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2. Zusammenfassung

In der postgenomischen Phase der biomedizinischen Forschung sind die Proteine,
insbesondere als Zielstrukturen fur viele Medikamente, zunehmend in den Brennpunkt des
wissenschaftlichen Interesses geriickt. Insofern sind hochwertige und schnell verflgbare
Informationen Uber Evolution, Stabilitdt, Dynamik und Wechselwirkungen der Proteine von
eminenter Bedeutung. In diesem Zusammenhang wurden entsprechende Verfahren und
Datenbanken erarbeitet, die international genutzt werden.

Dabel spielen 3D-Strukturen sowohl der Proteine als Zielstrukturen, as auch der Liganden als
Leitstrukturen fir Medikamente eine aul3erordentliche Rolle. Zur Generierung verl&sslicher
Zielmolekil-Strukturen wurden neue Methoden erarbeitet. Die Bertcksichtigung der
Liganden-Flexibilitét Gber explizite Konformere ermdglichte die Implementierung schneller
Verfahren. Dadurch konnten fur das in silico Screening durchsuchbare 3D-Datenbanken
aufgebaut werden, die Millionen verfigbarer Naturstoffe sowie synthetischer Substanzen
enthalten. Eine von uns generierte Web-basierte Medikamentendatenbank, die Uber eine
schnelle Ahnlichkeitssuche die direkte Verbindung zu den medizinischen Zielstrukturen
herstellt, erméglicht durch die Einbindung der WHO-definierten Indikations-Kodierung
(ATC-codes) eine breite Nutzung.

Das Struktur-gestiitzte Design von Peptid-Bibliotheken, die auch nichtlineare Bindungsstellen
abbilden, ist etabliert worden. Damit ergeben sich neue Moglichkeiten, peptidische Binder fir
Proteine aufzufinden. Um die ungunstigen pharmakol ogischen Eigenschaften der gefundenen
Peptide zu verbessern, wurden automatisierte Verfahren zum Design von Peptid-Mimetika
entwickelt. Der Einsatz von konformationellen Photo-Schaltern sowohl in  biologisch
wirksamen Peptiden als auch in kleinen, nicht-peptidischen Inhibitoren ist durch von uns
entwickelte Verfahren erheblich vorangekommen und erschliefdt diverse neue medizinische
Applikationen.

Neben der Entwicklung bioinformatischer Verfahren hat deren Anwendung auf konkrete,
experimentell validierbare Projekte mal3geblich zum Erfolg beigetragen. Dabei konnten
Protein-Protein-1nteraktionen durch Peptid-Bibliotheken aufgeklart werden und Liganden fir
verschiedene Zielmolekile vorgeschlagen werden, die bereits in mehreren Fédlen zu

Patentanmel dungen geftihrt haben.



3. Einleitung

Die Rontgenstrukturaufklarung und insbesondere die anndhernd industrielle Exprimierung,
Reinigung, Kristallisierung und Synchrotron-gestiitzte Réntgenbeugung® sowie NMR haben
einen riesigen Bestand an offentlich zugénglichen, atomar aufgeldsten 3D-Daten von etwa
30000 Proteinstrukturen im Komplex mit fast doppelt so vielen Liganden geschaffen. Dabel
handelt es sich um etwas mehr als 5000 verschiedene, kleine Liganden, von denen ca. 750
zugelassene Medikamente oder Derivate davon sind. Damit wird der unmittelbare Bezug der
Strukturforschung zur medizinischen Forschung deutlich, denn nur durch diese
Komplexstrukturen kann die Beziehung zwischen Zielstruktur (Target) und Effektor (Drug)

|etztendlich detailliert untersucht werden.
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Abb. 1: Entwicklung des Datenbestandes der Proteinstrukturdatenbank (PDB)>.

Methoden zur Vorhersage von Proteinstrukturen stehen weiterhin im Mittelpunkt des
Interesses, da viele (humane) Proteine schwer kristallisierbar sind® #. Dabei sind membran-
sténdige Rezeptoren von besonderem Interesse, denn diese pharmakologisch besonders
relevanten Proteine sind strukturell bisher weitgehend unbekannt. Ein tiefgehendes
Verstandnis fir die strukturellen und funktionellen Besonderheiten von Membranproteinen ist
besonders wichtig, um erste Erfolge in der Strukturaufklarung z.B. durch gezielte

Verénderungen der L 6slichkeit® ausbauen zu kénnen.



Bisher werden nur einige Hundert der méglichen Proteine as Targets fur therapeutische
Ansitze genutzt®, obwohl NMR-Untersuchungen die meisten Proteine als medikamentds
beeinflussbar (,druggable’) darstellen’. Zurzeit werden grofRe Anstrengungen unternommen,
um nicht nur Proteine, die ohnehin kleine Molekule binden, sondern auch Protein-Protein-
Wechselwirkungen zu adressieren®. Die Methoden, um Liganden zu entwickeln, die in den
Hot-Spot-Bereichen von Protein-Interaktionsflachen binden, befinden sich noch in frihen

Entwicklungsphasen®.

Ebenso lésst sich feststellen, dass einige Millionen chemischer Substanzen zur Verfligung
stehen, die auf Grund ihrer physiko-chemischen Eigenschaften als Medikamente in Betracht
kamen (Leads), woraus sich eine experimentell nicht zu beherrschende Vielfalt von etwa 5000
Targets und jeweils 60 Millionen méglichen Leitstrukturen ergibt'®. Aus diesen Uberlegungen
wird die Bedeutung des in silico Screening as Erganzung zum in vitro High-Throughput-
Screening (HTS) sichtbar. Daflr bedarf es schneller, angereicherter Datenbanken, um bereits
frihzeitig irrelevante Substanzen mit geeigneten Filtern auszuschlieRen™, so dass
aufwandigere Verfahren, wie beispielsweise Docking™, fir die letztendliche Auswahl
experimentell zu untersuchender Substanzen zum Einsatz kommen koénnen. Dabei spielen
wechselwirkende molekulare Oberfléchen, die auch im Zentrum unserer Arbeiten stehen,
sowohl bei Protein-Liganden- als auch bel Protein-Protein-Erkennungsprozessen eine

entscheidende Rolle™.

Neben der Entwicklung neuer Algorithmen' oder der Generierung integrierter Datenbanken™
besteht eine zentrale Aufgabe und Stérke der modernen Bioinformatik in der engen
Interaktion mit  experimentell  arbeitenden  Gruppen aus Molekularbiologie®™,
Strukturaufklarung®’, Chemie™® bzw. Molekularer Medizin'® %°. Im Umfeld medizinischer
Forschung an der Charité ist es moglich, diesem internationalen Trend Rechnung zu tragen
und die kontinuierlich ansteigenden Erfolge in Form von Publikationen und Patenten zeigen,

dass die Bioinformatik ein wichtiges Bindeglied zwischen Theorie und Experiment sein kann.



4. Ergebnisse

4.1. Proteinstruktur

4.1.1. Columba: eineintegrative Datenbank von Proteinen, Strukturen und

Annotationen.

e Trisd S, Rother K, Mueller H, Steinke T, Koch I, Preissner R, Frommel C, Leser U.
Columba: an integrated database of proteins, structures, and annotations. BMC
Bioinformatics. 6, 81 (2005)

Strukturelle und funktionelle Forschung erfordert oftmals die Generierung geeigneter Satze
von Proteinstrukturen auf Basis bestimmter Eigenschaften. Dazu gehdren sowohl
Sequenzcharakteristika als auch Klassifikationen beziglich Fatung oder Funktion. Die
Zusammenstellung solcher Datensétze ist aufwandig, da Recherchen in verschiedenen
Datenbanken angestellt und zusammengefihrt werden missen. Um diesen Prozess zu
erleichtern, haben wir eine integrierte Datenbank erstellt. Columba integriert zur Zeit 12
Datenquellen. Darunter sind die Proteinstrukturdatenbank (PDB), eine Datenbank
biochemischer Stoffwechselwege (KEGG), eine annotierte Sequenzdatenbank (Swiss Prot)
sowie Klassifikationsdatenbanken bezlglich Strukturklasse, Faltungstyp und Enzymdaten
(CATH, SCOP, Gene Ontology, ENZYME). Unsere Datenbank kann per Schlisselwort-
Suche oder via Quellen-spezifischem Web-Formular durchsucht werden. Dadurch kénnen
Nutzer schnell und einfach PDB-Datenséize selektieren und herunterladen, die z.B. in einem
bestimmten Stoffwechselweg wichtig sind, einen definierten Faltungstyp und eine bestimmte
Funktion haben und deren Strukturbestimmung gewissen Qualitéatsanforderungen gentigt. Die
Ergebnisse solcher Anfragen werden sowohl in Nutzer-freundlichem Webformat als auch in
Maschinen-lesbarem Format zur automatisierten Welterverarbeitung angeboten. Die
COLUMBA-Datenbank erlaubt die einfache und zuverldssige Generierung von
Proteindatensdtzen fur Struktur-basierte Studien. Ein solches System existierte bisher nicht
und wird die Arbeit fir kleine und grof3e Datensdtze wesentlich effizienter gestalten. Das
Web-Interface ist erreichbar unter http://www.columba-db.de.



4.1.2. Inver se Sequenzahnlichkeit in Proteinen in Relation zum dreidimensionalen

Faltungstyp.

e Preissner R., Goede, A, Michalsky, E, Frommel, C. Inverse sequence similarity in
proteins and its relation to the three-dimensional fold. FEBS Lett. 414, 425-429 (1997)

Derzeit ist die erfolgreichste Strategie zur Vorhersage der Tertiarstruktur von Proteinen die
Homologie-Modellierung unter Verwendung bekannter Raumstrukturen. Eine gute Chance
auf ein verldssiches Modell besteht nur, wenn zwischen Ausgangs- (Template) und
Zielstruktur eine signifikante Sequenzahnlichkeit besteht (z.B. 27% tber 100 Aminosauren).
In dieser Analyse untersuchen wir das Phanomen inverser Sequenzéhnlichkeit in Proteinen
und seine strukturelle Bedeutung. In Proteinsequenzdatenbanken haben wir dieses Phanomen
erstaunlich haufig und ausgepragt aufgefunden (bis zu 34% Uber 204 Aminosduren). Bei
Untersuchung der invers-8hnlichen Protein Paare mit bekannter Struktur oberhalb der sonst
geltenden Grenze fur Strukturghnlichkeit konnten wir in der Regel keinen gleichen oder
ahnlichen Faltungstyp feststellen. Aus dieser Analyse schlussfolgern wir, dass die direkte
Verwendung inverser Sequenzéhnlichkeit fur die Strukturvorhersage — auch jenseits der
Grenze fiir , sichere Ahnlichkeit* — nicht moglich ist.

4.1.3 Inver se Sequenzahnlichkeit zwischen Proteinen impliziert keine strukturelle
Ahnlichkeit.

e Lorenzen S, GilleC., Preissner R. and Frommel C. Inverse sequence similarity of
proteins does not imply structural similarity. FEBS Lett. 545, 105-109 (2003)

Es gibt eine Debatte Uber die Fatbarkeit inverser Proteinsequenzen. Theoretische Arbeiten
und Experimente kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Viele Proteine in der Protein
Strukturdatenbank (PDB) zeigen inverse Sequenzadhnlichkeit zueinander. In dieser Arbeit
untersuchen wir, ob und inwieweit dies mit struktureller Ahnlichkeit korreliert. Zu diesem
Zweck haben wir die C-apha-Atome aler Proteine in normaer und umgekehrter
Durchlaufrichtung Uberlagert und den Grad der Ubereinstimmung bzgl. zugeordneter
Sekundérstruktur untersucht. Vergleicht man Proteine mit weniger als 50% Sequenzidentitét,
so zeigen nur 0.5% der invers alignierten Paare einen dhnlichen Faltungstyp (99 von 19073)
wahrend 9% der normal aignierten Paare (1731 von 19248) dies zeigten. Diese
Beobachtungen unterstiitzen die Ansicht, dass die Inversion der Sequenz fast immer zu
veranderten Faltungseigenschaften fuhrt. Insofern sind inverse Sequenzen eine interessante

Kontrollgruppe mit dhnlichen lokalen Sequenzeigenschaften.



4.1.4. LoopsIn Proteins (L1P): eine umfassende L oop-Datenbank fiir den Homologie-
M odellbau.

e Michalsky, E., Goede, A. and Preissner, R. Loops In Proteins (LIP) - a
comprehensive loop database for homology modelling. Protein Engineering 16, 1-7
(2003)

Eine der wichtigsten und zugleich schwierigsten Aufgaben beim Protein-Modellbau ist die
Vorhersage der Loops (Schleifenstrukturen zwischen den repetitiven Sekundérstrukturen),
wie auch aus der Vielzahl existierender Ansétze zu entnehmen ist. Loops In Proteins (LIP) ist
eine neue Datenbank, die alle Protein-Segmente der Protein Data Bank (PDB) bis zur Lange
von 15 Aminosduren enthdlt (~107). In dieser Arbeit untersuchen wir die Verwendbarkeit
dieser Datenbank beim Homologie-basierten Modellbau. Das Durchsuchen die von LIP nach
einem geeigneten Kandidaten fUr einen Loop dauert weniger als 1s und die vergleichende
Bewertung wenige Minuten. Der Geschwindigkeitsvorteil gegentiber existierenden Ansédtzen
liegt bel einer Grélenordung. Als Qualitatskriterium wird die mittlere quadratische
Abweichung (RMSD) zwischen vorhergesagter und experimentell beobachteter Loop-
Struktur gewahlt. Fir ein international genutztes Test-Set von Loops bis zu einer Lange von 9
Aminosduren lag dieser Wert unter 1 Angstrom, bei der Lange 14 unter 2 Angstrom. Die
Ergebnisse wurden im Detail mit einem kirzlich publizierten ab initio Ansatz und zwei
weiteren renommierten Methoden verglichen. Die LIP-Methode produzierte insgesamt sehr

gute Resultate und liefert insbesondere fir langere L oops die besten Ergebnisse.
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4.1.5. Voronoi-Zelle— eine neue Fehler-vermeidende M ethode zur Volumen- und Dichte-

Berechnung in Proteinen.

e Goede, A., Preissner, R., Frommel, C. Voronoi cell —a new error avoiding method
for volume and density calculation in proteins. J. Comp. Chem. 19, 1113-1123 (1996)

Bel der Berechnung von Atom-Volumina und der Dichte in Proteinen ist man mit dem
Problem schneidender Kugeln konfrontiert. Zur Berechnung lokaler Packungsdichten muss
das Volumen zwischen den Atomen entsprechend der Atom-Lokalisierung zwischen den
Atomen verteilt werden. Verschiedene Methoden, die auf Voronoi’s |dee basieren, die Atome
durch Polyeder zu approximieren, wurden fur diesen Zweck vorgeschlagen. In dieser Arbeit
vergleichen wir Methoden zur Zuweisung des nicht-atomaren Volumens zu verschiedenen
Atomen und finden Abweichungen von bis zu 100% fir bestimmte Atome. AulRerdem zeigt
sich, dass die vorgeschlagenen Teilungsebenen zwischen den Atomen nicht regelméidig die
Schnittkreise zwischen den kovalent gebundenen Atomen treffen. Fir Atome, die sich
deutlich in der Grof3e unterscheiden (z.B. C-H) fihrt das zu eindeutigen Fehlzuweisungen des
Volumens um bis zu 7%. Verschiedene Algorithmen haben den grof3en Nachteil, nicht alle
Volumina zuzuweisen. Diese kleinen, nicht zugeordneten Polyeder (,vertex error*)
summieren sich bereits fur ein kleines Protein zu etwa 60 Kubik-Angstrom, was der
Deletierung einer kompletten Aminosaure entsprache. Um die erwdhnten Probleme bei
Volumen- und Dichte-Berechnungen zu beseitigen, haben wir ein neues Verfahren, als
Voronoi-Zelle bezeichnet, entwickelt. Dabei ersetzen wir die teilende Ebene zwischen
Atomen durch eine gewdlbte Flache, die dadurch charakterisiert wird, dass ihr Abstand von
den van der Waals Oberflachen der beiden Atome stets gleich ist. Der Vorteil dieser
Definition besteht darin, dass nicht nur die Schnittkreise von Atomen, sondern auch der
Schnittkreis von vergroRerten Atomen (fur die Berechnung des Lodsungsmittel-
unzuganglichen Volumens (,,solvent excluded volume*) um den Wasser-Radius erweitert)
getroffen wird. Die resultierenden hyperbolischen Oberfl&chen, die eine Voronoi-Zelle bilden,
konnen leicht konstruiert und berechnet werden, wobel sie folgende Vorteile aufweisen: keine
Fehlzuweisung von Volumen fir Atome unterschiedlicher Grofle, geometrisch plausible
Zuweisung innerhalb der Atome und verbesserte Anwendbarkeit auf Wasser-zugéngliche

Protein-Oberflachen.

11



4.1.6. Alpha-Hélicesterminiert durch Glycin: Identifikation gemeinsamer struktureller

Motive.

e Pressner, R., Bork, P. On apha-helices terminated by glycine. 1. Identification of
common structural features. Biochem Biophys Res Commun. 180, 660-665 (1991)

Etwa ein Drittel aller Helices endet mit einem Rest, der einen positiven Torsionswinkel phi
aufweist. Drei Viertel davon sind Glycin-Reste. Diese starke Uberhéufigkeit kann mit
typischen gegabelten Wasserstoff-Briicken-Mustern erklért werden, die nur bel positiven phi-
Winkeln auftreten konnen und zum Abbruch der Helix fihren. Hier stellen wir einen von uns
entwickelten Algorithmus vor, der diese Charakteristika in Proteinstrukturen identifiziert. In
einem nicht-redundanten Datensatz 79 hochaufgelGster Proteinstrukturen haben wir 456
Helices untersucht, von denen 158 ein Glycin in der entsprechenden Konformation am Ende
aufweisen. Eine Untersuchung der evolutiondren Konservierung tber strukturbasierte multiple
Sequenzvergleiche ergab eine deutlich stérkere Konservierung des Glycin-Restes gegentber
der Umgebung.

12



4.2. Wechselwirkungsflachen in Proteinen
4.2.1. Dictionary of Interfacesin Proteins (DIP) — eine Datenbank komplementérer

molekularer Oberflachen.

e Preissner, R., Goede, A. and Frommel, C. Dictionary of interfaces in proteins (DIP).
Data bank of complementary molecular surface patches. J. Mol. Biol. 280, 535-550
(1998)

Molekulare Oberflachen von Proteinen sind verantwortlich fur die selektive Bindung von
Liganden, fur Protein-Protein Erkennung, aber auch fir spezifische Interaktionen zwischen
Proteinteilen. Diese grundlegende Bedeutung fihrt dazu, die bisher bekannten inneren
Wechselwirkungsflachen as Lernmenge fir intermolekulare  Erkennungsprozesse
beispielsweise von Substraten oder Co-Enzymen aufzufassen. Darlber hinaus werden
Vorhersagen von Kontakten moglich, die bel Protein-Faltung und -Assoziation auftreten. Zu
diesem Zweck haben wir eine Definition fur Wechselwirkungsfléche (,,interface”) erarbeitet.
Darunter verstehen wir ein Paar passender Oberflachenteile, , patches’, die von rdumlich
benachbarten Sekundérstrukturen stammen. Alle solche Wechselwirkungsflachen von
bekannten Proteinstrukturen haben wir in einer umfassenden Datenbank abgelegt: Data bank
of Interfaces in Proteins (DIP). Gegenwartig enthélt die Datenbank einen nicht-redundanten
Datensatz von 350 Proteinen, woraus sich etwa 160000 Oberfléchenteile ergeben, die von
etwa 12500 Sekundéarstrukturen gebildet werden. Fir spezielle Zwecke konnen leicht weitere
Strukturen hinzugefuigt oder Subgruppen gebildet werden. Sowohl die Atomkoordinaten der
Oberflachensegmente as auch die Abstande zu den Atomen der benachbarten
Sekundarstruktur sind direkt zuganglich. Uberraschender Weise ist die generelle Form der
Segmente weitgehend unabhéngig von der jeweiligen Sekundérstruktur und l&sst sich als
flacher Korper mit einem Langen-Breiten-Hohen-Verhdtnis von 3:2:1 beschreiben. Die
relative Orientierung der Segmente zueinander schwankt nur minimal beziiglich der Absténde
der Schwerpunkte und der Winkel der Normalen. Das existierende Recherche-System fur DIP
erlaubt die Selektion der molekularen Oberflachensegmente entsprechend verschiedener
Kriterien wie geometrischer Charakteristika, atomare Zusammensetzung, Typ der
Sekundarstruktur, Art und Anzahl der Kontakte etc. Ein schneller, Sequenz-unabhangiger 3D-
Uberlagerungsalgorithmus wurde entwickelt und implementiert, um geometrisch ahnliche
Wechselwirkungsflachen zu identifizieren. Damit sind wir in der Lage, eine grole Zahl
ahnlicher Wechselwirkungsflachen in vollig verschiedenen Proteinen zu identifizieren.
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4.2.2. Homonyme und Synonyme im Wérter buch der Wechselwirkungsflachen in
Proteinen (DIP).

e Preissner R., Goede A. and Frommel C. Homonyms and synonyms in the Dictionary
of Interfacesin Proteins (DIP). Bioinformatics. 15, 832-836 (1999)

Sind verschiedene Berichte Uber molekulare Mimikry - z.B. im Zusammenhang mit
Kreuzreaktivitét - als Zufallsbefunde anzusehen oder steht dahinter ein generelles Prinzip der
Protein-Evolution? Um diese Frage zu beantworten, muss man zwei Arten von molekularen
Ahnlichkeiten betrachten: Ahnlichkeiten zwischen Homologen (Synonyme) und zwischen
Flachen (patches) von nicht-verwandten Proteinen (Homonyme). Alle
Wechselwirkungsflachen aus bekannten Proteinen wurden in einer Datenbank (DIP) erfasst.
Ein schneller, Sequenz-unabhangiger 3D-Uberlagerungsalgorithmus wurde entwickelt, um
diese automatisiert nach &hnlichen geometrischen Oberflachen suchen zu kdnnen.
Uberraschenderweise findet man eine groRRe Zahl dhnlicher Flachen auf der Oberfl&che nicht-
verwandter Proteine. Sogar Oberflachensegmente von unterschiedlichen
Sekundérstrukturtypen dhneln einander. Die mogliche Bedeutung dieser Homonyme wird an
Hand von Uberzeugenden Beispielen diskutiert. Die Daten zu den Wechselwirkungsflachen
sind - zusammen mit einem Programm zum Betrachten und Manipulieren - verflgbar unter
http://www.charite.de/ch/biochem. Dadurch sind einzelne Segmente anwahlbar und kénnen in
verschiedenen Formaten exportiert werden. Solche Daten fir weitere Proteine sind auf
Anfrage von den Autoren erhdtlich, Datenbank-Suchen und -Anaysen kénnen als
K ooperationsprojekt durchgefihrt werden.

4.2.3. Ersatzteile fur Helix-Helix-Packungen.

e Preissner R., Goede A. and Frommel C. Spare parts for helix-helix interaction.
Protein Eng. 12, 825-832 (1999)

Etwa 6000 K ontakt-Regionen (patches) von Helix-Helix-Packungen aus 300 hochaufgel 6sten,
nicht-homologen Proteinen werden in dieser Arbeit untersucht. Diese Segmente werden durch
raumliche Nachbarschaften zwischen den Helices definiert und unter Verwendung eines
variablen Abstandskriteriums auf atomarer Basis berechnet. Folgende Fragen werden
beantwortet: (1) Sind die Aminosdure-Préferenzen und Atomzusammensetzungen bestimmter

Typen helikaler Segmente zur Vorhersage des Typs der Nachbar-Sekundérstruktur geeignet?
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(2) Kann man helikale Segmente entsprechend ihrer strukturellen Ahnlichkeit klassifizieren?
Zu diesem Zweck wurden die Segmente mit einem automatischen Uberlagerungsal gorithmus
klassifiziert, woraus ein deutlich reduziertes Set reprasentativer Wechselwirkungsflachen
gebildet werden kann. Auf dieser Basis wird die Detektion austauschbarer Segmente in
verschiedenen Proteinen dargestellt.

4.2.4. Beschleunigte 3D-Suche in Proteindaten mit graphentheor etischen Ansatzen.

e Frommel, C., Gille, Ch., Goede, A., Gropl, C., Hougardy, S., Nierhoff, T., Preissner,
R. and Thimm, M. Accelerating screening of 3D protein data with a graph theoretical
approach. Bioinformatics 19, 2442-2447 (2003)

Das Dictionary of Interfaces in Proteins (DIP) ist eine Datenbank, in der 3D-Strukturen von
wechselwirkenden Proteinteilen gespeichert sind — so genannten Segmenten (patches). Das
Auffinden dhnlicher Segmente ist eine wichtige Suchmdglichkeit. Allerdings dauert das
Durchsuchen der gesamten Datenbank Stunden. In dieser Arbeit untersuchen wir, ob
Ahnlichkeiten bereits sicher identifiziert werden konnen, indem nur ein Teil von DIP
durchsucht wird. Zu diesem Zweck haben wir die Verteilung der Ahnlichkeit zwischen den
Segmenten untersucht. Die Bewertung der Ahnlichkeit erfolgt Uber einen , Score®, der den
Prozentsatz Uberlagerter Atome (sowie deren Typ) und den Wert der mittleren quadratischen
Absténde der Uberlagerten Atome (RMSD) berticksichtigt. Die Verteilung der Score-Werte in
DIP ist trimodal entsprechend der verschiedenen Niveaus der strukturellen Ahnlichkeit.
Interessanterweise lassen sich die Isolinien, die die verschiedenen Niveaus trennen mit
unabhangigen Methoden reproduzieren. Die Anwendung der Theorie der Zufallsgraphen
erlaubt die Ableitung verschiedener struktureller Charakteristika der Daten in DIP. Diese
konnen genutzt werden, um die Suche nach dhnlichen Segmenten zu beschleunigen. Je nach
verlangtem Ahnlichkeitsniveau ergeben sich Beschleunigungen um den Faktor 10 bis
mindestens 25.

4.2.5. Inhomogene molekulare Dichte: Referenzwerte fur Packungsdichte und die

Verteilung von Kavitaten in Proteinen.

e Rother, K., Preissner, R., Goede, A. and Frommel, C. Inhomogeneous molecul ar
density: reference packing densities and distribution of cavities within proteins.
Bioinformatics 19, 2112-2121 (2003)
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Es gibt in der Literatur widerspriichliche Angaben zur Packungsdichte im Innern von
Proteinen. Unter Verwendung einer verbesserten Voronoi-Prozedur berechnen wir in dieser
Arbeit Referenzpackungswerte fr verschiedene Regionen des Proteininnern. Aul3erdem soll
geklart werden, ob und wo Kavitdten auftreten. Hier stellen wir Sidtze von
Referenzpackungsdichten in Abhangigkeit vom Abstand zur Oberflache und zu internen
»Lochern® zur Verfigung. Das Proteininnere ist dicht gepackt, aber nicht homogen. Es gibt
im Durchschnitt 4.4 Locher pro 100 Aminosduren. Am haufigsten treten diese in einer Tiefe
von 2.5-3.6 Angstrém unterhalb der Connolly-Oberfléache auf. Nichtsdestotrotz ist die tiefste
Region der Proteine weniger dicht gepackt als die Umgebung des,,Kerns"*.

4.2.6. Gegabelte Wasser stoff-Briicken in Proteinen.

e Preissner, R., Egner, U, Saenger, W. Occurrence of bifurcated three-center hydrogen
bondsin proteins. FEBS Lett. 288, 192-196 (1991)

Hier unternehmen wir eine detaillierte Analyse der Wasserstoff-Briicken-Geometrie in
hochaufgel6sten Proteinstrukturen. Dabel haben wir in einem Datensatz von 13 Proteinen
festgestellt, dass ein Viertel (1204) aller Wasserstoff-Briicken (4974) gegabelt ist. Das heilit,
dass ein Wasserstoff-Bricken-Donor X-H zwei Akzeptoren A1 und A2 gegenibersteht.
Systematisch treten diese Wasserstoff-Bricken in apha-Helices auf, wo etwa 90% von
diesem Typ sind. Die Hauptkomponente ist (n+4)N-H~O=C(n), wie fir 3.6,3 apha-Helices
zu erwarten ist. Die vorherrschende Nebenkomponente, eigentlich aus 310-Helices bekannt, ist
(n+4)N-H0O=C(n+1). Verzerrungen an den Helix-Enden werden durch typische Wasserstoff-
Brucken-Muster stabilisiert. In beta-Faltbléttern sind 40% aller Wasserstoff-Briicken
gegabelt. Das haufige Auftreten der gegabelten Wasserstoff-Briicken verdeutlicht deren
Bedeutung fur Struktur, Stabilitdt und Funktion von Proteinen.
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4.3. Das Proteasom
4.3.1. Die gemeinsame RTP-Bindungsstelle von HIV-1 Tat und 11S Regulator ist

essentiell fur deren Effekte auf das Proteasom einschlief3dlich Antigen-Prozessierung.

e Huang X, Seifert U, Salzmann U, Preissner R, Henke W, Sijts AJ, Kloetzel PM,
Dubiel W. The RTP site shared by the HIV-1 Tat protein and the 11S regulator
subunit alphais crucia for their effects on proteasome function including antigen
processing. J Mol Biol. 323, 771-82 (2002)

Das menschliche HI-Virus Protein Tat hemmt die Peptidase-Aktivitét des 20S Proteasoms
konkurriert mit dem 11S Regulator PA28 um die Bindung an das Proteasom. Strukturelle
Vergleiche detektierten eine Ahnlichkeit zwischen dem Tat-Protein und der 11S Regulator-
Untereinheit (REG-alpha) as die REG/Tat-Proteasom (RTP) Bindungsstelle. Kinetische
Untersuchungen konnten die Aminosduren Lys51, Arg52 und Asp67 von Tat als RTP-Site
bestdtigen. Das Pendant im REG-alpha wird durch die Aminosauren Glu235, Lys236 und
Lys239 gebildet. Mutanten nach Ala an diesen Positionen in REG-alpha ergeben Proteine,
die REG-Komplexe bilden und an das Proteasom binden, aber keine aktivierende Wirkung
mehr auf das Proteasom ausiliben. Die REG-alpha RTP-site ist fUr eine verstérkte Présentation
eines Cytomegalo-Virus-Protein-Epitops aus pp89 durch MHC-Molekile in Maus
Fibroblasten verantwortlich. Zell-Experimente zeigen, dass die Aminosauren 37-72 des Tat-
Proteins fur die Interaktion des viralen Proteins mit dem Proteasom in vivo notwendig sind.
Das vollstdndige Tat-Protein und das Fragment 37-72 unterdriickt die 11S regulierte
Présentation des pp89 Epitops. Im Gegensatz dazu sind Varianten des Tat-Peptids 37-72, bei
denen die Aminosauren Lys51, Arg52 und Asp67 zu Alanin mutiert sind, nicht in der Lage,

die Antigen-Préasentation zu reduzieren.
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4.3.2. Konvervierung atomarer Substrukturen in den Wechselwirkungsflachen der

Sekundar strukturen proteosomaler Untereinheiten.

e Gille, C., Goede, A., Preissner, R., Rother, K. and Frommel, C. Conservation of
atomic substructures interfaces of secondary structural elements in proteasomal
subunits. J. Mol. Biol. 299, 1147-1154 (2000)

Es lasst sich beobachten, dass die divergente Evolution zweier Proteine die strukturelle
Ahnlichkeit der Hauptketten konserviert, wahrend die Sequenzéhnlichkeit auf ein
verschwindendes Mald absinkt. In dieser Arbeit untersuchen wir, inwieweit lokale
Substrukturen zwischen Sekundérstrukturelementen von dieser evolutiondren Konservierung
betroffen sind. Als Fallstudie benutzen wir die Strukturfamilie der Proteasomen-
Untereinheiten, fur die 17 verschiedene Kristall-Strukturen vorliegen. Davon stammen 14 aus
Saccharomyces cerevisiae, 2 Untereinheiten aus Thermoplasma acidophylum und eine
Untereinheit aus E. coli. Der strukturelle Kern der Untereinheiten besteht aus 23
Sekundérstrukturen. Jeweils zwei davon bilden eine Wechselwirkungsflache (,,interface"),
bestehend aus zwei komplementdren Segmenten (,patches’). Wir finden 61 solche
Wechselwirkungsflachen, die in allen 17 Proteasomen-Untereinheiten vorkommen und die
strukturell deutlich konservierter sind as zu erwarten wére. Es ist bekannt, dass die
Veranderung der Sequenz mit der mittleren quadratischen Abweichung (RMSD) der
Hauptketten korreliert. Bildet man einen mittleren patch-RMSD so ist dieser stérker mit der
Sequenzanderung korreliert als der RMSD-Wert der Protein-Hauptkette.
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4.3.3. Ein umfassender Uberblick tiber proteasomale Sequenzen: Schlussfolger ungen

zur Evolution des Proteasoms.

e GilleC, Goede A, Schloetelburg C, Preissner R, Kloetzel PM, Gobel UB, Frémmel
C. A comprehensive view on proteasomal sequences. implications for the evolution of
the proteasome. J Mol Biol. 326, 1437-48 (2003)

Das Proteasom ist eine grofe, multimere, selbst-kompartimentierende Protease, die eine
essentielle Rolle bel der Beseitigung falsch gefalteter Proteine, dem Abbau regulatorischer
Proteine, der Prozessierung von Proteinen bel der spezifischen partiellen Proteolyse, der Zell-
Zyklus-Kontrolle und der Vorbereitung der Peptide zur Immun-Présentation spielt. Man kann
zwei grundlegende Strukturtypen unterscheiden: das 20S Proteasom und das Proteasom-
dhnliche Hitze-Schock Protein, das von Hitze-Schock-Lokus V kodiert wird (hslV). Im
Allgemeinen ist jedes biologische Reich durch einen spezifischen Typ des Proteasoms
gekennzeichnet. Das 20S Proteasom tritt bel Eukaryota und Archebakterien auf, wahrend
hglVV vornehmlich in Bakterien vorkommt. Um diese Regel zu validieren, haben wir in dieser
Arbeit eine umfassende Analyse aler zurzeit vorliegenden Genome vorgenommen. Dabel
haben wir eine Reihe von Ausnahmen von dieser Regel gefunden. (1) Protista: zusétzlich zum
20S Proteasom haben Leishmania, Trypanosoma und Plasmodium auch hslV, welches von
einem Mitochondrien-Vorlaufer stammen koénnte. (2) Bakterien: bei Magnetospirillum
magnetotacticum und Enterococcus faecium fanden wir zwel verschiedene Varianten des
hsV, was auf horizontalen Gentransfer oder Genduplikation zurtickzufihren sein konnte.
Durch Einbeziehung von Rohdaten der Sequenzierung konnten wir bestétigen, dass einige
bakterielle Genome - offenbar auf Grund von Genverlust - kein Proteasom haben. (3) G+C
Gram-positive besitzen eher ein 20S Proteasom as hdV. Der strukturelle Kern des
Proteasoms besteht aus zwei verschiedenen, homologen Ketten apha und beta, die durch
Genduplikation in weitere sieben Sub-Typen differenzierten. Durch detaillierte Analyse des
Genoms des intrazelluldren Keims von Encephalitozoon cuniculi waren wir in der Lage, zu
zeigen, dass die Differenzierung der beta-Untereinheiten friher erfolgte as die der apha-
Kette. Ein wichtiges methodisches Ergebnis unserer Analyse ist die Notwendigkeit zur
Einbeziehung der Rohdaten der Sequenzierung, da sonst wichtige Proteine , Ubersehen®
werden konnen. Das Struktur-basierte Alignment der 433 Sequenzen aus 143 Organismen
steht auf unserer Website zur Verfligung und wird regelméfdig aktualisiert.
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4.3.4. Sequenzinfor mationen innerhalb der proteasomalen Prosequenzen ver mitteln die

effiziente I ntegration der beta-Untereinheiten in das 20S Proteasom.

e Schmidt M, Zantopf D, Kraft R, Kostka S, Preissner R. and Kloetzel PM.
Sequence information within proteasomal prosequences mediates efficient integration
of beta-subunits into the 20 S proteasome complex. JMol Biol. 288, 117-128 (1999)

Die Reifung von Proteasen wird Uber Pro-Sequenzen geregelt. Wahrend der Biogenese des
hochgradig oligomeren 20S Proteasoms missen funf Untereinheiten integriert werden, die
Pro-Sequenzen enthalten und entweder durch Autokatalyse oder durch benachbarte
Untereinheiten prozessiert werden muissen. In dieser Arbeit untersuchen wir die Bedeutung
der proteasomalen Pro-Sequenzen fir die Komplex-Bildung, indem wir die Pro-Sequenz der
fakultativen Untereinheit betali/LMP2 auf neun Aminosauren kirzen oder ganz deletieren.
Zusétzlich werden die geladenen Reste innerhalb der Pro-Sequenz durch neutrale ersetzt.
Waéhrend die komplette Deletierung der Pro-Sequenz die korrekte Inkorporation nicht
behinderte, storen die geladenen Reste in der gekirzten Variante den Einbau, was sich durch
Ersatz dieser mit neutralen Aminosauren kompensieren lasst. Bei der Bildung des Immuno-
Proteasoms sind Bildung, Inkorporation und Prozessierung der induzierbaren Untereinheiten
ein kooperativer Prozess. Wir finden eine lineare Korrelation zwischen dem Niveau von
betali/LMP2 und dem von beta2i/MECL 1, was eine direkte Interaktion dieser Untereinheiten
als Basis fir den konzertierten Einbau nahe legt. In der Abwesenheit von betabi/LMP7 haufen
sich Vorlaufer-Komplexe mit unprozessiertem betali/LMP2 an. Der Beitrag von betaS/L MP7
zur kooperativen Bildung einer homogenen Population des Immuno-Proteasoms ist daher
hochstwahrscheinlich auf eine beschleunigte Kinetik der Prozessierung von betali/LMP2 und
wohl auch beta2i/MECL 1 zurtickzufihren.
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4.4. Membran-Proteine
4.4.1. Molekulare Packung und Packungsdefekte in helikalen Membran-Proteinen.

e Hildebrand, P.W., Rother, K., Preissner, R., Goede, A., Frommel, C. Molecular
packing and packing defects in helical membrane proteins. Biophys J. 88, 1970-7
(2005)

Die Packung von Transmembran-Helices ist essentiell fur die Stabilitét und Funktion apha-
helikaler Membran-Proteine. Durch Verwendung einer modifizierten Voronoi-Prozedur wird
es maoglich, die Packungsdichte von Transmembran-Doménen zu berechnen. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass die Helices von Membran-Kandlen und -Transportern deutlich
lockerer gepackt sind als digenigen von globuldren Proteinen. Diese gefundenen
Packungsdefizite finden auch ihren Ausdruck in einer hdheren Anzahl von Kavitéten an
funktionell bedeutsamen Punkten. Die Umgebung dieser Hohlrdaume, die die Poren und
Kandle saumen, wird durch polare Aminosauren geprégt, die in "offenem Zustand" der
Transporter fur das wassrige Medium zuganglich sind. Hohlrdume, die im Gegensatz dazu,
weiter im Inneren liegen und funktionell bedeutsame Umlagerungen (an Scharnieren)
erleichtert, sind durch hydrophobe Umgebungen geprégt. Diese Korrelationen stiitzen die
Annahme, dass die geringeren Packungsdichten in Membran-Transportern und -Kanalen fir

die bendtigte Helix-Beweglichkeit beim Transportvorgang essentiell sind.

4.4.2. Strukturelle Charakteristika von Trans-Membran-Helices

e Hildebrand, PW., Preissner, R., Frommel, C. Structural features of trans-membrane
helices. FEBS Lett. 559, 145-51 (2004)

In dieser Arbeit wird der zur Zeit verfigbare Satz von experimentell hochaufgel 6sten 3D-
Strukturen nicht homologer, helikaler Membran-Proteine analysiert. Das sind derzeit 15
Proteinstrukturen mit 160 Transmembran-Helices. Im Unterschied zu |6slichen, globuléren
Proteinen befinden sich diese Bereiche in der hydrophoben Umgebung der Lipid-
Doppelschicht und hier sollen daraus resultierende strukturelle Besonderheiten der Helices
hinsichtlich der Wasserstoff-Briicken und der Dihedrawinkel untersucht werden. Der
Ramachandran-Plot von Protein-Kandlen und -Transportern zeigt eine signifikante
Verschiebung beziglich der phi- und psi-Winkel gegeniber vergleichbaren Helices aus
globulédren Proteinen von +4.5° und -5.4°. Am C-Terminus von Transmembran-Helices findet
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man Motive, die den Gly-Helix-Caps von Helices globuldrer Proteine entsprechen. Allerdings
finden sich aufgrund der hydrophoben Umgebung andere Sequenzmuster. Die dargestellten
Besonderheiten sind fur die Erstellung raumlicher Modelle von Membran-Proteinen von

Bedeutung.

4.4.3. Analyse und Vorhersage von Helix-Helix I nteraktionen in Membran-Kanélen und

Transportern

e Hildebrand PW, Lorenzen S, Goede A, Preissner R. Analysis and prediction of helix-

helix interactions in membrane channels and transporters. Proteins. 64, 253-62 (2006)

Membranproteine erfillen eine Vielzahl verschiedener Funktionen als Zelloberflachen-
Rezeptoren, Redoxproteine, lonenkandle und Transporter. Membranproteine mit
funktionellen Poren zeigen andere Charakteristika der Helix-Helix-Packung als andere
helikale Membranproteine. Wir fanden, dass die Helix-Helix-Kontakte in 13 nicht-
homologen, hochaufgeldsten Membranproteinen mit Transportfunktion Uberwiegend durch
schwach polare Aminosdauren (G>S>T>F) vermittelt werden. Durch die Uberwiegend
rechtshandige Helixkreuzung entstehen typische Kontakte bel jeder vierten Aminoséure.
Darlber hinaus findet sich bei diesen Membranproteinen eine starke Korrelation zwischen der
Hydrophobizitét und dem Bestreben zum Kontakt mit der Lipidmembran. Die polaren Reste
hingegen sind in der Regel zum polaren Ldsungsmittel (Kanal) orientiert.

Im Gegensatz dazu fanden wir fir 14 nicht-homologe, hochaufgeloste und helikale
Membranproteine ohne Transportfunktion auch grof3e und/oder polare Aminosduren als
dominante Kontaktdeterminanten (D>S>M>Q). Dadurch entstehen eher linkshandige Helix-
Kreuzungen, die durch Kontakte nach 3.5 Resten charakterisiert sind.

Dementsprechend scheinen in Abhangigkeit von der Funktion unterschiedliche Konzepte der
Faltung und Stabilisierung realisiert zu sein. Durch Abbildung dieser Unterschiede tber eine
Matrix-basierte Methode gelang uns eine Verbesserung der Vorhersage der Helix-Helix-
Kontakte um 16% auf 76%.
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4.5. Lokale Sequenzmuster
4.5.1. Vorhersage von Prolin in cis-Konformation in Proteinstrukturen auf Basis der

Aminosaur e-Sequenz.

e Frommel, C, Preissner, R. Prediction of prolyl residuesin cis-conformation in protein
structures on the basis of the amino acid sequence. FEBS Lett. 277, 159-163 (1990)

In Proteinen befinden sich die meisten Peptidbindungen in trans-Konformation, bel einem
Torsionswinkel ®=180°. Nur einige treten in cis-Konformation auf (»=0°), die meisten davon
sind Proline. Etwa 6% der 4000 Prolin-Reste in der Protein Data Bank zeigen cis
Konformation. Die Sequenzumgebungen unterscheiden sich signifikant zwischen den cis- und
trans-Prolinen. Beispielsweise treten aromatische Reste gehauft N-terminal von cis-Prolinen
auf, wahrend diese bel trans-Prolinen haufiger C-terminal vorkommen. Aber in alen Félen
handelt es sich um komplexe Muster, die fir cis- oder trans-Konformation typisch sind. Aus
der Untersuchung der lokalen Umgebung (6 Reste) haben wir 6 Muster abgeleitet, mit denen
wir 75% aller cis-Proline vorhersagen konnen, ohne dass eine falsch-positive Vorhersage

auftritt.

4.5.2. Alpha-Helicesterminiert durch Glycin: Erkennung durch Sequenzmuster.

e Bork, P, Preissner, R. On apha-helices terminated by glycine. 2. Recognition by
sequence patterns. Biochem Biophys Res Commun. 180, 666-672 (1991)

In dieser Arbeit haben wir Konsensus-Sequenz-Muster entwickelt, um Helix-Enden mit
typischem Wasserstoff-Briicken-Mustern zu beschreiben. Dieses spezielle Muster tritt bei
einem Drittel aller Helices auf und ist in der Regel mit Glycin und einem positiven
Torsionswinkel phi assoziiert. In der Proteinstrukturdatenbank (PDB) haben wir 575 Helices
identifiziert, die diesen Kriterien entsprechen. Ein einfacher Algorithmus zur Clusterung
findet sechs Gruppen mit definiertem Eigenschaftsmuster. Mit Hilfe dieser Muster ist es
maoglich, 87% (501) der Helix-Enden korrekt vorherzusagen, ohne falsch-positive
Vorhersagen.
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4.5.3. Konservierung von cis-Prolin Bindungen in Proteinen im Verlauf der Evolution.

e Lorenzen, S., Peters, B., Goede, A., Preissner, R., Frommel, C. Conservation of cis

proline bonds in proteins during evolution. Proteins. 58, 589-95 (2005)

In Proteinen und Peptiden befindet sich die tberwiegende Mehrheit der Peptidbindungen in
trans-Konformation. Nur etwa 5% der X-Prolin Bindungen nimmt die cis-Konformation ein.
In dieser Arbeit untersuchen wir den Konservierungsgrad von Prolin-Resten evolutionér
verwandter Proteinen. Insgesamt finden wir einen hohen Konservierungsgrad fir cis-Proline.
Dabei gibt die Ahnlichkeit der Proteine in der gesamten Sequenz ein deutlich starkeres Signal
als entsprechende lokale Sequenzmuster. Der Konservierungsgrad von trans-Prolin Resten
liegt zwischen dem bei cis-Prolin gefundenen Wert und dem Wert umgebender Aminosauren.
Auch die Austauschmuster unterscheiden sich fir ciss und trans-Proline, so dass fur
Proteinfamilien mit einer Sequenzidentitdt oberhalb 20% klare Hinweise auf die
Konformation der X-Prolin Bindungen gefunden werden konnen. Dieser Befund unterstreicht
die Bedeutung von cis-Peptid Bindungen fir die Struktur, Faltung und Funktion von

Proteinen.
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4.6. Liganden und Medikamente
4.6.1. Struktureller Vergleich organischer Bibliotheken mit Protein-Substrukturen.

e Preissner, R., Goede, A., Rother, K., Osterkamp, F., Koert, U. and Frommel, C.
Matching organic libraries with protein-substructures. J. Comp.-Aided Mol. Design.
15, 811-817 (2001)

Hier préasentieren wir einen algemeinen Ansatz zur automatischen ldentifikation von
Substrukturen in Proteinen, die gegebenen 3D-Templates dhneln. Diese Arbeit dokumentiert
die erfolgreiche Verwendung nicht-peptidischer Grundkorper (, Templates’) wie
beispielsweise beta-Turn-Mimetika. Wir vergleichen gut untersuchte Turn-Mimetika wie das
bicyclische turned Dipeptid (BTD) und Spiro-Laktam (Spiro) mit dem 2,5-disubstituierte
Tetrahydrofuran (THF), einem neuen kirzlich entwickelten und charakterisierten Furan-
Derivat. Die detektierte geometrische Ahnlichkeit zwischen den Templates und den Protein-
Patches entspricht einer mittleren quadratischen Abweichung (RMSD) von 0.3 Angstrém,
was der Ahnlichkeit aktiver Zentren homologer Proteine entspricht. Dieses automatische
Verfahren ist von Wert fur biomedizinische Fragestellungen wie das Auffinden spezieller
Mimetika fur bestimmte Protein-Substrukturen, aber auch fur den Entwurf semiartifizieller
Peptide oder Proteine (,, Template-Assembled Synthetic Proteins’, TASP).

4.6.2. SuperLigands: eine durchsuchbare Liganden-Datenbank der

Proteinstrukturdatenbank.

e Michalsky, E., Dunkel, M., Preissner, R. SuperLigands: a searchable database of
ligands from the Protein Data Bank. BMC Bioinformatics 6, 122 (2005)

Gegenwaértig enthdt die Strukturdatenbank (PDB) etwa 30000 Proteinstrukturen, die
ihrerseits etwa 70000 experimentell bestimmte Kleinstrukturen enthalten. Dabel handelt es
sich um etwa 5000 verschiedene - Uberwiegend organische - Liganden mit geringem
Molekulargewicht. Informationen Uber diese Liganden, davon einige Hundert zugelassene
Medikamente, sind wichtig fir die Modellierung, insbesondere fur die Vorhersage von
Bindung und Funktion. Hier stellen wir eine neue Datenbank vor, SuperLigands, die per Web-
Zugang Informationen Uber diese Liganden liefert und das Abspeichern der Strukturen unter

Anreicherung topologischer und chemischer Informationen erlaubt. Das Recherche-System
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erlaubt Ahnlichkeitssuchen (Tanimoto-Koeffizient) und 3D-Uberlagerungen - auch mit
bekannten Medikamenten - aus der SuperDrug Datenbank. SuperLigands erganzt die
existierenden Informationsquellen der biomedizinischen Forschung um Informationen Uber
PDB-gebundene Klenstrukturen und erdffnet durch Such-Optionen in Medikamenten und
K ombination von 2D- und 3D-Ahnlichkeit wertvolle neue Méglichkeiten.

4.6.3. Super Drug: eine Konformationsdatenbank WHO-klassifizierter M edikamente.

e Goede, A., Dunkel, M., Mester, N., Frommel, C., Preissner, R. SuperDrug: a
conformational drug database Bioinformatics. 21, 1751-3 (2005)

Es gibt eine Reihe von Quellen fir experimentell bestimmte und berechnete 3D-Strukturen
von kleinen Molekilen, aber freie, offentlich zugangliche Datenbanken fir zugelassene
Medikamente und deren 3D-Strukturen existierten bisher nicht. Auf}erdem fehlte eine klare
Zuordnung von Indikations-bezogenen Klassifikationen zu Strukturklassen. Zu diesem Zweck
haben wir die Anatomisch-Therapeutisch-Chemische Klassifikation (ATC-Code) der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) benutzt, um eine Datenbank von etwa 2500 3D-
Strukturen der wirksamen Komponenten zugelassener Medikamente aufzubauen. Um deren
strukturelle Flexibilitét zu berticksichtigen, haben wir 100000 représentative Konformere
berechnet. In dieser Arbeit prasentieren wir das Web-Recherche-System, das Suchen z.B.
nach Medikamenten-Namen, Synonymen, Handelsnamen, Trivialnamen, Summenformel,
CAS-Nummer und ATC-Code ermdglicht. Darliber hinaus sind Ahnlichkeitssuchen
(Tanimoto-K oeffizient) und 3D-Uberlagerungen implementiert. Medikamente (z. B. oberhalb
einer gewissen Ahnlichkeit) konnen im MOL-Format exportiert werden.

Die Datenbank ist zuganglich unter http://bioinformatics.charite.de/superdrug.
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4.6.4. Vergleich von 2D-Ahnlichkeit und 3D-Alignment: Anwendung zur Suchein einer

Konfor mationsdatenbank von M edikamenten.

e Thimm, M., Goede, A. Hougardy, S. Preissner, R. Comparison of 2D Similarity and
3D Superposition. Application to Searching a Conformational Drug Database. J.
Chem. Inf. Comput. Sci. 44, 1816-1822 (2004)

In dieser Arbeit vergleichen wir die Ergebnisse von 2D-Ahnlichkeitssuchen in einer
Datenbank von mehr als 2000 Medikamenten mit denen von 3D-Uberlagerungen der
entsprechenden 100000 Konformere. Fur eine Klasse von Medikamenten unternehmen wir
hier eine detaillierte Analyse der Korrelation zwischen struktureller Ahnlichkeit und dhnlicher
Wirkung. Insgesamt ergeben die 2D-Suche mittels Tanimoto-K oeffizient und die 3D-Score
basierte Suche dhnliche Resultate, allerdings werden wichtige strukturelle und funktionelle
Charakteristika durch 2D-Ahnlichkeitsmalie auRer Acht gelassen. Beispiele fur das Uber- und
Unterschétzen der Ahnlichkeit durch 2D-Reprasentationen werden im Detail diskutiert. Der
erforderliche Mehraufwand fir 3D-Uberlagerungen wird fir unterschiedliche Algorithmen
(fast, 0.01s; best, 0.5s) mit dem Qualitétsgewinn verglichen. Aufgrund dessen kommen wir zu
dem Schluss, dass — in Anbetracht der Geschwindigkeit moderner PCs — 3D Uberlagerungen
die kommende Methode der Wahl fiir Bibliotheksgenerierung und Ahnlichkeitssuchen sein

werden.

4.6.5. In silico Screening von M edikamenten-Datenbanken nach T SE-Inhibitoren.

e Lorenzen, S., Dunkel, M., Preissner, R. In silico screening of drug databases for TSE
inhibitors. Biosystems. 80, 117-22 (2005)

Tausende von Wirkstoffen werden fir verschiedene Indikationen eingesetzt. In dieser Arbeit
demonstrieren wir die Verwendung einer neuen Konformationsdatenbank zur Suche nach
Substanzen mit positivem Einfluss auf Transmissible Spongioforme Enzephal opathien (TSE).
Durch Kombination von 2D- und 3D-Ahnlichkeitssuchen mit wirksamen Substanzen haben
wir 16 Kandidaten abgeleitet. Die Identifizierung einer kleinen Zahl von bereits zugel assenen
Medikamenten fir eine mogliche neue Indikation erlaubt die experimentelle Validierung mit

vergleichsweise aufwandigen Methoden.
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4.6.6. Darstellung der bindungsr elevanten K onfor mationsdynamik von M edikamenten

in Konfor mationsbibliotheken.

e Gunther, S., Senger, C., Michalsky, E., Goede, A., Preissner, R. Representation of
target-bound drugs by computed conformers. implications for conformational
libraries. BMC Bioinformatics. 7, 293 (2006)

Die wachsende Zahl bekannter Proteinstrukturen stellt wertvolle Informationen Uber
pharmazeutische Zielstrukturen zur Verfiigung. Bindungsstellen kénnen im atomaren Detail
untersucht und zur Entwicklung neuer Leitstrukturen genutzt werden. Die Flexibilitdt von
Liganden ist ein kritischer Punkt bei der Selektion mdglicher Medikamente. Da berechnete
3D-Konformere fur Millionen von Substanzen vorliegen, wére die Kenntnis der tatsachlich an
die Ziestruktur bindenden Konformere von grof3em Vortell fir ein effizientes in silico
Screening.

In der Proteindatenbank konnten wir annahernd 200 Medikamente identifizieren, die im
Komplex mit den Zielstrukturen kristallisiert wurden. So konnten wir einen Vergleich von
etwa 5.000 Kristalstrukturen mit 10.000 berechneten Konformeren dieser Medikamente
durchfihren. Die kraftfeldbasierte Konformerberechnung (<100 Konformere pro
Medikament) erfolgte unter dem Gesichtspunkt der optimalen Abdeckung des
Konformationsraumes. Fur drei Viertel der Medikamente konnte die bioaktive Konformation
mit einer Genauigkeit < 1 Angstrom dargestellt werden. Diese Quote steigt fur Medikamente
mit héchstens durchschnittlichem Molekulargewicht auf tber 90%.

Wir konnten verschiedene Medikamente identifizieren, deren kristallographisch bestimmte
Raumstruktur an unterschiedliche Zielmolekile gebunden vorliegt. Dabei stellte sich heraus,
dass in solchen Fallen durchaus verschiedene bioaktive Konformationen eingenommen
werden, die einen breiten Bereich des Konformationsraumes und der Energie einnehmen.
Trotzdem kann die Mehrzahl der Medikamente durch bis zu 100 Konformere gut abgebildet
werden, was fiir 3D-Ahnlichkeits- oder Pharmakophorsuchen von groRRer Bedeutung ist.

Die 10.000 berechneten Medikamenten-K onformere und die zugehorigen Uberlagerungen mit
den Liganden der Proteindatenbank stehen fre Zur Verfligung:

http://bioi nformatics.charite.de/superdrug.
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5. Diskussion

Der enorme Datenfluss, der durch Genom- 2 %, Metabolom- * ?* und Proteom-Projekte®
sowie Array- und Hochdurchsatz-Experimente™ entsteht, hat der Bioinformatik einen festen
Platz in den Lebenswissenschaften gesichert?®. Dabei spielen sowohl physikalisch-chemische
Konzepte zur Behandlung von (Makro-)Molekllen als auch Techniken aus Mathematik,
Statistik und Informatik eine wichtige Rolle, um Biomolekile im grof3en Mal3stab behandeln,

verstehen und zugehdrige I nformationen organisieren zu knnen®” %.

Die exakte Berechnung der Packungsdichte in Molekilkomplexen ist ein wichtiges
Instrument zur Beurteilung der Bindung®™. Fir eine detaillierte lokale Bewertung ist die
Voronoi-Zerlegung die Methode der Wahl®*. Eine Reihe von Tools steht dafir zur
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Verfligung™ >, wobei verschiedene Anwendungen im Vordergrund stehen:

e die Bestimmung von Sekundarstrukturelementen™
e die Berechnung von effektiven Bindungspotentialen®"
e Anwendungen zur Strukturvorhersage (ber Faltungserkennung®, Faltungs-
kompatibilitat (Threading)®” oder Faltungssimulationen
Leider muss man konstatieren, dass die Verfugbarkeit und einfache Bedienung
entsprechender Tools und nicht die Qualitét des Verfahrens die Verwendungshaufigkeit
dominieren, weshalb wir unsere Bemihungen zur Nutzerfreundlichkeit und Kompatibilitét

verstarkt haben — die Verdffentlichung eines entsprechenden Serversist in Vorbereitung.

Der Bereich der Proteinstrukturvorhersage bleibt von herausragender Bedeutung, da die
experimentelle Strukturbestimmung beispielsweise trotz der enormen Anstrengungen in 11
Konsortia zur structurellen Genomik nur einige Hundert Zielmolekil-Strukturen beitragen
konnte®. Auch wenn die ab initio Vorhersage bisher nur grobe Modelle liefern kann, ist die
Qualitat der Strukturmodelle, die durch Homologie-gestiitzten Modellbau entstehen, nahe an
experimentel|-bestimmten Strukturen®. Dabei sind die L6sungsmittel-zuganglichen Bereiche
der Proteinkette, die sogenannten Loops, der schwierigste Tell der Vorhersage. Analytische
ab initio Vorhersagen sind auf kurze Loops beschrankt und machen Fragmentierungen
notig*. Seit einigen Jahren ist die Abdeckung der Loops aus Protein Data Bank als so gut
anzusehen, dass Vorhersagen mit geringer Abweichung auf dieser Basis fur bis zu 10
Aminosiuren lange Loops méglich sind*. Dementsprechend schneiden PDB-Fragment-

basierte Verfahren fiir verschiedene Test-Sets besonders gut ab** .
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Protein-Protein-Interaktionen sind zentraler Regulationsbestandteil zelluldrer Netzwerke.
Deren Beeinflussung ist in den Mittelpunkt des Interesses der pharmazeutischen Forschung
geriickt*. Verschiedene Datenbanken widmen sich diesem Thema™®. Unser Ansatz,
Sekundérstruktur-Kontakte in solche Analysen einzubeziehen, vergrofert den zur Verfligung
stehenden Datensatz um mindestens eine GréRenordnung™.

Das Ubiquitin-Proteasom-System gehdrt zu den wichtigsten funktionellen Einheiten der Zelle.
Die Beeinflussung dieses Systems zur Ausldsung von A poptose durch neue kleine, organische
Molekille ist uns bereits gelungen®™®. Die direkte Interaktion von oligomeren,
oligofunktionellen Proteinen wie dem COP9 Signalosom, dem Proteasom und den
proteasomalen Regulatoren® stellt eine Herausforderung furr die Interaktionsvorhersage und —
Im nachsten Schritt — fur die Entwicklung von Interaktionsinhibitoren dar. Bei dieser noch am
Anfang stehenden Entwicklung® werden sowohl Verfahren des Struktur-gestiitzen Peptid-
Bibliothek-Entwurfs as auch Verfahren zum Design von Peptidomimetika zum Einsatz

kommen.

Auf den Gebieten der effizienten Suche in Protein- und Liganden-Datenbanken, der
Bewertung von 3D-Strukturen und dem Protein-Modellbau haben wir methodische Arbeit
geleistet®®®.  AuRerdem konnten wir international genutzte Protein-, Liganden- und
Medikamenten-Datenbanken etablieren® ®2. Parallel, in Zusammenarbeit mit experimentell
arbeitenden Gruppen, haben wir konkrete Anwendungen, beispielsweise fur die TSE-, HIV-,

oder Krebs-Therapie, verfolgt™® %% 7",

Diesen Zyklus von eigener Algorithmen-
Entwicklung, Testung an medizinisch relevanten Objekten und daraus resultierender
Ruckkopplung auf methodische Weiterentwicklung halte ich fur unverzichtbar und méchte

ihn weiter aushauen.

Einerseits stellen Membran-Proteine etwa ein Drittel aler humanen Proteine und auf Grund
ihrer Rezeptor-Funktion zwei Drittel der aktuellen medizinischen Zielstrukturen®.
Andererseits sind die 3D Strukturen von Membran-Proteinen besonders schwierig zu
bestimmen, weshalb Vorhersage-Verfahren, die die Spezifika des Membranmilieus, der
besonderen Aminosdure-Komposition usw. berlicksichtigen, von besonderer Bedeutung

sind®,
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Synergien zwischen experimentellen und theoretischen Arbeiten in der Biomedizin werden an
verschiedenen Stellen sichtbar®®. Dabei miissen méglichst viele Informationen aus Zell-
(Teilungs-)Experimenten, Bio-Chip-Analysen sowie molekulare als auch systembiologische
Modelle in einander greifen, damit geeignete Theorie-basierte VVorhersagen gelingen”. Da der
Offentlich zugangliche Datenbestand zur systematischen Testung an 60 verschiedenen
Zelltypen mit assoziierten DNA-array Daten etwa 100.000 Substanzen umfasst’!, sehe ich
hier einen ungehobenen Schatz, dessen fundierte theoretische Auswertung und Vernetzung
mit bereits vorliegenden Strukturdaten (Substanzen / Zielmolekile) enorme Erfolge,
insbesondere in der Apoptose-Forschung verspricht. Wir haben dazu das Konzept des
zelluldren Fingerabdrucks entwickelt. Als Beispiel selen hier Methotrexat und
Desoxyuridinphosphat, zwei chemisch sehr unterschiedliche Substanzen genannt, die durch
die Ahnlichkeit ihres zellularen Fingerabdrucks auffielen. Tatsachlich konnten wir in diesem
Fall eine Bindung beider Moleklle an das gleiche Zielmolekil, die Thymidilat-Synthetase,
durch Kristallstrukturen belegen. In anderen Fdlen lassen sich &hnliche zelluldre
Fingerabdriicke durch Adressierung unterschiedlicher Zielmolekile im gleichen Signalweg
erklaren. Erstaunlicherweise werden solche Praparate teilweise bereits auf Grund empirischer
Daten as Kombinationspraparate eingesetzt. Es scheint also von Vorteil zu sein, eine
Signalkaskade nachhaltig an mehreren Stellen zu blockieren, um so Nebenwege und
Gegenregulationen zu blockieren. Sowohl die Mechanismus-Aufklarung als auch die
Validierung der Eignung als medizinisches Zielmolekil durch Simulation der Wirkung im
gesamten Regulationsnetzwerk wird die Entwicklung neuer wirksamer Substanzen und

optimierter Kombinationstherapien ermoglichen.

In letzter Zeit gibt es einen Trend von kuratorischen zu integrativen Ansétzen’. Etablierte
Methoden der automatisierten Text-Analyse und -Verarbeitung mussen zur Anwendung auf
die Beziehungen zwischen Medikamenten und ihren Zielstrukturen zum so genannten
,Relation Mining* weiterentwickelt werden™. Nur dann wird Informationsextraktion aus
wissenschaftlicher (und Patent-) Literatur bzgl. der Rolle in Stoffwechselwegen oder Protein-
Protein-Interaktions-Netzwerken™ effizient moglich. Zu Lésungen in diesem Problemkreis
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haben wir bereits beigetragen™ "> und bereiten gerade eine vernetzte Datenbank vor.
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6. Fazit und Ausblick

Proteine als Rezeptoren und Enzyme stehen — auch als Drug-Targets — im Mittelpunkt des
medizinischen Interesses. Obwohl das Wissen Uber Sequenz-Struktur-Beziehungen enorm
gewachsen ist, gilt der Faltungscode der Proteine im Allgemeinen weiterhin als
Herausforderung. Wir konnten eine Reihe methodischer Beitrége leisten, die verbesserte

Strukturmodelle fir interessante Targets ermdglichen.

Peptide als wirksame, aktive Telle von Proteinen spielen eine wichtige Rolle as
Ausgangspunkt bel der Entwicklung von Medikamenten. Es ist uns gelungen, ein Struktur-
basiertes Verfahren zu entwickeln, das die Ermittlung — auch nicht-linearer — Epitope und
Bindungsstellen Uber Peptidbibliotheken ermoglicht. Fur den folgenden Schritt der
Entwicklung vom Peptid zum oral applizierbaren Wirkstoff konnten wir ein schnelles

automatisches Verfahren entwickeln, das Synthesen geeigneter Peptidomimetika vorschlégt.

Zurzeit werden weltweit etwa 3000 Wirkstoffe als Medikamente eingesetzt. Dem gegentber
stehen einige Millionen Substanzen zur Verfligung, die potentiell als Medikamente einsetzbar
wéren. Durch die Entwicklung von 3D-Konformationsdatenbanken und schnellen in silico
Screening Protokollen konnten wir erfolgreich neue Substanzen fir mehrere experimentelle

Validierungen vorschlagen, die bereits zu einigen Patentanmel dungen gefihrt haben.

Nachdem sich der Fokus der biomedizinischen Forschung von Sequenz-orientierten
Verfahren auf Proteine in Struktur, Funktion, Dynamik und Wechselwirkung verlagert haben,
setzen sich in jungster Zeit ganzheitliche, systembiologische Ansétze verstérkt durch. Dabel
spielt sowohl die Modellierung hochvernetzter Stoffwechselwege als auch die
Berlicksichtigung der Protein-Metabolit-Interaktion eine wichtige Rolle bei der Vorhersage
der Wirkungen und Nebenwirkungen von (potentiellen) Medikamenten. Hierbei werden die
integrativen Verfahren der Bioinformatik eine Schlisselrolle spielen. Gegenstand unserer
Arbeit ist derzeit die Integration von Daten zu Medikamenten, ihren Indikationen,
Nebenwirkungen, molekularen Zielstrukturen und den Signalwegen, in denen sie eine Rolle
spielen. Die erste dazu in Vorbereitung befindliche Publikation zeigt bereits auf, dass die
einfache Vorstellung vom Triggern einer bestimmten Schitsselstellung einer Signalkette
durch die Simulation der graduellen Beeinflussung diverser Regulationspunkte ersetzt werden

Muss.
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