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1 Einleitung/ Motivation 1
1 Einleitung/ Motivation

Proteine besitzen auf der zellularen Ebene eine grofle Bedeutung. Sie bestehen
aus Aminosauren, deren Abfolge wesentlich zur Tertiar- und Quartarstruktur
(stabile Struktur) des Proteins beitragen. Die Reihenfolge der Aminosauren,
auch Sequenz genannt, ist in der Desoxyribonukleinsaure (DNS) in jedem Pro-

tein gespeichert.

Somit sind Proteinmolekiile in der Lage sich selbst organisierend in
3D-Topologien zu falten, um so eine biologische Funktion erfullen zu kdnnen.
Wichtige Funktionen von Proteinen sind unter anderem die Aufrechterhaltung
der Stabilitdt, Kommunikation innerhalb der Zelle, der aktive Stofftransport in
der Zelle und das Binden oder katalytische Verandern von anderen Proteinen
oder Molekulen. In dieser Arbeit werden globulare Proteine und Membranprotei-
ne untersucht. Dabei sind die Membranproteine sehr wichtig. Sie dienen der
Signalweiterleitung, den Pump- und Transportvorgangen und steuern wichtige
zellulare Funktionen. Ein bedeutender Reprasentant dieser Klasse ist das
Bacteriorhodopsin, welches der Energiegewinnung im Halobacterium salinarum
dient.” Wie genau sich aus einer Aminosauresequenz eine Struktur bildet, ist
noch schwer abzuschatzen. Der erste Ansatz flr das Faltungsproblem stitzt
sich auf eine detaillierte strukturelle und energetische Beschreibung des Gleich-
gewichts zwischen dem nativen Zustand, den ungefalteten Proteinen und den
zufallig ungeordneten Randzustanden. Schon durch ein paar Mutationen kann
das Gleichgewicht zwischen gefalteten und ungefalteten Proteinen stark in bei-
de Richtungen verschoben werden. Darum kdnnen schon wenige Mutationen
neue tertiare und/ oder sogar quartare Strukturen hervorrufen. Eine geringe
erbgutveranderte Stérung kann eine vollig andere Struktur zur Folge haben und
sich so auch auf die Leistungsfahigkeit des Proteins auswirken. Punktmutatio-
nen konnen dabei durch verschiedene Ursachen ausgeldst werden. Unter-
schiedliche Ausloser konnen sein: diverse Strahlen (Rontgenstrahlen, kosmi-
sche Strahlung, energiereiche Strahlen, radioaktive Strahlung), Fehler bei mole-

kulargenetischen Prozessen (Replikation, DNA-Reparatur, Chromosomenver

1 [Dressel, 2008]



2 1 Einleitung/ Motivation

teilung bei der Kernzellteilung), Viren und Schimmelpilze, sehr hohe bzw. niedri-
ge Temperaturen, sowie chemische Substanzen (Senfgas, Formaldehyd). Es
konnen auch Spontanmutationen auftreten, die ohne erkennbaren Grund in
Erscheinung treten.?Es ist wichtig, die allgemeine Proteinfaltung zu kennen, um
daraus neue Proteinstrukturen und -funktionen zu entwickeln. Die meisten
natirlichen Proteine nehmen nur den nativen Zustand ein, mit einer freien
Enthalpie von 5§ kcal/mol. Es wird angenommen, dass manche Mutationen
notwendig sind, um das Gleichgewicht von alternativen Zustanden auf eine freie
Enthalpie von 5 kcal/mol zu verschieben. Diese Annahme stutzt die meisten
Methoden der Bioinformatik. Die Uberwiegende Anzahl der Mutationen steigern
die Bereitschaft des Proteins zur Faltung in einen alternativen Zustand. So kann
der Unterschied einer Sequenz von zwei Proteinen mit unterschiedlichen
Strukturen sehr klein sein. Darum muss man die Proteinsequenzen methodisch
untersuchen, um die Auswirkungen von Mutationen auf die Struktur und die

Funktion derer ermitteln zu kénnen.?

1.1 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen von verschiedenen Punktmutationen
auf zwei unterschiedliche Proteine zu analysieren. Besonderes Augenmerk liegt
dabei auf der Stabilitat, Funktion und Strukturanderung der Proteine. Die
zentrale Frage ist, welchen Einfluss Punktmutationen auf die Stabilitat und
somit auch auf die Funktionalitat der verschiedenen Proteine haben. Um dies
herauszufinden, wurden vielfaltige bioinformatische Tools verwendet. Insbeson-

dere wurde mit dem Hochschulwebservers eProS* gearbeitet.

2 [Pews, 2010]

3 [Alexander, 2009]

4 eProS ist ein Energy profile server der Hochschule Mittweida
(siehe http://bioservices.hs-mittweida.de/Epros/)
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2 Biologische Grundlagen

2.1 Proteine

Proteine gehodren zur Klasse der Makromolekulle einer Zelle und sind damit,
neben den Polysacchariden, Lipiden und Nucleinsauren, ein sehr wichtiger
Bestandteil in einem Organismus. Sie besitzen eine strukturelle und
enzymatische Bedeutung. So enthalt eine Zelle tausende Proteine jeweils
verschiedener Arten.

Ein Protein ist definiert als ein Polypeptid (oder eine Ansammlung von
Polypeptiden), die ein Molekll mit spezifischer biologischer Funktion bilden.
Diese Polypeptide bestehen aus Monomeren, auch Aminosauren genannt. Es
gibt 20 kanonische Aminosauren (siehe Tabelle 1), die unterschiedliche Eigen-
schaften aufweisen. Sie besitzen dabei eine allgemeine Struktur (siehe
Abbildung 1). Sie besteht aus einer Carboxylgruppe, einer Aminogruppe, einem
a-Kohlenstoffatom und einem Rest, der je nach Aminosaure spezifisch ist.
Dadurch kénnen sich die Aminosauren zu einer Peptidbindung verkniipfen.® So
entsteht mit Hilfe der Ribosomen bei der Translation eine Aminosaurekette, die
wiederum als Protein bezeichnet wird. Diese Proteine konnen strukturell in zwei
Klassen eingeteilt werden, den globularen Proteinen und den Membranprotei-

nen.

a-Kohlenstoffatom H O Carboxylgruppe
N

R-C-C-0OH

|
NH,
“TAminogruppe

Abbildung 1: Allgemeine Struktur einer Aminoséure

5 [Madigan, 2006]



2 Biologische Grundlagen

Tabelle 1: Die 20 kanonischen Aminoséuren

Aminoséure | Dreibuchstaben-| Einbuchstaben- | Durchschnittlicher Vor- | Polaritdt von R
code code kommen in Proteine
Glycin Gly G 72 % unpolar
Alanin Ala A 7,8 % unpolar
Valin Val \Y 6,6 % unpolar
Leucin Leu L 9,1 % unpolar
Isoleucin lle | 5,3 % unpolar
Methionin Met M 2,3% unpolar
Phenylalanin Phe F 3,9 % unpolar
Tryptophan Trp w 1,4 % unpolar
Prolin Pro P 52 % unpolar
Serin Ser S 6,8 % polar
Threonine Thr T 59 % polar
Asparagin Asn N 4,3 % polar
Glutamin Gin Q 4,2 % polar
Cystein Cys C 1,9 % polar
Tyrosin Tyr Y 32% polar
Aspartat Asp D 5,3 % polar
Glutamat Glu E 6,3 % polar
Lysin Lys K 5,9 % polar
Arginin Arg R 51% polar
Histidin His H 2,3% polar
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2.1.1 Membranproteine

Membranproteine sind in eine dinne Membran eingelagert, die das Cytoplasma
einer Zelle umgibt. Sie gewahrleistet die Konstanz der Zellinhaltsstoffe gegen-
uber dem umgebenden Milieu, ihre Permeabilitat ermoglicht die gezielte
Aufnahme und Abgabe von Verbindungen. Sie dient zur Speicherung von
Zellenergie. Die Membranproteine sind spezielle Proteine, die eine Kommunika-
tion und den Stoffaustausch mit der Umgebung ermdéglichen. Weiterhin nitzen
sie dem Aufbau von Zellenergie. Anders als globulare Proteine exponieren
Membranproteine die Seitenketten hydrophober Aminosduren auf ihre
Oberflache. Dabei unterscheidet man zwischen integrale und periphere

Membranproteine.®

Auf der einen Seite gibt es die integralen Membranproteine (siehe Abbildung 2),
die bestimmte Moleklle oder lonen (z.B. Natrium, Kalium, Kalzium oder
Chlorid) als einfache Porenproteine oder lonenkanale durch die Membran las-
sen. So kénnen mit Hilfe von Carrierproteinen bestimmte Stoffe sehr spezifisch
von innen nach auflen oder umgekehrt transportiert werden. Dies ist auch
gegen den Konzentrationsgradienten madglich, wobei Energie verbraucht wird.
Unter die integralen Proteine fallen auch die Rezeptorproteine. Sie kdnnen mit
Hormonen und Neurotransmittern wechselwirken und somit einen Informations-
austausch zwischen dem ZellauRReren und -inneren bewirken. Aul3erdem besit-
zen sie mechanische Funktionen. So verknipfen sie die Zelle mit einer

Nachbarzelle oder mit bestimmten Proteinen.’

%

Abbildung 2: Integrale Membranproteine®

6 [Helmich, 2011]
7 [Deplanque, 2011]
8 [Foobar, 2006]
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Auf der anderen Seite gibt es periphere Membranproteine, die in Lipid-Einzel-
schichten eingelagert sind oder sich liegend auf der Membran befinden.® Sie
kénnen sich jedoch auch an integrale Proteine binden (siehe Abbildung 3).
Durch hohe Salzkonzentrationen oder durch Veranderung des pH-Wertes kann

man die peripheren Membranproteine leicht von der Membran lésen.’

73

Abbildung 3: Periphere Membranproteine®

2.1.1.2 Bacteriorhodopsin

Die Photosynthese als Energiegewinnung ist direkt oder indirekt fir alle
Lebewesen sehr wichtig. Die Entdeckung des Proteins Bacteriorhodopsin in
den 70er Jahren® verwarf das Bild, dass die Umwandlung von Lichtenergie in
chemische Energie nur Uber das Chromophor Chlorophyll ablauft. Bacteriorho-

dopsin stellt einen anderen Photosynthesemechanismus dar.

In dieser Arbeit wurde das integrale Membranprotein Bacteriorhodopsin (siehe
Abbildung 5) gewahlt. Es ist ein stabchenformiges, vier Flagellen tragendes
prokaryotisches Archaebakterium, dass im Halobacterium salinarium vor-
kommt.'"® Da dieser Organismus in einem extremen Lebensraum mit hohen

Salzkonzentrationen und Temperaturen beheimatet ist, musste er sich mit einer

6 [Helmich, 2011]
7 [Deplanque, 2011]
8 [Foobar, 2006]
9 [Oesterhelt, 1971]
10 [Kandt, 2003]
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alternativen Energiegewinnung anpassen. Da der Sauerstoffgehalt mit hoher
werdender Temperatur und Salzgehalt abnimmt, benutzt Bacteriorhodopsin
keine sauerstoffabhangigen Prozess flr das Erzeugen eines Protonengradien-
ten. Der Protonenkonzentrationsgradient entsteht mit Hilfe von Lichtenergie
(lichtgetriebene Protonenpumpe), dabei fungiert Bacteriorhodopsin in der
Zellmembran als einfaches Photosynthesesystem."' Die Produktion von ATP
wird sichergestellt, indem Membransegmente (Purpurmembranen) entstehen
und somit eine Erhohung der Synthese stattfindet. Das Protein bildet in der

Purpurmembran ein zweidimensionales Gitter aus (siehe Abbildung 4).

‘%%@
@ %
Bt

@é

Abbildung 4: Karte der Elektronendichte eines zweidimensionalen
Bacteriorhodopsin-Gitters."

Man erkennt die hexagonale Anordnung der Proteintrimere in der
Membran und den innermolekularen Aufbau mit den sieben senk-
recht zur Membran stehenden Helices A bis G.

Bacteriorhodopsin hat ein Molekulargewicht von 26,8 kDa und besteht aus 249
Aminosauren und einem Retinalmolekll, welches an Lysin 216 mittels einer
Schiff'schen Base gebunden ist. Die Aminosauren falten sich in sieben Helices,
die das im Innern liegende Retinal einschlie3en (siehe Abbildung 5). Im Grund-

zustand liegt das auch in Sehzellen vorkommende Molekdl in all-trans-Konfor

11 [Oesterhelt |, 1971]
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mation vor und bei Lichtabsorption findet eine all-trans/13-cis-Isomerisierung
statt. Durch das Abwechseln dieser zwei Zustande, kommt es zum Funktions-
zyklus, wahrend dessen ein Proton durch das Molekil hindurch auf die andere
Seite der Membran transportiert wird. Das Protein besitzt eine cytoplasmatische
und eine extrazellulare Seite, die jeweils fur die Protonenaufnahme bzw.
-abgabe zustandig sind. Diese werden durch das Retinal voneinander getrennt.
Wichtige Elemente flr das Durchschleusen der Protonen im Molekul sind die
Aspartate und Glutamate, die eine Bindung des Protons mit Bindungsenergien
im Bereich der Bildung von Hydroniumionen ermoglichen. Diese stehen im
Wettbewerb mit den Wassermolekilen, um die Anlagerung von Protonen und
konnen durch ein Anheben oder Absenken des pK-Wertes der Gruppe
geschaltet werden. Da jedes aufgenommene Proton auch wieder abgegeben

werden muss, dirfen die Unterschiede der pK-Werte nicht zu groR sein."

Abbildung 5: Struktur von Bacteriorhodopsin™

12 Der pK-Wert ist der negative dekadische Logarithmus der Gleichgewichtskonstanten K einer
chemischen Reaktion.

11 [Bolwien, 2002]

13 [Cronk, 2011]
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Der Photozyklus von Bacteriorhodopsin ist in Intermediate klassifiziert (siehe
Abbildung 7), da das Retinal abhangig von der Zeit seine Farbe andert. Einen
Uberblick dieser Intermediate mit deren Veradnderungen ist in Tabelle 2
zusammengefasst. In Abbildung 6 ist der Protonenweg innerhalb des Proteins
zu erkennen. Der untere Bereich (zustandig fur die Protonenabgabe) bildet
einen Protonenleitweg. Angefangen bei der Schiff'schen Base, Uber Asp 85, ein
Wassermolektil zwischen Asp 85 und Asp 212 und endet an der Dyade Glu
194/Glu 204, die in unmittelbarer Nahe der Oberflache des Proteins liegen.
Zwischen Asp 85 und der Dyade liegt Arg 82, dem eine schaltende Funktion
angedacht wird."

Abbildung 6: Protonenweg innerhalb von Bacteriorhodopsin™

Der dreidimensionale Aufbau von BR im Grundzustand in einer vereinfachten
Darstellung, bei der nur das Proteinrtickgrat, das Retinal und wichtige Amino-
saurenreste dargestellt sind. Die Glutamate und Aspartate im unteren, extrazel-
luldren Bereich des Proteins bilden bereits im Grundzustand eine Kette von
Wasserstoffbrickenbindungen, die den Weg des Protons vorzeichnen. Im
cytoplasmatischen Teil des Proteins sind zur Reprotonierung der Schiff'schen
Base Strukturanderungen nétig. Die entstehenden Hohlrdume kdnnen Wasser-
molekile aufnehmen, die dann als Wasserstoffbriickennetzwerk das
Verschieben eines Protons erlauben.

11 [Bolwien, 2002]
14 [Essen, 1998]
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Abbildung 7: Photozyklus von Bacteriorhodopsin'

Photozyklus, wie er anhand der Farbdnderungen des Retinals festgestellt wer-
den kann. Lediglich die Einteilung in die beiden M-Zusténde erfolgt aufgrund
mechanistischer Uberlegungen und beschreibt die Anderung der Zugénglichkeit
der Schiff'schen Base.

Tabelle 2: Uberblick der Intermediate von Bacteriorhodopsin'

Intermediate Veranderung

BRses — Jes2o Das Retinal befindet sich im lichtadaptier-
ten Grundzustand, der Absorbierung ei-
nes Photons folgt die Isomerisierung um
die

C13 = C14 Doppelbindung.

Jo2o — Kseo — Lsso Die im Retinal gespeicherte Energie dissi-
piert’ und sorgt fiir erste, relativ geringe
Anderungen im sichtbaren Spektrum.

Lsso — Maiz Das Proton der Schiff'schen Base ver-
schiebt sich zu Asp 85. Gleichzeitig wird
ein Proton in das extrazellulare Medium
abgegeben. Die aus der Abgabe des Pro-
tons stark veranderte Elektronenstruktur
des Retinals ist an der starken
Blauverschiebung des Absorptionsmaxi-

15 Bei allen dissipativen Prozessen wird Entropie produziert, wobei die dissipierte Energie auf
die produzierte Entropie umgeladen wird.
11 [Bolwien, 2002]
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mums erkennbar.

Ma12 — M's12 Die Zuganglichkeit der Schiff'schen Base
andert sich zugunsten der cytoplasmati-

schen Seite, um eine Reprotonierung zu

ermoglichen.

M'412— Ns3o Die Schiff'sche Base wird durch Asp 96
reprotoniert.

Ns30 — Oeao Asp 96 wird aus Richtung des Cytoplas-
mas reprotoniert und ein Proton aus dem
Inneren der Zelle wird aufgenommen.
Gleichzeitig findet eine Rickkehr des Re-
tinals in den all-trans-Grundzustand statt.

O640 — BRses Asp 85 gibt sein Proton ab und das Prote-
in kehrt damit in den Grundzustand zu-
rck.

2.1.2 Globulare Proteine

Globulare Proteine sind sphariode Molekile, wie zum Beispiel Enzyme,
Transportproteine und Rezeptoren. Sie kdnnen sowohl alpha-Helices als auch
beta-Faltblattstrukturen enthalten (durchschnittlich ca. 27% alpha-Helix und
23% beta-Faltblatt). Die Seitenketten sind je nach Polaritat anders angeordnet.
Unpolare Reste, wie Val, Leu, lle, Met, Phe, befinden sich vorwiegend im Inne-
ren des Proteins. Anders verhalt es sich mit geladenen (Arg, His, Lys, Asp, Glu)
und ungeladenen Resten (Ser, Thr, Asn, GIn, Tyr, Trp), die zumeist an der
Oberflache sind.' lhre Polypeptidketten sind nahezu kugelférmig zusammen
gelagert. Globulare Proteine sind wichtige Bestandteile des Protoplasmas der
Zellen. Daher haben sie nicht nur als Nahrstoffe, sondern auch als Reservestof-
fe fur den Baustoffwechsel Bedeutung. Sie kommen im Blut und in den Mus-

keln, sowie als Bestandteile von Enzymen und Hormonen vor."

16 [Albrecht, 2011]
17 [Liebbert, 1986]
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2.1.2.1 T4 Lysozym

Das T4 Lysozym ist ein kleines globulares Protein mit 164 Aminosauren und
1429 Atome. Das Molekulargewicht betragt 19 kDa. Strukturell aufgeklart wurde
es mittels Kristallstrukturanalyse, NMR-Spektroskopie und ESR-Spektroskopie.
Man kann zwei Domanen unterscheiden. Die N-terminale Domane enthalt das
einzige B-Faltblatt und den groRten Teil der flexiblen Elemente. Sie ist durch
eine lange a-Helix mit der C-terminalen Domane verbunden, die aus einem
Barrel von sieben a-Helices besteht (siehe Abbildung 8) und in der sich die
meisten der positiven Uberschussladungen befinden. Das T4 Lysozym ist ein
basisches Protein, welches einen Isoelektrischen Punkt von uber 9 besitzt und
neunfach positiv geladen ist, wenn es sich in einer neutralen pH-Wert-Umge-

bung befindet.

Lysozyme aus dem Bakteriophagen T4 gehoren zur der Klasse der Enzyme.
Die biologische Funktion der T4-Lysozyme liegt in der Spaltung von Peptidogly-
kane der Zellwande des Wirtsbakteriums.” Somit lysiert die Zelle und die

Phagen werden freigesetzt.

Das aktive Zentrum befindet sich zwischen den beiden Domanen und bindet ein
Substrat, in dem es eine Art Scharnierbewegung vollzieht. T4-Lysozym
Mutanten zeigen haufig gleiche Kristallbedingungen, koénnen jedoch die

Funktion und Stabilitdt des Proteins beeinflussen.™

Abbildung 8: Tertidrstruktur des T4 Lysozym Proteins

18 [Jacobsen, 2005]
19 [Bohm, 2005]
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2.2 Wechselwirkungskrafte in Proteinen

Damit sich ein Protein falten kann, bendtigt es verschiedenartige Wechselwir-
kungskrafte. Um die korrekte Faltung anzunehmen (und nicht eine der
,unendlich® vielen denaturierten Konformationen), mussen die Wechselwir-

kungskrafte den entropisch sehr unglnstigen Zustand kompensieren.

2.2.1 Kovalente Bindungen

Kovalente Wechselwirkungen sind sehr starke Krafte, bei denen sich die Atome
zu mehr oder weniger gleichen Teilen die Elektronen teilen. Sie weisen eine
Reichweite von 0,1 nm bis 0,15 nm auf. Die Veranderung der chemischen Natur
ist jedoch immer noch moglich. Durch diese Art von Bindung bilden sich
Molekiilgefiige, die keine selbststindigen Einheiten mehr darstellen.?® In
Abbildung 9 ist am Beispiel von zwei Chloratomen die Bildung einer kovalenten

Bindung veranschaulicht. Diese Bindung wird auch Molekilbindung genannt.*’
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Abbildung 9: Kovalente Bindung zweier Chloratome?'

20 [Brumm, 2010]
21 [Domain, 2011]
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In einem Protein treten derartige Bindungen als Peptidbindungen auf, die die
einzelnen Aminosauren miteinander verknupfen. Peptidbindungen sind durch
ihre Mesomerie stabilisiert. Sie bedingt den partiellen Doppelbindungscharakter
der Amidgruppe, was dazu fuhrt, dass die Peptidbindung relativ starr und nicht
drehbar ist.?? Die amidische Bindung im Molekdl ist eine planare Bindung, die
eine ebene Flache bildet. Der partielle Doppelbindungscharakter auf3ert sich
auch im Bindungsabstand zwischen dem C- und N-Atom, der in der Nahe des
Bindungsabstands einer C=N-Doppelbindung, ca. bei 0,124 nm (C-N-Einfach-
bindung: 0,147 nm), liegt. Die Bindung zwischen dem a-Kohlenstoffatom und
dem Carbonylkohlenstoffatom ist eine reine Einfachbindung, genau wie jene
zwischen dem a-Kohlenstoffatom und dem Stickstoffatom. Folglich weisen
diese Bindungen eine groRe Rotationsfreiheit auf.”? Der Rotationswinkel wird

vor allem von sterischen Einschrankungen beeinflusst.

2.2.2 Dipol-Dipol-Wechselwirkungskrafte

Voraussetzung fur eine Dipol-Dipol-Bindung ist eine starke Elektronegativitats-
differenz in einem Molekil. Durch eine permanente Ladungsverschiebung
entstehen Dipole, die sich gegenseitig elektrostatisch anziehen, wobei jedoch
kein Ladungsaustausch stattfindet. Die Dipol-Dipol-Krafte sind um so groRer, je
polarer die Molekulle gebaut sind. AulRerdem wirken sie bei polaren Molekilen

zusatzlich zu den immer vorhandenen Van-der-Waals-Kraften.

2.2.3 Wasserstoffbriickenbindungen

Eine besondere Art der Dipol-Dipol-Bindung ist die Wasserstoffbriickenbindung.
Eine Wasserstoffbrickenbindung liegt dann vor, wenn das Wasserstoffatom mit
einem oder mehren Atomen verbunden ist (siehe Abbildung 10). Dabei dient ein

H-Atom als Bricke zwischen zwei stark elektronegativen Atomen, wobei es mit

22 [Koolman, 1998]
23 [Voet, 2002]
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einem Atom durch eine polare kovalente Bindung und mit dem anderen (z.B.
Stickstoff-, Sauerstoff- oder Fluoratom) durch elektrostatische Krafte verbunden
ist. Wasserstoffbriickenbindungen sind auflerst wichtig flr die Strukturbildung
und der Stabilitat von Proteinen. Die Starke der Bindung belauft sich auf
ca. 20 kJ/mol. Die Anziehung ist somit viel geringer als die kovalente Bindung,

die eine Bindungsenergie von ca. 200 bis 400 kJ/mol aufweist.?

5y O &
ID-Hs=iD_H
I l
5°H 5°H

- Wasserstoffbriickenbindung
- bindende Elektronenpaare

— freie Elektronenpaare

Abbildung 10: Wasserstoffbriickenbindung

2.2.4 VVan-der-Waals-Krafte

Auch zwischen vdllig unpolaren Molekilen und Atomen gibt es Wechselwirkun-
gen. Vaan-der-Waals-Krafte bezeichnen relativ schwache nicht-kovalente
Bindungen zwischen Atomen bzw. Molekilen. Diese beruhen auf schnellen und
kurzen Schwankungen der Elektronenverteilung in Atomen und Molekulen. In
dieser kurzen Zeit wirken die Teilchen ahnlich wie Dipole. Die Krafte sind sehr

bedeutend fiir die Proteinfaltung und bei der Protein-Protein-Interaktion.?

24 [Fischer, 2010]
20 [Brumm, 2010]



16 2 Biologische Grundlagen

2.2.5 AbstolRungskrafte

AbstoRungskrafte sind sterische Wechselwirkungen, die nur eine geringe
Reichweite besitzen. Kommen sich jedoch zwei Atome naher, vergrofRert sich
die Starke der Kraft erheblich. Atomverbande reagieren deutlich mit
AbstoRungsreaktionen, wenn man sie verdichten will. Ahnlich verhalten sich
Elektronenwolken, die sich gegen eine zu groRe Annaherung sperren. Werden
Atome starkem Druck ausgesetzt, ziehen sich die Elektronenwolken enger um
einen Kernbereich zusammen.? Der Zustand ist in Hinblick auf die Energie sehr

ungunstig, weswegen dieser in der Realitat nicht vorkommt.

2.2.6 Hydrophober Effekt

Bei der Proteinfaltung ist der hydrophobe Effekt sehr wichtig. Wenn in der
Umgebung von vorhandenen Wassermolekulen ein apolares Molekul oder eine
apolare Region eines Moleklls vorliegt, unterliegen die Wassermolekile einer
Art Selbstorganisation. So befinden sich die Wassermolekile in einem héheren
Energiezustand, als wenn sie nur von Wassermolekilen umgeben waren.
Wenn sich nun zwei apolare Gruppen annahern, die von geordneten Wasser-
molekulen umgeben sind, so gehen diese Wassermolekule in einen ungeordne-
ten Zustand Uber. Es resultierte ein Entropieverlust und somit auch die
Abnahme der Freien Energie, was zur Folge hat, dass das Protein stabilisiert
wird. Dabei ist die Hydrophobizitat von Aminosauren direkt von ihrer Oberflache
abhangig (siehe Abbildung 11).%

25 [Maurer, 2006]
26 [Biochem, 2011]
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Freie Energie (kcal/mol)
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Zugéngliche Oberflache (A?)

Abbildung 11: Abhédngigkeit der Hydrophobizitdt der Aminosgu-
ren und ihrer Oberflédche®

2.3 Proteinfaltung

Uber die Proteinfaltung ist bisher noch wenig bekannt. Doch besitzt sie eine
grole Bedeutung fur die Biologie, da durch fehlerhaft gefaltete Proteine Krank-
heiten ausgelost werden konnen. Der korrekte Faltungsablauf geschieht in sehr
kurzer Zeit (einer Milliardstelsekunde (10-9) bis zu Sekunden). Dabei wechselt
das Protein vom denaturierten (unstrukturierten oder biologisch nicht funktions-
fahigen) Zustand zum nativen (strukturierten oder biologisch funktionsfahigen)
Zustand. Darum muss die sogenannte Energielandschaft die Faltungswege und
die Geschwindigkeit bestimmen. Man geht davon aus, dass die Energieland-
schaft relativ Ubersichtlich ist und an einer definierten Stelle ein Optimum
besitzt. Das Protein findet dieses Optimum instinktiv. Damit ein Protein stabil
gegenuber thermodynamischen Fluktuationen ist, sollte der native Zustand eine
mdglichst tiefe freie Energie besitzen oder zumindest in einem tiefen Tal der
Energielandschaft liegen. Dies ist Voraussetzung daflir, dass das Protein seine
Funktion fehlerfrei ausiben kann. Dabei wird die raumliche Anordnung des
Proteins von der energetischen Situation bestimmt.?” Da ein Protein eine groRe
Anzahl von mdglichen Konformationen besitzt, missen diese zu Beginn der

Faltung begrenzt werden. Dies erfolgt durch die Van-der-Waals-Krafte, die ein

25 [Maurer, 2006]
27 [Wachtveitl, 2011]
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schnelles Zusammenlagern der hydrophoben Aminosauren im polaren Cytosol
bewirken. So wird aus der random-coil-Struktur ein kompaktes ungeordnetes
Knauel, welches auch random-globule-Zustand genannt wird (siehe Abbildung
12). Mit diesem Knauel beginnt die eigentliche Faltung. Diese beiden Zustande

sind durch eine definierte Barriere der Freien Energie voneinander getrennt.?®
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Proteinfaltung. Die Zahlen in den
Klammern geben die Anzahl der Konformationen an.?”

Das ungefaltete Protein kann sehr leicht mit anderen Ketten Aggregate bilden,
da es sich in einer hohen Konzentration im Cytosol befindet. Diese Gebilde
kénnen sich nun nicht mehr richtig falten. Eine weitere Gefahr geht von den
einzelnen Aminosaureketten aus, die eine Missfaltung durch ihre zugehorigen
lokalen Energieminima nicht mehr beheben konnen. Das Protein im ungefalte-
ten Zustand kann jedoch auch sehr leicht von Proteasen angegriffen werden.

Damit diese Probleme nicht auftreten, unterstitzen Chaperone die Proteine bei
der Faltung. Diese schirmen hydrophobe Regionen ab und verhindern somit

eventuelle Aggregationen.?

27 [Wachtveitl, 2011]
28 [Dobson, 1999]
29 [Behre, 2002]
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3 Bioinformatische Grundlagen

3.1 Biodatenbanken

Datenbanken besitzen in der Bioinformatik eine gro3e Bedeutung. Da sich die
Bioinformatik mit der Untersuchung der Molekularbiologie beschaftigt und dabei
sehr grolte Datenmengen anfallen (und diese eine umfangreiche Datenanalyse
bendtigen), sind Datenbanken eine effektive Methode, diese zu hinterlegen und
wieder auf sie zugreifen zu kdnnen.

Bei der vorliegenden Arbeit werden nur Proteinsequenz- und Proteinstruktur-
Datenbanken verwendet. Es gibt jedoch auch andere Biodatenbanken. Unter
anderen Sequenz-Datenbanken zur DNA-Analyse und Sequenzierung (zum
Beispiel: GenBank) und Sequenz-Datenbanken zur Ermittlung phylogenetischer
Baume.*

Die benétigten Informationen Uber das Bacteriorhodopsin Protein und das T4
Lysozym Protein wurden der Protein Data Bank (kurz PDB) entnommen. In
dieser Datenbank sind die fur diese Arbeit relevanten, dreidimensionalen Daten
gespeichert. Die PDB ist weltweit ein einzigartiges Archiv fur Strukturdaten von
biologischen Makromolekilen. Sie sind flir jedermann frei zuganglich. Dabei
haben Wissenschaftler aus der ganzen Welt die hoch qualitativen Daten durch
Experimente ermittelt und fir die Datenbank bereitgestellt.*

Somit ist die Basis der Proteinanalyse geschaffen, auf der strukturellen Ebene
sowie auch flr die energiebasierende Analyse. Die Strukturdaten wurden
ublicherweise durch Kristallstrukturanalyse oder NMR-Spektroskopie ermittelt.
Die Mutanten der Proteine wurden ebenfalls mit Hilfe der PDB gefunden,
wohingegen die Angaben Uber die Auswirkungen der Mutationen aus der
Literaturdatenbank PubMed, die biomedizinische Literatur aus MEDLINE,
Life-Science-Zeitschriffen und Online-Blcher beinhaltet, herausgelesen

wurden.

30 [Francois, 2002]
31 [Schmieder, 2004]
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3.2 Energieprofile

Die Analyse von Proteinen anhand von Energieprofilen ist noch weitestgehend
unerforscht, da bisher noch keine derartigen Eintrage in Proteindatenbanken
vorliegen. Deshalb mussen die Energiewerte fur die einzelnen Aminosauren

berechnet werden.

Ein Energieprofil stellt dabei eine Umwandlung einer dreidimensionalen Struktur
in einen zweidimensionalen Vektor dar. Wenn man die Energien fur jede
einzelne Aminosaure Uber eine Sequenz auftragt, erhalt man ein Energieprofil.
Daflr wird ein Algorithmus von Frank Dressel benutzt, den er in seiner Disserta-
tion ,Sequenz, Energie, Struktur - Untersuchungen zur Beziehung zwischen
Primar- und Tertiarstruktur in globularen und Membran-Proteinen® vorstellt. Das

Folgende wird seiner Arbeit entnommen.’

Um ein Energieprofil zu berechnen, bendtigt man die Gesamtenergie eines
Proteins. Diese ergibt sich aus den Wechselwirkungsenergien der einzelnen

Aminosauren.

EGes:Zij e;jf(rij>+zie’iog(i) (1)

e'io beschreibt dabei die Wechselwirkung der Aminosauren mit dem umgeben-
den Losungsmittel und e®; gibt die Wechselwirkungen von zwei Aminosauren
untereinander wider. Weiterhin beschreibt f(r;) eine Abstandsfunktion zwischen
der Aminosaure i und der Aminosaure j und g(i) den Zustand der Aminosaure i.
Mit Hilfe einer Wahrscheinlichkeitsverteilung wird jeder Aminosaure eine
Loslichkeitsenergie e; zugewiesen. Dabei wird unterschieden, ob die Aminosau-
re hydrophil ist, das heil3t, dass sie dem Ldésungsmittel zugewandt ist und mit
diesem Wasserstoffbrickenbindungen ausbildet, oder im Protein innen angela-
gert ist (hydrophob) und somit mit anderen Aminosauren interagiert. g(i)
beschreibt also ein Kriterium der Aminosaure (innen/auf3en). Um herauszufin-

den, ob eine Aminosaure im Inneren eines Proteins liegt oder aul3en, wurden

1 [Dressel, 2008]



3 Bioinformatische Grundlagen

zwei Kriterien formelmafig erfasst. Man geht davon aus, dass ein Zentrum (der
Schwerpunkt) ¢ der C,-Atome definiert ist und um diese eine Kugel gespannt
wird, mit dem Radius von 10 A, um den Innen/AuRen-Zustandsraum zu definie-
ren. Die Innen-/Auflenverteilung der einzelnen Aminosauren ist in Tabelle 3
aufgefuhrt. Wenn nun g(i)=1 und die Bedingungen der Gleichung (2) erfullt sind,

gilt die Aminosaure als innen liegend. Ist die Bedingung nicht erfllt und g(i)=0,

so liegt die Aminosaure auf3en.

Ca—c| <5V (Cy- Cp)(Ca—c) <0
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Tabelle 3: Haufigkeit der einzelnen Aminoséuren nach ihrer AulRen- bzw. Innenposition im

Protein’

Aminosaure| innen auBen Aminosdaure | innen aufBen
Cys 4582 1016 His 6419 3366
lle 20370 4141 Gly 16698 14326
Ser 12576 10411 Asp 10001 14327
Gin 7373 7752 Leu 30615 7107
Lys 9285 15193 Arg 11327 10441
Asn 8225 8928 Trp 4001 1193
Pro 9135 9423 Val 23562 6551
Thr 12537 9622 Glu 11165 18091
Phe 13353 2813 Tyr 11228 3529
Ala 22725 11052 Met 7003 1723

Die Energiedifferenz zwischen dem hydrophilen und hydrophoben Zustand

kann man nun mit der Boltzmannverteilung berechnen:*

1 [Dressel, 2008]
32 [Schneider, 2009]
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e',=—kgTIn(x) (3)

n out

Nin/Nowt  bezeichnet hierbei die Anzahl der Falle, in dem die betrachtete
Aminoséaure im Protein oder auf der Oberflaiche vom Protein liegt.' Dabei wird

eine Statistik aus verwendeten Strukturdaten benatigt.

Die Boltzmannsche Konstante und die Temperatur T werden dabei als konstant
angesehen. Um einen Abstand zwischen zwei Aminosauren berechnen zu
kénnen, muss man einen raumlichen Anhaltspunkt schaffen (dies wird ebenfalls
zur Berechnung von r; bendtigt). Da die Seitenketten der Aminosauren durch
ihre Eigenschaften in ihrer Dynamik sehr unterschiedlich sind, werden die
Cg-Atome zur Orientierung gewahlt, da diese relativ stark an der Backbone
gebunden sind. Die aus der Formel (3) errechneten Energiewerte geben die
Energie wieder, die aufgewendet werden muss, um eine Aminosaure vom
hydrophilen Zustand in den hydrophoben Zustand zu uberfuhren und anders-
rum. Wenn man nun diese Werte Uber eine Sequenz auftragt, erhalt man ein

Ldslichkeitsenergieprofil.

Ein anderer Ansatz ist der, dass sich die Wechselwirkungsenergien zwischen
zwei Aminosauren von den beobachteten und statistischen Kontakten ableiten
lassen. Alle Kontakte von Aminosauren i und j wurden ausgezahlt und als nj
zusammengefasst. Neontaet gibt die Anzahl der Kontakte an. Zusatzlich mit den

relativen Haufigkeiten p; und p; I1asst sich folgende Gleichung aufstellen:

n.
e;=—kgTIn ! “)
' ° Ncontactpipj

1 [Dressel, 2008]
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Da man aber das reine Paarpotential mdchte, muss man an der Gleichung (3)

noch einige Anderungen vornehmen:

eioz(l-(xi)e 'io ®)

a; gibt die Anzahl der Kontakte an, die die Aminosaure i mit den Aminosauren |
hat. Ein Kontakt ist definiert durch r; < 8 A. Das einfache Paarpotential |&sst sich

wie folgt formulieren:
— | ° 6

Um ein Energieprofil erstellen zu kdnnen, wird nun fur jede Aminosaure im
Protein die Energie berechnet und Uber ihre Primarstruktur aufgetragen. Ein
Energieprofil ist flr jedes Protein einzigartig und kann somit zur Untersuchung
von Mutationen gut eingesetzt werden. Man bendtigt jedoch eine dreidimensio-
nale Struktur des Proteins, da man die Koordinaten zur Berechnung und
Darstellung braucht. In vorhergehenden Arbeiten wurde dieser Algorithmus
implementiert und auf dem Server eProS (siehe http://bioservices.hs-mittweida.-
de/Epros/) der Hochschule Mittweida der Offentlichkeit zur Verfligung gestellt.
Jetzt bedarf es nur noch einer Datei in PDB-Format oder der PDB-ID, die als
Eingabe dient. Denn alle relevanten Informationen (Sequenzinformationen,
Koordinaten), die fir die Berechnung eines Energieprofiles verwendet werden,

beinhalten diese Dateien.
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3.3 Tools fiir die Mutationsanalyse

3.3.1 DaliLite

DaliLite ist ein Programm flir den paarweisen Vergleich zweier Strukturen, aber
dient auch der Strukturdatenbanksuche. Es ist eine eigenstandige Version der
beliebten Suchmaschine des Dali-Servers. Dieses Programm tragt dazu bei,
dass Forscher eine grofde Anzahl von Strukturen effizient und lokal vergleichen
kénnen. Datenbasis sind die raumlichen Abstande der C,-Atome, die fur jede
Kombination von Residuen einer Struktur in eine Distanzmatrix eingetragen
werden. Dabei ergibt sich stets der selbe Matrizeninhalt fur eine Struktur, wobei
die Rotations- und Translationsoperationen keinen Einfluss haben. Schlief3lich

wird die gewahlte Kombination als strukturelles Alignment ausgegeben.?

Ausfuhrlicher ist der Dali-Algorithmus ein Superpositionier-Verfahren, welches
von C. Sander und L. Holm entwickelt wurde. Er vergleicht Proteinstrukturen mit
zweidimensionalen Matrizen, wobei jedes Element in der Matrix die euklidische
Distanz zwischen dem i-ten und j-ten Rest des Proteins darstellt. Die
Distanzmatrizen werden paarweise alignt und die n homologen Reste identifi-
ziert. Die strukturelle Ahnlichkeit der beiden Proteine (A und B) wird dann wie

folgt berechnet:

_ dj—di
S=xx|02--1 -4

rJ

e_(zgi]ﬁ) (7)

Hierbei ist d; der mittlere Abstand der Reste (eine standardisierte Version des

Scores, so wird also ebenfalls der Z-Score* berechnet). Die Z-Werte fir alle

Proteinepaare werden berechnet. Dabei wird eine Z-Score-Matrix erstellt, wobei

33 [Merkl, 2009]
34 Der Z-Score ist ein statistisches Mal}, dass den Abstand (gemessen in Standardabweichun-
gen) eines Datenpunktes aus dem Mittelwert eines Datensatzes quantifiziert.
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ahnliche Proteine nah beieinander und unterschiedliche weit auseinander
liegen. Obwohl die Z-Werte einige Aspekte der strukturellen Ahnlichkeit quantifi-
ziert, mussen Details dieser Metrik sorgfaltig gepruft werden. Da beispielsweise
die Z-Werte aus paarweisen Alignments erzeugt werden, kdnnen verschiedene
Residues fur jedes Paar verwendet werden. So stehen die Werte der Z-Score-
Matrix fiir verschiedene Gesichtspunkte der strukturellen Ahnlichkeit und sind

nicht direkt miteinander vergleichbar.*

3.3.2 PyMOL

PyMOL ist ein Programm zur Visualisierung von Molekulstrukturen. Die Protein-
daten konnen beispielsweise von einer Datenbank heruntergeladen und mit
Hilfe von PyMOL gedffnet werden. PyMOL bietet eine Vielzahl von Mdglichkei-
ten, die biomolekularen Strukturen zu betrachten und bestimmte Teile und
Abschnitte eines Proteins detailliert darzustellen. Mit PyMOL lassen sich in
begrenztem MalRe Veranderungen an Proteinen, zum Beispiel durch
Punktmutationen, und deren Auswirkungen auf die Struktur beobachten. Die
Anwendung ist daher ein nutzliches Werkzeug in der Biologie, Bioinformatik und

Pharmazie.*®

3.3.3 MEPAL

MEPAL (multiple energy profile alignment) ist ein Algorithmus, der, wie andere
klassische multiple Alignmentverfahren, auf eine Heuristik zur Approximation
des optimalen multiplen Alignments zurtckgreift. Eine Heuristik wird verwendet,

weil ohne sie der Zeitaufwand und Speicherbedarf zu grof3 ware.

35 [Guerra, 2003]
36 [Rau et al., 2010]
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Die Berechnung des optimalen Alignments zweier Energieprofile entspricht der
Berechnung einer zweidimensionalen Optimierungsmartix, dabei ist die Grole
der Matrix abhangig von der Lange der Energieprofile. Weiterhin gilt, dass die
Dimension des Optimierungsproblems mit der Anzahl der Eingaben steigt. Da
eine Losung nicht in annehmbarer Zeit berechnet werden kann, ist das Problem
NP-vollstandig. Um diese Problematik I6sen zu kdnnen, bendtigt man Heuristi-
ken. Der MEPAL-AIlgorithmus beruht auf der Basis einer klassischen Losungs-
heuristik, wie man es bei CLUSTAL kennt. Er bearbeitet vorab zwei Schritte.
Zunachst wird eine Distanzmatrix fur alle eingegebenen Daten ermittelt, woraus
dann eine Ableitung eines Guide Trees hervorgeht. Damit kann nun die Reihen-
folge der zu alignenden Profile ermittelt und das optimale Alignment gefunden

werden.

Zur Berechnung wird ein Alignment-Algorithmus verwendet, der in [Heinke,
2011] nachzulesen ist. Ausgehend davon wird das Multiple-Energieprofil-

Alignment berechnet und einige Parameter dem multiplen Alignment angepasst.

D:= dScore (S,; Sb) = - logo (M) (7)

X opt X rand

Bei der Berechnung der Distanzmatrix wird eine Menge S, fur die Energieprofile
{s1, S2, ..., Sn}, angenommen. Die Matrix ist mit Dn« definiert. Weiterhin ist die
Algorithmusfunktion zweier Energieprofile gegeben als f (s;; s;) und der daraus
sich ergebende Score mit dScores (Si; Sj). €open UNA E€exens Werden als konstant
angenommen. Fur alle Paarungen (s;; s; € S) ist Di;; = dScores (s;; s5). Dann ist D
die Distanzmatrix von S. Weil die Matrix symmetrisch ist, besitzt die

Hauptdiagonale nur Nullbetrage.

Die Ermittlung des Guide Trees geschieht mittels eines bindren Baumes. Dabei
ist ein binarer Baum eine spezielle Form eines Graphen, bei dem jeder Knoten
maximal zwei Kindknoten besitzt. Ein binarer Baum ist entweder leer oder
bestent aus Knoten, an denen wiederum Baume (Unterbdume) hangen.

Weiterhin ist ein Cluster ¢ definiert durch einen Knoten und seine zwei Kanten.
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Aber auch ein Blatt ist ein Cluster ohne wegfiihrende Kanten. Somit ergibt sich,
dass der Guide Tree selbst auch ein Cluster darstellt. Daraus geht hervor, dass
ein Guide Tree aus einer Menge von Cluster C besteht. Die Cluster stehen
dabei mit der Relation ,Kanten“ ganz oder teilweise in Beziehung. Die binare
Baumstruktur wird somit aus den Blattern und Cluster und deren Relationen
zueinander aufgebaut. Dabei werden die Cluster verschiedenartig zusammen-
gefasst. Zunachst wird der kleinste Score aller moglichen Paare von Cluster in

C gesucht und der kleinste Wert dieser drei Distanzen wird ermittelt.

Die Cluster werden in einer Clusterliste wie folgt zusammengefasst:
» zwei ungeclusterte Energieprofile werden zu einem Cluster
» oder ein Energieprofil wird zu einem bestehenden Cluster hinzugefugt

 oder zwei bestehende Cluster werden zu Tochter-Cluster, tUber einen

Vaterknoten verbunden und so zu einem Cluster vereinigt

Diese Liste beinhaltet die Veranderungen im Baum pro lteration.
Ein Guide Tree zeigt, im Gegensatz zu einem phylogenetischen Baum, keine
evolutionaren Beziehungen, sondern gibt in diesem Fall die Distanzen zwischen

den Energieprofilen wieder.

Um das Alignment zu berechnen, wird die Clusterliste herangezogen. Die in der
Liste abgespeicherten Veranderungen werden nun progressiv durchlaufen. Die
zwei Profile, die in einem Cluster liegen, werden alignt und abgespeichert. Die
Lickenstrafen und Luckeneréffnungsstrafen sind aquivalent zu denen, die fir
die Berechnung der Matrix genommen wurden. Befindet sich im nachsten
Schritt ein weiterer Cluster im Baum, so werden auch diese zwei Profile alignt
und gespeichert. Findet jedoch im nachsten Zeitschritt eine Zusammenflgung
von einem Profil mit einem Cluster statt, so wird der Centroid des Clusters
ermittelt. Der Centroid ist das Profil, das den geringsten Abstand zu den

anderen Energieprofilen besitzt. Dieses Centroid wird dann im darauffolgenden
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Schritt mit dem ungeclusterten Energieprofil alignt. Licken, die in den
Centroiden eingefihrt werden, projezieren sich in allen Profilen im Cluster.
Nach dem CLUSTAL-Prinzip bleiben diese Lucken fortwahrend bestehen.
Diese Vorgehensweise gilt auch fur zwei Cluster (Erzeugung des Centroid
jedes Clusters; paarweises Alignment). Schliel3lich kann so das globale

Energieprofil-Alignment ermittelt werden.

Mochte man zudem noch das Consensus-Profil ermitteln, wird eine Art
Centroid-Verfahren zum Einsatz gebracht. Es muss der Energiewert jedes
Alignments gesucht werden, der den besten mittleren Score aufweist, gegen-
Uber den anderen Alignments. Durch das Zusammenflihren aller Centroid-

Energien entsteht das Consensus-Profil.*’

37 [Heinke, 2011]
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4 Strukturanalyse

Die fur die Strukturanalyse bendétigten Daten wurden der PDB entnommen.
Hierfir wurden zwei Datensatze mit Hilfe dieser Proteindatenbank angefertigt.
Es entstand ein Datensatz mit dem globularen Protein Lysozym und ein Daten-
satz mit dem Membranprotein Bacteriorhodopsin. Zu jedem Wildtyp wurden
zehn Mutanten mit einer Punktmutation mit Hilfe der Literaturangaben in der
PDB und Pubmed erstellt. Mit der Literatur sollten die Auswirkungen der Punkt-
mutationen auf das Protein herausgefunden werden. Danach wurde der
Abstand der einzelnen Aminosauren des Wildtyps mit seiner Mutanten direkt
verglichen. Mittels der RMSD-Werte (root mean square deviation) der einzelnen
Aminosauren wurden so fur jede Mutante ein Diagramm erzeugt, in denen man
die Auswirkungen der Mutationen auf die Struktur erkennen kann. Zur
Veranschaulichung werden zudem die Sekundarstrukturen des Wildtyps und
der Mutante unter der Abstandskurve abgebildet.

Weiterhin wird die Wahrscheinlichkeit der Mutationen auf Codon-Ebene unter-
sucht, d.h. man modchte wissen, welche Mutationen in der Natur theoretisch
haufiger auftreten als andere. Die Ergebnisse siehe Anhang (Tabelle 8 und
Tabelle 9) zu finden.

Aulerdem wird ein Multistrukturalignment durchgefiihrt, um die Strukturahnlich-
keiten aller Mutanten gegenuber dem Wildtyp untersuchen zu konnen. Weiter-
hin wird aus den Q-Scores der Mutanten eine Distanzmatrix erstellt, um mit

dieser einen Distanzbaum darstellen zu konnen.
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4.1 Literaturrecherche bezuglich der Mutationsauswirkungen

Dem Wildtyp Bacteriorhodopsin (PDB-ID: 2NTU) werden zehn Mutationen, die
eine Punktmutation aufweisen, gegenubergestellt und die Auswirkungen auf die

Funktion, Stabilitat und Struktur untersucht. Die Literaturrecherche hat folgende

Ergebnisse hervorgebracht:

Tabelle 4: Auswirkungen der Punktmutationen in Hinblick auf Stabilitdt, Struktur und Funktion
(Bacteriorhodopsin) 3 39 40 41 42 43 44

PDB-ID Mutation Stabilititsanderung | Strukturanderung Funk::josr:sver-
211X D96A -- - .
2121 T46V - - -
1TNO A51P —
3HAP L111A - il -

1PXS M56A + --- keine
1Q5! P186A - "t -

1PXR P50A - i -
1P8l F219L + - keine
2WJL E194D -- " .

3HAQ 1148A -- -

Dabei stehen die - Zeichen fur eine Verschlechterung der Eigenschaften und
ein + Zeichen flur eine verbesserte Eigenschaft. Dabei wurde die Bewertung

subjektiv vorgenommen.

38 [Lanyi et al., 2006]
39 [Yohannan, 2004]
40 [Joh, 2009]

41 [Faham, 2004]

42 [Yohannanll, 2004]
43 [Schobert, 2003]
44 [Garczarek, 2005]
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Aquivalent wurde diese Recherche mit dem globuldren Protein Lysozym

31

vorgenommen (siehe Tabelle 5), wobei hier der Wildtyp die PDB-ID 3LZM tragt.

Tabelle 5: Auswirkungen der Punktmutationen in Hinblick auf Stabilitdt, Struktur und Funktion

(Lysozym) *5 4 47

PDB-ID Mutation Stabilitatsanderung | Strukturdnderung | Funktionsverlust
3C7Y R96A - - -
3C80 R96Y .- -- --
3C81 K85A + - (je nach pH-Wert) - -
3C83 D89A - - -
3CDR R96Q - - -
3C8R R96G - - -
3C8S R96E - (je hoéher der pH-Wert - -

desto destabilisierender)
3CDQ R96S - -- --
3C7TW R96K - - --
3F8V R96H -- -- --

4.2 Strukturvergleich mittels Dali-Server

Abbildung 13 stellt ein Multistrukturalignment fur Bacteriorhodopsin und die
dazugehorigen zehn Mutanten dar und Abbildung 14 zeigt das Multistruktur-
alignment fir Lysozym mit deren zehn Mutanten. Man erkennt die strukturellen
Unterschiede der ausgewahlten Proteine und deren Mutanten. Die grofiten
Unregelmaligkeiten befinden sich jeweils am C-Terminus, da hier die Endcoils

liegen.

45 [Collins, 2005]
46 [Mooers, 2009]
47 [Mooersll, 2009]
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Weiterhin ist zu sehen, dass sich die Helices und Sheets durch die Punktmuta-

tionen entweder verklrzen oder auch verlangern.

4.3 Strukturvergleich mittels RMSD-Diagramms

Strukturelle Anderungen lassen sich Uber Root Mean Square Displacements
verfolgen. Hierzu wird jede Mutante einzeln mit dem Wildtyp verglichen, indem
zunachst RMSD-Diagramme erstellt werden. Mit Hilfe des RMSD Calculators*®
werden die einzelnen Abstande der Aminosauren vom Wildtyp und der Mutante
in Angstrém (A) berechnet (siehe Abbildung 15) und kénnen danach in einem
Diagramm veranschaulicht werden. In Abbildung 16 und 17 sieht man je ein
Beispieldiagramm fur die untersuchten Proteine, das zusatzlich einen direkten
Strukturvergleich beinhaltet. Diagramme flr die anderen Mutanten sind im

Anhang zu finden.

line 1 : RMSD  ma <14 . 1-24 I >21A
line 2 : Sequence of 2NTU_A ( 222 residues)
line 3 : Sequence of 3HAP_A ( 226 residues)

............. —mnl N
TORPEWI WL ALGTALMGLGTLYFLVKGMGVSDP D AKKF YAI TTL VP Al AT

- GRPEWI WLALGTALMGLGTLYFLVEKEGMGVSDPDAKKFYAITTL VP AI AF

T e N S s 1
TMYLEMLLGYGLTMVPFGGEQNPI YWARYADWLFTTFPFLLLLDL -&LL'\D{D

TMYLSMLLGYGLTMVPFGGEQNPI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDAD

...................
QGTI LAAVGADGI MI GTGLVGALTEVYSYRFVWWAI STAAMLYILYVLEF

l_____h o . N

------ FSMRPEV —\STFK'\LR\'\ T\'\L\'\S —\\P\\“IIGSEG&GI'\’PL\I
GFTSKAE- SMRPEVASTFEVLRNVIVVLWSAYPVVWLIGSEGAGI VPLNI

........................

ETLL}"\&‘\LD‘\S-&K‘\GFGLILLRSR—\I}'G

ETLLFMVLDVSAKVGFGLILLRSRAIFG

Abbildung 15: RMSD-Berechnung mit RMSD Calculator.
Vergleich von Bacteriorhodopsin und die Mutante 3HAP

48 http://www.igs.cnrs-mrs.fr/Caspr2/RMSDcalc.cgi?step=0
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RMSD-Diagramm
2NTU - 3HAP

— RMSD-Kurve
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]

EF 5 X &0 Y4460 T4

Abbildung 16: Bacteriorhodopsin-RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(3HAP)

i

Die griinen Quadrate zeigen die Stellen, an denen eine strukturelle Verdnderung stattfindet und
der rote Kreis markiert die Mutationsstelle.

Im RMSD-Diagramm ist der Vergleich des Wildtyps von Bacteriorhodopsin und
der Mutante 3HAP zu sehen. Die Peaks im Diagramm stellen die Veranderun-
gen der Struktur in der Mutante dar. Der Ausschlag am Anfang kann vernach-
lassigt werden, weil es sich hier um die sich am Anfang befindlichen Coils
handelt, die das Protein nicht stark beeinflussen. Die Licke in der Kurve zeigt
einen nicht aufgelésten Bereich des Wildtyps an, die jedoch in der Mutante

geschlossen ist.
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RMSD-Diagramm
3LZM - 3C81
~— RMSD-Kurve

1,5

0,5

Abstand in A
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Sequenz

Yy NI YV FYYT VM VR YTITY WYY YYSE TR Y Y Y S R )Y

13 b B 0 3 XN 3 @ &5 % 5 o6 W o8 B S O X0 WS O ORA S 10 B35 M0 M5 IS0 1S5 180

3C81

.
L QEERVDE ALV NG TPHEAKEY | TTFRTGTWDAYEHL
125 120 135 10 145 150 155 1&0

Abbildung 17: Lysozym-RMSD-Diagramm: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C81)

Das griine Quadrat zeigt die Stelle, an der eine strukturelle Verdnderung stattfindet und der rote
Kreis markiert die Mutationsstelle.

Im RMSD-Diagramm ist der Vergleich des Wildtyps von Lysozym und der
Mutante 3C81 zu sehen. Es ist nur eine strukturelle Veranderung zu erkennen,
die jedoch auler Acht gelassen werden kann, da sie sich nicht auf das Protein
auswirkt. Insgesamt ist zu sagen, dass sich die Mutante durch die Punktmutati-

on nur minimal vom Wildtyp unterscheidet.
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4.4 Strukturvergleich mittels Distanzbaum

Um die Struktur mittels eines Distanzbaumes zu untersuchen, ist dazu eine
Distanzmatrix notig. Diese Distanzmatrizen wurden mit Hilfe des Dali-Servers
ermittelt (siehe Tabelle 6 und 7). Das durchgefihrte Multistrukturalignment
berechnete Q-Werte, die die Strukturahnlichkeit der Mutanten und des Wildtyps
angibt. Da man den Abstand zwischen den Proteinen benotigte, musste man
1- Q-Wert rechnen. Mit dieser entstandenen Abstandsmatrix wurde mit dem
Programm Mobyle@Pasteur der Distanzbaum erstellt. Dieses Programm

benutzt dafir die Neighbour Joining Methode.

Tabelle 6: Q-Score-Tabelle von Bacteriorhodopsin berechnet mit dem Dali-Server

Struktur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 | 2NTU 0,978 | 0,98 | 0,923 0,936 | 0,929 | 0,926 | 0,932 | 0,984 | 0,975 0,934
2 211X 10,978 0,988 0,921 | 0,933 | 0,927 | 0,926 | 0,931 | 0,983 | 0,967 | 0,931
3 2121 | 0,98 | 0,988 0,924 1 0,935 | 0,93 | 0,928 | 0,934 | 0,985 | 0,968 | 0,933
4 | 1TNO | 0,923 0,921 | 0,924 0,942 0,942 10,943 | 0,944 | 0,925 | 0,927 | 0,942
5 | 3HAP |0,936|0,933 | 0,935 | 0,942 0,945 0,945 | 0,949 | 0,937 | 0,939 | 0,955
6 | 1PXS |0,929|0,927 | 0,93 | 0,942 0,945 0,944 | 0,948 | 0,932 | 0,931 | 0,945
7 1Q51 | 0,926 | 0,926 | 0,928 | 0,943 | 0,945 | 0,944 0,948 | 0,927 | 0,929 | 0,945
8 | 1PXR /0,932 0,931 /0,934 | 0,944 | 0,949 | 0,948 | 0,948 0,934 | 0,934 | 0,949
9 1P8I | 0,984 |0,983 | 0,985 0,925 | 0,937 | 0,932 | 0,927 | 0,934 0,972 0,935
10 | 2WJL | 0,975 0,967 | 0,968 | 0,927 | 0,939 | 0,931 | 0,929 | 0,934 | 0,972 0,938
11 | 3HAQ | 0,934 | 0,931 | 0,933 0,942 | 0,955 | 0,945 | 0,945 | 0,949 | 0,935 | 0,938
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Tabelle 7: Q-Score-Tabelle von Lysozym berechnet mit dem Dali-Server

Struktur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

—_

3LZM 0,972 0,977 0,974 | 0,974 0,973 | 0,971 | 0,972 0,972 | 0,973 | 0,963

3C7Y | 0,972 0,979 0,973 0,973 | 0,973 | 0,97 | 0,973 0,972 | 0,972 | 0,964

3C80 | 0,977 0,979 0,978 0,979 /0,981 | 0,98 | 0,981 0,981 |0,979 0,978

3C81 | 0,974 0,973 | 0,978 0,97510,974 1 0,971 | 0,973 | 0,973 | 0,974 | 0,965

3C83 | 0,974 0,973 | 0,979 | 0,975 0,974 0,971| 0,974 | 0,974 | 0,974 | 0,965

3CDR | 0,973 0,973 | 0,981 | 0,974 | 0,974 0,973 | 0,974 | 0,974 | 0,975 | 0,965

3C8R | 0,971|0,970 | 0,98 | 0,971|0,971| 0,973 0,972 /0,972 0,972 | 0,959

3C8S 0,972 0,973 0,981 | 0,973 0,974 | 0,974 | 0,972 0,974 10,974 | 0,967

© |0 N O o | DN

3CDQ | 0,972|0,972|0,981| 0,973 | 0,974 | 0,974 | 0,972 | 0,974 0,974 | 0,967

-
o

3C7W | 0,973 0,972 0,979 | 0,974 | 0,974 | 0,975 0,972 | 0,974 | 0,974 0,964

—_
—_

3F8V | 0,963 0,964 | 0,978 | 0,965 | 0,965 | 0,965 | 0,959 | 0,967 | 0,967 | 0,964

In den Distanzbaumen werden die strukturellen Unterschiede aller Mutanten
und dessen Wildtyp dargestellt. Dabei zeigt Abbildung 18 den Baum des
Proteins Bacteriorhodopsin und Abbildung 19 den Distanzbaum des Proteins
Lysozym. AulRerdem sind die Tabellen aus der Literaturrecherche aus Kapitel

4.1 darubergelegt.
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MY m = = =
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Abbildung 18: Distanzbaum von Bacteriorhodopsin mit der Ausgabe von Mobyle@Pasteur

Der Distanzbaum wurde zusatzlich mit den Ergebnissen der Literaturrecherche gelabelt,
wobei blau die Strukturveranderung, rosa die Stabilitdtsanderung und orange den
Funktionsverlust symbolisiert.

icet = =

LW o -

FW == ==

0Q = = =

A i85 = =

COR = =

{ R = =
cTw

o] -

izm

Abbildung 19: Distanzbaum von Lysozym mit der Ausgabe von Mobyle@Pasteur

Der Distanzbaum wurde zusatzlich mit den Ergebnissen der Literaturrecherche gelabelt,
wobei blau die Strukturveranderung, rosa die Stabilitditsdnderung und orange den
Funktionsverlust symbolisiert.
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5 Energieprofilanalyse

5.1 Analyse mittels Energieprofilalignment

Die paarweisen Strukturalignments und Multistrukturalignments geben Auf-
schluss Uber Bereiche mit ahnlichen raumlichen Koordinaten. Starke
Abweichungen von wichtigen Strukturelementen kdnnen die Proteinfunktion und
ihre Faltung beeinflussen. Energieprofile verknipfen sowohl Rauminformatio-
nen als auch die Charakteristika der Aminosauren. Somit stellt ein Energieprofil-
Alignment die Abschnitte dar, deren Aminosaurereste ahnliche signifikante
Wechselwirkungen besitzen.

Die bendtigten Energiewerte wurden mit Hilfe des Hochschulservers eProS
ermittelt. Dabei mussten die Werte fir jedes Protein einzeln berechnet werden.
Alle verwendeten Proteine sind in der PDB mit der Sequenz und ihren
Koordinaten gespeichert.

Ein Energieprofilalignment zeigt die Energiedifferenzen der einzelnen
Aminosauren von zwei Proteinen. Zunachst missen jedoch die Energieprofile
aller ausgewahlten Proteine berechnet werden. Zwei Beispielenergieprofile, die
spater verglichen werden, sind in Abbildung 20 und 21 zu sehen. Dabei handelt
es sich um den Wildtyp Bacteriorhodopsin und eine Mutante. Aquivalent dazu
werden in Abbildung 23 und 24 der Wildtyp von Lysozym und einer seiner
Mutante dargestellt. Im Anschluss daran werden diese Paare mittels dem
Energieprofilalignment miteinander verglichen (siehe Abbildung 22 und 25). Alle

anderen Energieprofilealignments befinden sich im Anhang.
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Energieprofil
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Abbildung 20: Energieprofil des Wildtyps Bacteriorhodopsin
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Abbildung 21: Energieprofil der BR-Mutante 3HAP
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Abbildung 22: Energieprofilalignment von 2NTU und 3HAP
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Residuennummer

Abbildung 25: Energieprofilalignment von 3LZM und 3C81
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Abbildung 23: Energieprofil des Wildtyps Lysozym
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Abbildung 24: Energieprofil der Mutante 3C81
Energiealignment
3LZM-3C81
21 2937\ /45| |53 61| Bg ’:;. 93 101109 17125 138 141,149/
) v‘ 49|/57 165 3 J:!i 97 105 ‘ 121/129/13 “»‘l‘ 61 —3LZM
[ 381



5 Energieprofilanalyse 43

Das Tool eMut des eProS-Servers bietet die Moglichkeit, sich die durch die
Punktmutation verursachten Veranderungen im Energieprofil anzeigen zu
lassen. Abbildung 26 und 27 zeigen die Mutationsenergieprofile der oben

ausgewahlten Beispiele. Alle weiteren Mutationsenergieprofile sind im Anhang
zu finden.

Mutationsenergieprofil

2NTU-3HAP
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Abbildung 26: Mutationsenergieprofil von 2NTU und 3HAP
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Abbildung 27: Mutationsenergieprofil von 3LZM und 3C81



44 5 Energieprofilanalyse

5.2 Analyse mittels MEPAL

MEPAL ist ein Programm, welches mir freundlicherweise von Florian Heinke zur
Verfugung gestellt wurde. Es steht fur multiple energy profile alignment und

vergleicht somit alle Energieprofile eines ganzen Proteinsatzes.

5.2.1 Multienergiealignments

In Abbildung 28 ist das Multienergiealignment von Bacteriorhodopsin zu sehen
und aquivalent dazu in Abbildung 29 das multiple Alignment von Lysozym. Die
obersten Reihen stellen die direkten Energieprofilalignments dar. Dabei ist jede
Residue durch den One-letter-code gelabelt. Weiterhin reprasentiert die
Farbung die Energie der Residue, blau steht flir eine niedrige und rot fir eine
hohe Energie. Die mittlere Zeile visualisiert das Consenus-Energieprofil und die
unterste Spalte zeigt die energetische Konservierung fur jede Position im
Alignment an. Es ist zu sagen, dass einige BRs Licken (fehlende Resiudes und
Koordinaten) aufweisen. Diese konnten wahrscheinlich im X-ray*’ nicht eindeu-
tig aufgeldst werden. Die Berechnung der Energieprofile von Membranproteinen
kann nur erfolgen, wenn membranstandige Bereiche bekannt sind (siehe
[Brumm, 2010]). Hierfur wird die Annotation des Proteins auf der PDBTM
(Protein Data Bank of Transmembrane Proteins) abgerufen und zur
Berechnung herangezogen. Da jedoch diese Annotation fur meine ausgewahl-
ten BRs nicht eindeutig ist (und somit die Berechnung mit deren Hilfe nicht
maoglich ist), wurde dies mittels des TMDET-Servers*® (Detection of transmem-
brane regions), der die membranstandigen Bereiche der Proteinstrukturen sehr

exakt vorhersagen kann, berechnet.

47 X-ray, auch Réntgenstrahlung genannt, bezeichnet elektromagnetische Wellen mit Photo-
nenenergien zwischen 100 eV und einigen MeV.

48 Der TMDET-Web-Server dient zur Erkennung von transmembranen Regionen von Protei-
nen, mit Hilfe ihrer 3D-Koordinaten.
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Bei den Alignments wurden die Lickeneréffnungsstrafe bei -40 und die Licken-

erweiterungstrafe bei -7 festgelegt.

5.2.2 Enerqgiedistanzbaume

Die aus dem Multienergieprofilalignment resultierenden Energiedistanzbaume
sind in Grafiken 30 und 31 abgebildet. Aus den Baumen kann man nun die

Beziehungen zwischen den einzelnen Energieprofilen ablesen.

1PHR-A —==E0-A
1TRO-A _AE-A
1PHS-A A EBIEER
1Q51-A | 2L hol-a
AHAP-A |2 CER-A
AHAC-A IEL g TR
T2 SCDR-A
L -2 3RS
1PBI-A | 3Ca3-A
113-A ST
121-4 | BF e
Abbildung 30: Energieprofildistanz- Abbildung 31: Energieprofildistanz-

baum von Bacteriorhodopsin baum von Lysozym
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6 Diskussion

6.1 Vergleich der RMSD- und Mutationsenergieprofildiagramme

Vergleicht man das RMSD-Diagramm mit den dazugehoérigen Mutationsenergie-
profildiagramm aus Kapitel 4.3 und 5.1, so erkennt man, dass sich die Diagram-
me in der Grafik 32 sehr dhneln, was eine Beziehung zwischen der Strukturande-
rung (im RMSD-Diagramm zu sehen) und der Energiedifferenz erahnen lasst. Im

Gegensatz dazu stimmen die Kurven des Beispiel-Lysozym-Paares nicht Uberein.

RMSD-Diagramm Mutationsenergiepr ofil
2NTU - 3HAP 2NTU-3HAP
—RMSD- —Energiediffer
Kurve enz
=C 4 50
{ = it}
o 2 LJ\_)WMJ‘ Y 2 a L,_AMMALJL_AM\_,M_A
g 0 o
B WMKKPMPWTLAGY 1Y 1 SVYWVME I o 10 28 46 64 82 100118136154 172 190 208
2 JLLSITGQDLADGEMERLAEESL 1 19 37 55 73 91 109127 145163 181 199 217
Sequenz Residuennummer
Abbildung 32: Vergleich RMSD-Diagramm und Mutationsprofil von 2NTU-3HAP
RMSD-Diagramm . : ’
3 3?381 Mutations energieprofil
LW = 3LZM-3C81
e — Energiediff
Kurve erglednrer
enz
2
o 2 qg
ra [i}]
§ FDKEGTNLRIEDRAYV IMALKASTRRA 1o 7 19 31 43 55 67 79 91 103115127 139151
MLLKYHPKANDFALKLCVTTLDLYRTTN 1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157

Sequenz Residuennummer

Abbildung 33: Vergleich RMSD-Diagramm und Mutationsprofil von 3LZM-3C81

Nun stellt sich die Frage, ob man einen Zusammenhang zwischen der Struktur-
anderung und der Energiedifferenz findet. Daflir wird der erstellte Distanzbaum

und der Guide Tree der Energieprofile miteinander verglichen.
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6.2 Vergleich von Distanzbaum und Energieprofildistanzbaum

In Abbildung 34 sind die beiden Distanzbaume von Bacteriorhodopsin gegen-
Ubergestellt. Dabei basiert der linke Baum auf den RMSD-Werten und der
rechte auf den Energiedifferenzen. Man erkennt, dass die Gruppierungen in
beiden Grafiken vorhanden sind. Dies lasst den Schluss zu, dass jede Punkt-
mutation sich im gleichen Malke auf die Struktur, als auch auf die Energie und

somit auf die Stabilitat des Proteins auswirkt.

—

e\ Vs
1 F‘}(F.’-A\
1 \—1121
' 1TrO-A
—\-m g I
- TPHS-A
HU
\ .1 Q5 |.,_n/
THiP '
[ IHAP-A
Ao
iNn

Abbildung 34: Vergleich von Distanzbaum und Energiedistanzbaum (Bacteriorhodopsin)

Links ist der Distanzbaum basierend auf den RMSD-Werten und rechts sieht man den
Energiedistanzbaum, der auf den Energiedifferenzen beruht. Die verschiedenfarbige Kreise
markieren die gleichen Gruppierungen.

Weiterhin geht aus beiden Abbildungen hervor, dass Mutanten, die weit entfernt
vom Wildtyp 2NTU im Baum liegen, sich strukturell und energetisch starker
unterscheiden, als jene die nah am Wildtyp sind.

Betrachtet man eine Stelle im Protein, welche eine starke strukturelle Verande-

rung aufweist, erkennt man, dass die Mutante in diesem Bereich weniger
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Wasserstoffbrickenbindungen besitzt. Dafir wurden die Wasserstoffbricken
des Wildtyps und der Mutante 3HAP an den Residuen 28-33 untersucht. In
Abbildung 35 sind die H-Bricken des Wildtyps weild und die der Mutante lila
dargestellt. Dies stimmt mit der Literaturrecherche uberein, die eine leichte

Verschlechterung der Stabilitat hervorbrachte.

Abbildung 35: Wasserstoffbriicken des Wildtyps 2NTU
(weil3) und der Mutante 3HAP (lila)

Die Untersuchung des globularen Proteins T4 Lysozym brachte ebenfalls zwei
Distanzbaume hervor. Wobei der erste Guide Tree auf Grundlage der
RMSD-Werte und der zweite anhand der Energiedifferenzen berechnet wurde.
Abbildung 36 verdeutlicht dabei die Unterschiede der beiden Baume. Im
Gegensatz zu Bacteriorhodopsin und seiner Mutanten sind bei Lysozym keine
identischen Gruppen zu finden. Somit lasst sich auch kein Zusammenhang
zwischen der Strukturanderung und der Energie herstellen. Jedoch stimmen
auch hier die Literaturangaben aus Kapitel 4.1 mit dem Distanzbaum (RMSD)
und dem Energiedistanzbaum uberein. Die Stabilitat und die Struktur verandern
sich nur geringfugig. Mit Hilfe von PyMOL wurden wiederum die Wasserstoff-
bricken von dem Wildtyp 3LZM und der Mutante 3C81 visualisiert. Dabei
befand sich der Bereich mit der groRten strukturellen Veranderung am Residue
40. Darum wurde diese Stelle naher analysiert (siehe Abbildung 37). Da der

Wildtyp mehr H-Brucken aufweist, ist dieser somit auch stabiler.
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Abbildung 36: Vergleich von Distanzbaum und Energiedistanzbaum (Lysozym)

Links ist der Distanzbaum basierend auf den RMSD-Werten und rechts sieht man
den Energiedistanzbaum, der auf den Energiedifferenzen beruht.

Abbildung 37: Wasserstoffbriicken des Wildtyps 3LZM
(weil3) und der Mutante 3C81 (lila)
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6.3 Schlussfolgerung

Es mussen noch viele Anstrengungen unternommen werden, um nachzuwei-
sen, ob die Punktmutationen sich tatsachlich im gleichen Malde auf die Struktur
und Stabilitat auswirken. Weiterhin ist eine Beziehung zwischen der Strukturan-
derung und der Energiedifferenz nur im Membranprotein Bacteriorhodopsin
nachgewiesen wurden. Demzufolge mussen weitere Untersuchungen in Bezug
auf globulare Proteine unternommen werden. Die zuklnftige Forschung soll es
modglich machen aus einem Energieprofil eine noch unbekannte Struktur zu

realisieren.
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A.1 Mutationswahrscheinlichkeitsanalyse
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Tabelle 8: Anzahl der Basendnderungen in einem Triplett, um eine Mutation im Bacteriorhodop-

sin auszulbésen

ID Mutation 1 Schritt nétig | 2 Schritte nétig | 3 Schritte nétig
flir Mutation flir Mutation flir Mutation
211X D96A GAC — GCC GAC —» GCU keine
GAC —» GCG
GAC —» GCA
2121 T46V keine ACG — GUG ACG — GUA
ACG — GUC
ACG — GUU
1TNO A51P GCC — CCC GCC — CCcu keine
GCC — CCG
GCC —» CCA
3HAP L111A keine CuUC — GCC Ccuc - GCU
CUC —» GCG
CUC —» GCA
1PXS M56A keine AUG — GCG AUG — GCC
AUG — GCU
AUG — GCA
1Q5I P186A CCC —- GCC CCC - GCU keine
CCC —» GCG
CCC —» GCA
1PXR P50A CCA — GCA CCA — GCC keine
CCA — GCU
CCA - GCG
1P8I F219L UuUC — UUG keine keine
UUC — UUA
2WJL E194D GAA — GAC keine keine
GAA — GAU
3HAQ 1148A keine AUC — GCC AUC — GCU
AUC — GCG
AUC — GCA
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Tabelle 9: Anzahl der Basendnderungen in einem Triplett, um eine Mutation im T4 Lysozym

auszulésen
ID Mutation 1 Schritt nétig | 2 Schritte nétig | 3 Schritte nétig
flir Mutation flir Mutation flir Mutation
3C7Y R96A keine CGC —- GCC CGC - GCU
CGC — GCG
CGC — GCA
3C80 R96Y keine CGC — UAC CGC — UAU
3C81 K85A keine AAA — GCA AAA — GCC
AAA — GCU
AAA — GCG
3C83 D89A GAU — GCU GAU — GCC keine
GAU —» GCG
GAU — GCA
3CDR R96Q keine CGC — CAA keine
CGC — CAG
3C8R R96G CGC - GGC CGC — GGG keine
CGC — GGA
CGC —» GGU
3C8S R96E keine keine CGC — GAA
CGC — GAG
3CDQ R96S CGC — AGC CGC - AGU CGC —» Ucu
CGC — UCC CGC —» UCA
CGC — UCG
3C7TW R96K keine keine CGC — AAA
CGC — AAG
3F8V R96H CGC — CAC CGC — CAU keine
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A.2 RMSD-Diagramme

A.2.1 Bacteriorhodopsin

RMSD-Diagramm

2NTU - 2121
3
2 M
1 H — RMSD-Kurve
/ A
{ A N [ m N
0 \“y\}jv{“f ’\/m«ﬂj M\ N U /V\/\M\J\/\—-/‘f’\ﬂ/ .
WMKKPMPWTLAGV IYPRYGTAR
TLLSITGQDLQDGFMFTVLPVGF
Sequenz

Abbildung 38: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(2121)

Abstand in A

RMSD-Diagramm

2NTU - 211X
3

<< , |

£ \‘

o ‘ .~ RMSD-Kurve
c 1 ; f i

8 | i N‘M\ N ¢ Kev“\ 1 i \\

§ 0 M s S N Arn ) SN Y

WMKKPMPWTLAGV IYPRYGTAR
TLLSITGQDLQDGFMFTVLPVGF

Sequenz
Abbildung 39: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(2/1X)

RMSD-Diagramm
2NTU - 1PXS
2,5

15— L
| H 4 ' — RMSD-Kurve

1 i |
05 H‘V\J‘I 0 / | A A | W | |
‘o W eV g

Abstand in A

WLMF ILGRLDVGSTFSKWGND I
RTFPTYTPLLTILWYIVVVGLVR

Sequenz

Abbildung 40: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1PXS)
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o =~ N W b

Abstand in A

RMSD-Diagramm
2NTU - 1PXR

| | J — RMSD-Kurve
‘v\ I [ A |

WM | \ [ |
I JJ\/VN W\N\VN AN W/\JMA,»\;WVJ Ml Vayeeu |

WLMF I LGRLDVGSTFMVSSIVL
RTFPTYTPLLTILWYIATVIFGA

Sequenz

Abbildung 41: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1PXR)

o =~ N W b

Abstand in A

RMSD-Diagramm
2NTU - 1Q5I

Iy | B ~— RMSD-Kurve

[\ i [ h ’
M

I \ {
VT ! A \,\r\ o [
W \\ g AN M A

WLMF ILGRLDVGSTFMVSSIVL
RTFPTYTPLLTILWYIATVIFGA

Sequenz

Abbildung 42: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1Q51)

0

Abstand in A

RMSD-Diagramm
2NTU - 1P8I

H — RMSD-Kurve

/|
\\/\W\J‘/WMVMAWMJJ VM\M‘\J‘\/J-\// Y
WMKKPMPWTLAGV IYPRYGTAR
TLLSITGQDLQDGFMGTVLPVGF

Sequenz

Abbildung 43: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1P8l)

Anhang



Anhang 57

RMSD-Diagramm

2NTU - 2WJL

2,5
< ? |
c 15 f ‘ |
o 1 ‘ | | | —RvSD-Kurve
c i \ I X ‘
E 0 5 ‘H‘”‘ N‘ | ‘\N\ A ‘\“‘ ™ \hw/\/‘ j“j
§ 0 ! an A AN ‘w\/\/J Y

ETLGKVYGGATLQGTKWMFELWL ILSIF
TLGVPIALVPDLVLIGYSLSTTPENVGS

Sequenz

Abbildung 44: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(2WJL)

RMSD-Diagramm

2NTU - 3HAQ

2,5
SR N —
c ) 1 |
£ \ I | [ o
° 1 s 4 | RMSD-Kurve
c ‘ \A U | | | i
§ 0,2 M/NMJJ I JJ \M PM\’\\W\M”\ M,‘N “/\/\, S / RV W

ETLGKVYGGATLQGTKWMFIANAGPFKL
ILGVPIALVPDLVLIGYSLIRKVVAEDGA

Sequenz
Abbildung 45: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(3HAQ)

RMSD-Diagramm
2NTU - 1TNO

I 1 1 _
‘m\ | AN RMSD-Kurve

Un A | |
A /MM v ‘w\uﬂ o e ),\/\H/“vf’\,—fk\/\"\,\/’

S =~ N W b

\,«/’\”VV\IL\J%V\/

Abstand in A

ELVAVSVYTLLIKALISVWVMF I
IANTVAFYEALDAVRAFRLAEESL

Sequenz
Abbildung 46: RMSD-Diagramm: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1TNO)
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A.2.2 T4 Lysozym

RMSD-Diagramm

3LZM - 3C7Y
3
o
€ ? |
-8 1 “‘\ RMSD-Kurve
-'g 0 e AN A NAS AN WA A An )
g FDKEGTNLRIEDRAYV IMALKASTRRA

MLLKYHPKANDFALKLCVTTLDLYRTTN
Sequenz

Abbildung 47: RMSD-Diagramm: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C7Y)

RMSD-Diagramm
3LZM - 3C80

| |

. M J

A il o

MW ‘,"\“H\A/‘ N ol RMSD-Kurve
[ N A AN AR AUV Al

WY WAV VRN L MW

[ | I N \\“ N W \M\/

05 | M
\ A f ™M)
™ N ! \r\
v WY WY

Abstand in A

FDKEGTNLRIEDRAYV IMALKASTRRA
MLLKYHPKANDFALKLCVTTLDLYRTTN

Sequenz
Abbildung 48: RMSD-Diagramm: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C80)

RMSD-Diagramm
3LZM - 3C83
2
15 ﬂ
1 ‘\ ~— RMSD-Kurve
0,5 ]

A A A
0 AN MmN A MA A A

FDKEGTNLRIEDRAYV IMALKASTRRA
MLLKYHPKANDFALKLCVTTLDLYRTTN

Sequenz
Abbildung 49: RMSD-Diagramm: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C83)

Abstand in A
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RMSD-Diagramm

3LZM - 3CDR
2
< 15 ﬁ‘
£ I
© H — RMSD-Kurve
S 05 g |
g 0 vwmwmmﬂﬂmﬂﬂvwWWMWM%WAMW“NWWJ

FDKEGTNLRIEDRAYV IMALKASTRRA
MLLKYHPKANDFALKLCVTTLDLYRTTN

Sequenz

Abbildung 50: RMSD-Diagramm: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3CDR)

RMSD-Diagramm
3LZM - 3C8S
2

1,5 ﬂ

|

1 ‘H

0,5 i
0 &M/WMM’VNV\M\A N vf/\/\m,w’ A\ M\J’\L\ h \/“'Kv\ﬂfwy

— RMSD-Kurve

Abstand in A

FDKEGTNLRIEDRAYV IMALKASTRRA
MLLKYHPKANDFALKLCVTTLDLYRTTN

Sequenz

Abbildung 51: RMSD-Diagramm: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C8S)

RMSD-Diagramm
3LZM - 3C7TW
2
1,5 i
1 ‘H — RMSD-Kurve
0,5 I

0 L nrn AN A A ’\M“MwWNLWWI

Abstand in A

FDKEGTNLRIEDRAYV IMALKASTRRA
MLLKYHPKANDFALKLCVTTLDLYRTTN

Sequenz

Abbildung 52: RMSD-Diagramm: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C7W)
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A.3 Energieprofilalignments

A.3.1 Bacteriorhodopsin

Energiealignment
2NTU-1P8I

50
40 “‘
30 i
2 il \
2 20 ik -
2 MWM/\MU
w 10 2 v
0
7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151163175187 199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157169181193205217
Residuennummer
Abbildung 53: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1P8I)
Energiealignment
2NTU-1PXR
50
2
2
(]
c
L
7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151163175187 199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157 169181 193205217
Residuennummer
Abbildung 54: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1PXR)
Energiealignment
2NTU-1PXS
50

Energie

7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151163175187199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157169181193205217

Residuennummer

Abbildung 55: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1PXS)
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Energiealignment

2NTU-1Q5I
50
40
o 30 —2NTU
o -
2 20 1Q5!
4 10
0
7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151 163175187 199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157169181193205217
Residuennummer
Abbildung 56: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1Q51)
Energiealignment
2NTU-1TNO
50
o ~2NTU
o -
@ 1TNO
C
L
7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151163175187 199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157169181193205217
Residuennummer
Abbildung 57: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1TNQ)
Energiealignment
2NTU-211X
50
40 \
I
o 30 I ¥ —2NTU
o \ _—
2 20 {ATe : il Wi A i 21X
LICJ 10 N i
0

7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151163175187199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157169181193205217

Residuennummer

Abbildung 58: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(211X)
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Energie

Energie

Energie

Anhang

Energiealignment

2NTU-2121
50
40 \
‘\
30 I N —2NTU
20 | LAY . o A e 221
10 A " F |
0
7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151163 175187 199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157169181193205217
Residuennummer
Abbildung 59: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(2121)
Energiealignment
2NTU-2WJL
50
~2NTU
—2WJL

7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151163175187199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157169181 193205217

Residuennummer

Abbildung 60: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(2WJL)

Energiealignment

2NTU-3HAQ
50
40
30 —2NTU
20 —3HAQ

7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151163175187199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157169181193205217

Residuennummer

Abbildung 61: Energieprofilalignment: Wildtyp(2NTU)-Mutante(3HAQ)
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A.3.2 T4 Lysozym

Energie

Energie

Energie

Energiealignment
3LZM-3C7W
10
_12 61 :. 26 " '.'.s‘ 66, 76 ' 96 106 1',!1 36 }\' 56 o
2 f 3 “- ! \ 8 f 10111 1 41 151 161 CacTw
-30
-40
-50

Residuennummer

Abbildung 62: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C7W)

Energiealignment
3LZM-3C7Y
10
0
: L ! N bl 16e e {58
_10 6 O 26 l' O ole ole O 00 96 " 0 l' 1 .‘ “ 0 16 )0 73LZM
) 121)(81 14161611 71/ 8197 100 110 121 431 1141 51 161
-20 ‘ ! — 3CrY
-30
-40
-50

Residuennummer

Abbildung 63: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C7Y)

Energiealignment
3LZM-3C8R
10
0 A
4 Ny iy % o (e AV b

-10 6 ) 26 w' 40 00 |60 O 86|/ 96 06 r .‘ 36 146 )10) —3LZM

] 121)(81 W41 51611 71/ 819 100 110 121 431 {141 51161
-20 ‘ ~ 3C8R
-30
-40
-50

Residuennummer

Abbildung 64: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C8R)
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Energie

Energie

Energie
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Anhang

Energiealignment

3LZM-3C8S
10

! |
-30
-40
-50

Residuennummer

Abbildung 65: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C8S)

Energiealignment

3LZM-3C80
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~3C80

6/l 16 |26, 36\ 46|56 |66/ 76 |86l 96 106 6/126| 46 146 156
21| 13 41 151 161

-40
-50

Residuennummer

Abbildung 66: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C80)

Energiealignment

3LZM-3C83
10

616 26 36| 46/ 156 16676 86l 96 106 6/126| 46 146 156 o
1] 21)8 L". 6 ’ 811911 101 111 121 131 Had 151 M1~ 3LZM
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-30 !
-40
-50

Residuennummer

Abbildung 67: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C83)
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Energie

Energie

Energie

65

Energiealignment
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Abbildung 68: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3CDQ)

Energiealignment
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Abbildung 69: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3CDR)

Energiealignment
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-40
-50

Residuennummer

Abbildung 70: Energieprofilalignment: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3F8V)
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A.4 Mutationsenergieprofile

A.4.1 Bacteriorhodopsin

Mutationsenergieprofil

2NTU-1P8I
15
\'x
10 f h
[0} \‘ ﬂ
) “ | ﬁ | I — Energiedifferenz
o 5 H H I I ol
5 « i i - Co
o ! TV W TN LAV S P, Yy
7 19 31 43 55 67 79 91 103115127 139151163 175187 199211 223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133 145157 169 181 193205217
Residuennummer
Abbildung 71: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1P8I)
Mutationsenergirprofil
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Residuennummer

Abbildung 72: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1PXR)

Mutationsenergieprofil
2NTU-1PXS
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-10 -7 19 31 43 55 67 79 91 103115127139151 163175187 199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133145157 169181 193205217
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Residuennummer

Abbildung 73: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1PXS)
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Energie
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Mutationsenergieprofil
2NTU-1Q5I
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Residuennummer

Abbildung 74: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1Q5l)
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Mutationsenergieprofil
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Abbildung 75: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(2NTU)-Mutante(1TNO)
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Abbildung 76: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(2NTU)-Mutante(211X)
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Mutationsenergieprofil
2NTU-2121
15
10 ﬂ A
5 M M — Energiedifferenz
I |
" s Ju | A M | i m’.‘\\
o W pnr = WA A A MV A Y
7 19 31 43 55 67 79 91 103115127 139151163 175187 199211223
1 13 25 37 49 61 73 85 97 109121133 145157 169181193 205217
Residuennummer
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A.4.2 T4 Lysozym

Mutationsenergieprofil
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Abbildung 80: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C7W)
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Abbildung 81: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C7Y)
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Abbildung 82: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C8R)



70

Energie

Energie

Energie

’/ v

O =2 NWdOO

A

IYan

I ]

(1 J

Mutationsenergieprofil
3LZM-3C8S

I — i
H M oy A

M‘”‘\ I\ \
PN Vamton 14\ A PR |\ AR

i I i
I I
F— AT
I I N I
(/N I ' W B A ;_/\_

5 13 21 29 37 45 53 61 69 77 85 93 101109117125133141149157

1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89 97 105113121129137145153161

Residuennummer

Anhang

— Energiedifferenz
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Abbildung 84: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C80)
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Abbildung 85: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3C83)
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Abbildung 86: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3CDQ)
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Abbildung 87: Mutationsenergieprofil: Wildtyp(3LZM)-Mutante(3CDR)
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