Faktor scale herunterskaliert:

Thew = Tair - scale (2.12)

Wird mit einer Temperatur, die oberhalb der Faltungstemperatur liegt, begonnen und

dann weit genug heruntergekiihlt, konnen relativ tiete Energien erreicht werden.

2.6 Erzeugen von Decoys

Um eine Energiefunktion auf das Erkennen von nativen Proteinstrukturen zu trainieren,
werden native und nicht-native Strukturen benétigt. Native Strukturen kénnen z.B. der
Protein Daten Bank (PDB) entnommen werden. Fiir das Erzeugen von nicht-nativen
Strukturen gibt es eine Vielzahl von Méglichkeiten. Kontaktmatrizen zu diesem Zweck
zufillig zu erstellen, ist keine sinnvolle Methode. Zu einer zufilligen Kontaktmatrix
gibt es mit grofler Wahrscheinlichkeit keine entsprechende Struktur, da die enthalte-
nen Bedingungen hiufig nicht gleichzeitig erfiillt werden konnen. Selbst wenn eine
Kontaktmatrix geometrisch realisierbar ist, heisst das nicht, dass sie auch physikalisch

sinnvoll ist.
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2.6.1 Erzeugen von Decoys mittels Threading

Eine einfache und schnelle Methode eine grofie Zahl an physikalisch sinnvollen De-
coys zu erzeugen ist die Threading Methode. Dabei wird eine Zielsequenz der Linge
N mit der Kontaktmatrix einer anderen Struktur der Linge N’ > N kombiniert.

Haben die beiden Proteine die gleicher Linge so werden sie einfach zu einem neuen
Sequenz/Struktur Paar verkniipft. Ist das Protein zum Erzeugen der Decoys linger als
die Zielsequenz, so werden Zeilen und Spalten der (N',N") Kontaktmatrix gestrichen,
so dass Untermatrizen mit den Spalten und Zeilen i+ 1,i4 2, ...,i + N entstehen. Hier-
bei ist i = 0,1,...,N' — N. Die auf diese Weise erzeugten (N,N) Matrizen werden als
Kontaktmatrix fiir die Zielsequenz verwendet. Zu einer (N’, N') Kontaktmatrix gibt es
N’ — N +1 solcher Untermatrizen, die fiir die Erzeugung der Decoys verwendet werden
konnen. Werden native Strukturen zum Erzeugen der Decoys verwendet, so erhilt man
physikalisch sinnvolle Strukturen, die typische Eigenschaften von Proteinen, wie z.B.

die Sekundirstrukturmerkmale aufweisen.

2.6.2 Erzeugen von Decoys mittels einer Monte Carlo Methode

Zum Erzeugen von Decoys mit im Prinzip beliebiger Ahnlichkeit eignen sich Monte
Carlo Methoden, die z.B. native Strukturen als Startpunkt verwenden. Hier wird eine
Monte Carlo Methode im Raume der (¢, y)-Winkel verwendet. Die Strukturen der Tra-
jektorie dienen als Decoys. Fiir die Monte Carlo Simulation werden natiirlich initiale
Kontaktenergieparameter benotigt. Hierfiir konnen z.B. Parameter, die mit Hilfe von
Threading erzeugt wurden, verwendet werden. Eine besonders genaue Energiefunktion
ist hierbei nicht nétig. Verwendet man als Startkonformation eine native Struktur und
erzeugt kurze Trajektorien, so lassen sich z.B. mit verschiedenen Temperaturen und
verschiedenen seeds fiir die Erzeugung der Zufallszahlen, viele Strukturen mit hoher

Ahnlichkeit zur nativen Konformation erzeugen.

2.7 Verwendete Proteine und Strukturen

Fiir das Training der Energiefunktionen wird fiir verschiedene Sequenzen die native
Struktur zusammen mit einer grofen Zahl nicht-nativer Strukturen betrachtet, wobei
eine native Struktur, unter Verwendung einer gegebenen Energiefunktion, die niedrig-
ste Energie aufweisen sollte. Die nativen Strukturen stammen aus der Protein Daten
Bank.

Um eine gute Statistik zu erhalten ist es sinnvoll, eine groBere Zahl an Zielsequenzen
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zu betrachten und fiir diese eine grofie Anzahl an Decoys zu erzeugen. Es wird also ei-
ne grofie Zahl an nativen Proteinen benotigt. In dieser Arbeit werden verschiedene Sets
an nativen Proteinen verwendet (sieche Anhang). Aus einem gegebenen Set werden alle
Strukturen fiir die Erzeugung von Decoys benutzt. Als Zielsequenzen dienen nur jene
Strukturen, die bestimmte Bedingungen erfiillen. In der Regel werden hierfiir alle ein-
zelkettigen Proteine mit einer Linge kleiner gleich 200 Aminosiuren verwendet. Da es
nicht moglich ist, eine Kontaktmatrix fiir ein mehrkettiges Protein sinnvoll aufzustel-
len, kann man die einzelnen Ketten von mehrkettigen Proteinen nur separat anwenden.
Um weitere Decoys zu erzeugen ist diese Vorgehensweise sinnvoll. Weist eine solche
Struktur zusammen mit der beim Threading verwendeten Sequenz keine nativen Ei-
genschaften auf, so ist es Aufgabe der Energiefunktion dies zu erkennen. Wird eine
solche Kette als Zielsequenz verwendet, so werden Wechselwirkungen zwischen den
Ketten vernachlassigt. Somit wird unter Umstianden eine falsche Struktur gelernt. Aus
diesem Grund werden nur einzelkettige Proteine als Zielsequenz verwendet.

Je linger eine Sequenz ist, desto weniger Decoys lassen sich unter Verwendung eines
gegebenen Sets an Proteinen erzeugen. Daher ist es sinnvoll nur Proteine mit begrenz-
ter Linge als Zielsequenzen zu verwenden.

Die PDB enthilt zur Zeit 30963 Strukturen®. Wiirde man alle oder einen willkiirli-
chen Teil aller Proteinstrukturen aus diesem Set verwenden, so wire die Gefahr einer
ungleichen Verteilung sehr hoch. Werden zum Beispiel nur Strukturen als Zielsequen-
zen verwendet, die iiberwiegend helikal aufgebaut sind, so hiitte die Funktion eine
Tendenz zur Erkennung solcher helikalen Proteine. Sehr viele Proteine in der Protein
Daten Bank sind homolog. Die Homologie kann so weit gehen, dass sich zwei Prote-
ine in nur sehr wenigen Aminosauren unterscheiden. Solche Proteine konnen in ihrer
Struktur weitgehend identisch sein und bekommen ein zu grofies Gewicht, wenn sie
alle beim Threading beriicksichtigt werden.

Kristallstrukturen und NMR Strukturen unterscheiden sich in ihren Eigenschaften und
werden auch unterschiedlich gut von den Energiefunktionen erkannt. Godzik et al. ha-
ben festgestellt, dass sich Energiefunktionen, die durch statistische Analyse von Kri-
stallstrukturen hergeleitet wurden, schlecht fiir die Erkennung von NMR-Strukturen
verwenden lassen und umgekehrt (Godzik et al., 1995). Aus diesem Grund wer-
den Kristall- und NMR-Strukturen getrennt behandelt. Die verschiedenen verwendeten

Proteinsets sind imm Anhang aufgefiihrt.

28tand 17.5.2005
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Kristallstrukturen Hier werden hauptsichlich vier verschieden grofie Sets an Prote-
inen verwendet, wobei ein kleineres Set immer eine Teilmenge jedes der grofieren Sets
darstellt. Setigi4 enthillt 1014 Ketten, von 965 verschiedenen Proteinen. Das Setysg
enthélt nur einkettige Proteine ohne Him-Gruppen. Set;35 enthiilt nur einkettige Prote-
ine ohne Kofaktoren. Das kleinste Proteinset Setys enthilt 45 relativ kurze Proteine mit
einer maximalen Linge von 142 Aminosiuren. Unter Verwendung des Cy Kontaktkri-

teriums mit r. = 11A kommt jeder der 210 moglichen Kontakte mindestens einmal vor.

NMR Strukturen Das Set der NMR Strukturen enthilt 156 Ketten von 156 ver-
schiedenen Proteinen. 17 Ketten stammen aus mehrkettigen Proteinen. Das Set enthilt
135 Zielsequenzen (einzelkettige Proteine mit einer Linge N < 200 Residuen). Ein
Problem bei NMR Strukturen ist die Tatsache, dass in vielen Fillen mehrere Konfor-
mationen fiir eine Sequenz in einer PDB-Datei angegeben sind. Diese werden mit mo-
del 1, model 2 usw. bezeichnet. In einigen Fillen ist die Nummer des reprisentativen
Modells angegeben, welches nicht unbedingt Nr. 1 sein muss. Diese Angabe erfolgt
nur dusserst selten, so dass sie schlecht genutzt werden kann. In dieser Arbeit wird bei
NMR Strukturen die erste in einer PDB Datei angegebene Konformation verwendet.
NMR Strukturen sind Konformationen in Losung, was erwarten lisst, dass sich prinzi-
pielle strukturelle Unterschiede zu Kristallstrukturen ergeben (siehe z.B. Abb. 3.4).
Der Overlap zwischen zwei Strukturen hingt in der Regel vom verwendeten Kontakt-
kriterium ab. Abb. 2.4 zeigt die Verteilungen der Overlaps g aller fiinf Proteinsets fiir

das Cy und das all atom Kontaktkriterium.

Proteine fiir Monte Carlo Faltungssimulationen Zum Testen verschiedener Ener-
giefunktionen in Monte Carlo Faltungssimulationen werden drei verschiedene Proteine
verwendet (siehe Abb. 2.5):

e Crambin (PDB Code: 1lejg)
Ein hidufig verwendetes Protein fiir das Testen von Kontaktenergiefunktionen ist
das Pflanzensamen-Protein Crambin (Jelsch er «l., 2000). Es handelt sich um
ein einkettiges Protein mit einer LLinge von 46 Residuen. Diese Eigenschaften
machen es gut handhabbar fiir Kontaktenergiefunktionen und Faltungssimula-

tionen.

e Mating Pheromone Er-1 (PDB Code: 2erl)

Hierbei handelt es sich um ein trippelhelikales Protein aus 40 Aminosiuren.
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Abbildung 2.4: Verteilungen der Overlaps q fiir die fiinf fiir Threading verwendeten
Proteinsets unter Verwendung des Cq, (a) sowie des all atom (b) Kontaktkriteriums.
Fiir das Cy Kontaktkriterium werden fiir das Setyyg die Kontaktabstinde r. = 8A und
ro = 11A verglichen.
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e Cro Repressor Insertion Mutant K56-[Dgevk] (PDB Code: lorc)

Dieses Protein aus 64 Aminoséduren besteht aus mehreren o Helices und antipar-
allelen [ Faltblittern.

(b)

Abbildung 2.5: Zum Testen verschiedener Energiefunktionen in Monte Carlo Faltungs-
simulationen werden drei verschiedene Proteine verwendet.

(a): Crambin (lejg), (b): Mating Pheromone Er-1 (2erl), (c): Cro Repressor Insertion
Mutant K56-[Dgevk] (lorc).
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2.8 Beschreibung von Aminosiauren an der Protein-

oberfliache

Beriicksichtigt die Energiefunktion nur die Kontakte zwischen Aminosauren, so wird
die Wechselwirkung von Aminosauren an der Proteinoberfliche mit Losungsmittel-
molekiilen der Umgebung vernachlissigt. Es wird nur festgelegt welche Aminosduren
bevorzugt wechselwirken, eine Priferenz fiir das Auftreten einer Aminosaure an der
Oberfldache lasst sich nicht einstellen. Nur wenn alle Wechselwirkungen einer Amino-
sdure abstoBend, also alle zwanzig Kontaktenergieparameter an denen die Aminosaure
beteiligt ist positiv sind, ist eine Priferenz fiir die Proteinoberfliche gegeben. Da je-
de Aminosiure jedoch anziehende Wechselwirkungspartner benotigt, ist dies norma-
lerweise nicht der Fall. Daher werden von der Energiefunktion kompakte Strukturen
favorisiert, auch wenn eine Sequenz vorliegt, die eine relativ offene native Struktur be-
sitzt. Es lasst sich jedoch relativ einfach ein zusitzlicher Oberflichenenergieparameter
fiir jede Aminosiure einfithren. Hierfiir wird angenommen, dass eine Aminosiure mit
Losungsmittelmolekiilen wechselwirkt, wenn sie weniger als eine vorgegebene Anzahl

A an Nachbarn besitzt. Die zugehorige Energiefunktion lautet:

N
E(C,S,U) =E.+ Y f(Ci)
i=1
o (2.13)
fioy-{ (-BRa) it 4T
0 : A<yl ¢y

E.: Kontaktenergie der Aminosiurepaare

N: Linge der Sequenz

Ué?s): Oberflichenenergieparameter fiir Aminosiure o;*

A: Oberflichenparameter: Anzahl der Nachbarresiduen einer Aminoséure im

Proteininneren

Es wird also fiir Residuen, die weniger als A Nachbarn haben, die Anzahl an Kontak-
ten mit dem Oberflichenenergieparameter Uéf_’) auf A aufgefiillt. Ein entscheidender
Punkt ist hierbei die Wahl dieses Oberflichenparameters A. Abb. 2.6 zeigt die mittlere
Anzahl der Kontakte fiir die verschiedenen Aminosiduren. Die Anzahl der Kontakte
der individuellen Residuen variiert jedoch sehr stark. Abb. 2.7 zeigt die Haufigkeits-
verteilungen fiir die Anzahl an Nachbarkontakten fiir Residuen vom Typ Glycin und
Phenylalanin. In Ubereinstimmung mit Abb. 2.6 liegt der Median fiir Phenylalanin bei
hoheren Werten als der fiir Glycin. Die Standardabweichungen sind mit 7.4 fiir Glycin
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und 6.3 fiir Phenylalanin sehr hoch. Diese Tatsache macht es schwierig, einen sinnvol-
len Wert fiir A abzuschitzen. Im Ergebnissteil ist dargestellt, wie sich dieser Parameter

auf die Erkennung nativer Strukturen auswirkt (siehe 3.3.4).

251 o
Leu val R
L 218 2-LlTyl 2L9T1'p
Al Met 71205 | | 20.4
70 A1 His
~ Thr 19,2
- Asn | | OY Lys Ser 112 Pro

Asp
13.9 15,7, 5157
151 | 147 1_{51i3 132 15.1

10

0

Abbildung 2.6: Mittlere Anzahl der C, Kontakte pro Residuum der 20 verschiedenen
Aminosduren fiir die 202 Zielproteine aus Set|g4.

Von den unpolaren Aminosiuren haben Alanin, Cystein, Isoleucin, Leucin, Methionin,
Phenylalanin, Tryptophan und Valin eine erwartungsgemifl hohe Anzahl an Kontak-
ten. Diese Aminosiuren befinden sich vorzugsweise im Inneren der Proteine wo in
jeder Richtung Kontakte vorliegen. Die verbleibende unpolare Aminosiure Prolin hat
eine relativ geringe mittlere Anzahl an Nachbarn. Prolin findet sich haufig in Loop
Regionen. Diese befinden sich vermehrt an der Proteinoberfliche, was ein Grund fiir
das Auftreten von Prolin an der Oberfliche sein wird. Die Aminosiduren mit geladenen
Seitenketten Glutaminsaure, Asparaginsdaure, Lysin und Arginin befinden sich haupt-
sichlich an der Oberfliche, wo die Ladung durch polarisierte Wassermolekiile gut ab-
geschirmt (solvatisiert) wird. Wie zu erwarten, haben diese Aminosauren im Mittel
dann auch nur wenig Kontakte. Liegen sie im Inneren, so muss die Ladung iiber Salz-

briicken ausgeglichen werden.
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Abbildung 2.7: Histogramm der Anzahl der Nachbarn individueller Residuen. Es gilt
das C, Kontaktkriterium mit einem Abstandskriterium von r. — 11A. Als in Kontakt
gelten nur Residuen mit einem Sequenzabstand von mindestens disseq=3.

2.9 Optimierung der Energieparameter durch Maxi-

mierung des Boltzmann-gewichteten Overlaps

Bastolla et al. verwenden fiir die Erzeugung der Energieparameter eine Methode, die
darauf abzielt den Boltzmann-gewichteten Overlap Q zwischen Decoy Strukturen und

experimentellen Strukturen zu maximieren (Bastolla er al., 2001):

_ Yrq(Cr,Cy(8))e ESCrl)/bT

oS, U) = Yre ES.CrU)/kT (2.14)

g(Cr, C,(S)) gibt hierbei den Overlap zwischen der nativen Kontaktmatrix C,, der Se-
quenz S und der Kontaktmatrix Cr der Konformation I" an. Geht Q(S,U) gegen eins,
so ist die Kontaktmatrix der energiedrmsten Struktur identisch oder sehr dhnlich zur

Kontaktmatrix der nativen Struktur. Eine wichtige Rolle spielt die Temperatur 7': ist
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Q(S,U) nahe eins und die Temperatur nicht zu hoch, weisen Strukturen die sehr un-
dhnlich zur nativen Struktur sind hohe Energien auf. Wird die Optimierung also bei
nicht zu hoher Temperatur durchgefiihrt, so ist zu erwarten, dass eine korrelierte Ener-
giefunktion erzeugt wird.

Die Optimierung erfolgt mit einem Satz an Zielsequenzen und zugehorigen Decoy
Strukturen. Optimiert wird hierbei die Summe der Boltzmann-gewichteten Overlaps

der einzelnen Zielsequenzen:

0=Y 0(s,u) (2.15)
S

Als Optimierungsmethode dient hierbei eine Methode des steilsten Abstiegs (steepest
descent). Ausgehend von einem zufillig erzeugten Set an Energieparametern oder ei-
nem Set aus einer vorangegangenen Optimierung werden Q sowie die Energie der
nativen Struktur E(C,,S,U) optimiert:

0t = U +-8vyQ(S,U) - ¥ (l — qo) VuE (Cy,8,U) (2.16)
q0

Die Parameter ¢ und y geben hierbei die Schrittweiten der Optimierung an, g ist der
Overlap zwischen nativer Struktur und der Struktur niedrigster Energie.

Nach jedem Optimierungsschritt werden die Energieparameter reskaliert:
T

Hierbei wird T so gewihlt, dass die Summe der quadratischen Energieparameter wih-

rend der Optimierung konstant bleibt:
U* =Y U%(a,b) (2.18)
a,b

Ohne diese Reskalierung wiirde /> wihrend der Optimierung ansteigen, was den

Grundzustand stabilisieren wiirde.

2.10 Optimierung der Energieparameter durch Mini-
mieren der Abweichungen eines linearen

Gleichungssystems

Hier wird eine neue Methode zur Erzeugung der Energieparameter vorgestellt: die

Parameter ergeben sich als beste LL.osung eines iiberbestimmten linearen Gleichungs-
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systems. Hierfiir wird die Darstellung der Decoys stark reduziert. Es wird gezéhlt, wie
oft die verschiedenen Kontakte vorkommen und hieraus ein Vektor d gebildet. Die ite
Komponente dieses Vektors entspricht hierbei der Anzahl der Kontakte vom Typ i. Die
Energie einer Struktur ergibt sich aus dem Skalarprodukt von ¢ mit dem Vektor i der

Energieparameter:

E(C,S,U)=a"-ii (2.19)

Fiir den Fall einer Kontaktenergiefunktion mit einem Energieparameter fiir jedes Ami-
nosiurepaar, haben die Vektoren d und # je 210 Komponenten. Die Funktion lisst sich
jedoch einfach erweitern (siehe z.B. 2.2.2). Die Energieparameter sollen nun so ge-
wihlt werden, dass alle Paare in einem Ensemble aus Struktur/Sequenz Paaren korrekt
als nativ oder nicht-nativ erkannt werden. Die native Struktur einer Sequenz muss also
eine niedrigere Energie aufweisen als alle zu der Sequenz gehorenden nicht-nativen
Strukturen. Gleichzeitig ist es wiinschenswert, dass Strukturen mit hoher Ahnlichkeit
zur nativen Struktur eine niedrige Energie aufweisen, da eine korrelierte Energiefunk-
tion eine wichtige Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Einsatz in Monte Carlo Ver-
fahren ist.

Zu diesem Zweck wird jeder Struktur eine Energie zugeordnet. Da die Energie vor
der Optimierung natiirlich nicht bekannt ist, wird zum Schitzen der Energiewerte eine
Funktion der Ahnlichkeit verwendet. Verwendet man fiir die Ahnlichkeit den Overlap

q, so ergibt sich:

d (k) -ii = f(q(k)) k=1,2..K (2.20)

fiir ein Ensemble aus K Strukturen. Es handelt sich hierbei um ein lineares Gleichungs-
system von K Gleichungen mit den =210 Unbekannten in . In Matrixform ergibt

sich:

Al-ii= f(q) (2.21)

wobei
A = ((1),d(2), pdi(K)) (222)

eine rechteckige (L. - K) dimensionale Matrix mit L=Anzahl der Parameter, K=Anzahl
der Strukturen ist. K ist in der Regel sehr viel groBler als L. und kann im Bereich von
mehreren Millionen liegen. Die verschiedenen Strukturen konnen beliebig gewichtet
werden. Um eine Struktur mit einem bestimmten Gewicht zu versehen wird die ent-

sprechende Gleichung mit dem Gewichtsfaktor multipliziert. Die Rechenzeit bleibt
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hiervon praktisch unberiihrt.
Das vorliegende lineare Gleichungssystem besitzt normalerweise weit mehr Gleichun-
gen als Unbekannte. Somit ist es iiberbestimmt und lésst sich im allgemeinen nicht
exakt 16sen. Man kann jedoch analytisch eine approximative L.osung bestimmen, fiir
Alii— £(q)

welche die euklidische Distanz zwischen rechter und linker Seite mini-

mal ist. Gesucht ist also:
min | (ii-A -~ f(@)) - (A" £(@))] (2.23)

Die Ableitung ergibt:
(A-A")-T=A-f(q) (2.24)

Die (L,L) dimensionale symmetrische Matrix A - A’ wird im folgenden mit A? abge-
kirzt. Ein wichtiger Punkt ist nun, eine sinnvolle Funktion f(g) zu bestimmen. Ein-
fache Funktionen, die einer nativen Struktur (¢ = 1) die niedrigste Energie zuweisen,
sind z.B. f(g) = 1 — g oder f(q) = —g. Sinnvoller sind jedoch Funktionen, die nicht-
linear von q abhiingen, also z.B. eine Exponentialfunktion f(g) = —DePD wobei die
Parameter D und P frei gewihlt werden konnen.

Als allgemeiner Ansatz fiir f(g) eignet sich ein Polynom in (1 —g):

A
flg)=do+ Y ds(1-—q)° (2.25)
o=1

Die Energie der nativen Struktur ist durch den Koeffizienten dp bestimmt, da hier der
Ausdruck (1 — g) verschwindet. d lisst sich als Temperatur auffassen. Die Energiepa-
rameter sind proportional zu dy. Fiir dp kann ein beliebiger Wert mit dyp < 0 gewihlt
werden, fiir verschiedene dy dndert sich dann nur die Skalierung der Energieparameter.
Die iibrigen Koeffizienten lassen sich, wie die Energieparameter, ebenfalls optimieren.
Hierfiir wird das lineare Gleichungssystem einfach mit den variablen Koeffizienten er-

weitert:

ﬁ;,:(ul,uz,...,ML,dl,dz,...,dA) (2'26)

und die erweiterte Matrix des Gleichungssystems wird zu:

Ad = @(1,84(2), - 8u(K) (2.27)

mit den L + A dimensionalen Vektoren:
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aii(k) - (adl(k)aadl(k)a "-:adl(k): (l - Q(k))la (l _q(k))za 3] (l _Q(k))A) (2-28)

Abb. 3.10 zeigt optimierte Polynome mit unterschiedlicher Anzahl an Koeffizien-

ten. Je hoher der Grad des Polynoms, desto geringer sollte theoretisch die Differenz

nicht sinnvoll, beliebig viele Koeffizienten zu verwenden. Bei einem Polynom von

Alii — f(q) H sein. Da jedoch nur mit endlicher Genauigkeit gearbeitet wird, ist es

hohem Grad treten in der Matrix A sehr kleine Zahlen auf. Bei Verwendung von N
Kontaktenergieparametern u,,, enthilt Zeile N + & den Wert (1 — q)B. Der Wert fiir den
Overlap g kann zwischen 0 und 1 liegen. Wird fiir die Erzeugung der Decoys Threa-
ding und das Cg, Kontaktkriterium verwendet, so liegt die groie Mehrzahl der Werte ¢
zwischen 0.2 und 0.5. Das Element a?j der Matrix A? enthilt die Summen «; - ¢ ; aller
Decoys, wobei i und j iiber alle Parameter geht. Die Matrix A? enthilt also Werte, die
sich um viele Groienordnungen voneinander unterscheiden kdnnen.

Um das Auftreten linearer Abhéingigkeiten zwischen den Polynomen zu verhindern,
werden shifted Legendre Polynome verwendet. Im Bereich [0,1] erfiillen diese Poly-

nome zueinander die Orthogonalititsrelation:

L
/ﬁl(x)ﬁﬂ (x)dx = dum (2.29)
0

lineare Abhingigkeiten dieser Polynome untereinander sind also ausgeschlossen.

In der Matrix A? jedoch konnen weiterhin lineare Abhiingigkeiten auftreten. Tritt ein
gegebener Kontakt iiberhaupt nicht auf, so enthilt Matrix A? eine entsprechende Zei-
le, die nur Nullen enthilt. Somit ist die Matrix singulér. Die Matrix kann aber auch
Hfast™ singulér sein, wenn z.B. eine Zeile nur sehr kleine Zahlen enthilt. Eine solche
Matrix kann zu sehr ungenauen, bis hin zu vollkommen falschen Ergebnissen bei der
Invertierung fithren. Um derartige Probleme zu vermeiden, wird fiir die Invertierung

die Singularwertzerlegung verwendet (siche 2.10.2).

Die Matrix A erreicht schon bei mittelgrolen Sidtzen an Strukturen Dimensionen, die
nicht mehr problemlos gehandhabt werden konnen. Im Falle von 210 Energieparame-
tern, miissen pro Struktur 210 Werte vom Typ ,.short Integer™ gespeichert werden. Wird
fiir die Erzeugung von Strukturen das Set 14 verwendet, so liegen ca. 24.9 - 10 Struk-

turen vor, was heisst, dass rund 10GByte Speicher notwendig sind. Hat man soviel
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|95}
98]

Arbeitsspeicher nicht zur Verfiigung, so miisste die Matrix auf Festplatte gespeichert
und spiter wieder gelesen werden, was extrem zeitaufwendig wire. Da das Element
aizj der Matrix A” jedoch nur die Summe aller g; - a j der einzelnen Decoys enthiilt,
lidsst sich A2 sukzessive aufbauen, indem in jedem Schritt die Produkte a; - a; eines
Decoys aufaddiert werden. Hierfiir muss immer nur ein Decoy im Speicher gehalten
werden. Wird als Funktion des Overlaps das Polynom verwendet, so stehen die varia-
blen g-abhingigen Koeffizienten in der Matrix A. Der Vektor f (g) enthilt nur noch den

konstanten Koeffizienten dyp, alle Elemente sind also gleich. Somit enthilt der Vektor:

§@=A-7(@@)

die Elemente

k
gi— Y Aj
j=1

Das Element g; enthélt also die Summe aller Kontakte vom Typ i. Wird ein Decoy

(2.30)

erzeugt, miissen somit nur die verschiedenen Kontakttypen zum Vektor g hinzuaddiert
werden. Die Matrix A% und der Vektor g enthalten alle zur Berechnung der Energie-
parameter notigen Informationen. Die vorgestellte Methode ldsst sich problemlos auf
verschiedene Varianten der Energiefunktion anwenden. Werden z.B. zwei unterschied-
liche Sequenzabstandsbereiche verwendet (siche 2.2.2), so verdoppelt sich die Anzahl
der Parameter und das Gleichungssystem wird entsprechend erweitert.

Ein groB3er Vorteil der vorgestellten Optimierungsmethode liegt darin, dass bei Ver-
wendung des Polynoms fiir die Funktion des Overlaps alle Informationen iiber einen
gegebenen Satz an Decoys, die fiir die Berechnung von # benotigt werden, in der Ma-
trix A? und dem Vektor g gespeichert sind. Wie viele Decoys vorliegen ist hierbei
unerheblich. Will man verschiedene Sitze an Decoys kombinieren, so werden die ent-
sprechenden Matrizen A? und Vektoren g einfach aufaddiert. Auf diese Weise kann
man mit verschiedenen Methoden Decoys erzeugen und diese fiir die Berechnung der
Energieparameter i verwenden, ohne dass grofie Datenmengen gespeichert werden

miissen.

2.10.1 Wichtungsfaktoren

Um die Erkennung von nativen Strukturen weiter zu verbessern, konnen die Struk-
turen unterschiedlich gewichtet werden. So ist es z.B. moglich, die Sequenz/Struktur
Paare zu verschiedenen Sequenzen mit unterschiedlichen Gewichten zu belegen. Wird

eine native Struktur nicht erkannt, so konnen alle Strukturen zu der entsprechenden
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Sequenz hoher gewichtet werden, um die Erkennung eventuell noch zu erreichen. Es
bietet sich an, z.B. mit einem iterativen Verfahren die Gewichte sukzessive zu verin-

dern:

Wit — wd £ Aw © wenn  E, <= Engr
W(i) . wenn Emin > Ena[

w: Gewicht aller Strukturen zu Sequenz w
Aw: verwendetes Inkrement fiir die Erhohung der Gewichte
E,in: minimale Energie aller Decoys

E,u: Energie der nativen Struktur

Fiir die Erzeugung der Energieparameter miissen die Teilmatrizen A2 sowie der Vektor
g zu den einzelnen Sequenzen nur einmal am Anfang erzeugt werden. Danach werden
die Matrizen und Vektoren zu den verschiedenen Sequenzen mit den entsprechenden
Gewichten aufaddiert. Das Aufaddieren und darauffolgende Berechnen der Energiepa-
rameter  kostet bei moderater Dimension von 7 nur wenig Rechenzeit. Betrigt die An-
zahl der Energieparameter N = 210, so spielt diese Rechenzeit praktisch keine Rolle.
Fiir das Set35 werden auf einem 1.1GHz Athlon PC ca. 20s benétigt. Natiirlich muss
nachdem die Berechnung der Energieparameter i abgeschlossen ist, gepriift werden,
wie gut diese bei der Erkennung der nativen Strukturen funktionieren. Dafiir werden
zu allen Sequenzen solange Decoys erzeugt und die Energien berechnet, bis entweder
ein Decoy gefunden wird fiir den gilt £ < E,,;, oder fiir alle Decoys gezeigt wurde,
dass E > E,,. Dies dauert fiir Sety35 bei gleicher Gewichtung aller Strukturen (Er-
kennung 70%) ca. 3.5min. Sind zu den einzelnen Sequenzen die Matrix A% und der
Vektor g einmal erzeugt, was ca. 30min. dauert, so lassen sich die Iterationen ziigig

durchfihren.

2.10.2 Singulirwertzerlegung

Die Singuldarwertzerlegung erlaubt die Invertierung von schlecht konditionierten Ma-
trizen. Die problematischen Bereiche werden hierbei erkannt und separiert. Fiir den
Rest der Matrix ldsst sich dann eine sinnvolle Invertierung durchfiihren. Der Singulir-
wertzerlegung liegt die Tatsache zugrunde, dass jede reell-symmetrisch, positiv semi-
definite Matrix A2 sich darstellen lisst als:

Al=Uu-w.v" (2.31)
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Die Diagonalelemente der Matrix W sind entweder positiv oder Null (die Singuldir-
werte). Die Konditionszahl ist definiert als das Verhiltnis von grofitem zu kleinstem
Element von W. Ist das Verhiltnis unendlich groB, so ist die Matrix singulir, ist das
Verhiltnis groBer als die reziproke Maschinengenauigkeit, so ist die Matrix schlecht
konditioniert. Die entsprechenden Berechnungen werden in dieser Arbeit mit Varia-

blen vom Typ ,,double durchgefiihrt, die reziproke Konditionszahl sollte also nicht
!

Winax

kleiner als 10~!2 sein. Ist ein n%, groBer als ein vorgegebenes Vielfaches von , SO
wird n%, gleich Null gesetzt. Es liegt also ein Singuldrwert vor. Liegt die Singulirwert-
zerlegung einer Matrix A vor, so lisst sich die Berechnung der Inversen A~! einfach
durchfithren. Da U und V orthogonal sind, gilt U™l = UT und V-1 = VT. Bei der
Matrix W handelt es sich um eine Diagonalmatrix, die Inverse ist also ebenfalls ei-
ne Diagonalmatrix und enthiilt als Diagonalelemente die reziproken Elemente von W.

Aus Gleichung 2.31 ergibt sich also:

Al =V [diag (1/w;)]-UT (2.32)

2.11 Erzeugen der Energieparameter mittels einer
quasichemischen Methode

Die in 2.10 vorgestellte Methode zielt darauf ab, ein lineares Gleichungssystem zu 16-
sen. Energieparameter lassen sich auch iiber Betrachtungen der Hiufigkeiten von Kon-
takten in nativen Proteinen () und nicht-nativen Strukturen (Decoys) (d) generieren,

z.B. iiber die einfache Beziehung:

Ny(i)
Na(i)

u;=loge (2.33)

hierbei sind N;(7) und N, (i) die relativen Hiufigkeiten der verschiedenen Kontakte i

in Decoys und nativen Strukturen:

K(d\ K(Jz}
k_ln(“') (k) L n" (k

Nali) = (d) Nall) = o, (n) 20
Y Yo (k) Y Yon (k)

K@: Anzahl der Decoys
K" Anzahl der nativen Strukturen

L: Anzahl der Kontaktenergieparameter
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n; )(k): Anzahl der Kontakte vom Typ i in Decoy k
ngn) (k): Anzahl der Kontakte vom Typ i in der nativen Struktur &

Anders als bei der linearen Optimierung hidngt die Skalierung der Parameter hier nicht
direkt von der Anzahl der Strukturen ab, da nur relative Haufigkeiten verwendet wer-
den. Ein Nachteil ist, dass das Gewicht fiir verschiedene Sequenzen von der Anzahl
der verwendeten Decoys abhingt. Je groBer die Anzahl an Decoys zu einer gegebenen
Sequenz ist, desto grofler ist das Gewicht der Sequenz in Gleichung 2.33. Dies wird
vor allem dann ein Problem sein, wenn die Anzahl an Decoys fiir die verschiedenen
Sequenzen stark variiert. Dies ist am stirksten der Fall bei Setys, wo fiir die lingste
Sequenz tiberhaupt kein Decoy und fiir die kiirzeste Sequenz 1993 Decoys vorliegen.

Eine Moglichkeit, alle Sequenzen gleich zu gewichten, ist Ny(a;) und N, (g;) fir die

jeweiligen Sequenzen einzeln zu berechnen und dann die Summen zu bilden:

S .

)3 Ndj(”i)
=

S

.Z Nfzj(nj)
j=1

u; = loge (2.35)

5j Sequenz j
S: Zahl der Sequenzen

Bei der hier aufgefiihrten Methode wird eine Struktur entweder als nativ oder als nicht-
nativ behandelt, es gibt keinen Zwischenbereich. Eine Struktur, die nur geringfiigig
vom nativen Zustand abweicht wird genauso behandelt, wie eine vollkommen unge-
faltete. Werden beim Lernen Decoys verwendet, die der nativen Struktur relativ dhnlich
sind, so kann dies offensichtlich zu Problemen fiihren. So wiirde selbst ein Decoy mit
einem Overlap von g = 0.99 als nicht-nativ gelernt werden. Aus diesem Grund er-
scheint es sinnvoll Decoys mit einem Overlap grofier als ein bestimmter Grenzwert,
beim Lernvorgang auszuschlie3en.

Im Setys gibt es fiir das langste Protein keinen Decoy. Auch wenn fiir das Berechnen
der Kontaktenergieparameter nur Decoys aus einem bestimmten Wertebereich fiir den
Overlap g verwendet werden, kommt es vor, dass zu bestimmten Sequenzen kein De-

coy verwendet wird. Somit ist fiir
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(2.36)

Kl K9 L
Z nl(d) (k)=0 und
k=1 k

(
Y n (k) =0
=1l=1

2

In diesem Fall wird hier der Ausdruck N, (7) weggelassen. Es gilt also:

Ny(i) =0

2.12 Strukturvorhersage

Um die Struktur einer gegebenen Sequenz vorherzusagen, benotigt man eine Methode,
die sinnvolle Proteinstrukturen generiert sowie die Moglichkeit, diese Strukturen hin-
sichtlich ihrer Ahnlichkeit zur nativen Struktur zu bewerten. Nach Moglichkeit sollte
die Bewertung nicht nur eine Rangfolge innerhalb der Menge der verschiedenen mog-
lichen Strukturen ergeben, sondern auch eine Aussage hinsichtlich des zu erwartenden
Overlaps g erlauben. Werden die Strukturen mittels der vorgestellten Kontaktenergie-
funktion bewertet, so ist eine Abschitzung von ¢ direkt iiber die Energie nicht ohne
weiteres moglich. Man kann die Struktur mit der niedrigsten Energie bestimmen und
diese sollte im Verhiltnis zu den anderen Strukturen einen hohen Wert von g aufwei-
sen. Ob dieser Overlap jedoch tatsichlich nahe g = 1 liegt, ist nicht ersichtlich. Eine
Moglichkeit einen Hinweis auf den absoluten Wert von g zu erhalten ist der Z-Score.
Dieser gibt die Stabilitit einer Struktur relativ zum Mittelwert der Energien aller Struk-

turen E an:

wobei (2.37)

o2 — <(E—E)2>

Die native Konformation eines Proteins besitzt einen grofien negativen Z-Score

(Sippl, 1993a, 1993b). Weist eine Struktur unter Verwendung einer gegebenen
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Energiefunktion einen negativen Z-Score mit hohem Betrag auf, so bedeutet dies ei-
ne hohe Stabilisierung gegeniiber allen anderen Strukturen. Es liegt also ein Hinweis

auf eine native oder zur nativen Struktur dhnliche Struktur vor.

Threading Eine sehr einfache Methode der Strukturvorhersage ist die Verwendung
von Threading in Verbindung mit einer Kontaktenergiefunktion. Mittels Threading
lasst sich eine grof3e Zahl von Strukturen fiir eine gegebene Sequenz generieren, die
dann iiber die Kontaktenergiefunktion bewertet werden. Die energiedrmste Struktur
dient als Vorhersage. Uber den Z-Score kann die Qualitit der Vorhersage eingeschiitzt
werden. Hierbei konnen natiirlich nur Faltungsmotive vorhergesagt werden, die bereits
bekannt sind. Wird versucht ein Protein mit einem neuartigen Faltungsmotiv vorher-
zusagen, so wire es wiinschenswert wenn z.B. iiber den Z-Score erkennbar ist, dass
keine sinnvolle Vorhersage vorliegt. Eine Vorhersage muss nicht fiir eine vollstindige
Sequenz erfolgen. Es konnen auch Strukturen von Teilsequenzen vorhergesagt wer-
den. Je linger eine Sequenz ist, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit, dass mittels
Threading eine Struktur mit nativen Eigenschaften gefunden wird. Gibt es eine Mog-
lichkeit, die Qualitit einer Vorhersage einzuschitzen, so kann dies genutzt werden, um
Fragmente mit sinnvoller Struktur zu bestimmen. Der Nachteil hierbei ist natiirlich,

dass Wechselwirkungen nur innerhalb des Fragmentes beriicksichtigt werden.

Monte Carlo Simulation Eine weitere Methode fiir die Strukturvorhersage ist die
Monte Carlo Simulation im Raume der (¢, y)-Torsionswinkel. Hierbei ist man im Prin-
zip nicht darauf angewiesen, dass eine untersuchte Sequenz ein bekanntes Faltungsmo-
tiv besitzt. Da jedoch nicht wie beim Threading von vornherein zum groflen Teil physi-
kalisch sinnvolle Strukturen erzeugt werden, sind einige Ergiinzungen der einfachsten

Form der Kontaktenergiefunktion notwendig (siehe 2.5).

CASP - Vergleich von verschiedenen Methoden zur Proteinstrukturvorhersage
1994 fand erstmals das ,.Critical Assessment of techniques for protein Structure Predic-
tion"(CASP) (http://predictioncenter.llnl.gov/) statt. Hier werden verschiedene Struk-
turvorhersagemethoden an ,.echten™ Vorhersagen getestet. ,.Echt™ heisst hierbei, dass
zu den verschiedenen vorgegebenen Sequenzen noch keine Strukturen verdftentlicht
sind. Verwendet werden Sequenzen, deren Strukturen aller Voraussicht nach in Kiirze
publiziert werden, so dass die Vorhersagen mit den experimentellen Strukturen vergli-
chen werden konnen.

Ich habe mit Vorhersagen unter Verwendung einer Energiefunktion, die mit der
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Boltzmann-gewichteten Optimierung (siche 2.9) erzeugt wurde, an CASP4 teilgenom-
men. Sowohl fiir das Training der Energiefunktion als auch zum Erzeugen der Vor-
hersagen wird Threading verwendet. Fiir das Training wird das Cy Kontaktkriterium
verwendet, fiir die Vorhersagen das all atom Kriterium. Die Vorhersage zu einer gege-
benen Sequenz wird iiber den Z-Score beurteilt. Das gleiche geschieht fiir Fragmente
der Sequenz. Als weiteres Mittel zum Abschitzen der Vorhersagen dient ein Vergleich
mit Sekundirstrukturvorhersagen (Salamov & Solovyev, 1995). Die Ergebnisse finden
sich unter http://predictioncenter.llnl.gov/casp4/Casp4.html (Group number 492).
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