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1 Einleitung

1.1 Ziel und Aufbau der Arbeit

Membranproteine bilden eine wichtige Klasse von Proteinen, deren Struktur
und Dynamik noch wenig verstanden ist. Experimentelle Schwierigkeiten verhindern
oft, hochaufgeloste Strukturen von Transmembran (TM) - Proteinen zu erhalten. Ziel
dieser Arbeit ist es, Verfahren zu entwickeln und anzuwenden, welche die
Strukturvorhersage von Transmembranproteinen mit Hilfe von Computermethoden
ermoglichen.

Die Arbeit gliedert sich dabei in mehrere Kapitel mit steigender Komplexitat.
Zuerst wird ein Helix-Dimer betrachtet und mit Hilfe einer bekannten Methode, der
systematischen Absuche des Konformationsraumes eines Helix-Dimers, die
Signaltransduktion eines Integrin-Subtypes berechnet. Darauthin wird versucht,
dieselbe Methode auf ein Vier-Helix-Biindel anzuwenden, um dann eine neue,
geeignetere Methode vorzustellen. Diese Methode wird auf den Transporter EmrE
angewendet. Weiterhin wurde untersucht, inwieweit Helix-Helix Wechselwirkungen
die Konformation polytoper TM-Proteinen bestimmen. Diese Erkenntnis wurde
genutzt, um mit Hilfe von Strukturdaten niedriger Auflosung die Konformationen
komplexer TM-Proteine zu berechnen.

Jedes Kapitel dieser Arbeit enthilt eine eigene Einleitung, Vorstellung der
Methode und Diskussion, so dass jedes Kapitel, wenn auch auf das vorhergehende
aufbauend, fir sich steht und einzeln verstdndlich ist. Rechentechnische Details sind

in einem eigenen Kapitel am Ende der Arbeit zusammengefasst.
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1.2. Vorhersage von Proteinstrukturen

1.2.1. Uberblick

Seit tiber 30 Jahren wird versucht, die Struktur eines Proteins anhand der
Aminosduresequenz vorherzusagen. Die grundlegende Idee ist, dass die
dreidimensionale Struktur eines Proteins durch die Sequenz festgelegt ist, wobei die
endgiiltige Struktur des Proteins das Minimum der freien Energie reprisentiert.
Dariiber hinaus ist bekannt, dass Hilfssubstanzen (Chaperone) hiufig eine Rolle bei
der Proteinfaltung spielen und eventuelle Fehlfaltungen korrigieren. Die
Aminosduresequenz zusammen mit dem umgebenden Medium enthélt also alle
Informationen fiir die dreidimensionale Struktur.!"!

Es sollte daher prinzipiell moglich sein, an Hand einer gegebenen
Aminosduresequenz die Proteinstruktur vorherzusagen. Die Vieldimensionalitdt des
Systems verhindert jedoch, ab-initio-Rechnungen an Proteinen durchzufiihren. Auch
vereinfachte Methoden wie molecular dynamics Simulationen scheitern sowohl an der
hohen Komplexitét der Problemstellung als auch an experimentellen Ungenauigkeiten
bei der Bestimmung der bendtigten Parameter. Die erfolgreichsten Methoden zur
Vorhersage von Proteinstrukturen sind deshalb “knowledge based”. Sie beruhen auf
einer Kombination von Statistik, empirischen Regeln und theoretischen Modellen.*!
Diesen Modellen ist gemeinsam, dass die Energie des Systems durch

Potentialfunktionen beschrieben werden muss.

1.2.2. Potentialfunktionen

Der direkte Weg zu einer das System beschreibenden Energie wire, das
quantenmechanische Problem fiir das betrachtete System ndherungsweise, z.B. in der
Born-Oppenheimer Ndherung zu 16sen. Durch die Komplexitit der biologischen
Makromolekiile ist dies jedoch nicht mdglich. Deswegen werden empirische
Potentialfunktionen zu Hilfe genommen.

Die empirischen Potentialfunktionen teilen die Gesamtenergie des Systems in
einzelne Terme auf, die typischerweise nichtbindende wund bindende

Wechselwirkungen beschreiben. Die Gewichtung dieser Terme wird empirisch und



Kay Gottschalk, Modellierung helikaler Transmembranproteine 8

theoretisch bestimmt. Als Kraftfeld wird die Gewichtung und mathematische
Beschreibung dieser Terme bezeichnet. Verschiedene Kraftfelder haben
unterschiedliche Gewichtungen und beschreiben die Systeme jeweils anders.” ¢ Im

Folgenden werden die Terme eines typischen Kraftfeldes (CHARMM)'” dargestellt.

1.2.2.1. Nichtbindende Wechselwirkungen

Die nichtbindenden Wechselwirkungen der Atome in einem Protein setzen
sich aus einem van-der-Waals Term und einem elektrostatischen Term zusammen.
Der van-der-Waals Term wird meist durch ein Lennard-Jones Potential

beschrieben:

(1.1) Vsander—waats = Z 4 i [(%)12 - (%)6 }

nicht—gebundene
i,j—Paare

Der elektrostatische Term hat die Form:

q.9,
(1 2) Velektrostatisch = Z )

nicht— gebundenen
i, j—Paare

Hierbei sind r der Abstand der Atompaare, €;; die Tiefe des Potentialtopfes, oj
der Leonnard-Jones Durchmesser der Atome, q; die Ladung der Atome und ¢ die
dielektrische Konstante des umgebenen Mediums.

Fiir intramolekulare Wechselwirkungen werden nur Atome, die mehr als drei

Bindungen voneinander entfernt sind, beriicksichtigt.

1.2.2.2 Bindende Wechselwirkungen

Bindungen werden meist durch ein einfaches harmonisches Potential
modelliert. Besonders fiir einfache Molekiile werden aber auch komplexere

Funktionen wie die Morse-Funktion gewéhlt.
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Die harmonische Nédherung ist bei Proteinen angemessen, da die Bewegungen
in Proteinen bei definierter Temperatur stattfinden und sich Bindungslingen und
—winkel nahe des Gleichgewichtswertes befinden.

Der Term fiir Bindungswechselwirkungen ist:

1
(13) VBindung = Z EKb (b _bO)2

gebundene
Atompaare

Hier sind b die Bindungslinge, K, die Kraftkonstante und by der

Gleichgewichtsabstand der gebundenen Atompaare.

Zur hinreichenden Beschreibung der Bindungswinkel ist im allgemeinen ein

einfaches harmonisches Potential ausreichend:

1
(1.4) Via = 2. —K,(0-6,)°

Bindungswinkel

Hierbei sind 6 der Bindungswinkel zwischen den den Winkel bestimmenden
Atomen, Ky die Kraftkonstante und 6y der Gleichgewichtswert des betrachteten
Winkels.

Behinderte Rotation um  Einfachbindungen oder Bindungen mit
Doppelbindungsanteil konnen mit den bisher besprochenen Termen nicht gut
beschrieben werden, so dass es in der Regel nétig ist, explizit ein
Torsionswinkelpotential mit angepasster Rotationssymmetrie und Energiebarriere
einzufithren. Gewohnlich wird dafiir eine nach dem ersten Term abgebrochene
Kosinus-Reihenentwicklung gewihlt. Die Summe iiber alle Dihedralwinkel in einem

groflen System ist dann:

(15) Vansi(m = ZK¢ [1 + COS(”I¢ _5)]

Dihedralwinkel

¢ ist der Dihedralwinkel, K, seine Kraftkonstante, n seine Multiplizitit und &
die Phase.
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Eine typische Potentialfunktion ergibt sich als Summe aus den oben erwéhnten

Termen mit freien Parametern o;:

(1 6) Vtotal = (DBVBindung + (DWVWinkel + (Dvdwvvdw + Q)evelektrostatisch + Q)TVTorsion

Die Parameter ®; werden durch Vergleich von Messwerten und theoretischen
Vorhersagen optimiert. Verschiedene Kraftfelder unterscheiden sich in den
Parametern o; und in der mathematischen Beschreibung der Kraftterme V;.

Je nach Problemstellung konnen weitere Terme wie z.B. Kopplungen, NMR-
restraints 0.4. eingefiihrt werden. Wasserstoffbriickenbindungen sind meist implizit in

diesem Ansatz enthalten.!®”!

1.2.3.Berechnung der molekularen Dynamik

In einer MD- (molecular dynamics) Simulation werden die klassischen
Newton’schen Bewegungsgleichungen fiir das betrachtete System mit Vorgabe
gewisser Anfangsbedingungen numerisch integriert. Man erhdlt dabei die

Atompositionen und Geschwindigkeiten der Teilchen als eine Funktion der Zeit.!"

d’r

(1.7) miIz’:—Vi[U(rl,rz, ..... hy)]
i=LLN
Anfangsbedingungen:
0
(1.8) r(t=0)=x, (Ort)
d 0

(1.9 Eri (t =0) = vi (Geschwindigkeit)

In Gleichung 1.7 stehen m; flir die Masse und 1; fiir die Position eines

Teilchens. U(ry,1;...,rv) ist die Potentialenergie des Systems. Sie ist abhidngig von der
0
Position der N Teilchen. In Gleichung 1.8 ist x; die Position zur Zeit null und in

0
Gleichung 1.9 v; die Geschwindigkeit zur Zeit null.
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Fir die Simulation von Biopolymeren, wie z.B. Proteinen, muss eine
realititsnahe  Anfangsposition der einzelnen Atome vorgegeben werden
(Anfangsbedingung Gleichung 1.8). Dies kann erfolgen durch Vorgabe einer Kristall-
oder NMR-Struktur des gleichen oder eines homologen Proteins. Den Atomen werden
dann Anfangsgeschwindigkeiten (Anfangsbedingung Gleichung 1.9) durch eine
Maxwell-Verteilung bei gewéhlten Temperaturen zugeordnet. Normalerweise liegt
die Anfangstemperatur nahe 0 K und wird langsam durch Neuzuordnung der
Geschwindigkeiten auf den Wert gebracht, bei dem das System simuliert werden soll.

Dieser Autheizvorgang wird als simulated annealing bezeichnet.”- %

1.3. Zellmembran

Da sich die vorliegende Arbeit vorwiegend mit transmembranen (TM)
Proteinen beschiftigt, werden hier kurz die Eigenschaften des umgebenden Mediums,

der Membran, vorgestellt.

1.3.1. Lipiddoppelschicht

Die grundlegende Struktur einer Zellmembran wird am besten durch eine
Lipiddoppelschicht beschrieben.

Lipide sind Substanzen biologischen Ursprungs, die in organischen
Losungsmitteln gut, in Wasser jedoch nur sehr schlecht 16slich sind. Der
Hauptbestandteil der Lipidfraktion sind die sogenannten Glykophospholipide.
Glykophospholipide sind amphiphile Molekiile mit einem polaren, phosphoryliertem
Kopf und unpolaren, aliphatischen Ketten.

Eine weitere héufig vertretene Gruppe von Membranlipiden sind die
Sphingolipide. Sphingolipide sind Derivate der C;s Aminoalkohole Sphingosin,
Dihydrosphingosin und ihrer Cy, C;7, C19 und Cyp Homologen.

Eine wichtige Eigenschaft der Zellmembran ist die Tatsache, dass sie fiir
geladene  Molekiille nahezu  undurchdringbar ist. Zellmembranen  sind
zweidimensionale Fliissigkeiten. Oberhalb einer bestimmten Temperatur konnen die
Lipidmolekiile innerhalb einer Schicht frei diffundieren, wobei sie normalerweise

nicht in die gegeniiberliegende Lipidschicht wechseln.!'"
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1.3.2. Membranproteine

Ungefdhr 50% der Masse der meisten natiirlichen Membranen besteht aus
Proteinen. Der Massenanteil an Proteinen variiert je nach Funktion der Membran
erheblich.

Membranproteine werden anhand der Festigkeit ihrer Bindung an die

Membran klassifiziert:

Integrale Proteine sind durch hydrophobe Krifte fest an die Membran

gebunden und konnen nur durch Zerstorung der Membran von dieser
getrennt werden. Sie durchdringen die Membran.

Periphere Proteine konnen durch relativ milde Vorgehensweise von der

Membran getrennt werden. Die Membran bleibt hierbei intakt. Sie sind nur

mit der Oberflache der Membran assoziiert.

Im Folgenden werden integrale Proteine nidher behandelt.

Membranproteine haben eine amphipatische Struktur. Sie haben polare
Oberflachen, die mit wéssriger Losung oder den polaren Kopfgruppen der
Doppelschicht wechselwirken, und unpolare Regionen, die mit den aliphatischen
Ketten in Kontakt treten. Einige der integralen Membranproteine finden sich nur auf
einer Seite der Membran, wihrend andere, die sogenannten Transmembran (TM)-
Proteine, die Membran durchspannen. Es gibt zwei verschiedene Arten von
Transmembranproteinen, die sich in ihrer Sekundirstruktur unterscheiden: helikale
TM-Proteine und aus Faltblittern bestehende S-barrels. Beide Faltungen erlauben ein
Absittigen der polaren Riickgradamino- oder -carboxylgruppen. Im Weiteren
beschrénkt sich diese Arbeit auf helikale TM-Proteine.

Membranproteine spielen eine wesentliche Rolle fiir dynamische Prozesse der
Membran. Zu den Aufgaben dieser Proteine gehdren die Signaltransduktion durch die

Zellmembran, der Stofftransport und die Regulierung der Zellfusion.!'"
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1.3.3. Faltung von helikalen Transmembranproteinen

Die Modellierung von Transmembranproteinen setzt ein fundiertes
Verstindnis ihres Faltungsweges voraus. Das Verstindnis der Faltung kann zu
Vereinfachung der Berechnungen und zu einer Reduzierung der Freiheitsgrade
fiihren.

Man kann die Faltung von helikalen TM Proteinen in einem 4-stufigen

thermodynamischen Model beschreiben (Abb. 1.1).['%)

partitioning folding insertion association (a)

Abbildung 1.1: 4-Stufen Mechanismus der Faltung eines transmembranen Proteins: Im ersten
Schritt findet eine Partitionierung des hydrophoben Peptides zwischen Wasser- und

Membranphase statt. Daraufhin faltet sich das Peptid in eine Helix und wird insertiert. Im

letzten Schritt assoziieren verschiedene Helices in der Membran. Abbildung aus '

Der erste Schritt besteht aus der Partitionierung der hydrophoben Peptide
zwischen wiéssriger und organischer Phase (Membran). Hierbei liegt das
Gleichgewicht auf der Seite der organischen Phase. Zur Absittigung der polaren
Carbonyl- und Aminogruppen wird eine Helix gebildet. Diese Helix insertiert dann in
die Membran. Im letzten Schritt assoziieren verschiedene Helices eines polytopen
Membranproteins, um die finale, gepackte Struktur zu ergeben.

Der konzeptionelle Vorteil dieser Betrachtungsweise fiir das Modelling liegt
darin, dass nur der letzte Schritt, die Assoziation verschiedener Helices zum
gepackten Protein, nachvollzogen werden muss. Dies driickt sich im Zwei-Stufen

Modell von Popot und Engelman aus.!'* In der ersten Stufe fiihrt die Einfiihrung des
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hydrophoben Proteinsegments in die Membran zu stabilen Transmembranhelices.
Diese verhalten sich wie autonome Faltungseinheiten, die aus energetischen Griinden
weder die Lipiddoppelschicht verlassen, noch sich entfalten konnen. Die zweite Phase
des Models besteht aus der lateralen Assoziation dieser Helices. Spezifische
Wechselwirkungen zwischen den Helices sind verantwortlich fiir die resultierenden

tertidren und quartdren Strukturen (Abb. 1.2).

A

Abbildung 1.2: Mogliche Zustinde des hydrophoben Teils eines Transmembranproteins
Das wassergeloste, nicht gefaltete Molekiil (A) wird als a-Helix in die Membran eingefiihrt (B).

AnschlieBend werden hohergeordnete terniire Strukturen gebildet (€)™

Faktoren, die die Bildung der Komplexe steuern, sind Wasserstoff-
Briickenbindungen, lonenpaare sowie Packungsunterschiede, die sowohl Lipid/
Protein- als auch Protein/ Protein- Kontakte beinhalten. Auch Einfliisse von auf3erhalb
der Membran spielen eine Rolle bei der Assoziation der Transmembransegmente.'
"I Die moglichen Wechselwirkungen sind durch die Membranumgebung und
topologischen Gegebenheiten der Polypeptide beschrinkt. Die topologische
Disposition wird durch den biologischen Einbau bestimmt.!'> ' Klasse I Proteine
haben am N-Terminus ein Signal-Peptid, das abgespalten wird. So wird ein neuer N-
Terminus an der nicht-zytoplasmatischen Seite der Membran geschaffen (Abb. 1.3).
Klasse II und III Proteine haben ein hydrophobes Signal-Peptid am N-Terminus,

welches nicht abgespaltet wird. Die beiden Klassen haben unterschiedliche
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Polaritaten. Klasse IV  schlieBft alle Proteine mit mehr als einem

Transmembransegment ein.!'” '*)

T

Abbildung 1.3:Topologie integraler Membranproteine Klasse I Proteine haben am N-Terminus

ein Signal-Peptid, das abgespalten wird (Pfeil). So wird ein neuer N-Terminus an der nicht-
zytoplasmatischen Seite der Membran geschaffen.

Klasse II und III Proteine haben nur ein einziges hydrophobes Signal-Peptid am N-Terminus,
welches nicht abgespaltet wird. Die beiden Klassen haben unterschiedliche Polarititen. Klasse IV

schlief3t alle Proteine mit mehr als einem Transmembransegment ein

Durch die Anisotropie der Membran-Umgebung und die Beschrankung auf Helices
wird die Anzahl der Freiheitsgerade erheblich eingeschriankt, das Modelling also

vereinfacht.

1.3.4 Assoziation von Helices

Energetisch kann die Assoziation der Helices wie folgt beschrieben werden

(Gl 1.10).14

(1 . 1 O) AGha = AGH_H + AGH_L + AGL_L + AGH_Cofaktor

AGy, ist die Anderung der freien Energie durch Helix-Assoziierung, AGpy.y der
Beitrag zu dieser Energiednderung, der von Helix-Helix Wechselwirkungen stammt,
AGy.1, der Beitrag, der von Helix-Lipid Wechselwirkungen stammt, AG; . der Beitrag

der Lipid-Lipid Wechselwirkungen und schlieBlich optional AGy_cofaktor, €in Term, der
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die Wechselwirkung zwischen TM Helices und Cofaktoren wie dem Retinal beim
Bakteriorhodopsin beschreibt.

Durch Messungen von AG — Werten der Assoziierung verschiedener Mutanten
von Glykophorin A (GpA) in unterschiedlichen Detergentien konnte gezeigt werden,
dass die Helix-Helix Wechselwirkungen tatsdchlich von den Helix-Lipid
Wechselwirkungen ~ separiert werden konnen!"” Das bedeutet, dass fiir
Modellingstudien die Membran nicht unbedingt beriicksichtigt werden muss. Dies gilt
nicht fiir Loop-Strukturen, die in der Lipid-Wasser Grenzschicht liegen und im

starken Maf3e von der spezifischen Umgebung gepriagt werden.

1.3.5. Globale Suche von Helix-Helix Wechselwirkungen

Ein systematisches Absuchen des Konformationsraumes zweier Helices hat
sich als wertvolles Hilfsmittel zur Strukturvorhersage von transmembranen Dimeren

herausgestellt. Mit Hilfe dieses Verfahren konnte die Struktur des homo-dimeren

Diad Axis

Abbildung 1.4: Die Freiheitsgrade eines Helix-Dimers.

Wiihrend des Absuchens des Konformationsraumes werden ® und 6 in 45° Schritten von 0° bis
360° inkrementiert. Es werden zwei verschiene Q-Werte (25° und -25°) vorgegeben. Wihrend
der Simulation werden alle Freiheitsgrade freigegeben. Nur der maximale Abstand zwischen den

geometrischen Zentren der Helices wird auf 10.4 A begrenzt.
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Transmembraneprotein Glykophorin A (GpA) richtig vorhergesagt werden.*” Es
werden die strukturellen Parameter eines Helix-Dimers systematisch veréndert.

Die Freiheitsgrade eines Helix-Dimers sind in Abbildung 1.4 dargestellt. Durch
systematisches Verdndern von ® und 6 werden verschiedene Strukturen erzeugt, die
als Startstrukturen fiir simulated annealing/molecular dynamics (SA/MD) dienen.
Wenn von verschiedenen Startstrukturen sehr dhnliche Endstrukturen generiert
werden, sind diese Endstrukturen in einem lokalen Minimum. Durch Ungenauigkeiten
der Kraftfelder, Vernachldssigung der Membranumgebung und die hohe Anzahl der
Freiheitsgrade werden bei einer solchen Konformationsraum-Suche keine eindeutigen
Losungen  gefunden, dh. mehr als eine Struktur mit &dhnlichen
Wechselwirkungsenergien wird gefunden. Daher kann die Energie nicht alleine als

(20221 Es werden entweder experimentelle Daten

Unterscheidungskriterium dienen.
oder andere Wege benoétigt, um die verschiedenen Endstrukturen voneinander zu
unterscheiden und die native Struktur herauszufiltern. Kiirzlich wurde gezeigt, dass
eine parallele Suche von homologen Sequenzen dazu dienen kann, bei allen
Sequenzen konservierte Strukturen zu finden. Diese konservierten Strukturen

entsprechen der nativen Struktur.!?*!
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2. Signaltransduktion des oy,3; Integrins.

2.1 Biologischer Hintergrund

2.1.1 Funktion und Struktur der Integrine

Signal-Transduktion durch die Zellwand lisst die Zelle mit ihrer Umgebung
kommunizieren. Die Transduktion wird durch transmembrane Rezeptoren vermittelt
und beinhaltet meist eine konformationelle Anderung des Rezeptormolekiils. Die
genaue Natur der konformationellen Anderungen ist im Wesentlichen unbekannt.**
Eine Familie dieser transmembranen Rezeptoren sind die Integrine. Integrine spielen
eine wichtige Rolle bei der Zell-Matrix Adhésion und der Signaltransduktion durch
die Zellmembran. Sie bilden nicht-kovalent gebundene Heterodimere bestehend aus
einer o~ und einer f-Untereinheit (Abbildung 2.1). Jedes Monomer besteht aus einer
groflen, extrazelluliren Doméne, einer transmembranen Helix und einer kleinen
intrazelluliren Doméne. Die extrazellulire Doméne ist in weitere Subdoménen
unterteilt. Bei einigen Subtypen hat die o- Untereinheit weiterhin eine 1 (oder
inserted) —Doméne.>

Durch zwei Mechanismen, genannt inside-out und outside-in Signalweg,
konnen zelluldre Ereignisse die Affinitdt von Integrinen zu Liganden regeln. Im Fall
des inside-out Signalwegs kontrollieren intrazelluldre Proteine die Affinitdt des
Integrins zu extrazelluldren Liganden. Nach Anbindung der intrazelluldren Proteine
an das Integrin kommt es zu einer konformationellen Anderung des Integrins, welche
die relative Orientierung der Integrin-Untereinheiten zueinander &andert. Die
strukturelle Anderung wird durch die Membran nach auBen weitergeleitet. Dieses
Signal steigert die Affinitit des Integrins fiir extrazellulire Liganden.*>>”

Im Fall des outside-in Signalweges bilden sich nach Anbindung extrazelluldrer
Liganden Cluster von mehreren Integrinen. Die Anhdufung von Integrinen auf der
Zelloberflache fiihrt zu einer Reihe intrazelluldrer Ereignisse wie zum Beispiel

Anbindung der Integrine an das Zytoskelett, zur Migration oder zur Verdnderung der

Zellform,?%3?]
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Abbildung 2.1: A) Schematische Darstellung des Aufbaus der Integrine. Die a-Untereinheit
enthiilt einen sieben-blittrigen B-Propeller und meist eine I-Domiine, die auch fiir die B-
Untereinheit postuliert wird. B) Angepasste Rontgenstruktur des extrazelluléiren Teils von o,f;

mit 4 Domiinen der a-Untereinheit und 8 Doménen der f-Untereinheit.

Die Bedeutung der extra- und der intrazelluliren Doménen fiir
Signalweiterleitung und Ligandenbindung ist in vielen Studien demonstriert
worden. 3¢

Die transmembranen Integrindoménen jedoch sind nicht in einem &hnlichem
AusmalB untersucht worden.

Die Struktur der intrazelluliren Doméne von oy, ist mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie geldst worden.*” **! Durch Réntgenstrukturanalyse ist die Struktur der
I-Doméne von Integrin o»f3; alleine und im Komplex mit einer Kollagen-Triple-Helix
aufgeklirt worden.”® Die strukturellen Anderungen beim Bindungsvorgang geben
einen Hinweis auf Affinititsregulierung und Signal-Transduktion. Auch die

Strukturen der extrazelluliren Doménen von o3 sind mit und ohne Ligand bekannt

(Abbildung 2.1).°> **" Durch Fehlen der Transmembransegmente wurde hier
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allerdings eine Struktur eingenommen, die im Gegensatz zu EM Aufnahmen steht: die
linearen Abschnitte unterhalb des B-Propellers der a-Untereinheit und der BI-Doméne
der P-Untereinheit sind in der Rontgenstruktur geknickt, bei den EM Bildern

hingegen gestreckt.

2.1.2 Funktion der Transmembrandomdnen

Es wird angenommen, dass die transmembrane (TM) Doméne wichtig fiir die
Integrin-Dimerisierung und die nachfolgende Signalweiterleitung ist. Obwohl bekannt
ist, dass Integrine auch ohne TM Doméne dimerisieren konnen, ist die Effizienz der
Dimerisierung herabgesetzt.[41] Eine rekombinante, 16sliche Form von Integrin ouyf33
ohne TM Domine nimmt eine aktive, liganden-bindende Konformation ein, wihrend
der Grundzustand des Wildtyp-Proteins niedrige Ligandenbindungsaffinitit
aufweist.l*” Zwei Modell-Konstrukte konnten keine Wechselwirkungen zwischen den
intrazelluldren Abschnitten nahe der Membran direkt durch NMR nachweisen.[** **!
In der einen Studie ist die Transmembrandoméne durch ein 16sliches Helixpaar ersetzt
worden, das bekanntermallen eine coiled-coil Struktur einnimmt. Es konnten weder
Sekundir- noch Tertidrstrukturelemente gefunden werden.*”! Eine andere NMR-
Studie hingegen untersuchte nur die zytoplasmatische Doméane von oy, in Assoziation
mit einer die Membran nachahmenden Mizelle und konnte die Struktur dieses
Peptides als helikal aufkldren. Der strukturinduzierende Effekt der Membran scheint
also wichtig zu sein.”® Allerdings konnte Dodecylphosphocholin (DPC) als ein

44 Es ist wahrscheinlich,

Membranmimetikum keine Wechselwirkungen induzieren.
dass DPC die Interaktion zwischen den transmembranen Helices unterbindet. Durch
protein engineering Studien am gesamten Integrin wurde gezeigt, dass die
intrazelluldren Proteinabschnitte nahe der Membran als coiled-coil Helixpaar
interagieren und das Integrin inaktivieren.*”) Weiterhin wurde nachgewiesen, dass
sich nahe der Membran eine Salzbriicke ausbildet, die das Integrin im inaktiven
Zustand blockiert."®! Die raumliche Nihe der Seitenketten der Salzbriicke impliziert
ebenfalls eine rdumliche N&he der transmembranen Helices. Auch mit
Massenspektroskopie, Terbium Luminiszenz und Oberflichen Plasmonen Resonanz
wurden Wechselwirkungen zwischen den zytosolischen Abschnitten nahe den TM

]

Dominen gezeigt.[‘”'49 Dariiber hinaus sind verschiedene Krankheiten mit
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Mutationen in TM Bereichen verkniipft.”” Die Summe dieser Daten deutet auf eine

aktive Rolle der TM Doménen bei der Dimerisierung und Signaltransduktion hin.

2.1.3 Modelle fiir Signaltransduktion

Aufgrund elektronenmikroskopischer Untersuchungen wurden zwei Modelle

fir die Intergin-vermittelte Signaltransduktion vorgeschlagen (Abbildung 2.2).12% -2

Modell 2 Modell 1

Hohe Affinitit «—— Niedrige Affinitit —— Hohe Affinitit

Abbildung 2.2: Modelle fiir Signaltransduktion.

Wihrend in Modell 1 die TM Abschnitte assoziiert bleiben, ist in Modell 2 der Drehpunkt niiher
an den Integrin Kopfgruppen und die TM Regionen werden getrennt. Durch die hohe Viskositit
der Membran ist Modell 2 Kinetisch benachteiligt. In Modell 1 kann dariiber hinaus der
konformationelle Ubergang durch verstirkte Wechselwirkungen zwischen den Helices im

aktiven Zustand erleichtert werden.

Die Modelle stimmen darin iiberein, dass eine scherenartige Bewegung die Integrine
aktiviert, wobei sowohl die membrannahen intra- als auch extrazelluldren Abschnitte
rdumlich voneinander getrennt werden. Die Modelle unterscheiden sich jedoch in der
Position des Drehpunktes der Bewegung: wihrend Modell 1 die Angel in den TM
Abschnitt positioniert, platziert Modell 2 das Gelenk ndher an den Kopfgruppen der
Integrine. In Modell 2 werden dadurch die TM Regionen rdumlich voneinander
getrennt. Durch die hohe Viskositit der Membran ist dies kinetisch benachteiligt.
AuBerdem basiert Modell 2 auf Studien, bei denen die Aktivierung nicht durch

Ligandenzugabe, sondern durch Weglassen einer TM Helix erreicht wurde. Es waren



Kay Gottschalk, Modellierung helikaler Transmembranproteine 22

also wichtige strukturelle Einschrankungen nicht vorhanden, was mdéglicherweise die
biologische Aussagekraft des Modells einschriankt. Daher erscheint Modell I als das
wahrscheinlichere.

Modell 2 wurde auf Grund der Kristallstruktur noch weiter verfeinert und

kombiniert nun eine scherenartige mit einer klappmesserartigen Bewegung (Abb.
2.3).

Abb. 2.3: Kombination aus klappmesser-artiger und scherenartiger Bewegung als Modell fiir
Signaltransduktion.

Dieses Modell wurde aus einer Kombination der Daten der Roéntgenstruktur, NMR-
Untersuchungen und EM-Bildern entwickelt. Es ist nicht im Einklang mit EM-Bilder, die eine

Separierung der Kopfgruppen beschreiben.

2.2 Ergebnisse

2.2.1 Ergebnisse der globalen Absuche des Konformationsraumes

Fiir den experimentell gut untersuchten Integrin-Subtyp o3 ist es moglich,
an Hand der biochemischen und —physikalischen Untersuchungen die theoretischen
Vorhersagen zur konformationellen Anderung zu untermauern. Daher wird im

Folgenden auf diesen Subtyp im Besonderen eingegangen.
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Abbildung 2.4: Verteilung der w und 0 Werte fiir das odIbf3 Integrin nach SA/MD:

A: Die Verteilung der Rotationswinkel (fiir Definition siehe Abbildung 1.3) mit einem

linkshiindigen Kreuzungswinkel. Es werden vier Regionen gefunden, in denen sich sehr dhnliche

Strukturen befinden. Diese Regionen sind eingekreist. Die geometrischen Parameter eines jeden

solchen Clusters wurden gemittelt. Im Text bezieht sich der Term ,Cluster’ auf die gemittelte

Struktur.

B: Die Verteilung der Rotationswinkel mit einem rechtshiindigen Kreuzungswinkel. Es

werden acht Regionen gefunden, in denen sich sehr dhnliche Strukturen befinden.

TABELLE 2.1:

Assoziierung von Integrin Untereinheiten.

Mit X gekennzeichnete Kombinationen wurden untersucht.
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TABELLE 2.2:
Minimaler RMSD in A von Clustern anderer Subtypen zu oy fs.
Dariiber hinaus sind der mittlere RMSD fiir jedes Cluster sowie der Kreuzungswinkel fiir den
jeweiligen Cluster von oy,,f; gezeigt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

oBy 1.1 1.5 2.4 1.7 1.8 1.8 0.8 3.0 2.8 0.9 2.8 0.7
oLp; 2.7 14 29 29 1.0 2.2 3.2 2.6 24 29 1.8 0.7
ompP2 2.3 1.0 29 29 0.9 2.6 0.6 2.1 32 2.9 1.4 2.1
ovp3 3.1 07 22 2.2 2.0 1.4 1.0 3.1 2.7 2.1 1.5 0.6
o4P; 2.3 09 27 2.6 1.9 2.2 3.0 2.8 2.4 1.2 2.5 0.9
olyvBs 2.5 1.8 2.8 2.7 2.4 1.5 2.0 2.3 2.1 2.3 2.8 2.8
o,y 3.6 1.6 3.0 30 08 1.7 1.5 2.3 32 2.3 2.9 1.3
o3Py 3.1 1.6 1.5 1.0 3.0 2.1 0.8 2.8 2.4 2.7 1.6 2.4
osBy 20 40 40 33 0.8 2.0 1.0 2.4 3.1 2.6 1.9 1.6
o6By 3.5 0.8 2.5 2.6 3.1 2.1 1.9 3.2 2.5 1.1 1.2 2.5
o;By 3.1 1.6 25 2.3 0.8 1.8 1.9 2.2 2.7 1.8 2.2 1.7
oLaP 3.0 0.8 2.6 24 3.0 1.7 2.7 3.0 1.7 1.8 2.4 2.7
oy 3.2 1.2 26 2.1 0.8 2.9 3.0 2.5 2.9 0.7 1.7 1.6
OLPs 3.0 2.1 1.7 1.1 32 2.9 2.9 3.2 2.5 0.8 1.4 2.5
o6 3.1 2.5 2.7 2.5 2.0 1.6 1.8 2.9 33 2.1 1.3 1.3
Mittlerer 2.8 1.6 2.6 2.3 1.8 2.0 1.9 2.7 2.7 1.9 2.0 1.7
RMSD

Q (o) 232 187 193 222 -28.6 -238 -123 -279 -19.8 -21.8 -14.6 -243
(in Grad)

Es zeigt sich, dass bei allbB3 es Regionen gibt, in denen eine Haufung von
gerechneten Strukturen auftreten (Abb. 2.4). Innerhalb dieser Hiufungen sind die
Abweichungen in den geometrischen Parametern klein, obwohl sie von
unterschiedlichen Startstrukturen erhalten wurden. Es handelt sich also um
strukturelle Vorzugseinstellungen. Wie in Kapitel 10.1 beschrieben, kénnen die
Hiufungen zu Clustern zusammengefasst werden. Weil die Energie allein zur
Validierung, welcher der Cluster der richtigen Struktur am ehesten entspricht, nicht
ausreicht, wird ein weiteres Kriterium benutzt:

Da die Klasse der Integrin evolutiondr, und damit auch strukturell und
funktionell eng miteinander verwandt sind, sollten sich bei allen Integrinen die
Cluster wiederfinden, die der gemeinsamen Struktur entsprechen, denn nur so ist der
Erhalt der Funktion in den sequnziellen Varianten zu erkldren. Daher wurden eine
Reihe von weiteren Integrinen (Tabelle 2.1) der gleichen Rechnung unterworfen wie
olIbf3 unterworfen und dann untersucht, welcher der bei allbp3 gefundenen Cluster
in allen Integrin Subtypen erhalten sind. Diese sollten dann den realen Strukturen

weitestgehend entsprechen.
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In Tabelle 2.2 und Abb. 2.5 sind die Ergebnisse zusammengefasst, wobei in
Abb. 2.5 der RMSD als Abszisse dient. Je schmaler und je weiter links der
Schwerpunkt der Verteilung liegt, desto wahrscheinlicher entspricht der errechnete
Cluster einer wahren Struktur. Das hier beschriebene Verfahren benutzt also die
Erkenntnis, dass bei der Evolution der Selektivitit und der Vielfalt verschiedener
Mitglieder einer Protein-Familie das struktureele Prinzip, auf das die Funktion der
Familie beruht, erhalten bleibt.

Sieben der zwdlf Cluster haben einen mittleren RMSD von < 2 A (Tabelle
2.2). Diese wurden in zwei Gruppen unterteilt. Die eine Gruppe beinhaltet alle Cluster
mit einem Kreuzungswinkel von QQ > 17.5° als Kandidaten fiir die Konformation mit
hoher Affinitdt zu extrazelluliren Liganden, die andere alle Cluster mit einem
Kreuzungswinkel Q < 17.5° als Kandidaten fiir eine Konformation mit niedriger
Affinitdt. Die Verteilungen der RMSD ist in Abbildung 2.5 gezeigt. Obwohl Cluster 2
den niedrigsten mittleren RMSD von 1.6 A aufweist, ist dieser Cluster nicht in allen
Subtypen konserviert. osp; kann keine dhnliche Struktur bilden, die Ahnlichste hat
einen RMSD von 4.0 A, ist also weit entfernt von der opB3-Struktur. Cluster 12
hingegen weist einen #hnlich niedrigen RMSD von 1.7 A auf und zeigt einen
hoéchsten RMSD von 2.8 A zu oyPBs. Cluster 12 kann also von allen untersuchten
Subtypen in dhnlicher Form angenommen werden und ist damit das hdochst-

konservierte Cluster.
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Abbildung 2.5: Histogramm von RMSD von a;pf3; Clustern zu Clustern anderer Subtypen

Die Verteilung der RMSD- Werte von Clustern mit einem mittlerem RMSD < 2 A ist gezeigt mit
grofien (links) und kleinen (rechts) Kreuzungswinkeln. Bei den groflen Kreuzungswinkeln kann
gesehen werden, dass Cluster 2, obwohl er den niedrigsten mittleren RMSD hat, nicht bei allen
Subtypen konserviert ist. Cluster 12 hat eine sehr ihnliche Verteilung, ist aber insgesamt besser
konserviert. Die anderen Cluster sind deutlich schlechter konserviert. Bei den Kkleinen

Kreuzungswinkeln scheint Cluster 11 trotz hoherem mittleren RMSD besser konserviert.

Cluster 5 hat zu hoheren Werten hin verschobene RMSD, Cluster 6 und
Cluster 10 sind deutlich weniger konserviert als Cluster 12.
Nur zwei Cluster mit einem Kreuzungswinkel von Q < 17.5° werden gefunden.
Beide, Cluster 7 und Cluster 11, sind zu einem &hnlichem Grad konserviert.
Allerdings scheint Cluster 11, bei dem kein Subtyp hat einen RMSD iiber 3.0 A
aufweist, hoher konserviert, wihrend Cluster 7 einen RMSD von > 3A bei drei
Subtypen aufweist. Insgesamt haben also Cluster 11 und Cluster 12 die hochste
Wahrscheinlichkeit, der Realitdt zu entsprechen. Im folgenden werden nun weitere
biochemische und biophysikalische Argumente zur Validierung der Konformationen

herangezogen.

2.2.2 Die Konformation mit niedriger Ligandenbindungsaffinitdt

Um die experimentellen Ergebnisse, die zu Integrinen vorliegen, mit dem
Computermodell zu vergleichen, miissen noch gewisse Annahmen tiber die Struktur

der membran-benachbarten Regionen von o33 vorgenommen werden.
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Die Doménen, die die Kopfgruppen mit dem TM Segment verbinden, konnen
auf Grund elektronmikroskopischer Daten als linear angesehen werden.'”> 2 Auch in
einer kiirzlich veroffentlichten Rontgenstruktur der extrazelluldiren Doméanen von o33
sind diese Abschnitte linear, wenn auch relativ zu den Kopfgruppen abgewinkelt.!*”
*1 Diese Konformation stimmt allerdings nicht mit elektronenmikroskopischen
Bildern iiberein. Auch sind die Kontakte in den abgewinkelten Regionen untypisch
fiir native Protein-Protein Kontaktflichen.”” Es gilt daher als wahrscheinlich, dass es
sich bei dem Winkel um einen Kristall-Artefakt handelt.

Die Struktur der zytosolischen Doméne von oy ist in zwei Studien durch
NMR gelost worden. Einmal wurde die Struktur in 45% Trifluorethanol (TFE)

37 in der anderen Studie myristyliert in Wasser mit DPC-Mizellen.*® Wihrend

gelost,
beide Strukturen darin iibereinstimmen, dass der membran-proximale Teil helikal ist,
konnte nur bei der Studie mit dem Membranmimetikum DPC auch die Struktur des
nicht-helikalen Schwanzes eindeutig aufgekliart werden. Auflerdem wurden bei dieser
Studie nicht nur die Struktur des Wildtypes, sondern auch einer konstitutiv aktiven
Mutante  gel0st, so  dass  strukturelle @ Aussagen  iiber = mogliche
Aktivierungsmechanismen gemacht werden kénnen. Im Folgenden wird daher nur mit
dieser NMR-Struktur gearbeitet.

Eine Vorhersage der Sekundirstruktur von 5 (Abb. 2.6) zeigt, dass sich auch
bei dieser Untereinheit die transmembrane Helix ins Zytosol fortsetzt. Dies steht im
Einklang mit NMR Studien, die fiir diesen Bereich eine Helix-Propensitit festgestellt
haben.'*”) Es kénnen also sowohl die extrazelluldren als auch die intrazelluldren
Abschnitte als ungefahr lineare Verldngerung der TM Helices gesehen werden.

In der Konformation, die eine niedrige Ligandenbindungsaffinitit aufweist,
miissen spezifische Wechselwirkungen zwischen den intrazelluldren, membran-nahen
Abschnitten erfolgen. Es wurde gezeigt, dass die intrazelluldren Abschnitte als coiled-
coil Helices interagieren.*”! AuBerdem muss sich eine Salzbriicke zwischen 723D von
B3 und 995R von oy, bilden konnen. %! Desweiteren sollte die NMR-Struktur der a-

Untereinheit den Komplex mit der 3-Untereinheit stabilisieren und nicht zu repulsiven

Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten fiihren.
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Abb. 2.6: Sekundiirstruktur-Vorhersage fiir b3
Die Sekundirstruktur der zytosolischen Domiine von b3 wurde mit jpred vorhergesagt. Es zeigt

sich, dass diese Domiine in Ubereinstimmung mit NMR-Studien zu einem Grossteil helikal ist.

Der Kreuzungswinkel sollte nach den elektronmikroskopischen Studien
kleiner als 15° sein (Abb. 2.7).*" Dies ist der Fall fiir Cluster 7 und Cluster 11.
Allerdings kann sich die nachgewiesene Salzbriicke nur bei Cluster 11 ausbilden. Die
NMR-Struktur von oy, verkniipft mit der TM Helix von oy, und die ins Zytosol als
Helix verldngerte B—Untereinheit mit der von Cluster 11 vorgegebenen relativen
Orientierung dienten als Startstrukturen von 50 MD Simulationen. Die fiinf
Strukturen mit bester van-der-Waals Wechselwirkung wurden gemittelt und dann
minimiert. Es bildet sich eine coiled-coil Struktur der beiden Helices. Kontakte
bestehen entlang der gesamten Linge beider Helices. Es ist mit protein engineering
Studien gezeigt worden, dass die intrazelluliren Doménen tatsidchlich als coiled-coil
wechselwirken.[*”) Weitere Kontakte bilden sich zwischen dem nicht-helikalen
Abschnitt von allb und der cytosolischen Helix von 3. Der RMSD der gemittelten
Struktur zu den fiinf Einzelstrukturen ist ca. 1 A, was auf eine gut definierte Struktur

hinweist.



Kay Gottschalk, Modellierung helikaler Transmembranproteine 29

SEITRRS

e

R
P T ALY
ol ot
12.5° 12.

SRS ARG
s g s

v 3"
‘l,dﬁf’? . Mids -

Abb.2.7: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von allbb3 mit und ohne Ligand
Nach Zugabe von Ligand (unten) nimmt der Kreuzungswinkel zwischen den Untereinheiten zu

und die Kopfgruppen separieren sich. Eine ungefihre Abschitzung der Kreuzungswinkels fiir

die Konformationen vor und nach Ligandenzugabe kann vorgenommen werden.*

Das so gerechnete Modell ist auch in Ubereinstimmung mit weiteren
experimentellen Daten fiir das Dimer in der geschlossenen Konformation; mit
Terbium-Luminiszenz-Spektroskopie und elektrospray-ionisierter
Massenspektroskopie wurde gezeigt, dass die Kontaktstellen des nicht-helikalen
Abschnittes von oy, und der Helix von B3 zwischen B3(737) und B3(763) liegen
(Abb. 2.8). Dies wird von dem Modell richtig wiedergegeben. Quench-Experimente
mit Tryptophan Emissions- Spektren zeigten, dass mindestens eines der Tryptophane
op(1019), B3(741) oder P3(765) mit der anderen Untereinheit in Wechselwirkung
tritt. In dem Modell interagieren zwei dieser Tryptophane miteinander (Abb. 2.9). Die
durch  Mutationsstudien nachgewiesene  Salzbriicke kann sich in der
Modellkonformation ausbilden. Ein kleiner Kreuzungswinkel zwischen den Helices
sorgt dafiir, dass die LIBS (ligand induced binding sites) in den zytoplasmatischen

Doménen verdeckt sind und dass die extrazelluldren stalk Regionen sich nahe sind.
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Der kleine Kreuzungswinkel, biochemische Studien und die Konservierung
der Struktur bei verschiedenen Integrin-Subtypen deuten darauf hin, dass Cluster 11

die Konformation des Integrins im Zustand niedriger Affinitdt beschreibt.

Extracellular

Abb.2.9: Ubereinstimmung des Modells mit experimentellen Daten.

Oben: Die wechselwirkenden Oberflichen der Doménen sind gezeigt (links). Es wurde
nachgewiesen, dass die intrazelluliiren Doméinen als coiled-coil miteinander wechselwirken. Auch
wurden Wechselwirkungen zwischen den oben rechts dargestellten Proteinabschnitten gezeigt.
Unten: Fluoreszenz-Loschung zeigte, dass zumindest eines der Trp mit der anderen Untereinheit

interagiert (links). Eine in der geschlossenen Form vorliegende Salzbriicke (rechts) blockiert eine

Umwandlung der Konformationen.
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2.2.3 Die Konformation mit hoher Ligandenbindungsaffinitdt

Eine Analyse der elektronenmikroskopischen Bilder zeigt, dass nach
Ligandenbindung der Kreuzungswinkel zwischen den Helices deutlich groB3er als 20°
ist (Abb. 2.8). Dies ist der Fall fiir Cluster 12 (o =-23.3°) und Cluster 5 (o =-28.5°),
nicht jedoch fiir Cluster 2 (o = 18.7°). Mit einem RMSD der Riickgrad-Atome von
nur 1.7 A sind sich Cluster 5 und Cluster 12 #hnlich. Es haben also zwei hoch-
konservierte cluster eine dhnliche Struktur, wobei cluster 12 hoher konserviert ist als
cluster 5. Die Winkeldifferenz zwischen der Konformation mit niedriger
Ligandenbindungsaffinitidt und der jeweiligen anderen Konformation betrdgt 8° fiir
cluster 12 und nur 4° Grad fiir Cluster 2, wenn man die absoluten Winkelwerte
betrachtet. Eine Differenz von 8° reflektiert den in den EM Bildern beobachteten
Unterschied besser als eine Winkeldifferenz von 4°. Dariiber hinaus zeigt eine néhere
Betrachtung von Cluster 12, dass dieser Cluster eine GpA-ihnliche Struktur hat.¥
Der Unterschied der Riickgradatome betriigt nur 1.3 A. Diese strukturelle Ahnlichkeit
spiegelt sich in einer gewissen Sequenzhomologie wieder. Vor allem das zentrale

Dimerisierungsmotiv GxxxG ist konserviert (Abb. 2.10).
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o-Untereinheiten (swissprot Zugangscode;z.B.:it:integrin;a2:alpha-2;_ bovin;organismus:ita2_bovin)

Dimerization motif GxxxG

transmembraner Teil :0:0:0.0:6.9.0:0:¢.9:0.0:0:9.0:0:9.¢

ita2 bovin G I JFONK Y EKMAKNPD— TDETTE
ita2_human € I < IDETTE
ita2_mouse ] DETTE
itam_human % ’ -GPPG
itam_mouse
itax_human
itad human
itae human
itae mouse
itad4 human
itad4 mouse
itad4 xenla
ita9 human
ita7 mouse
ita7 rat
ita7 human
ita8 chick
ita8_human
itab_human LVGVECGLLLLYNIT,
itab papcy TVGVIGCLLLIET L
itab_mouse LVGVEEGGLLLLYLL
itav_human MITEAVEAGLLLLAVL
itav_mouse
itav_chick
ita2_drome
ita3_crisp
ita3_human
ita3_mouse
ita6_human
ita6_mouse
ita6_chick
ita5 human
ita5 mouse
ita5 xenla
ital human

ital rat -

ital human NLKEKMEAGRGVPNGIPAEESEQLAS
ital mouse < INLKEKMEADGGVPNGSPPERTDPLAV
ital drome NLEKMNE
ita3 drome 5 PVEPEAE
ita5 drome ) RSETKEP
ita4_drome i vie SREPPOIA TKDDLKQLIRDSFEDGI IRTEMEEN

p-Untereinheiten (swissprot Zugangscode;z.B.:it:integrin;b7:beta-7;_human:organismus:itb7_human)

Dimerization motif GxxxG
transmembraner Teil :0:0:0.0:6.9.0:0:6.9:0.0:0:0.0:0:9.¢
itb7_human
itb7_mouse
itb2_human
itb2_mouse
itb2 pig
itb3_human
itb3_mouse
itb6_human
itb6 mouse
itb5 human
itb5 papcy
itb5 mouse
itbl rat
itbl xenla
itbl mouse
itbl human
itbl bovin
itb8 human
itb8_rabit

Abb. 2.10: Ubereinanderlegung der Aminosiuresequenzen diverser Integrine.
Es kann gesehen werden, dass das entscheidende Dimerisierungsmotif von GpA sowohl bei den
o— (oben), als auch bei den f— (unten) Subtypen erhalten ist.
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2.2.4 Sequenzdhnlichkeit zwischen Integrinen und GpA

B1, B2, P7, o7, oe und ollb Integrin enthalten das minimale
Dimerisierungsmotiv von GpA, GxxxG. Integrin B4 hat allerdings keinerlei
Ahnlichkeit zu der GpA Sequenz und wird im Folgenden nicht weiter betrachtet.
Durch extensive Mutagenesestudien an GpA wurde gezeigt, dass die Seitenketten
L75, 176, G79, V80, G83, V84 und T87 die Wechselwirkungen zwischen den Helices

bestimmen.*”

Mutationen dieser Seitenketten fithrte zu signifikant verringerter
Dimerisierung in SDS Micellen. Der Vergleich verschiedener Integrinsequenzen ist in
Abb. 2.11 (links) gezeigt. Die Haufigkeit bestimmter Seitenketten an den

dquivalenten Positionen in Integrinen ist in Abb. 2.11 (rechts) gezeigt.
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Abb. 2.11: Vergleich der Sequenzen der TM Domdinen (links) und relative
Aminosdurenhdufigkeit (rechts).

Das Interface von GpA ist gut konserviert ist.

Die Position, die zu L75 in GpA é&quivalent ist, ist bei den Integrinen
hauptséchlich von Leu, Ile oder Val besetzt. Wahrend bei GpA in SDS L75V, L75A
oder L751 Mutationen keine Dimerisierung erkennen lassen, ist eine L75A Mutation
in einer Membranumgebung akzeptiert. Eine kombinatorische Sequenzbibliothek, die

die Vereinbarkeit verschiedener Aminosduren in der GPA Grenzschicht mit
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Dimerisierung testete, zeigte, dass in der Membran sehr viel mehr Mutationen

361 Auch andere Studien mit GpA in einer

toleriert werden als in SDS Micellen.
Membran deuten darauf hin, dass die Struktur in natiirlicher Umgebung sehr viel
mehr Mutationen verkraftet als in SDS.” Es ist gezeigt worden, dass Val und Ile an
Position 75 von GpA akzeptiert werden. Position 75 scheint also im Modell mit
Aminosduren besetzt zu sein, die mit einer GpA-dhnlichen Dimerisierung vertriaglich
sind.

Die Position, die dquivalent zu 176 ist, ist auch bei Integrinen tiberwiegend mit
Ile besetzt und damit GpA &hnlich.

Die zu Position G79 dquivalente Seitenkette ist entweder mit Gly, Ala oder
Ser besetzt. Wihrend G79A sogar in SDS Micellen zu Dimerisierung fiihrt, ist G79S
in SDS Micellen inhibierend flir Dimerisierung. Jedoch wurde in der
kombinatorischen Sequenzbibliothek Ser hdufig an der Position 79 beobachtet.

Die Position, die dquivalent zu GpA-V80 ist, wird in den Integrinen im
Wesentlichen mit Val, aber auch mit Leu, Ile und Ser besetzt. GpA-V80L dimerisiert
wie der Wildtyp, GpA-V80I taucht hdufig in der kombinatorischen Bibliothek auf.

Die zu GpA-G83 dquivalente Position ist in Integrinen hoch-konserviert.

GpA-V84 ist bei den Integrinen hauptsidchlich mit mit Ile oder Leu besetzt.
Fiir beide Substitutionen ist gezeigt worden, dass sie vereinbar mit eine GpA-
dhnlichen Struktur sind.

Die zu GpA-T87 dquivalente Position ist nahezu ausschlieBlich mit Leu
besetzt. Diese Substitution ist in SDS Dimer-inhibierend, und ist auch in der
kombinatorischen Bibliothek nicht aufgetreten. Wéhrend also alle anderen Positionen
mit GpA-vertraglichen Seitenketten besetzt sind, ist dies fiir die zu T87 dquivalente
Position nicht der Fall.

Das fiir die Dimerisierung in der Membran iiberaus wichtige und anscheinend
hinreichende Motiv GxxxG ist bei den Integrinen entweder erhalten, oder zu SxxxG,
AxxxG, GxxxA, SxxxA, AxxxS und TxxxG gedndert. Eine statistische Analyse von
transmembranen Sequenzen in der swissprot Datenbank hat gezeigt, dass die Motive
[GAS]xxxG und Gxxx[GAS] gehéduft auftreten, was darauf hinweist, dass diese
Kombinationen fiir Helix-Helix Kontakte iiblich sind.">®

Trotz der Unterschiede in der zu GpA-T87 dquivalenten Position scheinen die
Integrine fiir eine GpA-dhnliche Struktur angemessene Sequenzen zu haben.

Verschiedene Hinweise deuten zusammenfassend darauf hin, dass Cluster 12
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der Konformation mit hoher Ligandenbindungsaffinitit &hnlich ist: es ist das
strukturell am hochsten konservierte Cluster bei den untersuchten Integrinen, der
Kreuzungswinkel und der Unterschied des Kreuzungswinkel zu der anderen
Konformation stimmt mit EM Bildern {iberein, und dieser Cluster hat eine strukturelle

Ahnlichkeit mit GpA, die sich in einer gewissen Sequenzihnlichkeit widergespiegelt.

2.2.5 Die konformationelle Anderung wihrend der Signaltransduktion

Molekiildynamik-Rechnungen sind fiir die Berechnung eines Ubergangs
zwischen zwei konformationellen Zustdnden eines Proteins gut geeignet, da sie die
Bewegungsgleichungen fiir jedes Atom im Protein 16sen und so direkten Einblick in
konformationelle Anderungen und Dynamiken erlauben. Hinderlich sind die sehr
hohen Anforderungen, die an die berechnenden Computer gestellt werden. Durch den
hohen Rechenaufwand lassen sich zur Zeit nur kurze Simulationen im ns Zeitrahmen
rechnen. Die lidngste bisher gerechnete Simulation mit einem kleinen Protein ist im
ms Bereich.””! Da Konformationsinderungen meist mit Energiebarrieren zwischen
den Konformationen verkniipft sind, sind diese Bewegungen eher langsam, und die
MD Simulationen sind kurz im Vergleich zu der Zeitskala des strukturellen
Uberganges. Aus diesem Grund wurden Techniken entwickelt, die einen korrekten
Ubergangspfad in relativ kurzer Zeit berechnen kénnen: wenn die Edukt- und
Produkt-Konformationen bekannt sind, konnen im Prinzip ,minimum biasing MD‘,[60]
path energy minimization*,'®" die ,self penalty path¢ Methode,'” targeted MD®’!
und ,directed dynamics‘'®"! den Reaktionsweg beschreiben. Allen diesen Methoden ist
gemeinsam, dass entweder ein intuitiver Weg angenommen und dann verfeinert wird
oder dass Abstandsrestrains angewandt werden, die das System in eine gewiinschte
Richtung lenken sollen. Da jedoch im vorliegenden Fall die Ausgangs- und
Endkonformation nur Computermodelle sind und daher bestenfalls als Strukturen mit
niedriger Auflosung aufgefasst werden diirfen, wiirden kiinstliche Abstandsrestraints
dem System eventuell einen nicht-natiirlichen Pfad aufzwingen. Wenn jedoch ein
Ubergang ohne menschliche Intervention errechnet werden kann, so unterstiitzt dies
zusitzlich die Validitdit der Modelle. Um kiinstliche Restrains zu vermeiden und
dennoch die Simulationen zu beschleunigen, wurden Simulationen bei erhdhten
Temperaturen gerechnet. Im verwandten Fall von Protein-Faltungs-Rechnungen ist

gezeigt worden, dass Ubergangszustinde, die durch Simulationen mit erhdhten
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Temperaturen errechnet wurden, in sehr guter Ubereinstimmung mit experimentellen
Daten und Simulationen sind, die unter physiologischen Bedingungen vorgenommen
wurden.[*> % Rechenzeitbeschrinkungen erlauben es jedoch nicht, Rechnungen mit
expliziter Membran durchzufiihren. Daher wurden nur Rechnungen allein der TM
Dominen im Vakuum durchgefiihrt. Innerhalb dieser Néherung wurden allerdings
schon gute Ergebnisse erzielt.”> ¢ In dieser Arbeitwurden die Simulationen zuerst
bei 600 K durchgefiihrt, gefolgt von Simulationen bei 300 K. Sie wurden in vacuo mit
den jeweiligen TM Konformationen als Startkonformationen ohne die zytosolischen
Dominen durchgefiihrt. 150 Simulationen von beiden Startkonformationen mit
verschiedenen Anfangsgeschwindigkeitsverteilungen wurden gerechnet, so dass eine
Verteilung moglicher Simulationsergebnisse erhalten wurde. So konnte dann gepriift
werden, ob die jeweils andere Konformation oder ein gemeinsames Intermediat

erreicht wurde.

2.2.6 Modell der Signaltransduktion mit drei Zustdinden

Eine Betrachtung der Rotationswinkel der Helices mit Bezug auf die
geschlossene Konformation (niedrige Affinitdt) zeigt, dass von beiden Startstrukturen
aus eine gemeinsame intermedidre Struktur erreicht wird, obwohl die meisten
Strukturen relativ nahe der Ausgangsstruktur bleiben. Auch lassen sich zwei nur
wenig populierte Regionen erkennen (Abb. 2.12). Fiir eine bessere Beschreibung des
Reaktionsweges wurden zwei weitere Simulationen gerechnet, ausgehend von
Konformationen, die nahe den wenig populierten Regionen sind. Aus den erhaltenen
Konformationsdaten wurden &hnliche Strukturen zusammengefasst und ihre
konformationellen Parameter bestimmt. Die Anderungen der Strukturparameter
entlang der Reaktionskoordinaten sind in Abb. 2.12 und Abb. 2.13. dargestellt. Die
intermedidre Konformation unterscheidet sich im Rotationswinkel der a-Untereinheit
(jeweils relativ zur geschlossenen Konformation), wéhrend die B-Untereinheit nahezu
unverindert bleibt. Im weiteren Verlauf der konformationellen Anderung dreht sich
die a-Untereinheit fast auf ihren Ausgangswert zuriick, die -Untereinheit dreht sich
um ca. 90 Grad. Auch der Kreuzungswinkel zwischen den Helices dndert sich beim
Ubergang von der geschlossenen zur intermediiren Konformation nicht, danach
jedoch sehr stark. Er geht erst auf +10 Grad zuriick um dann den finalen Wert von —

25 Grad zu erreichen.
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Abbildung 2.12: Bestimmung der Reaktionskoordinate.

A: Ausgehend von der hochaffinen und niedrigaffinen Konformation wird ein gemeinsames
Intermediat erreicht. Zwei Regionen sind nur wenig populiert.

B: Um eine besere Beschreibung der wenig-populierten Abschnitte zu erhalten, wurden
Rechnungen ausgehen von Strukturen nahe diesen Regionen durchgefuehrt. Die
Rotationswinkelverteilung dieser Rechnungen ist hier gezeigt.

C: Beschreibung der Rotationswinkel wiihrend des konformationellen Ubergangs.
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Die Wechselwirkungsenergie, auch wenn sie durch die vereinfachte Rechnung nur als
Niherung verstanden werden kann, zeigt, dass die wenig-populierten Regionen
vermutlich Ubergangszustinde sind (Abb. 2.14)

Neuere biochemische Studien haben gezeigt, dass der Ubergang von der
Konformation mit niedriger Affinitdt zu extrazelluldren Liganden zur hochaffinen
Konformation ein Prozess mit mehr als zwei Stufen, vermutlich mit drei Stufen ist.[7%
"1 Es ist auch gezeigt worden, dass das Entfernen der TM- und zytosolischen
Doménen das Integrin konstitutiv aktiviert, wéhrend die Kopfgruppen ohne
Ligandenzugabe assoziiert bleiben.l’? Daher wird hier ein Drei-Stufen-Mechanismus
vorgeschlagen: der erste Zustand ist durch intrazellulire Wechselwirkungen
stabilisiert und hat nur eine geringe Affinitdt zu extrazelluliren Liganden.
Intrazelluldre Signale &ndern die Konformation durch eine Rotation der o-
Untereinheit. Hierbei wird im extrazelluliren Raum eine Ligandenbindungsstelle
exponiert. Ligandenbindung fiihrt daraufhin zu weiteren Konformationsédnderungen,
die schlieBlich zu einer Separierung der Kopfgruppen fiihren. Die intermedidre

Konformation, die hier beobachtet wurde, entspricht dem zweiten, aktivierten Zustand
(Abb. 2.14).

Abb. 2.14: 3-Stufen Modell der Signalweiterleitung.

Unten: Durch intrazellulire Aktivierung iindert sich die relative Orientierung der Integrin-
Untereinheiten. Das aktivierte Integrin kann nun mit hoher Affinitit extrazellulire Liganden
binden. Die Ligandenbindung fiihrt zu weiteren konformationellen Anderungen, die die

Separierung der Kopfgruppen bewirken.
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2.2.7 Einfluss der intrazelluldren Domdne auf die Signaltransduktion

Die intrazellulire Doméne spielt eine Schliisselrolle bei der Schaltung des
Proteins von der inaktiven zur aktivierten Konformation.*?! Es ist gezeigt worden,
dass Mutationen in der zytosolischen Domine das Protein konstitutiv aktivieren

konnen. 6

] Daher kann angenommen werden, dass die zytosolische Domine, und
nicht die extrazelluldre Doménen, das Integrin im niedrigaffinen Zustand stabilisieren.
Dies ist sinnvoll, wenn man bedenkt, dass intrazelluldre Signale die Aktivierung des
Proteins verursachen. Hier wird nun an Hand des Strukturmodells erklart, wie die
intrazellulire Domine den Grundzustand stabilisiert. Der Grundzustand ist
energetisch durch die Salzbriicke zwischen allb(R995) und B3(D723) stabilisiert.
Zusatzliche Kontakte zwischen den intrazelluliren Doménen werden im niedrig
affinen Zustand gebildet. Diese fehlen im hochaffinen Zustand und werden eventuell
durch zusitzliche Kontakte zwischen Integrin und Aktivator-Protein iiberkompensiert.
Weiterhin verhindert der nicht-helikale Abschnitt von allb die Rotation, die nétig ist,
um das  Protein in  den  aktiviertem = Zustand zu  iberfiihren
(Abb. 2.15, rechts). Eine Mutante, die zu einer konstitutiven Aktivierung des Proteins
fiihrt, hat eine andere Konformation im nicht-helikalen Abschnitt als der Wildtyp
(Abb. 2.15, links),”® die die erwihnte Rotation erlaubt. Die intrazelluldren Doménen
der Integrine scheinen also mindestens zwei Funktionen zu haben: zum einen wird der
Grundzustand durch eine hohe Anzahl von Kontakten stabilisiert, zum anderen wird
die Energie des Ubergangszustandes durch den nicht-helikalen Teil von allb
angehoben. Es scheint wahrscheinlich, dass die intrazelluldren Signal-Proteine, die
mit der a-Untereinheit assoziieren, die Konformation des nicht-helikalen Abschnittes
von allb dndern und durch Bindung an die intrazellulire Domine den
Wechselwirkungsverlust, der durch rdumliche Trennung der Dominen zweifelsohne

auftritt, iiberkompensieren.
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Abb. 2.15: Einfluss der intrazelluliren Domiine.
Wiihrend im Wildtyp (rechts) eine Rotation verhindert wird, ist diese in einer aktiven Mutante

(links) moglich.
2.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde ein gemeinsames Strukturmotiv der TM Dominen von
Integrinen identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass Integrine in ihrer hoch-affinen
Konformation eine GpA dhnliche Struktur einnehmen. Fiir allbB3 wurde auflerdem
die niedrig-affine Konformation an Hand experimenteller Daten identifiziert. Ein
moglicher Pfad zwischen diesen Konformationen wurde errechnet, und es konnte
gezeigt werden, dass eine dritte, intermedidre Konformation existiert. Auf dieser
Grundlage wurde ein Modell der Signaltransduktion mit drei Schritten erstellt.
Weiterhin  wurde der FEinfluss der intrazelluliren Doméinen auf den

Konformationsiibergang beschrieben.
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3 Docking Studien an Integrin o,f3;

3.1 Einleitung

Ein weiteres pharmakologisch sehr wichtiges Integrin ist of;. Mit der
ligandenfreien Kristallstruktur der extrazelluliren Doménen als Startpunkt wird im
Folgenden gezeigt, dass auch ofB3 hdchstwahrscheinlich in einem 3-Stufen-
Mechanismus funktioniert. Es wird postuliert, dass eine Ca®" - Bindungstelle ihre
Position verindert und diese Anderung der Anfangspunkt fiir weitere
konformationelle Anderungen ist. Weiterhin werden die Ergebnisse der Docking-
Studien mit der spéter verdffentlichten Kristallstruktur des Liganden-Integrins
Komplexes verglichen.

Man nimmt an, dass ein Ca2+-Ion, das an eine MIDAS (metal ion-dependent
adhesion site) -Region der BA-Doméne der B3 Untereinheit gebunden ist, mit dem
Aspartat der Integrin bindenden RGD-Peptide wechselwirkt.””) Uberraschender
Weise ist in der Kristall-Struktur des ovp3 die MIDAS-Region nicht mit einem Ca*'-
Ton besetzt, wohl aber eine Region nahebei, die adMIDAS-Region genannt wird.””

Mutationsstudien haben gezeigt, dass der N-terminale B-Propeller der o-
Untereinheit auch in den Ligandenbindungsprozef3 involviert ist und mit dem Arginin

™ 7 Der Umstand, dass es RGD-Liganden mit o-

der RGD-Peptide interagiert.!
Spezifitit und auch solche mit B-Spezifitit gibt, deutet ebenfalls darauf hin, dass die
RGD-Peptide Kontakt zu beiden Untereinheiten haben.’*7*!

Wiéhrend der Abstand zwischen dem Arginin und dem Aspartat im RGD-

76,79, 801 ist der kiirzeste Abstand zwischen

Peptid eine GroBenordnung von 13 A hat,!
dem Ca?', das in der adMIDAS Region gebunden ist, und dem B-Propeller der o-
Untereinheit 17 A. Es scheint also, dass die Kristallstruktur nicht die
ligandenbindende Konformation konstituiert.

Superposition der BA-Doméne von B3 und der [-Doméne des Integrins a:2?*!
zeigt eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zwischen diesen Strukturen (Abb. 3.1a).*"
Eine ndhere Analyse der Strukturen der I-Doméne von a2 ohne Ligand und im

Komplex mit Kollagen zeigt, dass das Bindungsereignis einen Versetzung der Ca-

Position und der MIDAS Region der I[-Doméne zur Folge hat. Hier wird
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vorgeschlagen, dass im Falle des avf3 Intergins dhnliche Konformationsdnderungen
stattfinden, die das Ca’"-lon niher an die a-Untereinheit riicken und damit eine

Interaktion des Liganden mit beiden Untereinheiten ermdoglicht.

Abb 3.1:. Ergebnisse der Dockingstudien

A: Strukturelle Ahnlichkeit zwischen der BA-Domiine von 33 und der I-Domiine von c:2
B:Vergleich der Originalstruktur (rechter Loop) mit der I-Doménenstruktur (mittlerer Loop)
und der modellierten Struktur (linker Loop). Die Position des Calciums (rechte Kugel) verschiebt
sich auf die a-Untereinheit zu (linke Kugeln).

C: Position des gedockten Liganden am Interface der a-und B-Untereinheit. Die dunkelgrauen
Regionen sind durch biochemische Studien als fiir die Ligandenbindung wichtig erkannt worden.
D: Mit dem Liganden wechselwirkende Seitenketten. Viele hiervon wurden durch

Mutationsstudien als wichtig fiir die Ligandenbindung identifiziert.
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3.2 Ergebnisse und Diskussion

Die B3 MIDAS Region wurde entsprechend der I-Doméne modelliert (Abb.
3.1b). An der modellierten Struktur wurden automatisierte Dockingstudien mit Hilfe
des Programms AutoDock und mit dem o.B3 selektiven Inhibitor 1™ als Ligand
vollzogen (Abb. 3.1c). Tatsdchlich bindet nun die Sduregruppe des Inhibitors, die dem
Aspartat im RGD Liganden entspricht, an das Ca*"-Ion, das an der modellierten
MIDAS Region gebunden ist, wihrend der Abschnitt des Inhibitors, der dem Arginine
im RGD Liganden entspricht, in der Gegend von (a)-Asp'*® und (a)-Tyr'”® der o,
Propeller-Doméne bindet (Abb. 3.1d). Diese Seitenketten wurden in biochemischen

(8355 Eine

Studien als besonders wichtig fiir Ligandenbindung und Spezifitét erkannt.
ndhere Untersuchung der modellierten Rezeptor-Konformation zeigt, dass die
adMIDAS Region nicht linger fihig erscheint, ein Ca’" Ion zu binden, da die vorher
Ca* -komplexierende Seitenkette (B)-Asp'>’ nun in eine andere Richtung orientiert ist.
Des weiteren sollte die Affinitdt der MIDAS Region fiir Metall-lonen steigen, da (p)-
Asp”>! nun in der Metallkomplexierung teilnimmt.

Trotz der guten Ubereinstimmung der gefundenen Bindungsstelle mit
biochemischen Daten ist eine Struktur mit assoziierten Kopfgruppen nicht in
Ubereinstimmung mit EM Bildern ligandenaktivierter Integrine.”® " Daher scheint
es wahrscheinlich, dass das Ligandenbindungsereignis zu weiteren konformationellen
Anderungen fiihrt, die die Separierung der Kopfgruppen bewirken. Zwei Loops, die in
die Ca-Komplexierung und die Ligandenbindung und damit auch in die
konformationellem Anderungen involviert sind, befinden sich nahe der Seitenkette
(B)-Arg261. Diese Seitenkette ist Teil des o/f Interfaces und insertiert in den [3-

261

Propeller der av Untereinheit. ()-Arg™ ist umgeben von aromatischen Seitenketten

der B-Propeller Domine. Es sollten also Kation-n Wechselwirkungen zwischen dem

Arginin und den aromatischen Seitenketten der a-Untereinheit zu dem o/ Interface

beitragen. Eine kleine Anderung der Position von (B)-Arg®®', die durch eine

allosterische Bewegung nach Ligandenbindung verursacht werden kann, kann diese

Wechselwirkung unterbrechen.®

In Konsequenz koénnen die Kopfgruppen
dissoziieren.
Es scheint, als ob die Kristallstruktur des freien Integrins der aktivierten

Struktur in dem oben vorgestellten 3-Stufen-Modell darstellt, was darauf
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zuriickgefiihrt werden kann, dass die Ruhe-Konformation durch intrazellulére
Wechselwirkungen in ihrer Position gehalten wird, die im Kristall fehlen. Es wurde
gezeigt, wie allosterische Effekte eine weitere konformationelle Anderung bewirken

konnen.

3.3 Vergleich mit Rontgenstruktur.

Nach der Modellierung der Ligandenbindung wurde eine Struktur des
Integrins im Komplex mit einem zyklischen RGD-Peptid als Ligand verdffentlicht.[*”
Ein Vergleich der modellierten mit der experimentellen Struktur verdeutlicht das
Potential von Modellierungsstudien. Der Trend in der Verdnderung der /loop
Orientierung ist richtig wiedergegeben worden, wenn auch im Modell die Anderung
als zu stark angenommen wurde (Abb. 3.2 links). Das Metall-Ion, welches an der
Ligandenbindung beteiligt ist, wurde nahezu richtig positioniert. Da die Haupt-
Wechselwirkung der Carboxyl-Gruppe des Liganden mit eben jenem Metall-lon
stattfindet, fiihrt die richtige Positionierung des Ca-lons zu einer richtigen
Positionierung der Carboxyl-Gruppe. Die den Arginin-Rest nachahmende Gruppe im
hineingerechneten Liganden ist anders orientiert als das Arg in der Kristallstruktur

(Abb. 3.2 rechts). Dies kann entweder durch Fehler in der Docking-Prozedur oder

aber auch durch die unterschiedliche Raumerfiillung der Liganden verursacht sein.

Abb. 3.2: Vergleich der gerechneten Struktur mit der Kristallstruktur.

Links: Der Trend in der Loop-Konformationsinderung wurde richtig erkannt; allerdings ist die
Anderung als zu hoch eingeschiitzt worden.

Rechts: Die an das Metallion bindende Siduregruppe ist richtig positioniert im hineinrechneten

Liganden. Das Arginin-Mimetikum hingegen bindet laut Rechnung an einer anderen Stelle.
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Die Unterschiede in den Ligandenkonformationen unterstreicht die
Notwendigkeit von hochauflosenden Strukturen fiir das rationale Design von
Liganden, besonders wenn konformationelle Anderungen bei der Ligandenbindung
erwartet werden. Computer-gestiitzte Studien hingegen koénnen Trends in
konformationellen Anderungen richtig wiedergeben und in den modellierten
Strukturen Ligandenbindungsregionen identifizieren. Dennoch miissen die Ergebnisse
von reinen Computerstudien als Ergebnisse mit niedriger Auflosung aufgefasst

werden.

3.4 Vom Liganden-basierten zum Protein-basierten rationalen

Design

Sehr intensive Screening-Studien cyclischer RGD-Peptide fiihrten in der
Vergangenheit ohne Kenntnis der Proteinstruktur zur Entwicklung superaktiver und
selektiver RGD-Peptide.®” *¥ Die kiirzlich publizierten Rontgenstrukturen erlauben
es nun, die Resultate strukturell zu interpretieren, insbesondere weil viele der

synthetisierten cyclischen Peptide strukturell durch NMR aufgeklart wurden.

ey A )
L VAW

Abb. 3.3: Die Konformation des Liganden.

Vergleich der Konformation von cyclo(-RGDfMeVal-) gebunden am Protein (hell) und
in wissriger Losung (dunkel). Die Konformationen sind innerhalb der Fehler identisch. Speziell

der entscheidende Abstand C, éindert sich bei der Bindung nicht.
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Die Riickgratkonformation des Liganden in der Kristallstruktur des
Komplexes*”! und die Losungsstruktur des Liganden, die durch NMR-Spektroskopie
in Wasser™™ bestimmt wurde, sind sehr #hnlich (Abb. 3.3 oben), besonders der
wichtige Abstand der Ca-Atome des Arg und des Asp ist identisch (Abb. 3.3 unten).
Da die Réntgenstruktur nur mit einer Aufldsung von 3.1 A erhalten wurde, wire eine
detaillierte Diskussion der Unterschiede zwischen den beiden
Ligandenkonformationen nicht sinnvoll. Andererseits zeigt es die Stirke der NMR-
Spektroskopie bei der Bestimmung der Struktur von konformationell eingeschriankten,

% ohne der Gefahr von Kristallisations-Artefakten zu

cyclischen Peptiden in Losung,
unterliegen. Es unterstreicht weiterhin die Giiltigkeit des Liganden-orientierten
Design-Prinzips: ein Ziel des Liganden-Designs ist es, rigide Geriiste bereitzustellen,
die ihre Konformation bei der Bindung an den Rezeptor moglichst wenig dndern. Ein
starres Gerlist hat zwei Hauptvorteile: der Ligand nimmt immer die richtige
Konformation ein, kein vorgelagertes Gleichgewicht verschiedener Konformationen
verlangsamt den Bindungsprozess und die Bindung kostet keine zusitzlichen
entropischen Beitrige.””) Wenn Wasser von der Bindungsstelle verdringt wird, wie
das bei stark geladenen Ligand-Protein-Wechselwirkungen vorkommt, kann man
sogar entropische Bindungenergie gewinnen.

Screening der verschiedenen Seitenketten an Val und D-Phe in c¢(-RGDf[NMe]V-)
ergab, dass Val durch viele andere Reste unterschiedlicher Grofe ersetzt werden
kann. In der Kristallstruktur macht Val keinen Kontakt zum Protein. Substitution von
D-Phe durch D-Trp erhoht die Bindungsaffinitidt, wéahrend D-Prolin die Bindung
verhindert.®” Die Uberlagerung der NMR-Strukturen der entsprechenden RGD-
Peptide mit dem Peptid in der Rontgenstruktur zeigt nun, dass die D-Trp-Substitution
die hydrophoben Wechselwirkungen erhoht, wihrend c¢(-RGDpV-) das Protein nicht
in gleicher Weise binden kann, weil es zu sterischer Hinderung zwischen der D-Pro-
Seitenkette und dem Integrin kommt (Abb. 3.4 oben).

N-Methylierung von Val steigert die Bindungsaffinitit etwa um den Faktor vier. Der
Vergleich der Konformationen von ¢(-RGDfV )P und ¢(-RGDf[NMe]V-) zeigt, dass
die Konformation sich dndert und der Abstand C, zwischen Arg und Asp verkiirzt ist

(Abb. 3.4, unten).
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Abb. 3.4: Der Effekt von Substitutionen am Liganden auf die Bindung.

Oben: Die Substitution von D-Phe durch D-Trp verstirkt die Bindung, mit D-Pro wird sie
verhindert. Das kann man nun leicht auf der Basis der Struktur erkliren: wihrend D-Trp die
hydrophoben Interaktionen verstirkt, kollidiert D-Pro mit der Proteinoberfliche.

Unten: Der Effekt der N-Methylierung der D-Phe-Val Amidbindung. In der nicht-methylierten
Form ist der C,-Abstand kiirzer als in der methylierten, wie man aus NMR-Ergebnissen sehen

kann.

3.5. Die Spezifitiit der Interaktion

Da nur das Arginin des Liganden mit der a-Untereinheit in Kontakt tritt, muss die
Spezifitit zwischen den verschiedenen o-Untereinheiten entweder durch
unterschiedliche Orientierungen der Seitenketten relativ zur Asparaginsdure oder
durch Verdnderung bzw. Substitution des Arginins zurlickzufiihren sein. Es kdnnen
auch sekunddre Effekte, wie Strukturdnderung in der P-Untereinheit durch die
verschiedenen o-Untereinheiten, eine Rolle spielen. Tatsdchlich fand man
Spezifititen beim Liganden-orientierten Design. Einerseits konnte gezeigt werden,
dass der Ersatz von Arg durch Lys die Aktivitit gegen a,f3, nicht aber gegen o3
zerstort. Andererseits ldsst sich die Guanidiniumgruppe des Arginins ohne Verlust der

Aktivitdt durch Aminopyridin fiir o33 ersetzen, wihrend die gleiche Substitution von
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opP3 nicht toleriert wird.[”®! Diese Tatsache wird durch die Rontgenstruktur nunmehr

erklirt: Asp?'® zeigt eine ,,side-on“ Bindung mit Arg; weitere Stabilisierung erfolgt

150 (Abb. 3.52). Ein Sequenz-Vergleich zeigt, dass der dem Asp"

231

iiber Asp
entsprechende Rest in oy, das Phe™ " ist, welches eine ,,side-on“ Wechselwirkung mit
Arg nicht bilden kann (Abb. 3.5b).

Der Rest, der Asp'™ in ap, entspricht, ist Glu'’, der als ,.end-on“ Bindungspartner
fiir Lys dienen kann. Ein Homologiemodell von oy, (unverdffentlichte Ergebnisse),
das der Struktur von o, superpositioniert ist, zeigt, dass der o-spezifische RGD-
Ligand nicht an oy in der gleichen Orientierung binden kann, wie am a,. Der auf o.-
Asp'® bzw. oup—Glu'®’ folgende Loop ist zwischen den beiden Integrinen nicht
konserviert. Die langere Schleife in oy, schlieBt die Tasche, in die c(-RGDf[NMe]V-)
bindet. Weitere sterische Wechselwirkungen findet man zwischen Gly in RGD und
der Oberfldache von oy, (Abb. 3.5¢). Die Rontgenstruktur erlaubt somit nicht nur eine
Rationalisierung der Aktivititen der verschiedenen RGD-basierten Liganden von
o B3, sondern kann auch helfen, die verschiedenen Spezifititen fiir die Integrin-

Subtypen zu verstehen.
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Abb. 3.5:Vergleich von o,; mit dem Homologie-Modell von a,;,8;—Integrin.
A: Die Bindung von Arg. Die Arginingruppe von ¢(-RGDfNMeVal-) wird hauptséichlich durch

150

end-on Bindung mit Asp*'® und zusitzlich durch end-on Bindung zu Asp'® der a-Untereinheit

gebunden.

8

B: Die Uberlagerung eines Homologie-Modells von oy, mit o, zeigt, dass (c,)-Asp*'® nicht

konserviert ist. Der entsprechende Phe Rest in oy, erlaubt keine side-on Stabilisierung. Der dem
(or,)-Asp™’ entsprechende Rest in oy, ist ein Glu, das end-on binden kann. Der entsprechende
Loop ist in den zwei Integrinen nicht konserviert.

C: Wihrend in o, das Arg sich in eine negativ geladene Tasche des Proteins einschiebt (oben) ist
diese Tasche in oy viel kleiner (unten), so dass sowohl Arg als auch Gly sterische

Wechselwirkungen mit dem Protein zeigt, die die Spezifitit dieses Liganden fiir o, erhéhen.

3.6 Neue Aspekte der Signaltransduktion

Eine genaue Betrachtung des Signaltransduktions-Mechanismus bei Integrinen und
bei der Wechselwirkung von G-Proteinen mit den G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) zeigt konzeptionelle Ahnlichkeiten, die einen allgemeinen Mechanismus
beider Signaltransduktionen nahe legen (Abb. 3.6).

In beiden Fillen existiert eine inaktive Konformation, die durch intra- oder

extrazelluldre Signale aktiviert wird. Im Falle der Integrine scheint die Aktivierung
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eine Rotation einer der Untereinheiten zu sein, wie es Rechnungen nahe legen.”” In

GPCR schlieft die Aktivierung ebenfalls eine strukturelle Reorganisation von Helices
ein (Abb. 3.6, I).*%¥!

Abb. 12: Ahnlichkeiten bei der Signaltransduktion von Integrinen und G-Protein gekoppelten
Rezeptoren.

In beiden Fillen induziert ein Ligand eine Reorganisation der transmembranen Helices (links,
Teilbild I). Diese Konformationsinderung wird zur Ligandenbindungsdoméne auf der anderen
Seite der Membran geleitet, wodurch nun Bindung erfolgen kann (beim Integrin) oder
Ligandenaustausch stattfindet (bei GPCR) (Mitte, Teilbild II). Dieser Prozess fiihrt zur
Separation der zwei Doménen nahe der Bindungsregion (rechts, Teilbild III). Diese Trennung ist

der Startpunkt fiir weitere Signalkaskaden.

Der Konformationsinderung folgt im Falle der Integrine die Bindung der
extrazelluldren Liganden,'”! bei den GPCRs fiihrt dies zum Ersatz des GDP durch
GTP (Abb. 3.6, II). Die Bindung von Liganden oder der Ersatz von GDP durch GTP
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induziert weitere Strukturdnderungen: bei den Integrinen dissoziieren die
Kopfgruppen, in den G-Proteinen dissoziiert die o-Untereinheit vom By-Komplex
(Abb. 3.6, III).** *) Hier wird die konzeptionelle Ahnlichkeit auch auffallende
strukturelle Ahnlichkeiten reflektiert: die Struktur der Grenzschichten der

d.B% 100101 g tion-n-

interagierenden Dominen entsprechen sich weitgehen
Wechselwirkungen stabilisieren die Assoziation bei a,f33, nicht jedoch fiir G-Proteine.
Dort fiihrt ein Netzwerk von Salzbriicken zu starken Wechselwirkungen. Kation-m-
Wechselwirkungen sind sehr gut geeignet fiir die Regulation der Affinitdt von
Interaktionen zwischen Protein-Domidnen, weil bereits geringe strukturelle
Anderungen eine attraktive Wechselwirkung in eine repulsive umwandeln kénnen.
Die dann folgende Dissoziation ist Startpunkt fiir eine Kaskade weiterer Ereignisse.
Bei den Integrinen ist dies die Interaktion mit anderen Rezeptoren und Cluster-
Bildung."®” Das sich herauskristallisierende gemeinsame Thema ist ein

Mechanismus, der drei Zustdnde (ein inaktiver, ein aktivierter und ein dissoziierter)

einschlieft, denen Cluster-Bildung folgt.
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4. Modellierung eines 4-Helix Biindels durch systematisches
Absuchen des Konformationsraumes von Helixpaaren.

4.1 Einleitung

Wie in Kapitel 1 erwidhnt, kann die Faltung eines Membranproteins als ein
Mehrstufen-Prozess begriffen werden. Die einzelnen Helices werden zunéchst in die
Membran insertiert und assoziieren sich in einem nachfolgenden Schritt.!" > ' Dies
hat zu dem Vorschlag gefiihrt, auch polytope Membranproteine durch eine
systematische Absuche des Konformationsraumes der moglichen Helixpaare zu
modellieren.”") Der Vorteil einer solchen Betrachtungsweise liegt in der Reduktion
des Vielkdrperproblems zu einer Reihe von Zwei-Kdrperproblemen. Am Beispiel des
homo-pentameren Phospholambans wurde gezeigt, dass eine solche Reduktion zu
einem vergleichbaren Ergebnis fithrt wie die Betrachtung des Gesamtproteins.*"! Da
jedoch die Struktur des Phospholambans nicht bekannt ist, kann die Qualitdt der
Modelle nur schlecht abgeschétzt werden. Neuere Untersuchungen sprechen fiir eine
andere Helix-Anordnung als von dem urspriinglichen Modell beschrieben.?' 13123
Fiir nicht-symmetrische Proteine ist die Optimierung des Gesamtproteins mit einer
systematischen Absuche des Konformationsraumes nicht moglich, da die Anzahl der
Freiheitsgrade exponentiell mit der Anzahl der Helices ansteigt. Hier soll nun
versucht werden, eine Teilstruktur der Cytochrom C Oxidase mit einer
Konformationsraum-Suche der moglichen Helixpaar Kombinationen
nachzumodellieren. Die Struktur des Proteins ist bekannt und sehr komplex.[m] Der
betrachtete Teilabschnitt des Proteins bildet ein 4-Helix-Biindel (Abb. 4.1). Da die
Struktur des Biindels bekannt ist, ldsst sich die Methode an diesem Beispiel gut

iiberpriifen.

4.2 Methode

Das Vier-Helix-Biindel wird in vier Helixpaare, Helix 1 und Helix 2, Helix 2 und
Helix 3, Helix 3 und Helix 4 sowie Helix 4 und Helix 1 aufgeteilt. Mogliche

Kombinationen wie Helix 1 und Helix 3 oder Helix 2 und Helix 4 werden auf3er acht
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gelassen. Wie schon bei den Integrinen, werden auch hier die Rotationswinkel eines
jeden Helixpaares systematisch verdndert, um die Helix-Packung zu optimieren. Die
Rechnungen erfolgen wie bei Adams et al.*®! beschrieben. Die erhaltenen Strukturen
werden in Cluster zusammengefasst. Fiir jedes Cluster wird eine reprisentative

Struktur errechnet.

Abb. 4.1: Struktur der Cytochrome C Oxidase.
Die Oxidoreduktase ist ein komplexes, homo-dimeres Transmembranprotein mit vielen Helices
(unten). Die betrachtete Untereinheit C hat ein zentrales 4-Helix-Biindel (oben). Im Rahmen

dieser Arbeit wurde versucht, dieses Biindel zu modellieren.
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4.3 Ergebnisse

In Tabelle 4.1 sind die RMSD der einzelnen Cluster zu der experimentellen Struktur
dargestellt. Wie in der Tabelle zu sehen ist, werden nicht alle Helixpaare mit
zufriedenstellender Genauigkeit modelliert. Wahrend das Paar Helix 3 und Helix 4
einen Cluster aufweist, der einen RMSD zur experimentellen Struktur von 1.6 A
aufweist und somit nahezu richtig modelliert wurde (Abb. 4.2 mitte), wurde fiir das
Paar Helix 2 und Helix 3 kein Cluster gefunden, der einen besseren RMSD als 2.4 A
aufweist. Bei diesem Cluster ist eine korrekte Helixorientierung nicht gegeben (Abb.
4.2 links). Aus diesen Rechnungen ldsst sich kein 4-Helix-Biindel formen. Das beste
Cluster des Paares 23 ist so orientiert, dass Helix 2 and der Position der Helix 4 liegt
(Abb. 4.2 rechts) und dadurch eine sinnvolle Anordnung der Helices zu einem Biindel

nicht moglich ist.

TABELLE 4.1:
RMSD der Cluster zu der Rontgenstruktur

Der jeweils kleinste RMSD-Wert ist fett dargestellt. Es werden nur die Paare 12 und
34 mit ausreichender Genauigkeit (< 2 A RMSD) errechnet, die beiden anderen
Paare zeigen RMSD > 2 A.

Cluster Occ-Paar 12 Occ-Paar 23 Occ-Paar 34 Occ-Paar 41
1 3.6 3.7 3.1 2.3
2 4.5 3.5 1.6 2.3
3 2.2 2.5 2 3.2
4 3.5 34 3 4.2
5 3.1 2.4 42 3.7
6 3.7 2.6 2.1 3.8
7 1.9 4.1 33 5.5
8 2.9 4 3.8 5.3
9 5 3.8 3.9 4.8
10 5.3 4.6 4.4
11 3.5 5 4.9
12 49
13 5.3

[
LN

4.4
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Helix 3

Helix 4

Abb. 4.2: Vergleich zwischen modellierter und Kristallstruktur.

Fiir das Helixpaar 23 (links) wurde kein Cluster mit korrekter Helixorientierung gefunden. Wie
am Histidin der linken Helix zu sehen ist, ist diese Helix um ca. 100 Grad gedreht. Das Helixpaar
34 (mitte) hingegen wurde richtig modelliert. Aus diesen Rechnungen lisst sich kein 4-Helix-
Biindel formen, da bei Betrachtung der besten Cluster Helix 2 und Helix 4 iibereinandergelegt

werden (rechts)

4.4 Diskussion

Wenn auch konzeptionell vielversprechend, so fithrt die Aufteilung -eines
Helixbiindels in eine entsprechende Anzahl von Helixpaaren im gewidhlten Beispiel
nicht zum gewiinschten Erfolg. Zwar werden Teilaspekte des Biindels richtig
modelliert (insbesondere das Helixpaar Helix 3 und Helix 4), doch ist es nicht
moglich, eine zufriedenstellende Gesamtstruktur zu erstellen. Weiterhin erscheint es
schwierig, ohne Kenntnis detaillierter experimenteller Daten zwischen den Clustern
einer jeden Paarsuche zu unterscheiden. Das fiir die Integrine angewendete Verfahren
einer parallelen Modellierung homologer Sequenzen ist fiir grolere Protein sehr
aufwendig und scheint wenig praktikabel, wenn auch nicht unméglich. Ein Vorteil
des Verfahrens ist, dass Teilaspekte eines Proteins, die von besonderem Interesse sind
(wie z.B. die Kanal-bildenden Helices eines lonenkanals) gut modelliert werden
konnen, sofern experimentelle Daten vorliegen, da auch die internen Freiheitsgrade

einer Helix durch das SA/MD Verfahren berechnet werden.
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5. Modellierung eines 4-Helix-Biindels mit Hilfe einer
Zufallsbibliothek von Konformationen.

5.1. Einleitung

Wie oben gezeigt kann fiir ein Helixpaar der Konformationsraum mit einem
SA/MD Verfahren systematisch abgesucht werden. Die Dauer dieses Vorganges wird
durch zwei Faktoren bestimmt: durch die Anzahl der moglichen Helix-
Orientierungen, und durch die Anzahl der zu simulierenden Atome. Das erste ist ein
kombinatorisches Problem: die Anzahl der moglichen Helixorientierungen steigt
exponentiell mit der Anzahl der zu untersuchenden Helices an. Das zweite ist ein
Rechenproblem: eine Molekiildynamik-Rechnung ist abhdngig von der Anzahl der zu
berechnenden Atome. Auch hier ist der Anstieg der Rechenzeit exponentiell.
Wihrend fiir das Helixpaar 512 Strukturen in ca. einer Woche berechnet wurden,
miissten fiir ein 4-Helix Biindel bei gleicher Auflésung 32768 Strukturen berechnet
werden, was einem Zeitaufwand von iiber einem Jahr auf einem R10000 Prozessor
entspricht. D.h., das oben vorgestellte Verfahren, welches ein Helixpaar mit
ausreichender Genauigkeit berechnen kann, ist fiir gréere Systeme ungeeignet. Wie
weiterhin gezeigt wurde, flihrt eine modulare Betrachtungsweise, die das Protein aus
Helixpaaren zusammensetzt, nicht zu guten Ergebnissen. Hier wird nun ein neues
Verfahren vorgestellt, das ein 4-Helix-Biindel in angemessener Zeit mit hoher
Genauigkeit berechnen kann. In diesem Verfahren wird eine Strukturbibliothek
erstellt, die den Konformationsraum eines 4—-Helix-Biindels nahezu vollstindig

abdeckt.

5.2. Methode

Jede Helix in einem Helix-Biindel hat vier externe Freiheitsgrade (Abb. 5.1),
die simultan optimiert werden miissen, um zuverldssig die Struktur eines solchen
Biindels vorherzusagen. In der vorliegenden Arbeit wird dazu eine Strukturbibliothek
erstellt. Die Erzeugung dieser Strukturen erfolgt durch eine zufillige Zuordnung eines
Rotationswinkels um die Helix-Langsachse, eines Wertes filir Lateral- (in der
Membranebene) und Vertikal-Translation (senkrecht zu Membranebene) sowie eines

Kippwinkels fiir jede Helix. Die erzeugten Strukturen werden kurz energieminimiert.
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Vertikaltranslation

Kippen Rotation

Abb. 5.1.: Methode: Simultane Optimierung der vier Externen Freiheitsgrade einer Helix im
Biindel.

Eine Helix kann lateral und vertikal zur Membranebene translatiert werden, um die Lingsachse
rotiert oder aber gekippt werden. Im vorgestellten Verfahren werden fiir ein 4-Helix-Biindel

diese vier Parameter fiir jede Helix individuell um einen zufilligen .Wert veriindert.
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Eine Dynamikrechnung erfolgt nicht. Nach der Minimierung wird die nicht-
kovalente Wechselwirkung einer jeden Helix mit dem Rest des Proteins individuell
berechnet. Die Gesamtenergie kann durch Aufsummierung der einzelnen Helix-
Restprotein-Wechselwirkungen berechnet werden. Das Verfahren besteht also aus

verschiedenen Schritten, denen die Auswertung nachgeordnet ist (Abb. 5.2).

Seitenansicht Aufsicht

S

Kippen l Vertikaltranslation
Rotieren l

/ Minimierung+
4>f Wechselwirkung

Abb. 5.2:  Fliesschema  des

Modellierungsverfahrens.
L ateraltranslatieren Von einer Startstruktur ausgehend
werden zuerst alle Helices um den
selben Winkel gekippt, dann um
einen fiir jede Helix
unterschiedlichen Wert rotiert,
lateral und vertikal translatiert.
Schliefllich wird die Struktur
energieminimisiert. Daraufhin
werden die Wechselwirkungen im
Biindel berechnet.
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Um ein optimales Auswertverfahren zu realisieren, wurde zunédchst in einem Testlauf
von der Kristallstruktur ausgegangen und nur der Rotationswinkel und die
Vertikaltranslation verdndert. An Hand dieses Testlaufes konnte die Abhéngigkeit der
Winkelverteilung von der Wechselwirkungsenergie untersucht werden. Die
endgiiltige Auswertung erfolgte auf drei Arten: Zum einen dient die Gesamtenergie
der Wechselwirkungen zwischen den Helices als Kriterium, zum anderen wird jede
Helix individuell betrachtet. Dabei stellt die Wechselwirkungsenergie zwischen der
betrachteten Helix und dem Rest des Proteins das Unterscheidungskriterium dar (Abb.
5.3). Fiir dieses Energiekriterium wird jeweils die energiedrmste Konformation
betrachtet AuBerdem werden die Verteilungen der 0.5% energiedrmsten

Konformationen ausgewertet.

Abb. 5.3: Methoden der Auswertung.

Zwei Kriterien werden bei der Auswertung getrennt betrachtet. Zum einen wird die Gesamt-
Wechselwirkungsenergie des Systems betrachtet, also die Wechselwirkungen aller Helices
miteinander (links). Eine andere Auswertung betrachtet jede Helix individuell (rechts, mit
Fahne). Von dieser Helix wird die Wechselwirkung mit dem Restprotein fiir die betrachtete
Struktur berechnet. Die Wechselwirkungen der anderen Helices untereinander werden nicht

beriicksichtigt.
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5.3. Optimierung einer Teilstruktur der Oxidoreduktase

5.3.1 Generierung der Startstrukturen

Bei einem 4-Helix-Biindel miissen zwei Startstrukturen generiert werden, die sich in
der relativen Anordnung ihrer Helices unterscheiden (Abb. 5.4A). Die beiden
Anordnungen sind die moglichen Stereoisomere eines 4-Helix-Biindels. Da im
vorliegenden Fall jedoch nur das Verfahren getestet werden soll, wurde auf die
Startstruktur mit falscher relativer Helixanordnung verzichtet, um Rechenzeit zu
sparen. Als Startstrukturen wurden ideale Helices generiert, die sich in einem Abstand
von 10.5 A voneinander befinden (Abb. 5.4B). Die geometrischen Zentren der
Riickgrad-Atome der Helices wurden dabei auf eine Hohe gesetzt, der Kippwinkel

war 0 Grad. (Abb. 5.4B).

A B

O 06 | |l
OO 0O

<—

10.5 A

Abb. 5.4: Parameter der Startstruktur.

A: Ein 4-Helix-Biindel hat zwei Stereoisomere. Fiir den Test des Verfahrens wurde nur die
korrekte Helixanordnung gewi:hlt.

B: Die Zentren benachbarter Helices waren 10.5 A voneinander entfernt und auf gleicher Hohe.

Die Helices waren parallel mit einem Kippwinkel von 0 Grad.
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5.3.2 Erzeugung der Strukturbibliothek

Die Strukturbibliothek wurde - wie oben beschrieben - durch zufillige
Zuordnung jeweils eines Wertes fiir die vier Freiheitsgrade pro Helix erzeugt. Die
Startstrukturen wurden entsprechend modifiziert. Der Rotationswinkel wurde dabei
von 0° bis 360° variiert. Die Lateraltranslation erfolgte von -2 A (zum Zentrum des
Biindels hin) bis 4 A (vom Zentrum des Biindels weg). Der Kippwinkel wurde vom 0°
bis 40° variiert, und die Vertikaltranslation erfolgte um jeweils 4 A nach oben und
unten. 4 A entsprechen dem Hub einer Helixwindung, also einer Unsicherheit in der
Lateraltranslation von ca. 4 Aminosduren in jede Richtung, insgesamt also 8
Aminosduren. Dies ist ungefihr die Genauigkeit von Vorhersageprogrammen fiir
transmembrane Sequenzabschnitte. Die so gebildeten Strukturen wurden mit 50
Schritten einer Powell-Minimierung energieminimiert, um mogliche ungiinstige
sterische Wechselwirkungen zu beseitigen.

Es wurde eine Bibliothek mit insgesamt 2*10° Strukturen erstellt.

5.4 Ergebnisse

5.4.1 Die Struktur mit der niedrigsten Gesamt-Wechselwirkungsenergie.

Nach Auswertung der Strukturbibliothek durch Berechnung der Gesamtenergie des
Helix-Biindels konnte fiir jede Helix genau ein Wert fiir die vier Parameter
(Kippwinkel, Rotation, Vertikaltranslation und Lateraltranslation) ermittelt und
daraus die Struktur des Helix-Biindel errechnet werden. Die Parameter-Werte der
Freiheitsgrade der Struktur mit niedrigster Gesamtenergie sind in Tabelle 5.1 gezeigt
(Modell 1), zusammen mit dem RMSD der daraus resultierenden Struktur mit der
Rontgenstruktur. Der RMSD zwischen Modell und Struktur betrigt 3.7 A. Dies kann
zwar als Startpunkt fiir eine weitere Verbesserung der Struktur mit experimentellen

Daten dienen, ist jedoch als Ergebnis unbefriedigend.
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TABELLE 5.1:

Parameter der verschiedenen Modelle und RMSD zur experimentellen Struktur.

Modell 1" Modell 2> Modell 3* Modell 4° Modell 5° Modell 6°

Helix 1 Rotation 22 -67 -48 -48 -48 -48
Vertikaltranslation 1.4 -1.2 1 1 1 1
Lateraltranslation 1.7 0 -0.5 -0.5 -0.5 -0.5

Kippwinkel 12 28 12.5 12.5 12.5 12.5

Helix 2 Rotation 35 143 19 19 117 117
Vertikaltranslation -1 -0.4 1 1 1 1
Lateraltranslation -1 -4.2 -1.4 -1.4 -1.4 -1.4

Kippwinkel 23 1 7.5 7.5 7.5 7.5

Helix 3 Rotation 139 99 140 247 140 247
Vertikaltranslation 2.4 0 -3 -3 -3 -3
Lateraltranslation 1.7 -3.6 0.5 0.5 0.5 0.5

Kippwinkel 20 4.4 7.5 7.5 7.5 7.5

Helix 4 Rotation 45 61 55 55 55 55
Vertikaltranslation -3 0.8 1 1 1 1
Lateraltranslation 1.7 -3.6 -1.5 -1.5 -1.5 -1.5

Kippwinkel 17 24 15 15 15 15

RMSD 3.7 34 3.0 2.6 2.5 2.0

1: Modell aus Betrachtung der Gesamtwechselwirkungsenergie aller Helices
2: Modell aus individueller Betrachtung der Wechselwirkungsenergie fiir jede Helix
3: Modell aus Betrachtung der Parameterverteilungen fiir die 1000 Strukturen mit der niedrigsten

Wechselwirkungsenergie individuell fiir jede Helix.

54.2 Die Struktur mit der  niedrigsten Helix-Helix

Wechselwirkungsenergie pro Helix

Fir die zweite Auswertungsmethode wurde nicht mehr die Gesamtenergie
betrachtet, sondern die Wechselwirkungsenergie jeder einzelnen Helix mit dem Rest
des Proteins. Dabei wurde fiir jede einzelne Helix die Parameterkombination gewihlt,
die zu der niedrigsten Wechselwirkungsenergie fiir diese betrachtete Helix gefiihrt
hat. Diese Parameterkombination ist in Tabelle 5.1 als Modell 2 gezeigt. Wenn auch

diese Auswertung bessere Ergebnisse liefert als die Betrachtung der Gesamtenergie
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(der RMSD zur experimentellen Struktur betrigt 3.4 A), miissen dennoch Verfahren

entwickelt werden, die eine genauere Vorhersage ermdglichen.

5.4.3  Abhdngigkeit  der  Rotationswinkelverteilung  von  der

Wechselwirkungsenergie

Am Beispiel der Helix 1 des betrachteten Helix-Biindels wird dargestellt, wie

die Winkelverteilung von der Wechselwirkungsenergie abhingt. Zur Untersuchung
der besten Auswertemethode wurden zunidchst nur die Vertikaltranslation und
Rotation verdndert. Dabei wurde untersucht, inwieweit die Verteilung der
Rotationswinkel von der Wechselwirkungsenergie der einzelnen Helix mit dem
Restprotein abhingig ist. Fiir diese Betrachtung wurde zunidchst nicht von einer
zufilliger Helix-Anordnung, sondern von der Kiristallstruktur ausgegangen. Ein
Rotationswinkel von 0 Grad entspricht also dem gewiinschten Ergebnis. Die
Rechnungen erfolgten mit dem Wildtyp-Protein und zusétzlich mit neun homologen
Proteinen simultan. Die homologen Proteine wurden mit einer Blast-Suche der
swissprot Datenbank gefunden. Es wurden sowohl die Summe der nicht-bindende
Energien als auch die Energie der Einzelkomponenten (van-der-Waals Energie und
elektrostatische Wechselwirkungen) betrachtet. Wie in Abb. 5.5 gezeigt 14sst sich die
Wechselwirkungenergieverteilung gut als Gaul’sche Verteilung beschreiben.
Werden nur die Konformationen betrachtet, bei denen Helix 1 Wechselwirkungen mit
einer Wechselwirkungsenergie E,, (nb: non-bonded) kleiner als 0 KJ/mol (OPLS-
Energie im Vakuum) der Energieverteilung aufweist (also eine anziehende
Wechselwirkung beschreibt), zeigt sich, dass die Rotationswinkel nicht ganz
gleichverteilt sind. Es ldsst sich jedoch kein Priaferenz-Winkel ablesen.

Bei den Konformationen mit einer Energie E,;, < m-s, wobei m der Mittelwert
der Energieverteilung und s die Standardabweichung sind, ist bereits deutlich ein
bevorzugter Winkel zu erkennen, der neben zwei weiteren Winkeln vorliegt. Es ist zu
erwarten, dass drei Vorzugwinkel gefunden werden, da der Winkel zwischen zwei
Aminosdureresten in einer a-Helix 100° betrdgt, pro Helixwindung also 3.6
Aminosduren auftreten. Wenn man bedenkt, dass eine bevorzugte Packung fiir

Helices die sogenannte knobs-into-holes Packung ist (was bedeutet, dass eine
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Aminosdure der einen Helix (knob) am ehesten zwischen zwei Resten (holes) der
wechselwirkenden Helix packt), werden also 3-4 bevorzugte Winkel erwartet.

Werden nur die Konformationen betrachtet, bei denen  die
Wechselwirkungsenergie E,;, < m-2s ist, tritt nur noch ein einziger Winkel mit sehr
geringem Beitrag der Neben-Maxima in der Verteilung auf. Das Hauptmaximum
kann mit einer GauB3-Kurve angendhert werden. Der Mittelwert dieser GauB3-Kurve
wird dann als richtiger Rotationswinkel fiir die betrachtete Helix angesehen. Analog

wird mit den restlichen Freiheitsgraden verfahren.

Hel ix 1 ?:;:ﬁ;?gz?cg:f:;g:i:” van-der Waals Energie elektrostatische Energie

Wildtyp + Homologe
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Abb. 5.5: Rotationswinkelverteilung in Abhdiingigkeit von der Wechselwirkungsenergie.

Am Beispiel von Helix 1 wird gezeigt, wie die Verteilung der Rotationswinkel von der
Wechselwirkungsenergie der betrachteten Konformationen abhiingt. Je niedriger man den cut-
off der Wechselwirkungsenergie ist legt, desto klarer ist das Maximum der Verteilung beim
richtigen Wert. Es kann also die Wechselwirkungsenergie der einzelnen Helix mit dem
Restprotein gut als Unterscheidungskriterium zwischen verschiedenen Konformationen dienen,

obwohl weder die Membran noch die Loops beriicksichtigt wurden.
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Die elektrostatischen Wechselwirkungen sind ein schlechtes Kriterium fiir die
Giite der Konformation da die Verteilungen sehr breit sind. Der Mittelwert der
Rotationswinkelverteilung in Abhédngigkeit von der van-der-Waals Energie ist nahezu
identisch mit dem Mittelwert der Rotationswinkelverteilung in Abhingigkeit von der
Summe der nicht-bindenden Energien. Die Anzahl der Strukturen und damit die
Stichprobengrofle ist jedoch bei Betrachtung der Verteilung in Abhéngigkeit von der
Summe der nicht-bindenden Energien grofer. Da eine hohere Stichprobengrofle die
Verldsslichkeit der Methode verbessert, ist die genaueste GroBBe zur Beurteilung der
Winkelverteilung die Summe der nicht-bindenden Anteile. Es scheint also, als ob die
Spezifitit der Wechselwirkungen im Wesentlichen von den van-der-Waals
Wechselwirkungen herriihrt, die elektrostatischen Krifte hingegen zur Stabilitét
beitragen.

Die Betrachtung von homologen Proteinen zusitzlich zum Wildtyp-Protein
verlingert die Rechenzeit enorm, ohne jedoch einen  wesentlichen
Informationsgewinn zu bieten. Daher wurden fiir die Rechnungen des 4-Helix
Biindels nur die Wildtyp-Sequenz betrachtet. Simtliche Parameter wurden verdndert
und die Summe der nicht-bindenden Wechselwirkungen als Kriterium fiir die Giite
der Konformation gewéhlt. Da die Energieverteilung mit einer GaulB3-Verteilung
angendhert werden kann, flir die gilt, dass 0.5% der Werte au8erhalb von m +/-2s (mit
m als Mittelwert der Energieverteilung und s der Standardabweichung der Verteilung)
sind, werden in der weiteren Auswertung jeweils nur die 0.5% energiedrmsten
Konformationen betrachtet. Im vorliegenden Fall werden also bei insgesamt 200000

Konformationen die 1000 energiedrmsten ausgewertet.

5.4.4. Auswertung der Parameterverteilungen

Die Werte der Freiheitsgrade, die durch die oben beschriebene Auswertung
erhalten wurden, sind in Tabelle 5.1 dargestellt. Die Verteilungen sind bei
gleichzeitiger Optimierung aller vier Freiheitsgrade breiter als bei dem Testdurchlauf.
Wihrend fiir Helices 1 und 4 eindeutige Werte fiir die Rotation erhalten wurden, kann
bei Helix 2 und Helix 3 nicht zwischen zwei Werten unterschieden werden (Abb. 5.6).
Helix 3 hat einen Vorzugswinkel und zusitzlich einen oft populierten Nebenwinkel.
Die moglichen Kombinationen der verschiedenen Winkel fiihren zu vier Modellen

(Modelle 3 — 6 in Tabelle 5.1). Es stellt sich heraus, dass der Nebenwinkel fiir Helix 3
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der richtige ist (Tabelle 5.1). Die Struktur mit der Rotationswinkelkombination, die
der experimentellen Struktur am &#hnlichsten ist, hat einen RMSD von 2.0 A zur
experimentellen Struktur (Tabelle 5.1 und Abb. 5.7). Allerdings ist bei Helix 3 das
kleinere Nebenmaximum, und nicht das Hauptmaximum richtig. Leider sind die
Ergebnisse nicht eindeutig, konnen aber mit den resultierenden Strukturen als testbare
Hypothesen des Designs von Experimenten dienen. Mit Hilfe von crosslinking-
Studien oder anderen experimentellen Daten wie Abstandsmessungen bestimmter
markierter Aminoséuren mit Festkdrper-NMR-Spektroskopie ist eine Unterscheidung

zwischen den Modellen méglich.
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Abb. 5.6: Rotationswinkelverteilung der Helices von occ.

Die Rotationswinkelverteilungen der jeweils 1000 energieirmsten Strukturen ist gezeigt.
Helix 1 und Helix 4 haben einen eindeutigen Vorzugswinkel, wobei bei Helix 4 noch zwei weitere,
wenig populierte Winkel zu sehen sind. Bei Helix 2 liegen 2 ungefihr gleich populierte Winkel
vor. Helix 3 hat einen Vorzugswinkel und einen Nebenwinkel. Die beiden Winkelverteilungen
iiberlappen sich. Vergleich mit der Rontgenstruktur zeigt, dass der Vorzugswinkel fiir Helices 1
und 4 richtig erkannt wurde. Fiir Helix 2 ist der Winkel um 120 Grad der richtige, wihrend fiir

Helix 3 der Nebenwinkel der Rontgenstruktur entspricht.
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ADbb. 5.7: Stereobild der Struktur mit niedrigsten RMSD zur experimentellen Struktur.

In der Seitenansicht (oben) ist zu erkennen, dass der Kippwinkel und auch
dieVertikaltranslation nicht immer richtig errechnet wurde. Hier scheinen neben Helix-Helix
Wechselwirkungen auch Helix-Membran oder Helix-loop Wechselwirkungen eine Rolle zu
spielen. In der Aufsicht (unten) sieht man, dass die Rotationswinkel sehr gut iibereinstimmen.
Die Rotationswinkel werden also im Wesentlichen durch Helix-Helix Wechselwirkungen
bestimmt, wenn auch andere Einfliisse eine Rolle spielen. So sind die Verteilungen fiir Helices 2
und 3 nicht eindeutig auszuwerten, was fiir den Einfluss entweder von weiteren Helices des

komplexen Proteins oder aber der Membranumgebung oder loops spricht.
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5.5 Diskussion der Methode

Die Generierung einer Konformationsbibliothek mit einer groBen Anzahl von
Konformationen hat den Vorteil, dass der Konformationsraum nahezu vollstindig
abgesucht werden kann. Durch den Verzicht auf eine Simulation des Systems mit
einer Dynamikrechnung ist dies in annehmbarer Zeit moglich.

Es hat sich bei der Auswertung weiterhin als vorteilhaft erwiesen, nicht die
Gesamtenergie des Systems, sondern die Wechselwirkungen der einzelnen Helices
mit dem Restprotein als Kriterium zu verwenden und somit jede Helix fiir sich
genommen einzeln zu optimieren. Vermutlich miissen dadurch nur Teilabschnitte des
Proteins, ndmlich im Wesentlichen die Helix selbst sowie die beiden benachbarten
Helices, eine korrekte Orientierung aufweisen, wihrend die vierte Helix durchaus
falsch orientiert sein kann. Die Ursache liegt in der kurze Reichweite der nicht-
kovalenten Wechselwirkungen. Dadurch wird das Vierkorper-Problem effektiv zu
einem Dreikorper-Problem reduziert. Dieses Verfahren miisste also auch auf groBere
Proteine anwendbar sein; allerdings miissen dafiir die Anzahl der Freiheitsgrade
weiter eingeschrankt werden.

Die besten Ergebnisse liefert nicht die jeweils energieirmste Konformation,
sondern eine Auswertung der Verteilung der energiedrmsten Konformationen. Jede
Struktur, die von einer Verteilung der Parameter gewonnen wurde, ist besser als die
beiden Strukturen, die nur die energiedrmsten Strukturen beriicksichtigen (einmal die
Struktur mit der niedrigsten Gesamtenergie und einmal die Struktur, bei der die
Parameter der niedrigsten Energie fiir jede Helix individuell betrachtet wurde). Die
Auswertung der Verteilungen hat weiterhin den groflen Vorteil, dass Nebenminima
der Helix-Wechselwirkung, die auf eine gewisse konformationelle Flexibilitit
hinweisen konnen, detektiert werden. Diese Nebenminima in der Wechselwirkung
driicken sich durch Neben-Maxima in den Verteilungen aus. Ferner kann durch den
Einfluss der Umgebung, z.B. der Membran oder der loops, eine Konformation
bevorzugt werden, die keine optimalen Helix-Helix-Wechselwirkungen aufweist.
Dies scheint der Fall bei Helix 3 zu sein. Auch solche Konformationen mit
suboptimaler Helix-Helix-Wechselwirkung koénnen als Nebenmaximum in der

Verteilung auftreten und dann durch experimentelle Studien als die richtige
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Konformation identifiziert werden. Auch theoretische Methoden wie die Betrachtung
der Konservierung von Aminosduren in verwandten Proteinen oder die Berechnung
von Membran-exponierten Helixseiten kann zur Unterscheidung der Modelle

(1251 Gleichzeitig werden weniger mogliche Strukturen erhalten als bei dem

dienen.
systematischen Absuchen des Konformationsraumes mittels MD/SA. So mussten bei
dem 4-Helix-Biindel nur zwischen vier moglichen Konformationen entschieden
werden, wihrend allein beim systematischen Absuchen der Helixpaare der Integrine
ungefdhr zehn mogliche Konformationen gefunden wurden, obwohl die Anzahl an
Freiheitsgraden geringer war. Der Nachteil der Methode ist sicherlich, dass die
Helices sich nicht verwinden oder anderweitig von einer idealen Helix abweichen
konnen, sondern als starre Korper behandelt werden. Die Seitenketten konnen sich
jedoch durch die kurze Minimierung an die jeweilige Konformation adaptieren. Der
Nachteil der starren Helices kann unter Umstdnden durch eine kurze Dynamik-
Rechnung nach Optimierung der Packung ausgeglichen werden. Das Verfahren ist
sehr sensibel fiir Rotationswinkel. Die Kippwinkelverteilungen hingegen sind sehr
breit, die Ergebnisse ungenau. Dennoch lédsst sich das Biindel mit gutem Erfolg
modellieren. Rechentechnisch vorteilhaft ist, dass das Verfahren sehr leicht
parallelisiert werden kann (man kann auf 4 Prozessoren jeweils 50000
Zufallsstrukturen rechnen oder auf einem Prozessor 200000, ohne den Rechencode

dndern zu miissen). Auch konnen experimentelle Abstandsinformationen durch eine

Erweiterung der Energiefunktion mit NOE-artigen Termen inkorporiert werden.
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6. Modellierung des Multidrug Transporters EmrE

6.1 Biologischer Hintergrund

Multidrug Transporter erkennen eine Vielfalt von Substraten mit hoher
Affinitdt. Diese werden dann aktiv aus dem Zytosol entfernt.!'* Bei toxischen
Substraten wird durch den aktiven Transport zelluldre Resistenz gegen die
schidlichen Effekte der Substrate erreicht. Diese Uberlebensstrategie ist die
Grundlage fiir die Resistenz einiger Bakterienstimme gegen eine Vielzahl von
Antibiotika. Auch einige Tumorlinien werden dadurch resistent gegen
Chemotherapie.'”'*) Basierend auf Ahnlichkeiten in den Aminosduresequenzen
wurden die Transporter in verschiedene Klassen unterteilt.['*% 1]

Der Transporter EmrE (Ethidium bromide Multidrug Resistance protein from
E. choli) ist 110 Aminoséduren lang und gehdrt zu der Familie der MiniTexane oder

126, 132, 133 P
(126, 132, 133] BryrR kann Acriflavin,

Smr (Small Multidrug Resistance) Transporter.
Ethidiumbromid, Tetraphenylphosphonium (TPP+), Benzalkoniumsalze und
verschiedene andere kationische Substanzen mit hoher Affinitdt transportieren. EmrE
ist ein Protonen/Substrat Antiporter, der den elektrochemischen Protonen-Gradienten
durch die zytoplasmische Membran des Bakteriums als Energiequelle nutzt. EmrE
transportiert ein Substrat-Molekiil im Austausch gegen zwei Protonen.!'*"

Sequenzanalysen sagen vier Helices fiir EmrE vorher. Dies ist in
Ubereinstimmung ~ mit  Fourier-transformierten Infrarot-Studien.*!  Durch
hochaufgeloste NMR-Spektroskopie in einem Losungsmittel-Gemisch konnte die
Sekundarstruktur des Proteins genau bestimmt werden. Eine Bestimmung der
Tertidrstruktur war durch das Fehlen von Abstandsinformationen zwischen den
Helices nicht mt')glich.[l%]

Biochemische Studien demonstrieren, dass EmrE funktional als Oligomer
vorliegt.."®”! Elektronenmikroskopische Aufnahmen mit niedriger Auflosung lassen
vermuten, dass es sich um ein Dimer handelt.[*®

Es ist gezeigt worden, dass ein zentrales, in der Membran liegendes Glutamat
(E14) fiir die Transportaktivitit unabdingbar ist. Selbst konservative Substitutionen

wie z.B. mit Aspartat verhindern Transport, nicht jedoch Ligandenbindung. Weiterhin
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wurde demonstriert, dass dieses zentrale Glutamat notwendig fiir Substrat- und
Protonenbindung ist.!'**"'*%

Ein Verfahren, auf biochemischen Weg zu Abstandsinformationen zu
gelangen, ist das crosslinking. Beim crosslinking werden spezifische Seitenketten
durch Cysteine ersetzt. Reagentien, die mit zwei S-H Gruppen reagieren, konnen dann
mit diesen Cysteinen reagieren. Zwei Cysteine, die sich an verschiedenen Monomeren
befinden, werden kovalent verbunden, wenn der Abstand zwischen diesen Cysteinen
mit dem Abstand der reaktiven Gruppen iibereinstimmt.!'*]

Neuere crosslinking Untersuchungen haben gezeigt, dass E14 an der
Grenzflache des Dimers liegt (Schuldiner, personliche Mitteilung). AuBlerdem wurden
neben E14 eine Anzahl von weiteren Seitenketten innerhalb der Dimer-Grenzschicht
identifiziert. Bis auf eine Seitenkette im /oop zwischen Helix 2 und Helix 3 befinden
sich alle interfacialen Seitenketten entweder in Helix 1 oder in Helix 4. Es wurde
gezeigt, dass auch Helices 1 und 4 durch crosslinking verkniipft werden kénnen
(Schuldiner, personliche Mitteilung). Diese Daten haben zu einem topologischen
Modell von EmrE gefiihrt, bei dem sich die Helices 1 und 4 zentral kreuzweise
gegeniiber stehen (Abb. 6.1). Allerdings kann dieses Modell crosslinking im Loops
zwischen Helices 2 und 3 nicht schliissig erklédren.

Im Folgenden wird versucht, ein Modell von EmrE zu entwickeln, das in

Ubereinstimmung mit den vorhandenen experimentellen Daten ist.

1 e o4 ?
LR

33 .
\2RLJ
; OAlRAAS I

Abb. 6.1: Topologisches Modell von EmrE, hergeleitet von crosslinking Studien.
Die crosslinking-Stellen (unterbrochene Linien) legen eine kreuzformige Anordnung der Helices
1 und 4 nahe. Allerdings kann dieses Modell nicht crosslinking zwischen den Loops der beiden

Monomere, der Helix 2 mit Helix 3 verbindet, erklaren,.
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6.2 Methode

EmrE wurde in verschiedenen Schritten modelliert. Die Lénge einer jeden
Helix ist durch NMR-spektroskopische Untersuchungen bekannt. Die NMR-
Ergebnisse unterscheiden sich von den vorhergesagten Helixlingen. Die Helices
wurden entsprechend der NMR-Ergebnisse einzeln errechnet und zu einem Biindel
zusammengefligt, das in seinen Parametern der Startstruktur von occ entspricht. Der
Kippwinkel der Helices betrug allerdings nicht 0 Grad wie im Falle von occ, sondern
27 Grad. 27 +/- 20 Grad war als durchschnittlicher Winkel aller Helices relativ zur
Membrannormalen  durch  Fourier-transformierte  Infrarot-Studien  bestimmt
worden.!"**! Der Ausgangswinkel, der um +/- 20 Grad modifiziert wurde, war also 27
Grad,. Ausgehend von dieser Startstruktur wurde eine Bibliothek von
Zufallskonformationen erstellt. Im néchsten Schritt wurde der kurze, vier
Aminosduren lange loop zwischen Helix 2 und Helix 3 eingefiigt. Daraufhin wurden
zwei Monomere mit Hilfe der crosslinking-Daten von Helices 1 und 4 zu einem
Dimer zusammengefiihrt. Als letzter Schritt wurde auch noch das crosslinking-
Ergebnis des loops zwischen Helices 2 und 3 beriicksichtigt.

Folgende Abstandsinformationen gingen in die Dimerisierungs-Rechnungen
ein: zum einen die Abstdnde zwischen N; und Oj.4 innerhalb einer Helix (Abb. 6.2
oben links), um die Helizitdit wihrend der Rechnungen zu erhalten; weiterhin
Abstdnde zwischen den Co-Atomen der Helices im Monomer, die von den
Ergebnissen der Konformationenbibliothek erhalten wurden (Abb. 6.2 oben rechts);
und schlieBlich Intermonomerabstinde aus den crosslinking-Studien (Abb. 6.2

unten.). Der Abstand ,,crosslinkender* Seitenketten wurde auf < 8 A gesetzt.
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Abb. 6.2 Restrains bei
Modellierung von EmrE.

Es werden jeweils nur
Beispiele fiir die
Abstandsinformationen
gegeben.

Oben links:
Helix erhaltende restrains
zwischen N; und O;.4.

Oben rechts:
Intramonomer-Restrains.
Die Abstandsdaten wurden
aus der monomeren
Struktur erhalten, die mit
Hilfe der Konformations-
bibliothek gewonnen
worden war.

Unten:
Intermonomer-restrains
basierend auf crosslinking
Studien. Als letztes wurde
der Abstand zwischen den
loop von Helices 2 und 3
einseschrinkt.

Im letzten Modellierungs-Schritt wurde auf die intramonomeren Absténde, die
von der Konformationsbibliothek ermittelt worden waren, verzichtet und nur der
maximale Abstand zwischen benachbarten Helices auf 12 A begrenzt. Das System
wurde mit den experimentellen inter-monomer Abstinden sowie helixerhaltenden
Abstandsinformationen 2500 Schritte bei einer Schrittweite von 0.001 ps bei 300 K
mit einer Simulation im kartesischen Koordinatenraum simuliert. 100 Strukturen

wurden berechnet und mit NMRclust in Cluster unterteilt.
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6.3 Ergebnisse

6.3.1 Monomer

Die Konformationsraumsuche liefert auch fir EmrE, wie schon fiir das 4-
Helix-Biindel von occ, kein eindeutiges Ergebnis. Insgesamt werden sechs mogliche
Konformationen erkannt. Die 6 Mdglichkeiten wurden auf ihre Ubereinstimmung mit
Mutations- und crosslinking Daten liberpriift. Es ist gezeigt worden, dass Substitution
der Seitenketten 40 und 44 die Aktivitit von EmrE zerstort. Wéahrend in den Modellen
3-6 diese Seitenketten dem Lipid zugewandt sind (Abb. 6.3B), sind sie in den
Modellen 1-2 an zentraler Stelle im Helix-Biindel (Abb. 6.3A).

A

Abb. 6.3: Unterscheidung
der Modelle nach

experimentellen Daten.

a0

Hellx 3

(A) Orientierung der
Helix 2 in Modellen 1
und 2.

(B) Orientierung der
Helix 2 in den Modellen
3 bis 6. Diese
Orientierung ist mit
Mutationsstudien
unvereinbar.

(C) Orientierung der
Helices 1 und 4 in Modell
1.

(D) Orientierung der
Helices 1 und 4 in Modell
2.

In (C) und (D) werden
,crosslinkende*
Seitenketten gezeigt.

Die Modelle 3-6 wurden daher als nicht mit den Mutationsstudien vereinbar
verworfen. Die Modelle 1 und 2 unterscheiden sich allein im Rotationswinkel der
Helix 4. In Model 1 ist Helix 4 so orientiert, dass eine Dimerisierung gemill den
crosslinking Daten mdglich ist (Abb. 6.3C), wihrend bei Modell 2 Helix 4 eine
weitere Rotation vornehmen miisste (Abb. 6.3D). Beiden Modellen ist gemein, dass
Helix 1 rotiert werden muss, um den crossl/inking Studien zu entsprechen. Da Modell
1 den experimentellen Daten am besten entspricht, wurde ein Dimer fiir Modell 1

berechnet.
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6.3.2 Dimer

Die konformationellen Anderungen von Monomer zu Dimer betreffen
hauptsichlich die Positionen der Helices zueinander, wahrend die Rotationswinkel,
die die Helix-Helix-Interaktionen bestimmen, nahezu unverdndert sind (Abb. 6.4
oben). Die grofiten Verdnderungen im Rotationswinkel treten an der
Dimerisierungstelle auf, also bei Helix 4 und insbesondere bei Helix 1 auf. Doch auch
Helix 1 rotiert nur in einer Groenordnung von 50 Grad, also innerhalb des Fehlers
der Monomerberechnung. Weiterhin ist es sinnvoll, dass im Monomer das polare Glu
14 eher in das Biindel hineinragt (und nicht zum Lipid exponiert ist), wéhrend es im
Dimer an der Monomer-Monomer Grenzflache positioniert ist. Es scheint also im
Laufe der Dimerisierung eine konformationelle Anderung aufzutreten, die eine
Rotation von Helix 1 beinhaltet. In der Auswertung der Konformationsbibliothek ist
die Verteilung der Rotationswinkel fiir Helix 1 breit, was fiir eine groBere

konformationelle Flexibilitdt spricht (Abb. 6.4 unten). Helix 4 riickt weiter in das

Helix 3

Helix 1 Abb. 6.4: Dimerisierung .

Bei der Dimerisierung gemiiss
den crosslinking-Studien schiebt
2004 sich Helix 4 weiter in das 4-Helix

Biindel, so dass Helices 1,3 und 4
1504 das Dimer-Interface bilden
(oben, Stereobild, dunkle
Struktur). Die gréfite Anderung
im Rotationswinkel erfolgt bei
Helix 1. Hier ist die Verteilung
50 - der Rotationswinkel sehr breit
(unten). Dies weist auf hohere
Flexibilitit hin.

Anzahl

100 -+

-150 -100 -50 O 50 100 150
Rotationswinkel
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Biindel. Dadurch wird eine breite Interaktionsfliche zwischen den Monomeren
geschaffen, die Helices 1, 3 und 4 beinhaltet (Abb. 6.4 oben).

Die zentral an dem Transportprozess beteiligte Seitenkette Glul4 liegt in der
Mitte des Interfaces. Dort kann die Aminosdure die kationischen Substrate
stabilisieren und im Austausch mit Protonen entweder binden oder nach einer
konformationellen Anderung auf der anderen Seite der Membran wieder freigeben
(Abb. 6.5).

Mutationsstudien zeigen, dass Tyr 60 und Trp 63 unabdingbar fiir den
Transport sind. Auch die konservative Mutation zu Phe fiihrt in beiden Féllen zum
kompletten Verlust der Aktivitidt. In dem Modell sind beide Seitenketten an Inter-
Monomer-Kontakten beteiligt (Abb. 6.6 oben links). Trp 63 interagiert mit Tyr 4,
einem hochkonserviertem Aromaten in der Familie der Smr. (Abb. 6.6 oben rechts)
Die Mutationsstudien an Tyr 60 lassen vermuten, dass diese Seitenkette neben reinen
van-der-Waals Kontakten auch an einer Wasserstoff-Briickenbindung beteiligt ist, da
sonst bei einer Substitution mit Phe zumindest Teilaktivitit erhalten bleiben sollte.
Tatsdchlich kann Tyr 60 im Modell eine H-Briickenbindung zum anderen Dimer
ausbilden und sich so an der Dimerisierung beteiligen (Abb. 6.6 unten links).

Experimente zur weiteren Verifizierung des Modells sind notig. Hierzu bieten
sich Fluoreszenz-Quenching Studien an Trp 63 sowie weitere crosslinking-Studien

zwischen den Monomeren an.

Abb. 6.5: Position von Glu 14.

Glu 14 ist zentral am Interface der
beiden Monomere lokalisiert. Dort
kann es in der Mitte der Membran
die positiv geladenen Substrate
stabilisieren und im Austausch mit
Protonen entweder binden oder

. _ A freigeben.
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Abb. 6.6: Wechselwirkung zwischen den
Monomeren.

Bei Mutationsstudien wurde gezeigt, dass
Tyr 60 und Trp 63 nicht mutierbar sind.
Im Modell sind beide an Wechsel-
wirkungen zwischen den Monomeren
beteiligt (oben links). Trp 63 interagiert
mit Tyr 4 des anderen Monomers (oben
rechts). Tyr 4 ist hoch konserviert. Tyr 60
bildet eine H-Bindung mit dem Riickgrad-
Carbonyl-Sauerstoff von Asn 102.
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6.4 Diskussion

Das am Beispiel der Cytochtome C Oxidase getestete Verfahren einer
Konformationsbibliothek wurde in diesem Kapitel auf das Vier-Helix-Biindel des
Transporters EmrE angewandt. Die erhaltenen moglichen Monomerkonformationen
konnten mit Hilfe von Mutations- und crosslinking-Studien unterschieden und eine
Vorzugskonformation ermittelt werden. Die Vorzugskonformation wurde dann zu
einem Dimer zusammengefasst. Sdmtliche biochemischen Ergebnisse sind im
Einklang mit dem Modell und lassen sich nun strukturell interpretieren. Ein neues,
topologisches Modell von EmrE kann nun erstellt werden, welches auch die

crosslinking-Ergebnisse des loop zwischen Helix 2 und 3 beinhaltet (Abb. 6.7).

B

-
., "

X / g Abb. 6.7: Helix-Anordnung nach dem Modell.

&
: In diesem Modell konnen alle Vorgaben aus
crosslinking-Daten erfiillt werden (gestrichelte

Linien). Auch sonstige Mutationsdaten konnen
e gut strukturell erklirt werden.

Das Modell erlaubt das gezielte Entwerfen weiterer Experimente, die
Aufschluss iiber die Konformation des Proteins liefern konnen. Wiinschenswert wére
es, wenn das Modell dariiber hinaus priifbare Vorschldge zum Transportmechanismus
geben konnte. Dies ist gegenwartig schwierig, vor allem da der Transporter
vermutlich groBere konformationelle Anderungen wihrend des Transportes
durchmacht, die Helix-Helix-Anordnung also flexibel ist. Es scheint plausibel, dass
die erhaltenen crosslinking-Informationen einer gemittelten Struktur innerhalb des
Konformationsraumes entsprechen und nicht alle Abstandsinformationen gleichzeitig
erflillt werden. Eine freie Molekiildynamik-Rechnung des Modells in einer Membran
oder in einem Membranmimetikum kann unter Umstdnden Informationen iiber die
Flexibilitdt der Struktur und iiber mogliche Zwischenzustinde geben. Eine solche
Rechnung ist jedoch sehr aufwendig und wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht durchgefiihrt.
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7. Helix-Helix Wechselwirkungen in einem Polytopen Protein

7.1 Einleitung

Wie in den bisherigen Kapiteln beschrieben wurde, ist es moglich,
Helixbiindel mit bis zu vier Helices mit guter Genauigkeit zu modellieren. Jedoch
versagt das mit einer Konformationsbibliothek arbeitende Verfahren bei Proteinen mit
mehr als vier Helices, da die Anzahl der moéglichen Orientierungen zu grof3 wird. Die
Anzahl der Freiheitsgrade muss daher experimentell eingeschrinkt werden. Hier soll

nun an Hand des polytopen membrandurchspannenden Protein Bacteriorhodopsin

Abb. 7.1: Struktur von
Bakteriorhodopsin.

Bakteriorhodopsin ist ein 7-
Helix Biindel, das als Kofaktor
ein Retinal bindet (A). In der
Membran liegt
Bakteriorhodopsin als Trimer
vor, bei dem Helix B mit Helix
D wechselwirkt. Das
Homotrimer ist zu
hohergeordneten Strukturen
verbunden und bildet
natiirlicherweise einen 2-
dimensionalen Kristall.




Kay Gottschalk, Modellierung helikaler Transmembranproteine 81

untersucht werden, welche Freiheitsgrade sich gut berechnen lassen und welche
sinnvollerweise durch Experimente bestimmt werden miissen. Bakteriorhodopsin ist
ein TM Protein mit sieben TM Helices (Abb. 7.1). Es bindet als Cofaktor ein Retinal.
Die Struktur des Grundzustandes und einer Reihe von angeregten Zusténden ist durch
vielfiltige Studien mit Elektronenmikroskopie oder Rontgenstreuung bekannt.!4¢1°6!

Da alle Rechnungen nur die TM-Helices betrachten, wird im Folgenden niher
untersucht, welche Freiheitsgrade durch Helix-Helix Wechselwirkungen determiniert
sind und bei welchen Freiheitsgraden andere Faktoren wie Membrandicke oder Loop-
Lange einen wichtigen Einfluss haben.

Fragmente von Bakteriorhodopsin assoziieren spontan.'”’">” Dies lasst die
Behandlung der Helices als unabhédngige Faltungseinheiten zu, dhnlich den Doménen
in 16slichen Proteinen. Im Folgenden wird diese Eigenschaft genutzt, um auf
vereinfacht Weise die Krifte, die bei der Assoziierung der Helices wirken,

nachzuvollziehen.

Abbildung 7.2: Vier Freiheitsgrade des Proteins im Komplex.

Die Helix kann lateral aus dem Komplex herausgezogen werden (oben links), sich senkrecht zur
Membranebene bewegen (oben rechts), um die Lingsachse gedreht werden (unten links) oder

aber den Kippwinkel diindern (unten rechts).
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Hierfir wurden die vier Freiheitsgerade (Abb. 7.2) separiert und die
Auswirkung ihrer Anderung auf die Helix-Helix-Wechselwirkungen untersucht.
Die einzelnen Helices wurden um die eigene Achse rotiert (Abb. 7.2, unten links),
um ihren Massenschwerpunkt gekippt (Abb. 7.2, unten rechts) und entlang der langen
Helixachse translatiert (Abb. 7.2, oben rechts). Diese drei Bewegungen wurden
jeweils mit einer Translation lateral zur Membranebene verkniipft (Abb. 7.2, oben
links). Die Wechselwirkung der jeweiligen Helix mit dem unverdndertem Rest des

Proteins wurden bestimmt (Abb. 7.3).

Abbildung 7.3: Die Wechselwirkungen einer Helix mit dem gesamten Rest des Proteins.

Die Helix wurde entweder um die Lingsachse gedreht, gekippt oder senkrecht zur
Membranebene verschoben, jeweils in Kombination mit einer Verschiebung der Helix in der
Membranebene. Daraufhin wurden die Wechselwirkung der betrachteten Helix mit dem

Restprotein berechnet.
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7.2 Rotation und Lateraltranslation

In Abb. 7.4 sind die Abhidngigkeiten der Wechselwirkungsenergien der

einzelnen Helices von dem Rotationswinkel und dem Abstand dargestellt.
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Abbildung 7.4 Wechselwirkungsenergie einer Helix mit dem Rest des Proteins in Abhdngigkeit von

lateraler Translation und Rotation.

Mit Ausnahme von Helix F ist das Minimum der Energie nahe den Koordinaten der
Rontgenstruktur. Die Position von Helix F ist von der Retinalkonformation abhiingig. Es scheint
also, als wiirde Helix F durch das Retinal in einer Konformation gehalten, die es ohne Retinal
nicht einnehmen wiirde.

Die Wechselwirkung ist im hohen Malle vom Rotationswinkel abhdngig. Fiir
fast alle Helices liegt das Minimum der Energie bei 0° Rotation und 0 A lateraler
Translation, also bei den Koordinaten der Rontgenstruktur. Eine auffdllige Ausnahme
ist Helix F. Obwohl hier beim Rotationswinkel 0° von ein Minimum liegt, ist ein
weiteres Minimum bei ca. —100° und bei ca. —40° Rotation energetisch giinstiger.
Wihrend das Minimum bei —100° durch eine starke Barriere vom lokalen Minimum
bei 0° getrennt ist, ist das Minimum bei —40° nur durch eine kleine Barriere getrennt.
Helix-Helix Wechselwirkungen kénnen folglich nicht erkldren, warum Helix F nicht
in einer um 40° rotierten Konformation vorliegt. Bei der cis-trans Isomerisierung des

Retinals nach Belichtung das Protein findet eine konformationelle Anderung statt, die
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im Wesentlichen Helix F betrifft.!'®” Wihrend dieser Anderung dreht sich die Helix F
um ca. 40°. Helix F liegt also durch Wechselwirkungen mit dem Retinal in einer
gespannten Konformation vor, die sich bei Belichtung 16st, wodurch ein Signal durch
die Membran gesendet werden kann. Im Allgemeinen wird der Rotationsfreiheitsgrad
durch Helix-Helix Wechselwirkungen bestimmt, jedoch konnen auch weitere
Faktoren, wie die die Helices verbindenden Loops oder Cofaktoren, Einfluss auf die

Rotation von Helices nehmen.
7.3 Vertikaltranslation und Lateraltranslation
Es besteht eine Abhédngigkeit der Wechselwirkungsenergie von einer

vertikalen Translation (Abb. 7.5), wenn auch diese Abhéngigkeit nicht ganz so

deutlich ausgeprigt ist wie die Abhingigkeit vom Rotationswinkel.

Abbildung 7.5: Die Abhdngigkeit der Wechselwirkungsenergie der einzelnen Helices mit dem Rest des

Proteins von Lateraltranslation und Translation senkrecht zur Membranebene.
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7.4 Translation und Kippwinkel

Waihrend sowohl fur die vertikale Translation als auch fiir die Rotation die

Energieminima nahe den Koordinaten der Rontgenstruktur lagen, ist beim Kippwinkel

keine solche Abhangigkeit zu sehen (Abb. 7.6).

Abbildung 7.6: Abhdingigkeit der Wechselwirkungsenergie der einzelnen Helices mit dem Rest des
Proteins von Lateraltranslation und vom Kippwinkel.

AuBler bei Helix G liegt bei keiner der Helices das Minimum der
Wechselwirkungsenergien nahe an den Werten der Rontgenstruktur. Wahrend fiir
Helix E beinahe keine Abhingigkeit der Wechselwirkung vom Kippwinkel
festgestellt werden kann, liegt das Minimum bei den {ibrigen Helices weit von den
Strukturwerten entfernt. Helix-Helix Wechselwirkungen bestimmen also nach diesen
Rechnungen den Kippwinkel der Helices nicht. Der Kippwinkel wird daher
vermutlich durch die loops, aber vor allem durch die Lipiddoppelschicht bestimmt. So

wurde fiir GpA durch eine Simulation der Dimerisierung gezeigt, dass schon die
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monomere Helix den nahezu identischen Kippwinkel in der Membran einnimmt wie
das Dimer. Bei Modellhelices ist bekannt, dass stark polare Seitenketten, die sich
nahe der Lipid/Wasser Grenzschicht befinden, in die Wasserphase reichen und so die

Helix in einem bestimmten Winkel in der Membran verankern.

7.5 Relativer Beitrag der nicht-bindenden Energien

Da der Rotations- und Vertikaltranslationsfreiheitsgrad im Wesentlichen durch
Helix-Helixwechselwirkungen bestimmt zu sein scheint, wird im Folgenden
untersucht, welchen Anteil van-der-Waals und elektrostatische Energien an den
Wechselwirkungen haben. Fiir den Kippwinkel wird diese Betrachtung nicht
vorgenommen, da dieser nicht von Helix-Helixwechselwirkungen bestimmt wird.

Der relative Beitrag der beiden nicht-gebundenen Energieterme folgt keinem
klaren Trend (Abb. 7.7). Um den relativen Beitrag zu errechnen, wurde zu jedem
Abstandswert ungefdhr am Minimum der relative Beitrag von van-der-Waals und
elektrostatischen Energien berechnet. Grundlage waren die Rechnungen mit
Anderung des Rotationswinkels, da diese die klarste Abhingigkeit der
Wechselwirkung von der Anderung des geometrischen Parameters zeigen.

Beide Terme tragen zur Stabilitit in dhnlichem Ausmale bei. Auch ist kein
Trend in der Abstandsabhéngigkeit zu erkennen. Obwohl die van-der-Waals Energien
sehr viel stirker abstandsabhéngig sind als die elektrostatischen Energien, tragen sie
auch in einer Entfernung von 8 A zur Gesamtstabilisierung bei. Allerdings sind die
Gesamtwechselwirkungen bei dieser Entfernung sehr gering. Ein leichter Trend zu
hoherer Stabilisierung durch elektrostatische Wechselwirkungen bei weiterer
Entfernung deutet sich an. Der relativ hohe Anteil der elektrostatischen Energien
iiberrascht etwas, da polare Seitenketten in TM Proteinen selten sind. Bei groBer
Entfernung muss allerdings damit gerechnet werden, dass die Lipid-Protein
Wechselwirkungen zunehmen. Daher ist es mdglich, dass bei groer Entfernung im
Vakuum zwar stabilisierende van-der-Waals Krifte zwischen den Helices auftreten,
diese jedoch in der Membran vollkommen durch Protein-Lipid Wechselwirkungen

kompensiert werden.
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Abbildung 7.7: Relativer Beitrag der nicht gebundenen FEnergieterme (van der Waals und
elektrostatisch) ist gezeigt.

Ein komplexes Bild ergibt sich, wenn man die Abhéngigkeit der Energien vom
geometrischen Parameter betrachtet (Abb. 7.8 — 7.11). Im Falle der Rotation tragen
bei Helix A die elektrostatischen Krifte zur Stabilitdt und Spezifitit bei. Bei den
anderen Helices sind die Minima wenig spezifisch oder sogar, wie bei Helix F, bei
einem anderen Rotationswinkel. Das Minimum der van-der-Waals Wechselwirkungen

hingegen ist bei allen Helices nahe einem Rotationswinkel von 0°. Nahe des



Kay Gottschalk, Modellierung helikaler Transmembranproteine 88

Gleichgewichtsabstandes werden von den van-der-Waals Kréften zusétzlich grof3e
Energiebarrieren bei der Rotation aufgebaut. Bei der Vertikaltranslation tragen beide
Krifte zu Stabilitdt und Spezifitit bei. Bei Helices E-G jedoch ist das Minimum der
elektrostatischen Energie sehr breit, wihrend das Minimum der van-der-Waals
Energie schmaler ist. Insgesamt scheinen elektrostatische Wechselwirkungen die

Stabilitdt zu erhohen und teilweise zur Spezifitit beizutragen. Der wesentliche Beitrag

zur Spezifitidt wird hingegen von den van-der-Waals Wechselwirkungen geleistet.

Abbildung 7.8: Abhingigkeit der elektrostatischen Wechselwirkungen vom Rotationswinkel der
Helix
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Abbildung 7.9: Abhingigkeit der van-der-Waals Wechselwirkungen vom Rotationswinkel der
Helix
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Abbildung 7.10: Abhingigkeit der elektrostatischen Wechselwirkung von der Vertikaltranslation.



Kay Gottschalk, Modellierung helikaler Transmembranproteine 90

= ‘_"!'{"'"I%IJI

Abbildung 7.11: Abhingigkeit der van-der-Waals Wechselwirkung von der Vertikaltranslation.

7.6 Fernwirkung der Kriifte

Die unterschiedliche Abstandsabhéngigkeit der van-der-Waals Krifte und der
elektrostatischen Wechselwirkungen wirft die Frage auf, wie die Fernwirkung der
Krifte ist. Daher wird hier untersucht, wie die Spezifitdt der Wechselwirkungen bei
groBBerem Abstand ist (Abb. 7.12 und Abb. 7.13).

Bei einem Abstand > 6 A ist bei den van-der-Waals Wechselwirkungen kein
klarer Trend der Abhdngigkeit der Wechselwirkung von dem Rotationswinkel oder
der Vertikaltranslation zu erkennen. Bei Helix F scheint es eine gewisse Priferenz fiir
Rotationswinkel nahe 0° zu geben. Die van-der-Waals Krifte sind also bei diesen
Abstand unspezifisch und kénnen durch Helix-Lipid Wechselwirkungen kompensiert
werden. Die elektrostatischen Wechselwirkungen sind bei der Vertikaltranslation
ebenfalls unspezifisch. Bei der Rotation hingegen ist bis auf Helix D eine deutliche
Abhangigkeit der Wechselwirkung vom Rotationswinkel festzustellen. Es kann also
eine Vororientierung der Helices bei groBeren Entfernungen durch elektrostatische
Wechselwirkungen stattfinden. Dies ist vergleichbar mit der diffusionsgesteuerten

Anndherung zweier wechselwirkender l16slicher Proteine. Auch hier ist eine
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Vororientierung  der  wechselwirkenden  Partner  durch  elektrostatische

(161, 1621~ Anderung der Elektrostatik

Wechselwirkungen beschrieben worden.
ermOglichte sogar das Design von sehr schnell und stark miteinander
wechselwirkenden Proteinen. Diese Analogie bestétigt zum einen das grundlegende
Konzept, die einzelnen Helices als unabhidngige Faltungseinheiten analog zu
Dominen in l6slichen Proteinen aufzufassen, und zum anderen erscheint es moglich,
durch entsprechende Mutationen schneller faltende oder stirker wechselwirkende

Transmembranproteine zu designen.

Elektrostatik

Van-der-Waals

i,
el

Abbildung 7.12: Elektrostatische und van-der-Waals Wechselwirkungen bei Entfernungen > 6 A;
Abhiingigkeit von Rotation

Elektrostatik

Van-der-Waals

Abbildung 7.13: Elektrostatische und van-der-Waals Wechselwirkungen bei Entfernungen > 6 A;
Abhdingigkeit von Vertikaltranslation.
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7.7 Diskussion

In diesem Kapitel ist gezeigt worden, dass der Rotationsfreiheitsgrad und
beide Translationsfreiheitsgrade durch Helix-Helix-Wechselwirkungen bestimmt
werden. Der Kippwinkel der Helices dagegen wird durch andere Einfliisse bestimmt,
wie z. B. die loops und vor allem die Membrandicke. So ist bei einer Simulation der
Assoziation der beiden Helices in Glykophorin A gezeigt worden, dass sich der
Kippwinkel widhrend der Assoziation kaum &ndert, sondern offensichtlich schon im
Monomer durch die Insertion in die Membran bestimmt wird."* Andere
Untersuchungen haben ergeben, dass hiufig nahe der Membran-Wasser Grenzflache
geladene, polare oder aromatische Aminosduren positioniert sind, die die Helix in
einem bestimmten Winkel zur Membrannormalen verankern.!'®'®" Auch diese
Untersuchungen sind im Einklang mit den vorliegenden Rechnungen. Fiir das
Modellieren polytoper Membranproteine bedeutet dies, dass zumindest der
Kippwinkel bekann sein sollte. Ein weiterer Freiheitsgrad, der durch Experimente
bestimmt werden sollte, ist die relative Positionierung der Helices im Raum. Die
Translation latetral zur Membranebene ist durch Helix-Helix-Wechselwirkungen
bestimmt. Jedoch ist die Anzahl der mdglichen Anordnungen der Helices im Raum
enorm. Daher muss fiir eine erfolgreiche  Modellierung  groBerer
Transmembranproteine die Position der Helix zusétzlich zum Kippwinkel bekannt
sein. Sind diese beiden Parameter bekannt, miissen noch die Rotation und

Vertikaltranslation durch Rechenverfahren optimiert werden.
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8. Modellierung von Transmembranproteinen mit Hilfe von
Strukturdaten niedriger Auflosung

8.1 Einleitung

Wie oben gezeigt, sind fiir die Modellierung von polytopen Membranproteinen
Strukturdaten unabdingbar. Insbesondere der Kippwinkel jeder Helix sowie ihre
Position im Raum sollten bekannt sein. Experimentelle Techniken, die sich fiir
Membranproteine besonders eignen, sind die Elektronenmikroskopie (EM) und
Festkorper-NMR-Spektroskopie.!'*”! Allerdings ist beiden Techniken gemein, dass
meist nur Strukturdaten mit niedriger Auflosung erhalten werden. Ein Parameter, der
der Festkorper-NMR zuginglich ist, ist der Winkel einer Helix relativ zur
Membrannormalen. Auch FTIR-Studien kénnen den Winkel einer Helix relativ zur

(1681771 Elektronenmikroskop-Aufnahmen lassen die relative

Membran bestimmen.
Position der Helices zueinander erkennen und erlauben einen Riickschluss auf den
Kippwinkel der einzelnen Helices, besonders wenn eine drei-dimensionale
Rekonstruktion erfolgt ist. Im Folgenden wird davon ausgegangen, dass die relative
Position der Helices zueinander und der Kippwinkel der Helices bekannt ist, jedoch
Rotation und Vertikaltranslation durch Rechenmethoden ermittelt werden sollen

(Abb. 8.1).

Abb. 8.1: Modellierung von TM Proteinen mit Hilfe von Strukturdaten. Nur die angedeuteten

Freiheitsgrade werden optimiert.



Kay Gottschalk, Modellierung helikaler Transmembranproteine 94

Hierbei werden, wie bei der Erstellung der Konformationsbibliothek, alle
Helices im Protein simultan um einen zufdlligen Wert (der sich von Helix zu Helix
unterscheidet) rotiert und parallel zur Langsachse der Helix translatiert (Abb. 8.1).
Der Kippwinkel und die Position der Helices werden nicht verdndert. Fiir jede
einzelne Helix wird dann fiir die Wechselwirkungsenergie mit dem Restprotein fiir
jede Rotatinswinkel/Translationskombination berechnet.

Dieses Verfahren wurde an drei Transmembranproteinen verschiedener Grof3e
getestet. Die Rontgenstruktur dieser Proteine ist bekannt und diente als
Ausgangsstruktur. Es handelt sich um ein Fragment der Cytochrome C Oxidase
(occ),"** '8 das aus vier Helices besteht und im Kapiel 5 bereits mit Hilfe der

[147

Strukturbibliothek errechnet wurde, um Bakteriorhodopsin I (brd) und um ein

weiteres Fragment der Cytochrome C Oxidase (arl), welches aus 12 Helices besteht.

8.2. Methode

Die Kristallstrukturen der Proteine dienten als Ausgangsstruktur fiir die
Rechnungen. Die Proteine wurden auf ihre TM Helices reduziert, die loops wurden
entfernt. Daraufhin wurde die Konformationsbibliothek dieser Helixbiindel wie im
Kapitel 5 erstellt und auf verschiedene Weise ausgewertet. Im Unterschied zu dem
Vorgehen in Kapitel 5 wurde hier nur die Vertikaltranslation und Rotation optimiert,
die Lateraltranslation und der Kippwinkel jedoch konstant gelassen. Die
Wechselwirkungsenergie einer einzelnen Helix mit dem Rest des Proteins wurde
berechnet. Dann wurde entweder die Helix-Orientierung mit niedrigster
Wechselwirkungsenergie, oder die Verteilung der Konformationswerte fiir die
Konformationen mit den 0.5% niedrigsten Energien betrachtet. Fiir occ und brd
wurden 5000 Zufallsstrukturen berechnet, fiir das groBBere arl 10000. Es wurden daher
fiir occ und brd die 25 Konformationen mit niedrigster Wechselwirkungsenergie

ausgewertet, fiir arl die niedrigsten 50.
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8.3. Ergebnisse

8.3.1 Betrachtung der niedrigsten Energie

Der  Rotationswinkel der  Parameterkombination mit  niedrigster
Wechselwirkungsenergie fiir jede Helix ist in Tabelle 8.1 gezeigt. Da die
Rontgenstruktur als Ausgang gewihlt wurde, ist ein Rotationswinkel von 0 Grad als
richtig anzusehen. Im Folgenden werden jedoch alle Ergebnisse mit einem
Rotationswinkel von 0 +/- 30 Grad als richtig innerhalb der Fehlergrenze betrachtet.
Die Summe der nichtbindenden Energien (nb), die van-der-Waals (vdw) und die
elektrostatische (elek) Energie wurden getrennt ausgewertet. Die meisten Werte
wurden bei Betrachtung der Summe der nicht-bindenden Energien richtig erkannt.
Von den insgesamt 23 betrachteten Helices haben 18 einen Rotationswinkel von 0 +/-
30 Grad. Fiinf Helices haben eine grofere Abweichung als 30 Grad vom von der
Kristallstruktur vorgegebenen Wert. Die Auswertung der van-der-Waals Energie
fithrt, wie auch die Auswertung der nicht-bindenden Energien, zu fiinf Abweichungen
der Rotationswinkel, die h6éher als 30 Grad sind.

Die durchschnittliche Abweichung bei der Betrachtung der Summe der
nichtbindenden Energien betrdgt 30 Grad, bei der Betrachtung der van-der-Waals
Energien alleine jedoch 36 Grad. Die nichtbindenden Energien sind folglich ein
besseres Kriterium filir die Richtigkeit der Helixorientierung als die van-der-Waals
Wechselwirkungen alleine.

Die elektrostatischen Wechselwirkungen sind ungeeignet, eine korrekte
Helixorientierung zu berechnen. Nur zwei Helices wurden richtig orientiert, die
durchschnittliche Abweichung betrdgt 101 Grad. Es wird also, wie oben schon
beschrieben, die Spezifitit der Wechselwirkung durch die van-der-Waals
Wechselwirkungen bestimmt. Die durchschnittliche Abweichung in der Translation
betriigt 2.1 A bei der Summe der nicht-bindenden Wechselwirkungen und 1.9 A bei
der Betrachtung der van-der-Waals Energien. Beide Werte sind innerhalb der
Genauigkeit der Methode als gleich anzusehen.

Die RMSD der modellierten Struktur zur Kristallstruktur sind 3.1 A fiir arl,

2.1 A fiir brd und 1.6 A fiir occ. Besonders der Wert fiir arl muss verbessert werden.
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TABELLE 8.1:

Rotationswinkel bei Betrachtung der Helixkonformation mit niedrigster

Energie.

. . Rotation Translation Rotation Translation Rotation Translation
Protein Helix i 3 3
Nb Vdw Elec
Occ 1 15.7 2.3 -20.5 0.77 205.9 3.4
2 -13.5 2.7 -0.4 2.7 -111.8 -3.5
3 -93.5 2.5 -19.5 3.3 140 -3
4 -7.3 2 0.3 0.5 -114 3.8
RMSD[A] 1.6 2.1 4.4
Brd 1 19.6 -3.1 -16.4 1.9 -15.4 -1.2
2 34 1.2 2.1 3.2 584 -0.6
3 -2.6 1 31.2 -0.5 -2.6 1
4 53.4 -0.8 6.4 -0.1 75.4 -0.3
5 -8.4 -1.2 -84 -1.2 106.9 -3.6
6 28.6 -2.8 -18.6 2.3 59.2 -2.1
7 -23.6 -3 -2.8 -1.6 -168.3 -3.8
RMSD[A] 2.1 1.7 3.5
Arl 1 4.3 -3.1 -128.1 3.6 79.1 33
2 -117.5 -1.8 -117.5 -1.8 97.8 -3.4
3 157 -0.8 -5.4 3 92 3.4
4 4.8 -0.9 8.1 -1.4 -127.8 3.7
5 -0.1 2.5 -165.3 2.3 77.1 1.4
6 -11.8 -3.9 -11.8 -3.9 116.1 0.25
7 7.4 -3.5 -0.1 3.2 -162.3 -1
8 0.9 1.6 0.9 1.6 162.4 -2.9
9 -30.4 3.7 -176 1.2 77.4 1.5
10 71.3 1.9 71.3 1.9 -159.9 -3.1
11 -14.9 0 -14.9 0 56.9 -3.1
12 -8.1 1.9 -8.1 1.9 49 -3
RMSD[A] 3.1 4.1 4.7

1: Betrachtung der Summe aus van-der-Waals und elektrostatischen Energien
2: Betrachtung nur der van-der-Waals Wechselwirkungen

3: Betrachtung nur der elektrostatischen Wechselwirkungen
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8.3.2 Betrachtung der Energieverteilungen

Wie schon im Falle des 4-Helix Biindels fiihrt die Betrachtung der

Energieverteilung zu einem besseren, jedoch nicht mehr eindeutigen Ergebnis
(Tabelle 8.2) als die Betrachtung der niedrigsten Energie alleine. Nur noch zwei
Helices und nicht fiinf wie bei Betrachtung der niedrigsten Energien werden eindeutig
mit einem Rotationswinkel mit einer groBeren Abweichung als 0 +/- 30 Grad
modelliert, allerdings sind bei weiteren fiinf Helices die Ergebnisse nicht mehr
eindeutig: eine erkannte Rotationskonformation fiihrt zu einer richtigen Orientierung,
eine zweite hingegen zu einer falschen. Hier miissten weitere experimentelle Daten
bei der Unterscheidung herangezogen werden. Bei Helix 1 von arl ist zwar das
Hauptmaximum der Verteilung falsch, es liegt jedoch noch ein kleines
Nebenmaximum mit richtigem Rotationswinkel vor.
Werden die jeweils besseren Orientierungen vorgegeben, ist der RMSD der
modellierten Struktur zur Kristallstruktur 2.5 A fiir arl, 2.0 A fiir brd und 0.7 A fiir
occ. In Anbetracht der Anzahl der Helices sind diese Ergebnisse sehr
zufriedenstellend. Insbesondere die Struktur von occ wurde hervorragend
wiedergegeben. Die Abweichung von 0.7 A liegt innerhalb der Fehler der
Kristallstruktur.

8.4 Diskussion

Offensichtlich funktioniert das Verfahren auch fiir grofle transmembrane
Proteine, sofern experimentelle Daten den Ort und den Kippwinkel der Helices
festlegen. Einige Ergebnisse sind allerdings nicht eindeutig. Hier miissen
experimentellen Daten oder auch Uberlegungen hinsichtlich der Konservierung
bestimmter Aminosduren zwischen den verschiedenen Konformationen zur
Unterscheidung der Konformationen herangezogen werden. Problematisch bei der
vorgestellten Berechnungsweise ist, dass von der Kristallstruktur, also nicht von
idealen Helices, ausgegangen wurde. Dadurch sind Anderungen der internen
Freiheitsgrade wie z.B. Knicke in den Helices automatisch mit beriicksichtig worden.
AuBerdem ist der Kippwinkel exakt richtig, was flir echte Modellierungsstudien

unrealistisch ist und die Ergebnisse zum positiven verfilscht. Weitere
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Untersuchungen miissen zeigen, ob dhnlich gute Ergebnisse auch erzielt werden,
wenn von idealen Helices mit nur anndherungsweise richtigen Kippwinkeln
ausgegangen wird. Fiir zukiinftige Studien bieten sich EM-Aufnahmen von
Bakteriorhodopsin an, die als Ausgangsmaterial fiir eine reale Simulation ideal

geeignet sind.

TABELLE 8.2:
Rotations- und Translationswerte nach Betrachtung der Parameterverteilung in

Abhdingigkeit von der Wechselwirkungsenergie.

Protein Helix Rotation Translation

arl 1 -125 -1.5
2 1.1 1.5
3 14 2
4 -4 -3
5 -6 2.5
6 2 1.5
7 -2 1.5
8 -8/-111 1.5
9 -11/175 -3
10 5 3.5
11 -18 1
12 2.3 1.5

RMSDI[A] 2.5

brd 1 -1.6 -1
2 -1.6/-145 1.5
3 -1 1.5
4 64 1
5 12 -1.5
6 3/127 -3
7 -12 2.5

RMSD[A] 2.0

occ 1 8 -1.5
2 -6 -0.5
3 -8/-73 0
4 -2 1

RMSD[A] 0.7
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9. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Transmembranproteine mit steigender Komplexitat
erfolgreich modelliert. Zuerst wurden mégliche Konformationen des transmembranen
Heterodimers des allbB3 Intregrins durch eine systematische Absuche des
Konformationsraumes des Helixpaares berechnet. Dadurch konnten neue
Erkenntnisse der komplexen Bewegungen bei der Signatransduktion von Integrinen
gewonnen werden. Ein Mechanismus der Signaltransduktion wurde entwickelt, der im
Einklang mit bisherigen Mechanismen steht, jedoch einen weiteren Zustand aufweist.
Der bekannte Zwei-Stufen Mechanismus wurde zu einem Drei-Stufen Mechanismus
erweitert. Neuere Untersuchungen bestétigen die Existenz mehrerer Stufen und sind
in gutem Einklang mit dem hier vorgeschlagenen Modell.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde versucht, ein Vier-Helix-Biindel zu
modellieren. Zunédchst wurde, aufbauend auf einen Vorschlag von Adams und
Brunger bei Arbeiten an Phospholamban, das Vier-Helix-Biindel in vier Zwei-Helix-
Paare aufgeteilt und von jedem dieser Helixpaare der Konformationsraum
systematisch abgesucht. Als Testsystem wurde ein Ausschnitt der Oxidoreduktase
gewdhlt, der ein Vier-Helix-Biindel bekannter Struktur bildet. Mit dem
vorgeschlagenen Verfahren konnte das Vier-Helix-Biindel nicht gut modelliert
werden, weshalb ein neues Verfahren entwickelt wurde. Dieses Verfahren sucht den
Konformationsraum des gesamten Biindels, nicht von Teilstrukturen, mit Hilfe einer
Bibliothek von Zufallskonformationen ab. Nur mit Hilfe der Wechselwirkungsenergie
als Unterscheidungskriterium konnten so vier mdgliche Konformationen ermittelt
werden. Eine dieser Konformationen weist einen RMSD zur experimentellen Struktur
von 2 A auf. Damit ist dies ist die bisher erste Arbeit, die ein Vier-Helix-Biindel ohne
experimentelle Daten erfolgreich modellieren konnte.

Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde die Struktur des aus vier Helices
bestehenden Transporters EmrE modelliert. EmrE formt ein Homodimer aus zwei
Vier-Helix-Biindeln. Durch Hinzunahme von Mutationsstudien, NMR-Ergebnissen
und crosslinking Daten ist es gelungen, ein Modell des Transporters zu entwickeln,
das in sehr gutem Einklang mit allen bisher vorhandenen biochemischen Daten steht.
Um aus diesem Modell einen Transportmechanismus abzuleiten, sind weitere Studien

notig.
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Eine Modellierung gréBerer transmembraner Proteine ohne weitere experimentelle
Daten ist mit den bisherigen Mitteln nicht moglich. Daher wurde fiir
Bakteriorhodopsin untersucht, welche experimentellen Daten fiir eine erfolgreiche
Modellierung nétig sind. Durch Berechnung von Helix-Helix-Wechselwirkungen
wurde festgestellt, dass sowohl die Helixrotation als auch eine Translation vertikal
und lateral zur Membranebene von Helix-Helix Wechselwirkungen bestimmt werden,
wohingegen der Kippwinkel der Helix nahezu unabhingig von Helix-Helix
Wechselwirkungen ist. Daher ist die Kenntnis zumindest der Kippwinkel der
einzelnen Helices fiir die Modellierung komplexer Transmembranproteine
unabdingbar.

Es wurde im weiteren gezeigt, dass bei Kenntnis von Kippwinkel und Position
der Helix der Rotationswinkel und die Vertikaltranslation mit Hilfe der vorgestellten
Rechenmethode optimiert werden konnen. Die Ergebnisse sind in guter
Ubereinstimmung mit den experimentellen Strukturen.

Die vorgestellten Arbeiten liefern ein Instrumentarium, mit dem Helixbiindel
bis zu vier Helices nahezu ohne experimentelle Daten modelliert werden konnen. Fiir
komplexere Proteine sind Daten mit niedriger Strukturauflosung, wie z. B.
elektronenmikroskopische Aufnahmen, unabdingbar. Der schnelle Fortschritt in
dieser Technik l4sst vermuten, dass in naher Zukunft eine Reihe von 2-dimensionalen
Strukturen von transmembranen Proteinen bekannt sein werden, die mit Hilfe der hier

vorgestellten Methoden gut in 3-dimensionale Modelle iiberfiihrt werden kénnen.
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10. Rechenmethoden

Samtliche Rechnungen wurden im Vakuum durchgefiihrt. Dies stellt eine
erhebliche Reduzierung und Vereinfachung des Systems dar. Die Vereinfachung fiihrt
zu Ungenauigkeiten insbesondere bei der Behandlung der elektrostatischen
Eigenschaften. Die Rechenzeitersparnis rechtfertigt jedoch die vorgenommene
Reduzierung des Systems, zumal meist nur die vollstindig in der Membran liegenden
helikalen Abschnitte des Proteins betrachtet wurden, die an der Membran-Wasser

Grenzschicht liegenden /oops jedoch auBler Acht gelassen wurden.

10.1 Globale Suche des Konformationsraumes der Integrine

Die Sequenzen der transmembranen und zytosolischen Doménen der Integrine

stammen von der swissprot Datenbank (http://www.expasy.ch/sprot/) und wurden mit
dem Programm ClustalW angeordnet.!'”!

Der Konformationsraum der TM Doménen der Integrine wurde systematisch
abgesucht. Dabei wurden die Rotationswinkel ® und 6 (sieche Abbildung 1.4) von 0°-
360° in 45° Schritten unabhingig voneinander inkrementiert. Die Startstrukturen
hatten Kreuzungswinkel von jeweils 25° und -25° relativ zur Membrannormalen.
Anfinglich war der Vertikalshift auf 0 A gesetzt. Vier simulated annealing/molecular
dynamics Rechnungen mit verschiedenen zufdlligen Startgeschwindigkeiten der
Atome wurden fiir jede Startstruktur mit Hilfe des Programms CNS (Version 0.5)[10]
durchgefiihrt. Dabei konnten sich alle Freiheitsgrade verdndern. Als Kraftfeld dienten
die OPLS-Parameter'®” mit impliziten Wasserstoffatomen auBer fiir polare oder
atomare Gruppen, bei denen die Wasserstoffatome explizit behandelt wurden. Zuerst
wurde das System 5000 Schritte mit einer Schrittweite von 0.001 ps bei 600 K, dann
5000 Schritte mit einer Schrittweite von 0.002 ps bei 300 K simuliert.

Die 512 resultierenden Strukturen wurden in Cluster unterteilt. Ein Cluster hat
mindestens 10 Mitglieder mit einem RMSD von unter 1.0 A zwischen einer Struktur
im Cluster und zumindest einer anderen. Es gab kein Energie cuz-off fiir die Cluster.
Die gemittelte Struktur eines jeden Clusters wurde errechnet und der gleichen
Simulation unterworfen wie die urspriinglichen Strukturen. Wahrend der Rechnungen

wurde die Helizitdt durch entsprechende Abstandsrestrains zwischen N(i) und O(i+4)
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erhalten. Auch wurde der maximale Abstand zwischen den geometrischen Zentren der
Helices auf 10.5 A begrenzt. Die nichtbindenden Energien wurden nur bis zu einem
Abstand der interagierenden Atome von 13 A berechnet. Fiir die Berechnung des
Signalweges wurden die entsprechenden Strukturen 5000 Schritte mit einer
Schrittweite von 0.001 ps bei 600 K und weitere 5000 Schritte mit einer Schrittweite
von 0.002 ps bei 300 K simuliert. Es wurden hier pro Startstruktur 150 Strukturen

berechnet.

10.2 Docking Studien an Integrin o,f3;

10.2.1 Homologie Modelling

Die Strukturen der I-Doméne des Integrins o2 und der BA-Domine des
Integrins B3 wurden mit der MagicFit Funktion des Programmpakets

SwissPdbViewer (http://www.expasy.ch/spdbv/)!'®! bestmoglich iibereinander

gelegt. Die strukturelle Ahnlichkeit diente als Grundlage fiir das Sequenz-alignment.
Die Struktur des entsprechenden loops von 3 wurde dann mit Hilfe des Programms
Modeller!®! an die Struktur der 0.2- Doméne angepasst. Hierzu wurde das durch die
Strukturdhnlichkeit bestimmte Sequenz-alignment und die simulated annealing

182]

Routine des Programms Modeller! mit Standarteinstellungen benutzt. Die

Seitenkettenrotamere der betroffenen Aminosduren wurden mit dem mean-field

Ansatz des Programms Confmat!'™

nachoptimiert. 20 iterative Zyklen zur
Minimierung der mean-field Energie wurden durchlaufen. Konvergenz der Energie
wurde iiberpriift. Nach Optimierung der Seitenkettenrotamere wurde das System mit
harmonisch eingeschrinkten Riickgradatomen 250 Schritte mit einer Powell-
Minimierung mit Hilfe des Programms CNS und den Kraftfeldparametern des OPLS-
Kraftfeldes!'™ energieminimiert. Das Programmpaket Sybyl 6.6 (Tripos Inc., St.
Louis) wurde dann benutzt, um polare Wasserstoffe optimal hinzuzufiigen,

Partialladungen neu zu berechnen und eine erneute Geometrierelaxation des Proteins

durchzufiihren.
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10.2.2 Docking des Inhibitors

Der Inhibitor wurde in einer Gitter-Box mit den AusmafBen von 38x40x40 A,
die um die MIDAS-Region zentriert war, an das Protein mit Hilfe des automatisierten
Docking-Programms AutoDock!"™ mit freien Torsionswinkel der rotierbaren
Bindungen gedockt. Die Abstinde der Punkte in dem Gitter waren 0.375 A. Der
Ligand wurde 50 Docking-Rechnungen ausgesetzt. Es wurde dabei der in AutoDock
vorgesehene Lamarck’sche genetische Algorithmus angewandt. Jede der 50 Docking-
Rechnungen wurde mit 50 zufdllig ausgesuchten Startpositionen initiiert. Bis zu 300

lokale Optimierungssuchen wurden durchgefiihrt.

10.3. Modellierung des 4-Helixbuendels der Cytochrome C Oxidase

durch Aufteilung in Helixpaare.

Das globale Absuchen des Konformationsraumes wurde wie in Kapitel 10.1
beschrieben durchgefiihrt. Die weitere Auswertung erfolgte interaktiv an der

graphischen Oberfldache des Programms InsightIl (MSI, Berkley).

10.4 Erstellung einer Zufallsbibliothek von Konformationen eines

Helixbiindels

Die Zufallsbibliotheken der Konformationen wurden mit Hilfe des Programms
CNS (Vers. 0.5)" erstellt. Die Lingsachse, um die rotiert wurde, wurde durch einen
Vektor definiert, der seinen Ursprung im geometrischen Zentrum der Riickgradatome
der ersten sieben Seitenketten in der Helix hat und in die Richtung des geometrischen
Zentrums der Riickgradatome der letzten sieben Seitenketten der Helix zeigt. Die
Rotation erfolgte von 0-360 Grad. Mit Hilfe eines Histogramms aller Rotationswinkel
wurde eine Gleichverteilung der Rotationswinkel sicherhergestellt. Die
Vertikaltranslation erfolgte entlang des gleichen Vektors um 4 A in Richtung des N-
Terminus wie auch um 4 A in Richtung des C-Terminus, also um 8 A insgesamt. Die
Lateraltranslation erfolgte entlang des Vektors, der seinen Ursprung im geometrischen
Zentrum aller Riickgradatome hat und in die Richtung des geometrischen Zentrums

der Riickgradatome der translatierten Helix zeigt. Die Translation erfolgte um 3 A in
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Richtung des Ursprunges des Vektors und um 5 A in Richtung des Kopfes des
Vektors. Der Kippwinkel wurde definiert als der Winkel zwischen der
angenommenen Membrannormalen und dem Vektor der Léngsachse der Helix. Dieser
Winkel wurde von 0-40 Grad fiir occ und um 7-47 Grad fiir EmrE variiert. Fiir alle
Freiheitsgrade wurde die Gleichverteilung der Parameterwerte in der
Strukturbibliothek tiberpriift und sichergestellt.

Nach  Anderung der  Strukturparameter  wurde eine  Powell-
Energieminimierung mit 50 Schritten mit Hilfe des Programms CNS (Vers. 0.5) bei
fixierten Riickgradatomen durchgefiihrt. Die van-der-Waals und elektrostatischen
Anteile der Wechselwirkung einer jeden Helix mit dem Rest des Proteins wurden
getrennt bis zu einem Abstand von 13 A berechnet und spiter aufsummiert. Eine
abschlieBende simulated annealing/molecular dynamics Rechnung erfolgte nicht. Fiir

saemmtliche Rechnungen wurde das OPLS-Kraftfeld benutzt.

10.5 Dimerisierung von EmrE

Vor der Dimerisierung wurde der /oop zwischen Helix 2 und Helix 3 interaktiv
mit Hilfe des Programms SwissPdbViewer eingefiigt. Es erfolgte eine
Geometrieoptimierung des /oops mit dem Programm CNS (Version 0.5), fiir die
zuerst eine MD/SA Rechnung von 1000 Schritten bei einer Temperatur von 600 K mit
einer SchrittgroBe von 0.001 ps, gefolgt von einer MD Simulation bei 300 K mit 1000
Schritten und einer Schrittweite von 0.002 ps sowie einer Powell-Minimierung mit
1000 Schritten durchgefiihrt wurde. Hierbei waren die helikalen Abschnitte des
Proteins fixiert.

Fir die Dimerisierung wurden simulated annealing/molecular dynamics
Rechnungen mit einer Torsionsdynamik durchgefiihrt, die den Vorteil hat, dass
schnelle, durch Bindungslingen-Anderungen hervorgerufene  Schwingungen
eingefroren werden. Dadurch kann das System bei hoéheren Temperaturen und mit
grofleren Zeitschritten gerechnet werden. Das System wurde nach 1000 Schritten
Hochtemperaturdynamik bei 50000K mit einer Schrittweite von 0.015 ps von 50000
K auf 1000 K ebenfalls mit einer Torsionsdynamik abgekiihlt und danach mit 1000
Schritten energieminimiert. 200 Strukturen mit zufdlligen Anfangsgeschwindigkeiten

fir die einzelnen Atome wurden berechnet. Die 50 Konformationen mit der
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niedrigsten Energie wurden mit dem Programm NMRclust!'®”!

ohne vorgegebenen
RMSD cutoff fiir die Clusterbildung in Cluster aufgeteilt. Die Strukturen im

hochstpopulierten Cluster wurden gemittelt und energieminimiert.

10.6 Helix-Helix-Wechselwirkungen in Bakteriorhodopsin

Die Vektoren fiir Rotation, Translationen und Kippwinkel sind ermittelt
worden wie in Kapitel 10.4 beschrieben. Die Rotation erfolgte von —100° bis +100°
um die Lingsachse der Helices in 10° Schritten, die longitudinale Translation um 4 A
in beide Richtungen in 1 A Schritten, der Kippwinkel in 5° Schritten 20° in beide
Richtungen, die Translation in Richtung des Vektors (Schwerpunkt Helixbiindel ->
Schwerpunkt Helix) in 1 A Schritten bis zu einem Abstand von 8 A. Nach der
Anderung der Koordinaten wurde zunéchst eine 100 Schritte Powell-Minimierung mit
harmonisch beschrinkten Riickgradatomen durchgefiihrt. AnschlieBend folgten
Dynamik-Rechnungen mit 1000 Schritten bei 600 und mit weiteren 1000 Schritten bei
300 K mit einer Schrittweite von 0.001 ps bei 600 K und 0.002 ps bei 300 K. Auch
hier wurden die Riickgratatome auf ihren Positionen mit einem harmonischen
Potential festgehalten. Eine abschlieBende Minimierung von 1000 Schritten wurde
durchgefiihrt und die verschiedenen Wechselwirkungsanteile getrennt voneinander

berechnet.

10.7 Modellierung transmembraner Proteine mit Strukturdaten

niedriger Auflosung

Die Rechnungen erfolgten wie in Kapitel 10.4 beschrieben. Es wurden jedoch nur die
Vertikaltranslation und Rotation verdndert. Als Startstruktur fiir die Rechnungen

diente die Rontgenstruktur.
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