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Abbildung 3.15: Die Kontaktenergieparameter berechnet mit Hilfe der quasichemi-
schen Methode mit Gewichtung (siehe Gleichung 2.35). Das Training erfolgt einmal
mit Hilfe von Setys und einmal mit Hilfe von Setig;4. Die Korrelation zwischen den
beiden Energiefunktion ist mit r=0.9197 relativ hoch, wobei die Parameter fiir Histidin-
Histidin und Cystein-Histidin relativ stark voneinander abweichen.

Sety3s5 Selyoo Setjpi4
ohne Gewichtung |98% 94% 94%
mit Gewichtung |96% 96% 95%

Tabelle 3.15: Erkennung von nativen Proteinen unter Verwendung des «ll atorn Mo-
dells. Die Energieparameter werden mit Hilfe der quasichemischen Methode ohne Ge-
wichtung (Gleichung 2.33) bzw. mit Gewichtung (Gleichung 2.35) erzeugt.

3.3.2 Der Kontaktabstand

Wichtig fiir einen erfolgreichen Einsatz einer Kontaktenergiefunktion ist die richtige
Wahl der Parameter. Die Energieparameter der Kontakte werden iiber verschiedene
Methoden berechnet. Die verbleibenden Parameter, wie z.B. Kontakt- und Sequenzab-
stand (siche 2.2.1), miissen jedoch auch in sinnvoller Weise verwendet werden. Abb.
3.17 zeigt die Verteilungen der Cy-Cy Abstinde fiir ausgewihlte Aminosdurepaare.
Um eine gute Statistik zu erhalten sind hierbei alle Proteine aus Set;g14 verwendet.
Beriicksichtigt sind nur Abstinde zwischen Residuen mit einem Sequenzabstand von
mindestens disseq = 3. Wie man sieht, unterscheiden sich die Verteilungen nur gering-

fiigig. Die Verteilungen der Paare Glycin-Glycin und Tryptophan-Tryptophan sind sehr
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Abbildung 3.16: Die 210 Kontaktenergieparameter bestimmt nach der quasichemi-
schen Methode mit Gewichtung (siehe Gleichung 2.35). Das Training erfolgt mit Hilfe
von Setys. Fir Energieparameter mit besonders hohen Betrigen ist das zugehorige
Aminosdurepaar angegeben.

ahnlich, obwohl sich die Aminosduren in ihrer Grofie stark unterscheiden.

Somit ist auch fiir die Verwendung von unterschiedlichen Kontaktabstinden fiir unter-
schiedliche Aminosiurepaare nur eine geringfiigige Verbesserung bei der Erkennung
Zu erwarten.

Tabelle 3.16 zeigt die Erkennungen fiir verschiedene Kontaktabstinde unter Verwen-
dung der verschiedenen Methoden. Die optimalen Kontaktabstinde von NMR und Kri-
stallstrukturen unterscheiden sich bei der linearen Optimierung deutlich voneinander.
So erweist sich ein Kontaktabstand von 11A fiir Kristallstrukturen als ein sinnvoller
Wert. Bei den NMR Strukturen ergibt ein Abstand von 8A bei der linearen Optimie-
rung die beste Erkennung.

3.3.3 Verwendung von verschiedenen Sequenzabstandsbereichen

Wie in 2.2.2 angedeutet, kann die Kontaktenergiefunktion erweitert werden, indem

verschiedene Sequenzabstandsbereiche unterschieden werden. In o Helices sind vor



3.3. EIGENSCHAFTEN DER ENERGIEFUNKTIONEN 69

0.0004 ‘ 0.003 r
— Gly-Gly I — Cys-Cys
— Tyr-Tyr 0.00251- — Gesamtverteilung |
0.0003 - — Gesamtverteilung | 3 ]

0.002- 1

2.0.0002 [~ 2.0.0015
0.001+
0.0001
0.0005
00 00
0.0004 . :
— Asp-Asp
— Gesamtverteilung
0.0003 - — Val-Phe .
2.0.0002 -
0.0001

Abbildung 3.17: Abstandsverteilungen fiir ausgewihlte Aminosiurepaare im Vergleich
zur Abstandsverteilung aller Aminosdurepaare. Um eine gute Statistik zu erhalten sind

alle Proteinstrukturen aus Set|g4 verwendet. Aufgetragen ist die normalisierte Hiu-

figkeit der C-Cg, Abstinde gegen r: f(r) = N(r,Ar)

rZAr

Kontaktabstand [6A  7A  8A 9A 10A 11A 12A 13A 14A 15A
LO Set;ss 26% 50% 62% 60% 68% 70% 65% 60% 59% 50%
QCM Sety3s  |41% 63% 68% 72% 78% 82% 83% 80% 12% T0%
QCMw Setyss |33% 55% 70% 71% 76% 83% 80% 80% T4% T1%
QCMw Setyzg |29% 47% 66% 65% 69% T4% 73% 10% 67% 63%
L.O Setnmr 33% 53% 54% 52% 52% 48% 48% 4% 30% 27%
QCMw Setnur |38% 53% 64% 64% 65% 67% 64% 60% 59% 54%

Tabelle 3.16: Erkennung von nativen Proteinen in Abhingigkeit vom Kontaktabstand
rc (siehe 2.2.1) unter Verwendung von verschiedenen Methoden zur Bestimmung der
Kontaktenergieparameter. Die Abkiirzungen finden sich in 6.3.
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allem (i,i+3) und (i,i+4) Wechselwirkungen von Relevanz. Es erscheint daher sinnvoll,
diesen Bereich gesondert zu betrachten. Es wird also unterteilt in Kontakte zwischen
Residuen im Abstand (i,i+3) oder (i,i+4) und allen hoheren Sequenzabstinden. Es zeigt
sich, dass sich fiir das Set|35 die Erkennung hierbei nicht verindert. Sie ist, genau wie
fiir das Modell mit nur einem Abstandsbereich, 70%. Die Parameter fiir die beiden Be-
reiche sind nahezu unkorreliert (siehe Abb. 3.18). Fiir Sety;¢ erhoht sich die Erkennung
von 52% auf 59%.

]

-0,1

Beteich 2

-1,5 -1 -0,5 4} 0,5
Bereich 1

Abbildung 3.18: Die Energieparameter fiir Sequenzabstinde von drei oder vier (Be-
reich 1) sowie fiir Sequenzabstinde grof3er als vier (Bereich 2). Die Parameter sind
praktisch unkorreliert. Die Energiefunktion wurde mit Hilfe der linearen Optimierung
(siehe 2.10) unter Verwendung von Set35 generiert.

Tabelle 3.17 zeigt die Erkennung fiir verschiedene Abstandsbereiche. Von den betrach-
teten Bereichen ist die Erkennung mit 85% am groBten fiir die Unterteilung in die

Bereiche drei bis sieben sowie alle Abstinde grofler als sieben.

3.3.4 Ein zusiitzlicher Parameter fiir Aminosiiuren an der Protein-
oberfliche

Werden mit Hilfe von Formel 2.13 Wechselwirkungen der Proteinoberfliche mit der
Umgebung in die Energiefunktion mit einbezogen, so ist die Wahl des Parameters A
(minimale Zahl der Kontakte fiir individuelle Residuen) von entscheidender Bedeu-
tung. Da die Zahl der Kontakte fiir einzelne Aminosiuren stark streut, ist es schwierig

einen sinnvollen Wert fiir A direkt aus den Daten abzuleiten. Die Erkennungen fiir
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Erkennung
Abstandsbereiche | Set|35 Setyzo
3-4,>4 70% 59%
3-5,>5 72% 59%
3-6, >6 79% 61%
3-7,>7 85% 65%
3-8, >8 82% 60%
3-9,>9 78% 55%

Tabelle 3.17: Wird zwischen verschiedenen Abstinden der Residuen entlang der Se-
quenz unterschieden, also fiir ein Aminosdurepaar der Residuen 7 und j der Kontak-
tenergieparameter in Abhingigkeit von |j — 7| gewihlt, so lisst sich die Erkennung
der nativen Proteine verbessern. Die verwendete Energiefunktion wurde mit Hilfe der
linearen Optimierung (siehe 2.10) unter Verwendung von Set;35 generiert.

Set; 35 unter Verwendung von unterschiedlichen Werten fiir A sind in Abb. 3.19 darge-
stellt.
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Abbildung 3.19: Wechselwirkungen der Proteinoberfliche mit Losungsmittelmolekii-
len kénnen durch Hinzunahme von Kontaktenergieparametern fiir Kontakte zwischen
Residuen und dem Losungsmittel beriicksichtigt werden. Hierfiir wird angenommen,
dass eine Aminosidure mit Losungsmittelmolekiilen wechselwirkt, wenn sie weniger
als eine vorgegebene Anzahl A an Nachbarn besitzt. Dargestellt ist die Erkennung fiir
Set;35 in Abhédngigkeit von diesem Oberflaichenparameter A (siche Gleichung 2.13).

Ab A = 25 schwankt die Erkennung um einen Wert von 77%. Fiir die Kontaktener-

giefunktion ohne Oberflichenenergieterme ist die Erkennung 70%. Es liegt also eine
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betriachtliche Steigerung vor, wenn man beriicksichtigt, dass die Zahl der Kontaktpara-
meter nur um 20 von 210 auf 230 erhoht wird. Abb. 3.20 zeigt die 20 neuen Energie-

parameter fir A = 27.
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Abbildung 3.20: Die zwanzig Energieparameter fiir Kontakte mit der Umgebung
(schwarze Kurve) (siehe Gleichung 2.13) sowie die mittleren Kontaktzahlen fiir die
verschiedenen Aminosiuren fiir die 82 Zielsequenzen aus Set;3s (griine Kurve), bzw.
die 202 Zielsequenzen aus Set;g14 (Linie in Magenta).

Die Parameter korrelieren gut mit den mittleren Kontaktzahlen der verschiedenen
Aminosiduren. Mit Ausnahme von Histidin haben simtliche Parameter fiir Amino-
siuren mit N, < 18 ein negatives Vorzeichen. Siamtliche Parameter fiir Aminosiduren
mit N > 18 haben ein positives Vorzeichen.

Histidin tritt haufig als axialer Ligand von Ham-Gruppen auf. Bei der Darstellung ei-
ner Proteinstruktur als Kontaktmatrix werden Him-Gruppen nicht beriicksichtigt (sie-
he 2.2.5). Bereiche die in einem Protein von Ham-Gruppen besetzt sind, werden also
von der Kontaktmatrix als Liicke wiedergegeben. Die Oberflichen Kontaktenergiepa-
rameter in Abb. 3.20 sind mit Set;35 bestimmt. Die 82 Zielsequenzen in diesem Set
enthalten keine Him-Gruppen (siehe 2.7). Die mittleren Kontaktzahlen der 20 Amino-

sduren unterscheiden sich nur geringfiigig fiir Set 35 und Set g4, Histidin hat in Set35
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sogar eine geringfiigig kleinere Zahl an Kontakten als in Set;g;4. Him-Gruppen sind
also nicht der Grund fiir die Diskrepanz zwischen mittlerer Kontaktzahl und Oberfla-

chen Kontaktenergieparameter von Histidin.

3.3.5 Erkennen von Strukturen mit nativen Eigenschaften

Neben der Erkennung von nativen Strukturen ergibt sich die Frage, ob Strukturen die
zwar einen Overlap kleiner eins aufweisen jedoch native Eigenschaften im Sinne eines
hohen Overlaps nahe eins besitzen, ebenfalls erkannt werden.

Wie in Kapitel 2.12 angedeutet, kann man die mittels Threading fiir eine Sequenz er-
zeugten Strukturen verwenden, um eine Strukturvorhersage zu machen. Tabelle 3.18
zeigt fiir die verschiedenen Sequenzen jeweils den Overlap der auf diese Weise er-
haltenen energiedrmsten nicht-nativen Struktur (gn,). Desweiteren ist angegeben der
hochste Overlap, der fiir diese Sequenz unter allen Decoys zu finden ist (gpax )-

Im Setjg14 haben 14 Zielsequenzen einen Decoy mit gpax = 0.7. Tabelle 3.18 gibt fiir
diese Sequenzen den Wert g,x an sowie fiir verschiedene Methoden zur Generierung
der Energieparameter den Overlap des Decoys mit der niedrigsten Energie gp,. Zur
Anwendung kommt hier die lineare Optimierung nach 2.24 unter Verwendung eines
Polynoms sowie die quasichemische Methode mit Gewichtung (siche Gleichung 2.35).
Zum Lernen der Energieparameter werden die vier verschiedenen Kristallstruktur-
Proteinsets aus 2.7 verwendet.

Verwendet man bei der quasichemischen Methode mit Gewichtung (siche Gleichung
2.35) fiir das Lernen nicht alle Decoys, sondern nur die mit einem Overlap g kleiner
gleich einem Overlap-Grenzwert gy, = 0.2, so ist die Erkennung der nativen Struk-
turen fiir Set;g14 genauso erfolgreich, als wenn alle Decoys fiir das Lernen verwendet
werden. Fiir Set 35 und Setyyo ist die Erkennung sogar erfolgreicher als bei Verwen-
dung aller Decoys. Hier wird getestet, wie gut diese Energiefunktionen bei der Erken-
nung von Decoys mit hohen g-Werten funktionieren.

Bei sieben Sequenzen liegt bei keiner Methode eine Vorhersage mit einem Overlap
groBBer 0.5 vor. Fiir die Sequenz 2cpl wird der dhnlichste Decoy (gmax = 0.96) unter
Verwendung der quasichemischen Methode erkannt wenn das Training mit Setys er-
folgt, bzw. wenn Setys, Set|35, oder Setyy9 verwendet wird und das Training nur mit
Decoys mit einem Overlap g < 0.2 erfolgt. Auffillig hierbei ist, dass bei Verwendung
aller Decoys beim Lernen der Energiefunktion nur bei einem Training mit dem Setys
der dhnlichste Decoy erkannt wird. Werden nur Decoys mit einem Overlap g < 0.2
aus Setys, Set|35 oder Setyyp fiir das Training verwendet, so wird fiir die Sequenz 2cpl

der Decoy mit dem maximalem Overlap gnax erfolgreich erkannt. Mit Set g4 erfolgt
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weder nach Training mit allen Decoys noch bei Verwendung von gy, = 0.2 eine Erken-
nung. Ein Training mit weniger Strukturen fiihrt hier also zu einer besseren Erkennung.
Beim Training iiber die quasichemische Methode sind fiir die Sequenz 2cpl die klei-
neren Sets erfolgreicher. Beim Training iiber die lineare Optimierung ist der Fall um-
gekehrt: das Training mit dem kleinsten Set fithrt zu falscher Erkennung, wihrend mit

allen anderen Sets die Erkennung erfolgreich ist.

Die beste Vorhersage fiir Sequenz 1flp hat einen Overlap gy, von 0.51, fiir den dhn-
lichsten Decoy gilt gmax = 0.71. Die quasichemische Methode liefert fiir diese Sequenz
Vorhersagen mit einem Overlap gpi, zwischen 0.31 und 0.51, wihrend die lineare Op-
timierung Overlaps zwischen 0.29 und 0.44 liefert. Fiir die Sequenz leca wird der
dhnlichste Decoy mit gpax = 0.70 nicht erkannt, sondern von der quasichemischen
Methode ein Decoy mit g, = 0.62 vorgeschlagen. Die lineare Optimierung erreicht
fiir diese Sequenz nur g,,;, = 0.38. Wieder sind es bei der quasichemischen Methode
eher die kleinen Trainingssets, die erfolgreich sind.

Die Sequenz ltmy stellt fiir alle drei Typen von Energiefunktion kein Problem dar.
Mit Ausnahme von QCMy /45 wird der dhnlichste Decoy (¢ = 0.77) von allen Ener-
giefunktionen erkannt. Bei der Sequenz 2pvb sind die optimierten Energiefunktionen
nicht erfolgreich, bei der quasichemischen Methode hingegen ist nur die Energiefunk-
tion QCMw 5,45 nicht in der Lage den dhnlichsten Decoy zu erkennen. Fiir die Se-
quenz 1169 liefert die mittels linearer Optimierung und Setys generierte Energiefunk-
tion einen Overlap von immerhin g, = 0.59, mit Set;35 ergibt sich gy, = 0.52, alle
iibrigen Energiefunktionen liefern gp,;,-Werte von unter 0.5. Die Sequenz 2erl wird
von den mit Hilfe der quasichemischen Methode abgeleiteten Energiefunktionen im

Mittel etwas besser vorhergesagt als von den optimierten Energiefunktionen.

Korrelation zwischen g,,;, und dem Z-Score Die Overlaps der energieirmsten De-
€OYS qmin fallen nicht immer mit dem hdchsten Overlap aller Decoys gumax zusammen.
Es wire also hilfreich ein Kriterium anwenden zu konnen, welches erlaubt, die Quali-
tdt der Vorhersage abzuschitzen.

Hierbei bietet sich z.B. der Z-Score an, welcher die Stabilitit einer Struktur relativ
zum Mittelwert aller betrachteten Strukturen angibt (siche Gleichung 2.37). Tabelle
3.19 zeigt die Korrelationskoeffizienten zwischen g,;, und dem Z-Score fiir die ver-
schiedenen Energiefunktionen. Die stirksten Korrelationen ergeben sich fiir die lineare
Optimierung (I.LO). Abb. 3.21 zeigt fiir LO Set;35, L.LO Setyzp und L.O Set ;4 die Wer-

te gmin in Abhiingigkeit vom Z-Score fiir die 14 verschiedenen Sequenzen. Diese drei
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Energiefunktionen erkennen jeweils fiir die gleichen zwei der 14 Proteinsequenzen
korrekt den dhnlichsten Decoy. Fiir LO Set(35 sind die Z-Scores zu drei Sequenzen
deutlich abgesenkt. Die beiden erkannten Sequenzen sind hierin enthalten. Wird als
Energiefunktion LO Set4y9 verwendet, so weisen die beiden erkannten Sequenzen die
niedrigsten Werte fiir den Z-Score auf. Unter Verwendung der Energiefunktion LLO
Setyp14 sind die Z-Scores zu den zwei erkannten sowie zu zwei weiteren Sequenzen
deutlich erniedrigt.

Es zeigt sich also, dass zwar nur eine geringe Zahl an dhnlichsten Decoys erkannt
wird, jedoch eine starke Korrelation zwischen Z-Score und Overlap des jeweils ener-
giedrmsten Decoys besteht. Eine solche Eigenschaft ist sehr niitzlich: Es liegt zwar
nur in wenigen Féllen eine sinnvolle Vorhersage vor, jedoch kann abgeschitzt werden,

welche Vorhersagen sinnvoll sind.

(@) ®)

(c)

Abbildung 3.21: Korrelation zwischen dem Overlap des Decoys geringster Energie
gmin Und dem Z-Score (siche Gleichung 2.37) fiir die 14 Sequenzen aus Setjg4 mit
grofitem gpax. Dargestellt sind die Korrelationen bei Verwendung der linearen Op-
timierung (LO). Als Lernset der Energiefunktion diente Set;s5 (a), Setszo (b), bzw.
Setyo14 (c). e: Der dhnlichste Decoy wird erkannt. o: Der dhnlichste Decoy wird nicht
erkannt.
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laew

2cpl

Llp

leca

1lid

0.96

0.96

0.71

0.70

0.78

Gmax

Gmin/Z-Score QCMw Setys
QCMw Setss
QCMw Setyag
QCMw Setyp4
QCMw( 2/45
QCMwq /135
QCMwq2/420
QCMwq2/1014
LO Setys
LO Setjss
LO Setsg
LO Setjg14

0.62/-4.72
0.62/-4.32
0.52/-4.46
0.52/-4.39
0.28/-3.61
0.62/-4.72
0.52/-4.52
0.52/-4.36
0.38/-5.20
0.28/-5.09
0.36/-5.07
0.37/-5.49

laac

0.96
0.30/-5.30
0.30/-4.45
0.30/-4.70
0.30/-4.68
0.29/-3.23
0.30/-5.00
0.30/-5.00
0.30/-4.72
0.33/-4.58
0.33/-5.07

0.32/-4.98
0.32/-4.44
0.32/-4.86
0.32/-4.92
0.21/-3.26
0.32/-4.81
0.32/-5.06
0.32/-4.98
0.32/-4.32
0.32/-5.32
0.29/-5.22
0.34/-4.31

ltmy

0.77
0.77/-5.91
0.77/-5.81
0.77/-5.92
0.77/-5.99
0.30/-3.29
0.77/-6.20
0.77/-6.27
0.77/-6.05
0.77/-5.28
0.77/-6.43
0.77/-7.21|0.33/-6.83
0.77/-7.090.33/-7.02
1r69
0.74

0.96/-3.43
0.21/-3.37
0.26/-3.46
0.26/-3.42
0.96/-3.64
0.96/-3.63
0.96/-3.52
0.26/-3.40
0.27/-5.27
0.96/-6.92
0.96/-7.19
0.96/-7.00
2pvb
0.93
0.93/-5.11
0.93/-4.39
0.93/-4.26
0.93/-4.26
0.35/-3.55
0.93/-4.99
0.93/-4.53
0.93/-4.29
0.37/-5.32
0.32/-5.61

0.47/-4.04
0.47/-3.66
0.51/-3.71
0.51/-3.77
0.31/-3.38
0.47/-4.08
0.51/-3.93
0.51/-3.78
0.30/-4.95
0.29/-4.72
0.37/-4.97
0.44/-5.30

lerv

0.73
0.38/-5.75
0.38/-4.92
0.38/-4.82
0.38/-4.80
0.34/-3.48
0.38/-5.35
0.38/-5.10
0.38/-4.84
0.38/-5.95
0.38/-6.95
0.38/-6.91 | 0.30/-5.35
0.38/-7.31 | 0.30/-5.22
2fdn
0.80

0.36/-5.49
0.30/-4.52
0.36/-4.58
0.36/-4.60
0.28/-3.31
0.36/-5.44
0.36/-5.11
0.36/-4.77
0.36/-5.19
0.30/-5.23
0.36/-6.11
0.30/-5.84
lopd
0.89
0.23/-4.76
0.31/-4.03
0.31/-4.07
0.31/-4.03
0.24/-3.69
0.31/-4.46
0.31/-4.26
0.31/-4.08
0.28/-4.96
0.27/-5.60
0.35/-6.17
0.38/-5.98
2erl
0.71

Gmax

gmin/Z-Score

QCMw Setys
QCMw Setss
QCMw Setyzg
QCMw Setjgi4
QCMwq2/45
QCMw(.2/135
QCMWq 2/420
QCMWq.2/1014
LO Setys

LO Set;s;

LO Setysg

LO Setipi4

lvie
0.99

Jmax

Ggmin/Z-Score QCMw Setss
QCMw Set3s
QCMW Set420
QCMw Setig14
QCMwg 545
QCMwq 5/135
QCMwq /420
QCMwg 21014

LO Setys
LO Set)3s
LO Setyzg
LO Setyg14

0.43/-4.14
0.30/-3.39
0.30/-3.40
0.26/-3.42
0.41/-4.06
0.43/-4.14
0.26/-3.39
0.26/-3.41
0.59/-4.69
0.52/-5.23
0.47/-5.16
0.47/-5.58

0.33/-4.23
0.35/-3.96
0.29/-4.30
0.29/-4.34
0.37/-3.80
0.35/-4.30
0.29/-4.49
0.29/-4.35
0.36/-4.79
0.32/-4.70
0.38/-5.49
0.39/-4.89

0.43/-5.21
0.39/-5.23
0.40/-4.97
0.40/-4.96
0.42/-3.85
0.39/-5.28
0.40/-5.04
0.40/-4.97
0.43/-5.04
0.34/-5.49
0.39/-5.53
0.39/-5.27

0.55/-5.90
0.55/-5.70
0.55/-5.54
0.53/-5.54
0.45/-4.90
0.55/-5.68
0.55/-5.67
0.55/-5.57
0.44/-5.68
0.52/-5.67
0.52/-6.47
0.52/-5.96

Tabelle 3.18: gmax: Groite Overlaps aller Decoys, die mit dem Set g4 fiir die verschie-
denen Sequenzen mittels Threading generiert werden. gmin: die Overlaps der jeweils
energiedrmsten Decoys fiir die 14 Sequenzen aus Setjg4 mit grofitem g,y unter Ver-
wendung dreier Typen von Energiefunktionen. Desweiteren ist fiir die energiedrmsten
Decoys jeweils der Z-Score (siehe Gleichung 2.37) angegeben.
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r r
QCMw Setys |0.157 [QCMwq /420 |-0.010
QCMw Set35 |-0.454|QCMwg 51014 |-0.400

QCMw Setsro |-0.386 |LO Setys 0.095
QCMw Set 14 |-0.400 |LO Set;ss ~0.686
QCMwg,/s  |-0.284|LO Setyp  |-0.621

QCMwq /135 |0.046 |LO Setjors  |-0.508

Tabelle 3.19: Korrelationskoeffizienten r zwischen dem Overlap des Decoys geringster
Energie gpi, und dem Z-Score (siehe Gleichung 2.37) fiir die 14 Sequenzen aus Set|g14
mit groBtem gpax-

Sequenzihnlichkeiten Eine wichtige Frage ist, inwieweit die Sequenz einer Struk-
tur, die fiir die Erzeugung eines Decoys verwendet wird, mit der Zielsequenz iiberein-
stimmt.

Wird von allen verfiigbaren Decoys der Decoy mit der hochsten Sequenziibereinstim-
mung gefunden, so wire die Erkennung auch einfach alleine iiber diese Information
moglich gewesen. Die Sequenziibereinstimmungen fiir die dhnlichsten Decoys fiir die
14 Sequenzen aus Tabelle 3.18 finden sich in Tabelle 3.20.

laew | 2cpl [ 1flp |leca|llid | ltmy|2pvb

Gmax 0.96 [0.96 (0.71 [0.70 |0.78]0.77 {0.93
Sequenzihnlichkeit 0.54 [1.00 [0.13 [0.16 |0.26(0.27 |0.45
maximale Sequenzihn-|0.54 |1.00 [0.17 |0.19 [{0.26|0.27 |0.45
lichkeit

lerv | laac |lopd | 1r69 | 1vie |2fdn |Z2erl
Gmax 0.73 |{0.96 [0.89 [0.74 [0.99]0.80 |0.71
Sequenzihnlichkeit 0.12 {0.92 (0.34 [0.21 [1.00{0.31 |0.03
maximale Sequenzihn-|0.20 (0.920.34 (0.22 |1.00|0.31 |0.30
lichkeit

Tabelle 3.20: Ahnlichkeiten zwischen Zielsequenzen und Sequenzen die fiir die Er-
zeugung des Decoys mit grofitem Overlap gmax verwendet werden. Desweiteren ist die
maximal vorhandene Ahnlichkeit unter allen verwendeten Decoys angegeben.

Bei dem Protein mit dem PDB Code 2cpl handelt es sich um humanes Cyclophilin
A. Beim ahnlichsten Decoy handelt es sich um das selbe Protein, welches jedoch als
Komplex mit einem kurzen Peptid vorliegt und sich daher in der Struktur geringfiigig

von freiem Cyclophilin A unterscheidet.
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Zum Protein 1flp gibt es eine Sequenz mit einer Ahnlichkeit von 0.17. Sequenzen mit
hoherer Ahnlichkeit liegen nicht vor. Der Decoy mit groBtem Overlap (gmax — 0.71)

weist eine Sequenzihnlichkeit von 0.13 auf.

all atom Modell Tabelle 3.21 zeigt die Ahnlichkeiten der energieirmsten Decoys zu
den entsprechenden nativen Kontaktmatrizen unter Verwendung des all atom Kriteri-

ums.

laew | 2cpl | 1flp |leca|llid | ltmy|2pvb
gmax |0.91 [0.94]0.65 |0.64 |0.58 [0.66 |0.90
Gmin |0.91 [0.94]0.61 |0.64 |0.08 [0.66 |0.90
lerv | laac | lopd | 1r69 | 1vie |2fdn |Z2erl

Gmax |0.58 [0.92]0.87 |0.62 |0.99(0.63 |0.71
Gmin |0.24 [0.92]0.87 |0.36 |0.15(0.20 [0.37

Tabelle 3.21: GroBter Overlap gmax aller Decoys sowie Overlap gnin des energiedrm-
sten Decoys fiir die 14 Sequenzen aus Tabelle 3.18 unter Verwendung des all atom
Kontaktkriteriums. Die Energiefunktion wurde mit Hilfe der linearen Optimierung
(siche 2.10) unter Verwendung von Setjg14 generiert.
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3.4 Monte Carlo Simulationen

Bei Verwendung einer sinnvollen Energiefunktion sollte sich eine gegebene native
Struktur wihrend einer Monte Carlo Simulation bei niedrigen Temperaturen nicht zu
stark dndern.

Abb. 3.22 zeigt die native Struktur von Crambin sowie die Struktur nach einer Simu-
lation mit 10° Schritten bei einer Temperatur von OK. Die Kontaktenergieparameter
sind mit der linearen Optimierung nach Gleichung 2.24 mit einem Polynom in (1 —gq)
vom Grade A = 5 (siche 2.25) unter Verwendung des Setssog erzeugt. Crambin ist in
Setyoo nicht enthalten. Die Akzeptanzrate der Monte Carlo Simulation betragt 0.04, die
Trajektorie enthilt also rund 40000 Strukturen. Der Overlap nach der MC Simulation
betriigt g — 0.78, die Co, cRMSD betriigt 4.44A. Struktur und Kontaktmatrix vor und
nach der MC Simulation sind in Abb. 3.22 dargestellt. Wie man sieht sind die beiden
o Helices weitestgehend erhalten. Das [3 Faltblatt ist zwar in der Strukturdarstellung
nicht mehr als solches zu erkennen, die Kontakte zwischen den entsprechenden Resi-
duen sind jedoch noch vorhanden (rote Kontakte in Abb. 3.22c). Abb. 3.23 zeigt den
Overlap der letzten Struktur der MC Trajektorie mit der nativen Struktur von Crambin
in Abhingigkeit von der Temperatur. Werden die Kontaktenergieparameter mit Hilfe
der quasichemischen Methode ohne Gewichtung (siehe Gleichung 2.33) unter Verwen-
dung von Setyg erzeugt, so ergibt sich bei ansonsten gleichen Simulationsbedingun-
gen eine Akzeptanzrate von 0.03. Der Overlap der letzten Struktur der Monte Carlo
Trajektorie zur nativen Struktur von Crambin betriigt 0.78 die Cy, cRMSD 5.69A.

3.4.1 Faltungssimulationen

Als elementarer Test fiir eine verwendete Energiefunktion werden die Kontaktenergie-
parameter nur fiir eine Sequenz trainiert. Die Monte Carlo Simulation erfolgt dann mit
dieser Sequenz in einer gestreckten Konformation als Startpunkt.

Lasst sich auf diese Weise das Protein nicht zu einer nativ-ahnlichen Struktur falten,
so ist nicht zu erwarten, dass eine echte Strukturvorhersage funktioniert.

Abb. 3.24 zeigt die Struktur von Crambin nach einer solchen Simulation. Die Cy
cRMSD betriigt 4.93A. Die Energiefunktion ist mittels der linearen Optimierung nach
Gleichung 2.24 unter Verwendung eines Polynoms in (1 — g) (siche 2.25) trainiert.
Als Trainingsset dient Setyp9 zusammen mit der nativen Struktur von Crambin unter
Verwendung von Crambin als einziger Zielsequenz. Die Faltungssimulation erfolgt bei
einer Starttemperatur von 2000K. In einer simulated annealing Prozedur wird die Tem-
peratur alle 10° Schritte mit dem Faktor 0.99 herunterskaliert. Insgesamt enthilt die Si-
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Abbildung 3.22: Struktur und Kontaktmatrix von Crambin vor und nach einer Monte
Carlo Simulation mit 10° Monte Carlo Schritten im Raume der (¢, y)-Torsionswinkel
bei OK. (a): das native Crambin (b): Struktur nach der Simulation, (c): die zugehorigen
Kontaktmatrizen. Die Kontaktenergieparameter sind mit Hilfe der linearen Optimie-
rung nach Gleichung 2.24 mit einem Polynom in (1 — g) vom Grade A = 5 (siche
2.25) unter Verwendung des Setssyo erzeugt. Crambin ist in Setyyp nicht enthalten.
Zusitzlich zu den Kontaktenergieparametern werden die abstof3enden Potentiale nach
Gleichung 2.9 und 2.10 verwendet.
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Abbildung 3.23: Overlap von nativem Crambin und Crambin nach 10° Monte Carlo
Schritten im Raume der (0, y)-Torsionswinkel in Abhéingigkeit von der Temperatur.
Die Kontaktenergieparameter sind mit Hilfe der linearen Optimierung unter Verwen-
dung von Setyyg erzeugt.

mulation 5 - 107 Monte Carlo Schritte. Am Ende der Simulation betriigt die Temperatur
somit 13.14K. Wird die Energiefunktion mit Hilfe von Set;35 und der nativen Struktur
von Crambin trainiert, so ergibt sich ein Overlap von ¢ = 0.58 und eine Cy, cRMSD
von 5.88A. Fiir das Protein 2erl ergibt sich bei gleichen Bedingungen ein Overlap von
g = 0.70 bei einer cRMSD von 7.27A. Als einzige Zielsequenz dient hierbei 2erl. Als
Trainingsset wird Setyyo verwendet. Beim Protein /orc ergibt sich ein Overlap von
g = 0.55 bei einer cRMSD von 6.99A. Auch hier dient Setsyq als Trainingsset, /orc

wird als Zielsequenz verwendet.

Im Prinzip lisst sich der gleiche Test fiir die quasichemische Methode durchfiihren. In
den meisten Fillen konnen mit einer einzelnen Sequenz nicht alle Kontakte realisiert
werden. So konnen bei Crambin aufgrund der Sequenz z.B. nur 117 der 210 Kontak-
te auftreten. Von diesen 117 moglichen Paaren sind wiederum nur 96 in der nativen
Struktur als Kontakt realisiert. Wird das Setys zur Erzeugung der Decoys verwendet,
so werden unter den Decoys Kontakte fiir alle 117 Paare realisiert. Fiir einen Kontakt
i, der in der nativen Struktur nicht realisiert wird, der aber unter den Decoys minde-
stens einmal vorkommt, ergibt sich nach Gleichung 2.35 ein Kontaktenergieparameter
u; = oo, Fiir die Unterscheidung zwischen nativen und nicht-nativen Strukturen ist dies
eine gewlinschte Eigenschaft der Energiefunktion: liegt ein solcher Kontakt in einer
gegebenen Struktur vor, so ist klar, dass es sich nicht um die native Struktur handeln
kann. Allerdings wird auf diese Weise allen Strukturen mit nicht-nativen Kontakten ei-

ne unendlich positive Energie zugeordnet. Sollen Strukturen, die der nativen Struktur
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gestreckten Struktur (b) im Vergleich zu nativem Crambin (a) sowie die entsprechen-

Abbildung 3.24: Struktur von Crambin nach eine MC Simulation,

den Kontaktmatrizen (c). Das Training der Energiefunktion erfolgt unter Verwendung
der linearen Optimierung 2.24 unter Verwendung eines Polynoms in (1 — g) (siehe

2.25). Die nicht-nativen Strukturen fiir das Training sind durch Threading von Cram-

bin durch Sety;¢ erzeugt.
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dhnlich sind, als dhnlich erkannt werden, so ist dies nicht sinnvoll.

Fiir die Monte Carlo Simulationen bedeutet ein unendlich positiver Energieparameter
fiir einen nicht-nativen Kontakt, dass alle Strukturen abgelehnt werden die einen ent-
sprechenden nicht-nativen Kontakt aufweisen. Solche Strukturen konnen jedoch der
nativen Struktur sehr dhnlich sein, sind dann aber von der Energie her vollkommen
nicht-nativ. Es bietet sich also an, entweder diese Kontakte als ,,neutrale Kontakte” zu
betrachten, ihnen also eine Energie von Null zuzuweisen, oder aber eine moderate po-
sitive Energie zu verwenden.

Tatsichlich ergibt sich mit einer moderaten Energie von +0.586% nach der Simulation
ein Overlap von 0.72 und eine Coq cRMSD von 4.29A. Abb. 3.25 zeigt die Kontaktma-
trix dieser Struktur im Vergleich mit der von nativem Crambin.
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Abbildung 3.25: Die Kontaktmatrix von Crambin nach einer Monte Carlo Simulation
im Raume der (¢, y)-Torsionswinkel sowie von nativem Crambin. Die Kontaktener-
gieparameter sind mit Hilfe der quasichemischen Methode erzeugt.

3.4.2 Erzeugung von Decoys mittels Monte Carlo

Strukturen aus Monte Carlo Simulationen lassen sich auch als Decoys zum trainie-

ren von Energiefunktionen nutzen. Hierbei lisst sich die Ahnlichkeit der Decoys zu

L7
Zbei einer Skalierung der Parameter, so dass Y M,.2 = 10.
i=1
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Uy 0 0.257 0.432 0.586 0.685
q 0.64 066 069 072 063
Cy cRMSD [6.67A 6.11A 5.36A 4.29A 5.47A

Tabelle 3.22: Overlap g und Co, cRMSD von Crambin nach 5- 107 Monte Carlo Schrit-
ten. Das Training der Kontaktenergieparameter erfolgt nur fiir Crambin nach Glei-
chung 2.33. Die nicht-nativen Trainingsstrukturen sind mittels Threading von Crambin
durch Set35 erzeugt. Kontaktenergieparameter fiir Kontakte, die in der nativen Struk-
tur nicht auftreten weisen nach Gleichung 2.35 eine unendlich hohe Energie auf. Da
es nicht sinnvoll ist, Strukturen mit solchen Kontakten in MC Simulationen grund-
sitzlich abzulehnen, werden verschiedene Werte fiir die entsprechenden nicht-nativen
Kontaktenergieparameter u,, ausprobiert.

den entsprechenden nativen Strukturen praktisch beliebig steuern. Sie hingt ab von
der verwendeten Energiefunktion, der Temperatur und der Lédnge der Trajektorie. Ist
die Energiefunktion in der Lage eine native Struktur zwischen beliebigen Decoys zu
erkennen und ist sie gut korreliert, so wird sich bei Verwendung einer nativen Struk-
tur als Startpunkt bei niedriger Temperatur die Struktur entlang der Trajektorie nicht
stark verindern. Wird die Temperatur erhoht, so erfolgt eine Auffaltung. Durch Ver-
wendung von mehreren kurzen Trajektorien bei niedrigen Temperaturen lisst sich eine
groBe Zahl von Strukturen mit hoher Ahnlichkeit erzeugen. Es liegt also nahe, mit
dieser Methode, zumindestens zuséitzlich zu den mittels Threading erzeugten Decoys,

weitere Decoys mit hoherer Ahnlichkeit zu erzeugen.

Die Strukturen In Abb. 3.26 sind die Hiufigkeitsverteilungen des Overlaps fiir Seri-
en von Monte Carlo Simulationen dargestellt. Hierbei wird bei OK begonnen und die
Temperatur in Schritten von 10K auf 200K erhoht. Dann wird in Schritten von 1K auf
400K erhoht und schlieBlich in Schritten von 40K auf 1000K. Bei der einen Simulation
erfolgen in jedem Schritt 10* Monte Carlo Schritte mit der nativen Struktur von Cram-
bin als Startpunkt, bei der anderen Simulation erfolgen pro Simulation 4 - 10° Monte
Carlo Schritte. Hierbei wird insgesamt eine sehr grofie Zahl von Strukturen generiert.
Besonders die ersten Schritte einer Trajektorie konnen Strukturen mit einem Overlap
von g = 1 enthalten. Als Decoys verwendet werden jedoch nur Strukturen mit einem
Overlap g < 1.

Die Zahl der erzeugten Strukturen hiangt von der Akzeptanzrate ab. Im ersten Schritt
bei OK liegt sie fiir beide Serien bei 0.04, es werden also rund 400 bzw. 16000 Struktu-
ren generiert. Bei 1000K liegt sie bei 0.61 fiir 10* Schritte bzw. 0.62 fiir 1 - 10° Schritte.
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Abbildung 3.26: Decoys verschiedenster Ahnlichkeit lassen sich iiber Monte Carlo Si-
mulationen erzeugen. Dargestellt sind die Haufigkeitsverteilungen von ¢ nach Serien
von Monte Carlo Simulationen bei verschiedenen Temperaturen sowie von g fiir De-
coys erzeugt fiir Crambin mittels Threading unter Verwendung von Set;3s5. Die Monte
Carlo Simulationen erfolgen mit der nativen Struktur von Crambin als Startpunkt. In
einem Fall werden pro Temperaturschritt 10* Monte Carlo Schritte verwendet im an-
deren Fall 4 - 10°> Monte Carlo Schritte.

Die Energiefunktion fiir die Simulationen ist mit Hilfe von Threading und der linearen
Optimierung generiert worden. Als Zielsequenz diente hierbei Crambin, die Decoys
wurden durch Threading dieser Sequenz durch das Set 35 erzeugt®. Die Hiufigkeits-
verteilung dieser Decoys ist in Abb. 3.26 dargestellt.

Die Kontaktenergieparameter Die Berechnung der Parameter erfolgt mit der nati-
ven Struktur von Crambin sowie allen Decoys aus den beiden Monte Carlo Serien. Die
Korrelationen zwischen diesen Parametern und den Energieparametern aus der Threa-
ding Prozedur sind in Abb. 3.28 dargestellt. Obwohl die Optimierungen der Parameter
mit jeweils zwei vollig verschiedenen Decoy Sets erfolgte, sind sich die Parameter
relativ dhnlich. Fir den grolen Satz an Monte Carlo Strukturen ergibt sich ein Kor-

relationskoeffizient zu den Threading Parametern von r = 0.776, fiir den kleinen Satz

3Crambin hat eine Linge von 46 Aminosduren. Das kleinste Protein in Set;35 hat eine Linge von 60
Aminosduren. Fiir die Erzeugung der Decoys wurden also alle 135 Proteine verwendet.
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Abbildung 3.27: Mit Hilfe von Monte Carlo Simulationen ist es moglich ein brei-
tes Spektrum an Decoy Strukturen zu erzeugen. Werden die Simulationsbedingungen
sinnvoll gewihlt, so sind die Strukturen iiber einen weiten Ahnlichkeitsbereich zur
nativen Struktur verteilt. Wird die Energiefunktion mittels der linearen Optimierung
nach Gleichung 2.24 erzeugt, so unterscheiden sich die Polynome deutlich von denen
mittels Decoys aus Threading erzeugten Energiefunktionen (siehe Abb. 3.10).

ergibt sich r = 0.740. Fiir die Erzeugung der Parameter iiber die Monte Carlo Struktu-
ren wurde ein Polynom vom Grade 5 verwendet. Abb. 3.27 zeigt die entsprechenden
Polynome von verschiedenem Grad . Diese unterscheiden sich grundlegend von den
Polynomen aus den Threading Prozeduren (siche Abb. 3.10). Die Ahnlichkeiten der
mittels Threading erzeugten Strukturen liegen fiir fast alle Decoys im Bereich g = 0.2
bis ¢ = 0.6. Uber diesen Bereich sind die Polynome ab einem Grad von § = 3 anni-
hernd konstant. Fiir die Monte Carlo Strukturen ist der gesamte Bereich g € [0.23,0.98]
mit einer groBBen Zahl an Strukturen abgedeckt. Es liegt kein Decoy mit einem Overlap
g < 0.18 vor. Fiir kleine g nehmen die Polynome teilweise extrem hohe oder niedrige
Werte an. Fiir 8 = 9 und g = 0 ergibt sich ein Wert von f(g) = 61, fiir = 10 und
g = 0 ergibt sich f(q) = —145. Im Bereich ab ca. ¢ = 0.22 verhiilt sich das Polynom

in sinnvoller Weise, d.h die Energie korreliert negativ mit dem Overlap.

Erkennung der nativen Struktur zwischen Monte Carlo Strukturen Die Frage

ist, wie schwierig die Monte Carlo Strukturen fiir die Energiefunktion zu lernen sind,
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Abbildung 3.28: Die Decoys zur Erzeugung der Energieparameter aus Monte Car-
lo Simulationen unterscheiden sich in den Ahnlichkeiten entscheidend von denen
aus Threading. Trotzdem ist die Korrelation der erzeugten Energieparameter relativ
hoch. Links: Pro Temperaturschritt werden 10* MC-Schritte durchgefiihrt. Rechts:
Pro Temperaturschritt werden 4 - 10° MC-Schritte durchgefithrt. Hierbei wird eine
sehr hohe Zahl an Strukturen erzeugt. Die Energieparameter aus Threading sind mit
Set;35+Crambin erzeugt. Als einzige Zielsequenz dient hierbei Crambin.

also wie gut Strukturen mit nativen Eigenschaften aus dem Set an MC Strukturen er-
kannt werden. Die mittels des kleinen Satzes an Monte Carlo Strukturen trainierte
Energiefunktion weist einer Struktur aus diesem Satz mit einem Overlap von g = 0.95
die niedrigste Energie (E=-28.79) zu. Fiir die native Struktur ergibt sich eine Energie
von E=-27.90. Wird die mittels Threading Strukturen trainierte Energiefunktion ver-
wendet, so weist die energiedrmste Struktur (E=-42.63) einen Overlap von g = 0.92
auf. Die native Struktur hat hier eine Energie von E=-40.57. Beide Energiefunktionen
erkennen also Strukturen die der nativen Struktur sehr dhnlich sind. Abb. 3.29 zeigt
die Energien aller Decoys sowie der nativen Struktur unter Verwendung der beiden
verschiedenen Energiefunktionen.

Auch die Korrelationen zwischen Overlap und Energie sind fiir beide Energiefunktio-
nen sehr dhnlich. Trotz der hohen Zahl an Decoys (rund 3 - 10%) ist schon die mittels
Threading Strukturen trainierte Energiefunktion in der Lage die Energien sehr sinnvoll
zuzuordnen. Wird die Zahl der Decoys stark erhoht und der grofie Satz an Monte Car-
lo Strukturen verwendet, so lidsst die Erkennungsstarke dieser Energiefunktion nach.
Der energiedarmste Decoy aus diesem Satz hat einen Overlap zur nativen Struktur von
g = 0.71 mit einer Energie von E=-44.19, die native Struktur weist eine Energie von
E=-40.57 auf. Wird die Energiefunktion jedoch auf diese Decoys trainiert, so wird ein
Decoy mit einer niedrigsten Energie von E=-31.99 und einem Overlap von g = 0.93
gefunden. Die native Energie betrigt hierbei E=-29.42. Es ist also moglich die Ener-

giefunktion so auf diesen Satz an Decoys zu trainieren, dass ein Decoy aus dem nativen
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Abbildung 3.29: Mittels Monte Carlo Simulationen lisst sich eine hohe Zahl an De-
coys zu einer gegebenen Sequenz erzeugen. Dargestellt sind die Energien solcher MC-
Strukturen unter Verwendung verschiedener Energiefunktionen. Rechts: Die Energie-
funktion ist mittels dieser Strukturen trainiert. Links: Die Energiefunktion ist trainiert
mittels Threading Strukturen.

Bereich erkannt wird.

Faltungssimulationen mit den optimierten Parametern Werden die mittels Monte
Carlo Strukturen optimierten Energieparameter fiir eine Faltungssimulation ausgehend
von einer gestreckten Konformation verwendet, so ergibt sich eine Struktur mit einem
Overlap von g = 0.63 und einer Co, cRMSD von 5.97A zur nativen Struktur fiir die
mittels des kleinen Satzes an MC-Strukturen optimierten Parameter. Die Parameter fiir
die Monte Carlo Simulation entsprechen denen in 3.4.1.

Fiir die Kontaktenergieparameter aus dem grof3en Satz an MC-Strukturen ergibt sich
ein Overlap von ¢ = 0.56 und eine Cg cRMSD von 6.77A. Es ergibt sich also keine
Verbesserung gegeniiber Parametern die nur iiber Threading von Crambin generiert
sind.

Abb. 3.30 zeigt den Verlauf von Energie und Overlap dieser Monte Carlo Simulatio-

nen. Jeder 1000. angenommene Monte Carlo Schritt ist hier dargestellt.

Um ein noch grofieres Spektrum an Decoys fiir das Training der Parameter zu erhalten,
lassen sich die Monte Carlo Decoys mit den Threading Decoys kombinieren. Abb.
3.31 zeigt die Overlap-Verteilung fiir ein solches kombiniertes Set an Decoys. Eine
simulated annealing Simulation mit den auf dieses Set angepassten Parametern ergibt
am Ende der Trajektorie eine Struktur mit einem Overlap von g = 0.63 zu nativem
Crambin. Die energiedrmste Struktur weist einen Overlap von g = 0.67 und eine Cg,
cRMSD von 7.33A auf.
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Abbildung 3.30: Verlauf von Overlap, Energie und Temperatur wihrend einer Mon-
te Carlo Simulation mit einer gestreckten Konformation von Crambin als Startpunkt.
Dargestellt ist jeder 1000. angenommene MC Schritt. Die Decoys fiir das Training der
Energiefunktion sind mit Hilfe von MC Simulationen von Crambin generiert. Oben:
Fiir die Erzeugung der Decoys sind 10* MC Schritte je Temperaturschritt verwendet.
Unten: Je Temperaturschritt erfolgen 4 - 10° MC Schritte.
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Abbildung 3.31: Mit einer Kombination aus Threading und Monte Carlo Decoys lisst
sich ein breiter Overlap Bereich abdecken. Dargestellt ist die Verteilung des Overlaps
fiir einen Satz aus Monte Carlo und Threading Strukturen. Das Threading erfolgt mit
Hilfe von Crambin und Set;35 mit Crambin als einziger Zielsequenz. Die Monte Carlo
Decoys stammen aus dem kleinen Satz an MC Strukturen (10* MC Schritte je Tempe-
raturschritt).
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Abbildung 3.32: Verlauf von Overlap, Energie und Temperatur bei Monte Carlo Simu-
lationen von Crambin. Die Energieparameter sind mit Hilfe eines kombinierten Sets
an Decoys aus MC Simulationen und Threading optimiert.

Disulfidbriicken Auffillig sind die Energieparameter fiir Cystein-Cystein Paare.
Diese betragen +0.05 fiir das kleine Decoys Set bzw. +0.09 fiir das groBe Set an
Decoys. Crambin enthilt sechs Cysteine, welche alle in Disulfidbriicken involviert
sind. Trotz dieser starken Bindungen erhilt man positive, also abstolende Werte. Wer-
den die Parameter mittels Threading anhand von Set;3s optimiert, so ergibt sich fiir
den Cystein-Cystein Parameter ein Wert von -1.34*. Das Vorliegen von drei Disul-
fidbriicken bedeutet natirlich, dass es (g) . (;) =90 Moglichkeiten gibt, diese aus sechs
Cysteinen zu bilden. Der Cys-Cys Kontaktenergieparameter enthiilt keine Priferenz fiir
bestimmte Cystein Paare. Moglicherweise enthilt Crambin zuviele Disulfidbriicken

bei sehr kurzer Kettenlidnge.

3.4.3 Proteinstrukturvorhersage mit Hilfe von Monte Carlo Simu-
lationen

Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, wie sich Faltungssimulationen mit Hil-
fe einer Monte Carlo Methode durchfiihren lassen. Wird als Startpunkt der Simulation

Hierbei ist die Skalierung der Parameter nicht véllig identisch, da beim Threading mit Set;ss
N=210 Energieparameter vorliegen, hingegen bei Verwendung von Crambin als einzige Zielsequenz

N
nur N=117. Fiir beide Sitze an Parametern gilt } u? =10
i=1
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eine gestreckte Konformation verwendet und sind die Energieparameter ohne Informa-
tionen der entsprechenden nativen Struktur erzeugt worden, so liegt eine echte Struk-
turvorhersage vor. Tabelle 3.23 zeigt fiir drei verschiedene Proteine die Overlaps und
cRMSDs mit der nativen Struktur solcher Vorhersagen unter Verwendung verschiede-

ner Energiefunktionen.

Crambin 2erl lorc
verwendete Energiefunktion|g cRMSD|g cRMSD|g c¢RMSD
LOys 0.49 8.3910.49 7.91(0.40 10.76
LOj3s 0.55 9.710.50 7971044 1211
LOu420 0.52 8.10/0.62 6.67(0.46  10.50
LO1o14 0.49 9.14|0.59 8901043 11.84
QCMys 0.43 9.14|0.57 8.3210.42 9.34
QCM 35 0.49 8.9210.61 6.76(0.45 1191
QCMyz0 0.52 8.7710.61 6.85|0.39 11.19
QCMp14 0.55 8.46(0.57 8.921042 1233
QCMwys 0.56 6.66|0.62 5.84|0.40 9.56
QCMw 35 0.52 6.50|0.62 8.8710.42 11.26
QCMw.z9 0.48 9.00|0.57 7.3810.47 9.62
QCMw g4 0.54 8.30(0.58 8.9710.46 9.86
boltz,s 0.50 8.70
boltz3s 0.50 8.64
boltzg 0.57 8.50
boltz|o14 0.50 7.00

Tabelle 3.23: Overlaps und Co, cRMSDs von Vorhersagen mittels einer Monte Carlo
Simulation. Verschiedene Methoden und Proteinsets zur Erzeugung der Kontaktener-
gieparameter kommen zur Anwendung. Die nativen Strukturen der vorherzusagenden
Proteine sind in den jeweiligen Trainingssets nicht enthalten.

[.O,: lineare Optimierung (Gleichung 2.24) unter Verwendung von Proteinset x
QCM,: Quasichemische Methode (Gleichung 2.33) unter Verwendung von

Proteinset x

QCMw,: Quasichemische Methode mit Gewichtung (Gleichung 2.35) unter Verwen-
dung von Proteinset x

boltz,: Boltzmann-gewichtete Optimierung (siehe 2.9) unter Verwendung von Protein-
set x.

Crambin (lejg) Hinsichtlich des Overlaps ist fiir Crambin die Boltzmann-
gewichtete Optimierung (siehe 2.9) am erfolgreichsten. Beziiglich der Cy cRMSD ist

eine Energiefunktion, die mittels der quasichemischen Methode mit Gewichtung (siehe
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Gleichung 2.35) erzeugt ist, am erfolgreichsten. Bei der Unterscheidung von nativen
und nicht-nativen Strukturen (siehe Tabelle 3.13) zeichnet sich diese Funktion durch
eine sehr gute Ubertragbarkeit aus. Die Eigenschaft, Strukturen gut zu bewerten oh-
ne vorher auf diese Strukturen gelernt worden zu sein, zeigt sich also auch bei der

Strukturvorhersage.

Mating Pheromone Er-1 (2erl) Unter Verwendung einer Energiefunktionen, die mit-
tels der quasichemischen Methode mit Gewichtung (sieche Gleichung 2.35) erzeugt ist,
wird die niedrigste cRMSD (5.84A) erreicht. Der hochste Overlap von g = 0.62 wird
ebenfalls von dieser quasichemischen Methode sowie von der linearen Optimierung
(siche 2.10) erreicht.

Cro Repressor Insertion Mutant K56-[Dgevk] (lorc) Der hochste Overlap wird mit
der quasichemischen Methode mit Gewichtung (Gleichung 2.35) erreicht, die niedrig-
ste cRMSD mit der quasichemischen Methode nach Gleichung 2.33.
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Abbildung 3.33: Kontaktmatrizen nach MC Simulationen ausgehend von gestreckten

Konformationen. Die Erzeugung der Kontaktenergieparameter erfolgt jeweils mittels

der quasichemischen Methode mit Gewichtung (siche Gleichung 2.35)

(a): Crambin. Als Trainingsset dient Set;5. Crambin ist in diesem Set nicht enthalten.

(b): 2erl. Als Trainingsset dient Setys. 2er! ist in diesem Set nicht enthalten.

(c): lorc. Als Trainingsset dient Sety9 ohne /orc.
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