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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfdhrung in die Problemstellung

Proteine sind die Bausteine des Lebens mit einetz&hl biochemischer Eigen-
schaften. Das macht sie fur die Biotechnologieregsant, wo sie (teilweise unter Ex-
trembedingungen) als Biokatalysatoren in indudémelProzessen, als Futtermittelzu-
satzstoffe oder als pharmazeutische Wirkstoffe esatyt werden (Brauet al. 2006).
Proteine sind lineare Heteropolymere, deren Monemkeiten 20 verschiedene Ami-
nosauren sind. Ihre biochemischen Eigenschaftegedmastark von ihnrem Zustand, ins-
besondere ihren lokalen und globalen Faltungsedpatfiten ab, die empfindlich auf
Anderungen der Temperatur, des Drucks oder der é&uration bestimmter Chemika-
lien reagieren. Im nativen Zustand werden Protduneh eine Vielzahl nichtkovalenter
Wechselwirkungen gegentber ihrer Umgebung stadmtisind behalten ihre enzymati-
sche Aktivitat. Andert sich die Umgebung des Pritgbeispielsweise durch Tempera-
turerh6hung, dann kann das Protein denaturiererglafichl zerfallen, d.h. seine natirli-
che Struktur verlieren. Im denaturierten Zustandlis Aminoséurenkette des Proteins
entfaltet, was in der Regel zum Verlust der Bioakit eines Enzyms fuhrt. In der Pra-
Xis ist es wichtig, das Temperaturintervall zu kemnin dem ein biotechnologisch ein-
gesetztes Enzym stabil und aktiv ist. Den Anfordgen industrieller Prozesse geniligen
oft nur Thermozyme, d.h. Proteine mit einer holerrhischen Stabilitat.

Zur Aufklarung der molekularen Grundlagen der Thestabilitat wurden Proteine
aus mesophilen Organismen (optimale Wachstumstetyseron 15-45 °C) mit natdr-
lich vorkommenden thermostabilen Proteinen ausrtbphilen oder hyperthermophilen
Organismen (optimale Wachstumstemperatur von 5®z8Q mehr als 80 °C) vergli-
chen. Diese Studien haben entgegen friher Erwastukgine deutlichen systemati-
schen Unterschiede zwischen meso- und thermostabBiteteinen erkennen lassen.
Vielmehr erfolgt die Anpassung thermophiler Progeoiurch gezielte Veranderungen
der nichtkovalenten Wechselwirkungen, die sowoalalektrostatischen Krafte (H- und
Salzbricken), als auch die Packung der Aminoséiteegetten und die Starke des hyd-
rophoben Effekts betreffen. Experimentelle Untelnsungen haben gezeigt, dass diese
Veranderungen im Netzwerk nichtkovalenter Wechs&lwigen zu einer Verringerung
der Flexibilitdt und somit zu einer Rigidisierunigetmophiler Proteine fuhrt (Vieille
und Zeikus 2001; Sterner und Brunner 2008). WeenUtitersuchung homologer me-

so- und thermophiler Proteine aber bei ihrer jegeil Arbeitstemperatur erfolgt, dann
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befinden sie sich in korrespondierenden Zustandenicher Bioaktivitat, was trotz
globaler Rigidisierung auf eine Konservierung wigét flexibler Bereiche schliel3en
lasst (Somero 1978; Jaenicke und Bohm 1998; StemkeBrunner 2008).

Um den Bedarf mafl3igeschneiderter Thermozyme fliBaitechnologie zu decken,
missen naturliche Proteine mit Hilfe molekularbgpézher Methoden veréandert und an
die gewlnschten Reaktionen und Reaktionsbedinguraggyepasst werden (Atomi
2005). Dies kann mit Hilfe des ,Protein Engineetfiegfolgen, bei dem die Strukturen
durch Aminosaureaustausche (Mutationen) veranderdewm. Aufgrund der grof3en
Anzahl theoretisch mdglicher Mutationen und der damarbundenen Menge an Expe-
rimenten, die durchgefuhrt werden missen, spiedehrrerische Methoden zur Unter-
stitzung des Protein Engineering eine immer grisféedende Rolle. Computeransatze
mussen einerseits die thermische Stabilitat eiterk&®ir sowie den Effekt einer Muta-
tion abschatzen kénnen, andererseits Hinweise tigedaen, in welchen Bereichen der
Struktur thermostabilisierende Mutationen eingefiinierden kénnen. Die Methoden
sollten au3erdem in der Lage sein, die Auswirkungrethermostabilisierenden Muta-
tion auf die Aktivitat vorherzusagen. Dies kanniggén, indem untersucht wird, ob die
Mutation die Struktur des aktiven Zentrums odersdag-lexibilitat stort (Korkegiant
al. 2005). Als rechnerische Methoden kommen AnsatzErage, mit denen die freie
Stabilisierungsenthalpie von Proteinen vorhergesdgt die Denaturierung des Prote-
ins simuliert werden kann. Von Interesse sind adfarAnsatze, mit denen die Flexibi-
litat der Struktur untersucht werden kann.

So kann mit Hilfe von Molekulardynamik(MD)-Simulatien die Bewegung ein-
zelner Atome oder bestimmter Bereiche einer Prsteiktur untersucht und daraus auf
ihre Flexibilitdt geschlossen werden. Diese Simaoitegn kénnen bei verschiedenen
Temperaturen oder im thermodynamischen Ungleichgewdurchgefihrt werden, um
strukturelle Veranderungen aufzuzeichnen, die withder thermischen Denaturierung
des Proteins auftreten und letztendlich zum glaob&erfall der Struktur fihren (van
Gunstereret al. 1995; Finkelstein 1997). Mit Hilfe solcher Methadeurde beispiels-
weise die Entfaltung einer Cutinase untersucht (€ceet al. 1998). Uber den Ver-
gleich von Simulationen unter verschiedenen Bedigga konnte zwischen flexiblen
Regionen, die fur die Aktivitat des Enzyms wichtrgren, und flexiblen Regionen, von
denen die Entfaltung ausging, unterschieden wer8erkonnten Schwachstellengak
spot3y vorhergesagt werden, deren Mutation die thernaisStabilitat, nicht aber die

Aktivitat beeinflussen durfte. Der Nachteil solcl8mulationen besteht darin, dass die-
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se Rechnungen sehr viel Zeit kosten. Zudem istannkb die verwendeten Kraftfelder
und insbesondere Ldosungsmittelmodelle geeignet siagl Verhalten des Systems bei
hohen Temperaturen korrekt wiederzugeben.

Eine Alternative zu Dynamiksimulationen stellen Kaden dar, wie beispielsweise
die Normalmodenanalyse (NMA), mit deren Hilfe relate Bewegungsmoden in der
Proteinstruktur ausgehend von einer einzelnen Kamdtion vorhergesagt werden kon-
nen. Suet al. haben einen solchen Ansatz dazu verwendet, Verédnden in der Fluk-
tuation einzelner Reste wahrend der thermischefalimig eines Proteins zu untersu-
chen (Suet al. 2008). Die mit Hilfe von MD-Simulationen oder NMa&hnlichen Ver-
fahren gemessene Dynamik (Bewegung) ist immer mumelirektesMal3 fir die tat-
sachlich vorhandene Flexibilitat (Beweglichkeitjn&direkte Bestimmung rigider und
flexibler Regionen einer Proteinstruktur ist vorof@em Interesse, da mit Hilfe dieser
Eigenschaften eine Aussage Uber die Stabilitatjelgeiligen Region oder gesamten
Struktur getroffen werden kann, da sie beschreibbrein bestimmter Strukturbereich
deformiert werden kann und dann zur Destabilisigrdes Proteins beitragt.

In dieser Arbeit wird ein rechnerisches Verfahrengestellt, mit dem die Simulati-
on der thermischen Entfaltung von Proteinen undJhtersuchung ihrer Thermostabili-
tat moglich ist. Das Verfahren beruht auf der Mbdring der Strukturen als eine be-
stimmte Art vonbar-and-jointNetzwerke, in denen die Atome durch Knoten und die
Wechselwirkungen zwischen den Atomen durch Bes&lurdggen beschrieben werden.
Neben kovalenten und nichtkovalenten Bindungsbésgungen werden auch Winkel-
beschréankungen in das Netzwerk eingefigt. Diesel-bending bzw. aquivalentédo-
dy-and-barNetzwerke kénnen hinsichtlich ihrer Flexibilitatalysiert werden, d.h. die
direkte Identifizierung rigider Cluster und flexéolBereiche in atomarer Auflosung ist
maoglich. Dabei kommen Methoden aus der Rigidit@&stie zum Einsatz. Die thermi-
sche Entfaltung des Proteins wird durch sukzesgwdisrechen nichtkovalenter Wech-
selwirkungen und anschlie3ender erneuter Flexlsinalyse simuliert. Weitergehende
Analysen ermdglichen die Beschreibung des globdkfalls, die Quantifizierung der
Thermostabilitat des Proteins, die Identifizierwmyn Bereichen, von denen der globale
Zerfall ausgeht, und somit die Vorhersage von Hutigsregionen, in die thermostabi-
lisierende Mutationen eingefuihrt werden kénnen.lbar hinaus ist auch die Untersu-
chung der fur die Bioaktivitat wichtigen lokalerekibilitat moglich.

Diese unter dem Begriff der Analyse statischer iWetke ¢onstraint network ana-

lysis, CNA) zusammengefassten Methoden werden in delegeriden Arbeit auf einen
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Datensatz homologer meso- und thermophiler Protsimee auf eine Serie von Phyta-
sen angewendet. Dabei wird gezeigt, dass die th@neoAnpassung tatsachlich tber
eine Rigidisierung der Struktur erfolgt. Zudem wgelzeigt, dass trotz globaler Rigidi-
sierung fur die Bioaktivitat wichtige flexible Bache der Struktur konserviert sind. Es
wird gezeigt, dass die CNA hilfreich zur Unterstiitg des Protein Engineering ist,
indem sie einerseits die thermische Stabilitatre8teuktur sowie den Effekt einer Mu-
tation abschatzen kann, andererseits Hinweise flgibt) in welchen Bereichen der

Struktur thermostabilisierende Mutationen eingefiverden konnen.
1.2 Proteinstabilitat und thermische Entfaltung

1.2.1 Makroskopische und mikroskopische Proteinstabilitat

Proteine sind in ihrem nativen (naturlichen) ZudtéiN) in der Regel dicht gepackt.
Ihre Aminosaurenkette ist stark gefaltet. In diesémstand sind sie stabil gegenlber
ihrer Umgebung und behalten deswegen ihre enzychatid\ktivitat. Andert sich die
Umgebung des Proteins, beispielsweise durch Termyseradhung, dann kann das Pro-
tein von seinem nativen in einen denaturiertenahg{D) Ubergehen und global zerfal-
len, d.h. seine natirliche Struktur verlieren. BreBrozess wird Entfaltung oder Dena-
turierung genannt (Tanford 1968).

Im denaturierten Zustand ist die Aminosaurenkeé® Eroteins entfaltet (Baldwin
und Zimm 2000), was in der Regel zum Verlust devaRtivitéat eines Enzyms fihrt.
Der native und denaturierte Zustand liegen immerGieichgewicht (N= D) vor
(Anfinsen 1973; Pace 1990). Daher wird die Protaimétat als die freie Enthalpiedif-
ferenz AG) zwischen dem nativen und denaturierten Zustaffishide. Sie setzt sich
aus einem enthalpischenH) und temperaturabhangigen entropischen TérmAS)

zusammen:
AG =Gy—Gp=AH-T-AS (1)
Wegen der unterschiedlichen Warmekapazita@h des nativen und denaturierten Zu-

stands (Prabhu und Sharp 2005) sind der enthaépisati entropische Term (und somit
auch die Proteinstabilitat) temperaturabhéngig:

AG(T) =AH (T)-T-AS(T) @)
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Unter der vereinfachenden Annahme eines temperabhingigemC, (Prabhu und
Sharp 2005) kann die Stabilitat eines Proteinsdait modifizierten Gibbs-Helmholtz-

Gleichung beschrieben werden:

AG(T) =AHm (L =T/Ty) +AC,- [(T=Tm) =T - In (T/ Tw)] 3

Hier bedeutel, die Schmelztemperatur, bei d&& = 0 ist, undAH, der Wert vomH

am Schmelzpunkt. Die Schmelztemperatyr definiert die thermische Stabilitat des
Proteins. Unterhalb dieser Temperatur (unter natBedingungen) befindet sich das
Gleichgewicht auf der Seite des nativen Zustandserialb dieser Temperatur (unter
denaturierenden Bedingungen) befindet sich dasc@ewicht auf der Seite des dena-
turierten Zustands. Die Gesamtstabilitdt von Pnatieikann in Form einer ,Stabilitats-
kurve® (Becktel und Schellman 1987) aufgetragendear Eine typische Stabilitatskur-
ve ist in Abbildung 1 gezeigt.

AG [kcal mol]

5
g /\
51

T T T T
200 250 300 350 400

T[K]
Abbildung 1. Typische Stabilitatskurve eines Proteins. Die kuwurde mit Hilfe der im Anhang be-
schriebenen Gibbs-Helmholtz-Gleichung simuliertbeiodie Werte der Paramet&H (T,), AS (T,), AC,
undT, 5 kcal mot*, 0 kcal mot* K™, 2,5 kcal mot K™ bzw. 298 K betrugen. Nach (Motoeo al. 2001).

Im nativen Zustand werden Proteine durch eine ¥Inichtkovalenter Wechsel-
wirkungen gegenuber ihrer Umgebung stabilisiegb&sondere der Entropieverlust und
die Desolvatisierung polarer Gruppen wahrend déuf@ wirken dieser Stabilisierung
aber entgegen, so dass die Proteinstabilitat mit55kcal moft nur marginal ist
(Richards 1997). Die marginale Stabilitdt erlaubt &truktur lokal flexibel (,beweg-
lich) zu sein, ohne dass dies eine Auswirkung @eri globalen Faltungszustand hat.
Der native Zustand stellt makroskopisch also eibemnchschnittswert mikroskopisch
-ahnlicher* gefalteter Konformationen dar. Die Mengiikroskopisch ahnlicher gefalte-
ter Konformationen wird auch konformationelles Enbée bezeichnet. Die Flexibilitat

bestimmter Bereiche der Struktur wird durch lokBkgfaltungsereignisse ermdglicht.
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Diese konnen mit Hilfe der mikroskopischen Stasilider jeweiligen Region beschrie-
ben werden (Zavodszkgt al. 1998), die als die freie Enthalpiedifferen@™) zwi-
schen dem nativen (N) und einem lokal entfalteteistand (N’) definiert wird. Die
durch die Mikrostabilitat bedingte Flexibilitat idte Voraussetzung fur die Bioaktivitéat
von Enzymen (Henzler-Wildman und Kern 2007). Duketpassung der Flexibilitat im
Bereich des aktiven Zentrums kann beispielsweise gpezifische Aktivitat kea)
und/oder die Michaelis-Menten-Konstankg,] moduliert werden (Fields 2001).

1.2.2 Stabilisierende Wechselwirkungen und Kooperativitéat

Die nichtkovalenten Wechselwirkungen, die zur Sisierung des nativen Zustands
von Proteinen beitragen, sind seit vielen Jahréd@itma (Kauzmann 1959), allerdings
wird Uber die Bedeutung der einzelnen Kréfte auetitér noch kontrovers diskutiert.
Der wichtigste Beitrag zur Proteinstabilitat istnehFrage der hydrophobe Effekt
(Kauzmann 1959; Dill 1990), der zur spontanen Aggten der hydrophoben Seiten-
ketten im Innern von Proteinen fihrt. Unter natii@edingungen, d.h. bei niedrigen
Temperaturen, ist der hydrophobe Effekt entropieglatn, wohingegen er bei hohen
Temperaturen enthalpiegetrieben ist. Die Ursacheedi Effekts ist die schlechte Was-
serléslichkeit hydrophober Gruppen: Nach dem Misohen Wasser und Ol werden die
unpolaren Molekile wieder aus dem Wasser hinauéaggtirwas zur Bildung grof3er
Oltropfen und schlieBlich zur Abtrennung einer uapen Phase fiihrt. Entsprechend
diesem ,Oltropfenmodell* aggregieren die hydrophoBeitenketten von Proteinen und
bilden einen hydrophoben Kern im Innern der Struk8iudien an Modellkomponenten
lassen vermuten, dass fur jeden Rest, der ausakarigen Losung in den hydrophoben
Kern gebracht wird, etwa 1-2 kcal rifajewonnen werden (Wolfenden 2007).

Neben dem hydrophoben Kern kdnnen auch an deriRobtrflache kleine hydro-
phobe Kerne gefunden werden (Tisi und Evans 199mse ,hydrophoben Oberfla-
chencluster* bestehen meist nur aus wenigen Seitesmkund spielen insbesondere bei
der Stabilisierung von Sekundarstrukturelementeshesondere voprFaltblattern, eine
Rolle (Ceruscet al. 1999; Espinosat al.2001; Colombeet al.2003). Eine erst kirzlich
durchgefuhrte Untersuchung des Auftretens hydroph@iuster in Proteinstrukturen
ergab (Arunachalam und Gautham 2008), dass fasPatiteine neben dem hydropho-
ben Kern im Inneren der Struktur, der moglichereealge Triebkraft fir die Faltung ist,
mehrere kleinere hydrophobe Cluster an der Peiiphmsitzen, welche die Struktur
stabilisieren. Die hydrophoben Reste in hydrophokemen von Proteinen sind dicht
gepackt (Erikssort al. 1992; Chen und Stites 2001), was darauf hinded#sts auch
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van der Waals-Wechselwirkungen einen wichtigenrBgizur Stabilitat leisten. Dabei
handelt es sich um schwache Krafte, die aber andgitarer Vielzahl eine grol3e Rolle
spielen.

Kontakte zwischen hydrophoben Atomen, die aufgrded hydrophoben Effekts
und der van der Waals-Wechselwirkungen zustandengeien sind, werden in der Li-
teratur auch ,hydrophobe Bindungen“ oder ,hydrophoKontakte* bezeichnet
(Scheragaet al. 1962). Streng genommen ist diese Bezeichnung sichtoll, denn sie
impliziert eine gewisse Spezifitat des hydropholadfekts und der van der Waals-
Wechselwirkungen, die in der Realitat nicht immerhanden ist. Die fehlende Spezifi-
tat hydrophober Bindungen bedeutet aber, dass Weshselwirkungen (entgegen fri-
herer Annahmen) alleine nicht fur die Stabilisieyumd Rigidisierung einer einzigen,
definierten Struktur ausreichen konnen (Rose undféilden 1993). Die Hauptursache
struktureller Spezifitat in Proteinen missen spedie Wechselwirkungen sein
(Richards 1974), wofur hauptsachlich Wasserstotfkea (H-Briicken) in Frage kom-
men, ohne die das Innere von Proteinen einem Tmogfeer unpolaren Flussigkeit ah-
neln wirde, der zwar kompakt ist, aber keinerldinierte Struktur hat. Tatsachlich
haben Untersuchungen von Proteinkristallstruktgrereigt, dass es polare Gruppen im
Innern von Proteinen gibt, und dass diese Gruppshifnmer H-Briicken zu anderen
polaren Gruppen ausbilden (Baker und Hubbard 188dkle et al. 1992; Savaget al.
1993; McDonald und Thornton 1994).

H-Brticken verbinden Atome X und Y, deren Elektroategtat grofRer ist als die
von Wasserstoff, in Proteinen vornehmlich N undéner C und S. Die X—H-Gruppe
wird allgemein als Protonendonor- (D) und das Y+Atals Protonenakzeptor-Gruppe
(A) bezeichnet. Die starksten H-Briicken werden eies den Atomen N und O als X
und Y gebildet, obgleich auch C-H als Donor undrektiektronensystem als Akzeptor
fungieren kann (Taylor und Kennard 1982). H-Brlcksvischen geladenen Gruppen
werden Salzbricken genannt. Die ersten theorensthadelle legten nahe, dass H-
Brucken ausschlie3lich als elektrostatische Wewhdeing zwischen dem patrtiell po-
sitiven Wasserstoffatom des Donors und dem freiektionenpaar des Akzeptors zu
betrachten sind (Pauling 1928). Heute wird allgenmadizeptiert, dass H-Bricken so-
wohl den Charakter einer elektrostatischen als a&imdr schwachen kovalenten Wech-
selwirkung haben und entsprechend distanz- undelabkéngig sind (Desiraju 2002).
Der Beitrag von H-Briicken zur Proteinstabilitatfdacht auf Kosten der hydrophoben

Wechselwirkungen utberschatzt werden. Tatsachlictagpedie durchschnittliche Ener-
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gie einer neutralen H-Briicke in Lésung nicht mdhria-2 kcal mot (Myers und Pace
1996) und im Proteininnern 3,5 kcal ndShirley et al. 1992), was bedeutet, dass die
Bildung von H-Briucken unmdglich die Haupttriebkrafer Faltung sein kann. H-
Brucken erh6éhen allerdings die Packung der Strui@@ace 2001; Pacet al. 2004;
Schell et al. 2006), was zu einer weiteren Verstarkung der vam Waals-
Wechselwirkungen im Innern des Proteins fihrt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass diematolgkovalenten Wechsel-
wirkungen auf eine komplexe Weise zusammenwirkei@s@& Uberlegung zufolge
kann das Innere eines Proteins eher mit einerd@mi kristallinen Feststoffphase als
mit einem Tropfen einer unpolaren Flussigkeit vietgtn werden, was mit Hilfe kristal-
lographischer und densimetrischer (Hvidt 1983; Kohdind Richards 1987; Zhoet
al. 1999) sowie theoretischer Studien (Cooper 2006h delegt wurde. Das komplexe
Zusammenwirken nichtkovalenter Wechselwirkungentfib einer gewissen Koopera-
tivitat, d.h. die einzelnen Krafte summieren siochnativen Zustand nicht nur, sondern
sie verstarken sich. Zusatzlich treten deswegegréachweitige Effekte auf, so genann-
te allosterische Effekte, bei denen die Starke bdi®. An- oder Abwesenheit von
Wechselwirkungen in einer Region des Proteins elafluss auf die Mikrostabilitat
einer anderen Region hat (Cui und Karplus 2008}. Bereiche, in denen die Wechsel-
wirkungen zusammenwirken, werden auch kooperatistufgseinheiten genannt.
Kleine Proteine besitzen meist nur eine einzigepkoative Einheit, wohingegen grolRe
Proteine, die aus mehreren Modulen (Untereinhe@@amé&nen oder Subdoménen) be-
stehen, mehrere kooperative Einheiten besitzeryrdibhéangig voneinander falten.

1.2.3 Die thermische Entfaltung

Eine durch die Temperatur hervorgerufene ,Verandgrder Quartar-, Tertiar-
und/oder Sekundarstruktur durch Zerstérung dewveatnichtkovalenten Wechselwir-
kungen ohne Veradnderungen der Primarstruktur odealknter Bindungen* (Tanford
1968) wird thermische Entfaltung oder Denaturiergegannt. Die wahrend dieses Pro-
zesses zugefuhrte Energie in Form von Warme besstfldie intramolekularen nicht-
kovalenten Wechselwirkungen auf eine sehr kompWetse und verursacht letztend-
lich den globalen Zerfall der Struktur. Der hydropk Effekt ist bei niedrigen Tempe-
ratur endotherm und bei hoheren Temperaturen estot®cheragaet al. 1962). Der
hydrophobe Effekt nimmt deswegen mit steigender Jematur erst einmal zu, bis er ab
einer Temperatur von ungefahr 75 °C wieder abninflkkhatadze und Privalov
1995).
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Van der Waals-Wechselwirkungen und H-Bricken sixmtieerm und werden des-
wegen mit zunehmender Temperatur schwacher. FlierteoH-Bricken konnte mit
Hilfe quantenchemischer Methoden gezeigt werdess dare Starke linear mit zuneh-
mender Temperatur abnimmt (Dougherty 1998). DiecAb&chung gilt auch fir Salz-
bricken, deren Bildung ebenfalls exotherm sind.r Hieiss allerdings berucksichtigt
werden, dass die Desolvatation geladener Protomemdound Protonenakzeptor-
Gruppen bei zunehmender Temperatur gunstiger wodjass Salzbriicken in Protein-
strukturen mit zunehmender Temperatur moglichemvemgar leicht verstarkt werden
(Elcock 1998).

In erster Naherung kann somit davon ausgegangedewgedass Salzbriicken mit
zunehmender Temperatur gleich stark bleiben odgarsstarker werden, H-Briicken
schwacher werden und hydrophobe Bindungen bis @/&C gleich stark bleiben und
danach schwacher werden. Das Aufbrechen der H-Briigknigt allerdings schon, um
die Entfaltung einzuleiten, da mit dem Verlust dreBindungen die strukturelle Spezi-
fitat verloren geht. Dies fiihrt dazu, dass die 8truglobal flexibel wird und sich des-

wegen entfaltet.

1.2.4 Reversiblevs irreversible Denaturierung

Theoretisch ist der Prozess der Denaturierung inmearsibel, da es sich bei der
Entfaltung (und Faltung) um eine Gleichgewichtstigakhandelt (Anfinsen 1973). In
der Regel treten neben dem reversiblen Vorgangasr irreversible Denaturierungs-
prozesse auf. In der Praxis spielt die irreversibd@aturierung sogar eine weitaus gro-
Bere Rolle als der reversible Prozess (Vieille dadkus 2001). Die thermische Stabili-
tat irreversibel denaturierender Proteine wird dat Halbwertszeittemperatufsg) be-
schrieben, die angibt, bei welcher Temperatur dab¥ertszeit des Proteins eine be-
stimmte Zeit (beispielsweise 10 Minuten) untersitteDer Zusammenhang reversib-
ler und irreversibler Denaturierungsprozesse karrHitie des Lumry-Eyring-Modells
verstanden werden (Lumry und Eyring 1954).

In diesem Modell entspricht der erste Schritt den&turierung einem reversiblen
Prozess, Uber den der native mit dem denaturiertiem einem partiell denaturierten
Zustand im Gleichgewicht steht (D). Der zweite Schritt entspricht einer irreversib
len Verdnderung des denaturierten oder eines ppatéieaturierten Zustands zu einem

finalen Zustand (D> F). Der irreversible Schritt ist das Ergebnisgreffender Modifi-

kationen des Proteins, die entgegen der obigemiflefi der Denaturierung auch die
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Primarstruktur (d.h. die kovalenten Bindungen) &étn konnen. Dabei handelt es sich
um Aggregation, Koagulation, Autolyse oder die cisstme Verdnderung von Resten
(Ahern und Klibanov 1988; Vieille und Zeikus 200Wyenn der irreversible Schritt sehr
schnell ablauft, handelt es sich um irreversiblenderierung. Ansonsten bleibt der

Vorgang reversibel.
1.3 Thermostabilitat und thermophile Anpassung

1.3.1 Industrielle Bedeutung thermostabiler Proteine

Aufgrund ihrer Vielseitigkeit werden Proteine inrd&otechnologie als Biokataly-
satoren in industriellen Prozessen, als Futterlnitsatzstoffe oder als pharmazeutische
Wirkstoffe eingesetzt. Das Potential biotechnololgi®ingesetzter Enzyme ist hoch
(Braunet al. 2006), denn fur jede bekannte chemische Reaktioh @ine biokatalyti-
sche Entsprechung vermutet (Rozzell 1999). In eiielzahl industrieller und biotech-
nologischer Prozesse werden insbesondere thernleskEizyme (so genannte Ther-
mozyme) eingesetzt (Brawgt al. 2006). Neben der Stabilitdt gegentber hohen Tempe-
raturen zeichnen sich Thermozyme meist auch duired geringere Empfindlichkeit
gegenuber Schwankungen des pH-Werts und/oder ermdtnzentrationen denaturie-
render Reagenzien in der Lésung aus (Breiresl.2001).

Der Einsatz von Thermozymen hat gegentber dem Einsesostabiler Biokataly-
satoren mehrere entscheidende Vorteile (Breinal. 2001): So wird durch das Anset-
zen hoher Temperaturen im Bioreaktor das Risikddvedtler Kontamination herabge-
setzt. Besonders in der Nahrungsmittelindustriedeerdeswegen Prozesstemperaturen
von 60-70 °C angestrebt. Die Erhdhung der Tempebaitougt dariiber hinaus auch eine
Reihe verfahrenstechnischer Vorteile mit sich, begspielsweise die Erniedrigung der
Viskositat der Reaktionslésung, die Erh6hung vofiusionsraten sowie die Erh6hung
der L6slichkeit von Substraten. Aus diesen Gruretéolgt beispielsweise die Verarbei-
tung von Stéarke bei Temperaturen von 100-110 °@.waiterer Vorteil von Thermo-
zymen besteht darin, dass sie oft Gber einen gedlSEemperaturbereich hinweg aktiv
sind und generell eine hdhere Aktivitat als homelagesophile Enzyme aufweisen.

Neben der Bedeutung als Biokatalysatoren spieleniibzyme auch als Futtermit-
telzusatzstoffe oder pharmazeutische Wirkstoffgrmf3e Rolle (Braurt al. 2006). So
wird beispielsweise das Phytinsdure zersetzendgnkihytase in der Schweine- und
Geflugelzucht als Zusatzstoff in pflanzlichem Fugengesetzt (Haefnat al.2005). Im

Gegensatz zu Wiederkauern konnen Schweine und geéftien zu 80 % in Form von
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Phytinsdure gebundenen Phosphor in pflanzlicherdvahnicht nutzen. Dies macht die
Zufutterung anorganischen Phosphats erforderlighbéi falscher Dosierung zu erheb-
lichen Umweltbelastungen fihren kann. Durch deeradttiven Zusatz von Phytase
wird der in den Futterpflanzen vorhandene PhospleoNahrstoff erschlossen. Auf die
sonst ubliche Zuflutterung von Phosphat kann danmpasitivem Effekt fur die Umwelt
verzichtet werden: Allein in der Schweinezucht kiender Phosphataustrag tUber die
Gulle nach Einsatz von Phytasen um 30 % verringertlen (Brauret al. 2006). Die
bei der Produktion des Futters (Pellettierung)raténden hohen Temperaturen machen
es erforderlich, dass die eingesetzte Phytase tdsanil ist. Gleichzeitig muss sie aber

bei niedrigeren Temperaturen im Magen der Tierey @lein.

1.3.2 Natirlich vorkommende thermostabile Proteine

Der Vergleich von Proteinen aus mesophilen Orgaamsifoptimale Wachstums-
temperatur von 15-45 °C) mit natirlich vorkommendegrmostabilen Proteinen aus
thermophilen oder hyperthermophilen Organismen ifeggde Wachstumstemperatur
von 50-80 bzw. mehr als 80 °C) erlaubt die Aufkiéyder molekularen Grundlagen
der Thermostabilitdt (Jaenicke und Bohm 1998). &se®/issen kann einerseits zum
besseren Verstandnis der Proteinstabilitéat im Aflgmen beitragen (Razvi und Scholtz
2006) und andererseits bei der Entwicklung kirstlichermostabiler Proteine einge-
setzt werden (Russell und Taylor 1995). Es ist eachten, dass neben intrinsischen
Faktoren fur die thermophile Anpassung auch exsome Faktoren (Umgebungsfakto-
ren) eine Rolle spielen kénnen (Bruiesal. 2001), wie die Anwesenheit von Salzen,
Koenzymen oder Substraten sowie die hohe Konzéirabn Proteinen in der Zelle.
Auch eine Glykosylierung kann die Thermostabili@n Proteinen extrinsisch veran-
dern (Jenkins und Curling 1994).

Thermodynamische Untersuchungen der Stabilitdttbphiler Proteine haben ge-
zeigt, dass die Anpassung dieser Proteine Uberverschiedene Mechanismen (und
deren Kombinationen) erfolgen kann (Nojiriaal. 1977; Kumatret al. 2001; Razvi und
Scholtz 2006), die letztendlich alle zum gleichemdbnis fihren, namlich zur Ver-
schiebung der Denaturierung zu héheren TemperattemeAbbildung 2 zeigt, wie
sich die drei Mechanismen auf die Temperaturablgkegi der Stabilitdt auswirken:
Der erste Mechanismus (Kurve |) fihrt zu einer #igabrung des thermophilen Prote-
ins Uber den gesamten Temperaturbereich, d.h.rer gertikalen Verschiebung der
Stabilitatskurve. Dies ist der am haufigsten vemeta Mechanismus der thermophilen

Anpassung (Rees und Robertson 2001; Razvi und 3cko06) und wird durch eine
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Erh6éhung vomAH in Abwesenheit kompensatorischer VeranderungenA®arreicht.

Der zweite Mechanismus (Kurve 1) fuhrt zu einerihontalen Verschiebung der Stabi-
litatskurve. Dabei wird die maximale Stabilitdt déermophilen Proteins gegenuber
dem mesophilen Protein nicht verandert, aber egtiber Temperaturskala verschoben.
Er wird durch eine Verringerung vakS erreicht. Der dritte Mechanismus (Kurve 111)
fuhrt zu einer Abflachung der Stabilitatskurve, wsch eine Verringerung der War-

mekapazitatsdifferenz\C,) erreicht wird.

AG [kcal mol”]

200 250 300 350 400

TIK]

Abbildung 2. Drei Mechanismen zur thermophilen Anpassung. DabiStatskurve M zeigt die Abhan-
gigkeit der Stabilitdt von der Temperatur fur eiesophiles Protein. Kurve I, 1l und Il sind im Text
erlautert. Die Kurven wurden mit Hilfe der im Anttaheschriebenen Gibbs-Helmholtz-Gleichung simu-
liert, wobei die Werte der Parametti (T,), AS (T,), AC, und T, 5 kcal mot', 0 kcal mof K, 2,5 kcal
mol* K™* bzw. 298 K fiir Kurve M, 13 kcal md) 0 kcal mott K, 2,5 kcal mof K bzw. 298 K fiir
Kurve | (gestrichelte Linie), 5 kcal midl 0 kcal moft K, 2,5 kcal mot K* bzw. 318 K fiir Kurve Il
(gestrichpunktete Linie) und 5 kcal ritpl0 kcal moft K?, 1 kcal mott K™* bzw. 298 K fiir Kurve llI
(gepunktete Linie) betrugen. Nach (Motogioal. 2001).

Vergleichsstudien der Sequenzen und Strukturen mewb thermophiler Proteine
haben entgegen friher Erwartungen (Somero 197&sfegal. 1979) keine deutlichen
systematischen Unterschiede zwischen meso- undhtis¢gbilen Proteinen erkennen
lassen (Jaenicke und Bohm 1998; Vieille und ZeiR081). In Abbildung 3 sind die
Strukturen meso- und thermophiler thermolysinatmaicProtease (TLP) awacillus
cereusbzw. thermoproteolyticugiegeniibergestellt. Die Sequenzen der beiden Reotei
sind zu 73 % identisch. Auch ihre Strukturen urdieesden sich kaum voneinander: Sie
haben eine mittlere quadratische Abweichuogt mean square deviatipRMSD von
0,9 A fiir die @-Atome. Offenbar erfolgt die Anpassung thermophiteoteine durch
gezielte Veranderungen der nichtkovalenten Wechdealngen, die sowohl die elektro-
statischen Krafte (H- und Salzbricken), als auehR#ickung der Aminosaureseitenket-
ten und die Starke des hydrophoben Effekts betrgff@uerolet al. 1996; Vogt und
Argos 1997; Voget al. 1997; Szilagyi und Zavodszky 2000; Gianesal.2001; Gro-
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miha 2001; Kumar und Nussinov 2001; Gianesel. 2002; Robinson-Rechawet al.
2006; Sadeghet al. 2006; Folchet al. 2008; Saelensmindet al. 2009). So zeigte der

Vergleich ganzer Genome thermophiler und mesopRilganismen, dass thermophile

Proteine weniger ungeladene polare Reste (GIn, Asnund Ser) und mehr geladene
Reste (Glu, Arg und Lys) enthalten (Hanstyal. 1999; Cambillau und Claverie 2000;
Das und Gerstein 2000; Sadeghial. 2006). Thermophile Proteine enthalten auf3erdem
mehr hydrophobe Reste (Sadegdti al. 2006), insbesondere solche, die und
y-verzweigt sind (Gromihat al. 1999; Chakravarty und Varadarajan 2000).

Abbildung 3. Gegenlberstellung der Strukturen meso- (a) undrityghiler thermolysindhnlicher Pro-
tease (TLP) auBacillus cereushzw. thermoproteolyticusDie Sequenzen der beiden Proteine sind zu
73 % identisch, inre Strukturen haben eRiSAbweichung von 0,9 A fiir die GAtome.

Beim Vergleich der Strukturen meso- und thermoplileteine wurden vereinzelt
eine erhohte Anzahl von Disulfidbricken (Hopfregral. 1999; Singletoret al. 1999),
das vermehrte Auftreten aromatischer Cluster (Kanmal Vishveshwara 2000), stabi-
lere Sekundarstrukturelemente (Facchiahal.1998), stabilere-Helixdipole, starkere
Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten oder DangiKirino et al. 1994), eine
verringerte Spannung im Ruckgrad der Polypeptidketine hohere Affinitat zu Metal-
lionen, kurzere Loop-Regionen (Russetlal. 1997) oder eine erhéhte Anzahl schwa-
cher Wechselwirkungen (lbrahim und Pattabhi 20@éxdestellt. Die meisten dieser
Stabilisierungsmechanismen kdnnen auf Veranderumigenelektrostatischen Wech-
selwirkungen, der Packung der Aminoséaureseitenkettel der Starke des hydropho-
ben Effekts zurtickgefuhrt werden (Vogt und Argo87)9

Die Bedeutung elektrostatischer Wechselwirkungery hei der Anpassung hy-
perthermophiler Proteine grol3er sein als bei depa&sung thermophiler Proteine
(Karshikoff und Ladenstein 2001), da Salzbriicke®iateinstrukturen mit zunehmen-

der Temperatur moglicherweise leicht verstarkt war(Elcock 1998). In vielen Féllen
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liegen die fir die Thermostabilisierung verantwiohtén elektrostatischen Wechselwir-
kungen an der Proteinoberflache (Alsetpal. 2003; Strickleret al. 2006; Saelensminde
et al. 2009), was fiur die Tatsache spricht, dass Obéwideigenschaften eine wichtige
Rolle bei der thermophilen Anpassung spielen unswegen als Unterscheidungs-
merkmal zwischen meso- und thermophilen Proteinenwendet werden koénnen
(Braiucaet al.2007).

Die Bedeutung von Verédnderungen der Packung demésaureseitenketten und
der Starke des hydrophoben Effekts fiur die therntephnpassung wird kontrovers
diskutiert (Karshikoff und Ladenstein 1998; Packl oo 2005; Robinson-Rechasgt
al. 2006; Paiardinet al. 2008). Generell scheint nicht nur eine erh6hte ahhZVogt
und Argos 1997; Voget al. 1997), sondern in erster Linie auch eine bessereeWung
(d.h. ein besseres Netzwerk) nichtkovalenter Wdalid@ingen zur thermophilen An-
passung beizutragen (Xiao und Honig 1999; Brindd Viishveshwara 2005; Robinson-
Rechaviet al. 2006). Eine Untersuchung von Proteinen aus demmthghilen Bakteri-
um Thermatoga maritimargab, dass diese Strukturen eine erhthte Anzathignadig
vernetzter Reste (so genannter ,Hubs") besitzerbif®on-Rechavet al. 2006). Zu
diesem Ergebnis kamen auch Briretaal beim Vergleich homologer meso- und ther-
mophiler Enzyme (Brinda und Vishveshwara 2005).

Die strukturellen Veranderungen thermophiler Praeiragen alle zur Verbesse-
rung des Netzwerkes nichtkovalenter Wechselwirkanigei und erhéhen letztendlich
die mechanische Rigiditat der Struktur (Vieille ubeikus 2001; Sterner und Brunner
2008). Tatséachlich zeigen Flexibilitatsindizes, dom kristallographischen Temperatur-
faktoren abgeleitet wurden, dass die Flexibili@tringert wird, wenn die Thermostabi-
litat erhdht wird (Vihinen 1987). Die Dynamikeigahmsften homologer Proteine ver-
schiedener Thermostabilitat sind mit einer ganzeim&experimenteller Methoden un-
tersucht worden, wie beispielsweise dem H/D-Austhuder Neutronenstreunung und
der NMR-Spektroskopie (Sterner und Brunner 2008gnW die Strukturen bei ihrer
jeweiligen optimalen Temperatur (entsprechend gemwlen Wachstumstemperatur
des Organismus, aus dem sie stammen) verglichetewedann befinden sie sich in
.Korrespondierenden Zustanden“ &hnlicher Bioakiivitwas trotz globaler Rigidisie-
rung auf eine Konservierung wichtiger flexibler Biehe schlie3en lasst (Somero 1978;
Jaenicke und Bohm 1998; Sterner und Brunner 2008).

In einigen Fallen stehen experimentelle ErgebnrgseTheorie der korrespondie-

renden Zustande im Widerspruch (Jaenicke 2000) daes liegen mag, dass die expe-
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rimentelle Beschreibung und Quantifizierung derté&irdlexibilitat insbesondere hin-
sichtlich der verschiedenen Arten und Zeitskalen idéeressierenden Bewegungen
schwierig ist (Kamerzell und Middaugh 2008; Sterned Brunner 2008). Die gemes-
sene Dynamik (Bewegung) ist nur ein indirektes Miafidie tatséchlich vorhandene
Flexibilitat (Beweglichkeit). Zudem bleibt die nuer Aktivitat des Enzyms verknipf-
ten Flexibilitat ein schwer messbarer ParameteEldaibilitditsanderungen auf limitier-
te, aber dennoch wichtige Bereiche der Struktuct@nkt sein konnen (Georlettéal.
2004).

1.3.3 Die Entwicklung kiinstlicher thermostabiler Proteine

Um den steigenden Bedarf (Braen al. 2006) an neuen Biokatalysatoren zu de-
cken, wird zunachst die Natur systematisch nachnrbphilen oder hyperthermophilen
Organismen durchsucht (Demirjiat al. 2001; Atomi 2005; Ferreet al. 2007). Die
Enzyme dieser Mikroorganismen liegen jedoch inRlegel nur in sehr geringen Men-
gen vor. Zudem wachsen ihre natlrlichen Wirtsorgraen haufig sehr schlecht unter
Ublichen Kulturbedingungen (Antranikian 2008). Oene fur diese Proteine werden
daher isoliert und in geeignete Produktionsstamrassformiert. Nattrlich vorkom-
mende Thermozyme werden trotzdem nur selten fiusimgblle Prozesse vermarktet, da
sie hinsichtlich ihrer Stabilitat und Aktivitdt nlocweiter verbessert werden kdénnen
(Antranikian 2008). Die isolierten Enzyme werderhelamit Hilfe molekularbiologi-
scher Methoden (Gentechnologie) verandert und anigechte Reaktionen und Reak-
tionsbedingungen angepasst (Atomi 2005).

Grundsatzlich existieren zwei Ansatze, bekannteyBezzu verandern. Das so ge-
nannte ,rationale Design“ erfordert eine genaue rfeis der Beziehungen zwischen
der Struktur, der Stabilitat und der Funktion eiggyms (Eijsinket al. 2004). Durch
Experimente oder mit Hilfe rechnerischer Verfahvegrden dann Regionen vorherge-
sagt, wo das Einfuhren einer ganz bestimmten Martatielversprechend ist. Struktur-
modelle der Mutanten werden dann mit Computerpragran bewertet, gegebenenfalls
hergestellt und experimentell untersucht. Die ,gj@ete Evolution“ verfolgt eine ande-
re Strategie (Eijsinlet al. 2005). Hier sind keinerlei Kenntnisse der Struktatwendig,
sondern es wird das naturliche Evolutionsprinzipikd: Sequenzen des urspringlichen
Proteins werden zufallig mutiert und exprimierteBibliothek der so erzeugten Se-
quenzen kann bis zu 4®utanten enthalten. AnschlieBend wird nach gewitescKri-

terien (Stabilitat, Aktivitat, Selektivitigescreenbder selektiert.
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In der Praxis stellt die Grol3e der Bibliothek eiiemtierenden Faktor bei der ge-
richteten Evolution dar. Selbst fur ein kleinestBro missten bei rein zufalliger Muta-
tion der gesamten Sequenz theoretisch weit ib€rMotanten erzeugt werden. Daher
sind Ansatze von Interesse, die bei dem Aufbaulgerechteter* Bibliotheken helfen.
Beim so genannten ,datengetriebenen* Protein Eweging wird deswegen jede ver-
flugbare Information tber ein Protein genutzt, um Ahzahl der zu erzeugenden Mut-
anten einzuschranken, aber dennoch (bis zu einevisggn Umfang) die Identifizie-
rung unvorhersagbarer Mutationen zuzulassen (Ctapaggerset al. 2007). Als Da-
tengrundlage kann jede Art struktureller Informatidienen, wie beispielsweise Kris-
tallstrukturen, NMR-Strukturen oder Homologiemodel(Chaparro-Riggerset al.
2007). So wurden beispielsweise Informationen iglieBeweglichkeit einzelner Reste
im nativen Zustand (aus B-Faktoren) verwendet (Reefl. 2006). Im so genannten
Consensus-Ansatz werden Sequenz- und Phylogemeiafionen verwendet (Steig
al. 1994; Lehmanret al. 2000). Der Ansatz beruht auf der Hypothese, dass€hsus-
Aminosauren aus Sequenzalignments homologer Peoteehr zur Stabilitat beitragen
als Nichtconsensus-Aminosauren. Der Consensus-Angatde erfolgreich von Leh-
mannet al zur Entwicklung von Phytasen mit verbessertemntisehen Eigenschaften
verwendet (Lehmanat al.2000; Lehmann und Wyss 2001; Lehmatml.2002).

Immer haufiger werden auch rechnerische MethodeJnterstitzung des Protein
Engineering herangezogen (Chaparro-Riggeral. 2007). Computeransétze missen
einerseits die thermische Stabilitat einer Strulstowie den Effekt einer Mutation ab-
schatzen kdnnen, andererseits Hinweise darauf gé@b&relchen Bereichen der Struk-
tur thermostabilisierende Mutationen eingefiihrt deer konnen. Bei der Entwicklung
von Thermozymen sollten die Methoden aufRerdem inLege sein, die Auswirkung
einer thermostabilisierenden Mutation auf die Ait#iv vorherzusagen, indem bei-
spielsweise bestimmt wird, ob die Mutation die 8tuu des aktiven Zentrums oder des-
sen Flexibilitat stort (Korkegiaet al. 2005). Eine Auswahl rechnerischer Ansatze, die

diesen Anspriichen (weitestgehend) genligen, wintgichsten Kapitel vorgestellt.
1.4 Rechnerische Ansatze zur Vorhersage der Proteingitizib

1.4.1 Vorhersage der Gesamtstabilitat

Aus Molekulardynamik(MD)-Simulationen kann die febtabilisierungsenthalpie
von Proteinen bestimmt werden, wenn alle relevamereiche des Konformations-

raums ausreichend durchmustert werden. Die freiddipiedifferenz zwischen dem
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nativen und denaturierten Zustand von Proteineibtesich dann direkt aus dem Ver-
haltnis der Haufigkeiten, mit der native oder denatte Konformationen auftreten. Die
Unterschiede in den freien Enthalpien sowie digilzerwindenden Aktivierungsbarrie-
ren sind allerdings so grof3, dass wichtige BeretdeKonfigurationsraums nicht oder
nur unzureichend durchmustert werden. Zudem stdlenorme Grol3e des Konfigura-
tionsraums ein Problem dar: Satial schéatzen die Zahl der Konfigurationen im nati-
ven und denaturierten Zustand eines kleinen Potifietwa 18 bzw. 13° (Saliet al.
1994). Selbst mit Hilfe modernster Computer undzepker Verfahren der freien
Enthalpierechnung (van Gunsteren 1988; van Gumsedral. 1995) muss dafir mehre-
re Wochen lang simuliert werden. In der PraxiglistBerechnung der Gesamtstabilitat
von ProteinenAG) deswegen nicht mdglich.

Mit Hilfe exakter Verfahren wie der thermodynamisnhntegrationsrechnung (TI)
oder der freien Enthalpiestérungsrechnung (FEPh kaimindest die Stabilitat von Pro-
teinmutanten bestimmt werden (Tidor und Karplus1i®hiet al. 1993; Funahashet
al. 2003). Diese ergibt sich aus dem Stabilitatsuokeesl AAG) zwischen einem Wild-
typ und seiner Mutante. Bei dieser Anwendung kaeredplizite Simulation des dena-
turierten Zustands durch die Simulation eines Eepidells ersetzt werden (Séi al.
1993; Funahashet al. 2003). Die Ergebnisse aus freien Energierechnusgehaller-
dings sehr sensibel gegeniber der Qualitat desevelsten Kraftfelds, der Dauer und
dem Umfang der Durchmusterung der Zustande sowi#&lddellierung des denaturier-
ten Zustands (Shet al. 1993; Funahastet al. 2003), was die Praxistauglichkeit dieser
Methoden in Frage stellt (van Gunsteetral. 1995). Eine gangbare, aber immer noch
rechenaufwandige Alternative zu freien Energierecigen sind ,semiempirische” An-
satze, bei denen Wechselwirkungen des Proteinglenit Losungsmittel und entropi-
sche Effekte implizit berticksichtigt werden konrieae et al. 2000).

Fur praktische Anwendungen wurden sehr schnellendietn entwickelt, die von
einer einfacheren Darstellung des Proteins undr epproximativen Energiefunktion
ausgehen (Alvizet al.2007). Mit diesen ,nichtphysikalischen* Methodeinken rela-
tive Stabilitdten (so genannte ,Scores”) berechwmetden. Nur die Scores ahnlicher
Proteine oder Proteine ahnlicher Faltung konnegliatren werden. Scoringmethoden
werden daher hauptsachlich zur Abschéatzung derili&alvon Proteinmutanten (im
Protein Engineering) oder zur Vorhersage von Sexgprerfir bestimmte Faltungen
(beim so genannten ,Protein Design“) verwendet, ewte sehr schnelle Bewertung

ahnlicher Strukturen notig ist. Generell basiereasel Methoden auf vereinfachten
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Kraftfeldern, wissensbasierten Potentialen oderiescpen Modellen. Auf die Simula-
tion des nativen oder denaturierten Zustands waightet, und die Rechnung wird
anhand einer Einzelstruktur (Kristallstruktur ottermologiemodell) durchgefihrt.

Grundsatzlich ist nicht immer davon auszugehens daag diesen Verfahren zur
Vorhersage der Gesamtstabilitat auch Aussagendibdihermostabilitat eines Proteins
gemacht werden konnen. Wie in Kap. 1.3.2 bescénglnuss eine Erhohung der
Thermostabilitat nicht zwangslaufig durch eine Enlndg der Gesamtstabilitat des Pro-
teins erfolgen. Dennoch ist Malakauskas und MaytoHilie energiebasierter Methoden
der Entwurf eines hyperthermostabilen Proteins rggdn (Malakauskas und Mayo
1998), wobei sie (ausgehend von der Sequenz eiessstabilen Proteins) tiber®10
Mutanten erzeugten und diese bewerteten. Die vel@terScoringfunktion berticksich-
tigte mehrere empirische Komponenten, die unteei@md die Packung, die Starke des
hydrophoben Effekts und das Vermoégen eines RestsSekundarstrukturausbildung
betrafen (Dahiyat und Mayo 1997). Alle diese Komgratien wurden als wichtig fur die
Thermostabilisierung angesehen.

Korkegianet al. (Korkegianet al. 2005) verwendeten einen vergleichbaren Ansatz
in Verbindung mit einer kraftfeldbasierten Scorungition (Kuhlman und Baker 2000).
Ihnen gelang die Erh6hung der thermischen Statéities Enzyms ohne negative Be-
einflussung der Aktivitat, indem alle Reste, dieniger als 4 A von der aktiven Tasche
entfernt lagen, nicht ,berihrt* wurden. Auch Grikeret al haben einen Ansatz vorge-
stellt, mit dem die Thermostabilisierung von Enzynodine die negative Beeinflussung
der Aktivitdt moglich ist (Gribenket al. 2009). Ihre Methode beruht auf der rationalen
Verbesserung des Salzbrickennetzwerks an der iobtaflache, wobei die fur die

Aktivitat wichtigen Reste ebenfalls wieder nichtiid®t werden.

1.4.2 ldentifizierung fur die Stabilitat wichtiger Regionen

Hilfreich zur Unterstitzung des Protein Engineenimgl insbesondere des rationa-
len oder datengetriebenen Designs sind rechneriStdthoden, die Hinweise darauf
geben, in welchen Bereichen der Struktur thermdstedsende Mutationen eingefuhrt
werden konnen. Basu und Sen entwickelten ein dwefad/erfahren, das auf der Be-
stimmung von Resten beruht, deren Wechselwirkureggean zu den Nachbarresten
schwach ist (Basu und Sen 2009). Zur Bestimmureyagiter Regionen kdnnen neben
energiebasierten Verfahren auch Methoden eingessmten, bei denen die Protein-

struktur als ein Netzwerk wechselwirkender Atomerddeste beschrieben wird.
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Vendruscolcet al und andere haben gezeigt, dass Strukturnetzwerké&roteinen
die Eigenschaften einer ,kleinen WeltSnfall world haben (Dokholyaret al. 2002;
Vendruscoloet al. 2002). Small-worldNetzwerke zeichnen sich dadurch aus, dass be-
stimmte Atome oder Reste identifiziert werden kamrdie fur die Topologie des Netz-
werks bestimmend sind (Bodg al. 2007). Heringa und Argos verwendeten Struktur-
netzwerke von Proteinen, um Cluster dicht gepacBeitenketten zu identifizieren
(Heringa und Argos 1991). Spater konnten sie zeidass solche Cluster fur die ther-
mische Stabilitat der Struktur wichtig sind (Herngt al. 1995). Brindaet al verwen-
deten einen ahnlichen Ansatz (Kannan und Vishveshd®99), um Unterschiede zwi-
schen meso- und thermophilen Proteinen zu findem@B und Vishveshwara 2005).
Auch Robinson-Rechawt al verwendeten ein solches Verfahren (Greene unthatig
2003) zur Untersuchung struktureller Eigenschattearmophiler Proteine (Robinson-
Rechaviet al.2006).

1.4.3 Simulation der thermischen Denaturierung

Mit Hilfe von Simulationen der Denaturierung vonoiinen kdnnen strukturelle
Veradnderungen untersucht werden, die wéhrend dealitmg auftreten und letztend-
lich zum globalen Zerfall der Struktur fihren. DaeAnsatze liefern keine Informatio-
nen Uber die Gesamtstabilitdt von Protein®@)(oder den Stabilitdtsunterschieti\G)
zwischen einem Wildtyp und seiner Mutante, kdnnbar airekte Hinweise auf die
thermische Stabilitat von Proteinei,(oder AT,) geben. Zudem kdénnen neben dem
globalen Zerfall auch lokale Entfaltungsereignigagersucht werden, welche die Flexi-
bilitat bestimmter Bereiche der Struktur ermdéglichend mit Hilfe der mikroskopi-
schen Stabilitat der jeweiligen Region beschrielverden kénnen. Entfaltungssimula-
tionen werden zur Unterstiitzung des Protein Engmgeingesetzt, wenn der Einfluss
einer oder mehrerer Mutationen auf die Denaturigruntersucht werden soll. Klassi-
sche Simulationen der thermischen Denaturierund MiD-Simulationen bei hohen
Temperaturen. Hier wird vorausgesetzt, dass diealumg weitestgehend temperaturu-
nabhéngig ist und die gleichen Eigenschaften astwee die Faltung, was fir mehrere
Beispiele bestatigt werden konnte (Cavatlial. 2002; Dayet al. 2002), aber nicht all-
gemein gilt (Finkelstein 1997).

MD-Entfaltungssimulationen kénnen grundsatzlich awfei Arten durchgefuhrt
werden (van Gunsterest al. 1995). Bei der ersten Methode werden einzelnerjeh
der Entfaltung im Gleichgewicht simuliert. Dazu den Simulationen bei verschiede-

nen Temperaturen gestartet. AnschlieBend werdekigenschaften der verschiedenen
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Gleichgewichtssimulationen bestimmt und mit experntellen Daten verglichen. Mit
Hilfe dieser Methode wurden erfolgreich Xylanasegrschiedener Thermostabilitat
untersucht (Purmonegt al. 2007). Auch der Vergleich einer mesophilen und-the
mophilen Dihydrofolatreduktase (DHFR) gelang miesim Verfahren (Shamt al.
2002; Pang und Allemann 2007). Bei der zweiten Meé¢hwird eine einzelne Un-
gleichgewichtssimulation durchgefihrt. Dazu wirdeeiGleichgewichtssimulation des
gefalteten Proteins durch plétzliche Erhohung demperatur gestért. Anschliel3end
wird die Anpassung des Systems an das neue Glewatigebeobachtet. Mit Hilfe die-
ser Methode wurde die Entfaltung einer Cutinasersotht (Crevel@t al. 1998). Uber
den Vergleich mit einer Gleichgewichtssimulatiors dgefalteten Zustands konnte zwi-
schen flexiblen Regionen, die fur die Aktivitat deszyms wichtig waren, und flexiblen
Regionen, von denen die Entfaltung ausging, urftegden werden. So konnten
Schwachstellenweak spofsvorhergesagt werden, deren Mutation die thernaissta-
bilitat, nicht aber die Aktivitat beeinflussen digxf

MD-Entfaltungssimulationen sind erfolgreich eingesevorden, um Bereiche zu
identifizieren, von denen der globale Zerfall derultur ausgeht (Finkelstein 1997).
Der grof3e Nachteil dieser Verfahren besteht abin,ddass diese Rechnungen (beson-
ders im Fall von Gleichgewichtssimulationen) selet ¥eit kosten. Zudem ist unklar,
ob die verwendeten Kraftfelder und insbesonderauhgsmittelmodelle geeignet sind,
das Verhalten des Systems bei hohen Temperaturezkkaviederzugeben. Eine Alter-
native zu Dynamiksimulationen stellen Methoden dai,denen die Proteinstruktur als
ein Netzwerk wechselwirkender Atome oder Reste lédzen wird. Brindaet al ha-
ben untersucht, wie sich die Topologie des Netzavedrandert, wenn eine Tempera-
turerhéhung durch das Brechen von Wechselwirkurgjeruliert wird (Brinda und
Vishveshwara 2005). Mit Hilfe dieser Methoden kamreadem die relevante Bewe-
gungsmoden in der Proteinstruktur ausgehend voer @imzelnen Konformation vor-
hergesagt werden. So habenébal das elastische Gauld'sche Netzwerkmodell (GNM)
verwendet, um den Einfluss brechender KontaktedsifFluktuationen der Reste zu
untersuchen (Set al. 2008). Die GNM-Analyse &ahnelt einer Normalmodergs®&a
(NMA), wobei aber nur die &Atome fur die Berechnung der Normalmoden berick-
sichtigt werden. Die Entfaltung wurde simuliertd@am sukzessive native Kontakte
gebrochen wurden, deren Distanzfluktuationen anfdtgrdo waren. Die mit Hilfe von
MD-Simulationen oder NMA-ahnlichen Verfahren genegss Dynamik (Bewegung) ist

immer nur ein indirektes Malf3 fur die tatsachlicirhamndene Flexibilitat (Beweglich-
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keit). Eine direkte Bestimmung rigider und flexiblRegionen einer Proteinstruktur ist
von groRem Interesse, da mit Hilfe dieser Eigerfsehaeine Aussage Uber die
makroskopische und mikroskopische Stabilitédt derejkgen Region oder gesamten
Struktur getroffen werden kann, da sie beschreibbrein bestimmter Strukturbereich
deformiert werden kann und dann zur Destabilisigrdes Proteins beitragt.

Raderet al haben die Entfaltung von Proteinen mit Hilfe eibestimmten Art von
bar-and-jointNetzwerken simuliert, delbond-bendingNetzwerken (Radegt al. 2002).
Diese Netzwerke bestehen aus Knoten und kovaleoigre nichtkovalenten Bindungs-
und Winkelbeschrankungen und werden daher auclsdtat Netzwerke constraint
network$ genannt. Mit Hilfe der Software FIRSTIdppy inclusion of rigid substruc-
ture topology (Jacobset al. 2001), die Methoden aus der Rigiditatstheorie enm@n-
tiert, konnen rigide Cluster und flexible Regionardiesen Netzwerken bestimmt wer-
den (Flexibilitdtsanalyse). Es wurde untersuchg sich die Flexibilitat im System mit
Abnehmender mittlerer Koordinationszahl (durch effeduzierung der Anzahl nicht-
kovalenter Wechselwirkungen) verénderte. So bedbtain Radeet al wahrend der
Entfaltung das Auftreten von rigiden Clustern, ghaltungskernen” entsprachen. Diese
vorhergesagten Faltungskerne stimmten gut mit @xeetell bestimmten Faltungsker-
nen Uberein (Hespenheideal.2002; Rader und Bahar 2004).

Auch das in dieser Arbeit vorgestellte rechneriseleefahren basiert auf der An-
wendung von Methoden aus der Rigiditatstheoriebaunfd-bending bzw. aquivalente
body-and-baiNetzwerke von Proteinen und damit auf einer deekBestimmung der
Rigiditat und Flexibilitat in der Struktur. Die V@iinnung des Netzwerks wird hier al-
lerdings so durchgefihrt, dass ein Vergleich veestdner Strukturen auf einer relati-
ven Temperaturskala moglich wird. Zudem werden pseinethoden aus der Perkola-
tions- und Netzwerktheorie herangezogen, mit defieridentifizierung eines Phasen-
Ubergangs zwischen ,gefalteten® und ,ungefaltet&€tzwerken mdoglich wird. So
konnen Schmelztemperaturen bestimmt und verglietenden, d.h. die Thermostabili-

tat von Proteinen kann untersucht werden.

1.4.4 Vorhersage der mikroskopischen Stabilitat

Die durch die Mikrostabilitat bedingte Flexibilithestimmter Bereiche der Struktur
ist eine Voraussetzung fur die Bioaktivitdt von fmen (Henzler-Wildman und Kern
2007). Indem untersucht wird, ob eine thermostsibilende Mutation die Struktur des
aktiven Zentrums oder dessen Flexibilitat stortriéegianet al. 2005), kann die Aus-

wirkung einer thermostabilisierenden Mutation aig Aktivitdt vorhergesagt werden.
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Mit Hilfe von Methoden zur Beschreibung dynamisclggenschaften kann ein En-
semble von Konformationen erzeugt werden, das démam Zustand des Proteins dar-
stellt. Anhand dieses konformationellen Ensembl@snkn dann Bereiche identifiziert
werden, in denen groRe Fluktuationen auftretentzdieignen sich insbesondere MD-
oder so genannte Monte-Carlo(MC)-Simulationen soge®metriebasierte Ansatze,
wie beispielweise CONCOORD (de Groettal. 1997). Aus den erzeugten Ensembles
kann die ,essenzielle Dynamikégsential dynamigsnit einer Art Hauptkomponenten-
analyse (PCA) bestimmt werden (Amaeeial. 1993). Es konnte gezeigt werden, dass
die Moden der essenziellen Dynamik fur die Bioakdtwon Proteinen wichtige Bewe-
gungen beschreiben (Amadst al. 1993; van Aalteret al. 1995). Zur Flexibilitatsbe-
stimmung koénnen auch Veranderungen in der Packiosigeduntersucht werden, von
denen man weil3, dass sie mit Fluktuationen in Pretekorreliert sind (Halle 2002).

Relevante Bewegungsmoden konnen auch mit Hilfetiether Netzwerke be-
stimmt werden (Case 1994; Baledral. 1997; Minget al.2002; Tamaet al.2002; Ming
et al. 2003). Yanget al zeigten, dass Reste des aktiven Zentrums mit Hgjlbbaler
Moden aus dem Gauld'schen Netzwerkmodell identitizieerden kénnen (Yang und
Bahar 2005). Katalytische Reste wiesen eine getfdeyeeglichkeit auf, wohingegen an
der Substratbindung beteiligte Reste moderat fedxibaren. Auch Luqueet al be-
schrieben diesen ,dualen Charakter" aktiver Zentren Enzymen (Luque und Freire
2000). Mit Hilfe der Software COREX (Woadt al. 2000), die Methoden aus der statis-
tischen Thermodynamik verwendet, um Konformatiodes Ensemble zu erzeugen und
gewichten, berechneten sie die mikroskopische B&tbentlang der Aminosaurense-
quenz von Enzymen und zeigten, dass das aktiveufergowohl von stabilen, als auch
von labilen Resten ausgemacht wird. Der NachteailReechnungen mit COREX be-
steht hauptsachlich darin, dass die Methode retaibaufwandig ist.

Eine sehr schnelle Identifizierung flexibler Befteeckann gelingen, wenn Proteine
als bond-bending bzw. aquivalentdody-and-baiNetzwerke modelliert werden. Die
Analyse der Flexibilitat in diesen statischen Nedgken ist mit Hilfe von Methoden aus
der Rigiditatstheorie mdoglich, wie sie in der Saftey FIRST implementiert sind
(Jacobset al.2001). Gohlkeet al haben diesen Ansatz zur Untersuchung von Verande-
rungen in der Flexibilitdt von Proteinen bei Komgildédung verwendet (Gohlket al.
2004). Erst kirzlich wurde der Ansatz auch fur dietersuchung der Flexibilitat von
Nukleinséduren adaptiert (Fulle und Gohlke 2008)ci\in dieser Arbeit werden flexible
Bereiche von Proteinen mit Hilfe von FIRST bestimmt
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2 Rigiditat und Flexibilitat in statischen Netzwerken

Makromolekile kdnnen als eine bestimmte Art \oam-and-jointNetzwerken mo-
delliert werden, derbond-bendingNetzwerken, wenn die wichtigsten Krafte in der
Struktur Bindungsdehnungskrafte zwischen direktalobbarten Atomen (so genannte
Zentral- oder Bindungskréafte) und Bindungswinkefta&so genannte Winkelkrafte)
sind (Hendrickson 1992). Die Netzwerke werden astalische Netzwerked@nstraint
network$ genannt. Unter anderem kénnen damit glasbild®malerialien (Glaser) und
Proteine reprasentiert werden. In diesen Netzwemkerden Atome durch Knoten
(joints) und Wechselwirkungen zwischen Atomen durch Besdtungen l§ars) model-
liert. Neben kovalenten und nichtkovalenten Bindsb@gchrankungen werden auch
Winkelbeschrankungen in das Netzwerk eingeflgt.

Die bond-bendingNetzwerke konnen dann mit Hilfe schneller Verfahkensicht-
lich ihrer Flexibilitat analysiert werden, d.h. dentifizierung rigider Cluster und fle-
xibler Bereiche ist moglich. Dabei kommen Methodars der Rigiditatstheorie zum
Einsatz. In einem ,rigiden“ Bereich eines Netzwekd@&nen einzelne Atome nicht
mehr relativ zueinander bewegt werden. Die Atomeiirem rigiden Bereich kénnen
nur als Ganzes (d.h. als ein Cluster) bewegt werbteden ,flexiblen* Bereichen des
Netzwerks ist die relative Bewegung der Atome zaeder dagegen nicht einge-
schrénkt.

Fur kleine Molekule kdnnen rigide und flexible Bieree wie folgt identifiziert
werden: Ein unbeschranktes Atom im dreidimension&d®) Raum hat drei Freiheits-
grade.N Atome eineN-Rings haben I8 Freiheitsgrade abziiglich dir Bindungsbe-
schrankungen unN Winkelbeschrankungen. Es bleiblErreiheitsgrade Ubrig, wovon
sechs den makroskopischen, externen Freiheitsgrgiaiation und Translation) ent-
sprechen. Somit bleibe — 6 interne Freiheitsgrade (so genarfiappy modesder
Nullenergiemoden). Die Deformation des Rings ukesal (nullfrequenten) Moden ist
mit keinem Energieaufwand verbunden. Weéxs 6, dann gibt es keine Nullenergie-
moden, und der Ring ist isostatisch rigide. Das #&llogiagt somit richtig vorher, dass
die Konformationsdnderung zwischen der Sessel- derdWannenkonformation des
Sechsrings Energie kostet. WeNr> 6, dann ist der Ring flexibel (,unterbeschrankt”
Ein Siebenring hat eindoppy modeund das Modell sagt somit richtig vorher, dass di
Konformationsanderung zwischen den beiden méglidkenformeren keine Energie

kostet. Ein Flnfring hat eine Beschrankung mehizatsRigidisierung notwendig und
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ist somit ,uberbeschrankt’. In einem Uberbeschr@nkSystem treten Spannungen
(stres$ auf.

Dieses von Maxwell vorgeschlagene ,Zahlen von Besttungen® ¢onstraints
counting liefert fir einfache Systeme die korrekte Anzahfloppy modeswenn keine
redundanten (abhangigen) Beschrankungen im Netzwerkanden sind (Maxwell
1864). Fur komplexere Systeme ist es sehr schweerigberprifen, welche Beschran-
kungen unabhangig voneinander sind. Der Grund daé$teht darin, dass entfernte
Beschréankungen die Rigiditat einer lokalen Regienitiflussen kénnen, wenn die Be-
schrankungen uber einen Ring oder mehrere mitearaverbundene Ringe gekoppelt
sind. Diese Abh&ngigkeiten missen beiamstraints countindericksichtigt werden,
was bei komplexen Systemen sehr aufwandig ist. kiienen aber Konzepte aus der
Graphentheorie angewendet werden. Diese Konzepttewainter dem Begriff ,Rigi-

ditatstheorie zusammengefasst.

2.1 Rigiditatstheorie

Obwohl Rigiditat bereits von Lagrange (1788) (Lag@a 1788) und Maxwell
(1864) (Maxwell 1864) untersucht wurde, kommt gsigt seit rund 40 Jahren in prakti-
schen Fragestellungen vor. Als Begrinder der masheRigiditatstheorie gilt Laman
(Laman 1970), der die Grundlagen geschaffen hatlierRigiditatstheorie auf Systeme
im zwei- (2D) und spater auch im dreidimensiongl@D) Raum anzuwenden (Jacobs
und Thorpe 1995; Jacobs und Hendrickson 1997).e8efubeiten folgte der Entwurf
von Algorithmen, mit denen Systeme mit mehrereni®ien Knoten innerhalb weni-
ger Sekunden auf ihre Rigiditatseigenschaften aatért werden kbnnen (Jacobs 1998).
Ursprunglich wurde die Rigiditatstheorie dazu behutlie Stabilitdt von Bauwerken
vorherzusagen, ohne aufwandige Simulationen duncbfiizu missen. Heute dient die
Theorie vor allem der Vorhersage physikalischereksghaften von Glasern, Proteinen

und anderen Materialien.

2.1.1 Das Maxwell’'scheconstraints counting

Wenn man davon ausgeht, dass es in eibarmand-jointNetzwerk keinerlei ab-
hangige (redundante) Beschrankungen gibt, dannggyessidie Anzahl der Beschran-
kungen zu zahlen und von der Anzahl der internaihEitsgrade abzuziehen, um die
Anzahl derfloppy modezu erhalten (siehe oben). Dieses von Maxwell vsehlagene
»Zahlen von Beschrankungentdnstraints countingliefert schnelle Information tber
den globalen Zustand des Systems (Maxwell 18643ptinglich wurde der Ansatz
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dazu benutzt, um die Stabilitat von Brickenbauwerke untersuchen. Eine Bricke
(oder ein Gertst) ist nur dann stabil, wenn kdloppy modesm System vorhanden
sind. Phillips (Phillips 1979; Phillips 1981) unthdrpe (Thorpe 1983) verwendeten den
Ansatz, um die ideale Koordination von Atomen zuagbildung vorherzusagen. Fur
Systeme mit redundanten Beschrankungen ist die Adwey desconstraint counting
allerdings problematisch. Redundante Beschrankurégetern nicht die Anzahl der
floppy modewder die Konfiguration der rigiden Cluster.

In einem vollig unbeschrankten Netzwerk im 3D-Raonit N Knoten betragt die
Anzahl der Nullenergiemoddn = 3N — 6. Fligt man diesem Netzwedxk Beschrankun-
gen hinzu, dann betragt die Anzahl der Nullenerg@emF = 3N — 6 —N., wenn keine
der hinzugefligten Beschrankungen redundant istinRemnem Freiheitsgrad betragt die
Anzahl der Nullenergiemoden in diesem Fall (3N — 6 —N.) / 3N. Geht man aber da-
von aus, dashl, der hinzugefiigten Beschrankungen redundant siah) @rhoht sich
die Anzahl der Nullenergiemoden dtf= 3N — 6 —N; + N,. In der Praxis bringt diese
Formel aber keinen Nutzen, da die Anzahl der redoteh Beschréankunge¥ nicht
ermittelt werden kann ohne das Eigenwert-Probleniégan. DaN; stets grof3er oder
gleich Null ist, liefert das Zahlen von Beschrangen aber eine untere Schranke fir die

Anzahl derfloppy modes

2.1.2 Der pebble game&lgorithmus im 2D-Raum

FUr generischéar-and-jointNetzwerke im 2D-Raum kann mit Hilfe eines Theo-
rems von Laman (Laman 1970) festgestellt werdemedhndante Beschrankungen im
Netzwerk vorhanden sind. In generischen Netzwegibnes keine geometrischen Sin-
gularitaten, die auftreten kdnnen, wenn Beschragé&armarallel oder kollinear gesetzt
werden. Das Theorem von Laman besagt, dass eimiggmes Netzwerk im 2D-Raum
genau dann keine redundanten Beschrankungen hat) iain Teilnetzwerk vom
Knoten (mitn > 2) undb Beschrankungen die Beziehubg 2n — 3 verletzt (die so ge-
nannte Laman-Bedingung). Von diesem Theorem ausgehat Hendrickson einen
Algorithmus vorgeschlagen, mit dem fir NetzwerkeZbrRaum die exakte Anzahl der
floppy modedestimmt werden kann und mit dem tberbeschrérfileel{le) Bereiche
sowie rigide Cluster identifiziert werden kénnereftdrickson 1992).

Der Grundgedanke des letztendlich von Jacobs uratp&hentwickelterpebble
gameAlgorithmus besteht darin (Jacobs und Thorpe 19Rfgobs und Hendrickson
1997), das Theorem von Laman rekursiv anzuwendeinremd das Netzwerk Be-

schrankung fur Beschrankung konstruiert wird. Weden Rekursion missen immer
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nur die Teilnetzwerke untersucht werden, welcherdie hinzugefligte Beschrankung
enthalten. Wenn jedes der untersuchten Teilnetavdig Laman-Bedingung erfullt,
dann ist die hinzugefligte Beschrankung unabhanhgigm auf diese Weise die Anzahl
der redundanten Beschrankungen gezahlt wird, kaarexhkte Anzahl der Nullener-
giemoden bestimmt werden. Uberbeschrankte BerelebeNetzwerks werden identifi-
ziert, sobald eine redundante Beschrankung gefundteh Die rigiden Cluster werden
bestimmt, nachdem das Netzwerk vollstédndig rekarestrwurde. Zuerst werden dazu
isolierte Knoten identifiziert. AnschlieRend wirdedrigiditat der Ubrigen Knoten be-
zuglich einer Referenzbeschrankung zwischen zwderBezknoten bestimmt. Falls
eine Beschrankung zwischen einem der beiden Refleneten und einem zu testenden
Knoten abhangig ist, dann befindet sich diese Bés#ung im selben rigiden Cluster

wie die Referenzbeschrankung.

2.1.3 Rigiditat in Netzwerken im 3D-Raum

Daspebble gamé&ann nicht auf allgemeingar-and-jointNetzwerke im 3D-Raum
erweitert werden, da der Algorithmus auf dem Theowen Laman beruht, das nur im
2D-Raum gilt (Jacobs 1998). Der Grund dafiur, dass Theorem nicht fir den 3D-

a) b)

Abbildung 4. Beispiel fur die Modellierung eines einfachen Mdlks im 2D-Raum aldond-bending
Netzwerk (a) und als &quivalentbedy-and-baiNetzwerk (b). Imbond-bendingNetzwerk (a) mussen
Bindungs- (schwarze Linien) und Winkelbeschrankun@gaue Linien) eingefligt werden. lmdy-and-

bar-Netzwerk miissen nur Bindungsbeschrankungen eiggeférden (b), die in Form mehrerer Verstre-

bungen bars) modelliert werden.

Raum generalisiert werden kann, ist die Existengesmannter bananenférmiger Netz-
werke (Jacobs 1998). Auf der Grundlage von Arbeitam Tay und Whiteley (Tay und
Whiteley 1985) konnte Jacobs aber zeigen, daspelalsle gameauf eine bestimmte
Art derbar-and-jointNetzwerke im 3D-Raum angewendet werden kann,algesann-
ten bond-bendingNetzwerke (Jacobs 1998). Lange Zeit gab es kem&tmematischen

Beweis, der die Anwendbarkeit eines Theorems amrdiem von Laman flibond-
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bendingNetzwerke im 3D-Raum begrindete. Trotzdem istealig¢ermutung (die so
genanntemolecular framework conjecturerotz zahlreicher Arbeiten nie widerlegt
worden (Jacobs 1998). Erst kirzlich konnte die \dgumg bewiesen werden (Naoki
und Shin-Ichi 2009).

Die Anwendung degebble gam&lgorithmus aufbond-bendingNetzwerke im
3D-Raum ist analog zur Anwendung auf allgeméae-and-jointNetzwerke im 2D-
Raum, aber wesentlich komplizierter, weswegen @&sedi Stelle nicht weiter darauf
eingegangen werden soll. Interessant ist aber disathe, dass es einen zu dend-
bendingNetzwerken &quivalenten Typ von Netzwerken gibt{bs 1998), auf die eine
deutlich einfachere Version dpsbble gamangewendet werden kann. Es handelt sich
dabei um so genannteodyandbar-Netzwerke (Whiteley 1979; Moukarzel 1996). In
Abbildung 4 wird dadond-bendingNetzwerk eines einfachen Molekuls mit deody-
and-barNetzwerk des selben Molekuls verglichen. Ein fden&/orteil derbody-and-
bar-Netzwerken besteht offensichtlich darin, dass mach Bindungsbeschréankungen
verwendet werden mussen. body-and-baiNetzwerk werden Atome als Korpdra-
dieg modelliert, die jeweils sechs Freiheitsgrade taesi. Bindungen zwischen den
Atomen werden in Form mehrerer Verstrebundearg) reprasentiert, die jeweils eine
Beschrankung darstellen. Fur eine drehbare Bindvargen funf Verstrebungen einge-

fugt, fur eine nicht drehbare Bindung sechs.

2.2 Rigiditatsperkolation

Eine klassische Anwendung der RigiditatstheorialistSuche nach guten glasbil-
denden Materialien (Glasern). Man untersucht Malien des Typs GAs,S€_ .y, in
denen Ge fur jedes vierfach koordinierte Atom stekenn, As flr jedes dreifach koor-
dinierte Atom und Se fir jedes zweifach koordirgeftom. Mit Hilfe der Rigiditats-
theorie soll nun herausgefunden werden, welche Kaatibbnen vonx undy ein gutes
Glas ergeben. Um das herauszufinden, wird die Rigides Materials als Funktion der
mittleren Koordinationszahfr) untersucht. Verschiedene Kombinationen woandy
ergeben verschiedene mittlere Koordinationszahea.wichtigsten Krafte in solchen
Materialien sind Bindungs- und Winkelkrafte, we¢halie alsbond-bending bzw.
aquivalentebody-and-baiNetzwerke modelliert werden kdnnen. Diese wiedekdm-
nen mit dempebble gam&lgorithmus im 3D-Raum untersucht werden. Man gednt
von aus, dass die Bindungswinkelnetzwerke fur diMaeerialien kontinuierlich zufal-

lig (continuous randoinsind, was die Analyse vorerst vereinfacht. Damerscheiden
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sich Glaser beispielsweise von Quarz, einem Kijdtal das sowohl eine Nah- als auch
eine Fernordnung gewabhrleistet ist, und das deswafgeein regelmafiiges Netzwerk
modelliert werden muss. Kontinuierlich bedeutetliasem Fall, dass es innerhalb des
Netzwerks keine identifizierbaren Grenzen gibt, Regionen verschiedenen Typs von
Struktur unterscheiden. Solche Grenzen wirden dderdl sprode machen.

Geht man von einem Material mit sehr hoher mittléteordinationszahl aus, so ist
das Netzwerk wegen der grof3en Zahl an Beschrankungéstandig rigide, d.h. es
befindet sich in der ,rigiden Phase®. Fir ein Matkemit sehr niedriger Koordinations-
zahl ist das Netzwerk dagegen vollstandig flexidh. es befindet sich in der ,flexib-
len Phase*. Der kritische Wert fur die mittlere Kdimationszahl, bei der das Netzwerk
erstmalig in die flexible Phase Gbergeht, kann Inestimmt werden. Die kritische mitt-
lere Koordinationszahk). nennt man auch Rigiditatsperkolationsschwellenvdztbei
diesem Wert die Rigiditat nicht mehr das gesamtezwerk durchzieht (,perkoliert").
Untersuchungen der Rigiditatsperkolation von Netkere glasbildender Materialen
haben gezeigt, dass das System den Phasenubergangitde nach flexibel bei einem
(r)c von ungefahr 2,4 hat. Materialien mit einer mittle Koordinationszahl nur unwe-
sentlich groRRer alé ). bilden die besten Glaser (Thorpe 1983). Bei diddaterialien
ist die Anzahl der Beschrankungen gerade grol3 gamacalle internen Freiheitsgrade
auszugleichen. Wéare die Anzahl der Beschrankungeéfleg, dann wére das Material
zwar immer noch rigide, aber die hohe Energie dagiiehUberbeschrankung des Netz-
werks wurde dazu fuhren, dass sich die Atome neuwdaen wirden, was die Kristalli-
sation des Materials zur Folge hatte.

2.3 Anwendung auf Proteine

Auch die Flexibilitat von Proteinstrukturen kanntidilfe der Rigiditatstheorie ana-
lysiert werden (Whiteley 2005). Zur Modellierungnv@roteinen aldond-bending
bzw. aquivalentebody-and-baiNetzwerke miissen neben kovalenten Bindungen und
Bindungswinkeln allerdings auch wichtige nichtkerate Wechselwirkungen als Be-
schrankungen modelliert werden. Letztere umfasseunnd Salzbriicken sowie hydro-
phobe Kontakte (siehe oben). Die urspringliche \gardespebble gamaélgorithmus
erlaubt aber nur zwei Typen von Bindungen zu maetelh, drehbare und nicht drehba-
re Bindungen. Diese werden inody-and-baiNetzwerk durch das Einsetzen von funf
bzw. sechs Verstrebungen zwischen zwei Korpernasgpttiert. Diese Représentation

ist ausreichend fur die Modellierung kovalent véniter Materialien, ist aber unzurei-
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chend, wenn auch schwéachere (H- und Salzbrickeh)wemiger spezifische Wechsel-

wirkungen (hydrophobe Bindungen) modelliert werdehen.
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Abbildung 5. Schwéchere, weniger spezifische Wechselwirkungamén imbody-and-baiNetzwerk
durch die Verwendung von Pseudoatomen (PA) oder gjaringeren Anzahl an Verstrebungbarf)
modelliert werden. Nach (Chubynskyal.2004).

Der pebble gam&lgorithmus flr Proteine ist in der Software FIRSIbppy inclu-
sion of rigid substructure topologymplementiert (Jacobst al. 2001). In der ersten
Version wurden die Strukturen dend-bendingNetzwerke repréasentiert (Jacodtsal.
2001), spater aldody-and-baiNetzwerke (Raderet al. 2002). Im body-and-bar
Netzwerk wurden die schwécheren Wechselwirkungspringlich modelliert, indem
eine einzelne (direkte) Beschrankung aus fiinf Velosingen durch eine indirekte Be-
schrankung ersetzt wurde, die Uber mehrere so genddseudoatome gefuhrt wurde
(Raderet al. 2002). Der Sinn dieses Ansatzes lag darin, dakssj®seudoatom einen
internen Freiheitsgrad mehr in das System brirgvah den Beschrankungen ausgegli-
chen werden kann. Der Einfluss einer Kette aus dtsgomen auf ein System ist in
Abbildung 5 gezeigt. Eine einzelne Beschrankung fén$ Verstrebungen zwischen
einem Paar von Atomen (wie sie zur Modellierungedrehbaren kovalenten Bindung
verwendet wird) verringert die Anzahl der interrfereiheitsgrade um finf. Eine indi-
rekte Beschrankung, die Uber vier Pseudoatome gefiitd, verringert die Anzahl der

internen Freiheitsgrade nur um eins, da jede defr B&schrankungen die Anzahl der



Rigiditat und Flexibilitat in statischen Netzwerken 30

internen Freiheitsgrade zwar um funf verringerdege Pseudoatom aber sechs zusatzli-
che interne Freiheitsgrade ins System einfuhrtg(4 5- 5 = -1).

Pseudoatome erhdhen die Grol3e des Systems und diantidufzeit degpebble-
gameAlgorithmus. Dieworst-caselaufzeit des Algorithmus ist i©(n?), wobein die
Anzahl der Atome beschreibt (Jacadisal. 2001). Durchschnittlich liegt die Laufzeit in
O(n) und nimmt somit linear mit der Gro3e des Systemglacob®t al. 2001). In spa-
teren Versionen von FIRST wurde aus diesem GruhdiawWerwendung von Pseudo-
atomen verzichtet. Diese Implementierung erlaulgedan das Einfligen von Beschran-
kungen, die aus weniger als funf Verstrebungenebest (Abbildung 5). Die Anzahl
der Verstrebungen pro Beschrankung entsprechekt @iex Anzahl der internen Frei-
heitsgrade, die aus dem System entfernt werderseDmaplementierung ist aquivalent
zur Modellierung des Systems mit Pseudoatomen (dibbg 5). Ihr Vorteil besteht
darin, dass sie schneller, aber auch intuitiverDgtse Implementierung ist in der Ver-
sion 6.2 der Software FIRST verfligbar.

2.3.1 Modellierung der einzelnen Interaktionen

Netzwerke von Proteinen unterscheiden sich vonrdegoa Glasern darin, dass ne-
ben kovalenten Bindungen auch H- und Salzbrickenesbhydrophobe Kontakte mo-
delliert werden missen. H- und Salzbricken werdégrand ihrer Starke und Direkti-
onalitdt genau so wie drehbare kovalente Bindumgedelliert. Hydrophobe Kontakte
dagegen fuhren weniger Beschrankungen in das System

2.3.1.1 H-und Salzbricken

H- und Salzbricken spielen aufgrund ihrer Starke Direktionalitdt eine bedeu-
tende Rolle bei der Ausbildung von Sekundarstrgteimenten und bei der Stabilisie-
rung der Tertiarstruktur eines Proteins (Kap. 2).2Die Starke dieser Wechselwirkun-
gen kann stark variieren. So gibt es in einer geziProteinstruktur ein ganzes Spekt-
rum von H- und Salzbricken unterschiedlicher St§Rersht 1987; Jeffrey 1997). Je
nachdem, bei welcher Temperatur die Rigiditatsasatjurchgefuhrt wird, werden nur
H- und Salzbriicken einer bestimmten MindeststaEdectl mol*) bei der Konstruktion
des Netzwerks beriicksichtigt. Da die Starke deretiren Wechselwirkungen experi-
mentell kaum bestimmt werden kann, muss die En&igier jeden H- und Salzbriicken
mit Hilfe rechnerischer Methoden vorhergesagt werde

Zur ldentifizierung und Bewertung der H- und Salgiken wird in der Software

FIRST (Version 6.2) ein empirisches Potential verdet, bei dem die Energie einer H-
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Brucke als van der Waals-Wechselwirkung approxitma@rd, die durch Distanz- und
Winkelterme gewichtet wird. Dazu muss zuerst debdlsierungszustand und die
Funktion (Donor oder Akzeptor) fur jedes Stickstoffauerstoff- und Schwefelatom
gemal einer Arbeit von Sticket al bestimmt werden (Sticklet al. 1992). Zur spéate-
ren Identifikation von Salzbricken werden das Sticatom in der Hauptkette des
aminoterminalen Rests sowie protonierte Stickstafég Seitenketten von Arginin,
Lysin und Histidin als geladene Donoren beriickgithebenso wie das Sauerstoffatom
in der Hauptkette des carboxyterminalen Rests sdejeotonierte Sauerstoffe der Sei-

tenketten von Glutamat und Aspartat als geladereeptioren.

Abbildung 6. H- und Salzbriicken werden bestimmt, indem zudlst@onor-Akzeptor-Paare ermittelt
werden, deren geometrische Eigenschaften bestiistanz- und Winkelschwellenwerte unter- oder
Uberschreiten. Die N—H-Gruppe stellt einen typiscB®nor, das O-Atom einen Akzeptor dar. Die geo-
metrischen Eigenschaften sind der Abstand zwisalean Wasserstoffatom und dem Akzeptor, fler
Abstand zwischen dem Donor und dem Akzept)r der Winkel zwischen dem Donor, dem Wasser-
stoffatom und dem Akzeptod) und der Winkel zwischen dem Wasserstoffatom, déaeptor und dem
an den Akzeptor gebundenen Ator).(Die selben geometrischen Eigenschaften werdsnhéieRend

dazu verwendet, die Energie der H- oder Salzbrgclamtitativ zu bestimmen.

In einem ersten Schritp(escreeninwerden alle Donor-Akzeptor-Paare ermittelt,
deren geometrische Eigenschaften bestimmte Distamz-Winkelschwellenwerte un-
ter- oder uberschreiten, die sie als H- oder Satkw qualifizieren. Diese geometri-
schen Eigenschaften sind der Abstand zwischen dass#vstoffatom und dem Akzep-
tor (r), der Abstand zwischen dem Donor und dem Akzefaprder Winkel zwischen
dem Donor, dem Wasserstoffatom und dem Akzephourfd der Winkel zwischen dem
Wasserstoffatom, dem Akzeptor und dem an den Akzegebundenen Atomg)
(Abbildung 6). Generell muss fiur alle H- und Salgtkend <5, r <4 undé> 100°
gelten. AuBerdem muss fiir Salzbriickgr 80°, fur H-Briicken mit einem &p
Akzeptor ¢ > 90° und fur H-Bricken mit einem %$ponor und einem SpAkzeptor
¢ — 109,5°< 90° gelten. Fur H-Briicken mit einem?dponor und einem SpAkzeptor

muss kein bestimmter Wert firerftllt werden.
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In einem zweiten Schritt wird die Energie einer(Bgg) oder SalzbriickeHsg) mit
Hilfe eines empirischen Potentials nach Dahgfaal (Dahiyatet al. 1997) quantitativ

bestimmt. Dabei ist

S VHB{Stﬁ R(';B jlz -6 [ﬁ%jm} F(6,0.y) (4)
und

Eee = VSB{S EE%T -6 Eﬁ%)m} )
mit

F =cog 8(& """ [toS(p-1095°) fur sp-Donor und spAkzeptor (6)
F =cog & ko (¢) fiir sp-Donor und sp-Akzeptor @)
F =cos g ™" fiir sg-Donor und spAkzeptor (8)
F =cog & ko< (p-1095°) fiir sg-Donor und spAkzeptor 9)

undVyg = 8 kcal mof', Rug = 2,8 A, Vsg = 10 kcal mot, Rsg = 3,2 A unda = 0,375 A,
wobeiy dem Winkel zwischen den Normalen der Ebenen dntgpdie durch zwei Sp
Zentren beschrieben werden. Die Formeln zur Bestingrder Energie einer H- oder
Salzbriicke wurden aus dem Quellcode der SoftwaRSFI(Version 6.2) abgeleitet.
Sie unterscheiden sich geringfigig von den im Hacblzur Software FIRST angege-
benen Formeln.

Eine H- oder Salzbriicke wird nur beriicksichtigtnwéhre Energie kleiner als ein
bestimmter EnergieschwellenwelEc(r) ist. Somit werden nur H- und Salzbricken
eines bestimmten Mindeststarke zur Konstruktion Netzwerks herangezogen. Die
resultierenden Beschrankungen werden jeweils ikdiiker ein Pseudoatom model-
liert, oder, wie in der neuesten Version der SoféMalRST (Version 6.2) implemen-
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tiert, direkt durch vier Verstrebungen. Somit vegert jede bericksichtigte H- oder
Salzbriicke die Anzahl der internen Freiheitsgraeke $lystems um vier. Diese Paramet-
risierung wurde festgelegt, da sie fir verschiedermeine die beste Korrelation der
Flexibilitdt im nativen Zustand und der Lokalisieguvon Faltungskernen mit dem Ex-
periment ergab (Hespenhei@e¢ al. 2002), was in spateren Arbeiten bestéatigt wurde
(Rader und Bahar 2004).

2.3.1.2 Hydrophobe Kontakte

Hydrophobe Wechselwirkungen machen einen grolRetraezur Stabilitat der
Proteinstruktur und sind ein kritischer Faktor Ber Proteinfaltung (Kap. 1.2.2). In der
allerersten Version der Software FIRST wurden hgtobe Wechselwirkungen nicht
in die Netzwerke mit einbezogen (Jacabsal. 2001). Spater wurden sie dann mit ein-
bezogen, wobei aber ihre Schwache und Unspezifitidtcksichtigt wurde. Hydrophobe
Kontakte zwischen Kohlenstoff- oder Schwefelatomenden berticksichtigt, wenn der
Abstand zwischen diesen Atomen kleiner als die Seanhrer van der Waals-Radien
(C: 1,7 A, S: 1,8 A) plus einem bestimmten Distaheeellenwert €cur) ist
(Hespenheidet al. 2002; Radeet al. 2002). Die resultierenden Beschrankungen wer-
den jeweils indirekt Uber drei Pseudoatome modellaer direkt durch zwei Verstre-
bungen. Somit verringert jeder bertcksichtigte bptiobe Kontakte die Anzahl der
internen Freiheitsgrade des Systems um zwei. Resametrisierung wurde festgelegt,
da sie fur verschiedene Proteine die beste Kormelater Flexibilitat im nativen Zu-
stand und der Lokalisierung von Faltungskernen m@m Experiment ergab
(Hespenheidet al.2002; Rader und Bahar 2004).

2.3.2 Simulierte thermische Entfaltung von Proteinen

Die Rigiditatsperkolation von Proteinnetzwerken ikamalog zur Rigiditatsperkola-
tion von Netzwerken glasbildender Materialien usteht werden. In Kap. 4.3 wird
dies detailliert erlautert. Anders als bei den Metken glasbildender Materialen wird
die mittlere Koordinationszahl dabei aber nichtrithe Variation der chemischen Zu-
sammensetzung des Materials verandert, sondern dgiberReduzierung der Anzahl
nichtkovalenter Wechselwirkungen. So kann die thsche Entfaltung der Struktur von

Proteinen simuliert werden.
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3 Aufgabenstellung

Hilfreich zur Unterstltzung des Protein Engineersigd rechnerische Methoden,
welche einerseits die thermische Stabilitat eirtenk®ur sowie den Effekt einer Mutati-
on abschétzen kénnen, andererseits Hinweise dgedagn, in welchen Bereichen der
Struktur thermostabilisierende Mutationen eingeffiterden kénnen. Dies erlaubt das
Testen von Mutanten sowie den Aufbau zielgericht&ibliotheken. Die Methoden
sollten auRerdem in der Lage sein die Auswirkumgreihermostabilisierenden Mutati-
on auf die Aktivitat vorherzusagen.

In dieser Arbeit soll ein Verfahren entwickelt weng mit dem die Entfaltung von
Proteinen simuliert werden kann. Anhand der Sinmutasoll die Schmelztemperatur
bestimmt und damit die Thermostabilitat einer Simokintersucht werden kénnen. Au-
Rerdem soll die Untersuchung struktureller Veranadgen moglich sein, die wahrend
der Entfaltung auftreten und letztendlich zum gleb&Zerfall der Struktur fihren. Die
Bereiche, von denen der globale Zerfall der Stnuktusgeht, sollen bestimmt werden
kénnen. Es soll untersucht werden, inwieweit diésdfaltungsregionen Strukturberei-
che darstellen, deren Mutation die thermische $@bder Struktur beeinflusst. Das
entwickelte Verfahren soll auf der Anwendung vontiMelen aus der Rigiditatstheorie
auf bond-bending bzw. aquivalentebody-and-baiNetzwerke ¢onstraint networks
von Proteinen basieren, was die Bestimmung rigitlaster und flexibler Regionen in
atomarer Auflosung erlaubt (Flexibilitatsanalydeje thermische Entfaltung der Struk-
turen soll Uber das sukzessive Aufbrechen nichtleoner Wechselwirkungen in den
Netzwerken simuliert werden. Ansatze aus der Patikols- und Netzwerktheorie sol-
len verwendet werden, um die Rigiditat und Flexiilin den Netzwerken wahrend der
Entfaltung zu untersuchen.

Diese unter dem Begriff der Analyse statischer iWetke Constraint network ana-
lysis, CNA) zusammengefassten Methoden sollen im erstédrdieser Arbeit auf einen
Datensatz homologer meso- und thermophiler Prot@igewendet werden. Dabei soll
untersucht werden, ob die thermophile Anpassurgjitatich Uber eine Rigidisierung
der Struktur erfolgt. AuRerdem soll die Theorie Kemrespondierenden Zustande getes-
tet werden, die besagt, dass bei der thermophilgpagsung trotz globaler Rigidisie-
rung fur die Bioaktivitat wichtige flexible Bereietkonserviert sind. Mit Hilfe der CNA
sollen die Entfaltungsregionen der Proteine aus Datensatz bestimmt und mit Regi-

onen verglichen werden, in die thermostabilisieeeiMutationen eingefthrt wurden.
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Dartber hinaus soll untersucht werden, inwieweirtheogesagt werden kann, ob eine
maoglicherweise thermostabilisierende Mutation digivitat negativ beeinflusst.

Im zweiten Teil soll die CNA auf eine Serie von Bisen unterschiedlicher Ther-
mostabilitdten angewendet werden. Da es sich bePtgtase-Strukturen um Homolo-
giemodelle handelt, die nicht direkt mit Hilfe dénalyse statischer Netzwerke unter-
sucht werden konnen, soll eine ensemblebasierte €tdBliert werden. Dazu sollen
kurze MD-Simulationen zur Verbesserung der homelogidellierten Strukturen
durchgefuhrt werden, aus denen dann ein konformeites Strukturensemble extrahiert
werden kann. Aus den konformationellen Ensembléersd@hermostabilitaten vorher-
gesagt werden. Zudem sollen Wahrscheinlichkeiteedimet werden, mit denen be-
stimmte Strukturbereiche Entfaltungsregionen dHeste in denen Mutationen die
thermische Stabilitat der Struktur beeinflussen.sBb gezeigt werden, dass mit der
Entwicklung der der ensemblebasierten CNA die noioben Grundlagen fir den
Einsatz des Verfahrens zur Unterstitzung des PrdEegineering von Phytasen ge-

schaffen wurden.
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4 Theorie und Methoden

Im folgenden werden die unter dem Begriff der Asalystatischer Netzwerke
(constraint network analysiSeNA) zusammengefassten Methoden zur Untersuchung
der Stabilitdt und der Flexibilitdt von Proteinessbhrieben. In Kap. 4.1 wird erlautert,
wie die Proteine nach entsprechender Vorbereitls\gand-bendingbzw. aquivalente
body-and-baiNetzwerke modelliert wurden. Die mit Hilfe der Swdre FIRST (Jacobs
et al. 2001) durchgefiihrten Flexibilitatsanalysen derzMetrke werden in Kap. 4.2
beschrieben. In Kap. 4.3 wird erlautert, wie dudets sukzessive Aufbrechen nichtko-
valenter Wechselwirkungen in den Netzwerken dientieche Entfaltung der Protein-
strukturen simuliert wurde. Verschiedene Parametel Methoden zur Analyse der
thermischen Entfaltungssimulationen werden in Kag.beschrieben. In Kap. 4.5 wird
der Ansatz der ensemblebasierten CNA erlautetaln. 4.6 wird beschrieben, wie die
fur die ensemblebasierte CNA bendtigten Strukteeiides mit Hilfe von MD-
Simulationen erzeugt wurden. In Kap. 4.7 werdenRiitensétze vorgestellt, auf denen
die CNA bzw. ensemblebasierte CNA angewendet wuktiechlieRend findet sich in
Kap. 4.8 eine Beschreibung der in dieser Arbetitverkelten Computerprogramme.

4.1 Konstruktion der Netzwerke

Die Flexibilitat von Proteinstrukturen kann mit féilder Rigiditatstheorie analysiert
werden. Dazu werden die Proteine nach entsprech&uwikereitung aldond-bending
bzw. aquivalentebody-and-baiNetzwerke modelliert, wobei neben kovalenten Bin-
dungen und Bindungswinkeln auch wichtige nichtkeunéé Wechselwirkungen als Be-
schrankungen modelliert werden mussen. blody-and-baiNetzwerk werden Atome
als Koérperchenljodieg modelliert, die jeweils sechs Freiheitsgrade tzesi. Bindun-
gen zwischen den Atomen werden in Form mehrerestk&rungenkfars) reprasentiert,
die jeweils eine Beschrankung darstellen. Fur diretbare kovalente Bindung werden
funf Verstrebungen eingefugt, fur eine nicht drelebindung sechs. Fur eine H- oder
Salzbriicke werden vier Verstrebungen eingeflgthfidrophobe Kontakte dagegen nur
zwei. In der vorliegenden Arbeit wurden die Probeitzwerke mit Hilfe der Software
FIRST (Version 6.2) (Jacolet al. 2001) konstruiert. Als Eingabe bendétigt FIRST eine
Proteinstruktur im Proteindatenbank(PDB)-Format.

Die Proteinstrukturen wurden durch manuelles Editieder PDB-Datei fur die

Konstruktion des Netzwerks vorbereitet. Basierenfdbereits veroffentlichen Studien,
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die einen vernachlassigbaren Einfluss strukturaEssermolekile auf die mit Hilfe
der Rigiditatstheorie vorhergesagte Flexibilitahveroteinen (Hespenheidt al. 2002)
und einem Protein-Protein-Komplex (Gohl&eal. 2004) zeigten, wurden alle Wasser-
molekile entfernt. Ebenso werden auch Losungsmitelffer-, Substrat- und Kofak-
tormolekile entfernt. Von der Proteinstruktur kaorerte Metallionen wurden bei der
Konstruktion des Netzwerks dagegen bertcksichtigtsie (wie im Fall thermolysi-
nahnlicher Protease) eine sehr wichtige Rolle férStabilitat der Struktur spielen kon-
nen. Im Fall von Kristallstrukturen wurde die Qt&lider Proteinstrukturen mit Hilfe
des PDBREPORT-Servers (Hodadt al. 1996) Uberprift. Zudem wurden nur Kristall-
strukturen einer Auflésung von unter 2,6 A verwend®asserstoffatome wurden mit
Hilfe der Software REDUCE (Woreét al. 1999) hinzugefligt. Diese Software wurde
zudem verwendet, um die Ausrichtung von Aspartasp], Glutamat- (Glu) und Histi-
dinseitenketten (His) zu Uberprifen und gegebelisrfia andern.

Energieminimierungen einzelner Proteinstrukturemden mit Hilfe des SANDER-
Moduls aus dem AMBER-Programmpakets (Version 9)s@& al. 2005) unter Ver-
wendung des Kraftfelds parm99SB (Horretkal. 2006) durchgefuhrt. Fehlende Atome
wurden mit dem TLEAP-Modul hinzugefligt. Der Einudes L&sungsmittels wurde
implizit mit Hilfe des generalisierten Born-ModeN®n Onufried, Bashford und Case
(GB°®X) (Onufrievet al.2004) unter Verwendung detbondi2GB-Radien beriicksich-
tigt. Wahrend der Minimierung wurden die nichtbinden Wechselwirkungen auf ei-
nen Bereich von 16 A beschrankt. Die Atom- und Rasien der mit Software REDU-
CE protonierten Ausgangsstrukturen wurden mit Hi#fges Perl-Skripts (redu-
ce2amber.pl) an die von AMBER verwendeten Bezeingan angepasst. Die Minimie-
rung wurde in 500 Schritten durchgefuhrt, wobeirgudie Methode des steilsten Ab-
stiegs $teepest descgnund dann die des konjugierten Gradienteonjugated gra-
dien) verwendet wurde. Nach der Minimierung wurden AKIBER-spezifischen
Restbezeichnungen (Hie, Hid, Hip und Cyx) wiededas PDB-Format (His und Cys)
Ubertragen.

Generell wurden nur globulére Proteine zur Kondtoukder Netzwerke verwendet,
da die Standardbehandlung von H- und Salzbrickeresoydrophoben Kontakten nur
fur l6sliche Proteine Gliltigkeit hat (Jacobs 198@geret al. 2002). Membranproteine
konnen zwar ebenfalls untersucht werden, allerderfsrdert dies gegebenenfalls die
manuelle Editierung des Netzwerks. Die SoftwareSHIRdentifiziert H- und Salzbri-

cken sowie hydrophobe Kontakte wie in Kap. 2.3%dhrieben. Grundsatzlich wurden
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nur H- und Salzbriicken einer variablen MindeststamnE kcal mol® zur Konstrukti-
on des Netzwerks herangezogen. Hydrophobe Kontakischen Kohlenstoff- oder
Schwefelatomen wurden berticksichtigt, wenn der @dstzwischen diesen Atomen
kleiner als die Summe ihrer van der Waals-Radierl(TA, S: 1,8 A) plus 0,25 A war.
Um dies zu erreichen, wurde FIRST grundsatzlichdait Optionen ,H1* und ,,c0.25*
gestartet. Wechselwirkungen zwischen gestapeltematischen Ringensi{acking
werden von FIRST ebenfalls identifiziert. Das Engsbder Konstruktion des Netz-
werks sind vier Dateien, die Listen der identifize@ kovalenten Bindungen (cov.out),
H- und Salzbricken (hbonds.out), hydrophoben Kdet@lkphobes.out) und Wechsel-
wirkungen zwischen gestapelten aromatischen Rifgfacked.out) enthalten.

4.2 Flexibilitdtsanalyse

Mit Hilfe der Software FIRST kdnnen rigide Clustand flexible Regionen in den
Netzwerken bestimmt werden (Flexibilitatsanalygajcbb<et al.2001). Dabei kommen
Methoden aus der Rigiditatstheorie zum Einsatz. Bagbnis der Flexibilitdtsanalyse
ist die Zerlegung des Netzwerks in rigide Clusted @lexible Regionenrigid cluster
decompositionRCD). Dazu wird fur jede Bindung bestimmt, ob diehbar ist oder
nicht. Anschlielend wird fur jedes einzelne Atorstbemt, in welchem rigiden Cluster
es enthalten ist. Das Ergebnis der Anwendung v&SFIsind drei Dateien: bond.txt,
data.txt und results.txt. Die Datei bond.txt entleghe Liste aller Bindungen sowie ei-
nen dazugehdorigen Flexibilitatsindex. Die Dateiutesstxt enthalt eine Zusammenfas-
sung der Ergebnisse der Flexibilitatsanalyse und kiste moéglicherweise aufgetrete-
ner Fehler. Die Datei data.txt enthalt eine LidteraAtome sowie die Nummer des da-
zugehorigen rigiden Clusters. Zur Visualisierung BED wurde zudem basierend auf
den in data.txt enthaltenen Informationen ein PyBlaipt (RCD.pml) sowie eine
PDB-Datei (RCD.pdb) erzeugt. Urspriinglich von FIRSZeugte Pymol-Skripte (eben-
falls RCD.pml bzw. RCD.pdb genannt) wurden dabeirgbhrieben, da sie in der vor-
liegenden Arbeit nicht bendtigt wurden.

4.3 Simulation der thermischen Entfaltung

Die Rigiditatsperkolation von Proteinnetzwerken ikamalog zur Rigiditatsperkola-
tion von Netzwerken glasbildender Materialien ustieht werden. Anders als bei den
Netzwerken glasbildender Materialen wird die mil&oordinationszahl dabei aber
nicht tber die Variation der chemischen Zusammenset des Materials verandert,

sondern Uber die zunehmende Verdinnung ausschhefiithtkovalenter Wechselwir-
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kungen. Durch das sukzessive Aufbrechen dieser ¥édeltkungen in einer bestimm-
ten Reihenfolge wird eine Temperaturerhhung umditsdie thermische Entfaltung der
Poteinstruktur (Kap. 1.2.3) simuliert.

Grundsatzlich ahnelt das Vorgehen in der vorliegendrbeit dem Vorgehen in
den Arbeiten von Radet al (Raderet al. 2002), in denen die Entfaltung als eine Ver-
anderung in der Anzahl ddoppy modesm Netzwerk beschrieben wurde, dessen mitt-
lere Koordinationszahl durch das Aufbrechen nichétenter Wechselwirkungen ver-
ringert wurde. In der vorliegenden Arbeit wird diatfaltung dagegen nicht als Funkti-
on der mittleren Koordinationszahl untersucht, ssndals Funktion einer relativen
Temperatur (Kap. 4.4.5). Dadurch kénnen thermigatméaltungssimulationen von Pro-
teinen unterschiedlicher Thermostabilitat verglickneerden.

Die Simulation der thermischen Entfaltung wird beier niedrigen Temperatur ge-
startet. Unter diesen Bedingungen sind sehr vielethkovalente Wechselwirkungen im
Netzwerk vorhanden. Wegen der gro3en Anzahl antBaskungen ist das Netzwerk
rigide, d.h. es befindet sich in der ,rigiden PHag®i einer hohen Temperatur sind
sehr viele nichtkovalente Wechselwirkungen gebroched das Netzwerk ist weitge-
hend flexibel, d.h. es befindet sich in der ,fldeito Phase”. Die rigide Phase entspricht
dem gefalteten Zustand des Proteins, die flexiblasB dem ungefalteten Zustand. Die
Temperaturerhbhung wird durch das schrittweise fadben von H- und Salzbricken
in der Reihenfolge abnehmender Starke simulieresDiurde erreicht, indem zuerst
eine sortierte Liste der Energiewerten aller mdgdic H- und Salzbriicken erzeugt wur-
de. Dabei wird angenommen, dass die Energie eineroder Salzbricke (Ab-
schnitt 2.3.1.1) eine Funktion der Temperaturbsi, der diese Wechselwirkung bricht
(Kap. 4.4.5). Fir jeden Energiewé&taus der sortierten Liste wurde ein Netzwerk kon-
struiert, wobei nur H- und Salzbricken einer MindgEske vonEcyr herangezogen
wurden. So wurde eine Serie von Netzwerken erzeligtsich jeweils um eine (oder
wenige) H- und Salzbricken und somit in ihrer Terape unterscheiden. Fir jedes
Netzwerk wurde die Flexibilitatsanalyse durchgefilmd die thermische Entfaltung
simuliert.

Die Anzahl der hydrophoben Kontakte wurde wahread Entfaltungssimulation
nicht verandert. Dies ist damit begrindet, dasddarhydrophoben Kontakten zugrun-
de liegende hydrophobe Effekt mit steigender Temipererst einmal zunimmt, bis er
ab einer Temperatur von ungefahr 75 °C wieder abmiap. 1.2.2). Van der Waals-

Wechselwirkungen, die zur Stabilisierung hydrophoKentakte beitragen, werden
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dagegen mit zunehmender Temperatur schwacherstier &tdherung kann somit davon
ausgegangen werden, dass hydrophobe Kontakte viois 8 °C gleich stark bleiben
und danach schwéacher werden.

Die Entfaltungssimulation kann untersucht werdedem die Zerlegung des Netz-
werks in rigide Cluster und flexible Regionen (RO verschiedenen Temperaturen
verglichen wird. Dafur wurden die wahrend der Hbdxkétsanalyse erzeugten Pymol-
Skripte zur Visualisierung der RCD verwendet. Diesgmte Entfaltungssimulation
kann allerdings auch in Form einer zweidimensiam&abilitatskarte abgebildet wer-
den. Dazu muss untersucht werden, bei welcher Textyveein ,rigider Kontakt* zwi-
schen zwei Resten gebrochen oder ausgebildet BimdRest kann dabei durch sein-C
(Ruckgradrigiditat) oder EAtom (Seitenkettenrigiditat) reprasentiert werdem rigi-
der Kontakt zwischen zwei Resten besteht, wenrbeiden Reste zum selben rigiden
Cluster gehoren. Der Kontakt wird gebrochen, sobiider Cluster zerfallt. Die Tem-
peratur, bei der ein rigider Kontakt gebrochen wyitht einen Hinweis auf seine mikro-
skopischen Stabilitat. Die Stabilitatswerte werdien kcal mol* und relativ zur
makroskopischen Thermostabilitdt angegeben: Brigint rigider Kontakt bei der
Schmelztemperatur des Poteins, so betragt die skkpische Stabilitat dieses Kon-
takts 0 kcal mot. Bricht ein rigider Kontakt 20 K unter- oder obalth der Schmelz-
temperatur des Proteins, so betragt die mikroskbpi$tabilitdt dieses Kontakts 1 bzw.
—1 kcal mot'. Instabile Kontakte werden auf der Karte weif} eféigbt, stabile Kontakte
rot. Zur Erstellung der Stabilitatskarten wurde dom der Software FIRST ausgegebene
Datei data.txt ausgelesen und verarbeitet. Infaomah Gber den Atomtyp wurden aus
der urspriinglichen PDB-Datei ausgelesen.

Stabilitatskarten zweier homologer Proteine konwerglichen werden, indem die
Halfte der Stabilitatskarte des einen mit der dedeeen Proteins aligniert wird. Dazu
wurden zuvor mit Hilfe des DaliLite-Servers (HolmduPark 2000) Strukturalignments
berechnet. Diese Alignments wurden in Form von Buagiten bei der Erzeugung einer
.kombinierten Stabilitatskarte mit eingelesen. DAlnlichkeit zweier alignierter Kar-
ten kann mit Hilfe des Korrelationskoeffizienterch&earson quantifiziert werden. Die

Rigiditatskarten mit Hilfe der Statistiksoftwaregrstellt und ausgewertet.

4.4 Analyse der Entfaltungssimulationen

Ahnlich wie bei der Rigiditatsperkolation von Neemken glasbildender Materia-

lien kann wahrend der thermischen Entfaltungssitimriavon Proteinen ein Ubergang
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von einer rigiden zu einer flexiblen Phase beolsoherden (Radeet al. 2002). An-
ders als bei den kontinuierlichen zuféalligen Netkea glasbildender Materialen, wo
die das Netzwerk durchziehende (,perkolierendeidtiat durch das Entfernen einer
einzigen Bindung zerféllt, ist der Zerfall der Rigét in Proteinnetzwerken wegen de-
ren Heterogenitat aber weniger scharf und zeicticatdurch eine ,Rigiditatsperkolati-
on in mehreren Schritten* aus. Der Phasenubergangrigide nach flexibel wird als
dem Ubergang vom gefalteten zum ungefalteten Zdséames Proteins entsprechend
angenommen. Die Temperatur des Phasenubergangdelzeichnet und muss mit
Hilfe geeigneter Parameter aus der Perkolationd-Ngtzwerktheorie identifiziert wer-
den. Neben der Identifizierung globaler Eigens@rattes Netzwerks miussen aber auch
lokale Struktur- oder Flexibilitatseigenschafterr droteine wahrend der Entfaltung

analysiert werden.

4.4.1 Rigiditdtsordnungsparameter

Das Hauptmerkmal der Entfaltungssimulationen ist Abnahme der Rigiditat im
Netzwerk, d.h. der Zerfall von rigiden Clustern.tMiilfe von Parametern aus der Per-
kolationstheorie kénnen die Zerfallseigenschaftezedner Cluster untersucht werden,
was einer Beschreibung mikroskopischer Eigensamafttes Netzwerks entspricht
(Stauffer und Aharony 1994). Besonders interessamtabei die Untersuchung der Ei-
genschaften des jeweils grof3ten Clusters im Netkvaar auch ,Riesenclustergjignt
clustel) bezeichnet wird. Bei niedrigen Temperaturen gehdrahezu alle Atome zum
Riesencluster, der bei hohen Temperaturen vollggézetfallen ist. Der Zerfall des Rie-
senclusters geschieht dabei aber nicht kontinakersondern plétzlich, ahnlich einem
Phasenltbergang erster Ordnung, wenn auch (wie Ihvéia Proteinen) in mehreren
Schritten. Da der Riesencluster das Netzwerk dartinnd auch beim Phasenibergang
von rigide nach flexibel eine grol3e Rolle spielirdadie normalisierte GréRe des Rie-
senclusters wahrend der Entfaltungssimulation aldn@hgsparameter aufgezeichnet
(Stauffer und Aharony 1994). Der so genannte Rig@isordnungsparamet&,, be-
schreibt die Wahrscheinlichkeit, dass ein zufaliggewahltes Atom zum Riesencluster
gehort. In kontinuierlich zufélligen Netzwerken Bt =1 in der rigiden Phase und
P, = 0 in der flexiblen Phase.

Der Rigiditatsordnungsparameter wird berechnetenmalie Anzahl der Atome im
Riesencluster bestimmt und durch die GesamtzahlAtieme im Protein I{l) geteilt
wird. In der vorliegenden Arbeit wurde dies fur ¢g@adTemperaturschritt (d.h. fir jedes

erzeugte Netzwerk) wahrend der Entfaltungssimutaggemacht. Dazu wurde die In-
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formation aus der von der Software FIRST ausgegab@atei data.txt ausgelesen und
verarbeitet. Der Rigiditdtsordnungsparameter wamkchlielRend graphisch als Funkti-
on der Temperatur aufgetragen. Im Fall der homagétetzwerke glasbildender Mate-

rialen kann aus dem Kurvenverlauf eindeutig eirk&ationsschwellenwert bestimmt

werden, der die Temperatur bzw. die kritische mené&lKoordinationszahl bezeichnet,
die Uber- oder unterschritten werden muss, so dassum Phasentbergang kommit.
Wegen der Heterogenitat von Proteinnetzwerken kiieser kritische Wert nicht so

einfach bestimmt werden, da der Phasenlbergangeimeren Schritten passiert. Hier
dient der Rigiditdtsordnungsparameter also nicintldentifizierung der genauen Pha-
senubergangstemperatur, sondern der BeschreibusgPdekolationsverhaltens des

Netzwerks.

4.4.2 Perkolationsindex

Neben dem Rigiditatsordnungsparameter, der einagggbMald zur Beschreibung
des Perkolationsverhaltens darstellt, kann aucHoialer Perkolationsindex ermittelt
werden, der fir jedes Atom angibt, ab welcher Teaipe es nicht mehr zum Riesen-
cluster gehort. Der Perkolationsindex wurde alslekaler Parameter fur die Beschrei-
bung des Perkolationsverhaltens eines Proteinsiekdly im spéateren Verlauf dieser
Arbeit aber nicht weiter angewendet. Der Perkotediodex wird berechnet, indem un-
tersucht wird, welche Atome zum Riesencluster gemoin der vorliegenden Arbeit
wurde dies fur jeden Temperaturschritt (d.h. fislefe erzeugte Netzwerk) wéhrend der
Entfaltungssimulation gemacht. Dazu wurde die Imf@tion aus der von der Software
FIRST ausgegebenen Datei data.txt ausgelesen uathg#et. Der Perkolationsindex
kann per Rest aufgetragen werden, indem der IndeXealveiligen G-Atoms verwen-
det wird. Informationen tber den Atomtyp wurden des urspringlichen PDB-Datei
ausgelesen. Der Perkolationsindex ist entgegennddsr Software FIRST implemen-
tierten Flexibilitatsindex (Jacobst al. 2001) oder des von Elena Schmidt (Goethe-
Universitat, Frankfurt am Main) und Christopherdgtr (Heinrich-Heine-Universitat,
Dusseldorf) entwickelten Rigiditatsindex kein Mal¥ fdie Flexibilitat eines Atoms,

sondern ein Parameter, der eine globale Stabditjgaschaft lokal abbildet.

4.4.3 Clusterkonfigurationsentropie

Zusatzlich zur Beschreibung mikroskopischer Eigbatien des Netzwerks kénnen
makroskopische Eigenschaften untersucht werdenndieler Verteilung aller Cluster
und insbesondere der Clustergréf3en in Zusammerdtahgn (Tsang und Tsang 1999).
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Hier wird also die Diversitat oder eine Entropie Matzwerk untersucht. Andrawd al
fuhrten in diesem Zusammenhang die ClusterkonfigansentropieS als morphologi-
schen Deskriptor heterogener Materialen ein (Andlegtual. 1994). In der vorliegenden
Arbeit wird die Clusterkonfigurationsentropie ersisauf Proteinnetzwerke angewen-
det, die ebenfalls heterogene Materialen darstelleAnlehnung an informationstheo-
retische Grundsétze von Shannon ist diese Entdgfi@iert als Funktion der Wahr-
scheinlichkeitw, dass ein Atom zu einem rigiden Clusters der G(&Cluster) ge-
hort (Andraudet al. 1994):

S=-> winw (10)

Die Wahrscheinlichkeitv wird dabei folgendermalen berechnet:

w= b (11)
2.sn

Hier bedeutehs die normalisierte Anzahl derCluster:

= Anzahlders- Cluster (12)

° N

Hier bedeuteN die Anzahl der Atome. Die Clusterkonfigurationgepte ist ein Mal3
far die ,Unordnung” im Netzwerk bei einer bestimmt&emperatur. Solange der Rie-
sencluster das Netzwerk dominiert, ist die Entropeglrig: Die Unordnung ist gering,
da es nur wenige Mdéglichkeiten gibt, das Netzwerka@mem sehr grol3en Cluster zu
konfigurieren. Mit dem beginnenden Zerfall des Rredusters in mehrere kleinere
Cluster nimmt die Entropie sprunghaft hohe Werte@ie Unordnung ist grol3, da es
viele Mdglichkeiten gibt, ein Netzwerk mit vieleigiden Clustern verschiedener Grofl3e
zu konfigurieren. Der sprunghafte Anstieg der Epigoist kennzeichnend fur den
Ubergang wahrend der Rigiditatsperkolation. Im Ralh Proteinen, wo die Rigidi-
tatsperkolation in mehreren Schritten ablauft, wdie Entropie auf einen sehr friihen
Schritt des Phasentbergangs hin.



Theorie und Methoden 44

In der vorliegenden Arbeit soll die Clusterkonfigtionsentropie dazu verwendet
werden, die Temperatdi, zu identifizieren, bei der der Riesencluster arfhdas Sys-
tem zu dominieren. Dieses Ereignis entspricht demiall eines Faltungskerns und so-
mit dem Ubergang zwischen dem gefalteten und uitg&fa Protein, wird aber nicht
zwingend durch den ersten Schritt des Phasenulgsgam rigide nach flexibel be-
schrieben. Die urspringliche Definition der Enteopiach Andrauet al (Andraudet
al. 1994) ist deswegen nicht dazu geeignet, Proteimmgke auf die Temperatd hin
zu untersuchen.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbgie ererdnderte Version der
Clusterkonfigurationsentropie entwickelt, die alsmktion der Wahrscheinlichkeit defi-
niert ist, dass ein Atom zu einem Clusters der 6s3{s’-Cluster) gehért. Die Wahr-

scheinlichkeitw wird dabei folgendermal3en berechnet:

3 (13)

Die Verwendung vors® anstatt vors hat keinen Einfluss auf das generelle Verhalten
der Clusterkonfigurationsentropie. Der sprunghafistieg der Entropie weist jetzt al-
lerdings auf spatere Zerfallsereignisse hin, beedeein letzter Rest des Riesenclusters
zerfallt und kein groRer Cluster mehr die Strulkdaminiert. Dieser Zerfall eines ,rigi-
den Kerns“ entspricht dem Zerfall eines Faltungs&arnd somit dem Ubergang zwi-
schen dem gefalteten und ungefalteten Protein @hdspdeet al. 2002; Rader und
Bahar 2004). Die Temperatur, bei der dieses Ergigfaittfindet, isT, und kann mit der
Schmelztemperatdir,, des Proteins verglichen werden.

Die Clusterkonfigurationsentropie wird berechnatlam zuerst die Verteilung der
ClustergrofRen bestimmt wird. In der vorliegendebelr wurde dies fir jeden Tempe-
raturschritt (d.h. fur jedes erzeugte Netzwerk) ngald der Entfaltungssimulation ge-
macht. Dazu wurde die Information aus der von ddtw&re FIRST ausgegebenen Da-
tei data.txt ausgelesen und verarbeitet. Die Qlkstgigurationsentropie wurde an-
schlielBend graphisch als Funktion der Temperatigetnagen. Aus dem Verlauf kann
die Phasenubergangstemperafyrvisuell bestimmt werden. Mit Hilfe der Statistik-
software R kann der Verlauf aber auch automatissiyewertet werden, wob&j, nu-
merisch bestimmt wird. Zur automatischen Bestimmdag Phasentibergange wurden

die Entropiewerte mit Hilfe eines Splines angepassibei Methoden aus dem Paket
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pspline verwendet wurdeffi, wurde als die Temperatur bestimmt, bei der diteekb-
leitung des Splines ein Maximum hat. Die automagsBestimmung der Ubergénge ist
zuverlassig, wenn die Entfaltungssimulationen zuwdreinem Temperaturschritt von
2 K (entsprechend —0,1 kcal rffpKap. 4.4.5) durchgefiihrt wurden.

4.4.4 Entfaltungsregionen

Entfaltungsregionen entsprechen den labilsten Bleeei des Riesenclusters. Sie
werden bestimmt, indem diejenigen Atome des Ridastass identifiziert werden, die
unmittelbar nach dem Phaseniibergang nicht mehmeiiggden Cluster angehdren. In
der vorliegenden Arbeit wurde dies tUber den Veojledler RCD unmittelbar vor und
nach dem Phasentbergang gemacht. Dazu wurde dienktion aus der von der Soft-
ware FIRST ausgegebenen Datei data.txt ausgeleskneuarbeitet. Die Entfaltungsre-
gionen konnen per Rest ausgegeben werden, indeninfdienation des jeweiligen
Ca-Atoms verwendet wird. Informationen tber den Atgpntvurden aus der urspring-
lichen PDB-Datei ausgelesen. Zur Visualisierung Hatfaltungsregionen wurde ein
Pymol-Skript (un.pml) sowie eine PDB-Datei (un.pégeugt.

4.4.5 Anpassung der Temperaturskala

Die wahrend der Simulation verwendete Temperatweire relative Grol3e, die erst
anhand eines Datensatzes experimentell bestimroten&ztemperaturen grob an eine
absolute Temperaturskala angepasst werden musa. rbags eine Funktion bestimmt
werden, dieEcyt auf T abbildet. In einem ersten Schritt wurde der Eresghwellen-
wert E, bestimmt, bei dem der Phasenlbergang stattfindleschlieRend wurde
Ecur = E, anhand experimentell bestimmtgs, fir einen Datensatz homologer meso-
und thermophiler Proteine (Kap. 4.7.1) kalibriddabei wurden nur diejenigen Paare
meso- und thermophiler Proteine bericksichtigt,digr der hbhere Energieschwellen-
wert E, des mesophilen Proteins korrekt vorhergesagt wdrdden Fallen, in denen
keine experimentell bestimmig, verfigbar waren, wurden diese abgeschatzt aus den
optimalen Wachstumstemperaturefyg der Organismen, aus denen die Proteine
stammen: Di€ly, liegt rund 25 K tber def,g (Dehoucket al. 2008). Die Anpassung
fuhrte zu folgender Beziehung:

K
T=-20—— + 300K 14
kcalmol™ Eeur (14)
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Die mit Hilfe dieser Beziehung angepasste Tempetedan nur dazu verwendet wer-
den, um Differenzen in déi, homologer Proteine mit Schmelz- oder optimalen hgac
tumstemperaturdifferenzenAT, oderAT,yg) zu vergleichen, da der absolute Wert \fign
durch die GroRe des Netzwerks und die TopologiePdeteinstruktur beeinflusst wird.
Die Proteine mussen zudem von ,gleicher Herkurdthsda die Methode, mit der die
Struktur bestimmt oder bearbeitet wurde, ebenfien Einfluss auf generelle Eigen-
schaften des Netzwerks und somit auf den absoWten vonT, hat.

Um Enzyme in einem aktiven (funktionierenden) Zodtaniteinander vergleichen
zu kénnen, wurden Arbeitstemperaturen bestimmenmnda) davon ausgegangen wur-
de, dass diese Temperaturen niedriger sein musselerd, Wert des entsprechenden
Proteins, und (b) dass Strukturbereiche, die sighrend der Funktion des Enzyms be-
wegen, bei dieser Temperatur als flexibel (bewagyhorhergesagt werden missen. So
wurde die Arbeitstemperatur fir thermolysindhnli¢hetease (TLP) als 8 K unter der
Tp bestimmt, fir 3-Isopropylmalatdehydrogenase (IPMRIS 3 K unter def,.

4.5 Ensemblebasierte Analyse statischer Netzwerke

Die Analyse statischer Netzwerke (CNA) kann auft@irstrukturen angewendet
werden, von denen einzelne Kristallstrukturen g@eralitat vorhanden sind. Diese
Einzelstrukturanalyse ist aber sehr empfindlich eyedper kleinen Defekten in der
Struktur, die einen grof3en Einfluss auf die Fldiétsanalyse haben konnen. Um die
CNA dennoch auch auf Strukturen geringerer Quatithtr Homologiemodelle anwen-
den zu kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit A&nsatz entwickelt, der die An-
wendung der CNA auf konformationelle Ensembles Steuktur erlaubt (ensembleba-
sierte Analyse statischer Netzwerke). So kann 8tnaktur schlechter Qualitét in einem
ersten Schritt mit geeigneten Verfahren (wie beispieise MD-Simulationen) verbes-
sert (,verfeinert) werden (Fan und Mark 2004). Adés resultierende Strukturen-
semble kann dann in einem zweiten Schritt die s@gete ensemblebasierte CNA an-
gewendet werden. Dabei wurden fur alle Struktunes dem Ensemble Einzelstruktur-
analysen durchgefuhrt, d.h. es wurden Netzwerketkoiert (Kap. 4.1), die Flexibilitat
analysiert (Kap. 4.2) und die thermische Denatunig simuliert (Kap. 4.3). Theore-
tisch kann dann auch jede einzelne Simulation aretywerden. Generell sind Aussa-
gen uber die Struktur aber nur mdglich, wenn Uller Enzelstrukturen im Ensemble

gemittelte Parameter bestimmt werden.
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Zur Abbildung der Entfaltungssimulation des Ensesabh Form einer gemittelten
Stabilitatskarte wurden die Stabilitatskarten derzElstrukturen erzeugt, addiert und
anschlie3end durch die Anzahl der Einzelstruktserapshotsim Ensemble dividiert.
Die Einzelstrukturdaten tber die Clusterkonfigurasientropie kénnen dagegen nicht
so einfach gemittelt werden. In diesem Fall wuridiejéde Struktur aus dem Ensemble
die Phasenubergangstemperatur automatisch mit dlfé&tatistiksoftware R bestimmt.
Aus der Verteilung deil, der Einzelstrukturen wurde dann die ,gemitteltdéiaBen-
ubergangstemperatur des Ensemflgisbestimmt, indem der Median der Verteilung
berechnet wurde. Der Median wurde verwendet, dsedianempfindlicher gegenuber
Ausreil3ern in einer Verteilung ist als das arithesoéte Mittel.

Als ,repréasentative Einzelstrukturen* wurden Sturkin aus dem Ensemble ausge-
wahlt, derenT, demT, entsprach. Uber das Ensemble gemittelte Entfgktegionen
werden bestimmt, indem Entfaltungsregionen fir jEdeelstruktur bestimmt wurden
und anschliel3end die Wahrscheinlichkeitd) berechnet wurde, dass ein Atom zu ei-
ner Entfaltungsregion gehort. Zur Visualisierungsdir ,Entfaltungsregionwahrschein-
lichkeit* wurde eine PDB-Datei (un_statistics.pdézeugt, indem der Wert dieser
Wabhrscheinlichkeit fur jedes Atom im Feld des B-féak abgelegt wurde. Dartber hin-
aus wurden ,Entfaltungskerne” bestimmt. Diese aetdpen Seitenkettenclustern weni-
ger Reste, derengr hoher ist als die der umgebenden Reste. Die Besiimg der Ent-

faltungskerne erfolgte manuell.

4.6 Erzeugung von Strukturensembles

In der vorliegenden Arbeit wurden Strukturensembleg Hilfe von MD-
Simulationen unter Verwendung eines Molekularme{{®tM)-Kraftfelds erzeugt. In
der Molekularmechanik werden Wechselwirkungen zkesc kovalent gebundenen
Atomen durch Gleichgewichtslangen, -winkel und Tawswinkel charakterisiert. So
genannte Kraftkonstanten beschreiben, wie starkGlechgewichtswerte gegenuber
Auslenkungen bevorzugt werden. MM-Kraftfelder wurdampirisch parametrisiert und
bestehen das aus einem Satz von Atomtypen, Gleigbtigisbindungslangen, -winkel
und Torsionswinkel sowie dazugehorigen KraftkontganAuch elektrostatische und
van der Waals-Wechselwirkungen werden durch digttetder beschrieben. Gegen-
wartig existieren mehrere etablierte, verschiedempetrisierte Kraftfelder. Durch ein
Kraftfeld wird eine hochdimensionale Potentialfuoktbeschrieben, aus der die poten-

tielle Energie einer bestimmten Konformation eiMesekuls in Abhangigkeit von den
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raumlichen Koordinaten aller Atome berechnet werkkem. In MD-Simulationen wer-

den mittels dieser Potentialfunktionen die Krafexrdehnet, die in einer bestimmten
Ausgangskonformation auf jedes einzelne Atom wirkeabei wird die Newton’sche

Bewegungsgleichung iterativ gelost. Man erhalt eiBatz von Konformationen (Tra-
jektorie), der die Bewegung aller Atome Uber eibestimmten Zeitraum beschreibt.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Simulationemt Hilfe des AMBER-
Programmpakets (Version 9) (Casé al. 2005) unter Verwendung des Kraftfelds
parm99SB (Hornalet al. 2006) und des TIP3P Wassermodells (Jorgensen Ho8eN)-
gefuhrt. Die Ausgangsstrukturen wurden vor der $mn mit der Software REDUCE
(Word et al. 1999) protoniert. Die Atom- und Restnamen wurdeschlie3end mit Hil-
fe eines Perl-Skripts (reduce2amber.pl) an die AMBER verwendeten Bezeichnun-
gen angepasst. Bei der Simulation wurden periodisRAndbedingungen verwendet,
mit Simulationszellen in Form einésincated octahedrarDie Dimensionen der perio-
dischen Zellen wurden so gewahlt, dass die Minimtddz zwischen dem Protein und
dem Rand der Zelle 11 A betrug. Die Systeme wurdigrHilfe der Methode des steils-
ten Abstiegs teepest descgnind des konjugierten Gradientesoijugated gradient
in 500 Schritten minimiert und anschlielend fupPSAanit einem Integrations-Zeitschritt
von 2 fs bei konstantem Volumen auf 300 K aufgehddas Volumen des Systems
wurde dann unter Beibehaltung konstanten Druckatrfi) und konstanter Temperatur
(300 K) fur 50 ps mit einem Integrations-Zeitsahvibn 2 fs eingestellt, wobei die Be-
weglichkeit der Schweratome des Proteins durclaegelegtes harmonisches Potential
beschréankt wurde. Anschliel3end wurde das Systerkdmsitantem Volumen und kon-
stanter Temperatur (300 K) fur weitere 200 ps dopdrt, wobei die harmonischen
Potentiale nach und nach auf Null gesetzt wurden.

Alle Simulationen wurden bei konstantem Volumen eirter konstanten Tempera-
tur von 300 K durchgefihrt (NVT-Ensemble). Wahresel Simulation wurden die
nichtbindenden Wechselwirkungen auf einen Berewwh & A beschrankt. Elektrostati-
sche Wechselwirkungen jenseits dieses Radius wundgierHilfe der Particle-Mesh-
Ewald(PME)-Methode (Dardegt al. 1993) bericksichtigt. Alle Langen von Bindun-
gen, an denen Wasserstoff-Atome beteiligt sinddemmit dem SHAKE-Algorithmus
(Ryckaertet al. 1977) fixiert. Der Integrations-Zeitschritt beird@mulation betrug 2 fs.
Die Systeme wurden durch schwache Kopplung an @mpEraturbad bei einer Tempe-
ratur von 300 K gehalten (Berendseh al. 1984). Nach jeweils 1000 Integrations-
Schritten wurden Translations- und Rotationsbewggurdes Proteins entfernt.
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Zur Analyse der Konformationen aus der Trajektatie,wahrend der Simulation in
Intervallen von 1 ps ausgegeben wurden, wurde T&ABR-Modul aus dem AMBER-
Programmpaket verwendet. Es wurden generelle Eohaften der Konformationen aus
der Trajektorie berechnet, insbesondere wurde diezé¥ der mittleren quadratischen
Abweichung foot mean square deviatipRMSD zwischen zwei Konformationen (in
A) bestimmt. Dazu wurden eine Konformation, diehveind der Simulation erhalten
wurde, und die Startstruktur anhand der PositianGde oder aller Schweratome best-

maoglich Uberlagert. DiIRMSAbweichung wurde folgendermal3en berechnet:

1
N =

RMSD= [%Z(ri —rio)z}2 (15)

i=1

Hier bedeuterr; undr® die kartesischen Koordinaten von Atémach der Uberlage-
rung bzw. die Startkoordinaten von Atdnund N die Anzahl der Atome im Molekadil.
Das PTRAJ-Modul wurde auch dazu verwendet, allpgi8ine Einzelstruktur im PDB-
Format aus der Trajektorie fur die anschlieRendemiblebasierte CNA zu extrahieren.

Aus den ersten 2 ns der Simulation wurden keinedistrukturen extrahiert.

4.7 Datensatze

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die ACBHuf einen Datensatz von
Kristallstrukturen homologer Proteine von mesophiltend thermophilen Organismen
angewendet. Im zweiten Teil der Arbeit wurde mitfédlider ensemblebasierten CNA
eine Serie von Phytasen untersucht, fur die fassauiel3lich nur Homologiemodelle

verfugbar waren. Die beiden Datensatze werdennrfalgenden Kapiteln vorgestelit.

4.7.1 Homologe meso- und thermophile Proteine

Kristallstrukturen homologer Proteine von meso- uhdrmophilen Organismen
(d.h. meso- und thermophile Proteine) wurden ausP@B (Bourneet al. 2004) ge-
wonnen. Als Ausgangspunkt fur die Zusammenstelleg Datensatzes dienten Arbei-
ten von Brindeet al. (Brinda und Vishveshwara 2005) und Sadeglal (Sadeghet al.
2006). In den Datensatz wurden nur Strukturen angigenen, die bestimmte Qualitats-
kriterien erfillten. So musste die Auflésung geengls 2,6 A sein. Es wurden nur
Strukturen berucksichtigt, deren kristallograpiséhneheit der biologischen Einheit ent-
sprach. Die Qualitat der Strukturen wurde auf3erdeinHilfe des PDBREPORT-
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Servers (Hooftet al. 1996) Uberprift. Fehlerhafte Strukturen wurdennfvendglich)
mit einer anderen Struktur desselben Proteins zirddtm homologe meso- und ther-
mophile Proteine untersuchen zu kdnnen, wurderPaare von Strukturen aufgenom-
men, deren Sequenzen zu mindestens 35 % identasanwAuch die strukturelle Ahn-
lichkeit der jeweiligen Strukturen wurde UberpriBowohl die Sequenz- als auch die
Strukturahnlichkeit wurde mit Hilfe des DaliLite4Sers (Holm und Park 2000) be-
stimmt. Paare von Strukturen wurden nur in den itz mit aufgenommen, wenn die
jeweiligen Strukturen im selben oligomeren undridg@anbindenden Zustand waren und
ahnliche Auflésung (Unterschied in der Auflésungiker als 1 A sein) hatten. Der
endgultige Datensatz bestand aus 19 Paaren hom&logieine aus verschiedenen Pro-
teinfamilien. Die Strukturen aus dem Datensatz derén Eigenschaften sind in Tabelle
1 aufgelistet.

Trotz sorgfaltiger Suche war es in einigen Fallehihmaoglich, Strukturen zu fin-
den, die allen Qualitatskriterien entsprachen. kil 8er Proteinfamilien 5 (Elongati-
onsfaktor TU), 14 (Zellulase) und 18 (Histidintrangtprotein) war die kristallograpi-
sche Einheit gréf3er als die biologische. Hier wurdeeine Untermenge der Oligomere
aus der kristallographischen Einheit fir die Konktion der Netzwerke verwendet. Im
Fall der Proteinfamilien 4 (Xyloseisomerase), 13/diGdextrin-Glycosyltransferase),
15 (thermolysinahnliche Protease) und 17 (Endolzsl&) war entweder die meso- oder
die thermophile Struktur ligandengebunden. Hier deuder Ligand aus der entspre-
chenden Kristallstruktur entfernt. Im Fall der Riaotamilie 17 (Endozellulase) wurde
zudem eine Abfolge von elf terminalen Histidinres{@&este 68—77) sowie ein loser
Terminus (Reste 78-87) entfernt.

Wenn mehrere Konformere fiir eine Seitenkette artggyg&varen, dann wurde nur
das Konformer mit dem héchsten relativen Besetaaalgsder bei gleich haufiger Be-
setzung das zuerst angegebene Konformer verweBidekturen mit fehlenden Atomen
wurden nur dann in den Datensatz mit aufgenommennves sich bei den fehlenden
Atomen um Seitenkettenatome an der Proteinobedld@ndelte. Diese entsprechen
losen Endendangeling ends die nicht zur Rigiditat im Netzwerk beitragenaeret
al. 2002) und deswegen weggelassen werden kénnen.eWastatome wurden mit
Hilfe der Software REDUCE (Woreét al. 1999) hinzugefiigt. Diese Software wurde
zudem verwendet, um die Ausrichtung von Aspartalbutamat- und Histidinseitenket-

ten zu Uberprifen und gegebenenfalls zu andern.
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Die Proteinstrukturen wurden durch manuelles Editieder PDB-Datei fur die
Konstruktion der Netzwerke vorbereitet. Alle Wassdmbdsungsmittel-, Puffer-, Sub-
strat- und Kofaktormolekile wurden entfernt. Vom Beoteinstruktur koordinierte Me-
tallionen wurden bei der Konstruktion des Netzwedegyegen bertcksichtigt. Dazu
wurden kovalente Bindungen zwischen dem Metalliod den koordinierenden Grup-
pen des Proteins manuell zum Netzwerk hinzugefigt koordinierenden Gruppen des
Proteins wurden mit Hilfe der Software Pymol idéniert, indem Proteinatome im
Umkreis von 2 A vom Metallion gesucht werden. Inll Bar Proteinfamilie 10 (3-Iso-
propylmalatdehydrogenase) wurden die Kristallstiit zusatzlich kurzen Energiemi-
nimierungen unterzogen, um durch Kristallkontakézuvsache Defekte (Deformatio-
nen) in der mesophilen Struktur zu beheben. Dieilvigrungen wurden mit Hilfe des
AMBER-Programmpakets (Version 9) (Caseal. 2005) wie in Kap. 4.1 beschrieben
unter Verwendung des Kraftfelds parm99SB (Horat&l. 2006) durchgefihrt.

Die Entfaltungssimulation wurde mit dem kleinstmégén variablen Temperatur-
schritt durchgefihrt, d.h. H- oder Salzbriicken vemretinzeln entfernt. Im Fall eines
groRes Proteins mit rund 700 Resten, wie beisp@tav der 3-Isopropyl-
malatdehydrogenase, resultierte dies in rund 80@pEeaturschritten. Die Rechenzeit
der CNA eines solchen Proteins betrug 20 Minutamr onstruktion der Netzwerke
und Flexibilitdtsanalysen) auf einem Knoten einemdgore-Prozessors mit einer Takt-
frequenz von 2,4 GHz. Die Berechnung der Stalski@tte sowie der Parameter fur die
Analyse der Simulation (Rigiditatsordnungsparame€@usterkonfigurationsentropie,
Stabilitatskarten) betrug zusatzliche 9 Stundems®iZeit beinhaltet auch die relativ
zeitaufwandige statistische Analyse der Stabikiten.

Den Strukturen wurden optimale Wachstumstempernat(fg,) der Organismen
zugewiesen, aus denen sie stammen (Qtral. 1996; Vogtet al. 1997). Diese Daten
wurden aus der Literatur und/oder aus geokaryotic growth temperature database
(PGTdb) (Huanget al. 2004) gewonnen. Die optimale Wachstumstemperatuiemen
als Deskriptor fur die Thermostabilitat einer Sturk da sie bis zu einem gewissen
Grad mit Schmelztemperaturen korreliert sind (Gtaret al. 1999; Dehoucket al.
2008). In wenigen Féllen konnten auch Schmelzteatpesn aus der Literatur oder der
ProTherm-Datenbank (Bavet al. 2004) gewonnen werden. Detailllierte Daten Uber
thermostabilisierende Mutationen und die Aktivitir Proteinfamilien zehn (3-Iso-
propylmalatdehydrogenase) und 15 (thermolysindhaliProtease) stammen aus der

Literatur. Die Daten zur Thermostabilitat sind iabElle 1 aufgelistet.
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4.7.2 Phytasen

Homologiemodellierte Strukturen von sechs Phytagerden durch Dr. Wolfgang
Hoffken und Dr. Stefan Hafner (BASF SE, Ludwigsmfeur Verfigung gestellt. Dar-
Uber hinaus wurden die Kristallstrukturen &sicherichia coliAppA, Aspergillus ficum
PhyA undAspergillus fumigatu®hyA Phytasen aus der PDB (Bouseteal. 2004) ge-
wonnen. Die Homologiemodelle wurden mit Hilfe desft®are Prime (Schrodinger
LLC) erzeugt. Als Template diente die KristallstukderE. coli AppA (PDB-Code
1dkl) bzw. derA. ficumPhyA Phytase (PDB-Code lihp). Die Kristallstruktudagen
alle im nicht ligandengebundenen Zustand vor uniiehaeine Auflosung von unter
2,6 A. Im Fall der Phytasen voA. ficumund A. fumigatusentsprach die kristal-
lographische Einheit der biologischen Einheit. t&hlender Loop (Reste 249-252) der
A. ficumPhyA Phytase wurde mit Hilfe des ModLoop-Servdfsdr und Sali 2003)
hinzugefiigt. Im Fall dekE. coli AppA Phytase wurde ein zweites Monomer aus der
kristallographischen Einheit geldscht. Fehlendet&€és81-185) wurden mit Hilfe des
ModLoop-Servers (Fiser und Sali 2003) hinzugefOge. Qualitat der Kristallstrukturen
wurde mit Hilfe des PDBREPORT-Servers (Hoeftal. 1996) uberpruft. Sowohl die
Sequenz- als auch die Strukturéhnlichkeit wurdeHtilfie des DaliLite-Servers (Holm
und Park 2000) bestimmt. Ein Sequenzalignment deisénsus-Phytase 10, dercoli
AppA und derYersinia mollaretiiwildtyp (WT) Phytasen wurde mit Hilfe der Software
T-Coffee (Notredamet al. 2000) durchgefuhrt und manuell bearbeitet. Diell&tren
aus dem Datensatz und deren Eigenschaften sinabiell€ 6 aufgelistet.

Da bereits kleine strukturelle Defekte die Ergebaider CNA einer Einzelstruktur
verfalschen konnen, wurden die Homologiemodelle bessert, indem MD-
Simulationen durchgefuihrt wurden. Zuvor wurden WWesteffatome mit Hilfe der
Software REDUCE (Woret al. 1999) hinzugefligt. Diese Software wurde zudem ver-
wendet, um die Ausrichtung von Aspartat-, Glutanoad Histidinseitenketten zu tber-
prufen und gegebenenfalls zu &ndern. Alle Simutatiowurden mit Hilfe des AM-
BER-Programmpakets (Version 9) (Casgeal. 2005) wie in Kap. 4.6 beschrieben unter
Verwendung des Kraftfelds parm99SB (Horretkal. 2006) und des TIP3P Wassermo-
dells (Jorgensen 1982) durchgefiihrt. Durch das tirgen von negativ (Gl bzw. po-
sitiv geladener Gegenionen (Navurden die Systeme neutralisiert. Vorhandene IDisu
fidbricken wurden explizit berticksichtigt. Vor dgimulation wurden die Atom- und
Restnamen der mit der Software REDUCE protonieftesgangsstrukturen mit Hilfe

eines Perl-Skripts (reduce2amber.pl) an die von ARBserwendeten Bezeichnungen
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angepasst. Die Systeme wurden fir 7 ns im NVT-Ebsetoei einer konstanten Tem-
peratur von 300 K simuliert. Die Rechenzeit fiur & der Simulation betrug rund
43 Stunden auf vier Knoten eines Quadcore-Prozessilr einer Taktfrequenz von
2,4 GHz. Nach der Simulation wurden die AMBER-sfiszhen Restbezeichnungen
(Hie, Hid, Hip und Cyx) wieder in das PDB-Formatgkind Cys) tUbertragen. Auch fur
die Kristallstrukturen wurden auf diese Weise Enslesierzeugt.

Mit Hilfe des PTRAJ-Moduls aus dem AMBER-Programigtawurde alle 40 ps
eine Einzelstruktur im PDB-Format aus der Trajektoon der zweiten bis zur siebten
ns fur die anschlielBende ensemblebasierte CNAle&ttaAus den ersten 2 ns der Si-
mulation wurden keine Einzelstrukturen extrahi®ies ergab 125 Einzelstrukturen.
Wassermolekile und Gegenionen wurden entferntEDt&altungssimulationen wurden
mit einem Temperaturschritt von 2 K (entsprechedd k«cal mot') durchgefiihrt. Dies
resultierte in rund 70 Temperaturschritten. Dielitezeit der CNA einer Einzelstruktur
betrug 1 Minute (nur Konstruktion der Netzwerke Ufdxibilitatsanalysen) auf einem
Knoten eines Quadcore-Prozessors mit einer Takiémrezi von 2,4 GHz. Die Berech-
nung der Stabilitdtskarte sowie der Parameter igirAchalyse der Simulation (Rigidi-
tatsordnungsparameter, Clusterkonfigurationsergjopetrug zuséatzliche 11 Minuten.
Den Strukturen wurden HalbwertszeittemperatuiBg) (und Temperaturen der maxi-
malen Aktivitat {Top) zugeordnet. Diese Daten wurden durch Dr. Wolfgad@gtken
und Dr. Stefan Hafner (BASF SE, Ludwigshafen) zerfifgung gestellt. Halbwerts-
zeittemperaturen wurden so gemessen, dass ihr dgert Schmelzpunkt der Struktur
entsprach. Fur die Phytasen vdnficumundA. fumigatusvurdenT,p aus der Literatur
gewonnen. Halbwertszeittemperaturen und Temperatee maximalen Aktivitat sind
in Tabelle 6 aufgelistet.

Anhand der aus der thermischen EntfaltungssimuiaterY. mollaretiiWT Phyta-
se berechneten Entfaltungsregionwahrscheinlichkaiden drei Entfaltungskerne be-
stimmt. Der Effekt von Mutationen in den Entfaltskgrnen wurde sowohl rechnerisch
als auch experimentell untersucht. Fir die recenke Untersuchung wurden drei re-
prasentative Einzelstrukturen aus dem Ensembleesiddt und deren Netzwerke im
Bereich der Entfaltungskerne verédndert. Dabei wurzigsatzliche, nichtnative hydro-
phobe Kontakte zwischen den Resten der Entfaltiergskeingefligt, ohne tatsachlich
Aminosaureaustausche durchzufuhren. Zur Untersurhdes Effekts einer solchen
~Mutation“ wurden die mutierten Einzelstrukturemeut mit Hilfe der CNA untersucht.

Gemittelte Phasenubergangstemperaturen wurderesemi Fall Gber die Berechnung



Theorie und Methoden 54

des arithmetischen Mittels der Phasenibergangstatopen der drei reprasentativen
Einzelstrukturen bestimmt. Die experimentelle Ustiehung der Entfaltungskerne er-
folgte durch das gezielte Mutieren einzelner Restgen Entfaltungsregionen. Die Ex-
perimente wurden durch Alexander Denning und Amol Shivange (Rheinisch-
Westfalische Technische Hochschule, Aachen) sowieStefan Hafner (BASF SE,
Ludwigshafen) durchgefihrt. Dabei wurde die Verdndg in derTso zwischen Wild-

typ und Mutante gemessen.

4.8 Computerprogramme und programmiertechnische Hilfdtei

Die Computerprogramme zur Simulation der thermisdBetfaltung sowie zur Be-
rechnung der Parameter aus der Perkolations- unewidektheorie zur Analyse der
Simulation wurden in der Programmiersprache Py{(Marsion 2.5) erstellt. Skripte zur
Auswertung der Parameter aus der Perkolations- Netdwerktheorie sowie fir das
Erstellen von (kombinierten) Stabilitdtskarten wamdin der Sprache R verfasst. Die
Entwicklung erfolgte unter Linux auf einem Quadc®@ mit einer Taktfrequenz von
2,40 GHz pro Knoten. Das CNAnalysis Programmpalkstdht aus mehreren Klassen

und Skripten:

» Die Klassen first.py und first_analysis.py implerieren die Berechnung und
Analyse eines einzelnen Temperaturschritts waheamer Simulation der ther-
mischen Entfaltung. In first.py erfolgt dazu derfAi der Software FIRST
(Version 6.2).

» Die Klasse dilution.py implementiert die Berechnuamer Simulation der
thermischen Entfaltung. Die Klassen dilution_anialysy, dilution_pi.py und
dilution_un.py implementieren die Analyse einer Glation der thermischen
Entfaltung, d.h. die Berechnung der Parameter ausdrkolations- und Netz-
werktheorie, des Perkolationsindex bzw. der Entfajsregionen.

* Die Klassen fluctnet.py und fluctnet_analysis.pypiementieren die Berech-
nung und Analyse einer Simulation der thermischetiaiung fur ein Struktur-
ensemble.

» Die Klassen methods.py, pdb.py, hbonds.py und hghply implementieren
verschiedene Methoden zum Einlesen verschiedentzidda zum Schreiben
von PDB-Dateien bzw. zur effizienten Analyse der ttd Salzbricken oder

hydrophoben Kontakte in den Netzwerken.
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» Die Skripte cce.R, rop.R und rigidity_map.R diemsm grafischen Darstellung
der Verlaufs des Rigiditdtsordnungsparameters dderClusterkonfigurations-
entropie bzw. der Stabilitdtskarte. Die Skripteaeden zudem die statistische
Auswertung der Parameter und die Erzeugung konmbeni8tabilitatskarten.

Eine frihe Version des Programmpakets wurde in @osenarbeit mit Elena
Schmidt (Goethe-Universitat, Frankfurt am Main)venkelt. Spatere Entwicklungen,
insbesondere die Entwicklung der Klassen fluctryetipd fluctnet_analysis.py erfolg-
ten in Zusammenarbeit mit Christopher Pfleger (HelmHeine-Universitat, Dussel-
dorf). Alle in dieser Arbeit gezeigten Abbildungeon Proteinen und Alignments wur-
den unter Microsoft Windows Vista mit Hilfe der 8s&re Pymol (Version 0.97)
(DeLano 2002) bzw. der Software Texshade (Versi@®d) (Beitz 2000) auf einem

Dualcore-PC mit einer Taktfrequenz von 2,4 GHz knoten erstellt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In dieser Arbeit wird ein rechnerisches Verfahrengestellt, mit dem die Simulati-
on der thermischen Entfaltung von Proteinen undJtitersuchung ihrer Thermostabili-
tat moglich ist. Das Verfahren beruht auf der Mbdring der Strukturen als eine be-
stimmte Art vonbar-and-jointNetzwerke, in denen die Atome durch Knot@mn{s)
und die Wechselwirkungen zwischen den Atomen diBebchréankungenbérs) be-
schrieben werden. Neben kovalenten und nichtkoteemindungsbeschrankungen
werden auch Winkelbeschrankungen in das Netzwergeéiigt. Diesébond-bending
bzw. aquivalentdody-and-baiNetzwerke kdnnen hinsichtlich ihrer Flexibilitatady-
siert werden, d.h. die direkte Identifizierung degr Cluster und flexibler Bereiche in
atomarer Auflésung ist moglich. Dabei kommen Me#aus der Rigiditatstheorie
zum Einsatz.

Die thermische Entfaltung des Proteins wird durckzessives Aufbrechen nicht-
kovalenter Wechselwirkungen und anschlieRenderugend-lexibilitatsanalyse simu-
liert. Weitergehende Analysen erméglichen die Besiblang des globalen Zerfalls, die
Quantifizierung der Thermostabilitat des Proteidig, Identifizierung von Bereichen,
von denen der globale Zerfall ausgeht, und soreitvtirhersage von Entfaltungsregio-
nen, in denen thermostabilisierende Mutationen ediifgt werden kdnnen. Daruber
hinaus ist auch die Untersuchung der fir die Bio#kt wichtigen lokalen Flexibilitat
maoglich. Diese unter dem Begriff der Analyse stdtes Netzwerkedgonstraint network
analysis,CNA) zusammengefassten Methoden werden auf eirs@enBatz homologer
meso- und thermophiler Proteine sowie auf eineeSesn Phytasen angewendet. Die
Ergebnisse werden in Kap. 5.1 bzw. Kap. 5.2 bésobn und diskutiert. In Kap. 5.3

folgt eine abschliel3ende Diskussion des verwendétefahrens sowie ein Ausblick.

5.1 Analyse statischer Netzwerke thermophiler Proteine

Der Vergleich von Proteinen aus mesophilen Orgamisifoptimale Wachstums-
temperatur von 15-45 °C) mit natirlich vorkommendegrmostabilen Proteinen aus
thermophilen oder hyperthermophilen Organismen iftgde Wachstumstemperatur
von 50-80 bzw. mehr als 80 °C) erlaubt die Aufkiéyuder molekularen Grundlagen
der Thermostabilitdt (Jaenicke 1998). Experimeatélhtersuchungen haben gezeigt,
dass die Anpassung thermophiler Proteine durctelje2¥eranderungen der nichtkova-

lenter Wechselwirkungen erfolgt, die sowohl diek#lestatischen Krafte (H- und Salz-
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bricken), als auch die Packung der Aminosauredeiteam und die Starke des hydro-
phoben Effekts betreffen (Queret al. 1996; Vogt und Argos 1997; Vogt al. 1997,
Szilagyi und Zavodszky 2000; Gianeseal. 2001; Gromiha 2001; Kumar und Nussi-
nov 2001; Gianeset al. 2002; Robinson-Rechawt al. 2006; Sadeghet al. 2006;
Folch et al.2008; Saelensmindet al. 2009). Diese Veranderungen im Netzwerk nicht-
kovalenter Wechselwirkungen filhren zu einer Veemigg der Flexibilitat und somit
zu einer Rigidisierung thermophiler Proteine (Meeilnd Zeikus 2001; Sterner und
Brunner 2008). Wenn die Untersuchung homologer maad thermophiler Proteine
bei der jeweiligen optimalen Wachstumstemperatsr@eyanismus, aus dem sie stam-
men, erfolgt, dann befinden sie sich in korresperatiden Zustanden ahnlicher Bioak-
tivitat, was trotz globaler Rigidisierung auf eikenservierung wichtiger flexibler Be-
reiche schlie3en lasst (Somero 1978; Jaenicke uianB1998; Sterner und Brunner
2008).

In diesem Teil der Arbeit werden homologe meso- thretmophile Proteine mit
Hilfe der Analyse statischer Netzwerke untersu€ldr verwendete Datensatz wird in
Kap. 5.1.1 beschrieben. Die Anwendung des recéeteen Verfahrens soll zeigen, ob
die thermophile Anpassung der Proteine aus demnBate tatsachlich Uber eine Rigi-
disierung der Struktur erfolgt, und ob sich die lodmgen meso- und thermophilen Pro-
teine bei ihrer jeweiligen Arbeitstemperatur in #umlen ahnlicher Flexibilitat und
Bioaktivitat befinden. Dartiber hinaus soll insbagenre auch die Eignung der CNA zur
Vorhersage der Thermostabilitdt sowie wichtigeuurbereiche fir die Thermostabi-
litat und damit die Eignung des Verfahrens zur tsitézung des Protein Engineering
getestet werden.

In Kap. 5.1.2 werden globale Eigenschaften derHiife der CNA durchgefiihrten
thermischen Entfaltungssimulationen beschriebemh®&gesagte thermische Stabilita-
ten der homologen meso- und thermophilen Protaisedam Datensatz werden mitein-
ander verglichen. In Kap. 5.1.3 werden die Ergedmieingehender Analysen der ther-
mischen Entfaltungssimulationen sowie moégliche hakre Grundlagen der Thermo-
stabilitdt beschrieben. Dabei werden Entfaltungsrean vorhergesagt und mit Struk-
turbereichen verglichen, in denen thermostabikside Mutationen experimentell ein-
gefuhrt wurden. In Kap. 5.1.4 wird die mikroskaie Stabilitat der meso- und ther-
mophilen Proteine aus dem Datensatz bestimmt uadtiativ miteinander verglichen.
Dies geschieht Uber die Berechnung der Korrelamigenannter Stabilitatskarten. An-

schlieBend werden in Kap. 5.1.5 vorhergesagteasiapische Stabilitdtswerte kataly-
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tischer sowie weiterer flr die Katalyse, die Sultstoder Kofaktorbindung wichtiger

Reste bestimmt und mit Daten aus der Literaturlictren.

5.1.1 Datensatz homologer meso- und thermophiler Proteine

Der in diesem Teil der Arbeit verwendete Datensa&izteht aus 19 Paaren homolo-
ger meso- und thermophiler Proteine, die verscheddroteinfamilien angehéren. Die
Strukturen sowie deren Eigenschaften sind in Takklaufgelistet. Bei allen Proteinen
handelt es sich um Kristallstrukturen, die insbesoa hinsichtlich ihrer Struktur, ihrer

B1 B2 B3 p4 B5 86 B7
10 20 30 40 50 60

lnpc VTGTNKVGTGKGVLGDTKSLNTTLSGSSYYLQDNTRGATIFTYDAKNRSTLPGTLWADAD
lkei ITGTSTVGVGRGVLGDQKNINTTYS.TYYYLQODNTRGNGIFTYDAKYRTTLPGSLWADAD
\

N-terminale Domdine

B8 310 al B9 BI0
=  000.00000000000000000Q0Q — —
70 80 90 100 110 120

lnpc NVFNAAYDAAAVDAHYYABKTYDYYKATFNRNSINDAGAPLKSTVHYGSNYNNAFWNGSQ
lkei NQFFASYDAPAVDAHYYAGVTYDYYKNVHNRLSYDGNNAAIRSSVHYSQGYNNAFWNGSQ

N-terminale Domdine

Bl1 H2 H3
— R0000000000000 00000000000000000000
130 140 150 160 170 180

lnpc MVYGDGDGVTFTSLSEEIDVIGEELTEAVIENSSNLIBONESGALNBAISDIFGTLVEFY
lkei MVYGDGDGQTFIPLSGGIDVVAELTEIAVIDYTAGLIMONESGAINBMAISDIFGTLVEFY
N
1

N-terminale Domdne C-terminale Domdine 2
H3 BI2 BI13 310 310 310 H4
0 — — ooo0o0 ooo 000 _QOQQAQQQQ.
190 200 210 220 230 240

lnpc DNRNPDWEIGEDIYTPGKAGDALRSMSDPTKYGDPDHYSKRYTGSSDNGGVEITNSGIINK
lkei ANKNPDWEIGEDVYTPGISGDSLRSMSDPAKYGDPDHYSKRYTGTQDNGGVEIINSGIINK

C-terminale Domdine 2

H4 BI14 BIS5 HS5 H6
— E— QLA AAQAQO RQEEEOAAVAAAQAQ
250 260 270 280 290 300

Inpc QAYLLANGGTHYGVTVTGIGKDKLGAIYYRANTQYFTQSTTFSQARAGAVQAAADLYGAN
lkei AAYLISQGGTHYGVSVVGIGRDKLGKIFYRALTQYLTPTSNFSQLRAAAVQSATDLYGST

C-terminale Domdine 2

H7

310

lnpc SAEVAAVKQSFSAVGVN. .
lkei SQEVASVKQAFDAVGVKVK

C-terminale Domdine 2
Abbildung 7. Alignment meso- und thermophiler thermolysindhmic Protease (TLP). Bei dem
Alignment handelt es sich um ein Strukturalignmewm B. cereusTLP (1npc) und Thermolysin (1kei),
das mit Hilfe des DaliLite Servers (Holm und Pa®0Q) berechnet wurde. Katalytische Reste sind
schwarz schattiert, weitere fir die Katalyse, disrat- oder Kofaktorbindung wichtige Reste (siehe

Text) grau. Die das Zinkion koordinierenden Rested&n zu den katalytischen Resten gezahit.

Auflésung und ihres oligomeren sowie ligandenbirtiden Zustands bestimmte Quali-

tatskriterien erfullen. Bei der Zusammenstellung Batensatzes wurde darauf geachtet,
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dass zusammengehdrige meso- und thermophile RPegpeengleichbar” waren, d.h. die
.gleiche Herkunft* (Réntgenstrukturanalyse) habeme &ahnliche Auflésung und den

gleichen oligomeren sowie ligandenbindenden Zustzatten. Die hohe Qualitat und

BI HI B2 H2 H3
——— . 0000000000000000000 ——— Q000000 Q2
10 20 30 40 50 60
lcm7 MSKNYHIAVLPGDEEGPEVMTQALKVLDAVRNRFAMRITTSHYDVGGAAIDNHGQPLPPA
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Domdne 1

lcm7 EGV
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—
Domdine 1

Abbildung 8. Alignment meso- und thermophiler 3-Isopropylmagditgdrogenase (IPMDH). Bei dem
Alignment handelt es sich um ein Strukturalignmeom E. coli (1cm7) undT. thermophilusPMDH
(losj), das mit Hilfe des DaliLite Servers (Holmduark 2000) berechnet wurde. Es ist nur das
Alignment der ersten Untereinheiten gezeigt. Kdisdhe Reste sind schwarz schattiert, weitere iér d

Katalyse, die Substrat- oder Kofaktorbindung wigatReste (siehe Text) grau.

die Vergleichbarkeit zusammengehdoriger meso- uedribphiler Proteine ist von gro-
Ber Wichtigkeit, da die wahrend der CNA mit HilferdSoftware FIRST (Jacoled al.
2001) durchgefiihrte Flexibilitdtsanalyse der eineel Kristallstrukturen sehr empfind-

lich gegentiber strukturellen Defekten ist. Zudemnén thermische Entfaltungssimula-
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tionen nur dann auf der selben Temperaturskaldiekemn werden, wenn sie auf Struk-
turen ahnlicher Gréf3e und Topologie sowie ,gleidHerkunft* basieren (Kap. 4.4.5).
Die Sequenzen zusammengehdriger Proteine aus dendatz sind zu mindestens
37 % identisch, weswegen die Proteine eindeutigdiognsind. lhre Strukturen haben
eine RMSAbweichung zwischen 0,6 und 2,5 A fiir die-Btome. Eine héher&MS
Abweichung wurde nur fur die Proteine der FamiligBongationsfaktor TU) und
11 (Phosphoglyceratkinase) gemessen, kann abeUraefschiede in der Anordnung
der einzelnen Doméanen zurickgefuhrt werden. WearDdimanen separat verglichen
werden, dann haben sie eiR&SAbweichung von unter 2,5 A fiir dies@Atome. Die
hohe Strukturdhnlichkeit der Proteine belegt, dasglie gleiche Topologie haben. Se-
quenzen und Strukturen zusammengehoriger Protéineek somit eindeutig aligniert
werden. Dies gilt insbesondere auch fur die Enzgore dem Datensatz. Das Vorhan-
densein konservierter katalytischer sowie weitéiierdie Katalyse, die Substrat- oder
Kofaktorbindung wichtiger Reste deutet darauf kiass diese Proteine auch von einem
mechanistischen Standpunkt aus eng miteinanderaveiywwenn nicht sogar identisch
sind. In Abbildung 7 und Abbildung 8 sind die Aligents meso- und thermophiler
thermolysindhnlicher Protease (TLP) bzw. 3-Isopho@yatdehydrogenase (IPMDH)
gezeigt. Die katalytischen sowie weitere fir digdgse, die Substrat- oder Kofaktor-

bindung wichtigen Reste und Sekundarstruktureleensind gekennzeichnet.

Tabelle 1.Paare homologer meso- und thermophiler Proteidghre Eigenschaften.

Proteinfamilie Organismus PDB T > 2w 0o v X
c S o = @ =
ID = 3 Qo Q Qa

o D < o c U

& S @ 3 @ >

= N @ N g

] o @ o =

Nr. Name = g = 2 D,
«Q N S5 (9]

) c =, =

= a S

I T

1 Pyrrolidon- Bacillus laug 30 2,00 215 Tetra- 40 1,2

Carboxylpeptidase amylolique- mer
faciens

Thermococcus la2z 83 1,73 220

litoralis

2 aspartatamino-  Trypanosoma l1bw0 37 250 416 Dimer 37 1,9
transferase- cruzi
ahnliches Protein  Thermus ther- lbjw 70-75 1,80 382

mophilus
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3  B-Glucanase Bacillus agar- la3h 30 1,57 300 Mono- 39 2,5
adhearens mer
Thermomono- lbgc 50 1,50 302
spora fusca
4 Xyloseisomerase Actinoplanes 2xim 38 2,30 393 Tetra- 66 1,6
missouriensis mer
T. thermophilus 1bxb 70-75 2,20 387

5 Elongationsfaktor Escherichia coli lefc 37 2,05 393 Mono- 84 10,5

TU (46,5) mer
T. thermophilus lexm 70-75 1,70 405

6 Signalerkennungs-E. coli 1fts 37 2,20 295 Mono- 73 2,4
partikel (SRP) Thermus 1ffh 70-72 2,05 294 mer

aquaticus

7 Glyceraldehyd-3- Homo sapiens  1znq 37 2,50 338 Tetra- 70 0,8
Phosphatdehydro- B. stearothermo- 1gdl 52,5 1,80 334 mer
genase (GAPDH) philus (70,9)

8 Methylguanin- E. coli 1sfe 37 2,10 180 Mono- 40 2,1
DNA- (43,8) mer
Methyltransferase Pyrococcus Imgt 55 1,80 174

kodakaraensis (98,6)

9 Carboxypeptidase Bos taurus im4l 37 1,25 307 Mono- 37 1,4
Thermoactino-  lobr 55 2,30 326 mer
myces vulgaris

10 3-Isopropylmalat- E. coli lecm7 37 2,06 363 Dimer 63 2,1
dehydrogenase (73,5)

(IPMDH) T. thermophilus losj 75 2,35 349
(90)

11 Phosphoglycerat- T. brucei 16pk 37 1,60 415 Mono- 60 3,1
kinase Thermatoga lvpe 80 2,00 398 mer

maritima

12 Cyclodextrin- Bacilus circulans lcgt 30 2,00 684 Mono- 64 1.4
Glycosyl- B. stearother- lgho 55 1,70 688 mer
transferase mophilus

13 Carboanhydrase E. coli lixa 37 2,60 262 Mono- 41 2,3

Methanosarcina 1gqq0 50 1,76 247 mer
fusce

14 Zellulase Clostridium 1g87 (56,4) 1,60 614 Mono- 75 1,6

cellolyticum mer
T. fusca 1tf4 55 1,90 605

(72,2)
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15 thermolysin- Bacillus cereus 1npc 30 2,00 317 Mono- 73 0,9
ahnliche Protease mer
(TLP) Bacillus thermo- 1kei 55 1,70 316
proteolyticu:
16 Subtilase Bacillus lentus  1st3 26 1,40 269 Mono- 53 1,3
T. vulgaris 1thm 60 1,37 279 mer
17 Endozellulase Mycobacterium 1luoz 30 1,10 309 Mono- 50 15
tuberculosis mer
T. fusca 1tml 50 1,80 286
18 Histidin- B. subtilis 2hpr 37 2,00 87 Mono- 79 0,6
transportprotein (74,4) mer
B. stearo- lydy 55 2,00 88
thermophilus (88,9)
19 Adenylatkinase  B. subtilis 1p3] 37 1,90 217 Mono- 88 1,6
(43,3) mer
B. stearo- 1zio 55 1,96 217
thermophilus (74,5)

 Optimale Wachstumstemperatur des Organismus, @mseih Protein stammt, in °C; Die Schmelztem-

peratur Ty, ist in Klammern angegeben, wenn verfiighdn A; ¢ In %.

Den Strukturen aus dem Datensatz wurden Daten itiberthermische Stabilitat
zugeordnet. Allerdings waren nur fir einige weriRgeteine Schmelztemperaturéin,)
verfugbar. Schmelztemperaturen sind ein sehr duskriptor fir die Thermostabilitat
von Proteinen, kdnnen aber nur gemessen werdem @demProzess der Denaturierung
der Struktur vollstandig reversibel ist. Allen Reiien aus dem Datensatz konnten da-
gegen optimale Wachstumstemperaturgg) (der Organismen zugeordnet werden, aus
denen sie stammen. Optimale Wachstumstemperaturedew bereits in anderen Ver-
gleichsstudien meso- und thermophiler ProteineDaiskriptor flir die Thermostabilitat
verwendet (Gromih&t al. 1999). Neuere Untersuchungen zeigen aber, dadsodie-
lation zwischenT,, und Toq schwacher ist als urspriinglich vermutet (Dehoatlal.
2008). Dies muss bei der spateren Auswertung dggtiaisse bericksichtigt werden.

5.1.2 Thermostabilitaten homologer meso- und thermophileProteine

Fur alle meso- und thermophilen Proteine aus deteri3atz wurde die thermische
Entfaltung mit Hilfe der CNA simuliert. Globale Egschafen dieser Simulationen
werden in Abschnitt 5.1.2.1 am Beispiel einer thallysindhnlicher Protease (TLP) aus
dem mesophilen Organismigacillus cereusbeschrieben. Mit Hilfe von Parametern
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aus der Perkolations- und Netzwerktheorie kdnneran¥erungen der Rigiditat und
Flexibilitat in den Strukturen der meso- und thepimiten Proteine wéhrend der Entfal-
tung untersucht und hinsichtlich der Thermostatiilibterpretiert werden. Insbesondere
kdnnen PhasenubergangstemperaturB) estimmt werden, die experimentell be-
stimmten Schmelztemperaturei,f entsprechen. Vorhergesagte thermische Stabilita-
ten der homologen meso- und thermophilen Protei@eewn in Abschnitt 5.1.2.2 mit-
einander verglichen. AuRerdem wird die Gultigket chit Hilfe der CNA durchgefihr-
ten thermischen Entfaltungssimulation besprochanAlbschnitt 5.1.2.3 wird unter-
sucht, welchen Einfluss Energieminimierungen destélistruktur auf die Ergebnisse
der Simulation haben, und ob dieses Verfahren vetetewerden kann, um kleinere

strukturelle Defekte zu beheben.

5.1.2.1 Globale Eigenschaften der Entfaltungssimulation

Einzelne ,Snapshots” aus der thermischen Entfalisingulation vorB. cereuslLP
sind in Abbildung 9 gezeigt. Insbesondere sind tier jeweils flinf verschiedenen
Temperaturen die Zerlegung des Netzwerks in ridgidiester und flexible Regionen
(rigid cluster decompositignRCD) dargestellt. Bei niedrigen Temperaturentteige
hohe Anzahl nichtkovalenter Wechselwirkungen zugidiiat im Netzwerk bei. Bei
307 K (Abbildung 9 a) wird die Struktur deswegestfeollstandig von einem einzelnen
grol3en rigiden Cluster durchzogen. Mit zunehmefaenperatur werden immer mehr
nichtkovalente Wechselwirkungen gebrochen, undRiggditat im Netzwerk nimmt ab.
Dies fuhrt zum Verlust der strukturellen Spezifitétd hat die Entfaltung des Proteins
zur Folge. Bei 320 K sind bereits erste Bereichm \gpol3en rigiden Cluster abgebro-
chen (Abbildung 9 b). Bei 348 K ist nur noch eireikker Rest des grol3en rigiden
Clusters vorhanden (Abbildung 9 d). Bei 362 K issdNetzwerk schlie3lich bis auf
wenige einzelne Sekundarstrukturelemente oderrgeiteen umfassende Bereiche voll-
standig flexibel (Abbildung 9 e).

Eine genauere Analyse der thermischen Entfaltunggation vonB. cereusTLP
zeigt, dass die Abnahme der Rigiditat im Netzwerkhn kontinuierlich, sondern
schrittweise geschieht. Jeder Schritt stellt eiatgktrophales”, mit einem Phasenuber-
gang erster Ordnung vergleichbares Ereignis dardée durch das Entfernen einer
einzigen H- oder Salzbriicke grol3e Bereiche vonneigeof3en rigiden Clusters im
Netzwerk abbrechen. Dieses Verhalten kann mit dgidRatsperkolation in Netzwer-
ken glasbildender Materialen verglichen werden (pko1983). In den homogenen

Netzwerken glasbildender Materialen kann ein semnddbergang von einer rigiden zu
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einer flexiblen Phase beobachtet werden. Der Pliasegang wird durch den plotzli-
chen Zerfall eines das gesamte Netzwerk durchzdasdreri,perkolierenden®) grof3en
rigiden Clusters verursacht und entspricht dem Sthen des Glases, d.h. dem Phasen-

Ubergang vom festen zum fliissigen Material. Dekqerende grof3e rigide Cluster im

Netzwerk wird auch ,Riesenclusterfjiént cluste) bezeichnet (Stauffer und Aharony
1994).

Abbildung 9. ,Snapshots” aus der thermischen Entfaltungssinaulaton thermolysinahnlicher Protease
(TLP) aus dem mesophilen OrganisnBiscereushei 306 (a), 320 (b), 334 (c), 348 (d) und 362K Es
ist jeweils die Zerlegung des Netzwerks in rigideister (RCD) gezeigt. Die rigiden Cluster sind als
einheitlich gefarbte Bereiche dargestellt, wobei j@eveils groRte rigide Cluster im Netzwerk blauwdun
die Ubrigen Cluster willkirlich eingefarbt sind. HiRd Salzbriicken im Netzwerk sind als rote, hydoeph

be Kontakte als griine Balken zwischen den wechdadwilen Atomen dargestellt.
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Ein Phasentbergang kann offensichtlich auch wahdemdSimulation der thermi-
schen Entfaltung von Proteinen beobachtet werdéerdings hat man es hier mit einer
Rigiditatsperkolation in mehreren Schritten zu tdie die Heterogenitat von Protein-
netzwerken widerspiegelt. Die Heterogenitat vonténmetzwerken ist dadurch be-
dingt, dass Proteinstrukturen aus mehreren Mod(llbriereinheiten, Domanen oder
Subdoméanen) bestehen, deren Kontaktflachen Bereitfeeschiedlichen Vernetzungs-
grads darstellen. Die schrittweise Rigiditatspeakioh reflektiert diesen modularen
Aufbau von Proteinen. Jeder Schritt entspricht ddsbrechen eines Strukturelements
vom Riesencluster und stellt ein Zerfallsereigns, dlas zum Phasenubergang vom

gefalteten zum ungefalteten Protein beitragt.

5.1.2.2 Vergleich vorhergesagter Thermostabilitaten

Charakteristisch fur die thermische Entfaltungssamon von Proteinen ist offenbar
der schrittweise Zerfall des Riesenclusters im Wetk. Fir die Analyse der thermi-
schen Entfaltungssimulationen wurde in dieser Ardementsprechend ein Parameter
verwendet, mit dem dieser Zerfall des Riesencladtepnbachtet werden kann: Der ein-
heitslose Rigiditatsordnungsparametéts) (st definiert als die normalisierte Grol3e des
groten Clusters im Netzwerk (Stauffer und Ahar@894). Mit Hilfe dieses Parame-
ters kann das Perkolationsverhalten der Netzweokeologer meso- und thermophiler
Proteine aus dem Datensatz verglichen werden, dase die RCD oder die Netzwerk-
architektur im Detail untersucht werden mussen. dt@rAnalyse wirdP,, als Funktion
der Temperatur aufgetragen.

Der Verlauf des Rigiditdtsordnungsparameters fleizRaare meso- und ther-
mophiler Proteine (TLP und IPMDH) ist in Abbildurd® a) und b) gezeigt. Fir das
mesophile Protein ist der Verlauf als durchgezogemge dargestellt, fir das ther-
mophile Protein als gestrichelte Linie. Oy spiegelt die schrittweise Rigiditatsperko-
lation in den Proteinnetzwerken sehr gut wiedenm Derlauf des Rigiditatsordnungs-
arameters fur homologe Proteine ist trotz der Kaxipht des Perkolationsverhaltens
sehr ahnlich. Im Fall von TLP beispielsweise zérfd¢r Riesencluster in drei Schritten
(Abbildung 10 a). Dies ist sowohl fur das meso-alsh fir das thermophile Protein
der Fall. Auch flr meso- und thermophile IPMDH kagin solches korrespondierendes
Verhalten beobachtet werden (Abbildung 10 b). Dezige deutliche Unterschied zwi-
schen den Verlaufen déx, fur die homologen meso- und thermophilen Protdiee
steht in einer horizontalen Verschiebung der Werttang der Temperaturachse. Die

Zerfallsereignisse im Netzwerk des thermophilentéins finden also bei hdheren
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Temperaturen statt als die im Netzwerk des mesepHfroteins. Der Vergleich des
Perkolationsverhaltens homologer Proteine gibt tdamen ersten Hinweis auf die ho-

here Thermostabilitdt des thermophilen Proteins.

a) b)
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Abbildung 10. Verlauf des Rigiditatsordnungsparameté?s) (@, b) und der Clusterkonfigurationsentro-
pie (9 (c, d) fur meso- und thermophile thermolysinatiméi Protease (TLP) (a, c) und 3-Isopropyl-
malatdehydrogenase (IPMDH) (b, d). Der Verlauffistdas mesophile Protein als durchgezogene Linie
dargestellt, fur das thermophile als gestricheltéd. Die Parameter wurden aus den thermischerakntf

tungssimulationen der Kristallstrukturen von TLRIURMDH berechnet.

Ein quantitativer Vergleich der vorhergesagten Testabilititen homologer me-
so- und thermophiler Proteine erfordert die Bestungides Zerfallsereignisses, das
dem Phasenibergang zwischen dem gefalteten undiaitetgn Protein entspricht. Zur
Bestimmung dieses Phaseniibergangs wurde in diedsit/Aein Parameter aus der
Netzwerktheorie eingefuihrt und verwendet: Die eitshese Clusterkonfiguration-
sentropie ) ist definiert als eine Funktion der Wahrscheinkieit, dass sich ein Atom
in einem Cluster einer bestimmten GroRe befindetd(Audet al. 1994). Diese Entro-
pie wird dazu verwendet, die Temperalyrzu identifizieren, bei der der Riesencluster
aufhort, das System zu dominieren.

Fur die Analyse wirds als Funktion der Temperatur aufgetragen. Ein sprafier
Anstieg der Entropie weist auf das Zerfallsereidgnis bei dem ein letzter Rest des Rie-
senclusters zerfallt und kein grofR3er Cluster maedrSdruktur dominiert. Dieser Zerfall
eines ,rigiden Kerns" entspricht dem Verlust eiedtungskerns in der Struktur und



Ergebnisse und Diskussion 67

somit dem gesuchten Ubergang zwischen dem gefaltatel ungefalteten Protein
(Hespenheidet al. 2002; Rader und Bahar 2004). Die Temperatur, beidteses Er-
eignis stattfindet, ist die gesuctigund kann mit der Schmelztemperalurdes Prote-
ins verglichen werden.

Der Verlauf der Clusterkonfigurationsentropie fiwez Paare meso- und thermophi-
ler Proteine (TLP und IPMDH) ist in Abbildung 10w)d d) gezeigt. Fur das mesophile
Protein ist der Verlauf als durchgezogene Liniegdatellt, fir das thermophile Protein
als gestrichelte Linie. Der Phasenibergang istijsweedeutig zu erkennen. Abbildung
10 ermdglicht den direkten Vergleich der Clustefigurationsentropie und des Rigidi-
tatsordnungsparameters. Der aus dem Verlauf dest€Zkonfigurationsentropie be-
stimmte Phasenlbergang entspricht tatséachlich dafalZeines letzten Rests des Rie-
senclusters.

Aus dem Verlauf der Clusterkonfigurationsentropigntken neben dem Phasen-
ubergang auch noch weitere Ubergdnge bestimmt wedie mit weniger drastischen
Veranderungen der Entropie verbunden sind undi@ithermische Stabilitat des Prote-
ins keine oder nur eine untergeordnete Rolle spiedée entsprechen Zerfallsereignis-
sen, bei denen nur ein bestimmter Teil des Rieastarks zerféllt und die mikroskopi-
sche Stabilitat einer bestimmten Region im Proteirdindert wird, ohne dass dies einen
Einfluss auf den globalen Zerfall der Struktur 8att

Im Fall der zwei ndher betrachteten Paare meso-theranophiler Proteine (TLP
und IPMDH) kann fur die thermophile Struktur einihkre Phasenlibergangstemperatur
(Tp) bestimmt werden (373 bzw. 355 K) als fur die préshende mesophile Struktur
(350 bzw. 340 K). Absolut&,-Werte sollen an dieser Stelle aber nicht mit expen-
tellen Daten Uber die Thermostabilitat verglicheeraen, da es sich bei den verfligba-
ren experimentellen Daten fast ausschlieBlich urimgile Wachstumstemperaturen
(Tog) der Organismen handelt, aus denen die Proteamensén, und nicht um Schmelz-
temperaturenT(,). Zudem kénnen auf der verwendeten Temperaturskaldomologe
Proteine miteinander verglichen werden (Kap. 4.4Abis diesen Grinden werden hier
lediglich die Vorzeichen vonT, undAT,g verglichen.

Differenzen der optimalen WachstumstemperaturenQtganismen und Phasen-
Ubergangstemperaturdifferenzen aller Paare mesib-thermophiler Proteine aus dem
Datensatz sind in Tabelle 2 aufgelistet. Fur runeizDrittel der Paare kann fur die
thermophile Struktur in Ubereinstimmung mit den eskmentellen Daten eine hohere

Phasenubergangstemperafly) (bestimmt werden als fur die entsprechende mekophi
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Struktur. Dieses Ergebnis ist ein klarer Hinweisadd dass die thermophile Anpassung
tatsachlich tber eine Rigidisierung der Struktuplgt, und dass die CNA dazu ver-

wendet werden kann, die thermische Stabilitat eBterktur vorherzusagen.

Tabelle 2. Differenzen der optimalen Wachstumstemperatureiyf der Organismen und Phasenuber-

gangstemperaturdifferenzefT() aller Paare meso- und thermophiler Proteine.

Proteinfamilie? AT,y AT,
1 53,0 18,0
2 35,5 -7,2
3 20,0 -11,3
4 34,5 11,5
5 35,5 9,7

6 34,0 15,3
7 15,5 -0,4
8 58,0 10,9
9 18,0 7,2
10 38,0 15,3
11 43,0 1,1
12 25,0 29,8
13 13,0 4,9
14 20,0 -16,8
15 25,0 23,6
16 34,0 2,8
17 20,0 -25,9
18 18,0 16,2
19 18,0 -4,7

2 Nummern entsprechen den Nummern der Proteinfamilie Tabelle 1;° Differenz der optimalen
Wachstumstemperaturen der Organismen, aus denétratieine stammen, in K;In K; AT, ist fett und

kursiv markiert, wenn die Vorzeichen vaif, und AT,4lbereinstimmen.

Fur das restliche Drittel der Paare meso- und tbphiter Proteine kann die erwar-
tete hohere Phaseniibergangstemper@gudér thermophilen Struktur nicht erfolgreich
vorhergesagt werden. Eine mogliche Ursache dies#t erfolgreichen Vorhersagen
liegt darin, dass die thermophile Anpassumgivo auch mit Hilfe extrinsischer Fakto-
ren erfolgen kann. Solche Faktoren sind beispiatav&lykosylierungen der Protein-
struktur oder der Einfluss von Lésungsmittatorfipatible solutgs So wurde fir Lyso-
zym in einem Sucrose-Wasser- (Cornicehial. 2006) und Glycerol-Wasser-Gemisch

(de Francescet al. 2004) eine Verringerung der thermischen Stabilitdd Rigiditat
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mit zunehmendem Wasseranteil und damit abnehmdrid@mgsmittelviskositéat beo-
bachtet. Ein solcher Einfluss des Losungsmittelsnkait Hilfe der CNA nicht unter-
sucht werden, da Losungsmittelmolekiile bei der Kok&on der Netzwerke nicht ex-
plizit berlicksichtigt werden. Zudem ist die Verfiagkeit experimenteller Daten tber
die Abhangigkeit der Thermostabilitdt von extricbien Faktoren begrenzt. Eine weite-
re mogliche Ursache der nicht erfolgreichen Vorages liegt in der Verwendung von
optimalen Wachstumstemperaturen anstelle von Sctemeperaturen. Tatsachlich gibt
es mesophile Proteine, deren Schmelztemperaturr iéhals die eines homologen
thermophilen Proteins, wie das fur dieAmylasen audBacillus licheniformis(einem
mesophilen Organismus) umhcillus stearothermophilugeinem thermophilen Orga-
nismus) gezeigt werden konnte (Fitetral. 2001).

Letztendlich kann die Ursache der nicht erfolgrertvorhersagen aber auch darin
liegen, dass die Berechnung der Energie von H-Saddbrticken, sowie die Modellie-
rung der Temperaturabhangigkeit dieser Wechselwgkn und der hydrophoben Kon-
takte Schwachen aufweist. So werden beispielswmseler Berechnung der Energie
von H- und Salzbriicken kooperative Effekte volligdar Acht gelassen. Die Tatsache,
dass Salzbriicken bei hoheren Temperaturen stanketew, wird ebenfalls nicht be-
rucksichtigt. Auch die Modellierung hydrophober Wselwirkungen als temperaturu-
nabhangig stellt nur eine Naherung dar. An dietseleéSmissen zuklinftige Arbeiten

ansetzen.

5.1.2.3 Einfluss von Energieminimierungen der Kristallstruktur

Eine genauere Betrachtung von Abbildung 10 d) zdags der aus dem Verlauf der
Clusterkonfigurationsentropie fur IPMDH bestimmthaBenibergang des mesophilen
Proteins weniger scharf ist als der flr das thetmiegProtein. Fir das mesophile Prote-
in kann zudem ein Ubergang bei 364 K bestimmt werder keine Entsprechung im
Verlauf der Clusterkonfigurationsentropie flr dasrmophile Protein hat. Diese Beo-
bachtungen deuten auf einen mdéglichen Defekt distddistruktur vonEscherichia coli
IPMDH hin. Eingehende Untersuchungen der Strukteigen, dass tatsachlich ein
durch Kristallkontakte verursachter Defekt (Defotimia) besteht (Abschnitt 5.1.3.2).

Um zu testen, ob ein solcher Defekt der Kristallginren mit Hilfe einfacher rech-
nerischer Ansatze behoben werden kénnen, wurdeStdi&turen von meso- und ther-
mophiler IPMDH kurzen Energieminimierungen unteogDie kurzen Minimierun-
gen bringen nur minimale Veranderungen der Struktirsich. So betrug di®RMS

Abweichung der minimierten von den originaléncoli IPMDH Strukturen weniger als
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0,3 A fir die G-Atome. Unter Verwendung der minimierten Struktunearde die
thermische Entfaltung erneut simuliert und mit &enfaltungssimulationen der origina-

len Strukturen verglichen.
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Abbildung 11. Verlauf des Rigiditatsordnungsparamete®s)((a) und der Clusterkonfigurationsentro-
pie (S (b) fur meso- und thermophile 3-Isopropylmalatgiiogenase (IPMDH). Der Verlauf ist fur das
mesophile Protein als durchgezogene Linie dardgstét das thermophile als gestrichelte Linie. Die
Parameter wurden aus den thermischen Entfaltungksionen der energieminimierten Strukturen von
IPMDH berechnet.

Der Verlauf des Rigiditdtsordnungsparameters und Qkisterkonfigurations-
entropie fur die minimierte meso- und thermoph®B&IDH ist in Abbildung 11 a) und
b) gezeigt. Fir das mesophile Protein ist der \Wérdds durchgezogene Linie darge-
stellt, fur das thermophile Protein als gestriahélinie. Der Verlauf beider Parameter
zeigt, dass die Strukturen durch die Energiemimomg um rund 20-30 K thermostabi-
ler geworden sind als die originalen Strukturereder stabilisierende Effekt der Mini-
mierung kann darauf zurickgefuhrt werden, dasseswmidere die elektrostatischen
Wechselwirkungen im Protein (H- und Salzbrtickempessert werden und somit eine
Struktur unnattrlich hoher Qualitat erzeugt wirde Phasentbergangstemperaturdiffe-
renz zwischen dem meso- und thermophilen Protaibttrotz dieses Effekts aber er-
halten. Diese Beobachtung bestatigt, dass thermiBaltfaltungssimulationen nur dann
auf der selben Temperaturskala verglichen werdemdsd, wenn sie auf Strukturen
~gleicher Herkunft“ basieren.
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Der Verlauf der Clusterkonfigurationsentropie flie dnminimierte Struktur von
E. coli IPMDH unterscheidet sich vom Verlauf dieses Patarsefir die originale
Struktur. So ist der Phasenlibergang nach der Menimg deutlich schérfer als vor der
Minimierung. Zudem ist der im Verlauf der Clustenfigurationsentropie fur die origi-
nale Struktur des mesophilen Proteins zusatzlikbrebare Ubergang bei 364 K nach
der Minimierung nicht mehr vorhanden. Insgesamtesthdas Perkolationsverhalten
von meso- und thermophiler IPMDH nach der Minimrmeguahnlicher zu sein als vor
der Minimierung, d.h. kleine strukturelle Defekténkien mit Hilfe rechnerischer An-
satze behoben werden. Allerdings werden durch diergieminimierung Strukturen
erzeugt, die eine unnaturlich hohe Qualitat hales offensichtlich einen grof3en Ein-
fluss auf die vorhergesagte Thermostabilitat hat.weiteren Verlauf der Arbeit wird
daher auf die Verwendung energieminimierter Stmédiuwerzichtet, zumal der Defekt
der Struktur vorE. coli IPMDH nur Ereignisse betrifft, die jenseits desagdmiber-
gangs und im ungefalteten Zustand des Proteirtéirstign (Abschnitt 5.1.3.2).

5.1.3 Molekulare Ursachen erhdhter Thermostabilitat

Im vorangehenden Kapitel wurde gezeigt, dass fiid mwei Drittel der Paare me-
so- und thermophiler Proteine aus dem Datensatdiéithermophile Struktur eine ho-
here Phasenlibergangstemperaly) bestimmt werden kann als fur die entsprechende
mesophile Struktur. Dieses Ergebnis deutet klaaudanin, dass die thermophile Anpas-
sung tatsachlich tber eine Rigidisierung der Stnuktfolgt. Um aber die molekularen
Ursachen dieser Rigidisierung thermophiler Proteine der damit verbundenen erhdh-
ten Thermostabilitat verstehen zu kénnen, musdedabachtete makroskopische Perko-
lationsverhalten der Proteinnetzwerke mit mikros&olpen Eigenschaften der Struktur
verknupft werden. In den Abschnitten 5.1.3.1 8nti3.2 werden die Entfaltungssimu-
lationen von meso- und thermophiler thermolysiniimelr Protease (TLP) bzw. 3-Iso-
propylmalatdehydrogenase (IPMDH) eingehend anatysiabei werden (lokale)
Strukturbereiche bestimmt, an denen der (globadelall der Struktur beginnt, und die
deswegen fur die thermische Stabilitat von gro3eshigkeit sind. Diese Entfaltungs-
regionen werden fur die untersuchten Proteine ragiéhen verglichen, in denen ther-

mostabilisierende Mutationen experimentell eingdfidurden.

5.1.3.1 Entfaltungsregionen von thermolysinahnlichen Proteaen

Thermolysinahnliche Proteasen sind Mitglieder deptllasefamilie M4 (Adekoya
und Sylte 2009). Der Prototyp dieser Familie iseffhiolysin, das aus dem thermophi-
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len Organismus8acillus thermoproteolyticustammt. Zahlreiche Mitglieder der Familie
werden biotechnologisch genutzt, beispielsweisedeei Lederproduktion zur Entfer-
nung von Haaren, Haut- und Fleischresten (Bretual. 2006). Thermolysin selbst wird
fur die Synthese des kunstlichen SiRstoffs Aspasarwendet (Adekoya und Sylte
2009). Alle TLP bendtigen ein Zinkion, um aktiv gein. Auf3erdem enthalten sie meh-
rere Calciumionen, die fur ihre Stabilitat wichsghd (Corbett und Roche 1983). Im
Datensatz meso- und thermophiler Proteine ist dié @dus dem mesophilen Organis-
musB. cereusund Thermolysin enthalte®. cereusTLP und Thermolysin haben eine
hohe Sequenzidentitat und sind auch strukturel gkehlich (Tabelle 1). Die Strukturen
bestehen aus einer N-terminalen Domane (Reste )—d#6einea-Helix sowie ein
B-Faltblatt enthalt, und einer vorrangighelikalen C-terminalen Doméne (Reste
147-317). Die beiden Domanen sind Uber eine zenirhlelix (Reste 139-154) ver-
bunden, die den Boden der aktiven Tasche bildetnoelarere fiir die Aktivitat wichtige
Reste (das so genannte aktive Zentrum) enthalseDikeste sowie Sekundarstruktur-
elemente der TLP sind in dem in Abbildung 7 geazighlignment des meso- und
thermophilen Enzyms gekennzeichnet. Grundsatzhtspeicht die in diesem Abschnitt
verwendete Nummerierung der Reste der Nummeridgrudgsem Alignment.

Die Organismen, aus denen mesophile TLP und ThgsmoktammenR. cereus
und B. thermoproteolyticys haben optimale Wachstumstemperaturen von 30 bzw.
55 °C. Schmelztemperaturen kénnen nicht bestimmtieve da der Vorgang der Dena-
turierung fur diese Proteine irreversibel ist (Biset al. 1995). Unter denaturierenden
Bedingungen (wie erhdhter Temperatur) fuhren loEaildaltungsereignissen zur Auto-
lyse und damit zur irreversiblen Zerstérung desylBre Generell kdnnen irreversible,
den oligomeren Zustand oder die chemischen Strgit@s Proteins verandernde Pro-
zesse (Ahern und Klibanov 1988; Vieille und Zeik@01) nicht mit Hilfe der CNA
modelliert werden. Somit wird die reversible thesaie Entfaltung simuliert, obwohl
diese nicht experimentell zuganglich ist. Dies lewgrt einen spateren Vergleich der
Simulationsergebnisse mit experimentellen Daterhevaber davon ausgegangen wer-
den kann, dass die zur reversiblen Entfaltung fidea Vorgange den experimentell
untersuchten Ereignissen entsprechen, die zur eirsden Denaturierung fihren
(Kap. 1.2.4) (Lumry und Eyring 1954).

Veranderungen der Rigiditat und Flexibilitat im Riserk meso- und thermophiler
TLP wahrend der Simulation der thermischen Entfegjtwurden in Kap. 5.1.2 mit Hilfe
des Rigiditatsordnungsparameters und der Clustédwoationsentropie untersucht.
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Die Ergebnisse dieser Analysen deuteten klar aukerrespondierendes Perkolations-
verhalten vorB. cereusTLP und Thermolysin hin. Der Verlauf des Rigids@tdnungs-
parameters zeigte, dass wahrend der Entfaltundd deereusTLP und des Thermoly-

sins das Riesencluster in jeweils drei Schritteridiie (Abbildung 10 a). Die Analyse

a) C-terminale
Domaéane

N-terminale
Doméne

Abbildung 12. Snapshots aus der thermischen Entfaltungssimalatim meso- (a, b) und thermophiler
(c, d) thermolysinahnlicher Protease (TLP) unniiéelvor (a, c) und nach dem Phasenibergang (lgid) b
350 bzw. 373 K. Es ist jeweils die Zerlegung de&ziNerks in rigide Cluster (RCD) gezeigt. Die rigide
Cluster sind als einheitlich geféarbte Bereiche datgllt, wobei der Riesencluster blau eingefarthtDse
Ubrigen Cluster sind dunkel schattiert. Von dert@rstruktur ist nur das Rickgrat gezeigt und dinke
grau schattiert. Die Pfeile kennzeichnen die fig aeesophile Protein identifizierten Entfaltungsosgin.

Der Stern kennzeichnet die aktive Tasche.

des Verlaufs der Clusterkonfigurationsentropie leygass jeweils das letzte Zerfallser-
eignis dem Phasenibergang zwischen dem gefaltetdnungefalteten Protein ent-
sprach (Abbildung 10 c). Dieses makroskopische datibnsverhalten kann nun mit
mikroskopischen Eigenschaften der Struktur verkniyerden, indem die RCD fir das
meso- und thermophile Protein unmittelbar vor uadmdem Phasentibergang bei 350
bzw. 373 K verglichen werden (Abbildung 12).

Aus Abbildung 12 a) und c) ist ersichtlich, dass Sirukturen vorfe. coli TLP und

Thermolysin unmittelbar vor dem jeweiligen Phaseargjang von einem rigiden Kern
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dominiert werden. Dieser Kern stellt einen rigid@ster dar, der die gesamte
N-terminale Domane umfasst, mit der Ausnahme efa8chleife (Reste 4-23) und
weniger Loopregionen. Auch dieHelix in der N-terminalen Domane (Reste 67—-89) ist
in diesem Cluster enthalten. In Abbildung 12 a) aptst dieser Cluster blau eingefarbt.
Der Zerfall des Kerns verursacht den PhasenubergamgAbbildung 12 b) und d) ist
ersichtlich, dass unmittelbar nach dem Phasenibgrgar noch wenige, einzelne Se-
kundarstrukturelemente umfassende rigide Clusteteim Netzwerken vorhanden sind.
E. coli TLP und Thermolysin verhalten sich wahrend des@hiabergangs sehr &hnlich,
obwohl die jeweiligen Phaseniibergange bei deuti@bkchiedenen Temperaturen statt-
finden.

Unterschiede im Verhalten der homologen Proteinéein sich lediglich in der An-
zahl der im Netzwerk enthaltenen Cluster und d€&eife. Die geringere Anzahl und
GroRe der im Netzwerk des thermophilen Proteinhiadt@nen Cluster dient mogli-
cherweise der Kompensation hoher thermischer Eaéxgihohen Temperaturen. Trotz
dieser Unterschiede befinden sich die homologenePr® bei Temperaturen um ihre
jeweilige Phasenlibergangstemperatur in korrespmardien Zustdnden ahnlicher Fle-
xibilitat. Die Ahnlichkeit der GroRe und Lage dernnittelbar vor dem jeweiligen Pha-
senubergang in den Strukturen enthaltenen Kernetdeudem darauf hin, dass fir die
Thermostabilitat von meso- und thermophiler TLP lihe Strukturbereiche von Be-
deutung sein mussen.

Die Analyse der Verdnderungen der Rigiditat undibiétat im Netzwerk unmit-
telbar vor und nach dem Phasentbergang erlaulBetiBmmung von (lokalen) Struk-
turbereichen, an denen der (globale) Zerfall deuk®dtr beginnt, und die deswegen flur
die thermische Stabilitdt von groR3er Wichtigkeitdsi Solche Strukturbereiche sind in
der Vergangenheit vielfach mit verschiedenen expeniellen oder rechnerischen Me-
thoden bestimmt worden, was zur Einfuhrung der Begr,Schwachstelle® Wweak
point) (Siddiqui et al. 1993; Finkelstein 1997), ,kritische Regiontritical region)
(Eijsink et al. 1995), ,Erstentfaltungsregion‘fi(st unfolding region (Creveldet al.
1998) oder ,Entfaltungskerntiffolding nucleation sije(Gaseidnegt al. 2003) flihrte.
Methoden, mit denen solche Regionen vorhergesagtenekonnen, sind hilfreich zur
Unterstitzung des Protein Engineering, da sie Hsavgeben, in welchen Strukturbe-
reichen thermostabilisierende Mutationen eingefilentden kénnen.

In dieser Arbeit sind Entfaltungsregionen als dieilsten Bereiche des unmittelbar

vor dem Phasenubergang in der Struktur enthalt&eems definiert. Die Entfaltungsre-
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gionen werden bestimmt, indem die Reste identifizieerden, die unmittelbar vor dem
Phaseniibergang im Riesencluster enthalten unddemhUbergang flexibel geworden
sind. Auf diese Weise konnen fir meso- und therrepfiLP jeweils zwei identische
Entfaltungsregionen bestimmt werden. Die erstetmdiat viele Reste dgsFaltblatts

in der N-terminalen Domane. Die zweite beinhaliateCalciumbindestelle (Reste 56,
58, 60, 68), die hydrophobe Region um Phe 63 salgeeN-terminalen Reste der
a-Helix in der N-terminalen Domane (Reste 67—89)dém C-terminalen Domane kon-

nen keine Entfaltungsregionen bestimmt werden.

Tabelle 3.Vergleich der vorhergesagten Entfaltungsregionesaphiler thermolysindhnlicher Protease
(TLP) mit Resten aus Strukturbereichen, in denenntibstabilisierende Mutationen experimentell einge-

fuhrt wurden.

Strukturbereich Reste in vorhergesagten Experimentell eingefihrte
Entfaltungsregionerf*° thermostabilisierende
Mutationen® ® ©
I B-Faltblatt in der N-terminalen  21-24 29, 31-3439-42 44, 19, 38,104, 120, 134, 142,
Domane 101-107,114-113,22-123 183
Il Calciumbindestelle, hydrophobe 54,5662 68—70 4, 8,57,59, 61, 64,66-70

Region um Phe 63 und N-
terminale Reste derHelix in

der N-terminalen Domane

 Die Nummerierung der Reste entspricht der Nummaenigin dem in Abbildung 7 gezeigten Alignment
meso- und thermophiler TLP; Reste, fir die die Vorhersage mit den experimistteDaten iiberein-
stimmt, sind fett und kursiv markiert. Dies ist dader Fall, wenn die Reste nicht um mehr als zvesi-P
tionen in der Proteinsequenz voneinander entféggeh;® Erlauterungen im Text. Nach (Imana&hal.
1986; van den Burgt al. 1991; Hardyet al. 1993; van den Burgt al. 1994; Kidokoroet al. 1995;
Veltmanet al. 1996; Mansfelcet al. 1997; Veltmaret al. 1997; van den Burgt al. 1998).

Die Entfaltungsregionen des mesophilen Proteind sinAbbildung 12 d) durch
Pfeile gekennzeichnet. Die enthaltenen Reste sirichbelle 3 aufgelistet. In Tabelle 3
sind den Entfaltungsregionen zudem die Reste awstStbereichen von meso- und
thermophiler TLP gegenubergestellt, in denen thetaimlisierende Mutationen expe-
rimentell eingefuhrt wurden (Imanala al. 1986; van den Burgt al. 1991; Hardyet
al. 1993; van den Burgt al. 1994; Kidokoroet al. 1995; Veltmaret al. 1996; Mansfeld
et al. 1997; Veltmaret al. 1997; van den Burgt al. 1998).

Die vorhergesagten Entfaltungsregionen stimmennsiéétlich sehr gut mit den

experimentellen Daten Uberein (Tabelle 3). Insbdsomn gilt dies fur die aus den
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N-terminalen Resten 56—69 bestehende Entfaltungsrellit Hilfe verschiedener Ex-
perimente konnte gezeigt werden, dass die Bedeuwigsgs Strukturbereichs fir die
thermische Stabilitat von meso- und thermophilePTarin begrindet ist, dass er unter
denaturierenden Bedingungen entfaltet und zur As#lund damit zur irreversiblen
Zerstorung des Enzyms fuhrt (Eijsiek al. 1995). Der irreversible Prozess kann nicht
mit Hilfe der CNA modelliert werden. Es wird als deversible thermische Entfaltung
simuliert, obwohl diese nicht experimentell zugéctylst. Der Vergleich der Simulati-
onsergebnisse mit den experimentellen Daten bgstiber, dass die zur reversiblen
Entfaltung fuhrenden Vorgange den experimentekrsuichten, zur irreversiblen Dena-
turierung fuhrenden Vorgangen entsprechen.

Eine geringere Ubereinstimmung zwischen der Vodwgsund den experimentel-
len Daten findet sich fir die aus den Restenpdgaltblatts in der N-terminalen Doma-
ne bestehende Entfaltungsregion. Eine moglicheddesdafur liegt darin, dass das Ein-
fuhren von Mutationen ifi-Faltblattern aufgrund deren GréfRe sehr schwiestigind
deswegen nur selten unternommen wird. Tatsachdictien sich in der Literatur keiner-
lei Berichte Uber Mutationen i-Faltblatts in der N-terminalen Domane, unabhéangig
davon, ob sie einen Einfluss auf die thermischéitit von TLP haben oder nicht.
Moglicherweise kann die geringe Ubereinstimmungliesem Fall also auf fehlende
experimentelle Daten zuriickgefihrt werden. Andeehtses fur die Reste in der
C-terminalen Domane aus, wo die Vorhersage wieeler gut mit den experimentellen
Daten Ubereinstimmt. Mutationen verschiedener Restdieser Domane hatten nur
einen marginalen oder keinen Einfluss auf die thgche Stabilitat von TLP (Eijsinkt
al. 1992; Eijsinket al. 1992; Eijsinket al. 1992; Eijsinket al. 1992; Margaritet al.
1992; Veltmaret al. 1996). Entsprechend werden in dieser Domane aeicie lEntfal-
tungsregionen vorhergesagt.

Insgesamt sprechen diese Ergebnisse fur ein Maodeth dem die (reversible oder
irreversible) Entfaltung von Proteinen an defireertRegionen des Molekils beginnt
(Schellenberger und Ulbrich 1989; Ulbrich-Hofmaginal. 1999; Arnoldet al. 2005).
Uber die gezielte Stabilisierung dieser Entfaltuaginen kann die Entfaltung hinaus-
gezobgert und die Thermostabilitat von Proteinerdlertwerden (Mansfel@t al. 1999;
Arnold et al. 2005). Untersuchungen mit der Methode der lintigierProteolyse (Price
und Johnson 1990) zeigten, dass es sich bei déaltingsregionen meist um Struktur-
bereiche (Loops) handelt, die nicht innerhalb vakundarstrukturelementen liegen

(Arnold et al. 2005). Diese Loops stellen den Kontakt zwischekuBeéarstrukturele-
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menten her, deren Integritat nach der Entfaltung.deps verloren geht. Auch mit Hil-
fe von MD-Entfaltungssimulationen konnte gezeigrawes, dass Loops und die Kon-
taktflachen zwischen Sekundarstrukturelementen aluatfgsregionen darstellen
(Finkelstein 1997; Creveldt al. 1998). Bei der in mit Hilfe der CNA vorhergesagten
aus den N-terminalen Resten 56-69 bestehendenltEngfsregion handelt es sich
ebenfalls um einen solchen Loop, dessen Entfaliurg Verlust der Integration der
a-Helix (Reste 67—89) sowie d@sFaltblatts in der N-terminalen Doméane und somit

zur (reversiblen oder irreversiblen) Entfaltungrti(iijsink et al. 1995).

5.1.3.2 Entfaltungsregionen von 3-Isopropylmalatdehydrogenaen

3-Isopropylmalatdehydrogenasen sind Enzyme im Bitt&seweg der Aminosaure
Leucin und katalysieren die Dehydrierung und glegtige Decarboxylierung von
3-Isopropylmalat (IPM) zu 2-Oxo0-4-Methylvalerat antVerwendung eines Nikotina-
mid-Adenindinucleotids (NAD) als Kofaktor (Zavodszket al. 1998). Im Datensatz
meso- und thermophiler Proteine sind die IPMDH dasn mesophilen Organismus
E. coliund dem thermophilen Organismiisermus thermophiluenthaltenE. coli und
T. thermophiludPMDH haben eine Sequenzidentitat von 63 % und aurch struktu-
rell sehr &hnlich (Tabelle 1).

Beide Enzyme liegen als Homodimer vor, wobei jedeetkinheit des meso- und
thermophilen Proteins aus 345 bzw. 363 Aminosabesteht (Walloret al. 1997). Die
Polypetidkette einer jeden Untereinheit faltet siclzwei Domanen ahnlicher Topolo-
gie, die jeweils aus parallelanf-Motiven bestehen. Die erste Domane enthélt den
N- und C-Terminus und besteht aus den Resten 1ah@5256—-363 (Walloret al.
1997). Die zweite Doméne enthalt das UntereinHatesface und besteht aus den Res-
ten 106-255 (Walloret al. 1997). Das aktive Zentrum befindet sich in einasdhe
zwischen den beiden Doméanen und besteht aus Resider Untereinheiten (Kadono
et al. 1995), weswegen die IPMDH auch nur im dimeren a@udtaktiv sein kann.
Grundsatzlich entspricht die in diesem Abschnitiwendete Nummerierung der Reste
der Nummerierung in dem in Abbildung 8 gezeigterg@inent.

Meso- und thermophile IPMDH unterscheiden sich @n dptimalen Wachstums-
temperatur der Organismen, aus denen sie stammefbetragt furk. coli 37 °C,
fur T. thermophilus’5 °C. Zudem unterscheiden sich die ProteinerneriBchmelztem-
peratur: DefT,, von E. coli IPMDH betragt 73,5 °C, der voh. thermophiludPMDH
90 °C. Die in dieser Arbeit fur die CNA verwenddtethermophiludPMDH ist eine
Mutante (A172L), die sich in ihrer Struktur und Tim®stabilitdt aber nur geringflgig
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vom Wildtyp unterscheidet (Qet al. 1997). Die Struktur der Mutante wurde gewahlt,
da diese eine bessere Qualitat aufwies als di&tBtrdes Wildtyps.

a) Doméne 2 b)
UE 2

Domane 1 - Domaéne 1

Abbildung 13. Snapshots aus der thermischen Entfaltungssimaolatimn mesophiler 3-Isopropyl-
malatdehydrogenase (IPMDH) unmittelbar vor (a) nadh dem Ubergang (b) bei 364 K. Es ist jeweils
die Zerlegung des Netzwerks in rigide Cluster (R@eyeigt. Die rigiden Cluster sind als einheitlich
gefarbte Bereiche dargestellt, wobei der im Tescheéebene, auch noch bei hohen Temperaturen rigide
Cluster in der ersten Doméane der ersten Unterdiginén eingefarbt ist. Die Ubrigen Cluster sind kkln
schattiert. Von der Proteinstruktur ist nur das ijiat gezeigt und dunkelgrau schattiert. Die Sterne

kennzeichnen die beiden aktiven Taschen.

Die thermische Entfaltung von meso- und thermophi®DH wurde in der Ver-
gangenheit mit Hilfe experimenteller Methoden usiieht (Akanumaet al. 1998; Mo-
tonoet al.2001). Die Daten uber die Entfaltung viancoli IPMDH konnten gegen ein
Modell mit drei Zustanden (und zwei Ubergangen)itgef werden (Motonoet al.
2001). Neben dem gefalteten und ungefalteten Zddtahwahrend der Entfaltung von
IPMDH also ein intermediérer Zustand auf. Die Dalfber die Entfaltung voii. ther-
mophilusIPMDH konnten ahnlich interpretiert werden, wenutka mit geringerer Be-
stimmtheit (Akanumaet al. 1998). Weitere experimentelle Untersuchungen enigt
dass es sich bei dem Intermediat um ein Dimer He:nden Fall vonE. coli IPMDH
wies das Intermediat einen Verlust von 50 % se8ekundar- und Tertiarstruktur auf.
Dies wurde dahingegen interpretiert, dass sicheds¢e Domé&ne wahrend des ersten
Ubergangs entfaltet, die zweite Domane wahrendzdesten Ubergangs. Im Fall von
T. thermophilusPMDH wies das Intermediat nur einen Verlust vdh% seiner Se-
kundarstruktur auf. In diesem Fall entfaltet sicbghitherweise nur ein kleiner Teil der
ersten Doméne wahrend des ersten Ubergangs, ded&®eStruktur wahrend des zwei-
ten Ubergangs (Motonet al. 1999; Motoncet al.2001).
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Veranderungen der Rigiditat und Flexibilitat im Ewerk meso- und thermophiler
IPMDH wéhrend der Simulation der thermischen Enifag wurden in Kap. 5.1.2 mit
Hilfe des Rigiditatsordnungsparameters und der t€tkenfigurationsentropie unter-
sucht. Die Ergebnisse dieser Analysen deutetenakifein korrespondierendes Perko-
lationsverhalten der homologen Proteine hin, olbglén Verlauf der Clusterkonfigura-
tionsentropie des mesophilen Proteins ein Uberdmig364 K zu erkennen war, der

keine Entsprechung im Verlauf der Clusterkonfigiaragéentropie des thermophilen

Abbildung 14. Kristallkontakte der mesophilen 3-Isopropylmaldtgidrogenase (IPMDH) (a, b). Es ist
jeweils die Zerlegung des Netzwerks in rigide GlugRCD) unmittelbar vor dem Ubergang bei 364 K
gezeigt. Die rigiden Cluster sind als einheitlicifagbte Bereiche dargestellt, wobei der im Texthas-
bene, auch noch bei hohen Temperaturen rigide é€2lustder ersten Domane der ersten Untereinheit
griin eingefarbt ist. Die tGbrigen Cluster sind durdahattiert. Von der Proteinstruktur ist nur dagck
grat gezeigt und dunkelgrau schattiert. Von derstélinachbarn ist ebenfalls nur das Riickgrat gézeig
und hellgrau schattiert, beige oder rot eingeféabl¢. Farbung kodiert wie nahe bestimmte Bereichre de
Kristallnachbarn der Proteinstruktur kommen, wolmi5 A und beige 10 A bedeuten. In (b) sind die
Kristallkontakte in der Nahe der ersten Doméane atsten Untereinheit mesophiler IPMDH vergrof3ert
dargestellt. Reste 276—282 und 299-313 sind irkigine Kontakt mit einem Loop (338-345) des Kris-

tallnachbarn.

Proteins hatte (Abbildung 10 d). Die RCD fur dassophile Protein unmittelbar vor

und nach diesem Ubergang bei 364 K sind in AbbiddiL® gezeigt. Der Ubergang wird

offensichtlich durch den Zerfall eines auch noch behen Temperaturen rigiden

Clusters in der ersten Doméane der ersten Unteréimeirsacht. In Abbildung 13 a) ist

dieser Cluster grin eingefarbt. AuRer diesem awadh mei hohen Temperaturen rigi-
den Cluster sind nur wenige, einzelne Sekundarsirelemente umfassende rigide
Cluster im Netzwerk vorhanden, d.h. bis auf digeeBomane der ersten Untereinheit
befindet sich die Struktur bei 364 K im ungefaltefistand.
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Eingehende Untersuchungen der Struktur Eowoli IPMDH zeigen, dass Kiristall-
kontakte zwischen einem Loop in der ersten Domarezdeiten Untereinheit (Reste
338-345) sowie Sekundarstrukturelementen der eBtendne der ersten Untereinheit
existieren, die mdglicherweise die Konformation \R@sten im Interface zwischen ei-
nera-Helix und einenB-Faltblatt in der ersten Doméane der ersten UntaesinReste
299-313 bzw. 276-282) beeinflussen. Diese Kristaliakte sind in Abbildung 14 ge-

zeigt. Weitere Kristallkontakte finden sich zwisnheéer N-terminaleru-Helix in der

a) Doméne 2 b)
UE 2 Untereinheits-
Interface (I)

Doméne 1 § Doméne 1

Domanen-
Interface (Il)

Abbildung 15. Snapshots aus der thermischen Entfaltungssimaolatim meso- (a, b) und thermophiler
(c, d) 3-Isopropylmalatdehydrogenase (IPMDH) uneiiitar vor (a, ¢) und nach dem Phasentbergang
(b, d) bei 340 bzw. 355 K. Es ist jeweils die Zgtlag des Netzwerks in rigide Cluster (RCD) gezeigt.
Die rigiden Cluster sind als einheitlich gefarbter&@che dargestellt, wobei der Riesencluster breider
auch noch bei hohen Temperaturen rigide Clusteiemersten Domane der ersten Untereinheit der me-
sophilen IPMDH (a, b) griin eingefarbt ist. Die @em Cluster sind dunkel schattiert. Von der Pretein
struktur ist nur das Ruckgrat gezeigt und dunkeigrehattiert. Die Pfeile kennzeichnen die fir das m

sophile Protein identifizierten EntfaltungsregionBie Sterne kennzeichnen die beiden aktiven Tasche

ersten Domane der zweiten Untereinheit und demrEinteeits-Interface in der ersten
Untereinheit. Die auch noch bei hohen Temperatuoeghandene und in diesem Sinne

.extreme" Rigiditat in der ersten Domane der erdtkernereinheit lasst sich also auf ei-
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nen sehr kleinen, von Kristallkontakten verursactsigukturellen Defekt zurtckfuhren.
In Kap. 2.1.2 wurde gezeigt, dass dieser DefekiHitie einer Energieminimierung der
Kristallstruktur behoben werden kann. Da in diesdreit wegen der in Kap. 2.1.2 ge-
nannten Grinde von der Verwendung energiemininmieétaukturen abgesehen wird,
darf die erste Domane der ersten Untereinheit baiwleiteren Analysen voB. coli
IPMDH nicht bertcksichtigt werden.

Tabelle 4.Vergleich der vorhergesagten Entfaltungsregionesaphiler 3-Isopropylmalatdehydrogenase
(IPMDH) mit Resten aus Strukturbereichen, in detlsgrmostabilisierende Mutationen experimentell

eingeflihrt wurden.

Strukturbereich Reste in vorhergesagten Experimentell eingefuhrte

Entfaltungsregionerf" ° thermostabilisierende
Mutationen®

I Untereinheits-Interface 151-163, 165-167, 85— 191, 194, 200, 204,256, 259
200 215, 219-224, 241-248,
255, 256

Il Domanen-Interface 105-112133-143174-175, 98,112 114-116118, 120,
301-305 131, 140, 182, 271, 295, 311

1] Erste Doméne 20, 24, 42, 57, 60-62, 84,

86, 92, 350, 356-360

2 Die Nummerierung der Reste entspricht der Nummenggin dem in Abbildung 8 gezeigten Alignment
meso- und thermophiler IPMDH;Reste, fiir die die Vorhersage mit den experim&mtdbaten berein-
stimmt, sind fett und kursiv markiert. Dies ist datter Fall, wenn die Reste nicht um mehr als zvesi-P
tionen in der Proteinsequenz voneinander entféegeh;® Erlauterungen im Text. Nach (Kirinet al.
1994; Sakuraet al. 1995; Tamakoshét al. 1995; Akanumaet al. 1996; Kotsukeaet al. 1996; Akanumaet
al. 1997; Aoshima und Oshima 1997; Akanuetaal. 1998; Akanumaet al. 1999; Horiet al. 2000;
Némethet al. 2000; Nurachmast al. 2000; Numataet al. 2001; Tamakoshet al.2001; Ohkuri und Ya-
magishi 2003; Watanale al.2006; Ohkuri und Yamagishi 2007).

Die Analyse des Verlaufs der Clusterkonfiguratiorisgpie in Kap. 5.1.2 zeigte,
dass der Phaseniibergang zwischen dem gefaltetemngedalteten Protein bei 340
bzw. 355 K stattfindet (Abbildung 10 d). Wie im Fabn TLP kann das makroskopi-
sche Perkolationsverhalten von IPMDH nun mit mikaggschen Eigenschaften der
Struktur verkntpft werden, indem die RCD fur dassoieund thermophile Protein un-
mittelbar vor und nach dem Phasentbergang verglieterden (Abbildung 15). Aus
Abbildung 15 a) und c) ist ersichtlich, dass dieustiuren vonE. coliundT. thermophi-

lus IPMDH unmittelbar vor dem jeweiligen Phasenibeggann einem rigiden Kern
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dominiert werden. Dieser Kern stellt einen rigidéluster dar, der die zweite Domane
und somit das Untereinheits-Interface enthalt. Iobildung 15 a) und c) ist dieser
Cluster blau eingefarbt. Im Fall des thermophilerzyns ist dieser Cluster gréf3er als
im Fall des mesophilen Enzyms. Tatsachlich konotd axperimentell gezeigt werden,
dass thermophile IPMDH bei Temperaturen leicht i@y des Schmelzpunkts deut-
lich mehr Sekundar- und Tertiarstruktur aufwiesraésophile IPMDH (Akanumat al.
1998; Motoncet al.1999; Motoncet al.2001).

Unmittelbar nach dem Phaseniibergang (Abbildung)1td d) sind nur noch we-
nige, einzelne Sekundarstrukturelemente umfasseguie Cluster im Netzwerk vor-
handen. Eine Ausnahme bildet dabei der ,extremtedluster in der ersten Doméne
der ersten Untereinheit vaa coli IPMDH, der nicht weiter bertcksichtigt werden soll
Dieser Cluster ist in Abbildung 15 a) grin eingbtaMeso- und thermophile IPMDH
verhalten sich wahrend des Phaseniibergangs sdiohédlmbwohl die jeweiligen Pha-
senubergange bei deutlich verschiedenen Tempenasiagtfinden. Die Unterschiede
im Verhalten der homologen Proteine nach dem Plidkeegang kbnnen auf den durch
Kristallkontakte verursachten Defekt in der mestgrhBtruktur zurtickgefuhrt werden.

Die homologen Proteine befinden sich bei Tempeeatum ihre jeweilige Phasen-
Ubergangstemperatur offensichtlich in korrespomtiden Zustéanden ahnlicher Flexibi-
litat. Die Ahnlichkeit der GroRe und Lage des imdéetzwerken enthaltenen Riesenc-
lusters deutet zudem darauf hin, dass fur die Thstabilitat von meso- und thermophi-
ler IPMDH &hnliche Strukturbereiche von Bedeutuaimp snissen. Diese Bereiche kon-
nen bestimmt werden, indem Veranderungen der Rigidnd Flexibilitat im Netzwerk
unmittelbar vor und nach dem Phaseniibergang aaetlyserden. Die auf diese Weise
fur meso- und thermophile IPMDH bestimmten Entfadisregionen (Abbildung 15)
stimmen sehr gut mit Strukturbereichen Ubereindenen Mutationen eingefihrt wur-
den, um die Thermostabilitat verschiedener meseplKirino et al. 1994; Aoshima
und Oshima 1997; Akanunmet al. 1998; Némettet al. 2000; Tamakoshet al. 2001;
Ohkuri und Yamagishi 2003) und chimarer (Numataal. 1995; Sakuraet al. 1995;
Kotsukaet al. 1996; Numataet al. 1999; Horiet al.2000; Numataet al. 2001) IPMDH
zu erh6hen.

Die experimentelle Untersuchung thermophiler IPMBét aul3erdem gezeigt, dass
sich die meisten fur die Thermostabilitat wichtigeeste entweder im Untereinheits-
Interface (Imadeet al. 1991; Kirino et al. 1994; Némethet al. 2000), im Domanen-
Interface (Tamakoslet al. 1995; Kotsukeet al. 1996; Akanumaet al. 1997; Quet al.
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1997) oder in der ersten Domane befinden (Akanegmal. 1996; Nurachmaret al.
2000). Eben diese Strukturbereiche wurden auclifaltungsregionen vorhergesagt
(Tabelle 4), abgesehen von der ersten Domane/ ikeilge Entfaltungsregion bestimmt
werden konnte, obwohl thermostabilisierende Mutaioauch in dieser Doméne einge-
fuhrt wurden (Akanumat al. 1996; Nurachmaet al. 2000). Aus Tabelle 4 ist ersicht-
lich, dass die Ubereinstimmung zwischen den Sirariagrgebnissen und experimen-
tellen Daten dennoch sehr gut ist. Diese Ergebrasggen, dass die CNA hilfreich zur
Unterstitzung des Protein Engineering ist, da hrieri Hilfe die thermische Stabilitat
einer Struktur abgeschatzt werden kann, andererdaiiveise darauf gegeben werden,
in welchen Bereichen der Struktur thermostabilesiele Mutationen eingefiihrt werden

kdnnen.

5.1.4 Konserviertheit der mikroskopischen Stabilitat

Im vorangehenden Kapitel wurden (lokale) StruktuebEhe bestimmt, an denen der
(globale) Zerfall der Struktur beginnt, und die wegen flur die thermische Stabilitat
von grofRer Wichtigkeit sind. Zur Bestimmung dieEatfaltungsregionen wurden aus-
schlie3lich die das Riesencluster betreffendengBiese bei der Phasenibergangstem-
peratur betrachtet. Die CNA erlaubt aber auch dieek$uchung von lokalen Verande-
rungen der Rigiditat und Flexibilitdt im Netzwedig nur fur die mikroskopische Stabi-
litat einer bestimmten Region von Bedeutung sirakdle Verdnderungen der Rigiditat
und Flexibilitat finden bei Temperaturen unterhdés Phasenlibergangstemperatur statt
und konnen insbesondere flr die Bioaktivitat destétns von Bedeutung sein. Experi-
mentelle Untersuchungen zeigten, dass thermophdeeiRe trotz globaler Rigidisie-
rung wichtige flexible Bereiche (und damit ihre magkopische Stabilitat) konserviert
haben (Somero 1978; Jaenicke und Bohm 1998; StanteBrunner 2008). In diesem
Kapitel wird die mikroskopische Stabilitdt der mesmd thermophilen Proteine aus
dem Datensatz aus der Simulation der thermischéfaliemg dieser Proteine bestimmt
und quantitativ verglichen.

Zur Bestimmung der mikroskopischen Stabilitat vaot&inen aus der Simulation
der thermischen Entfaltung muss untersucht werdenyelcher Temperatur ein ,rigi-
der Kontakt“ zwischen zwei Resten gebrochen odsgehildet wird. Ein Rest wird
dabei durch sein &GAtom représentiert. Ein rigider Kontakt zwischemez Resten be-
steht, wenn die beiden Reste zum selben ClustdirgehDer Kontakt ist gebrochen,
sobald dieser Cluster zerféllt. Die Temperatur, dei ein rigider Kontakt gebrochen

wird, ist proportional zu seiner mikroskopischemlitat. Die Stabilitatswerte sind in
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kcal mol* und relativ zur makroskopischen Thermostabilitijegeben: Bricht ein rigi-
der Kontakt unterhalb der Schmelztemperatur desiftso ist er instabil. Bricht er

dagegen oberhalb der Schmelztemperatur, so isalat. Die auf diese Weise bestimm-
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Abbildung 16. Kombinierte Stabilititskarte flir meso- und therimtgp thermolysindhnliche Protease
(TLP). Die Stabilitatswerte sind relativ zur maktopischen Thermostabilitdt angegeben. Die mikrosko-
pischen Stabilitatswerte der Kontakte sind farbkoldiert, wobei rot stabile und weil instabile Kate
bedeuten. In der oberen Halfte Gber der Diagonailed die mikroskopischen Stabilitatswerte fir das
mesophile, in der unteren Halfte die fur das thehile Protein aufgetragen. Die beiden Kartenhélften
wurden unter Verwendung des in Abbildung 7 gezeig8trukturalignments kombiniert. Gaps im
Alignment sind auf der Karte grau dargestellt. Kgische Reste werden durch schwarze Pfeile, weiter
fur die Katalyse, die Substrat- oder Kofaktorbinguwaichtige Reste (siehe Text) durch graue Pfeile ge
kennzeichnet. Die Kontakte zwischen den Resten ieseRcluster sind mit einer durchgezogenen Linie
umrandet. Die Kontakte zwischen den Resten derlangHelix in der N-terminalen Doméne sind mit

einer gestrichelten Linie umrandet. Dieser BerelehStabilitétskarte ist zudem vergréRert dargistel

ten mikroskopischen Stabilitatswerte aller Kontakteschen zwei Resten konnen auf

einer zweidimensionalen Stabilitdtskarte abgebidsiden.



Ergebnisse und Diskussion 85

Stabilitatskarten kdnnen hinsichtlich ihres Aufbaunis den von Livesay und Jacobs
verwendeten Kooperationskorrelationskarten (Livesag Jacobs 2006; Livesay al.

2008) oder mit Fluktuationskorrelationskarten vietggn werden. Die Stabilitatskarten
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Abbildung 17. Kombinierte Stabilitatskarte fir meso- und therimitgp 3-Isopropylmalatdehydrogenase
(IPMDH). Die Stabilitatswerte sind relativ zur makkopischen Thermostabilitdét angegeben. Die mikro-
skopischen Stabilitatswerte der Kontakte sind faenbkodiert, wobei rot stabile und weil3 instabilerik
takte bedeuten. In der oberen Halfte Uber der Dialgm sind die mikroskopischen Stabilititswerte fur
das mesophile, in der unteren Halfte die fur dasniophile Protein aufgetragen. Die beiden Karteéhhal
ten wurden unter Verwendung des in Abbildung 8 mgea Strukturalignments kombiniert. Gaps im
Alignment sind auf der Karte grau dargestellt. Kgische Reste werden durch schwarze Pfeile, weiter
fur die Katalyse, die Substrat- oder Kofaktorbinguwaichtige Reste (siehe Text) durch graue Pfeile ge
kennzeichnet. Die Kontakte zwischen den Resten ieseRcluster sind mit einer durchgezogenen Linie

umrandet. Die Abkirzung UE steht fir Untereinheit.

unterscheiden sich aber dahingehend von Korrelskmoperations- oder Fluktuations-
korrelationskarten, dass sie direkte Informatiodibar die Verteilung der Rigiditat und

Flexibilitat in der Proteinstruktur liefern und nads der Simulation der thermischen
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Entfaltung berechnet werden. Korrelationskoopenstiooder Fluktuationskorrelations-
karten werden dagegen aus Ensembles berechnentidieder mit Hilfe von Methoden

aus der statistischen Thermodynamik oder MD-Sinardanh erzeugt werden mussen.
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Abbildung 18. Histogramme der Unterschiede zwischen den mikiguskben Stabilitdten der rigiden
Kontakte in thermophiler thermolysinahnlicher Peste (TLP) (a) und 3-lIsopropylmalatedehydrogenase
(IPMDH) (b) und den mikroskopischen Stabilititerr datsprechenden rigiden Kontakte im jeweiligen
mesophilen Protein. Insgesamt sind 49.928 (a) &&0B0 rigide Kontakte (b) berticksichtigt. Ein nega
tiver Stabilitatsunterschied deutet darauf hin,sdder rigide Kontakt im thermophilen Protein stabikt

als im mesophilen Protein.

Stabilitatskarten flr TLP und IPMDH sind in Abbikiy 16 bzw. Abbildung 17 ge-
zeigt. Die mikroskopischen Stabilitdtswerte derdeg Kontakte sind farblich kodiert,
wobei rot stabile und weil3 instabile Kontakte beédeuBei den gezeigten Karten han-
delt es sich um ,kombinierte* Stabilitatskartene @intlang der Diagonalen zweigeteilt
sind. In der obere Halfte sind die mikroskopiscBeabilitdtswerte der rigiden Kontakte
im mesophilen Protein, in der unteren Halfte diethmrmophilen Protein aufgetragen.
Die beiden Kartenhalften wurden entsprechend emwesr durchgefuhrten Struktura-
lignments kombiniert. Im Fall von TLP und IPMDH vder dafir das in Abbildung 7
bzw. Abbildung 8 gezeigte Alignment verwendet. GepAlignment sind auf der Kar-
te grau dargestellt.

Aus den Stabilitatskarten ist ersichtlich, dassdagontakte zwischen den im je-
weiligen Riesencluster enthaltenen Resten eine hmkeskopische Stabilitat haben.
Diese Kontakte zwischen den Resten im jeweiligezs&icluster sind in Abbildung 16
und Abbildung 17 zur Orientierung mit einer durchggenen Linie umrandet. In Uber-
einstimmung mit den bisherigen Ergebnissen rekektlso auch die Stabilitatskarte,

dass die Grof3e und Lage des Riesenclusters im Beé¢zyes meso- und thermophilen
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Proteins korrespondierend ist. Neben der Konsdhadrdes Riesenclusters lasst sich in
der Stabilitatskarte aber auch erkennen, dass wieilere rigide und flexible Bereiche

im meso- und thermophilen Protein konserviert sind.

Tabelle 5. Quantitativer Vergleich der mikroskopischen Stgdtitn homologer Strukturen Uber die Kor-

relation der Stabilitdtskarten des meso- und thetiten Proteins.

Proteinfamilie® r

1 0,46
4 0,30
5 0,48
6 0,55
8 0,69
9 0,35
10 0,65
11 0,66
12 0,33
13 0,53
15 0,74
16 0,25
18 0,90
Mittelwert 0,53+0,19

4 Nummern entsprechen den Nummern der ProteinfamiieTabelle 1° Korrelationskoeffizient nach

Pearson.

In Abbildung 18 sind Histogramme der Unterschiesésehen den mikroskopi-
schen Stabilitaten der rigiden Kontakte in thermigphTLP und IPMDH und den mik-
roskopischen Stabilitaten der entsprechenden ngikitentakte im jeweiligen mesophi-
len Protein gezeigt. Ein negativer Stabilitatsusitbired deutet darauf hin, dass der rigi-
de Kontakt im thermophilen Protein stabiler ist ialsmesophilen Protein. Sowohl for
TLP als auch IPMDH betragt der Stabilitatsuntersdhidler meisten rigiden Kontakte
zwischen 0 und —2,0 kcal mlwobei ungefahr 55 bzw. 75 % der Kontakte einen St
bilitatsunterschied zwischen 0 und —1.0 kcal Taufweisen. Somit ist klar, dass im
thermophilen Protein die meisten rigiden Kontak&bger sind als im mesophilen Pro-
tein. Allerdings ist die Zunahme in der Stabiligib rigiden Kontakt nicht besonders
grof3.

Die mikroskopische Stabilitdt homologer Struktuears dem Datensatz kann quan-

titativ verglichen werden, indem die Korrelationr dgtabilitatskarten des meso- und
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thermophilen Proteins berechnet wird. Korrelatimefkzienten der Paare homologer
Proteine aus dem Datensatz sind in Tabelle 5 asfgelDie Korrelation wurde nur far
die zwei Drittel der Paare von Proteinen aus dete3atz berechnet, fur die das ther-
mophile Protein thermostabiler als das mesophitéelT vorhergesagt wurde. Die Wer-
te reichen von 0,25 bis 0,90, mit einem Mittelwesh 0,53+ 0,19. Alle Korrelationen
sind signifikant p < 0,05). Als Beispiel sind in Abbildung 19 Streudiagme gezeigt,
in denen die mikroskopischen Stabilitatswerte dgiden Kontakte in mesophiler TLP
und IPMDH gegen die mikroskopischen Stabilitatsevedter entsprechenden rigiden

Kontakte im jeweiligen thermophilen Protein aufggen sind.

a) b)
"__| A (=] D(I)(DOCD/AO 00 0 — o (=} @ 0/
'6 88:&%00 o° o o M i
E ° ﬁ@”B 8 o B o o o
- > -1 -] 8
@® o 0/ BBBBS 8 o 000 &
O L o S g
N o o /oo ° & B8 8
= og; PR 8 8 &8 eee‘)@;@ﬁ g B
p o 8 oo d & /
-S_ 3o /® m§ o 3 o 90% og%“%@g &0 §
o o/"omoo::g ° o 9 o o oRd o goéeec:@, o 8
S 0 Fols g 8 *1o AITR. B
= o/ @ o @ o 000
(0] -4 /8 °x o s o o0 o o
- /
=) - & o . owoo . o
:'(-U' o °° / o o o
-:'_: 5 | / 2. ©
= / 5 | °
-Q ° o [<] o o
: / / °
-6 o / @ o o [ele] -6 . o o © @O oo O oo o
T T T T T
-8 -6 -4 -2 -6 -5 -4 -3 2 - 0
I K apeg ss -1
Stabilitat (mesoph.) [kcal mol™] Stabilitat (mesoph.) [kcal mol™]

Abbildung 19. Streudiagramme, in denen die mikroskopischen Btibiverte der rigiden Kontakte in
mesophiler thermolysindhnlicher Protease (TLP)ufa 3-lsopropylmalatedehydrogenase (IPMDH) (b)
gegen die mikroskopischen Stabilititswerte derpeathenden rigiden Kontakte im jeweiligen ther-
mophilen Protein aufgetragen sind. Zudem ist dieaGe der optimalen Ubereinstimmung gezeigt. Insge-
samt sind 49.928 (a) und 238.050 rigide Kontak}eb@siicksichtigt.

Die mikroskopischen Stabilitaten der homologen mesa thermophilen Proteine
aus dem Datensatz sind also sehr dhnlich. DiesdichRait ist ein klarer Hinweis auf
die Bedeutung der durch die mikroskopischen Stabibedingten lokalen Flexibilitat
fur die Bioaktivitat. Diese Ergebnisse sprechendié Theorie der korrespondierenden
Zusténde, die besagt, dass bei der thermophilemgsyng trotz globaler Rigidisierung
fur die Bioaktivitat wichtige flexible Bereiche kserviert sind (Somero 1978; Jaenicke
und Bohm 1998; Sterner und Brunner 2008).
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5.1.5 Mikroskopische Stabilitat und Bioaktivitat

In den vorangehenden Kapiteln konnte gezeigt werdass die thermophile An-
passung der thermophilen Proteine aus dem Dateiibatzeine globale Rigidisierung
der Struktur erfolgt. Andererseits konnte eine gré®nlichkeit der mikroskopischen
Stabilitaten homologer meso- und thermophiler Pnetéestgestellt werden, was auf die
Bedeutung lokaler Flexibilitat fur die Bioaktivithindeutet. Experimentell ist das Zu-
sammenspiel zwischen Flexibilitat, Stabilitat unétiditat vielfach mit Hilfe kineti-
scher Parameter fir die Enzymfunktion und Kataly&e und keo) untersucht worden
(Fields 2001). Diese Parameter sind allerdingseimuindirektes Malf3 fur die Flexibilitat
und liefern keine Informationen Uber die Bedeutwsy Flexibilitat einzelner Reste
(Georletteet al.2004).

Hilfreich sind hier physikalische Methoden, mit dendie Dynamik der Struktur in
atomarer Auflosung untersucht werden kann, wie pelsveise H/D-
Austauschexperimente, Neutronenstreuung und NMRiBskopie (Sterner und
Brunner 2008). Die experimentelle Beschreibung @Quéntifizierung der Flexibilitat
bleibt in vielen Fallen aber insbesondere hinsichttler verschiedenen Arten und Zeit-
skalen der gemessenen Bewegungen schwierig (KalnenzeMiddaugh 2008; Sterner
und Brunner 2008). Die gemessene Dynamik (Bewegishgur ein indirektes Malf3 fir
die tatséchlich vorhandene Flexibilitdt (Beweglielk Diese Schwierigkeiten bei der
Interpretation experimenteller Daten sind moglierese die Ursache dafir, dass einige
thermophile Enzyme &hnlich flexibel (Hollien und iasee 1999; Hollien und Marqu-
see 2002) oder sogar flexibler (Fitter und Heb2@80; Hernandeet al. 2000; Fitteret
al. 2001; Hernandez und LeMaster 2001) als homologsopigle Proteine zu sein
scheinen (Jaenicke 2000).

Wenn Veranderungen der Rigiditat und Flexibilitagedgen mit Hilfe der CNA be-
stimmt werden, dann muissen keine Annahmen UberAdien und Zeitskalen der
zugrunde liegenden Bewegungen gemacht werden, idesiesem Fall wird die Flexi-
bilitdt im Netzwerk meso- und thermophiler Protedieekt und in atomarer Auflésung
bestimmt. Diese Starken der CNA werden in diesempit€hausgenutzt, um die lokale
Flexibilitdt und die mikroskopischen Stabilitatsteekatalytischer sowie weiterer fur
die Katalyse, die Substrat- oder Kofaktorbindunghtiger Reste von meso- und ther-
mophiler TLP (Abschnitt 5.1.5.1) und IPMDH (Absattirb.1.5.2) vorherzusagen. Diese

Vorhersagen werden mit experimentellen Daten aukiteratur verglichen.
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5.1.5.1 Lokale Flexibilitat von thermolysinéhnlichen Proteasen

Das aktive Zentrum von thermolysinahnlichen Prataasefindet sich in einer Ver-
tiefung zwischen der N- und der C-terminalen Doméve auch ein katalytisches Zin-
kion gebunden ist. Fur die katalytische Funktionseeron TLP wurden zwei Mecha-
nismen vorgeschlagen. Demnach fungiert entweder 184 (Hangaueet al. 1984;
Matthews 1988) oder His 232 als ProtonenakzeptoockMund Aksamawati 1994;
Mock und Stanford 1996). In jedem Fall spielen G4, His 232, Tyr 158 und ein an
das Zinkion gebundenes Wassermolekul bei der Ksgadyne wichtige Rolle (Adekoya
und Sylte 2009). Das Zinkion wird von His 143 uré71Glu 167 sowie einem Was-
sermolekdl koordiniert. Die meisten der katalyteschund das Zinkion koordinierenden
Reste sind in der zentralerHelix (Reste 139-154) enthalten, die den Bodena#tér
ven Tasche bildet (Adekoya und Sylte 2009). Diaalygéischen und das Zinkion koor-
dinierenden Reste sind in dem in Abbildung 7 gdeeigAlignment meso- und ther-
mophiler TLP durch eine schwarze Schattierung saweer in Abbildung 16 gezeigten
Stabilitatskarte durch schwarze Pfeile gekennzethn

Untersuchungen mit rechnerischen Methoden zeigli@ss die Substratbindung und
Katalyse von TLP eine Scharnierbeweguhih@e bending motignerfordert, bei der
sich die beiden Doménen des Enzyms Uber der akiiesnohe schlie3en (van Aalteh
al. 1995). Die zentrale-Helix oder Strukturbereiche in unmittelbarer Naatdzhaft
fungieren dabei als flexibles Scharnier. Mit Hilfen Mutationsstudien konnte gezeigt
werden, dass insbesondere Gly 136 und 137 am Nralen Ende der zentralen
a-Helix fur die Scharnierbewegung von Bedeutung gvdltman et al. 1998). Der
Austausch dieser Reste beeinflusst die Bewegung&degms bei der Katalyse, was zu
einer Anderung vol fiihrt (Veltmanet al. 1998). Dariiber hinaus ist ein weiteres Gly
(Rest 79) in der Mitte der langenHelix in der N-terminalen Doméne (Reste 67-89)
fur die Bewegung von Bedeutung (Hollaedal. 1992; Hollandet al. 1995; Veltmaret
al. 1998). Der Austausch von Gly 79 verandert die ibigtét der aktiven Tasche und
hat einen Einfluss auf die Affinitat des Enzyms z@Gubstrat. Die fur die Funktion
wichtigen Reste sind in dem in Abbildung 7 gezeigdignment meso- und thermophi-
ler TLP durch eine graue Schattierung sowie inideXbbildung 16 gezeigten Stabili-
tatskarte durch graue Pfeile gekennzeichnet.

Mikroskopische Stabilitatswerte der fur die Funktiichtigen Reste 79, 136 und
137 koénnen aus der Simulation der thermischen Hmiig bestimmt werden. Dazu

wird die in Abbildung 16 gezeigte kombinierte Stadliskarte von meso- und ther-
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mophiler TLP untersucht. Es ist zu erwaten, dasskiintakte zwischen den fir die
Funktion wichtigen Resten und ihren Nachbarn relastabil sind. Dies ist die Voraus-
setzung fir ihre lokale Flexibilitat. Fir Gly 79rka dies insbhesondere f&. cereus
TLP beobachtet werden. So sind die Kontakte zwisd¢Rest 79 und anderen Resten in
der langenu-Helix in der N-terminalen Domane (Reste 67—8%trelinstabil, wenn sie
mit den Kontakten zwischen den anderen Restenrdiedelix verglichen werden. Die
Kontakte zwischen Resten in der langeHelix sind in Abbildung 16 zur Orientierung
mit einer gestrichelten Linie umrandet. Der entspemde Bereich der Stabilitatskarte
ist zudem vergrof3ert dargestellt. Rest 79 stellgllberweise eine ,Sollbruchstelle”
der langenu-Helix dar. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Bedwuiton Gly 79 fur die
Funktion auf einen kleinen Strukturbereich besckirést.

Die Bedeutung von Gly 136 und 137 als Reste im Satiakann mit Hilfe der Sta-
bilitatskarten ebenfalls gut beobachtet werden. Mfédh die Kontakte zwischen den
Resten des jeweiligen Riesenclusters eine hoheoskkpische Stabilitdt aufweisen,
wie auch die Kontakte zwischen den Resten desemgidlusters in der C-terminalen
Doméne (138-208), sind die Kontakte zwischen destdRel125-137 relativ instabil.
Bei Temperaturen leicht unterhalb der jeweiligerag@imiibergangstemperatur stellen
die Reste 125-137 somit einen flexiblen Bereich dar unmittelbar an die zentrale
a-Helix grenzt und dafir sorgt, dass das jeweiligesBncluster nicht mit dem die Reste
138-208 enthaltenden rigiden Cluster verschmeligt.R2ste 125-137 werden somit in
Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten alsadier vorhergesagt, das die
wichtige Bewegung der TLP bei der Katalyse ermigli©ie katalytischen und das
Zinkion koordinierenden Reste sind nur zum Tetllimsem flexiblen Bereich enthalten.

Aus den in Abbildung 20 a) und d) gezeigten RCD aldgiven Tasche mesophiler
TLP bzw. von Thermolysin bei 342 bzw. 364 K (enegiirend der Arbeitstemperatur
des jeweiligen Enzyms) ist ersichtlich, dass maradrekatalytischen und das Zinkion
koordinierenden Reste zu dem aus den Resten 13&e&d8henden rigiden Cluster in
der C-terminalen Domane gehéren. Diese Beobacttantgt darauf hin, dass die kata-
lytischen und das Zinkion koordinierenden Restesimem lokal stabilen Strukturbe-
reich enthalten sind, der global aufgrund der Aremégit des Scharniers flexibel ist.
Diese lokale Stabilitat und globale Flexibilitat rkde auch mit Hilfe von
H/D-Austauschexperimenten gezeigt werden (Liu undé¢mann 2008).

B. cereusTLP und Thermolysin unterscheiden sich in der Teragr ihrer maxi-

malen Aktivitat (de Kreijet al. 2000). Diese betragt fir das mesophile Enzym 60 °C
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und fur das thermophile 75 °C. Das thermophile Emzst zudem bei der Temperatur
maximaler Aktivitat des mesophilen Enzyms nur nocarginal aktiv. Mit Hilfe der

CNA kann gezeigt werden, dass dieses Verhaltereiaeh Verlust der Flexibilitat der

136-137

Abbildung 20. Aktive Tasche mesophiler (a, b) und thermophitarinolysindhnlicher Protease (TLP)
(b, c) bei der Arbeitstemperatur des mesophilenyBisz(342 K) (a, ¢) und der Arbeitstemperatur des
thermophilen Enzyms (364 K) (b, d). Es ist jewelils Zerlegung des Netzwerks in rigide Cluster (RCD)
gezeigt. Die rigiden Cluster sind als einheitlickfagbte Bereiche dargestellt, wobei der Riesenetust
blau eingefarbt ist. Die tbrigen Cluster sind durdahattiert. Von der Proteinstruktur ist nur dagck
grat gezeigt und dunkelgrau schattiert. Die kaisdy®en Reste sind rot, weitere fir die Katalyse,Slib-
strat- oder Kofaktorbindung wichtige Reste grirgefirbt.

fur die Funktion wichtigen Strukturbereiche zurtakren ist. So werden bei Tempe-
raturen um 20-30 K unterhalb der Phasentbergangstamar Kontakte zwischen den
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Resten des Scharniers (125-136), den Resten dssrRlesters und den Resten des
rigiden Clusters in der C-terminalen Doméane (13B)}2fusgebildet, was eine Rigidi-
sierung der gesamten aktiven Tasche zur Folgdrhatbbildung 20 c) ist die RCD der
aktiven Tasche fur das thermophile Enzym bei 34geKeigt. Diese Temperatur liegt
leicht unterhalb der Phasenlibergangstemperatl.fdoli TLP (350 K) und entspricht
der Arbeitstemperatur dieses Enzyms. Die Rigidisigrder aktiven Tasche ist klar zu
erkennen. Auf der anderen Seite ist die aktive Aasdes mesophilen Enzyms bei
364 K (entsprechend der Arbeitstemperatur von Thgrsim) vollstéandig flexibel
(Abbildung 20 b), was die Entfaltung und Inaktivieg des Enzyms zur Folge hat.

Bei der Entwicklung neuer thermostabiler Proteimelwmmer wieder versucht, die
Aktivitat von der Thermostabilitat zu entkoppelnduteamit durch geeignete Mutationen
Enzyme zu erzeugen, die sowohl thermostabil alb @ber einen grofen Temperatur-
bereich aktiv sind. Die Schwierigkeit dabei bestdatin, dass thermostabilisierende
Mutationen die Aktivitat negativ beeinflussen konnerenn sie aul3er den fur die globa-
le Stabilitdt wichtigen Bereichen auch die aktivesd@he rigidisieren, oder umgekehrt,
dass aktivierende Mutationen die Thermostabiligitimgern, wenn sie aul3er der Flexi-
bilitdt der aktive Tasche auch die Flexibilitat dér die globale Stabilitat wichtigen
Bereiche erhdhen. So fiuhrte der Austausch von 4&udurch Ser zu einer Erhdhung
der Flexibilitat der aktiven Tasche und somit détivitat, ohne die Thermostabilitat
des Proteins zu beeinflussen (Yasukawa und InoQ@&)2 Der Austausch von Gin 120
durch Glu fiihrte ebenfalls zu einer VerbesserungAd@vitat, allerdings wurde in die-
sem Fall auch die Thermostabilitat beeinflusst @kioro et al. 1995). Mit Hilfe der
CNA konnen diese Beobachtungen verstanden werdeideBReste befinden sich in
unmittelbarer Nachbarschaft des Scharniers, ddssarbilitat fir die Bioaktivitat von
Bedeutung ist. Rest 120 befindet sich darUber lsinawnmittelbarer Nahe einer vor-
hergesagten Entfaltungsregion (Tabelle 3). Mutatom den Entfaltungsregionen be-
einflussen die Thermostabilitdt des Proteins (Abg&th.1.3.1).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die CNA dahingehginelidn zur Unterstiitzung
des Protein Engineering ist, dass der Effekt eihgtation auf die Thermostabilitat und
auf die Aktivitdt abgeschatzt werden kann. Zudemneh die Simulationsergebnisse
maoglicherweise Hinweise darauf geben, in welcherei8ben der Struktur thermostabi-
lisierende Mutationen eingefthrt werden kdnnen,kagimen negativen Einfluss auf die
Aktivitat haben.
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5.1.5.2 Lokale Flexibilitat von 3-Isopropylmalatdehydrogenasen

Das aktive Zentrum von 3-Isopropylmalatdehydrogenabefindet sich in einer
Vertiefung zwischen der ersten und zweiten Domarkhesteht aus Resten beider Un-
tereinheiten des homodimeren Enzyms (Kadehal. 1995). Die katalytischen Reste
Lys 195 und Asp 227 gehoéren zu der einen Unterdinhgr 145 zu der anderen. Die
katalytischen Reste sind in dem in Abbildung 8 ggea Alignment meso- und ther-
mophiler IPMDH durch eine schwarze Schattierungieaw der in Abbildung 17 ge-
zeigten Stabilitatskarte durch schwarze Pfeile gekeichnet. Aus der in Abbildung 21
a) und d) gezeigten RCD der aktiven Tasche Eonoli bzw. T. thermophiludPMDH
bei 337 bzw. 352 K (entsprechend der Arbeitstentpemrdes jeweiligen Enzyms) ist
ersichtlich, dass sich die katalytischen Reste 185, und 227 in unmittelbarer Nach-
barschaft des Riesencluster befinden, selbst abkt zu diesem Cluster gehoéren. Die
Untersuchung der in Abbildung 17 gezeigten kombiare Stabilitdtskarte von meso-
und thermophiler IPMDH zeigt, dass die Kontakte solien den katalytischen Resten
und ihren unmittelbaren Nachbarn relativ instalmitiswenn sie mit den Kontakten der
im Riesencluster enthaltenen Reste verglichen werdese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die katalytischen Reste von IPMDH andéssdie katalytischen Reste von
TLP in einem lokal flexiblen Strukturbereich entieal sind, der global aufgrund seiner
unmittelbaren Nachbarschaft zum Riesencluster|stisot wird.

Eine genauere Betrachtung der mikroskopischen |ébiverte des thermophilen
Enzyms zeigt, dass bei Temperaturen von 7-10 Krhaite der Phasentbergangstem-
peratur Kontakte zwischen den katalytischen Restehden Resten des Riesenclusters
ausgebildet werden. In Abbildung 21 c) ist die R@& aktiven Tasche fUrF. ther-
mophilusiPMDH bei 337 K gezeigt. Diese Temperatur entsprier Arbeitstemperatur
des mesophilen Enzyms. Der Verlust der lokalenibiitét der katalytischen Reste ist
klar zu erkennen. Méglicherweise tragt dieser Varhler lokalen Flexibilitat dazu bei,
dass das thermophile Enzym bei der Arbeitstempedds mesophilen Enzyms nur
noch marginal aktiv sein kann. Auf der andereneSsitdie aktive Tasche des mesophi-
len Enzyms bei 352 K (entsprechend der Arbeitsteatpedes thermophilen Enzyms)
vollstandig flexibel (Abbildung 21 b), was die Eatiing und Inaktivierung des Enzyms
zur Folge hat. Tatséachlich konnte experimentelleggzwerden, dass die Temperatur
fur die optimale Aktivitat vorkE. coli IPMDH 50 °C, die fUrT. thermophiludPMDH
74 °C betragt, und dags thermophiludPMDH bei der Temperatur maximaler Aktivi-
tat des mesophilen Enzyms nur noch marginal aktiw@dszkyet al. 1998).
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Neben den mikroskopischen Stabilitatswerten desly@aschen Reste sind in erster
Linie auch Veranderungen der Rigiditat und Flexdilder substrat- und kofaktorbin-
denden Reste fur die Bioaktivitat der IPMDH von Betling. Eingehende Analysen der

b)

334-347  261-266 . - 334-347 261-266

C) 284-299 261-266

284-299 334-347 d) 334-347

-

>

Abbildung 21. Aktive Tasche mesophiler (a, b) und thermophilelsd&ropylmalatdehydrogenase
(IPMDH) (c, d) bei der Arbeitstemperatur des medlephEnzyms (337 K) (a, ¢) und der Arbeitstempera-
tur des thermophilen Enzyms (352 K) (b, d). Egdeteils die Zerlegung des Netzwerks in rigide Glust
(RCD) gezeigt. Die rigiden Cluster sind als einligit gefarbte Bereiche dargestellt, wobei der Riese
cluster blau eingefarbt ist. Die Ubrigen Clusterdsilunkel schattiert. Von der Proteinstruktur ist das
Ruckgrat gezeigt und dunkelgrau schattiert. Dieligischen Reste sind rot, weitere fiir die Katalyhe

Substrat- oder Kofaktorbindung wichtige Reste griingefarbt.

verfugbaren Kristallstrukturen von IPMDH zeigterasd bei der Substrat- und Kofak-
torbindung eine induzierte Anpassumgd{ced fij der Tasche erfolgt (Hurley und Dean
1994; Kadoncet al. 1995). Insbesondere die Kofaktorbindung 16st Komfationsve-

randerungen in unmittelbarer Nahe der Adenosin- derdNikotinamidbindestelle aus.
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So bewegen sich dies€Atome der Reste 14-18, 284-299 und 334-347 iredsen
Doméne sowie der Reste 261-266 am Doméanen-Intenfaceis zu 2,5 A bei der Bin-
dung der Adenosineinheit (Hurley und Dean 1994; dfadet al. 1995). Die Reste
77-91 in der ersten Doméne bewegen sich dagegedebddindung der Nikotinami-
deinheit (Hurley und Dean 1994). Alle diese Reg#niden sich in Loops, mit der Aus-
nahme der Reste 16-18 und 90-91, die an den Nrialeni Enden zweiaxr-Helices
liegen. Untersuchungen der konformationellen Vee#mdgen bei der Bindung des
NAD*-Analogons ADP-Ribose zeigten, dass sich der ausRissten 284-299 beste-
hende Loop Uber der ADP-Ribose schlief3t (Kadehal. 1995). Diese Schliel3bewe-
gung erlaubt es den Resten Asp 289 und lle 29@de@nosineinheit spezifisch zu bin-
den.

Bei der Bestimmung der mikroskopischen Stabilité&tsesder Reste in den wichti-
gen Loops ist zu erwarten, dass Kontakte zwischesed Resten und ihren Nachbarn
relativ instabil sind, da dies die Voraussetzunglite lokale Flexibilitat ist. Aus der in
Abbildung 17 gezeigten kombinierten Stabilitats&ast ersichtlich, dass die mikrosko-
pischen Stabilitatswerte dieser Reste tatsachkti gering sind. Die aus den Resten
14-18 und 77-91 bestehenden Loops verlieren ituadd-lexibilitat bei Temperaturen
um 10-20 K unterhalb der Phasentibergangstempeidtiglicherweise tragt dieser
Verlust der lokalen Flexibilitdt wiederum dazu baass das thermophile Enzym bei der
Temperatur der maximalen Aktivitat des mesophilezyins nur noch marginal aktiv
sein kann. Ein Austausch von Resten in diesen titiodreichen kann die lokale Flexi-
bilitdt und die Aktivitat des thermophilen Enzymai Iniedrigen Temperaturen erhéhen.
Tatsachlich konnte durch das Einfihren von Mutaiom diesen Bereichen eine Form
der T. thermophiludPMDH entwickelt werden, die bei niedrigen Temperan aktiv
und trotzdem thermostabil ist (Hirog al. 2001; Yasugiet al. 2001; Yasugiet al.
2001; Suzuket al.2002).

5.2 Analyse statischer Netzwerke von Phytasen

Phytasen sind Phytinsédure zersetzende Enzymen dieriSchweine- und Geflugel-
zucht als Zusatzstoff in pflanzlichem Futter eirejeswerden (Haefneat al. 2005). Im
Gegensatz zu Wiederkauern konnen Schweine und geéftien zu 80 % in Form von
Phytinsdure gebundenen Phosphor in pflanzlicherdvahnicht nutzen. Dies macht die
Zufutterung anorganischen Phosphats erforderlighbéi falscher Dosierung zu erheb-

lichen Umweltbelastungen fiihren kann (Braairal. 2006). Durch den alternativen Zu-
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satz von Phytase wird der in den Futterpflanzerhasdlene Phosphor als Nahrstoff
erschlossen. Auf die sonst Ubliche Zufutterung RPtiwsphat kann dann mit positivem
Effekt fir die Umwelt verzichtet werden: Allein der Schweinezucht konnte der Phos-
phataustrag Uber die Gille nach Einsatz von Phytase 30 % verringert werden
(Braunet al. 2006). Die bei der Produktion des Futters (Pédiethg) auftretenden ho-
hen Temperaturen (70-90 °C) machen es erfordertlabs die eingesetzte Phytase
thermostabil ist. Gleichzeitig muss sie aber bedrigeren Temperaturen im Magen der
Tiere (30—40 °C) aktiv sein.

Derzeit sind verschiedene in der EU als Futteraitatzstoff zugelassene Phyta-
sen auf dem Markt erhaltlich. So auch die unterHkandelsbezeichnung Natuphos von
der BASF SE, Ludwigshafen, erhaltliche Phytase @& Organismusispergillus
ficum (Simon und Igbasan 2002). Aufgrund der hohen Atdarngen an das Produkt
besteht auch weiterhin die Notwendigkeit, Phytaseinverbesserten thermischen Ei-
genschaften, die sowohl die Stabilitat als auchAkavitat betreffen, zu entwickeln
(Simon und Igbasan 2002). Dabei kommen verschied@sétze des Protein Enginee-
ring zum Einsatz, wie beispielsweise die gerichtew®lution, bei der das natirliche
Evolutionsprinzip kopiert wird: Sequenzen des uisgtichen Proteins werden zufallig
mutiert und exprimiert. Die Bibliothek der so ergen Sequenzen kann bis zu® 10
Mutanten enthalten. AnschlieBend wird nach gewitesdfriterien (Stabilitat, Aktivi-
tat, Selektivitatgescreenbder selektiert (Eijsinlet al. 2005). In der Praxis stellt dabei
die GroRRe der Bibliothek einen limitierenden Fakdar. Daher sind Ansatze von Inte-
resse, die bei dem Aufbau ,zielgerichteter” Bildtieken helfen.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte anhand der ps@lhomologer meso- und
thermophiler Proteine gezeigt werden, dass demex@dthe Ansatz der Analyse stati-
scher Netzwerke die thermische Stabilitat eineuk®tr abschatzen kann, andererseits
Hinweise darauf gibt, in welchen Bereichen der I8truthermostabilisierende Mutatio-
nen eingefuhrt werden kdnnen. Zudem konnte gexegtlen, dass der Einfluss einer
maoglicherweise thermostabilisierenden Mutation digf Bioaktivitdt des Enzyms bei
niedrigen Temperaturen vorhergesagt werden kanmitDst die CNA moglicherweise
hilfreich zur Unterstltzung des Protein Engineewmog Phytasen, indem sie die expe-
rimentell zu testenden Mutationen auf wenige Striddreiche begrenzt und dadurch
den Aufbau einer zielgerichteten Bibliothek erméigli Um dies zu Uberprifen, werden
in diesem Teil der Arbeit thermische Entfaltungasdetionen einer Serie von Phytasen

durchgefihrt und ausgewertet. Das Ziel dabei besiieht darin, tatsachlich eine Phy-
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tase mit verbesserten Eigenschaften zu entwiclsgindern zu zeigen, dass mit der
Entwicklung der CNA die methodischen Grundlagencgaffen wurden, ein solche
Aufgabe durchzufiihren. Der verwendete Datensat wiKap. 5.2.1 beschrieben.

Von den meisten Phytasen aus dem Datensatz sindarmaologiemodelle verfiig-
bar, deren Qualitat in der Regel geringer ist aswbn Kristallstrukturen. Um diese
Strukturen niedriger Qualitat dennoch untersuchekdnnen, muss die CNA auf kon-
formationelle Ensembles von Strukturen angewendaeti@n, die zuvor zur Verbesse-
rung (,Verfeinerung“) der Homologiemodelle erzewgirden. Die mit Hilfe von MD-
Simulationen erzeugten konformationellen Ensembtks Phytasen werden in
Kap. 5.2.2 beschrieben. Fir die Phytasen aus datienBatz werden thermische Stabili-
taten vorhergesagt und in Kap. 5.2.3 mit experiglean Daten verglichen. In
Kap. 5.2.4 erfolgt die Beschreibung der Ergebneisgehender Analysen der thermi-
schen Entfaltungssimulationen. Dabei werden mogliamolekulare Grundlagen der
Thermostabilitdt zweier Phytasen aus dem Datemkskntiert und Entfaltungsregionen
vorhergesagt, die mit Strukturbereichen vergliciharden, in denen thermostabilisie-
rende Mutationen experimentell eingefuihrt wurdenkKép. 5.2.5 werden die Vorhersa-

gen fUr eine weitere Phytase experimentell getestet

5.2.1 Datensatz

Der in diesem Teil der Arbeit verwendete Datenssgteht aus sechs homologie-
modellierten sowie drei Kristallstrukturen von 3yRisen (EC 3.1.3.8). Die Strukturen
sowie deren Eigenschaften sind in Tabelle 6 aiwdtpli Die Phytasen aus dem Daten-
satz kbénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. @gte Gruppe enthélt Phytasen aus
Askomyzeten Aspergillug und Mutanten davon. In ihr sind die Kristallstuten der
PhyA Phytasen aus. ficum(Natuphos) und\. fumigatusenthalten. Zudem gehdren die
anhand der Kristallstruktur déx. ficumPhyA Phytase homologiemodellierten Struktu-
ren der Consensus-Phytase 10 und der Phytase DaMedleser Gruppe. Die zweite
Gruppe enthélt Phytasen aus EnterobakteiscHerichiaund Yersinig und Mutanten
davon. In ihr sind die Kristallstruktur dé&. coli AppA Phytase sowie die anhand des
E. coli Enzyms homologiemodellierte Struktur der Phytasmarum enthalten. Auch
drei Phytasen aug. mollaretij der Wildtyp (WT) sowie zwei Mutanten (M1 und M2),
gehdren zu dieser Gruppe.

Die Strukturen innerhalb einer Gruppe weisen emlehSequenz- und Strukturéhn-
lichkeit auf. Die Sequenzidentitat von Phytasen\arschiedenen Gruppen ist dagegen

gering. So sind die Sequenzen derficumPhyA undE. coli AppA Phytase nur zu
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16 % identisch (Limet al. 2000). In Abbildung 22 ist das SequenzalignmemtQien-
sensus-Phytase 10, dér coli AppA und derY. mollaretii WT Phytase gezeigt. Die

A a
I o
CP 10 DTIVDGGYQCFPEISHLWGTYSPFFELADESAISPDVPKGEBRVTFVQVLSRHGARYPTSSA 60
Bic. APPA i .ssesssasssnssosssaassnisissassss SEPE.LKLESVVIVSRHGVRAPTKAT 25
Yom. WT e e e e e e e e e LERVVILSRHGVRSPTKQT 19
; i
«/B-Domiine a-Domdine
a b c
RQQEQAVAQQAVQQQ RQQQQQ RQQEOAAANANVVQQAAAAAAAQ
CP 10 SKAYBALIEAIQRNATAFKGKYAFLKTYNYTLGADDLTPFGEQQMVNSGIKFYRRY.K. . 117
FE.c. AppA QLMODVTPDA. .. ..ttt e e e n WPTWPVKLGRLTPRGGELIAYLG.HY@RQRLVAD 68
Y.m. WT ELMNDVTPDK........0oi. WPQWPVPAGYLTPRGAQLVTLMG.GFYGDYFRNQ 62
L
T
a-Domdine a/ B-Domdine
c B d C
eea _—— . QQQQQQQQQQQAAAANCQCQQQQ —
CP 10 .ALARKINIP..... FIRBSGSDRVIASAEKFIEGFQSA..KLADPGANPHQASPVINVEI 169
FE.c. AppA GLLAKRGCPQSGQVAIIADVDERTRKTGEAFAAGLAPDCAITVHTQADTSSPDPLFEN. . . 125
Y.m. WT GLLP .AGCPADGTLYAQADIDQRTRLTGQAFLDGIAPGCGLKVHYQADLKKVDPLFH. .. 118
«/B-Domiine
e f g
QOO 0000000V VVONNNNNN . QQQOOAAQQQD
CP 10 PEGABYNNTLDHGLCEAFEESTLEDDVER. ... ... NFTAVFEPP IRARLEAHLPG. ... 218
FE.c. RBppA ... ... .. PLKTGVCQL.DNANVTDAILSRAGGSIADFTGHRQTAFRELERVLNFPQSNL 176
Ym. WT ... PVEAGVCQL.DSTQTHRAIEAQLGAPLSELSQRYAKPFAQMGEILNFTASPY 169
i
«/B-Domiine a-Domdne
X Y h
— == 000000000000000_
CP 10 . issscssasssmssamssassses s e VNLTDEDVVNLMDMCPFDTMA.......... 239
FE.c. RppA CLKREKQDESCSLTQALPSELKVSAD. .NVSLTG..AVSLASMLTEIFLLQQAQGMPEPG 232
Y.m. WT CKSLQQQGKSCDFATFAANEVKVNQQGTKVSLSG. .PLALSSTLGEIFLLQNSQGMPDVA 227
a-Domdne
i J k
RQOO . 0000000000V QAVAAAAQ RQQOOOVOOQVOOQAQ
CP 10 . .RTSDATQLEPFCDLFTHDEWIQ YLOSLGKYYGYGAGNPLGPAQGVGFVNELIARLT 297
E.c. AppA WGRITDSHQWNTLLSL..HN. .AQFMLLOR. . . ¢ttt ittt ittt et e e TPEVARSR 266
Y.m. WT WHRLSGAENWVSLLSL..HN. .AQFDLMAK. . . . . ittt ittt iie e TPYIARHK 261
f
a-Domdne «/B-Domiine
D l
. Q0QQ0Q00000Q
CP 10 HSBVQDHTSTNHTL...DS. .NPATFPLNA..TLYADFSHDNTMEMSIBFALGLY...... 344
E.c. AppA ATPLLDLIKTALTPHPPQKQAYGVTLPT....SVLFIAGHDTNLANLGGALELNWTLPGQ 322
Y.m. WT GTPLLQQIVTALVL...QRKGQGQTLPLSEQTKLLFLGGHDTNIANIGGMLGANWQLPQQ 318
«/B-Domiine
z E F
Cp 10 .NGTKPESTTSVESIEETDGYSAEWIVPFAARAYVEMMQCEABKEPLVRVL.VN.DRVVP 401
FE.c. RppA PDNTPPGGELVFERWRRLSDNSQW. .. .IQVSLVFQTLQOMRDKTPLSLNT.PPGEVKLT 377
Ym. WT PDNTPPGGGLVFELWQNPDNHQQY....VAVKMFYQTMDQLRNSEKLDLKSHPAGIVPIE 374

«/B-Domiine

m n
RQQQOQ . QQQQ
CP 10 LHGCGV.BKLGRCKRDDFVEGEHSFARSGGNWEEC 434
E.c. AppA LAGCEERNAQGMCSLAGFTQIVNEARIPA..CSL 409
Y.m. WT IEGCENIGTDKLCQLDTFQKRVAQVIEPA....C 404

«/B-Domiine

Abbildung 22. Sequenzalignment der Consensus-Phytase (CP) t(&.deoli (E.c) AppA und der
Y. mollaretii (Y.m) WT Phytase. Das Alignment wurde mit Hilfe der 8@fre T-Coffee (Notredamet

al. 2000) durchgefiihrt und manuell bearbeitet. Diediér Thermostabilitat wichtigen Reste (siehe Text)
sind grau schattiert. Die Kennzeichnung der Sekrstdikturelemente folgt der Nomenklatur fir die
A. ficumPhyA Phytase (Kostrewet al. 1997). DieB-StrangeX, Y undZ sind nur in den Strukturen der
E. coli AppA und derY. mollaretiiWT Phytase vorhanden.
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fur die Thermostabilitat wichtigen Reste und Sekusttukturelemente sind gekenn-
zeichnet. Die Kennzeichnung der Sekundéarstruktoretge folgt der Nomenklatur fir
die A. ficumPhyA Phytase (Kostrewet al. 1997). Trotz der geringen Sequenzidentitat
sind die Strukturen der Phytasen aus dem Datesshtzihnlich. Sie werden durch eine

grof3e Tasche in zwei Domanen geteilt. Die groRgieDomane enthélt ein zentrales

Tabelle 6.Phytasen und ihre Eigenschaften.

Struktur PDBID  Tsbei pH4*" Topt bei pH #¢ T, bei pH 5,5
Nr. Name

1 Consensus-Phytase 10 fihp 82 i -
2 DSM-1 1ihg 74 i !
3 A. ficumPhyA 1ihg - - 58
4 A. fumigatusPhyA 1skd - - 60°
5 Quantum 1dKl 65 62 64
6 E. coli AppA 1dkP 57 57 66
7 Y. mollaretiwT 1dkF 55 52 55
8 Y. mollaretiiM1 1dkF 48 48 50
9 Y. mollaretiiM2 1dkF - 41 43

2 Halbwertszeittemperatur, in °G:Temperatur der maximalen Aktivitat, in °€Nach Mitteilung durch
Dr. Stefan Hafner (BASF SE, LudwigshafehPDB ID;® PDB ID der Kristallstruktur, nach der homolo-
giemodelliert wurde’ Kein Wert verfiigbar? Nach (Wyst al. 1998).

B-Faltblatt A—F), das an jeder Seite von zwei langeHRelices ¢ undd sowiek undl)
begrenzt wird. Die kleinere-Doméane besteht aus zwei oder dreilangen sowieerar
kurzenao-Helices. Der Aufbau det/B-Doméne ist weitgehend konserviert, bis auf die
Tatsache, dass die enterobakteriellen Phytasem aunsatzlichen StrangZ) im f-
Faltblatt besitzen. Die Strukturen aus der erstahaweiten Gruppe unterscheiden sich
durch den Aufbau dex-Domane. So sind bei den Strukturen aus der zwé&itemppe
die a-Helicesa undb verkirzt bzw. nicht vorhanden. Zudem besitzenadfggukturen
zwischen denu-Helicesg und h ein zusatzliches zweistrangiggd-altblatt X undY).
Insgesamt betragt dRMSAbweichung deA. ficumPhyA Phytase von dét. coli Ap-
pA Phytase 2,8 A fiir die &SAtome (Lim et al. 2000). Trotz der Unterschiede kann
davon ausgegangen werden, dass es sich um honirioigéne handelt.

Den Strukturen aus dem Datensatz wurden Daten itiberthermische Stabilitat
zugeordnet. Fur die Consensus-Phytase 10, die $hia&M-1 sowie fur di€&. coli
AppA, die Quantum und di€. mollaretiiWT und M1 Phytasen standen Halbwertszeit-
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temperaturenTio) der Strukturen bei pH 4 zur Verfigung, die laatgdnlicher Mittei-
lung von Dr. Stefan Hafner (BASF SE, Ludwigshafen)gemessen wurden, dass ihr

Wert dem Schmelzpunkt der Struktur entspricht. digrPhytase Quantum, die coli
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Abbildung 23. RMSAbweichungen zwischen den Konformationen aus dejektorien und den jewei-
ligen Startstrukturen der Phytasen aus der ersteippg@, der Consensus-Phytase 10 (a), der Phytase
DSM-1 (b) sowie der PhyA Phytase alisficum(c) undA. fumigatug(d). Die RMSAbweichungen fir

die Gu-Atome sind schwarz dargestellt, fur alle Schwars@rau.

AppA und dieY. mollaretii WT und M1 Phytasen wurden zudem Temperaturen der
maximalen Aktivitat dieser Enzymédy) bei pH 4 und 5,5 bestimmt. Fir die PhyA
Phytasen aus. ficumundA. fumigatussind Top: bei pH 5,5 aus der Literatur vorhanden
(Wysset al. 1998). Diese Daten deuten darauf hin, dass dié Fhytasen vorA. fi-
cumundA. fumigatusihnlich thermostabil sind wie die coli AppA Phytase. Die rela-

tiv niedrige Top: der Y. mollaretiiM2 Phytase deutet zudem darauf hin, dass die Ther-

mostabilitat dieses Enzyms niedriger ist als dieYtdanollaretiiWwT und M1 Phytasen.

5.2.2 Erzeugung konformationeller Ensembles

Erste vorlaufige Untersuchungen der Phytasen amsiensatz wurden durchge-
fuhrt, indem die CNA direkt auf die homologiemodatien Strukturen angewendet
wurde. Vorhergesagte Thermostabilitaten stimmtdredaicht mit den experimentellen
Daten Uberein. Zudem deuteten Analysen der thehmms&ntfaltungssimulationen auf

das Vorhandensein struktureller Defekte hin. IntegrsTeil dieser Arbeit wurde am
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Beispiel der 3-Isopropylmalatdehydrogenase (IPMRHSE. coli gezeigt, dass kleine-
re, von Kristallkontakten verursachte strukturdlefekte mit Hilfe kurzer Energiemi-

nimierungen behoben werden kdénnen (Abschnitt BL.ZAnalysen der thermischen
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Abbildung 24. RMSAbweichungen zwischen den Konformationen aus dejektorien und den jewei-
ligen Startstrukturen der Phytasen aus der zwékermppe, der Phytase Quantum (a), Heicoli AppA
Phytase (b) sowie dé&f. mollaretiiWT (c), M1 (d) und M2 Phytase (e). DRIMSAbweichungen fir die

Ca-Atome sind schwarz dargestellt, fur alle Schwars@rau.

Entfaltungssimulationen von minimierten Struktuigr Phytasen aus dem Datensatz
zeigten aber, dass die in Homologiemodellen vorbaed strukturellen Defekte nicht
mit Hilfe kurzer Energieminimierungen behoben werdénnen. In der Regel werden
zur Verbesserung (,Verfeinerung“) von Homologiemitete oder anderen Strukturen
schlechter Qualitat MD-Simulationen verwendet (Fard Mark 2004). Dabei erhalt
man einen Satz von Konformationen (Trajektorie), dle Bewegung aller Atome Uber
einen bestimmten Zeitraum beschreibt und dem dewvemaZustand des Proteins repra-

sentierende konformationellen Ensemble entspricht.
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Fur die Strukturen der Phytasen aus dem Datensatdew Trajektorien von 7 ns
Lange erzeugt. Da mit Hilfe der CNA erzeugte theohe Entfaltungssimulationen nur
dann auf der selben Temperaturskala verglichenemekénnen, wenn sie auf Struktu-
ren ,gleicher Herkunft“ basieren (Abschnitt 5.B2.wurden auf3er den homologiemo-
dellierten auch die Kristallstrukturen MD-Simulaten unterzogen. Die Bewertung der
MD-Simulationen erfolgte Uber die Untersuchung &iSAbweichungen zwischen
den Konformationen aus den Trajektorien und derejigyen Startstrukturen. Fir die
Phytasen aus der ersten und zweiten Gruppe singk die Abbildung 23 bzw.
Abbildung 24 gezeigt. Durchweg betragen BRidSAbweichungen weniger als 2,0 und
2,5 A fur die G- bzw. alle Schweratome. Wahrend der Simulatioreémdich die Wer-
te zudem nur geringfugig, was auf die Stabilitat 8enulationen hindeutet. Eine Aus-
nahme bilden die Phytasen avismollaretii Hier werdenRMSAbweichungen bis zu
3,0 und 3,5 A fiir die & bzw. alle Schweratome erreicht. InsbesondereMi
Simulation defy. mollaretiiM1 Phytase scheint nicht stabil zu sein. Selbshrvans ist
noch ein Zunehmen d&MSAbweichung von der Startstruktur zu beobachten.dge
spateren Auswertung der thermischen Entfaltungdaiion muss dies bericksichtigt
werden.

Aus den jeweils letzten 5 ns der Trajektorien wardéle 40 ps unabhangige Ein-
zelstrukturen gnapshotk extrahiert. Gohlkeet al. konnten fur die Untersuchung von
Veranderungen der Rigiditdt und Flexibilitat eif@®teinkomplexes wahrend der Bin
dung zeigen, dass bereits ein Intervall von 20ysseacht, um unabhangige Einzelstruk-
turen zu extrahieren (Gohlket al. 2004). Der untersuchte Proteinkomplex hatte dabei
eine ahnliche GroRe wie eine Phytase. Die reseitaan konformationellen Ensembles

umfassen jeweils 125 Einzelstrukturen.

5.2.3 Thermostabilitaten von Phytasen

Fur alle Phytasen aus dem Datensatz wurde die ibehvenEntfaltung mit Hilfe der
ensemblebasierten CNA simuliert. Um die Recherzeibegrenzen wurden die Entfal-
tungssimulationen mit einem Temperaturschritt vaf @ntsprechend —0,1 kcal i)l
durchgefuhrt. Mit Hilfe von Parametern aus der Bktions- und Netzwerktheorie
kénnen Veradnderungen der Rigiditat und Flexibilitaitden Einzelstrukturen aus den
konformationellen Ensembles untersucht und hinsathtder Thermostabilitat interpre-
tiert werden. Insbesondere kdnnen Phasenlbergamustaturen Tp) bestimmt und
Uber das jeweilige Ensembles gemittelt werden.deimittelte Phasenlibergangstempe-

ratur des Ensemble3 ) entspricht der experimentell bestimmten Schnestgieratur
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(Tm). In diesem Kapitel werden die gemittelten Phabengangstemperaturen der Phy-
tasen aus dem Datensatz bestimmt und mit experghemtestimmten Halbwertszeit-

temperaturenTsg) verglichen.

a) b)

T, [K]

T, [K]

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Anzahl Einzelstrukturen Anzahl Einzelstrukturen

Abbildung 25. Phasenlibergangstemperaturen der Einzelstruktusedem konformationellen Ensembles
der Phytasen aus der ersten Gruppe, der Consehgtas® 10 (a), der Phytase DSM-1 (b) sowie der
PhyA Phytase au&. ficum(c) undA. fumigatug(d). Zudem ist die Entwicklung der Giber das Endemb
gemittelten Phasenibergangstemperatur (entspreatiemd Median der Verteilung) als Funktion der

Anzahl der verwendeten Einzelstrukturen aufgetragen

Phasentbergangstemperaturen der Einzelstruktusedeaukonformationellen En-
sembles der Phytasen wurden bestimmt, indem dist&€konfigurationsentropie be-
rechnet und ihr Verlauf automatisch ausgewertet deurin Abbildung 25 und
Abbildung 26 sind die Phaseniibergangstemperatweekidzelstrukturen aus den kon-
formationellen Ensembles der Phytasen aus dernetste. zweiten Gruppe gezeigt.
Zudem ist die Entwicklung der Gber das Ensembleitgelten Phasenibergangstempe-
ratur als Funktion der Anzahl der verwendeten Hstmgkturen aufgetragen. Die ,ge-
mittelte* Phasenitbergangstemperatur wird bestinmdem der Median der Verteilung
berechnet wird. Der Median wird verwendet, da diesempfindlicher gegeniber Aus-
reiBern in einer Verteilung ist als das arithmétesdvittel, obgleich weitere Untersu-
chungen zeigen, dass sich das arithmetische MigelVerteilung um hochstens 2 K
vom Median unterscheidet. Fur die Phytasen ausdgen Gruppe ist die gemittelte
Phasenlubergangstemperatur bereits nach der Vermgmdn 40 Einzelstrukturen kon-
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vergiert. Fur die Phytasen der zweiten Gruppeies drst nach der Verwendung von 60
Einzelstrukturen der Fall. Fur d¥ mollaretiiM1 Phytase sind auch nach der Verwen-
dung von 120 Einzelstrukturen noch Veranderungemlan gemittelten Phasenuber-
gangstemperatur zu beobachten. Bei der weiterewémisng der thermischen Entfal-

tungssimulation muss dies bericksichtigt werden.

a) b)

T, K]

T, [K]

Anzahl Einzelstrukturen

T, [K]

0 20 40 60 80 100 120

Anzahl Einzelstrukturen

Abbildung 26. Phasenlibergangstemperaturen der Einzelstruktusedem konformationellen Ensembles
der Phytasen aus der ersten Gruppe, der Phytasguuéa), deiE. coli AppA Phytase (b) sowie der

Y. mollaretii WT (c), M1 (d) und M2 Phytase (e). Zudem ist dietvidicklung der Gber das Ensemble
gemittelten Phasenibergangstemperatur (entspreatiemd Median der Verteilung) als Funktion der

Anzahl der verwendeten Einzelstrukturen aufgetragen

Die relativen gemittelten Phasentbergangstemperauer Phytasen stimmen sehr
gut mit den experimentellen Daten Uberein (Tabg)leDie Korrelation zwischen den
Halbwertszeit- und Phasenlibergangstemperaturénastund signifikant. Der Korrela-
tionskoeffizient betragt 0,91 fur die Phytasen desy Datensatz, fur die experimentelle
Daten vorhanden waren. Die Phasenubergangstemaratir die A. ficum und
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A. fumigatusPhyA Phytasen sowie d¥. mollaretiiM2 Phytase kbnnen nicht unmittel-
bar mit experimentellen Daten verglichen werderr. di& A. ficumund A fumigatus
PhyA Phytasen wurde eine ahnliche Thermostabintétfir dieE. coli AppA Phytase

Tabelle 7. Halbwertszeit- £Tsg) und Phaseniibergangstemperaturdifferen2di) (von der Halbwerts-

zeit- bzw. Phaseniubergangstemperatur der Consdngasp 10 aller Phytasen.

Struktur @ ATsobei pH 5,5 AT,

1 0 0

2 -8 -2
3 - —4
4 - —6
5 -17 -6
6 -25 -12
7 27 -14
8 34 -20
9 - —6

4 Nummern entsprechen den Nummern der StruktureFabelle 6;° Halbwertszeittemperaturdifferenz
von der Halbwertszeit der Struktur 1, in KPhaseniibergangstemperaturdifferenz von der PHasenl

gangstemperatur der Struktur 1, in“K§ein Wert verfugbar.

vermutet (Kap. 5.2.1). Die vorhergesagte Thernioigi ist jedoch deutlich hoher.
Auch fir dieY. mollaretiiM2 Phytase ist die vorhergesagte Thermostabii¢iitlich
hoher als vermutet (Kap. 5.2.1). Ob die Thermaktéien dieser Phytasen tatsachlich
falsch vorhergesagt wurden lasst sich aber erstiklavenn die Halbwertszeittempera-
turen dieser Proteine unter den selben experimentBedingungen wie fir die anderen

Phytasen aus dem Datensatz bestimmt werden.

5.2.4 Molekulare Ursachen der Thermostabilitat

Die hohe Korrelation zwischen der vorhergesagteth experimentell bestimmten
Thermostabilitat der Phytasen aus dem Datensagmisiinweis darauf, dass die fur die
Thermostabilitat wichtigen mikroskopischen Eigeradtdn der Struktur korrekt be-
schrieben werden. In den folgenden Abschnitten ererdie Entfaltungssimulationen
der Consensus-Phytase 10 und Hercoli AppA Phytase eingehend analysiert. Daftr
werden zundachst fur reprasentative Einzelstrukt(iskale) Strukturbereiche bestimmt,
an denen der (globale) Zerfall der Struktur begimmid die deswegen fur die thermi-
sche Stabilitat von grof3er Wichtigkeit sind. Unt&rwendung aller Einzelstrukturen

aus den konformationellen Ensembles werden dannrdttadinlichkeiten berechnet,
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mit denen bestimmte Strukturbereiche Entfaltungeresn darstellen. Bereiche mit
hoher ,Entfaltungsregionwahrscheinlichkeit¥gg) werden fur die untersuchten Protei-
ne mit Regionen verglichen, in denen thermostabrkmnde Mutationen experimentell

eingefuhrt wurden.

5.2.4.1 Entfaltungsregionen der Consensus-Phytase 10

Die Consensus-Phytase 10 ist eine thermostabileMarder Phytasen aus der ers-
ten Gruppe, die mit Hilfe des so genannten ConseAssatzes entwickelt wurde
(Lehmannet al. 2000; Lehmann und Wyss 2001; Lehmaatral. 2002). Dieser Ansatz
beruht auf der Hypothese, dass Consensus-AmingsaueSequenzalignments homo-
loger Proteine mehr zur Stabilitat beitragen alshidionsensus-Aminosauren (Stegie
al. 1994; Lehmanret al. 2000). Die Sequenz der Consensus-Phytase 10 waaen
dem Alignment von insgesamt 19 Sequenzen von Riytass Askomyzeten berechnet,
darunter auch die PhyA Phytasen AugicumundA. fumigatugLehmannet al. 2002).
Die Sequenzen der Consensus-Phytase 10 undl. deumPhyA Phytase sind zu 75 %
identisch. Die anhand de. ficum PhyA Phytase homologiemodellierte Struktur der
Consensus-Phytase 10 zeigt, dass die beiden Ereayohestrukturell sehr ahnlich sind.
Aufgrund des Vorhandenseins neutraler Mutationémiisht davon auszugehen, dass
alle zwischen deA. ficumPhyA Phytase und der Consensus-Phytase 10 ausgeatizl
Reste zur Thermostabilisierung beitragen.

Veranderungen der Rigiditat und Flexibilitat im kiserk der Consensus-Phytase
10 wahrend der Simulation der thermischen Entfgltk@nnen unter Verwendung einer
reprasentativen Einzelstruktur aus dem konformatlen Ensemble untersucht werden.
Die fur die Thermostabilitdt wichtigen mikroskopgen Eigenschaften der Struktur
werden bestimmt, indem die RCD fur die ConsensugaBe 10 unmittelbar vor und
nach dem Phasenubergang verglichen werden (Ablgl@uh Aus Abbildung 27 a) ist
ersichtlich, dass die Struktur der Consensus-Payifisunmittelbar vor dem Phasen-
Ubergang von einem rigiden Kern dominiert wird. $2ie Kern stellt einen rigiden
Cluster dar, der dg%Faltblatt und dier-Helicesc undd in dero/p-Doméane sowie Tei-
le des Doméanen-Interface und deDoméne umfasst. In Abbildung 27 a) ist dieser
Cluster blau eingefarbt. Der Zerfall des Kerns v&saht den Phasenibergang. Aus
Abbildung 27 b) ist ersichtlich, dass unmittelbach dem Phasenibergang nur noch
wenige, einzelne Sekundarstrukturelemente umfasseigile Cluster im Netzwerk

vorhanden sind.
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Unter Verwendung aller Einzelstrukturen aus demfdwnationellen Ensemble
konnen nun Wahrscheinlichkeiten berechnet werdendemen bestimmte Strukturbe-
reiche der Consensus-Phytase 10 Entfaltungsregidaestellen. In Abbildung 28 ist
eine Struktur der Consensus-Phytase 10 gezeigerdsprechend der Entfaltungsregi-
onwahrscheinlichkeitwWer) jedes Rests unterschiedlich angefarbt ist, wabeieine
hohewggr bedeutet und blau eine niedrige. Eine hatg haben insbesondere die Reste

desp-Faltblatts und des-Helicesc, d und| in dera/B-Domane. Aber auch Teile des

a) o/B-Doméane b)

a-Doméne

Abbildung 27. Snapshots aus der thermischen Entfaltungssimaolafiter reprasentativen Einzelstruktur
aus dem konformationellen Ensemble der Consensys$th10 unmittelbar vor (a) und nach dem Pha-
senlbergang (b) bei 364 K. Es ist jeweils die Zgng) des Netzwerks in rigide Cluster (RCD) gezeigt.
Die rigiden Cluster sind als einheitlich gefarbter@che dargestellt, wobei der Riesencluster biagee
farbt ist. Die Ubrigen Cluster sind dunkel schatti¥on der Proteinstruktur ist nur das Rickgrazeigt

und dunkelgrau schattiert.

N-Terminus, des Domanen-Interface und @ételicesh in dera-Doméne stellen Ent-
faltungsregionen dar. Ein Vergleich der Vorhersagié experimentellen Daten ist
schwierig, da der Effekt auf die Thermostabilitatr fir wenige der zwischen der
A. ficumPhyA Phytase und der Consensus-Phytase 10 ausgatiain Reste gemessen
oder veroffentlicht wurde. In der in Abbildung 22zgigten Sequenz der Consensus-
Phytase 10 sind Reste gekennzeichnet, deren Agbtairsen positiven oder negativen
Effekt auf die der Consensus-Phytase 10 sehr d&emicConsensus-Phytase 1 hatte
(Lehmannet al. 2002). In Abbildung 28 sind dieocAtome dieser Reste als Kugeln
dargestellt.

Die vorhersagten Entfaltungsregionen stimmen meseln experimentellen Daten
dahingehend Uberein, dass viele die Thermostabugéndernde Mutationen in der
a/B-Domane eingefuhrt wurden, insbesondere in der telmaren Umgebung der

B-StrangeA, B, C undE sowie deru-Helicesc undl. Auch die hohevegr der Reste am
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Domanen-Interface und der C-terminalen Resteoddelix h stimmt mit den experi-
mentellen Daten Uberein. Eine ganze Reihe die Tostabilitat verandernde Mutatio-
nen wurden aber auch im Bereich deHelicesa, e-g sowiei undj sowiea in der

a-Doméne eingefuhrt. In diesem Bereich der Struktnnten keine Entfaltungsregio-

Abbildung 28. Struktur der Consensus-Phytase 10. Es ist nuRdakgrat gezeigt und entsprechend der
Entfaltungsregionwahrscheinlichkeitifz) jedes Rests unterschiedlich angefarbt. Rot beti@ute hohe
Wer UNd blau eine niedrige. Die Kennzeichnung défelices entspricht der Kennzeichnung in dem in
Abbildung 22 gezeigten Alignment. Dien@\tome der Reste, deren Austausch einen positidem ne-
gativen Effekt auf die der Consensus-Phytase 10&maflichen Consensus-Phytase 1 hatte (Lehreann
al. 2002), sind als Kugeln dargestellt.

nen bestimmt werden. Eine mdgliche Ursache diessdt erfolgreichen Vorhersage
liegt darin, dass die Thermostabilisierung von Bbghin vivo mdglicherweise auch
mit Hilfe von Glykosylierungen erfolgt (Han und LE999; Wysset al. 1999). Glykosy-
lierungsstellen def. ficumundA. fumigatusPhyA Phytasen konnten unter anderem im
Bereich dew-Helicese-g unda identifiziert werden (Kostrewat al. 1997; Wysset al.
1999; Xianget al.2004). Der Einfluss dieser Glykosylierungen kanhhiilfe der CNA
nicht untersucht werden. Es ist somit nicht audziieféen, dass die Nichtberiicksichti-
gung der Glykosylierungen Ursache dafir ist, dasdiésen Bereichen keine Entfal-

tungsregionen vorhergesagt werden konnten.
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5.2.4.2 Entfaltungsregionen derE. coli AppA Phytase

Die E. coli AppA Phytase ist der Prototyp der Phytasen augweiten Gruppe und
diente als Ausgangspunkt fur die Entwicklung dermmostabilen Phytase Quantum. Im
Gegensatz zu der PhyA Phytase Audicumkann da<E. coli Enzym nicht direkt als
Futtermittelzusatzstoff verwendet werden, da esbdieder Pellettierung auftretenden
hohen Temperaturen nicht Gbersteht (Igbastaad. 2000). Der Vorteil deE. coli AppA
Phytase gegenuber der Phytasen aus Askomyzetezhbesteiner hbheren Resistenz
gegeniber Pepsin und Pankreatin im Magen der Tiedein einer achtfach hdheren
Aktivitat (Igbasanet al. 2001). Die Entwicklung thermostabiler Varianterr & coli
AppA Phytase ist deswegen sehr attraktiv.

o/pB-Doméne b)

a-Domaéane

Abbildung 29. Snapshots aus der thermischen Entfaltungssimnolativer reprasentativen Einzelstruktur
aus dem konformationellen Ensemble Hercoli AppA Phytase unmittelbar vor (a) und nach dem Pha-
senlbergang (b) bei 352 K. Es ist jeweils die Zgng) des Netzwerks in rigide Cluster (RCD) gezeigt.
Die rigiden Cluster sind als einheitlich gefarbter@che dargestellt, wobei der Riesencluster biagee
farbt ist. Die Ubrigen Cluster sind dunkel schatti¥on der Proteinstruktur ist nur das Rickgrateigt

und dunkelgrau schattiert.

Wie fur die Consensus-Phytase 10, kdnnen auch deréngen der Rigiditat und
Flexibilitdt im Netzwerk deE. coli AppA Phytase wahrend der Simulation der thermi-
schen Entfaltung unter Verwendung einer repraseetatinzelstruktur aus dem kon-
formationellen Ensemble untersucht werden. Die di@ Thermostabilitat wichtigen
mikroskopischen Eigenschaften der Struktur werdexder bestimmt, indem die RCD
fur die E. coli AppA Phytase unmittelbar vor und nach dem Phasengaing verglichen
werden (Abbildung 29). Aus Abbildung 29 a) ist eglich, dass der Kern, der die
Struktur derE. coli AppA Phytase unmittelbar vor dem Phasenibergangrdert, ei-
nen rigiden Cluster darstellt, der dfd~altblatt und diea-Helicesc und d in der
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a/B-Doméane umfasst. Auch Teile des Doméanen-Interfawe isn Kern enthalten, aber
weniger als im Fall der Consensus-Phytase 10 (Abbgd 27 a). Unmittelbar nach dem
Phasenibergang sind nur noch wenige, einzelne 8afairukturelemente umfassende

rigide Cluster im Netzwerk vorhanden (Abbildungi®9

Abbildung 30. Struktur delE. coli AppA Phytase. Es ist nur das Ruckgrat gezeigtamdprechend der
Entfaltungsregionwahrscheinlichkeibdg) jedes Rests unterschiedlich angefarbt. Rot betleine hohe
Wer UNd blau eine niedrige. Die Kennzeichnung défelices entspricht der Kennzeichnung in dem in
Abbildung 22 gezeigten Alignment. DiexéAtome der Reste, deren Austausch zur EntwicklusrgRhy-

tase Quantum fihrten, sind als Kugeln dargestellit.

Unter Verwendung aller Einzelstrukturen aus demfdwnationellen Ensemble
konnen wieder Wahrscheinlichkeiten berechnet werdendenen bestimmte Struktur-
bereiche deE. coli AppA Phytase Entfaltungsregionen darstellen. Ihiflung 30 ist
eine Struktur deE. coli AppA Phytase gezeigt, die entsprechend der Eutfgfregi-
onwahrscheinlichkeitwegr) jedes Rests unterschiedlich angefarbt ist, wabeieine
hohewggr bedeutet und blau eine niedrige. Eine hatg haben insbesondere die Reste
desp-Faltblatts und desi-Helix d in dero/p-Domane. Auch die-Helicesc undl in der
a/B-Domane sowie die C-terminalen Reste ddfielix h und die N-terminalen Reste
dera-Helix j in dero-Domane am Domanen-Interface stellen Entfaltungsneg dar,
wenn auch mit geringer Wahrscheinlichkeit.
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Die vorhergesagten Entfaltungsregionen kdnnen ragiéhen verglichen werden,
in denen thermostabilisierende Mutationen experteieingefiihrt wurden und zur
Entwicklung der Phytase Quantum fuhrten. Dabei Blra$ sich um sieben Mutationen
im Bereich dera-Helix ¢ in der o/p-Doméane sowie dea-Helicesf, h undj in der
a-Doméne (Abbildung 22). In Abbildung 30 sind die-Btome der Reste, deren Aus-
tausch zur Entwicklung der Phytase Quantum fuhaenKugeln dargestellt. Alle diese
Strukturbereiche liegen in der unmittelbaren Umgeguon Bereichen mit einer hohen
vorhergesagten Entfaltungsregionwahrscheinlichkeit,der Ausnahme einer Mutation
in dera-Helix f in dera-Domane. In eben diesem Strukturbereich fand serkits fur
Consensus-Phytase 10 keine Ubereinstimmung zwist&e8imulation und den expe-
rimentellen Daten. Insgesamt ist die Ubereinstimgngeringer als im Fall der Consen-
sus Phytase 10, was auch daran liegt, dass nictitggad experimentelle Daten zur

Validierung der Simulation zur Verfigung standen.

5.2.5 Vorhersage und Testung thermostabilisierender Mutabnen

Im vorangehenden Kapitel wurde gezeigt, dass diedi@ Consensus-Phytase 10
und dieE. coli AppA Phytase vorhergesagten Entfaltungsregiongéngtu Bereichen
Ubereinstimmten, in denen thermostabilisierendealitarien experimentell eingefihrt
wurden. Dies deutet darauf hin, dass die CNA tatgéc hilfreich zur Unterstlitzung
des Protein Engineering von Phytasen ist. Um déesger zu Uberprufen, wurden Ent-
faltungsregionen deY. mollaretiiWT Phytase vorhergesagt und durch Arbeitsgruppen
an der Rheinisch-Westfélischen Technischen HochescWachen, und der BASF SE,
Ludwigshafen, experimentell getestet. Yersinierd dimterobakterien, die entfernt mit
E. coliverwandt sind. Die Sequenzen demollaretiiWT und delE. coli AppA Phyta-
se sind zu 45 % identisch. D¥e mollaretiiPhytase stellt einen neuen Ausgangspunkt
fur die Entwicklung von Phytasen mit verbessertestrischen Eigenschaften dar.

Zur Vorhersage von Regionen, in denen thermossaniénde Mutationen einge-
fuhrt werden kdnnen, missen Verdnderungen der iigichd Flexibilitat im Netzwerk
derY. mollaretiiWT Phytase wahrend der Simulation der thermisdhaifaltung unter
Verwendung einer reprasentativen Einzelstrukturdera konformationellen Ensemble
untersucht werden. Dies erfolgt genau so, wie @asits fur die Consensus-Phytase 10
und die dieE. coli AppA Phytase gemacht wurde. Die flr die Thermabtabwichti-
gen mikroskopischen Eigenschaften der Struktur emerdabei bestimmt, indem die
RCD flr dieY. mollaretiiWT Phytase unmittelbar vor und nach dem Phasegébgr
verglichen werden (Abbildung 31). Aus Abbildung 8lList ersichtlich, dass der Kern,
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der die Struktur delf. mollaretii WT Phytase unmittelbar vor dem Phasenibergang
dominiert, einen rigiden Cluster darstellt, der fdsaltblatt und dier-Helix d und Teile
dera-Helix ¢ in dera/B-Doméne umfasst. Unmittelbar nach dem Phasenubgigad

nur noch wenige, einzelne Sekundarstrukturelemenmiéassende rigide Cluster im
Netzwerk vorhanden (Abbildung 31 b).

a) b)

o/B-Domaéne

a-Doméne

Abbildung 31. Snapshots aus der thermischen Entfaltungssimaolafiter reprasentativen Einzelstruktur
aus dem konformationellen Ensemble dermollaretii WT Phytase unmittelbar vor (a) und nach dem
Phaseniibergang (b) bei 350 K. Es ist jeweils digegang des Netzwerks in rigide Cluster (RCD) ge-
zeigt. Die rigiden Cluster sind als einheitlich &btte Bereiche dargestellt, wobei der Riesenclustar
eingefarbt ist. Die Ubrigen Cluster sind dunkelagtibrt. Von der Proteinstruktur ist nur das Riekgr

gezeigt und dunkelgrau schattiert.

Unter Verwendung aller Einzelstrukturen aus demfdonationellen Ensemble
konnen wieder Wahrscheinlichkeiten berechnet werdendenen bestimmte Struktur-
bereiche delr. mollaretiiWT Phytase Entfaltungsregionen darstellen. In Ahirig 32
ist eine Struktur del. mollaretii WT Phytase gezeigt, die entsprechend der Entfal-
tungsregionwahrscheinlichkeiwggr) jedes Rests unterschiedlich angefarbt ist, woltei
eine hohewngr bedeutet und blau eine niedrige. Eine hokhg haben insbesondere das
B-Faltblatt und dien-Helix d in der o/p-Doméane. Auch diei-Helicesc und | in der
a/B-Doméane sowie die C-terminalen Reste ddfelix h und die N-terminalen Reste
der o-Helix j in dera-Domane am Domanen-Interface stellen Entfaltungsnem dar,
wenn auch mit geringer Wahrscheinlichkeit. Anhard derteilung der Bereiche mit
hoherwgr kdnnen drei ,Entfaltungskerne® (I, Il und Ill) keemt werden. Die Entfal-
tungskerne und die jeweiligen zentralen Reste smdTlabelle 8 aufgelistet. In
Abbildung 30 sind die &Atome der zentralen Reste als Kugeln dargestellt.

Der Effekt der Veranderung der zentralen ResteHigfaltungskerne wurde zu-

nachst mit Hilfe des Computers untersucht. Dazwemirzusatzliche, nicht native hyd-
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rophobe Kontakte zwischen den zentralen Resteklgaltungskerne in das Netzwerk
von drei reprasentativen Einzelstrukturen eingeflige Atome, zwischen denen die
zusatzlichen Kontakte eingefiigt wurden, sind in éll@b8 aufgelistet. Mit Hilfe der

zusatzlichen Kontakte wird der Effekt einer Mutatimodelliert, die zu einer Verbesse-

Abbildung 32. Struktur dery. mollaretiiWT Phytase. Es ist nur das Riickgrat gezeigt utspeschend
der Entfaltungsregionwahrscheinlichkeit=R) jedes Rests unterschiedlich angefarbt. Rot betl&ine
hohewgr und blau eine niedrige. Die Kennzeichnung @ételices entspricht der Kennzeichnung in dem
in Abbildung 22 gezeigten Alignment. Diené\tome der zentralen Reste der Entfaltungskernbédiia

8) sind als Kugeln dargestellt.

rung der Packung hydrophober Reste fuhrt. Einensg)Mutation” kann einerseits dem
Austausch eines Rests mit einer kleinen unpolamstertkette (Ala) durch einen Rest
mit einer grol3en unpolaren Seitenkette (Val, Lée) éntsprechen, andererseits dem
Entfernen einer grol3en ,storenden” Seitenkette.

Die veranderten Netzwerke wurden mit Hilfe der Cbhi#tersucht. In Abbildung 33
sind die Verlaufe der Clusterkonfigurationsentrofiie die drei Einzelstrukturen vor
und nach der Einfihrung der Mutationen gezeigt.rilie drei Einzelstrukturen gemit-
telt erhéht sich die Thermostabilitat bei EinfUhguder ,Mutationen” in den Entfal-
tungskernen 1, Il oder Ill um 3, 4 bzw. 3 K (Abhildg 33 b), ¢) und d). Werden die
Mutationen in den drei Entfaltungskernen gleichigegingefiihrt, so erhéht sich die
Thermostabilitat um 8 K (Abbildung 33 e). Bei dentfaltungskernen handelt es sich
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also tatsachlich um Strukturbereiche, in denenElafihren zusatzlicher Kontakte zu

einer Erhéhung der Thermostabilitat fuhrt.

Tabelle 8.Entfaltungskerne def. mollaretiiWT Phytase.

Entfaltungskern Zentrale Reste  Reste und Atome, zwchen denen
zusatzliche hydrophobe Kontakte

eingeflgt wurden

I N-terminale Reste dgbsStrangsA, Leul, val 4, Val 4 (C3) und Leu 1 (@),
N-terminale Reste dgsStrangD und Leu 292, Val 4 (33) und Leu 292 (§),
C-terminale Reste dgsStrang&Z am  Glu 331 Val 4 (33) und Glu 331 (B)

Interface zwischen defFaltblatt und

dera-Helix c in dero/B-Doméne

Il C-terminale Reste dgsStrang<Z, Glu 331, Ala 344 (@) und Trp 333 (61),
N-terminale Reste dgsStrangsE und  Trp 333, Ala 344 (@) und Glu 331 (@),
Reste im Loop zwischen defHelixm  Ala 344, Ala 344 (@) und Leu 386 (§)
und denp-StrangF Leu 386

Il C-terminale Reste dg%StrangsB, Ala 79, Asp 80, Arg 86 (3B) und Ala 79 (@),
N-terminale Reste desHelix d und Thr 85, Arg 86, Asp 80 (G) und Thr 85 (@),
C-terminale Reste dgsStrangD Gly 297 Asp 80 (@) und Gly 297 (@)

Das experimentelle Testen der Entfaltungskerndgeaurch das Einflihren ver-
schiedenen Mutationen durch Arbeitsgruppen an deirfiisch-Westfalischen Techni-
schen Hochschule, Aachen, und der BASF SE, Ludwigsh Zum gegenwartigen
Zeitpunkt wurde dabei aber noch nicht systematigmigegangen. Statt dessen wurde
nur der Effekt einzelner Veranderungen in den Huotfgskernen | und Il untersucht.
Der Austausch von Val 4 durch Ala fuhrte zu eindndbung der Halbwertszeittempe-
ratur um 0,3-0,7 K. Der Austausch von Ala 344 dutehund Arg fiihrte dagegen zu
einer deutlichen Verringerung der Halbwertszeitterapur um 2,8 bzw. 2,3 = 0,5 K.
Auch wenn der Effekt der Mutationen auf die Thertabagitét gering ist, so zeigen die
experimentellen Daten dennoch, dass MutationeremEhtfaltungskernen einen signi-
fikanten Einfluss auf die Halbwertszeittemperatabén kbnnen.

Damit ist gezeigt, dass mit der Entwicklung dereenlebasierten CNA die metho-
dischen Grundlagen zur Vorhersage von Regionerggsied, in denen thermostabili-
sierende Mutationen eingefiihrt werden kdnnen. Sowaitere Test durchgefuhrt wor-
den sind und mehr Daten Uber Mutationen und deferktEauf die Halbwertszeittem-

peratur vorhanden sind, kann die CNA zudem dazwetdet werden, den Effekt
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nachgewiesenermal3en thermostabilisierender Mutatianf die Aktivitat del. molla-

retii Phytase zu untersuchen.
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Abbildung 33. Verlaufe der Clusterkonfigurationsentropie furidmeprasentative Einzelstrukturen aus
dem konformationellen Ensemble dér mollaretiiWT Phytase vor (a) und nach (b-e) der Einfihrung
von Mutationen in die Entfaltungskerne. Die Verkder Clusterkonfigurationsentropie nach Einfihrung
von Mutationen in den Entfaltungskern | sind in, (baich Einfihrung von Mutationen in den Entfal-
tungskern Il in (c), nach Einfihrung von Mutationenden Entfaltungskern Il in (d) und nach Einfuh-
rung von Mutationen in alle drei Entfaltungskernde) gezeigt. Die Nummerierung der Entfaltungsiern

folgt der in Tabelle 8 verwendeten Nummerierung.

5.3 Abschliel3ende Diskussion und Ausblick

Die Anwendung der CNA auf einen Datensatz homolaogeso- und thermophiler

Proteine (Kap. 5.1) sowie eine Serie von Phytasgarschiedlicher Thermostabilitaten
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(Kap. 5.2) hat gezeigt, dass das Verfahren hilfreiur Unterstiitzung des Protein Engi-
neering ist, da die thermische Stabilitat eineul8tir abgeschatzt werden kann, ande-
rerseits Hinweise darauf gegeben werden, in wel&®richen der Struktur thermosta-
bilisierende Mutationen eingefuihrt werden kénnen.

Im Gegensatz zu anderen rechnerischen Methodetm@rstitzung des Protein
Engineering (Dahiyat und Mayo 1997; Malakauskas Ma/o 1998; Kuhlman und
Baker 2000; Korkegiaret al. 2005) basiert die CNA dabei nicht auf der Berecighu
relativer Gesamtstabilitdten, sondern auf der Satarh der thermischen Entfaltung des
Struktur, anhand derer die Schmelztemperatur vgesagt und damit die Thermostabi-
litdt untersucht werden kann. Zwar ist Malakauskag Mayo mit Hilfe energiebasier-
ter Methoden der Entwurf eines hyperthermostabitesieins gelungen (Malakauskas
und Mayo 1998), grundsatzlich ist aber nicht imm&on auszugehen, dass mit diesen
Verfahren zur Vorhersage der Gesamtstabilitdt #udsagen tGber die Thermostabilitat
eines Proteins gemacht werden kdnnen. Eine Erhédlenghermostabilitat muss nicht
zwangslaufig durch eine Erhéhung der Gesamtstabdiés Proteins erfolgen. Zur Un-
tersuchung der Thermostabilitat ist die CNA soregder geeignet als die energiebasier-
ten Verfahren.

Die bei den energiebasierten Verfahren verwendgtemingfunktionen bertcksich-
tigen mehrere empirische Komponenten, die als wgclitr die Thermostabilisierung
angesehen werden, wie beispielsweise die Packim&térke des hydrophoben Effekts
und das Vermdgen eines Rests zur Sekundarstrukhitdwng betreffen. Wahrend der
Erfolg energiebasierter Methoden stark von der Aaldwder einzelnen Komponenten
abhangt, werden bei der Anwendung der CNA alle mbigh Mechanismen der Ther-
mostabilisierung implizit berlcksichtigt. Das Ergebder Anwendung der CNA hangt
damit nur von der Qualitat der verwendeten Protaiktur ab und vom Netzwerk, das
anhand dieser Struktur konstruiert wird. Ein Nathder CNA besteht darin, dass sie
sehr empfindlich gegentber kleinen Defekten in $teuktur ist, die einen grof3en Ein-
fluss auf die Flexibilitatsanalyse haben kénnen. tas Verfahren dennoch auch auf
Strukturen geringerer Qualitdt oder Homologiemadalhwenden zu kénnen, wurde in
der vorliegenden Arbeit die ensemblebasierte CN##wiekelt, der die Anwendung der
CNA auf konformationelle Ensembles der Struktuagt. Eine weitere Mdglichkeit
der Verbesserung des Ansatzes besteht darin, distiiktion des Netzwerks zu veran-
dern. Insbesondere kdnnen andere Funktionen zainBeang der H- und Salzbriicken

sowie der hydrophoben Kontakte verwendet werdemkbBer ist auch die Berlcksich-
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tigung der unterschiedlichen Starke von H- und ISé&lzken oder die Veranderung der
Starke dieser Wechselwirkungen mit zunehmender Eegyr.

Mit Hilfe von Simulationen der Denaturierung vonofinen kdnnen strukturelle
Veranderungen untersucht werden, die wahrend dealitmg auftreten und letztend-
lich zum globalen Zerfall der Struktur fuhren. DaeAnsatze liefern keine Informatio-
nen Uber die Gesamtstabilitat von Protein®@)(oder den Stabilitatsunterschiet\G)
zwischen einem Wildtyp und seiner Mutante, konnber airekte Hinweise auf die
thermische Stabilitdt von Proteine,(oder ATy,) geben. Zudem kénnen neben dem
globalen Zerfall auch lokale Entfaltungsereignisagersucht werden, welche die Flexi-
bilitat bestimmter Bereiche der Struktur ermoéglichend mit Hilfe der mikroskopi-
schen Stabilitat der jeweiligen Region beschrielwerden konnen. Die durch die Mik-
rostabilitéat bedingte Flexibilitéat ist die Vorausaeng fur die Bioaktivitdt von Enzymen
(Henzler-Wildman und Kern 2007). So kann mit Hitfer CNA der Effekt einer ther-
mostabilisierenden Mutation auf die Aktivitat eireszyms vorhergesagt werden. Dar-
in liegt ein weiterer Vorteil der CNA gegenuber gnebasierter Methoden. Die Vor-
hersage des Effekts einer thermostabilisierendetafitmn auf die Aktivitat erfolgt bis-
lang allerdings nur qualitativ. Weitere Arbeitendinotwendig um zu bestimmen, wie
der Effekt solcher Mutationen auch quantitativ \vegesagt werden kann. Dazu muss
der Effekt von Mutationen im Bereich der aktivers@lae anhand eines grof3en Daten-
satzes von Enzymen systematisch untersucht weklernwichtiges Werkzeug werden
dabei die in dieser Arbeit entwickelten Stabilik&#iden sein, mit denen die mikroskopi-
sche Stabilitat einzelner Regionen der Enzymstrektwntersucht werden kann.

Klassische Simulationen der thermischen Denaturgegind MD-Simulationen bei
hohen Temperaturen. Hier wird vorausgesetzt, des&ikfaltung weitestgehend tem-
peraturunabhangig ist und die gleichen Eigenschaitdweist wie die Faltung, was fur
mehrere Beispiele bestétigt werden konnte (Caealil. 2002; Dayet al. 2002), aber
nicht allgemein gilt (Finkelstein 1997). Mit Hilolcher Methoden wurde beispielswei-
se die Entfaltung einer Cutinase untersucht (Cceeelal. 1998). Uber den Vergleich
von Simulationen unter verschiedenen Bedingungemteozwischen flexiblen Regio-
nen, die fur die Aktivitdt des Enzyms wichtig warend flexiblen Regionen, von denen
die Entfaltung ausging, unterschieden werden. Smiem Schwachstellemnvéak spots
vorhergesagt werden, deren Mutation die thermiStadilitat, nicht aber die Aktivitat
beeinflussen durfte. Der Nachteil von MD-Simulagarbesteht darin, dass diese Rech-

nungen sehr viel Zeit kosten. Zudem ist unklar,dod verwendeten Kraftfelder und
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insbesondere Losungsmittelmodelle geeignet sirslV@ahalten des Systems bei hohen
Temperaturen korrekt wiederzugeben.

Netzwerkbasierte Methoden (wie die CNA) stellereeiiternative zu Dynamiksi-
mulationen dar. Sie sind bereits vielfach verwendetden, um die Flexibilitdt und
Stabilitat von Proteinen zu untersuchen (Dokholgaral. 2002; Vendruscolcet al.
2002; Bodeet al. 2007). Heringa und Argos verwendeten Strukturnetkes von Prote-
inen, um Cluster dicht gepackter Seitenketten antifizieren (Heringa und Argos
1991; Heringeet al. 1995). Brindaet al. verwendeten einen dhnlichen Ansatz (Kannan
und Vishveshwara 1999), um Unterschiede zwischesomend thermophilen Proteinen
zu finden (Brinda und Vishveshwara 2005). Auch Rebn-Rechavet al verwendeten
ein solches Verfahren (Greene und Higman 2003)Uniersuchung struktureller Ei-
genschaften thermophiler Proteine (Robinson-Recbisl. 2006). Diesen Arbeiten ist
gemeinsam, dass bestimmte Atome oder Reste idgaetifwerden kbnnen, die fur die
Topologie des Netzwerks bestimmend sind. Die CNAerstcheidet sich von diesen
Methoden, indem nicht topologische Eigenschaften Metzwerks untersucht werden,
sondern direkt die Flexibilitat und Rigiditat im tdeverk vorhergesagt und mit der mak-
ro- und mikroskopischen Stabilitat der Proteinstuakerknipft wird.

Bereits in der Vergangenheit sind Informationenridie Flexibilitat und Rigiditat
einer Proteinstruktur erfolgreich zur Unterstiutzudes Protein Engineering eingesetzt
worden. So wurden beispielsweise Informationen diieBeweglichkeit einzelner Res-
te im nativen Zustand (aus B-Faktoren) fir die \éoslage thermostabilisierender Muta-
tionen verwendet (Ree&t al. 2006). Ebenso wie die mit Hilfe von MD-Simulatione
oder NMA-ahnlichen Verfahren gemessene Dynamik @gwng) ist die Information
aus B-Faktoren aber nur ein indirektes Mal3 furtdisachlich vorhandene Flexibilitat
(Beweglichkeit) einer Struktur. Nur Gber eine dieBestimmung rigider und flexibler
Regionen kann eine Aussage uber die makroskopisntemikroskopische Stabilitat
der jeweiligen Region oder gesamten Struktur gistnofverden, da diese Eigenschaften
beschreiben, ob ein bestimmter Strukturbereichrdaét werden kann und dann zur
Destabilisierung des Proteins beitragt. Tatsdchii@hdelt es sich bei den von Reetz
al. vorhergesagten Mutationen um Reste an der Paiteifiache (Reetet al. 2006),
wohingegen mit Hilfe der CNA auch Entfaltungsregiorinnerhalb der Struktur und in

Sekundarstrukturelementen bestimmt werden kénnen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde ein Verfahren entwickeltt mem die Entfaltung von Prote-
inen simuliert werden kann. Anhand der Simulati@mrk die Schmelztemperatur be-
stimmt und damit die Thermostabilitat einer Strulkdatersucht werden. Aul3erdem ist
die Untersuchung struktureller Veranderungen mdbgliaie wahrend der Entfaltung
auftreten und letztendlich zum globalen Zerfall 8&ruktur fihren. Die Bereiche, von
denen der globale Zerfall der Struktur ausgehtpkdnbestimmt werden. Es wurde un-
tersucht, inwieweit diese Entfaltungsregionen Strtbereiche darstellen, deren Muta-
tion die thermische Stabilitdt der Struktur beeisfit. Das entwickelte Verfahren basiert
auf der Anwendung von Methoden aus der Rigiditétstie aufbond-bending bzw.
aquivalentebody-and-baiNetzwerke ¢onstraint networksvon Proteinen, was die di-
rekte Vorhersage rigider Cluster und flexibler Regin in atomarer Auflosung erlaubt
(Flexibilitatsanalyse). Die thermische Entfalturgy &trukturen wird Uber das sukzessi-
ve Aufbrechen nichtkovalenter Wechselwirkungenen dNetzwerken simuliert. Anséat-
ze aus der Perkolations- und Netzwerktheorie wekagwendet, um die Rigiditat und
Flexibilitat in den Netzwerken wahrend der Entfafjuizu untersuchen.

Diese unter dem Begriff der Analyse statischer iWetke Constraint network ana-
lysis, CNA) zusammengefassten Methoden wurden im ersédndieser Arbeit auf ei-
nen Datensatz homologer meso- und thermophilerePtangewendet. Dabei wurde
untersucht, ob die thermophile Anpassung tats&chilier eine Rigidisierung der Struk-
tur erfolgt. AuBerdem wurde die Theorie der koroegperenden Zustdnde getestet, die
besagt, dass bei der thermophilen Anpassung tlobalgr Rigidisierung fur die Bioak-
tivitat wichtige flexible Bereiche konserviert sinbllit Hilfe der CNA wurden Entfal-
tungsregionen der Proteine aus dem Datensatz lmastind mit Strukturbereichen ver-
glichen, in die thermostabilisierende Mutationengeifihrt wurden. Aul3erdem wurde
untersucht, inwieweit vorhergesagt werden kanrgiab mdaglicherweise thermostabili-
sierende Mutation die Aktivitat negativ beeinflusst

Fur zwei Drittel der thermophilen Proteine aus deatensatz konnte eine hdhere
Thermostabilitat vorhergesagt werden als fur daspeachende mesophile Protein. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass die thermophmfE#sung dieser Proteine tatsach-
lich Gber eine Rigidisierung der Struktur erfol@ffensichtlich werden bei der Anwen-
dung der CNA implizit alle mdglichen Mechanismen tleermophilen Anpassung be-

rucksichtigt. Die fur zwei Paare meso- und thermieptProteine vorhergesagten Ent-
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faltungsregionen stimmten sehr gut mit Bereicheeréib, in die thermostabilisierende
Mutationen eingefuhrt wurden. Damit wurde gezealgiss die CNA hilfreich zur Unter-
stitzung des Protein Engineering ist, da die thesha Stabilitat einer Struktur abge-
schatzt werden kann, andererseits Hinweise damegélzen werden, in welchen Berei-
chen der Struktur thermostabilisierende Mutatioaegefiihrt werden kdnnen.

Die Untersuchung und der Vergleich mikroskopiscB&bilitaten der homologen
meso- und thermophilen Proteine zeigte, dass hethd#mophilen Anpassung trotz
globaler Rigidisierung fir die Bioaktivitdt wichegflexible Bereiche konserviert sind.
Homologe meso- und thermophile Proteine befindeh bei ihrer jeweiligen Arbeits-
temperatur also tatsachlich in korrespondierendestahden. Zum ersten mal ist damit
die Theorie der korrespondierenden Zustande fleneso grof3en Datensatz mit Hilfe
rechnerischer Methoden getestet worden. Die fir Reare meso- und thermophiler
Proteine untersuchten mikroskopischen Stabilit@endglichten es, das Zusammen-
spiel zwischen Flexibilitat, Stabilitat und Aktigit zu verstehen. Veranderungen in der
Flexibilitdt dieser Enzyme, wie sie entweder duvEranderungen der Temperatur oder
durch das Einfuhren von Mutationen verursacht wayrdennten mit experimentell
bestimmten Veranderungen der Aktivitat in Verbinggebracht werden. Damit konnte
gezeigt werden, dass die CNA ein Abschétzen desktsfieiner thermostabilisierenden
Mutation auf die Aktivitat erlaubt, was wiederunr flen Einsatz der CNA zur Unter-
stiitzung des Protein Engineering spricht.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die CNA auf eiBerie von Phytasen unter-
schiedlicher Thermostabilitditen angewendet. Dadsl®ei den Phytase-Strukturen um
Homologiemodelle handelte, die nicht direkt mit deralyse statischer Netzwerke un-
tersucht werden konnten, wurde eine ensemblebasi&fA etabliert. Dazu wurden
kurze MD-Simulationen zur Verbesserung der homelogidellierten Strukturen
durchgeflihrt, aus denen dann ein konformation&8teskturensemble extrahiert wurde.
Aus den konformationellen Ensembles werden Therahdg&ten vorhergesagt. Zudem
wurden Wahrscheinlichkeiten berechnet, mit denestimente Strukturbereiche Entfal-
tungsregionen darstellen, in denen Mutationen degntische Stabilitat der Struktur
beeinflussen. Bei der Vorhersage der Thermostatahtergab sich eine bemerkenswert
gute Ubereinstimmung mit experimentell bestimmativen Halbwertszeittemperatu-
ren. Fur zwei Phytasen aus dem Datensatz (Consegtase 10 undE. coli AppA
Phytase) konnte gezeigt werden, dass Bereicheah#értEntfaltungsregionwahrschein-

lichkeit gut mit Regionen Ubereinstimmten, in detleermostabilisierende Mutationen
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experimentell eingefuhrt wurden. Fur eine weitehgtBse Y. mollaretiiWT Phytase)
wurden vorhergesagte Entfaltungskerne (Bereiche holter Entfaltungsregionwahr-
scheinlichkeit) durch Arbeitsgruppen an der RheimigVestfalische Technische Hoch-
schule, Aachen, und der BASF SE, Ludwigshafen, exatell getestet. Dabei zeigte
sich, dass Mutationen in den Entfaltungskernerathigch einen signifikanten Einfluss
auf die Halbwertszeittemperatur haben kénnen. Diggebnisse offenbaren, dass mit
der Entwicklung der ensemblebasierten CNA die ndifuhen Grundlagen fur den
Einsatz des Verfahrens zur Unterstlitzung des Prdeagineering von Phytasen ge-

schaffen wurden.
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7 Anhang

7.1 Die Gibbs-Helmholtz-Gleichung

Unter der vereinfachenden Annahme einer tempensdibhangigen Warmekapazi-
tatsdifferenz AC,) (Prabhu und Sharp 2005) kann die Stabilitat ePredeins mit der

Gibbs-Helmholtz-Gleichung beschrieben werden:
AG(T) =AH (M) =T -AS(T)) +AC,- [(T-TY] =T+ In(T/T,)] (16)

Hier bedeuteT, eine beliebige Referenztemperatur. Wapgleich der Schmelztempe-
ratur T, gesetzt wird, bei dekG = 0 undAS = AH / T, ist, dann folgt daraus die modi-
fizierte Gibbs-Helmholtz-Gleichung.

7.2 Weitere Parameter zur Analyse der Entfaltungssimiideen

Mit Hilfe des Programmpakets CNAnalysis kbnnen meblen in Kap. 4.4 be-
schriebenen Parametern zur Analyse der Entfaltimgéstion auch die mittlere Koor-
dinationszahl und die Anzahl dBoppy modederechnet werden. Die mittlere Koordi-
nationszahl wird folgendermalen berechnet (Ratlal.2002):

rmax rmax

(r)=>N, />N, (17)

r=2

Hier bedeuteN; die Anzahlr-koordinierter Atome. Zur Berechnung wurde die infa-
tion aus den von der Software FIRST bei der Kohkstsn des Netzwerks ausgegebe-
nen Dateien cov.out, hbonds.out und hphobes.ogetesen und verarbeitet. Vor der
Bestimmung der Koordinationszahl werden alle loSeden (langeling endsrekursiv
entfernt pruning). Lose Enden sind einfach koordinierte Atome, @t zur Rigiditat
im Netzwerk beitragen. Sie werden entfernt, umktgebnisse der Entfaltungssimula-
tionen von Proteinen mit der Rigiditatsperkolatimm Netzwerken glasbildender Mate-
rialien vergleichen zu kdnnen (Radsral. 2002). Die Anzahl defloppy modesst ein
Malf3 fur die im Netzwerk enthaltene Flexibilitat.rA&estimmung der Anzahl déoppy
modeswurde die Information aus der von der Software FTRausgegebenen Datei re-
sults.txt ausgelesen und verarbeitetwurde anschlielend graphisch als Funktion der
Temperatur aufgetragen.
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