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Abstract

This thesis presents a divide-and-conquer method for protein threading called recursive dy-
namic programming (RDP). Protein threading is one of the most successful methods to
detect distant relationships between protein sequences and proteins whose three dimensional
structures have been experimentally solved. Such relationships are used to predict struc-
tural models for protein sequences. The quality of the derived structural model is mainly
determined by the correctness of the mapping of the sequence onto the template structure.
Therefore, by calculating high quality sequence structure alignments the RDP method aims
at the improvement of the reliability of fold recognition and corresponding model structures.
The RDP method works as follows: The protein sequence is mapped onto a potential tem-
plate structure in a stepwise fashion, similarly to computing local alignments but utilizing
di�erent cost functions. RDP, recursively, modi�es the template structure in order to account
for the mapped residues and searches for signi�cant similarities between the yet unmapped
parts of the sequence and the modi�ed template. This recursive process is continued until
no signi�cant similarities between the remaining parts of sequence and template are found
according to the scoring system in the context of the already mapped parts.
We validate our method on di�erent sets of protein pairs where both structures are known
as well as with blind predictions. On standard test sets the RDP method shows signi�cant
improvements of the alignment quality in comparison with available state-of-the-art threa-
ding tools. As a result of the improved alignment quality the number of distant structural
relationships reliably identi�ed in fold recognition experiments is also signi�cantly increased.

Key words: protein structure prediction, fold recognition, sequence-structure alignment,
discrete optimization, threading, divide & conquer algorithm, potentials of mean force

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird eine divide & conquer Methode f�ur das Sequenzstrukturalignment von
Proteinen vorgestellt (rekursiven dynamischen Programmierung (RDP)). Sequenzstruktur-
alignment ist eine der erfolgreichsten Methoden, um entfernte Verwandtschaften zwischen
Proteinsequenzen und anderen experimentell strukturaufgekl�arten Proteinen zu erkennen,
die der Ableitung von Strukturmodellen f�ur die betrachtete Sequenz dienen. Die Qualit�at
der so erhaltenen Strukturmodelle wird wesentlich durch die Korrektheit der Abbildung der
Sequenz auf die Strukturen festgelegt, die als Vorlage dienen. Daher zielt die RDP{Methode
auf die Berechnung von sehr guten Sequenzstrukturalignments ab, um so die Zuverl�assigkeit
sowohl der Faltungserkennung als auch der zugeh�origen Modellstrukturen zu erh�ohen.
Die RDP{Methode bildet die Proteinsequenz schrittweise auf eine bekannte R�uckgratstruktur
ab, indem sie lokale Alignments mit unterschiedlichen Kostenfunktionen berechnet. RDP
modi�ziert jeweils die Vorlagestruktur gem�a� der bereits abgebildeten Aminos�aureresten und
sucht dann rekursiv nach signi�kanten �Ahnlichkeiten zwischen bisher nicht ber�ucksichtigten
Teilen in Sequenz und Vorlagestruktur. Dieser rekursive Proze� wird solange fortgesetzt, bis
auch im Kontext der bereits abgebildeten Teile keine signi�kanten �Ahnlichkeiten zwischen
den verbleibenden Teilen von Sequenz und Struktur mehr gefunden werden.
Die RDP{Methode wird sowohl an Beispielen mit bekannten Strukturen als auch an echten
Blindvorhersagen validiert. Auf Standardtestmengen liefert die RDP{Methode im Vergleich
zu anderen state{of{the{art{Sequenzstrukturalignmentverfahren eine signi�kante Verbesse-
rung der Alignmentqualit�at und damit in direkter Konsequenz eine Erh�ohung der zuverl�assig
in Faltungserkennungsexperimenten erkannten entfernten strukturellen Verwandtschaften.

Schlagworte: Proteinstrukturvorhersage, Faltungserkennung, Sequenzstrukturalignment,
diskrete Optimierung, Threading, Divide & Conquer{Algorithmus, statistische Potentiale
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Kapitel 1

Einleitung

Proteine spielen eine grundlegende Rolle beim Ablauf der meisten biologischen
Prozesse und erf�ullen bei der Steuerung der komplexen Abl�aufe biochemischer Re-
aktionen mannigfaltige Funktionen. Proteine sind daher die Zielmolek�ule (targets)
f�ur nahezu alle heute eingesetzten Arzneimittel. Das f�ur die Entwicklung von neu-
artigen biologischen Wirksto�en aber auch f�ur den wissenschaftlichen Fortschritt
wesentliche Verst�andnis ihrer Funktion kann letztlich nur auf Basis der Kenntnis
ihrer r�aumlichen Struktur gewonnen werden. Die experimentelle Aufkl�arung der
dreidimensionalen Struktur von Proteinen ist jedoch sehr aufwendig und kann
daher nicht mit der Aufkl�arung der Sequenzen der Proteine Schritt halten, die
gegenw�artig unter anderem in den zahlreichen Genomprojekten erfolgt.
Diese Arbeit befa�t sich mit Algorithmen f�ur ein zentrales Problem der moleku-
laren Bioinformatik [199, 201], der theoretischen Proteinstrukturvorhersage: der
Vorhersage der dreidimensionalen Struktur eines Proteins aus seiner Aminos�aure-
sequenz. Der entwickelte L�osungsansatz basiert methodisch auf der �ahnlichkeits-
basierten Proteinstrukturvorhersage, die gegenw�artig den einzigen in vielen F�allen
erfolgreichen Weg zur Vorhersage der dreidimensionalen Struktur von Proteinen
darstellt.
Die theoretische Proteinstrukturvorhersage und insbesondere die �ahnlichkeitsba-
sierte Strukturvorhersage stehen gegenw�artig im besonderem Interesse der inter-
nationalen Forschung. Dies �au�ert sich sowohl in der gro�en Anzahl relevanter
Publikationen (siehe Kapitel 4 und 5) als auch in der Existenz des internatio-
nalen Proteinstrukturvorhersagewettbewerbs

"
Critical Assessment of Methods of

Protein Structure Prediction\ [239, 240].
Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Entwicklung von Algorithmen und
Bewertungssystemen zur Abbildung von Sequenzen auf experimentell aufgekl�arte
Proteinstrukturen, allgemein als Sequenzstrukturalignment oder auch Threading
bezeichnet. Die Berechnung dieser Abbildung stellt den ersten und damit grund-
legenden Arbeitsschritt der �ahnlichkeitsbasierten Proteinstrukturvorhersage dar.
Fehler, die hier gemacht werden, k�onnen in den nachfolgenden Schritten nur
schwer und sehr h�au�g nicht mehr behoben werden.
Die in dieser Arbeit entwickelte Methode der Rekursiven Dynamischen Program-
mierung (RDP) zielt in erster Linie auf die Berechnung strukturrichtiger Sequenz-
strukturalignments, die sowohl zur Vorhersage von strukturellen Verwandtschaf-
ten als auch als Startpunkt f�ur die vergleichende Modellierung dienen. Das algo-
rithmische Grundger�ust der RDP{Methode ist ein modular aufgebauter divide &
conquer{Algorithmus, der auch f�ur andere bioinformatische Vergleichsprobleme,
wie das Proteinstrukturalignment und das multiple Sequenzalignment, angewen-

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

det werden kann.
Bei der Berechnung strukturrichtiger Alignments kommen unterschiedliche Be-
wertungssysteme zum Einsatz (siehe Kapitel 5), angefangen von einfachen Ami-
nos�aureaustauschmatrizen bis hin zu komplexen Pseudoenergiepotentialen, die
Wechselwirkungen zwischen zwei oder mehr Aminos�aureresten in einer dreidi-
mensionalen Struktur bewerten und aufgrund ihrer Nichtlokalit�at das Sequenz-
strukturalignmentproblem zu einem NP{vollst�andigen Problem machen [193].
Im Unterschied zu anderen, vom Grundkonzept �ahnlichen Verfahren [195, 369],
die das fragmentbasierte Sequenzstrukturalignmentproblem adressieren (siehe Ab-
schnitt 4.2.1), soll die RDP{Methode [340] den divide & conquer{Ansatz zur
L�osung des allgemeinen, nicht fragmentbasierten Sequenzstrukturalignmentpro-
blems eingesetzt werden.
Die fragmentbasierte Modellierung des Sequenzstrukturalignmentproblems bietet
aus berechnungstechnischer Sicht den Vorteil, da� in Branch&Bound{Verfahren
aufgrund von in diesem Spezialfall ableitbaren Schranken gro�e Teile des zu
durchsuchenden L�osungsraums nicht enummeriert werden m�ussen. Durch diese
Schranken k�onnen h�au�g mit einem heuristischen Ansatz sogar optimale L�osun-
gen in akzeptabler Zeit berechnet werden [195].
Die Reduktion des Sequenzstrukturalignmentproblems auf die Berechnung einer
Abbildung von durch die Sekund�arstrukturelemente de�nierten Fragmenten auf
Sequenzpositionen stellt jedoch eine starke Vereinfachung der biologischen Reali-
t�at dar, da weder die Struktur noch die Funktion eines Proteins allein durch seine
Sekund�arstrukturelemente festgelegt werden.
Die RDP{Methode soll daher eine pr�azisere, alle Bereiche eines Proteins umfas-
sende und damit biologisch relevantere Problemmodellierung verwenden und kann
daher nicht alle berechnungstechnischen Vorteile des fragmentbasierten Ansatzes
nutzen.
Mit der RDP{Methode soll eine Heuristik entwickelt werden, die weniger auf die
Optimierung einer globalen Bewertungsfunktion, sondern vielmehr auf die Be-
rechnung eines biologisch sinnvollen Strukturmodells abzielt, zu dessen Berech-
nung einerseits alle zwischen der Sequenz und der Struktur vorhandenen �Ahnlich-
keiten genutzt werden sollen, das aber andererseits auch nur die Eigenschaften
der Struktur �ubernehmen soll, die zwischen der Sequenz und Struktur konserviert
sind.
Auf die Garantie der Optimalit�at der gefundenen L�osung bez�uglich des Bewer-
tungssystems kann zugunsten biologischer Randbedingungen verzichtet werden,
da allen bisher bei der L�osung des Sequenzstrukturalignmentproblems verwende-
ten Bewertungssystemen gemeinsam ist, da� sie mit statistischen Methoden aus
diskretisierten Beschreibungen der biologischen und biochemischen Realit�at abge-
leitet sind und damit nur eine Approximation der die Proteinfaltung determinie-
renden Energien sind. Im Unterschied zu vielen anderen Sequenzstrukturalign-
mentverfahren [48, 168, 195, 321] soll die RDP{Methode daher eine gemischte
Bewertungsfunktion verwenden, die neben Anteilen, die die Sequenz�ahnlichkeit
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bewerten, auch das Kontaktkapazit�atspotential CCP [5] enth�alt, welches im we-
sentlichen den Hydrophobizit�atsanteil kodiert, der inWechselwirkungspotentialen
unterrepr�asentiert ist.
Aufgrund der im Vorfeld dieser Arbeit erkannten Schw�achen globaler Bewertungs-
funktionen beim Sequenzstrukturalignment soll die RDP{Methode nicht unbe-
dingt nach optimalen, sondern nach L�osungen mit hinreichend guter Bewertung
suchen, die zus�atzliche Kriterien und Randbedingungen erf�ullen. Zum Beispiel
sind die aktiven Zentren zwischen verwandten Proteinen in vielen F�allen in ih-
rer Aminos�auresequenz wesentlich st�arker konserviert als dies f�ur die Gesamtse-
quenzen der Fall ist. Ein berechnetes Modell sollte dies in jedem Falle wieder-
geben. Die Idee, rekursiv signi�kante Teill�osungen mit sich adaptiv anpassenden
Bewertungsfunktionsbestandteilen zu suchen, soll diese biologische Eigenschaft
ausnutzen und m�oglichst auch dann zu aussagekr�aftigen Modellen des aktiven
Zentrums f�uhren, wenn sich die strukturelle �Ahnlichkeit auf Teilstrukturbereiche
beschr�ankt.
Bereiche in Sequenz und Struktur, zwischen denen mit keinem der Bewertungs-
funktionsbestandteile eine signi�kante �Ahnlichkeiten nachgewiesen werden kann,
sollen von der RDP{Methode auch nicht aliniert werden, so da� sie als soge-
nannte Insertionen und Deletionen �ubrigbleiben. Die Idee ist, da� die rekursive
Probleml�osungsstrategie der RDP{Methode genau dann stoppt, wenn keine sig-
ni�kanten �Ahnlichkeiten mehr gefunden werden.
Dadurch wird das Ziel verfolgt, das Alignment auf die Bereiche einzuschr�anken,
deren �Ahnlichkeit sich auch durch eine experimentelle Strukturaufkl�arung be-
legen l�a�t. Damit w�urde die RDP{Methode einen wesentlichen Fortschritt ge-
gen�uber bisherigen Methoden erzielen, da f�alschlicherweise durch ein Alignment
suggerierte �Ahnlichkeiten sich in der Regel in den nachfolgenden Strukturvorher-
sageschritten entweder als sehr st�orend erweisen beziehungsweise im schlimmsten
Fall sogar zu falschen Modellen f�uhren.
Ein weiteres Ziel ist es, durch diese Vorgehensweise Bestrafungsterme f�ur In-
sertionen und Deletionen (Gapkosten) bei der Berechnung strukturrichtiger Se-
quenzstrukturalignments �uber�ussig zu machen oder zumindest ihren Einu� auf
die Ergebnisse drastisch zu reduzieren. Eine derartige Eigenschaft der RDP{
Methode w�are von besonderem Vorteil, da die geeignete Wahl von Gapkosten
in den bisher vorgeschlagenen Methoden { sei es zum Sequenzalignment oder Se-
quenzstrukturalignment { problematisch ist [380]. Au�erdem k�onnten dann die
Bestrafungsterme f�ur Insertionen und Deletionen als orthogonales Kriterium bei
der Erkennung von verwandten Proteinen eingesetzt und so die Erkennungsrate
weiter verbessert werden.
Au�erdem soll mit der RDP{Methode ein Verfahren entwickelt werden, das durch
die explizite Einbeziehung von Randbedingungen f�ur die Modellierbarkeit von
Schleifen in den Berechnungsproze� garantiert, da� ein berechnetes Sequenzstruk-
turalignment immer in ein zul�assiges Strukturmodell mit geschlossenem R�uckgrat
�ubersetzt werden kann.
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Mit der RDP{Methode werden folgende Fortschritte in der theoretischen Pro-
teinstrukturvorhersage angestrebt:

� Die Genauigkeit der als Grundlage f�ur die vergleichende Modellierung von
Proteinstrukturen dienenden Abbildungen der zu modellierenden Sequenz
auf die Modellstruktur, soll durch die RDP{Methode signi�kant verbessert
werden.

� Die Anwendbarkeit der vergleichende Modellierung soll durch die RDP{
Methode auf Proteinsequenzen ausgedehnt werden, zu denen bisher keine
strukturaufgekl�arten Proteine mit signi�kanter Sequenz�ahnlichkeit bekannt
sind.

� Von der besseren Alignmentqualit�at der RDP{Methode sollte in den F�allen
nicht auf Sequenzebene nachweisbarer �Ahnlichkeiten auch die Erkennung
der zu einer Sequenz �ahnlichen Faltungen in der Strukturdatenbank pro�-
tieren.

Wie die in Kapitel 8 diskutierten Ergebnisse zeigen, ist die RDP{Methode allen
diesen Zielen gerecht geworden. Experimente an bekannten Strukturen zeigen,
da� die Alignmentqualit�at durch die RDP{Methode f�ur Beispiele mit Sequenzi-
dentit�aten bis 80% (�uber 80% ist die Berechnung des Alignments trivial) wesent-
lich verbessert werden kann. Im f�ur die bisherigen Methoden schwierigen Bereich
unter 30% Sequenzidentit�at liefert die RDP{Methode f�ur repr�asentative Test-
mengen doppelt soviele gute Alignments wie bisher verwendete Methoden und
erweitert damit wesentlich den Anwendungsbereich der vergleichenden Modellie-
rung.
Die mit der entwickelten Methode in der Modellqualit�at und der Faltungserken-
nung erzielten Fortschritte werden nicht nur anhand von Datenbankexperimen-
ten, sondern auch in echten Blindvorhersagen dokumentiert, in denen sich die
RDP{Methode insbesondere durch ein besonders gutes Modell f�ur die aktiven
Zentren der vorhergesagten Proteinstrukturen hervorhebt.

Die Arbeit gliedert sich wie folgt:

Kapitel 2 stellt den Bezug der in dieser Arbeit vorgestellten theoretischen Struk-
turvorhersagemethoden zur Biologie der Gene und Proteine und zu den experi-
mentellen Methoden her. Dabei beschreibt Abschnitt 2.1 den chemischen Aufbau
und die dreidimensionale Struktur von Proteinen. Im Abschnitt 2.2 werden die
experimentellen M�oglichkeiten zur Proteinstrukturbestimmung, deren Grenzen
und die damit einhergehende Notwendigkeit theoretischer Vorhersagemethoden
thematisiert. Abschnitt 2.3 verdeutlicht, da� theoretische Vorhersagemethoden
zun�achst auf die Vorhersage des Endergebnisses des Faltungsprozesses zielen soll-
ten, da der eigentliche Faltungsvorgang nur schwer experimentell beobachtet wer-
den kann und aufgrund seiner Komplexit�at bisher nicht durch eine allgemein
akzeptierte Theorie erkl�art werden kann.
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Kapitel 3 begr�undet die Relevanz des Strukturvorhersageproblems durch die
L�ucke zwischen den bekannten Sequenzen und aufgekl�arten Proteinstrukturen.
Desweiteren wird in Abschnitt 3.2 mit einer ersten formalen Problemde�nition
versucht, aufzuzeigen, warum die Optimierung �au�erst komplexer Energiefunk-
tionen mit Simulationsmethoden kein gangbarer Weg zur L�osung des Struktur-
vorhersageproblems ist. Abschnitt 3.3 belegt an strukturellen Vergleichen und
Klassi�zierungen, da� die �ahnlichkeitsbasierte Proteinstrukturvorhersage einen
gangbaren und den derzeit einzigen erfolgversprechenden L�osungsweg darstellt.
In Kapitel 4 werden verschiedene, heute zur Proteinstrukturvorhersage einge-
setzte Verfahren diskutiert. Von diesen sind die vergleichende Modellierung (Ab-
schnitt 4.1) und die Sekund�arstrukturvorhersage (Abschnitt 4.3.1) heute als state{
of{the{art anzusehen. In Abschnitt 4.3 wird motiviert, warum ab initio{Terti�ar-
strukturvorhersagemethoden bislang keinen L�osungweg darstellen. Die verglei-
chende Modellierung im klassischen Sinn kann nur angewendet werden, wenn
signi�kante Sequenz�ahnlichkeiten zu experimentell aufgekl�arten Strukturen vor-
handen sind. Ziel der in Abschnitt 4.2 beschriebenen Faltungserkennungsverfah-
ren ist es, strukturelle Verwandtschaften ohne signi�kante Sequenz�ahnlichkeiten
aufzudecken. Die in dieser Arbeit vorgestellte RDP{Methode hat neben der Er-
kennung derartiger Verwandtschaften auch die Optimierung der f�ur die Modell-
bildung verwendeten Alignments zum Ziel. Daher kann sie sowohl zur Faltungs-
erkennung als auch zur Verbesserung der typischerweise auf Sequenzalignments
(siehe Abschnitt 4.1.2) aufbauenden vergleichenden Modellierung eingesetzt wer-
den.
Die in der RDP{Methode eingesetzten Bewertungssysteme werden in Kapitel 5
vorgestellt. In Abschnitt 5.1 werden die sequenzabh�angigen Bewertungssysteme
untersucht. Die Grundlagen f�ur die statistische Ableitung von Ein{ beziehungs-
weise Mehrk�orperpotentialen werden in Abschnitt 5.2 dargestellt. Die Abschnit-
te 5.2.3 und 5.2.4 stellen die adaptierten und teilweise neuentwickelten Potentiale
vor, die in der RDP{Methode eingesetzt werden.
In Kapitel 6 wird die neue RDP{Methode algorithmisch motiviert und ihre Ab-
laufstruktur auf hohem Abstraktionsniveau vorgestellt. Das algorithmische Prin-
zip der RDP{Methode kann zur L�osung verschiedener NP{vollst�andiger Ver-
gleichsprobleme der molekularen Bioinformatik eingesetzt werden.
Kapitel 7 beschreibt die Anpassung der RDP{Methode auf das in dieser Arbeit
zentrale Anwendungsproblem, das Sequenzstrukturalignment. In Abschnitt 7.1
werden die verwendeten Datenstrukturen vorgestellt. Die Bestimmung sinnvoller
Teill�osungen f�ur Teilprobleme, die w�ahrend der rekursiven Probleml�osung entste-
hen, ist Gegenstand von Abschnitt 7.2. In Abschnitt 7.3 werden Wege aufgezeigt,
wie der Suchraum durch Filterprozeduren eingeschr�ankt werden kann, die unter
anderem biologische Randbedingungen einbringen. Die Abschnitte 7.4 und 7.5
befassen sich mit der Aufteilung in Unterprobleme und der Festlegung der Abar-
beitungsreihenfolge der Unterprobleme. Kapitel 7 schlie�t mit einer Beschreibung
der Zusammenfassungsphase (Abschnitt 7.6) der RDP{Methode und einem er-
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sten Versuch der Kalibrierung der Gewichtung der Kostenfunktionsbestandteile
zur Berechnung strukturrichtiger Sequenzstrukturalignments (Abschnitt 7.7).
Kapitel 8 belegt den Fortschritt, der mit der RDP{Methode f�ur die Proteinstruk-
turvorhersage erreicht wird, anhand von typischen Anwendungsszenarien und re-
pr�asentativen Beispielmengen. Nach der Einf�uhrung verschiedener Erfolgskriteri-
en (Abschnitt 8.1) f�ur Proteinstrukturvorhersagemethoden und der Beschreibung
der generellen Vorgehensweise bei einer Blindvorhersage (Abschnitt 8.2) wird in
Abschnitt 8.3 die Qualit�at der mit der RDP{Methode berechneten Sequenzstruk-
turalignments anhand von Beispielen, wo auch die Struktur des zweiten Proteins
bekannt ist, untersucht und mit Ergebnissen anderer Methoden verglichen. Ab-
schnitt 8.4 ist der Faltungserkennung gewidmet. Die Abschnitte 8.5 und 8.6 be-
schreiben echte Blindvorhersagen, f�ur die die RDP{Methode eingesetzt wurde.
Die Arbeit schlie�t mit einem Ausblick auf zuk�unftige Erweiterungen und Ver-
besserungen in Kapitel 9 und einer Zusammenfassung in Kapitel 10.



Kapitel 2

Proteine: Chemischer Aufbau und

dreidimensionale Struktur

2.1 Proteine und ihre strukturbeschreibenden Elemente

Beim Ablauf aller biologischen Prozesse spielen Proteine eine grundlegende Rolle.
Da die biologischen Prozesse in ihrer Gesamtheit das Leben ausmachen, werden
Proteine vielf�altig auch als die Grundbausteine des Lebens bezeichnet. Sie erf�ullen
bei der Steuerung der komplexen Abl�aufe biochemischer Reaktionen mannigfal-
tige Funktionen. Proteine

� sind enzymatische Katalysatoren f�ur nahezu alle chemischen Reaktionen in
Organismen,

� sind Botensto�e und Rezeptoren in der �Ubertragung von Signalen (Reize
werden von Nervenzellen �uber Rezeptorproteine aufgenommen),

� dienen als Speicher{ und Transportmedium biologisch relevanter Substanzen
(zum Beispiel Sauersto�transport durch H�amoglobin),

� sind passive aber dehnbare Bauelemente von Sehnen, B�andern und Muskeln,

� dienen als Strukturproteine (zum Beispiel Kollagen in Binde{ und St�utzge-
weben),

� bilden als hochspezi�sche Antik�orper die Immunabwehr von Organismen
aus und

� kontrollieren das Zellwachstum und die Zelldi�erenzierung [36, 14, 353].

Proteine sind linear aufgebaute Ketten von Aminos�aureresten, die durch kova-
lente Bindungen, die als Peptidbindungen bezeichnet werden, verkn�upft sind. Die
L�ange dieser Ketten variiert von einigen wenigen Resten (kurzen Peptiden) bis
zu einigen tausend Resten.
Eine Aminos�aure besteht aus der Aminogruppe (NH2), dem C�{Atom mit einem
Wassersto�atom, der Carboxylgruppe (COOH) und der sogenannten Seitenkette.
Von den aus der belebten Natur bisher bekannten 260 Aminos�auren werden in al-
len bekannten Lebensformen in der Regel nur 20 durch Tripel aus Nukleins�auren
in den Genen kodiert [14, 353]. Diese 20 Aminos�auren (siehe Tabelle 2.1 wer-
den daher auch als proteinogene Aminos�auren bezeichnet. Bei einigen Pro{ und
Eukaryonten �ndet sich zus�atzlich Transferribonukleins�auren, die f�ur die seltene
Aminos�aure Selenocystein kodieren [353], bei der das Schwefelatom des Cysteins
durch ein Selenatom ersetzt ist. Dar�uber hinaus �nden sich in Proteinen noch

7
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Abbildung 2.1: a) Schematischer Aufbau von Aminos�auren; b) Verkn�upfung
einzelner Aminos�auren mittels sogenannter Peptidbindung:
Die Carboxylgruppe und die Aminogruppe des n�achsten Re-
stes bilden die sogenannte Peptidebene (schattiert darge-
stellt). Die Bindungen C�N und C�C

0 sind frei drehbar, die
Winkel werden als  { und �{Winkel bezeichnet.

weitere Aminos�auren, die aber in allen bekannten F�allen Produkte spezi�scher
posttranslationaler Modi�kationen der proteinogenen Aminos�auren sind (siehe
dazu auch [353]).
Die proteinogenen Aminos�auren unterscheiden sich bis auf die Aminos�aure Prolin
nur in ihren Seitenketten. Prolin enth�alt als einzige der proteinogenen Aminos�aur-
en eine sekund�are, zyklische Aminogruppe. Die Aminos�aure Glycin nimmt eine
Sonderrolle ein, da ihre Seitenkette nur aus einem Wassersto�atom besteht. Ab-
bildung 2.1 zeigt den schematischen Aufbau einer einzelnen Aminos�aure (Teil a))
und einen Ausschnitt aus einer durch Peptidbindungen verkn�upften Kette von
Aminos�auren (Teil b)).

hydrophobe Aminos�auren geladene Aminos�auren polare Aminos�auren

Alanin Ala A Arginin Arg R Asparagin Asp N
Isoleucin Ile I Aspartat Asp D Cystein Cys C
Leucin Leu L Glutamat Glu E Glutamin Gln Q
Methionin Met M Lysin Lys K Histidin His H
Phenylalanin Phe F Serin Ser S
Prolin Pro P Threonin Thr T
Valin Val V Tryptophan Trp W

Tyrosin Tyr Y

Glycin Gly G

Tabelle 2.1: Die 20 proteinogenen Aminos�auren und ihre Drei{ und Ein-
buchstabencodes.

Die 20 proteinogenen Aminos�auren sind L{Aminos�auren (das hei�t Aminos�aur-
en, die am �{Kohlensto�atom ein asymmetrisches Zentrum mit L{Kon�guration
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besitzen [14]) und bestehen aus den Elementen Kohlensto� (C), Wassersto� (H),
Sauersto� (O) und Sticksto� (N). Das Element Schwefel kommt nur in den
Aminos�auren Cystein und Methionin vor. Die Seitenketten unterscheiden sich
in Gr�o�e, Gestalt, Ladung und chemischer Reaktivit�at. Tabelle 2.1 zeigt die 20
Aminos�auren mit ihren zugeh�origen Drei{ und Einbuchstabencodes. Die Eintei-
lung orientiert sich an den Eigenschaften Hydrophobizit�at, Polarit�at und pola-
ren Teilladungen. Abbildung 2.2 zeigt den chemischen Aufbau der proteinogenen
Aminos�auren.
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Abbildung 2.2: Die 20 proteinogenen Aminos�auren bezeichnet durch ihren
Namen (zugeh�origer Drei{ und Einbuchstabencode in Klam-
mern). Die Hauptkettenatome sind in schwarz, Seitenketten-
atome in grau dargestellt.
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Die Beschreibung von Proteinen erfolgt { wie die Beschreibung von linearen Ma-
kromolek�ulen im allgemeinen { auf den folgenden vier Beschreibungsebenen [14]:

1. Die Prim�arstruktur bezeichnet die lineare Abfolge der einzelnen Mo-
nomerbausteine. Die Prim�arstruktur von Proteinen wird durch die Ami-
nos�auresequenz beschrieben.

2. Sekund�arstrukturen sind diejenigen Strukturen von linearen Makromo-
lek�ulen, die ganz oder zu einem erheblichen Teil durch Wassersto�br�ucken-
bindungen bedingt sind. Bei Proteinen wird die Sekund�arstuktur auch als
die lokale r�aumliche Anordnung der Peptidkette ohne Ber�ucksichtigung der
durch die Seitenketten bedingten Interaktionen de�niert. Die wesentlichen
Sekund�arstrukturelemente in Proteinen sind Helix{ und Strangstrukturen.

3. Die Terti�arstruktur ist die spezi�sche dreidimensionale Anordnung linear
aufgebauter Makromolek�ule zu �ubergeordneten, r�aumlichen Strukturen.

4. Als die Quart�arstruktur eines Proteins bezeichnet man seinen Aufbau
aus zwei oder mehreren gleichen Untereinheiten (Homomer) oder unglei-
chen Untereinheiten (Heteromer), die �uber nicht{kovalente Wechselwirkun-
gen oder Disul�dbindungen miteinander verbunden sind.

Die Funktion eines Proteins kann in der Regel nur anhand seiner dreidimensiona-
len Struktur im Detail verstanden und erkl�art werden. Doch aus der sequentiellen
Anordnung der Aminos�aurereste und aus der Kenntnis lokaler struktureller An-
ordnungen k�onnen in manchen F�allen schon Aussagen �uber die m�ogliche Aufgabe
eines bestimmten Proteins abgeleitet werden.
Im folgenden wird erl�autert, wie Proteine anhand dieser vier Beschreibungsebenen
charakterisiert werden k�onnen und welche experimentellen Verfahren zu ihrer
Bestimmung angewendet werden. Eine ausf�uhrlichere Beschreibung �ndet sich
unter anderem in [40].

2.1.1 Prim�arstruktur

Die Prim�arstruktur eines Proteins ist seine Aminos�auresequenz. Die Sequenzen
der nat�urlich vorkommenden Proteine sind in den Genomen der zugeh�origen Or-
ganismen codiert. Das Genom eines Organismus besteht aus einer Vielzahl von
Genen, wobei ein Gen urspr�unglich als ein Abschnitt der Desoxyribonukleins�aure
(DNA) bzw. Ribonukleins�aure (RNA) de�niert ist, der bestimmte erblich bedingte
Strukturen oder Funktionen des Organismus codiert [14]. Neuere Untersuchungen
haben jedoch ergeben, da� ein Gen auch auf mehrere Bereiche eines Chromosoms
verteilt sein kann.
Der Code, der die �Ubersetzung der Nukleotidsequenz eines Protein{Genes in die
Aminos�auresequenz der Proteine beschreibt, ist bekannt als der genetische Code
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(siehe Abbildung 2.3). 1961 kamen Brenner und Crick [71] zu der Erkenntnis,
da� in diesem Code eine Aminos�aure durch ein DNA{Triplet, dem sogenannten
Codon, codiert ist. Nirenberg und Matthaei [255] fanden 1961, da� ein Codon
aus Uracil{Bausteinen die Aminos�aure Phenylalanin codiert. Die Aufkl�arung des
genetischen Codes wurde 1966 durch weitere Arbeiten der Gruppe um Niren-
berg [254] und durch Arbeiten von Khorana et al. [256] vervollst�andigt. In die-
sem Code codiert jedes Codon eindeutig eine bestimmte Aminos�aure. Die meisten
Aminos�auren werden jedoch durch verschiedene Codons codiert, und nicht alle
Bereiche eines Genoms codieren auch Proteine. Die proteincodierenden Bereiche
sind durch spezielle Start{ und Stopcodons in der Genomsequenz gekennzeichnet.

            

Abbildung 2.3: Der genetische Code: drei aufeinanderfolgende RNA{
Nukleotide (Triplet) codieren eine Aminos�aure.

Bei der Synthese von Proteinen in der Zelle wird zun�achst einer der DNA{Str�ange
in die sogenannte Messenger{RNA (kurz auch mRNA) transkribiert (siehe [318]
Abbildung I.23 Seite 29 und Seiten 119 �.). RNA{Polymerasen katalysieren die
Synthese der mRNA{Ketten, indem sie die Nukleotidsequenz eines DNA{Strangs
durch komplement�are Basenpaarungen kopieren.
Der komplexe Vorgang der Translation der mRNA in Proteine �ndet an den Ribo-
somen statt. Die Translation beginnt, sobald sich diese an die mRNA angeheftet
haben. Bei der schrittweisen Wanderung des Ribosoms, das eine Ansammlung
von mehr als 50 Proteinen [318] und drei unterschiedlichen RNA{Typen ist, um
ein Codon wird die Proteinkette jeweils um eine Aminos�aure verl�angert. Die Ami-
nos�auren sind dabei zun�achst an die sogenannte Transfer{RNA (tRNA) gebun-
den. Diese Transfer{RNA enth�alt ein Triplet (Anticodon), das komplement�ar zu
dem die entsprechende Aminos�aure codierenden Codon in der mRNA ist. Durch
diese komplement�are Basenpaarung wird die richtige Aminos�aure in die richti-
ge Position gebracht, um an die vom Aminoterminus wachsende Proteinkette
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angekn�upft zu werden. Aufgrund dieses gerichteten Wachstums werden Protein-
sequenzen im allgemeinen auch als vom Aminoterminus zum Carboxylterminus
gerichtete Kette betrachtet.
Dieser Proze� der Proteinsynthese wird in der modernen Molekularbiologie aus-
genutzt, um zum Beispiel f�ur Experimente oder auch zur Strukturaufkl�arung
gen�ugend gro�e Mengen eines bestimmten Proteins herzustellen. Dazu wird der
dieses Protein codierende Genabschnitt aus der Zelle, in der das Protein nor-
malerweise exprimiert wird, extrahiert und in das Genom eines Bakteriums (zum
Beispiel Escherichia coli) eingepanzt. Unter der Voraussetzung, da� bei der Klo-
nierung und der Expression keine Problem auftreten, produzieren dieses Bakte-
rium und alle seine Nachkommen das gew�unschte Protein.
Fortschritte in der Gentechnologie erm�oglichen aber nicht nur die Herstellung
von Proteinen in ausreichenden Mengen sondern werden auch genutzt, um die
Aminos�auresequenz von Proteinen zu bestimmen. Die Sequenzierung von Nukleo-
tidsequenzen ist weitgehend automatisiert [158]. Zum gegenw�artigen Zeitpunkt
sind bereits ganze Genome (zum Beispiel das des Eukaryonten Hefe Saccharo-
myces cerevisiae [63, 121], das der Bakterien Escherichia Coli [32]), Helicobacter
pylori [341], Bacillus Subtilis [190] und Borrelia burgdorferi [103] und das der
Archaebakterien Methanococcus jannaschii [50] und Archaeoglobus fulgidus [180])
sequenziert worden, andere Genome (zum Beispiel das des Ringwurms Caenor-
habditis elegans) stehen kurz vor der Vervollst�andigung und auch die Sequenzie-
rung des menschlichen Genoms [130] soll sp�atestens im Jahr 2005 abgeschlossen
sein [120]. Zu diesem Fortschritt hat neben der Weiterentwicklung und Automa-
tisierung der Sequenziertechnik wesentlich die Entdeckung der Polymeraseket-
tenreaktion [241] beigetragen, die eine automatisierte Vervielf�altigung von DNA{
Sequenzen erm�oglicht, die vorher m�uhsame Laborarbeit bedeutete.
Die Ermittlung der Prim�arstuktur eines Proteins kann aber auch an gereinigten
Proteinen direkt erfolgen. Dazu wird das Protein durch Proteasen oder durch
die Bromcyan{Reaktion (selektive Spaltung an Methioninresten) in eine Serie
von �uberlappenden Teilpeptiden gespalten. Die Sequenz dieser Teilpeptide kann
dann durch die Technik des Edmanschen Abbaus bestimmt werden, bei dem
jeweils die endst�andige Aminos�aure freigesetzt wird. Obwohl diese Technik in
Form des Gasphasen{Sequenator weitgehend automatisiert ist, bleibt das Ver-
fahren sehr aufwendig [14] und ist daher heute fast nur von historischer Bedeu-
tung. Auch wenn sich mit der neuentwickelten Methode der Nanoelektrospray{
Massenspektrometrie [364] die Sequenz eines Proteins unter Verwendung von nur
wenigen Nanogramm Protein ermitteln l�a�t, wird dennoch heute die Proteinse-
quenz in der Regel aus der Basensequenz der zugrundeliegenden Gene abgeleitet.

2.1.2 Sekund�arstruktur

Die am h�au�gsten in Proteinen auftretenden Sekund�arstrukturelemente sind die
rechtsg�angige �{Helix und der �{Strang.



2.1. STRUKTURBESCHREIBENDE ELEMENTE 13

3.6 Reste

NH

C O

Abbildung 2.4: �{Helix mit Hauptkettenatomen und den f�ur eine Helix typi-
schen Wassersto�br�uckenbindungen.

In der �{Helix bildet das R�uckgrat der Peptidkette eine Spirale mit ungef�ahr 3.6
Aminos�aureresten pro Windung. Stabilisiert wird diese Anordnung durch Was-
sersto�br�ucken zwischen der NH{Gruppe der einen Peptidgruppe und der CO{
Gruppe der dritt{ und/oder viertn�achsten Peptidgruppe in der Peptidsequenz,
wobei die Seitenketten nach au�en ragen. Die seltener vorkommenden 310{ und
�{Helices sind durch Wassersto�br�ucken zwischen der einen Peptidgruppe und
der dritt{ beziehungsweise f�unftn�achsten Peptidgruppe charakterisiert.

Die Aminos�auren haben unterschiedliche Pr�aferenzen, in �{Helices vorzukom-
men. Die Aminos�aure Prolin unterbricht Helices, da sie zum einen durch ihren
Aufbau die freie Drehbarkeit der Peptidkette einschr�ankt und zum anderen auch
kein Wassersto�atom f�ur die Ausbildung einer Wassersto�br�ucke beisteuern kann.
Helices haben typischerweise eine L�ange von acht bis drei�ig Resten.

Wie Abbildung 2.4 zeigt, haben alle Wassersto�br�ucken in einer �{Helix die
gleiche Ausrichtung entlang der Achse der Helix. Die Dipole der einzelnen Pep-
tide, gegeben durch die unterschiedliche Polarit�at von NH{ und CO{Gruppe,
verst�arken sich so zu einem Gesamtdipol der Helix mit einer positiven Teilladung
am Aminoterminus und einer negativen Ladung am Carboxylterminus.

Im Gegensatz zu Helices ist das R�uckgrat der Peptidkette in dem zweiten h�au�-
gen Sekund�arstrukturelement, dem �{Strang (Abbildung 2.5), nicht aufgewunden
sondern fast v�ollig gestreckt. Die einzelnen Str�ange eines Faltblatts k�onnen sowohl
parallel als auch antiparallel angelagert sein. Die Stabilisierung dieser Konforma-
tion erfolgt ebenfalls �uber Wassersto�br�ucken, jedoch sind die an einer Br�ucke
beteiligten Aminos�aurereste nicht wie in Helices vier Positionen sondern beliebig
weit in der Peptidkette voneinander entfernt.

�{Helices und �{Str�ange sind durch unstrukturierte Bereiche der Peptidkette
verbunden. Da diese unstrukturierten Bereiche in der Regel gekr�ummte Konfor-
mationen aufweisen, werden sie auch Schleifen{ oder Loop{Regionen genannt.

In der Regel erfolgt die Zuordnung der Sekund�arstrukturelemente aus der auf-
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Abbildung 2.5: Paralleles �{Faltblatt mit Wassersto�br�uckenbindungen.

gel�osten dreidimensionalen Struktur [173]. Ist die Proteinstruktur jedoch noch
nicht aufgekl�art, so erlauben Zirkulardichroismus (CD) und Vibrationsspektro-
skopie die Messung des Anteils von Resten in Sekund�arstrukturelementen. Falls
gen�ugend Protein aufgereinigt werden konnte, ist es unter Ausnutzung des nukle-
armagnetische Resonanze�ektes (NMR) von bestimmten Atomtypen m�oglich, Di-
stanzen zwischen bestimmten Aminos�aureresten experimentell zu bestimmen [38,
368]. Aus den Distanzen k�onnen dann im n�achsten Schritt die Sekund�arstruktu-
relemente errechnet werden.

2.1.3 Terti�arstruktur

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins wird Terti�arstruktur bezeichnet.
Fast alle Proteine, zumindest alle Enzyme und regulatorischen Proteine, sind un-
ter nat�urlichen Bedingungen zu globul�aren Strukturen dicht zusammengefaltet
oder bestehen aus mehreren verbundenen Faltungseinheiten { den sogenannten
Dom�anen {, die eben diese Eigenschaft aufweisen. Dabei liegen die hydrophoben
Aminos�auren im Inneren und werden so von dem w�a�rigen L�osungsmittel abge-
schirmt. Die polaren Aminos�auren sind nach au�en zum L�osungsmittel gerichtet
und gehen Wechselwirkungen mit dem Wasser ein.
Die wesentlichen, die dreidimensionale Struktur stabilisierenden Interaktionen
k�onnen wie folgt eingeteilt werden:

Elektrostatische Wechselwirkungen werden durch Ladungen oder Teilladun-
gen von Aminos�aureresten hervorgerufen:

� Langreichweitige Wechselwirkungen entstehen durch die elektrostati-
sche Anziehung beziehungsweise Absto�ung elektrischer Ladungen oder
Teilladungen.

� Wassersto�br�uckenbindungen werden zwischen dem sogenannten Do-
nor, einem elektronegativen Atom mit kovalent gebundenem Wasser-
sto�, und dem sogenannten Akzeptor, einem weiteren elektronegativen
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Atom, ausgebildet, wobei das Wassersto�proton von dem Akzeptor an-
gezogen wird.

� Als Ionenbindung wird die Anlagerung entgegengesetzt geladener Re-
ste bezeichnet.

Van-der-Waals{Wechselwirkungen basieren aufWechselwirkungen der Elek-
tronenh�ullen der beteiligten Atome. Zwischen diesen besteht eine attrak-
tive Wechselwirkung, falls ihr Abstand gr�o�er als die Summe ihrer Van-
der-Waals{Radien [271] ist, und eine repulsive Wechselwirkung, falls dieser
Abstand unterschritten wird.

Disul�dbr�ucken sind kovalente Bindungen zwischen den Schwefelatomen von
Cysteinen.

Hydrophobe Wechselwirkungen entstehen durch die Anlagerung apolarer
Seitenketten. Durch diese Anlagerung werden Wassermolek�ule von den apo-
laren Ober�achen verdr�angt, so da� die freiwerdenden Wasserdipole unter-
einander Wechselwirkungen ausbilden k�onnen.

Scheinkr�afte geben den entropischen Anteil wieder, der ein wesentlicher Faktor
bei der Faltung ist.

Der jeweilige Energiebeitrag dieser Interaktionen f�ur die Stabilit�at der Faltung
variiert von Protein zu Protein, und er ist nur schwer zu bestimmen und noch
schwerer allein anhand der Aminos�auresequenz vorherzusagen. Die Struktur ei-
nes Proteins ist nicht allein durch Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen
Aminos�auren bestimmt, sondern ein gro�er Teil der Struktur eines Proteins wird
sicher bereits dadurch festgelegt, da� Proteine Kettenmolek�ule sind. Insbesondere
in Proteinstrukturvorhersageverfahren wird h�au�g der Tatsache, da� neben der
Optimierung der verschiedenen Wechselwirkungen auch immer die Peptidkette
noch erhalten bleiben mu�, zu wenig Beachtung geschenkt [153].

2.1.4 Quart�arstruktur

Die Quart�arstruktur beschreibt die Struktur oligomerer Proteine, das hei�t Pro-
teine die aus zwei oder mehr Polypeptidketten aufgebaut sind. Als Dimerisierung
(Trimerisierung etc.) wird die Anlagerung zweier (dreier etc.) Polypeptidketten
bezeichnet. Die Dimerisierungsstellen der beteiligten Polypeptidketten sind { be-
trachtet man die einzelne Kette { in der Regel durch Bereiche mit hydrophoben
Seitenketten gekennzeichnet. Die Hydrophobizit�at ist eine der treibenden Kr�afte
bei der Proteinfaltung. Die Hydrophobizit�at bewirkt, da� hydrophobe Seitenket-
ten nicht an der Proteinober�ache sondern im Proteininneren zu �nden sind.
Daraus ergibt sich, da� derartige hydrophobe Ober�achenbereiche nur aus der
Dimerisierung heraus erkl�arbar sind und daher bei der Faltungsvorhersage Dime-
risierungse�ekte in jedem Falle miteinbezogen werden sollten.
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2.2 Experimentelle Proteinstrukturbestimmung

Der folgende Abschnitt gibt einen kurzen �Uberblick �uber die experimentellen
Methoden, die zur Aufkl�arung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen
eingesetzt werden. Die theoretische Proteinstrukturvorhersage, wie sie Thema
dieser Dissertation ist, wird erst durch die Existenz und die breite Anwendung
dieser Methoden m�oglich: Zum einen liefern die experimentell aufgekl�arten Pro-
teinstrukturen die Vorbilder beziehungsweise Modelle f�ur die �ahnlichkeitsbasierte
Proteinstrukturvorhersage, die heute den wesentlichen Zugang zur Proteinstruk-
turvorhersage darstellt. Zum anderen ist die Menge der strukturaufgekl�arten Pro-
teine die Wissensbasis, die zur Ableitung von empirischen Parametern, als Trai-
ningsmenge f�ur wissensbasierte Systeme und als Testmenge zur Validierung der
entwickelten Methoden dient.
Dieser �Uberblick soll au�erdem verdeutlichen, da� theoretische Proteinstruktur-
vorhersagemethoden nicht nur da von Nutzen sind, wo experimentelle Methoden
aufgrund ihres gro�en Aufwands nicht eingesetzt werden k�onnen (zum Beispiel
bei der Analyse gro�er Datenbest�ande), sondern auch zur L�osung von Problemen
beitragen, mit denen einige der experimentellen Methoden behaftet sind.
Gegenw�artig gibt es zwei etablierte experimentelle Verfahren, die dreidimensiona-
le Struktur von Proteinen zu bestimmen, R�ontgenkristallographie und Kernreso-
nanzspektroskopie (NMR). Voraussetzung f�ur beide Verfahren ist, da� das Protein
in ausreichenden Mengen gereinigt zur Verf�ugung steht. Ein weiteres Verfahren,
die Kryo{Elektronenmikroskopie, be�ndet sich gerade in der Entwicklung.

2.2.1 R�ontgenkristallographie

Bei der R�ontgenkristallographie wird die dreidimensionale Struktur des Proteins
bestimmt, indem ein Proteinkristall mit R�ontgenstrahlen bestrahlt und das re-
sultierende Di�raktionsmuster gemessen wird. Das gro�e Problem bei der R�ont-
genkristallographie besteht darin, wohlgeordnete Proteinkristalle ausreichender
Gr�o�e zu z�uchten, so da� diese im Di�raktometer hochau�osende Beugungsmu-
ster erzeugen. Die Z�uchtung der Kristalle ist schwierig, da Proteine gro�e, kugel{
oder ellipsoidf�ormige Objekte mit irregul�aren Ober�achen sind, die sich nur un-
ter Einschlu� zahlreicher L�osungmittelmolek�ule zu einem dichten regul�aren Kri-
stall packen lassen. Ist trotz dieser Schwierigkeiten die Z�uchtung eines Kristalls
gegl�uckt, so werden einige R�ontgenstrahlen an den Elektronen der Atome gebro-
chen, und es ist m�oglich, ein Di�raktionsmuster aufzuzeichnen. Aus der Amplitu-
de eines abgelenkten R�ontgenstrahls (Intensit�at eines Punktes), der Wellenl�ange
der R�ontgenquelle und der Phasenverschiebung des abgelenkten R�ontgenstrahls
k�onnen mittels Fouriertransformation die Koordinaten der Atome berechnet wer-
den.
Bei dem Experiment geht jedoch die Information �uber die Phasenverschiebung
verloren [40]. Zur Bestimmung der Phase haben Max Perutz und John Kendrew
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die Methode der multiplen isomorphen Ersetzung entwickelt, bei der schwere Ato-
me in den Kristall eingebaut werden, deren Position in dem Di�raktionsmuster
eindeutig bestimmt werden k�onnen. Daraus l�a�t sich mit Hilfe der Patterson{
Karte die Anordnung der schweren Atome und indirekt die Phase der an diesen
Atomen abgelenkten R�ontgenstrahlen bestimmen. Um daraus die Phase f�ur die
an Proteinatomen abgelenkten R�ontgenstrahlen eindeutig bestimmen zu k�onnen,
mu� das gleiche Experiment mit einem zweiten Schwermetall{Proteinkomplex
wiederholt werden [40]. Problematisch ist jeweils die Z�uchtung der Kristalle bzw.
der Einbau der Schwermetalle in den Kristall, ohne diesen zu zerst�oren.
Das Phasenproblem ist jedoch wesentlich einfacher zu l�osen, wenn bereits ein
Modell f�ur die zu l�osende Struktur existiert. In diesem Falle kann das Phasenpro-
blem mit der Methode der molekularen Ersetzung [343] rechnerisch gel�ost werden.
Dieses Modell kann sowohl aus NMR{Daten als auch aus dem Wissen �uber ho-
mologe Strukturen abgeleitet sein, die bereits strukturaufgekl�art sind. Die Suche
nach diesen homologen Strukturen { insbesondere f�ur die F�alle, wo diese Homo-
logie nicht rein auf der Ebene der Prim�arstruktur erkannt werden kann { ist
ebenso Inhalt dieser Dissertation wie die Verbesserung der aus den gefundenen
homologen Strukturen abzuleitenden Modelle.

2.2.2 Kernresonanzspektroskopie

Das zweite experimentelle Verfahren zur Strukturaufkl�arung von Proteinen, die
Kernresonanzspektroskopie (NMR), hat gegen�uber der R�ontgenkristallographie
folgende Vorteile:

� Die Messung erfolgt in der Umgebung, in der sich Proteine auch in Orga-
nismen be�nden, n�amlich in w�a�riger L�osung.

� Der aufwendige und manchmal auch erfolglose Arbeitsschritt der Kristall-
z�uchtung entf�allt.

� Es gibt in den Me�ergebnissen keine Artefakte, die durch die Kristall-
packung entstehen k�onnen.

Bei der NMR{Methode wird ausgenutzt, da� bestimmte Atomkerne (zum Bei-
spiel 1H, 13C, 15N und 31P ) ein magnetisches Moment oder Spin haben. Dieser
Spin richtet sich in einem starken magnetischen Feld, wie es durch die Supraleiter
erm�oglicht wird, entlang dieses Feldes aus. Mittels einer Radiofrequenz k�onnen
die Atomkerne jedoch kurzzeitig in einen angeregten Zustand gebracht werden.
Beim Zur�uckfallen in den Gleichgewichtszustand emittieren die Atomkerne eine
Radiofrequenz, die abh�angig vom Atomtyp und der molekularen Umgebung die-
ses Atoms ist. Durch die Erweiterung der NMR{Methode auf zwei Dimensionen
ist es m�oglich, sowohl Beziehungen zwischen �uber eine Folge von zwei oder drei
kovalenten Bindungen verbundenen Wassersto�atomen zu bestimmen (Korrela-
tionsspektroskopie, COSY) als auch unter Ausnutzung des nuklearen Overhauser
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E�ektes (NOE) r�aumliche Nachbarschaften zwischen in der Aminos�auresequenz
weit voneinander entfernten aber im Raum benachbarten (Abstand < 5�A) Ami-
nos�auren zu messen. Aus den gemessenen Spektren lassen sich mit Hilfe der von
Kurt W�uthrich entwickelten sequentiellen Zuordnungstechnik [368] Distanzbedin-
gungen zwischen der Aminos�auresequenz zugeordneten Wassersto�atomen be-
ziehungsweise den dazugeh�origen Resten ableiten. Aus diesen Distanzen k�onnen
leicht die Sekund�arstrukturelemente lokalisiert werden, da diese, wie oben be-
schrieben, durch typische geometrische Anordnungen charakterisiert sind. Die
mit der NMR{Methode bestimmten dreidimensionalen Strukturen sind in der
Regel nicht an allen Positionen eindeutig, da die verf�ugbaren Distanzbedingun-
gen mehrere voneinander abweichende Konformationen zulassen. Dies ist jedoch
nicht das den Einsatz der Methode limitierende Moment, das vielmehr darin be-
steht, da� die NMR{Methode zum gegenw�artigen Zeitpunkt auf Proteine mit
h�ochstens etwas �uber zweihundert Aminos�auren begrenzt ist.
Ein Vergleich von mit kristallographischen und NMR{Methoden aufgekl�arten
Proteinstrukturen zeigt in der Regel Abweichungen, die im Rahmen der Me�ge-
nauigkeit liegen [40] oder in der konformationellen Variabilit�at bestimmter Pro-
teine begr�undet sind. In der Regel liegen die Unterschiede zwischen der NMR{
Struktur und Kristallstruktur f�ur die R�uckgratatome im Proteininneren zwischen
0:16 und 0:79�A RMS{Abweichung (siehe De�nition 3.4), in Einzelf�allen kann diese
Zahl allerdings bis zu 1:5�A betragen [134].

2.2.3 Kryo{Elektronenmikroskopie

Die Kryo{Elektronenmikroskopie [76] be�ndet sich noch im Entwicklungsstadi-
um und ist in ihrer Handhabung noch sehr aufwendig. Daher wird sie nur dort
eingesetzt, wo die beiden anderen Verfahren nicht angewandt werden k�onnen. Er-
ste Erfolge sind zum Beispiel bei der Strukturaufkl�arung von Membranproteinen
zu verzeichnen [213], die bislang nicht kristallisiert werden konnten. Die Struktur
des Membranproteins Bakteriorhodopsin wurde zum Beispiel gerade in letztem
Jahr mit einer Au�osung von 2:5�A kristallographisch aufgekl�art [275], wobei eine
neue Technik zur Z�uchtung von Kristallen in Gittern von membranartigen Ma-
terialien angewendet wurde. Bei der Elektronenmikroskopie reicht es, Kristalle
anzufertigen, die in einer Dimension nur eine oder wenige Molek�ulschichten dick
sind. Ergebnis einer elektronenmikroskopischen Messung ist nicht nur ein Beu-
gungsmuster sondern auch eine direkte Abbildung des Objektes, aus der die f�ur
die Interpretation des Beugungsmusters ben�otigte Phaseninformation abgeleitet
werden kann. Die direkte Abbildung des Objektes ist m�oglich, da f�ur Elektronen
mittels Magnetfeldern die Funktion von optischen Linsen nachgebildet werden
kann. Problematisch bei der Kryo{Elektronenmikroskopie sind neben der Tatsa-
che, da� die Elektronen w�ahrend der Messung die Probe zerst�oren, die Umge-
bungsbedingungen, unter denen die Messungen statt�nden. Die Messungen erfol-
gen im Hochvakuum an schockgefrorenen Proteinen, also unter Randbedingun-
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gen, die eine spezielle Pr�aparation der Proteine voraussetzen. Gegenw�artig liegt
die Au�osung der Kryo{Elektronenmikroskopie in typischen Anwendungen [57]
bei etwa 9�A und damit weit unter der Genauigkeit der R�ontgenkristallographie.
Da die Aufkl�arung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen derart aufwen-
dig ist, werden die Koordinaten insbesondere von Firmen aber auch von vielen
Forschergruppen nicht oder nur mit gro�er Zeitverz�ogerung der Allgemeinheit zur
Verf�ugung gestellt. Um die Aufkl�arung der Struktur zu dokumentieren, werden
daher h�au�g nur stereographische Bilder der Proteinstruktur ver�o�entlicht. Dies
hat dazu gef�uhrt, da� Verfahren entwickelt wurden, um aus diesen Bildern die
Koordinaten berechnen zu k�onnen [161].

2.3 Proteinfaltung

Die meisten globul�aren Proteine falten in nativen Umgebungen spontan, das hei�t
ohne da� dazu zus�atzliche �au�ere Ein�usse notwendig sind. Dies kann durch Ex-
perimente nachgewiesen werden, bei denen ein Protein durch Hitze oder ph{
Ver�anderung denaturiert, das hei�t entfaltet, wird. Nachdem die nativen Randbe-
dingungen wiederhergestellt sind, kann man beobachten, da� die Proteine wieder
ihre urspr�ungliche Faltung annehmen. Auf der Basis dieser Experimente stellte
An�nsen [12, 13] bereits in den sechziger Jahren die Hypothese auf, da� die nati-
ven Strukturen von Proteinen thermodynamisch stabile Zust�ande darstellen und
sich damit gefaltete Proteine im Zustand der global minimalen freien Energie
be�nden.
Die Faltung eines Proteins erfolgt zeitlich im Bereich zwischen einigen Millise-
kunden und einigen Sekunden. Die Anzahl der m�oglichen Konformationen einer
Proteinkette ist jedoch so gro�, da� die Faltung zur nativen Struktur keinesfalls
durch zuf�allige Suche im Konformationsraum ablaufen kann, wenn diese Konfor-
mation in dem beobachtenden Zeitraum gefunden werden soll. Die Diskrepanz
zwischen der Faltungsgeschwindigkeit und der Anzahl der m�oglichen Konforma-
tionen wurde bereits 1969 von Cyrus Levinthal thematisiert [203] und ist aus
diesem Grunde als Levinthal Paradox bekannt. Levinthal schlo� aus seiner Beob-
achtung, da� die Proteinfaltung unter nativen Bedingungen entlang bestimmter
Faltungswege (folding pathways) ablaufen mu�.
Der Ablauf der Faltung sowohl in vivo als auch in vitro ist Gegenstand der ak-
tuellen Forschung. Ruddon et al. diskutieren in einem �Ubersichtsartikel [294] die
Proteinfaltung im endoplasmatischen Retikulum unter besonderer Ber�ucksichti-
gung des Einusses von Chaperonen und Faltungskatalysatoren. Chaperone sind
Proteine, von denen angenommen wird, da� sie anderen Proteinen bei der Ausbil-
dung der nativen Faltung helfen, indem sie Fehlfaltungen verhindern [138, 279].
Sie tun dies, indem sie ein zu fr�uhes Einsetzen der Faltung [140] oder Interaktio-
nen mit den vielen anderen Molek�ulen in der Umgebung des Ribosoms verhin-
dern [92, 220], die zur Ausbildung falscher, nicht{funktioneller Strukturen f�uhren.
Anscheinend spielen dabei Chaperone in Eukaryonten f�ur die Faltung eine gr�o�ere
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Rolle als in Prokaryonten [252]. Faltungskatalysatoren sind Proteine, zum Beispiel
Isomerasen, die spezi�sche Faltungsschritte beschleunigen [138].
Die meisten Arbeiten zur Proteinfaltung sind daher im wesentlichen theoretischer
Natur und versuchen die Proteinfaltung in silico unter Verwendung stark verein-
fachter Modelle (Gitterabstraktionen, primitive Kraftfelder) zu simulieren [81].
Die dabei entwickelten Hypothesen �uber Faltungswege und fr�uhe Faltungseinhei-
ten (early folding units) [230] k�onnen dabei teilweise durch folgende Experimente
belegt werden:

� Fluoreszenzspektroskopie erm�oglicht die Beobachtung der L�osungsmittel-
zug�anglichkeit von Tyrosin{ und Tryptophanresten.

� Zirkulardichroismus (CD) und Vibrationsspektroskopie erlauben die Mes-
sung des durchschnittlichen Anteils bereits ausgebildeter Sekund�arstruk-
turen.

� Mit der Methode der gepulsten Wassersto�austauschmarkierung kann die
Zug�anglichkeit der Sticksto�protonen des R�uckgrates protokolliert werden.

Der genaue Ablauf des Faltungsprozesses kann mit den heutigen experimentellen
Methoden zur Strukturbestimmung nicht beobachtet werden, da diese nur die
Beobachtung von Prozessen auf atomarer Ebene erlauben, die im Bereich von
einigen Minuten bis Stunden ablaufen. Viele Wissenschaftler sind sogar der Mei-
nung, da� dies im Detail nie oder zumindest nicht in absehbarer Zeit m�oglich sein
wird [316], da dies die Entwicklung vollkommen neuer experimenteller Techniken
erfordern w�urde.



Kapitel 3

Das Proteinstrukturvorhersageproblem

3.1 Motivation

Wie in Abschnitt 2.2 beschrieben ist die experimentelle Aufkl�arung der drei-
dimensionalen Struktur eines Proteins aufwendig und mit vielen Schwierigkeiten
verbunden. Die Bestimmung der Sequenz ist dagegen experimentell { insbesonde-
re auf DNA{Ebene { vergleichsweise einfach und weitgehend automatisiert. Diese
Unterschiede spiegeln sich eindrucksvoll in den frei verf�ugbaren Datenbanken wie-
der (siehe Abbildung 3.1). In der Datenbank der aufgekl�arten Proteinstrukturen
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Abbildung 3.1: Wachstum der Proteinstrukturdatenbank (PDB), Proteinse-
quenzdatenbank (SwissProt) und Nukleotidsequenzdaten-
bank (EMBL).

(PDB) [29] gibt es derzeit 6:278 Eintr�age (1998). Im Gegensatz dazu enth�alt die
�o�entlich zug�angliche Datenbank von Proteinsequenzen (SwissProt) [19] derzei-
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tig 69:113 Sequenzen (Release 35, 12=97) und w�achst zwischen den normalerweise
halbj�ahrlich ver�o�entlichten Versionen um durchschnittlich 15%. Die Nukleotid-
sequenzendatenbank des EMBL enth�alt gegenw�artig bereits 1:917:868 Nukleotidse-
quenzen (Release 53, 12=97). Es gibt keine verl�a�lichen Zahlen, wie viele Sequen-
zen und Strukturen die pharmazeutische Industrie und Biotechnologie�rmen in
ihren nicht zug�anglichen Datenbanken haben.
Auch die Sch�atzungen der Anzahl der Gene des menschlichen Genoms { mit des-
sen vollst�andiger Sequenzierung bis zum Jahr 2005 gerechnet wird { variieren
zwischen 60:000 und 150:000 Genen [64]. Da die meisten dieser Gene Proteine
codieren und neben der Sequenzierung des menschlichen Genoms auch die Ge-
nome weiterer Organismen sequenziert werden, ist mit einem weiteren rasanten
Wachstum der Menge bekannter Proteinsequenzen zu rechnen, mit dem die ex-
perimentelle Strukturaufkl�arung (siehe 2.1.3) keinesfalls Schritt halten kann. Die
Kenntnis der dreidimensionalen Struktur eines Proteins ist jedoch der grundlegen-
de Schritt zum Verst�andnis seiner Funktion auf molekularem Niveau und damit
auch die notwendige Voraussetzung zum zielgerichteten Wirksto�entwurf [35, 36].
Daher wird das Proteinstrukturvorhersageproblem h�au�g auch als ein Grand
Challenge Problem der Molekularbiologie bezeichnet. Gegenw�artig werden welt-
weit gro�e Anstrengungen unternommen, diese L�ucke zwischen bekannten Se-
quenzen und aufgekl�arten Strukturen durch die Entwicklung von theoretischen,
computerunterst�utzten Strukturvorhersagemethoden zu schlie�en beziehungsweise
verringern. Theoretisch abgeleitete Strukturmodelle k�onnen dabei helfen, auch
wenn sie nur Auskunft �uber Teilaspekte der Proteinstruktur geben, wie zum Bei-
spiel die Faltungsklasse [228, 243, 260] oder ein Modell f�ur das aktive Zentrum
des Proteins [152, 381].
Theoretisch abgeleitete Strukturmodelle tragen jedoch nicht nur zum funktionel-
len Verst�andnis von nicht strukturaufgekl�arten Proteinen bei sondern vereinfa-
chen auch die experimentelle Strukturbestimmung. Bei Vorliegen eines theoreti-
schen Strukturmodells wird durch die Methode der molekularen Ersetzung (mole-
cular replacement) [343] bei der r�ontgenkristallographischen Strukturaufkl�arung
der anderweitig zur Phasenbestimmung notwendige Arbeitsschritt der multiplen
isomorphen Ersetzung [40] �uber�ussig.
Da sich dadurch die experimentelle Strukturaufkl�arung wesentlich vereinfacht und
verk�urzt, wird diese Methode heute bei allen Proteinen eingesetzt, bei denen eine
Verwandtschaft zu bereits bekannten Proteinstrukturen bekannt ist oder vermu-
tet wird. Wie Verwandtschaften zur Ableitung von Strukturmodellen verwendet
werden k�onnen, beschreibt das Kapitel 3.3.

3.2 Formale De�nition des Proteinstrukturvorhersageproblems

Die Problemstellung, aus der Sequenz der Aminos�auren eines Proteins seine drei-
dimensionale Struktur vorherzusagen, wird als das Proteinstrukturvorhersagepro-
blem oder auch als die zweite H�alfte des genetischen Codes [185] bezeichnet. Ex-
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perimente, bei denen die Zur�uckfaltung denaturierter Ribonucleasen in die na-
tive Konformation untersucht wurde, veranla�ten An�nsen zur Aufstellung der
bis heute weder bewiesenen noch widerlegten thermodynamischen Hypothese, da�
sich Proteine in der nativen Konformation im Zustand der global minimalen frei-
en Energie �G be�nden [12, 13]. Als native Konformation eines Proteins wird
dabei die Konformation verstanden, die das Protein unter Temperatur{ und ph{
Bedingungen annimmt, wie sie dort herrschen, wo das Protein normalerweise in
einem Organismus gefunden wird.
Setzt man die Richtigkeit der thermodynamischen Hypothese voraus, so kann das
Proteinstrukturvorhersageproblem formal wie folgt de�niert werden:

De�nition 3.1 (Proteinstrukturvorhersageproblem)

Gegeben: � eine Sequenz A =< ai > mit ai 2 �, wobei � das Alphabet der
Einbuchstabencodes der 20 proteinogenen Aminos�auren ist.

� eine Menge von zul�assigen Konformationen KA = fK : A �! IR3g

� die freie Energie �G

Gesucht: Eine Konformation K 2 KA f�ur die gilt:

�G(K) = min
J2KA

�G(J)

So einfach diese Problemde�nition auf den ersten Blick erscheint, so schwierig,
wenn nicht sogar unm�oglich ist es, dieses Problem zu l�osen.
Dies beginnt mit der Gr�o�e des Kon�gurationsraums. Die Anzahl der m�oglichen
dreidimensionalen Konformationen einer Proteinkette w�achst exponentiell in der
Anzahl der betrachteten Objekte (zum Beispiel einzelne Atome oder Aminos�aur-
en). Diese wiederum ist abh�angig von dem den Betrachtungen zugrunde liegenden
Modell. Je genauer ein Modell die Wirklichkeit beschreiben soll, desto mehr De-
tailinformation mu� es enthalten, desto komplexer und aufwendiger wird es. Die
betrachteten Modelle reichen von reinen C�{ oder C�{Modellen, �uber Modelle,
die alle Proteinatome betrachten, bis hin zu Modellen, die sogar die das Pro-
tein umgebende Wasserh�ulle miteinbeziehen. Eine zul�assige Konformation eines
Proteins kann durch folgende Eigenschaften charakterisiert werden:

� Die Abst�ande und Winkel zwischen �uber eine oder mehrere chemische Bin-
dungen verbundenen Atomen entsprechen den aus den chemischen Bin-
dungsl�angen und {winkeln abgeleiteten Bedingungen.

� Es gibt keine sterischen �Uberlappungen von Atomen.

� Die Kette enth�alt keine topologischen Knoten. (Ausnahmen von dieser Re-
gel sind nur wenige bekannt und sind abh�angig von der De�nition eines
topologischen Knotens [214, 215].)
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Das gr�o�ere Problem stellt die zu minimierende Energiefunktion dar. Nach dem
zweiten thermodynamischen Hauptsatz errechnet sich die freie Energie �G aus
der Enthalpie �H, der absoluten Temperatur T und der �Anderung der Entropie
�S des zu beschreibenden Systems:

�G = �H � T �S

�G wird auch als die Gibbssche freie Energie beziehungsweise freie Enthalpie be-
zeichnet. Die Entropie ist eine thermodynamische Zustandsgr�o�e, die das Ma� des
mikrophysikalischen Unordnungszustands beschreibt, und errechnet sich aus der
Anzahl gleichwertiger Anordnungen eines bestimmten Zustandes. Die Entropie
eines Systems erreicht ihr Maximum im wahrscheinlichsten Zustand des Systems,
der gleichzeitig der Zustand der maximalen Unordnung ist. Bezogen auf ein Pro-
teinmolek�ul in w�a�riger L�osung bedeutet das, da� bei der Ausbildung der nativen
Konformation des Proteins die Unordnung der assoziierten Wassermolek�ule zu-
nimmt. Die Berechnung der Entropie einer Proteinstruktur ist nicht m�oglich, da
dies die Kenntnis �uber die Verteilung aller gleichwertigen Anordnungen eines Zu-
standes des Proteins und des sie umgebenden L�osungsmittels erfordern w�urde.
N�aherungsweise wird versucht, die Entropie mit aufwendigen statistischen Me-
thoden zu berechnen, die auf Ensembles von Strukturen rechnen.
Die Berechnung des enthalpischen Anteils der freien Energie der nativen Konfor-
mation kann approximativ durch Summation der verschiedenen Bindungs{ und
Wechselwirkungsenergien erfolgen. Diese umfassen unter anderem die Energie-
beitr�age von Wassersto�br�ucken, hydrophoben und elektrostatischen Wechselwir-
kungen aber auch Torsionswinkelenergien. Leider erfolgt die Stabilisierung einer
Proteinstruktur nicht allein und manchmal nicht einmal �uberwiegend durch den
enthalpischen Anteil der freien Energie.
Die De�nition der freien Energie nach den Gesetzen der statistischen Mechanik
(Helmholtz freie Energie) erfolgt durch eine sogenannte Zustandssumme, die die
Summe der Boltzmann{Gewichte aller Energiestufen eines Systems ist [30]. Diese
Zustandssumme kann jedoch nur f�ur �au�erst einfache Modellsysteme analytisch
ausgedr�uckt und berechnet werden [188]. F�ur viele Systeme kann man n�aherungs-
weise die quantenmechanische Zustandssumme verwenden, die eine kontinuierli-
che Funktion ist. Zur Auswertung dieser Funktion hat jedoch die Integration �uber
alle Freiheitsgrade des betrachteten Systems zu erfolgen, d.h. �uber 3N Freiheits-
grade, wobei N die Anzahl der Atome des Systems ist. Damit scheidet dieser Be-
rechnungsweg f�ur die in dieser Arbeit betrachteten Systeme (Proteine) nat�urlich
aus. Realistisch gesehen kann er nur verwendet werden, um die Unterschiede in
der freien Energie zwischen verwandten Systemen zu bestimmen, die �uber ein-
fachste �Anderungen ineinander �uberf�uhrt werden k�onnen [188].
In einer �Ubersicht [348] sch�atzt van Gunsteren 1990 die f�ur die Simulation der
Proteinfaltung in einem ad�aquaten Modell auf einem Hochleistungsrechner ben�otig-
te CPU{Zeit mit etwa 109h ab und folgert, da� es bei kontinuierlich fortschrei-
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tender Weiterentwicklung der Rechner in etwa hundert Jahren m�oglich sein wird,
die in der Natur ablaufenden Prozesse zu simulieren.
Die Helmholtz freie Energie und die Gibbssche freie Energie beschreiben im we-
sentlichen das gleiche, nur da� die Gibbsche freie Energie als Summe von Ent-
halpie und Entropie de�niert ist, w�ahrend die Helmholtz freie Energie �uber die
Boltzmann{gewichtete Zustandssumme �uber alle Energiezust�ande eines Systems
de�niert wird. Daher wird im folgenden immer vereinfachend von der freien Ener-
gie gesprochen.
Der Unterschied in der freien Energie zwischen dem gefalteten und ungefalte-
tem Zustand eines Proteins wird allgemein mit zwischen 40 kJmol�1 [353] und
70 kJmol�1 [70] angegeben. Dagegen schwankt die Gibbssche freie Energie sowohl
des gefalteten als auch des ungefalteten Proteins �uber einen Temperaturbereich
von 100 �C um fast 3000 kJmol�1 [70]. Zum Vergleich dazu tragen

� eine Wassersto�br�uckenbindung mit ungef�ahr �20 kJmol�1 [353],

� eine Van-der-Waals{Wechselwirkung zwischen Atomen bei Anlagerung im
bestm�oglichen Abstand zwischen �2 und �4 kJmol�1 und

� eine hydrophobe Wechselwirkung in Abh�angigkeit von der angelagerten

Ober�ache mit �0:1 kJ�A
�2
mol�1 [91]

zu der Stabilisierung der Struktur bei. Das bedeutet, da� der energetische Ab-
stand zwischen der nativen Faltung und dem denaturierten Zustand eines Pro-
teins kleiner ist als die Energiedi�erenz, die f�ur das Protein im nativen Zustand
bei unterschiedlichen Temperaturen gemessen wird.
F�ur Computersimulationen und die dabei verwendeten Verfahren zur Berechnung
der freien Energie eines Zustandes bedeutet dies, da� schon sehr kleine Fehler bei
der Berechnung sich zu Fehlern aufsummieren k�onnen, die in der Gr�o�enordnung
der freien Energie{Di�erenz zwischen dem gefalteten und ungefalteten Zustand
liegt. Desweiteren resultiert aus den obigen experimentellen Me�ergebnissen, da�
neben der nativen Konformation eine Vielzahl weiterer nicht{nativer Faltungs-
zust�ande existieren, die sich energetisch nur unwesentlich, von ihrer dreidimen-
sionalen Gestalt jedoch grundlegend von der nativen Faltung unterscheiden. Dies
macht das Proteinfaltungsproblem, wie es oben formuliert ist, zu einem Optimie-
rungsproblem bei dem Millionen lokaler Minima existieren, die sich zus�atzlich in
ihrem Zielfunktionswert nur unwesentlich voneinander unterscheiden. Und dies
gilt selbst dann, wenn die Energiefunktion genauestens berechnet werden k�onnte.
Diese Problemeigenschaft und die Gr�o�e des zu betrachtenden Konformations-
raums, l�a�t es �au�erst unwahrscheinlich erscheinen, da� eine Suchprozedur, die
sich notwendigerweise auf einen Ausschnitt des Konformationsraums beschr�anken
mu�, die Konformation mit global minimaler Energie �nden kann.
Doch selbst unter der Annahme, da� es m�oglich ist, alle oben aufgef�uhrten Pro-
bleme aus den Weg zu r�aumen, bleibt immer noch die Frage bestehen, ob die
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native Konformation in allen F�allen auch wirklich die Konformation der minima-
len freien Energie unter den durch die Temperatur und den ph{Wert vorgegeben
Umgebungsbedingungen ist. Denn wie bereits erw�ahnt, wird heute allgemein da-
von ausgegangen, da� die Faltung eines Proteins schon bei seiner Synthese mit der
Ausbildung sogenannter fr�uher Faltungseinheiten beginnt. Dies kann bedeuten,
da� fr�uhzeitig lokale Faltungstrukturen eingenommen werden, deren Au�osung
zur Erreichung des globalen Energieminimums notwendig sein kann, aber auf-
grund der dabei zu �uberwindenden Energiebarriere vielleicht nicht m�oglich ist.
Zusammenfassend kann aus der obigen Diskussion gefolgert werden, da� das Pro-
teinfaltungsproblem, wie es oben de�niert ist, ein f�ur Optimierungsstrategien
schlecht konditioniertes Problem ist und eine Vorhersage der Proteinstruktur auf
diesem Wege nicht m�oglich ist.

3.3 Homologie in Sequenz und Struktur

3.3.1 Sequenzen und Faltungsmotive

Die durchschnittliche L�ange einer Dom�ane (siehe 2.1.3) eines Proteins in der
Strukturdatenbank betr�agt ungef�ahr 150 Aminos�aurereste. Nimmt man die 20
proteinogenen Aminos�auren als Elementarbausteine, so lassen sich daraus 20150

verschiedene Aminos�aureketten der L�ange 150 zusammensetzen. Beschr�ankt man
sich auf die Kombinationen, die sich untereinander durch eine Sequenzidentit�at
(siehe De�nition 3.3) kleiner als 20% auszeichnen, gibt es immer noch ungef�ahr
1038 nicht verwandte M�oglichkeiten, eine Dom�ane der L�ange 150 zu bilden [40]. In
der Natur tritt jedoch nur ein �au�erst geringer Anteil dieser theoretisch m�oglichen
Kombinationen auf. Dies ist zum einen in der Entstehungsgeschichte der Proteine,
der Evolution, begr�undet, zum anderen f�uhren mit Sicherheit nicht alle Kombina-
tionen zu einer stabilen dreidimensionalen Faltung. Doch selbst die konservative
Annahme, da� nur jede millionste M�oglichkeit eine 150 Aminos�aurereste lange
Dom�ane zu formen zu einer stabilen Faltung f�uhrt, l�a�t immer noch 1032 wirklich
unterschiedliche Seitenkettenzusammenstellungen erwarten. Wie viele davon in
der Natur wirklich vorkommen ist noch unbekannt.
Dieser enormen Gr�o�e des Sequenzraumes stehen auf der anderen Seite durch Be-
obachtungen belegte Sch�atzungen gegen�uber, da� es in der Natur nur eine sehr
begrenzte Anzahl von unterschiedlichen Proteinfaltungen gibt, wobei der Begri�,
was eine Proteinfaltung ist und welche Strukturen damit zu einer Faltung zu-
sammengefa�t werden, nicht klar de�niert ist. Unter anderem aus diesem Grund
reichen die Sch�atzungen �uber die Anzahl der in der Natur vorkommenden Protein-
faltungen von einigen hundert [358], weniger als 1:000 [58], ungef�ahr 7:000 [4], bis
zu 8:000 [261] unterschiedlichen Proteinfaltungen. Die Schwankungen in diesen
Absch�atzungen sind sowohl durch die unterschiedlichen statistischen Ans�atze als
auch durch verschiedene �Ahnlichkeitsma�e und unterschiedlichen Datenbest�ande
zu erkl�aren, die den entsprechenden Untersuchungen zugrunde gelegen haben.
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Finkelstein und Ptitsyn versuchen in [99] anhand eines vereinfachten Modells zu
ergr�unden, warum die Anzahl der Faltungsmuster globul�arer Faltungen begrenzt
ist.
Orengo et al. beobachten in ihren Analysen [260, 261] zudem, da� gem�a� ihrer
Klassi�zierung von Faltungsmotiven einige Motive wesentlich h�au�ger auftreten
als andere. Dies l�a�t sie vermuten, da� es sich bei den h�au�g auftretenden Fal-
tungsmotiven um besonders stabile Faltungen handelt, die eventuell von einem
gemeinsamen Vorfahren abstammen, obwohl diese gemeinsame Herkunft auf der
Sequenzebene nicht mehr erkennbar ist [261].
Unabh�angig welcher der obigen Absch�atzungen man Vertrauen schenkt, kommen
auf eine Proteinfaltung ungef�ahr 1027 wirklich unterschiedliche M�oglichkeiten {
das hei�t mit Sequenzidentit�at geringer als 20% {, diese Faltung unter Verwen-
dung der 20 proteinogenen Aminos�auren zu realisieren.

3.3.2 Sequenzhomologie und strukturelle �Ahnlichkeit

Der Zusammenhang zwischen der �Ahnlichkeit zweier Proteinsequenzen und der
daraus resultierenden �Ahnlichkeit der zugeh�origen Strukturen wurde schon fr�uhzei-
tig erkannt, nachdem die experimentelle Strukturaufkl�arung m�oglich geworden
war [40]. Diese Erkenntnis wird heute in der �ahnlichkeitsbasierten Proteinstruk-
turvorhersage ausgenutzt.

De�nition 3.2 (�Ahnlichkeitsbasierte Proteinstrukturvorhersage)
Bei der �ahnlichkeitsbasierten Proteinstrukturvorhersage wird f�ur ein Protein,
dessen dreidimensionale Struktur nicht experimentell aufgekl�art ist, ein Struk-
turmodell auf der Basis der Struktur eines strukturaufgekl�arten Proteins erzeugt,
zu dem zum Beispiel mit Vergleichsmethoden eine Verwandtschaft nachgewiesen
werden kann.

�Ublicherweise erfolgt der Vergleich zweier oder mehrerer Proteinsequenzen in
Form eines paarweisen beziehungsweise multiplen Alignments. In einem Sequenz-
alignment werden durch Einf�ugen von Leerstellen an beliebigen Stellen in den
betrachteten Sequenzen gleiche oder �ahnliche Aminos�auren der jeweiligen Se-
quenzen einander zugeordnet.

De�nition 3.3 (Paarweises Sequenzalignment)
Seien A =< a1; : : : ; an > und B =< b1; : : : ; bm > zwei Folgen mit ai; bi 2 �,
wobei � das Alphabet der 20 proteinogenen Aminos�auren ist.

� Ein Alignment ist ein partieller injektiver Homomorphismus h : A �! B.

� Die Menge H(A;B) = fh j h partieller injektiver Homomorphismus
h : A �! Bg bezeichne die Menge aller Alignments von A und B.

� Die Menge Mh(A;B) = fai 2 A j h(i) 6= ; ^ ai = bh(i)g ist die Menge der
Identit�aten oder Matches.
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� Die Menge Nh(A;B) = fai 2 A j h(i) 6= ; ^ ai 6= bh(i)g ist die Menge der
Nicht�ubereinstimmungen oder Mismatches.

� Die Menge Dh(A;B) = fai 2 A j h(i) = ;g ist die Menge der Deletionen.

� Die Menge Ih(A;B) = fbj 2 B j h�1(j) = ;g ist die Menge der Insertionen.

� Eine konsekutive Folge von Insertionen bzw. Deletionen wird im folgenden
als Gap bezeichnet. Sei Gh(A;B) die Menge der Gaps in dem Alignment h.

� Die Sequenzidentit�at Idh(A;B) zweier Sequenzen A und B bez�uglich eines
Alignments h ist de�niert als

Idh(A;B) =
jMh(A;B)j � 100%

minfjAj; jBjg

1tpp _000: −−−−−−−−−−−−−−−IVGGYTCGANTVPYQVSL−−NSGYHFCGGSLINSQWVVSAAHCYKSGIQVR−−−−
1mctA_000: −−−−−−−−−−−−−−−IVGGYTCAANSIPYQVSL−−NSGSHFCGGSLINSQWVVSAAHCYKSRIQVR−−−−
1trnA_000: −−−−−−−−−−−−−−−IVGGYNCEENSVPYQVSL−−NSGYHFCGGSLINEQWVVSAGHCYKSRIQVR−−−−
1bit _000: FVLLIGAAFATEDDKIVGGYECKAYSQAHQVSL−−NSGYHFCGGSLVNENWVVSAAHCYKSRVEVR−−−−
1cgiE_000: CGVPAIQPVLSGLSRIVNGEEAVPGSWPWQVSLQDKTGFHFCGGSLINENWVVTAAHCGVTTSDVV−−−−
2gmt _000: CGVPAIQPVLSGLUUIVNGEEAVPGSWPWQVSLQDKTGFHFCGGSLINENWVVTAAHCGVTTSDVV−−−−
1hneE_000: −−−−−−−−−−−−−−−IVGGRRARPHAWPFMVSLQLRGG−HFCGATLIAPNFVMSAAHC−VANVNVRAVRV
1sgt _000: −−−−−−−−−−−−−−−VVGGTRAAQGEFPFMVRLSMG−−−−−CGGALYAQDIVLTAAHCVSGSGNNTSITA
score_000:                |V|G | |||  |||V L        CG||L ||| V||A|HC  || |  || |

1tpp _070: L−GEDNINVVEGNEQFISASKSIVHPSYNSNTLNNDIMLIKLKSAASLNSRVASISLPTSCA−−SAGTQC
1mctA_070: L−GEHNIDVLEGNEQFINAAKIITHPNFNGNTLDNDIMLIKLSSPATLNSRVATVSLPRSCA−−AAGTEC
1trnA_070: L−GEHNIEVLEGNEQFINAAKIIRHPQYDRKTLNNDIMLIKLSSRAVINARVSTISLPTAPP−−ATGTKC
1bit _070: L−GEHNIKVTEGSEQFISSSRVIRHPNYSSYNIDNDIMLIKLSKPATLNTYVQPVALPTSCA−−PAGTMC
1cgiE_070: VAGEFDQGSSSEKIQKLKIAKVFKNSKYNSLTINNDITLLKLSTAASFSQTVSAVCLPSASDDFAAGTTC
2gmt _070: VAGEFDQGSSSEKIQKLKIAKVFKNSKYNSLTINNDITLLKLSTAASFSQTVSAVCLPSASDDFAAGTTC
1hneE_070: VLGAHNLSRREPTRQVFAVQRIFEDG−YDPVNLLNDIVILQLNGSATINANVQVAQLPAQGRRLGNGVQC
1sgt _070: TGGVVDLQ−−SGAAVKVRSTKVLQAPGYNGTG−−KDWALIKLAQP−−−−−−INQPTLKIATTTAYNQGTF
score_070:   G  |||  |||   |||||||| | ||| |  |D  |||L| |      ||   L  | |   |  |   

1tpp _140: LISGWGNTKSSGTSYPDVLKCLKAPILSDSSCKSAYPGQ−ITSNMFCAGYLE−GGKDSCQGDSGGPVVCS
1mctA_140: LISGWGNTKSSGSSYPSLLQCLKAPVLSNSSCKSSYPGQ−ITGNMICVGFLQ−GGKDSCQGDSGGPVVCN
1trnA_140: LISGWGNTASSGADYPDELQCLDAPVLSQAKCEASYPGK−ITSNMFCVGFLE−GGKDSCQGDSGGPVVCN
1bit _140: TVSGWGNTMSSTAD−SNKLQCLNIPILSYSDCNNSYPGM−ITNAMFCAGYLE−GGKDSCQGDSGGPVVCN
1cgiE_140: VTTGWGLTRYTNANTPDRLQQASLPLLSNTNCKKYWGTK−IKDAMICAG−−A−SGVSSCMGDSGGPLVCK
2gmt _140: VTTGWGLTRYUUANTPDRLQQASLPLLSNTNCKKYWGTK−IKDAMICAG−−A−SGVSSCMGDSGGPLVCK
1hneE_140: LAMGWGL−LGRNRGIASVLQELNVTVVT−SLCRR−−−−−−−−−SNVCTLVRG−RQAGVCFGDSGSPLVCN
1sgt _140: TVAGWGANREGGSQQRYLLK−ANVPFVSDAACRSAYGNELVANEEICAGYPDTGGVDTCQGDSGGPMFRK
score_140:  ||GWG || ||||    L|  |||||||| C|| |||| |||| |C||| | || ||C|GDSG|P|  |

1tpp _210: GK−−−−−LQGIVSWG−SGCAQKNKPGVYTKVCNYVSWIKQTIASN−  Trypsin        (Rind)
1mctA_210: GQ−−−−−LQGIVSWG−YGCAQKNKPGVYTKVCNYVNWIQQTIAAN−  Trypsin     (Schwein)
1trnA_210: GQ−−−−−LQGVVSWG−DGCAQKNKPGVYTKVYNYVKWIKNTIAANS  Trypsin      (Mensch)
1bit _210: GE−−−−−LQGVVSWG−YGCAEPGNPGVYAKVCIFNDWLTSTMAS−Y  Trypsin       (Fisch)
1cgiE_210: KNG−AWTLVGIVSWG−SSTCSTSTPGVYARVTALVNWVQQTLAAN−  Chymotrypsin (Mensch)
2gmt _210: KNG−AWTLVGIVSWG−SSTCSTSTPGVYARVTALVNWVQQTLAAN−  Chymotrypsin   (Rind)
1hneE_210: G−−−−−LIHGIASFVRGGCASGLYPDAFAPVAQFVNWIDSIIQ−−−  Elastase     (Mensch)
1sgt _210: DNADEWIQVGIVSWG−YGCARPGYPGVYTEVSTFASAIASA−ARTL  Trypsin        (Pilz)
score_210: ||| |||  G||S|| ||||||| P|||| V||||| | || | |   Konsensus 

Abbildung 3.2: Multiples Alignment verschiedener Serinproteasen (Hydrola-
sen) aus verschiedenen Organismen [226].

Abbildung 3.2 zeigt ein multiples Alignment verschiedener Serinproteasen (Hy-
drolasen) aus verschiedenen Organismen. Die zu einem Protein geh�origen Zeilen
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werden durch den jeweiligen PDB{Code identi�ziert. Die Proteinnamen sind im
letzten Block des multiplen Alignments angegeben.
Die Konsensuszeile hebt die konservierten Aminos�auren durch eine Wiederholung
der konservierten Aminos�aure hervor, wenn sie in allen Sequenzen konserviert ist,
oder durch einen senkrechten Strich, wenn eine Aminos�aure in der Mehrheit der
Sequenzen an dieser Position zu �nden ist. Bei den betrachteten Proteinen han-
delt es sich um Serinproteasen, die andere Proteine an klar de�nierten Positionen
enzymatisch spalten. Der Vergleich der Sequenzen in Form des Alignments zeigt,
da� die f�ur die Funktion der Serinproteasen wesentlichen Aminos�auren { ein Hi-
stidin (im Alignment an Position 56), eine Asparagins�aure (105) und ein Serin
(202) { in allen Serinproteasen konserviert sind. Diese drei Aminos�auren bilden
die f�ur die Serinprotease typische katalytische Triade und liegen in den jeweiligen
dreidimensionalen Strukturen nah beieinander, obwohl sie in der Peptidkette weit
voneinander entfernt liegen. Die Sustratspezi�t�at entsteht durch die Unterschie-
de in den Aminos�aureresten, die die Spezi�t�atstasche um die katalytische Triade
bilden und nicht konserviert sind.
Ein m�ogliches Ma� zum Vergleich zweier Strukturen stellt die Wurzel der mitt-
leren Abweichungsquadrate (root mean square deviation, RMS) [281] der in einer
optimalen Superposition der Strukturen einander zugeordneten Aminos�aurere-
ste dar. In der Regel wird die Abweichung auf Basis der Koordinaten der C�{
Koordinaten berechnet. Die Berechnung dieses Wertes beinhaltet implizit die
Suche nach der gr�o�ten gemeinsamen Punktmenge (largest common point set pro-
blem) der zwei zu vergleichenden Strukturen. Dieses Problem ist NP{vollst�andig
und bleibt auch dann NP{vollst�andig, wenn man nicht Punktmengen sondern im
dreidimensionalen Raum eingebettete Graphen betrachtet [2]. Daher wird der
RMS in der Regel bez�uglich eines vorgegebenen Alignments bestimmt, das die zu
superpositionierenden Punktepaarungen vorgibt.

De�nition 3.4 (Wurzel der mittleren Abweichungsquadrate(RMS))
Seien A =< a1; : : : ; an > und B =< b1; : : : ; bm > die Sequenzen zweier struk-
turaufgekl�arte Proteinstrukturen und sei h ein Alignment von A mit B. Seien
CX
� (i) = (xi; yi; zi) die kartesischen Koordinaten des i{ten C�(i) Atoms der Struk-

tur X. Dann ist die Wurzel der mittleren Abweichungsquadrate bez�uglich des
Alignments h RMSh(A;B) de�niert als:

RMSh(A;B) = min
t2IR3;R2IR3�IR3

vuutPi:h(i) 6=; kCA
� (i)� (t+R � CB

� (h(i)))k
2

jfijh(i) 6= ;gj
;

wobei k:k die euklidische Abstandsnorm im IR3 ist.

Im folgenden ist mit RMS immer der RMSh bez�uglich eines Alignments h ge-
meint, das aus dem jeweiligem Zusammenhang eindeutig bestimmt ist. Ist die
Zuordnung der zu superpositionierenden Koordinaten bekannt, kann die Berech-
nung der optimalen Superposition e�zient mit Eigenwertmethoden [96, 171, 172]
oder der konjugierten Gradientenmethode [224] erfolgen.
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1mctA 1trnA 1bit 1cgiE 2gmt 1hneE 1sgt

Id[%] 81 75 65 44 44 33 33
1tpp

RMS[�A] 0.5 0.6 1.6 2.0 1.8 2.7 3.2
Id[%] 78 65 45 45 35 33

1mctA
RMS[�A] 0.4 1.5 2.0 1.8 2.6 3.1
Id[%] 63 44 44 34 29

1trnA
RMS[�A] 1.6 2.0 1.9 2.6 3.1
Id[%] 40 40 34 33

1bit
RMS[�A] 2.4 1.9 2.8 3.3
Id[%] 98 32 32

1cgiE
RMS[�A] 0.9 2.6 3.1
Id[%] 32 32

2gmt
RMS[�A] 2.4 3.0
Id[%] 25

1hneE
RMS[�A] 3.1

Tabelle 3.1: Sequenzidentit�at Id versus Struktur�ahnlichkeitR: Serinpro-
teasen identi�ziert durch ihre PDB{codes werden paarweise
verglichen. Das Bezugsalignment sowohl f�ur die Berechnung
der Sequenzidentit�at Id als auch des RMS ist dem multiplen
Alignment aus Abbildung 3.2 entnommen.

Der Vergleich in Tabelle 3.1 zeigt, da� der RMS mit steigender Sequenzidentit�at
f�allt und das R�uckgrat der Strukturen (hier repr�asentiert durch die C�{Atome,
die bei der Berechnung des RMS verwendet wurden) nahezu identisch ist, wenn
die Sequenzidentit�at die 70%{Marke �ubersteigt. Aber auch wenn die Sequenzi-
dentit�at sich der 25%{Marke n�ahert (vgl. 1hneE vs. 1sgt), ist der RMS der opti-
malen Struktursuperposition klein (hier weniger als 3:1�A). Abbildung 3.3 zeigt
die aus dem multiplen Alignment aus Abbildung 3.2 resultierende Superpositi-
on der C�{Atome aller Serinproteasen auf die Struktur des Trypsins vom Rind.
In Erg�anzung zum RMS{Wert zeigt diese Abbildung, da� die strukturbestim-
menden Elemente im Kernbereich der Proteine hoch konserviert sind. Das grobe
Bauger�ust (Sca�old) ist also identisch. Unterschiede bestehen im wesentlichen
in den dem L�osungsmittel zug�anglichen Schleifenbereichen. Diese Beobachtung
deckt sich mit den Ergebnissen von Chothia und Lesk, die 1986 den Zusammen-
hang der Sequenz�ahnlichkeit und der strukturellen �Ahnlichkeit der Kernbereiche
der Proteine untersucht und quanti�ziert haben [59].

Abbildung 3.4 zeigt den Zusammenhang zwischen der Sequenzhomologie und der
strukturellen �Ahnlichkeit in einer Analyse einer repr�asentativen Menge und aller
dazu homologen bekannten Proteinstrukturen. Eine erste umfassende Analyse
dieses Zusammenhangs wurde 1991 von Sander und Schneider [310] ver�o�entlicht.
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Abbildung 3.3: Strukturelle Superposition der Serinproteasen gem�a� dem
multiplen Alignment aus Abbildung 3.2. Bezugsstruktur ist
das Trypsin vom Rind (1tpp, dicker Linienzug). Die Se-
kund�arstrukturelemente sind farbig hervorgehoben (Helices in
rot, Str�ange in gelb).

Ein Ergebnis dieser Analyse war, da� die Sekund�arstrukturelemente zu mehr als
70% identisch sind, wenn die Sequenzidentit�at zweier Proteine �uber 30% betr�agt.
Das bedeutet, da� in diesen F�allen von der �Ahnlichkeit der Sequenzen auf die
�Ahnlichkeit der Strukturen geschlossen werden kann.

Die bei dieser Untersuchung entstandene Datenbank HSSP (Database of homolo-
gy derived structure) [310] wird von den Autoren seitdem fortlaufend aktualisiert
und enth�alt zu jeder bekannten Proteinstruktur ein multiples Alignment der ho-
mologen Proteinsequenzen zu der Sequenz des jeweiligen Proteins.

Die in Abbildung 3.4 gezeigten Werte basieren auf den multiplen Alignments der
HSSP{Datenbank von 1996. Die Repr�asentativmenge [148] ist so ausgew�ahlt, da�
die Sequenzidentit�at eines jeden Proteinpaares dieser Menge kleiner als 25% ist.

Bei der Analyse wurden nur die Proteine betrachtet, deren Struktur experimentell
aufgekl�art ist. Desweiteren wurden alle Daten eliminiert, die o�ensichtlich auf
Fehlern in den verwendeten Datenbanken (zum Beispiel auch Fehler im chain
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Abbildung 3.4: Analyse des Zusammenhangs von Sequenz{ und Struktur�ahn-
lichkeit auf Basis einer repr�asentativen Menge (hobohm 96 25,
488 Proteine) und der dazugeh�origen homologen Proteine.
Die Sequenz�ahnlichkeit ist gemessen in Prozent Sequenziden-
tit�at, die Struktur�ahnlichkeit ist gegeben als RMS[�A], beides
bez�uglich der in HSSP [310] gegebenen multiplen Alignments
(1415 paarweise Alignments).

tracing) zur�uckzuf�uhren sind. Da die Analyse auf die Proteinpaare eingeschr�ankt
wurde, f�ur die mindestens 50 Positionen aliniert sind, entf�allt hier die in [310]
diskutierte L�angenabh�angigkeit des Schrankenwertes zur Erkennung homologer
Sequenzen. Im Unterschied zu Schneider und Sander dient hier der RMSh der
optimalen Superposition der Strukturpaare bez�uglich des gegebenen Alignments
h als Vergleichskriterium. Aus Abbildung 3.4 wird deutlich, da� selbst bei einer
Sequenzidentit�at von 100% RMS{Abweichungen von fast 3�A m�oglich sind. In
diesen F�allen handelt es sich in der Regel um verschiedene Strukturmodelle f�ur ein
und dasselbe Protein, die in verschiedenen Labors, mit verschiedenen Methoden,
unter verschiedenen Randbedingungen oder mit unterschiedlicher Genauigkeit
aufgekl�art worden sind.
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In Erg�anzung zu den Untersuchungen von Sander und Schneider zeigt Abbil-
dung 3.4, da� die zu erwartende RMS{Abweichung mit sinkender Sequenziden-
tit�at zunimmt. Das bedeutet jedoch keinesfalls, da� die strukturelle Abweichung
bei niedriger Sequenzidentit�at automatisch hoch ist. Im Gegenteil gibt es vie-
le Strukturpaare, deren RMS{Abweichung um die 2�A liegt, obwohl sie nur eine
Sequenzidentit�at unter 40% aufweisen. Mit abnehmender Sequenzidentit�at wird
es nur wesentlich schwieriger, diese strukturelle �Ahnlichkeit ohne Kenntnis der
Strukturen zuverl�assig vorherzusagen. F�ur den besonders schwierigen Bereich von
Sequenzidentit�aten geringer als 30% verwenden Sander und Schneider daher den
Begri� der twilight zone, da hier eine strukturelle �Ahnlichkeit zwar m�oglich ist,
aber bei einem reinen Vergleich der Sequenzen nicht mehr zuverl�assig erkannt
werden kann.

Dar�uber hinaus zeigt Abbildung 3.4, da� im Bereich �uber 30% Sequenzidentit�at
strukturelle Homologien zwar eindeutig erkannt werden k�onnen, aber Mi�align-
ments trotzdem zu relativ hohen RMS{Abweichungen f�uhren k�onnen. Ziel der in
dieser Arbeit vorgestellten Methode ist es, auf der einen Seite die zuverl�assige
Vorhersage struktureller �Ahnlichkeiten auf den Bereich unter 30% Sequenziden-
tit�at auszudehnen und zum anderen die Qualit�at der Alignments in dem Bereich
dar�uber zu verbessern.

Nicht immer jedoch impliziert eine hohe Sequenzidentit�at auch eine strukturelle
�Ahnlichkeit. In einen Experiment ist es Reagan et al. [72] gelungen, durch ziel-
gerichteten Austausch von weniger als 50% der Aminos�auren ein vorwiegend aus
�{Str�angen bestehendes nat�urliches Protein in ein k�unstliches Protein mit den
typischen Eigenschaften eines nativen Proteins umzuwandeln, das die Faltung
eines Vier{Helix{B�undels annimmt.

Kurze Sequenzfragmente (zum Beispiel einige Oktamere) k�onnen in nativen Pro-
teinstrukturen sogar bei vollst�andiger Sequenzidentit�at in verschiedenen Sekun-
d�arstrukturkonformationen auftreten [331]. Dies zeigt, da� die Konformation
eines Proteinfragmentes nicht allein durch lokale Eigenschaften festgelegt ist.
Die auf Sequenzhomologie basierende Strukturvorhersage ist daher nur dann zu-
verl�assig anwendbar, wenn sich die (Sequenz{)�Ahnlichkeit �uber gro�e Bereiche
der untersuchten Sequenzen erstreckt und nicht nur auf lokale Regionen begrenzt
ist.

Vergleichbare Beispiele �nden sich auch in der Menge der nativen Proteinstruk-
turen. So haben die Kalzium bindenden Proteine untereinander eine Sequenzi-
dentit�at von �uber 30% [272]. Da die Identit�aten zudem �uber die gesamte L�ange
der Proteine verteilt sind, w�urde man nach den empirischen Regeln der verglei-
chenden Modellierung auch auf die Ausbildung �ahnlicher Strukturen schlie�en.
Eine Betrachtung der experimentell aufgekl�arten Strukturen zeigt jedoch gravie-
rende Unterschiede zwischen den Strukturen der Calcium bindenden Proteine, die
sich durch eine RMS{Abweichung von ungef�ahr 10�A f�ur die optimale strukturelle
Superposition best�atigt [272].
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F�ur die Proteinstrukturvorhersage bedeuten diese Ausnahmen, da� neben den
benutzten Bewertungskriterien auch immer weitere biologische oder biochemische
Informationen mit einbezogen werden sollten, um Vorhersagen zu untermauern.

3.3.3 Strukturelle �Ahnlichkeit ohne signi�kante Sequenzhomologie

Nach den empirischen Regeln der �ahnlichkeitsbasierten Strukturvorhersage wird
von einer nicht signi�kanten Sequenzhomologie gesprochen, wenn der Prozentsatz
der Identit�aten f�ur zwei Sequenzen in einem optimalen Alignment die Marke von
30% beziehungsweise 25% unterschreitet und man sich damit in der sogenann-
ten twilight zone be�ndet. Wenn man zuf�allige Sequenzen vergleicht, die die f�ur
Proteine typische Aminos�aurezusammensetzung haben, so ist ohne Optimierung
durch Einf�ugen von Insertionen und Deletionen bereits eine Sequenzidentit�at von
6% zu erwarten [84]. Sequenzalignmentverfahren, die Insertionen und Deletionen
erlauben und die Sequenzidentit�at als Bestandteil der Kostenfunktion verwenden,
heben diese untere Grenze der f�ur zuf�allige Sequenzen zu erwartenden Sequenzi-
dentit�at betr�achtlich an, so da� bereits bei Alignments mit einer Sequenzidentit�at
unter 25% nicht mehr auf eine evolution�are Verwandschaft der alinierten Sequen-
zen geschlossen werden kann [84].
Da� Proteine, deren Sequenz�ahnlichkeit in diesem Bereich liegt, dennoch signi-
�kante strukturelle �Ahnlichkeiten aufweisen k�onnen, ist sp�atestens durch den
systematischen Vergleich von Proteinstrukturen mit der Hilfe von Computerme-
thoden belegt. Diese Methoden vereinfachen nicht nur den visuellen Vergleich
von Proteinstrukturen durch die optimale Superposition, sondern erlauben auch
den systematischen paarweisen Vergleich der mittlerweile recht gro�en Menge von
experimentell bestimmten Proteinstrukturen.
Methoden zum strukturbezogenen Vergleich von Proteinen sind seit geraumer
Zeit Gegenstand der Forschung. Die Verfahren reichen von dem Vergleich der
Sekund�arstrukturzusammensetzung �uber das Finden maximaler Teilstrukturen
gleicher Topologie [129, 183] bis hin zur Berechnung gemeinsamer Teilstruktu-
ren, f�ur die der RMS der optimalen Superposition einen vorgegebenen Grenzwert
nicht �uberschreitet. In der Regel werden die Proteine dabei als starre Objekte
betrachtet (rigid body superposition). Die Methoden der letzten Kategorie unter-
teilen sich wiederum in Verfahren, die an der Topologie der Proteinkette festhalten
{ wie zum Beispiel die Programme SSAP [263, 339], Dali [150] und VAST [115]
{ und Methoden wie SARF [7, 8], die auch die Aufdeckung strukturell �ahnlicher
Teilmotive erlauben, deren topologische Anordnung nicht erhalten ist [3, 257].
Gemeinsam ist allen diesen Verfahren, da� sie als Ergebnis eine Abbildung oder
im die Topologie erhaltenden Fall ein Alignment zwischen den Aminos�aureresten
der verglichenen Strukturen liefern. Ist diese Abbildung bekannt, so kann { wie
bereits im Abschnitt 3.3.2 beschrieben { die optimale Superposition der Struktu-
ren berechnet und so ein visueller Vergleich der Proteine erm�oglicht werden. Zur
Bestimmung der einander zuzuordnenden Positionen kommen die unterschied-
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lichsten Methoden zum Einsatz:

� Methoden aus dem Bereich der Bildverarbeitung, zum Beispiel geometric
hashing [3, 257],

� Alignment struktureller Eigenschaften [67, 222] beziehungsweise von 3D{-
Pro�len [333] mittels dynamischer Programmierung oder anderer einfacher
Vergleichsverfahren mit oder ohne anschlie�ender Verfeinerung,

� Vergleich intramolekularer Abst�ande [150, 208],

� genetische Algorithmen [223],

� doppelte dynamische Programmierung [263, 339] und

� durch Suche nach gleichzeitig superpositionierbaren Sekund�arstrukturele-
menten mit Clique{Algorithmen und mit anschlie�ender Erweiterung auf
Nichtsekund�arstrukturpositionen [7, 8, 115].

Diese Methoden haben zur Aufdeckung entfernter evolution�arer Verwandtschaf-
ten gef�uhrt, die auf Sequenzebene nicht nachweisbar sind, aber R�uckschl�usse auf
unerwartete funktionelle Eigenschaften erm�oglichen. Die entscheidende Weiter-
entwicklung der letzten Jahre besteht darin, da� die Methoden nicht mehr nur
den strukturellen Vergleich einzelner Proteine, sondern die systematische Ana-
lyse aller bekannten Proteinstrukturen erlauben [6, 115]. Die Ergebnisse dieser
Analysen sind f�ur die Art der in dieser Arbeit entwickelten Proteinstrukturvorher-
sagemethoden von zentraler Bedeutung. Zum einen belegen sie, da� strukturelle
�Ahnlichkeiten auch jenseits hoher Sequenzidentit�at zu entdecken sind und zu
Erkenntnissen �uber die Funktion eines Proteins beitragen k�onnen. Zum anderen
k�onnen durch den strukturellen Vergleich die strukturbestimmenden Bestandteile
durch Analyse der Gemeinsamkeiten verwandter Strukturen ermittelt werden.
Insbesondere zeigen die systematischen Strukturanalysen, da� es strukturelle
�Ahnlichkeiten zwischen Proteinen ohne signi�kante Sequenzhomologie gibt, ins-
besondere auch f�ur Proteine aus der sogenannten twilight zonemit einer Sequenzi-
dentit�atsrate geringer als 30% [6]. Wie bei einem Vergleich auf Sequenzebene gibt
es auch beim Strukturvergleich signi�kante und zuf�allige �Ahnlichkeiten. Zur Ab-
grenzung signi�kanter �Ahnlichkeiten de�nieren Alexandrov und Fischer [7] einen
�Ahnlichkeitswert, den sogenannten zscore (siehe De�nition 4.4), der die �Ahnlich-
keit zweier Proteine A und B in Bezug zur �Ahnlichkeit von Protein A zu allen
anderen Proteinen einer Repr�asentativmenge setzt, die aus 320 nicht homolo-
gen beziehungsweise niederhomologen Proteinen besteht [101]. Die �Ahnlichkeit
wird dabei �uber die Anzahl der superpositionierbaren Positionen de�niert, da die
verwendete SARF2{Methode nur Strukturalignments liefert, die mit einem RMS
kleiner als ein Grenzwert superpositionieren. Eine Struktur�ahnlichkeit wird von
ihnen als signi�kant angesehen, wenn der zscore gr�o�er als 3:0 ist, da� hei�t
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Abbildung 3.5: Abh�angigkeit der Anzahl signi�kanter (gef�ullte Balken) und
nicht signi�kanter (o�ene Balken) struktureller �Ahnlichkei-
ten von der Sequenzidentit�at in Prozent gefunden in einer
repr�asentativen Proteinmenge [7](siehe Text).

die Bewertung mindestens drei Standardabweichungen �uber dem Mittelwert der
Verteilung der �Ahnlichkeitsbewertungen zu anderen Proteinen liegt. Die aus [7]
entnommene Abbildung 3.5 zeigt den Anteil der gem�a� dieser De�nition signi-
�kanten strukturellen �Ahnlichkeiten in Abh�angigkeit von der Sequenzidentit�at.
Die o�enen Balken zeigen die Anzahl aller gefundenen strukturellen �Ahnlichkei-
ten und die geschlossenen Balken die �Ahnlichkeiten, die nach dem beschriebenen
Kriterium als signi�kant bewertet werden.
Abbildung 3.5 zeigt, da� strukturelle �Ahnlichkeiten, die mit einer Sequenziden-
tit�at gr�o�er als ungef�ahr 20% verbunden sind, in der Regel als signi�kant an-
zusehen sind. In der twilight zone sinkt die Anzahl signi�kanter struktureller
�Ahnlichkeiten mit der Sequenzidentit�at.
F�ur die Proteinstrukturvorhersage in der twilight zone bedeutet diese systemati-
sche Analyse, da� signi�kante strukturelle �Ahnlichkeiten auch weit unterhalb der
25%{Identit�atsmarke gefunden werden k�onnen und damit die Suche nach derar-
tigen �Ahnlichkeiten mit Verfahren sinnvoll ist, die eine Sequenz direkt gegen eine
Struktur alinieren. Auf der anderen Seite zeigt dieser systematische strukturelle
Vergleich auch, da� der Anteil der signi�kanten �Ahnlichkeiten von den mit bei al-
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len auf derartige Weise postulierten �Ahnlichkeiten mit der Sequenzidentit�at sinkt.
Eine Vorhersage ist damit mit umso mehr Vorsicht zu behandeln, je geringer die
Sequenzidentit�at ist.
Die helikalen Zytokine stellen hier in zweifacher Hinsicht ein gutes Beispiel f�ur
den Nutzen des strukturellen Vergleiches und der �ahnlichkeitsbasierte Protein-
strukturvorhersage in der twilight zone dar. Ihre gemeinsame Abstammung ist
nicht anhand der Sequenzen sondern nur auf Basis eines Strukturvergleichs er-
kennbar [293]. Au�erdem wurde in einer echten Vorhersage unter Anwendung von
Threading{methoden [211] f�ur ein Protein, das mit der Fettleibigkeit in Zusam-
menhang gebracht wird, eine strukturelle Verwandtschaft zu den helikalen Zyto-
kinen vorhergesagt, die mittlerweile durch Aufkl�arung der Struktur mit Hilfe der
R�ontgenkristallographie best�atigt wurde [375]. Dies zeigt, da� Proteinstruktur-
vorhersagemethoden in Abwesenheit von signi�kanter Sequenzidentit�aten auch
zum Erkenntnisgewinn bei der Behandlung von Krankheiten beitragen k�onnen.

3.3.4 Strukturelle �Ahnlichkeit und Funktion

Die Funktion eines Proteins kann nicht allein aus der Kenntnis des Faltungs-
typs vorhergesagt werden. So haben zum Beispiel viele Oxidasen, Isomerasen,
Kinasen, Aldolasen, Synthasen, Dehydrogenasen und Proteasen entweder eine
TIM{barrel{artige Faltung oder eine o�ene Faltblattstruktur [36]. Dies bedeutet,
da� auf hohem Detailgrad betrachtet verschiedene Funktionen in der Natur durch
sehr �ahnliche Faltungsmuster realisiert sind und somit eine Funktionsvorhersage
rein auf Basis des Faltungstyps nicht m�oglich ist. Die Spezi�zit�at und Funktion
eines Enzyms wird dagegen durch die Gestalt und Zusammensetzung des aktiven
Zentrums des Proteins bestimmt.
Eine Funktionsvorhersage aus der Kenntnis der Faltung ist in vielen F�allen den-
noch m�oglich, da die katalytisch aktiven Zentren aller Enzyme einer Faltungs-
klasse nahezu immer in der gleichen Strukturregion liegen. In der Regel wird
das aktive Zentrum eines Enzyms durch die Schleifenbereiche zwischen den den
Faltungstyp bestimmenden Sekund�arstrukturelementen gebildet. Bei den TIM{
barrel{artigen Strukturen sind dies die Schleifen zwischen den sich in der se-
quentiellen Reihenfolge abwechselnden Helices und Str�angen an einem Ende des
Fasses.
Ist es also neben der Vorhersage der Faltungsklasse auch m�oglich, ein korrektes
und detailliertes Strukturmodell abzuleiten, so kann durch eine genauere Analyse
des Strukturbereiches, der in dieser Faltungsklasse typischerweise das katalytisch
aktive Zentrum ausmacht, die Funktion eines Proteins vorhergesagt werden. Dies
ist eine Art der Funktionsvorhersage, wie sie bereits heute an experimentell aufge-
kl�arten Proteinstrukturen durch strukturellen Vergleich durchgef�uhrt wird. Von
besonderem Interesse ist diese Art der strukturbasierten Funktionsvorhersage in
F�allen, wo eine funktionelle Verwandtschaft oder Analogie nicht auf Sequenz-
ebene erkannt werden kann sondern erst durch den strukturellen Vergleich zu
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Tage tritt [151].

Leider impliziert die strukturelle �Ahnlichkeit zweier Proteine nicht immer auto-
matisch auch eine funktionelle �Ahnlichkeit. So sind heute auch zahlreiche Bei-
spiele bekannt, wo Proteine mit �ahnlicher Struktur total unterschiedliche Funk-
tionen haben [149]. Der Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion ist sehr
komplex, weshalb auch f�ur die Struktur{Funktions{Beziehung in Analogie zur
Sequenz{Struktur{Beziehung von einer twilight zone gesprochen wird [297].

Die beobachtete klare Trennung der f�ur die Stabilit�at der Faltung verantwortli-
chen Aminos�auren im Kernbereich des Proteins von den f�ur die spezi�sche Funk-
tion des jeweiligen Enzyms notwendigen Aminos�auren in den Schleifenbereichen
legt au�erdem die Vermutung nahe, da� die Optimierung der Funktion und die
Stabilisierung der f�ur diesen Zweck verwendeten Faltung auch in der Evolution
zwei unabh�angige und parallel verlaufende Entwicklungen darstellen [36].

F�ur die theoretische Proteinstrukturvorhersage { zumindest in der Form, wie sie
heute m�oglich ist und durchgef�uhrt wird { bedeutet diese Tatsache einen gro�en
Gl�ucksfall. W�urde jedes Enzym zur Erf�ullung seiner Funktion und zur Ausbil-
dung der zugeh�origen Spezi�zit�at einen grundlegend unterschiedlichen Faltungs-
typ ausbilden, w�are eine �ahnlichkeitsbasierte Proteinstrukturvorhersage, wie sie
auch Bestandteil dieser Arbeit ist, nicht m�oglich, da es dann keine sinnhafte
De�nition eines �Ahnlichkeitsbegri�es geben w�urde.

3.3.5 Klassi�zierung von Proteinen

Die Anzahl der strukturbekannten Proteine erscheint zwar hinsichtlich der An-
zahl der bekannten Proteinsequenzen verh�altnism�a�ig gering, jedoch ist es dem,
der an den evolution�aren Beziehungen zwischen Proteinen und den generellen Fal-
tungsprinzipien interessiert ist, nicht mehr m�oglich, jede Proteinstruktur getrennt
zu betrachten. Die obigen Betrachtungen bieten die M�oglichkeit, Proteine nach
verschiedenen Kriterien zu Gruppen zusammenzufassen und zu klassi�zieren. Die
Anwendung verschiedener Vergleichskriterien f�uhrt zu hierarchischen Klassi�zie-
rungen der bisher bekannten Strukturen.

In den vergangenen Jahren wurden in der Literatur verschiedene Klassi�zierungs-
schemata f�ur Proteinstrukturen diskutiert, von denen einige in Klassi�zierungsda-
tenbanken umgesetzt wurden [89, 243, 260, 328]. Die zwei bekanntesten Klassi�-
zierungen sind die von Orengo et al. generierte CATH{Klassi�zierung [228, 260] und
die von Murzin et al. abgeleitete SCOP{Klassi�zierung [243]. W�ahrend CATH mit
dem Ziel der weitgehend automatischen Klassi�zierung der Proteine konzipiert
wurde, werden bei SCOP automatische Vergleichsmethoden nur zur Unterst�utzung
der weitgehend manuellen Klassi�zierung eingesetzt. Dies l�a�t neben den teilweise
unterschiedlichen Mengen der bereits klassi�zierten Proteinen den Einsatz beider
Klassi�zierungsschemata zur Faltungserkennung sinnvoll erscheinen.
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3.3.5.1 CATH

Ziel der Autoren von CATH (Class Architecture Topology Homology) ist die auto-
matische Klassi�zierung von Proteinstrukturen in einem hierarchischen System
in Analogie zu der allgemein verbreiteten Klassi�zierung f�ur Enzyme durch die
sogenannten EC{Nummern [18, 31].
Im ersten Schritt werden alle Multidom�an{Proteine in ihre Dom�anen aufgeteilt.
Die automatische Bestimmung von Dom�angrenzen ist bislang nicht zufriedenstel-
len gel�ost, obwohl es einige L�osungsans�atze gibt [160, 170, 317, 334, 335], die in
vielen F�allen brauchbare L�osungen erzeugen. Daher erfolgt die Bestimmung der
Dom�angrenzen bei der CATH{Klassi�zierung durch eine Konsensusbildung �uber
die Ergebnisse dreier verschiedener Algorithmen [262]. Der n�achste Schritt be-
steht in der Zusammenfassung der Proteine zu Familien, deren Sequenzen zu
mehr als 35% identisch sind. Dazu werden Proteinsequenzen mittels der single
linkage cluster{Methode [163] so zusammengefa�t, da� zwischen je zwei Elemen-
ten einer Familie eine Kette von paarweisen Alignments mit Sequenzidentit�at
gr�o�er 35% existiert. Im n�achsten Schritt werden aus den Familien ausgew�ahlte
Repr�asentanten auf Strukturebene mit dem SSAP{Algorithmus [263, 338, 339]
verglichen und auf Basis eines besonderen Vergleichswertes zusammengefa�t, falls
dieser Vergleichswert einen bestimmten Grenzwert �uberschreitet. Strukturpaare,
die diesen Grenzwert knapp unterschreiten, werden als analoge Strukturen [260]
bezeichnet, da f�ur sie nur eine schwache strukturelle Verwandtschaft erkannt wur-
de, aber eine evolution�are Beziehung zwischen ihnen m�oglich ist. Da der SSAP{
Algorithmus beim Vergleich die sequentielle Reihenfolge der Aminos�aurereste bei-
beh�alt, verf�ugen alle Proteine einer Familie �uber die gleiche topologische Anord-
nung der Sekund�arstrukturelemente. Die Repr�asentanten der so entstandenen
Strukturfamilien und nicht automatisch eingeordnete Strukturen werden mittels
Computergraphik entsprechend ihrer Architektur und Sekund�arstrukturzusam-
mensetzung klassi�ziert.
Im Unterschied zur ersten Version [260] werden in der aktuellen Version von
CATH [228, 262] nicht mehr Proteine sondern, wie in SCOP, Dom�anen als Basisein-
heit f�ur die Klassi�zierung verwandt.
Aus dieser Vorgehensweise ergibt sich das folgende hierarchische Klassi�zierungs-
schema:

� Die Faltungsklasse C wird bestimmt durch die Sekund�arstrukturzusam-
mensetzung:

� : Der Anteil helikaler Sekund�arstrukturelemente ist gr�o�er als 60%, der
Anteil der �{Str�ange kleiner als 5%.

� : Mehr als 50% der Sekund�arstrukturelemente sind �{Str�ange und der
Anteile der Helices liegt unter 5%.

�� : Die Struktur verf�ugt sowohl �uber Helices (15 � 55%) als auch �uber
Str�ange (10� 45%).
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Dom�anen, die keine oder sehr wenige regelm�a�ige Sekund�arstrukturelemen-
te, werden gesondert betrachtet und zu einer eigenen Klasse zusammenge-
fa�t.

� DieArchitektur A beschreibt die r�aumliche Anordnung der verschiedenen
Sekund�arstrukturelemente zueinander zu sogenannten Supersekund�arstruk-
turelementen, wie zum Beispiel geb�undelte Helices, einzelne Faltbl�atter,
�ubereinanderliegende oder Fa�{�ahnliche Faltblattstrukturen.

� Die Topologie T zieht zus�atzlich zur r�aumlichen Anordnung die sequenti-
elle Reihenfolge der Sekund�arstrukturelemente in Betracht, d.h. hier wird
unterschieden, ob Str�ange parallel oder antiparallel verlaufen. Dom�anen mit
der gleichen Topologie sind superpositionierbar, da die Voraussetzung f�ur
diese Zusammenfassung eine gute SSAP{Bewertung ist. Eine ausf�uhrliche
Beschreibung dieser h�au�g in Proteinen auftretenden Faltungsmotive �ndet
sich in [40].

� Die Homologie H ist ein Kriterium, das die Proteine zusammenfa�t, de-
ren evolution�are Verwandtschaft aufgrund sehr �ahnlicher Strukturen und
funktioneller �Ahnlichkeiten postuliert werden kann. Die so entstehenden
Familien werden auch Superfamilien genannt.

� Die Sequenzfamilienzugeh�origkeit S ist das einfachste Kriterium zum
Vergleich von Proteinen. Hier werden die Proteine zu einer Familie zusam-
mengefa�t, deren evolution�are Verwandtschaft schon durch einen Vergleich
ihrer Sequenzen eindeutig belegt werden kann.

Eine klare Trennung zwischen Proteinen, in denen Helices und Str�ange vermischt
auftreten (� + �), und Proteinen, in denen sie alternierend auftreten (�=�), wie
sie in der ersten Version von CATH [260] vorgenommen wurde, ist nicht immer
m�oglich. Daher sind in der aktuellen Version von CATH [228] die Klassen (�+ �)
und (�=�) zur Klasse (��) zusammengefa�t worden. Das PDB{Release vom Sep-
tember 1996 besteht entsprechend dieser Klassi�zierung aus 5993 Proteinketten,
8078 Dom�anen, 1068 Sequenzfamilien, 645 homologen Superfamilien 505 Fal-
tungsfamilien und 28 unterschiedlichen Architekturen [262].

3.3.5.2 SCOP

Im Gegensatz zur CATH{Klassi�zierung haben Murzin et al. in SCOP (Structural
Classi�cation of Proteins) [243] wesentlich durch die visuelle Inspektion und
den visuellen Vergleich der Strukturen klassi�ziert. Automatische Werkzeuge zum
Sequenz{ beziehungsweise Strukturvergleich wurden nur eingesetzt, um eine der-
artige Analyse auf zum damaligen Zeitpunkt etwa 3200 Proteinen mit vertret-
barem Aufwand anwenden zu k�onnen. Ein weiterer Unterschied zu CATH besteht
darin, da� SCOP bereits in seiner ersten Version als Klassi�zierungseinheit die
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einzelnen Dom�anen der Proteine verwendete. Wie CATH ist SCOP hierarchisch auf-
gebaut und klassi�ziert die Dom�anen nach folgenden Kriterien:

� Die Faltungsklasse wird festgelegt durch die in der jeweiligen Dom�ane
be�ndlichen Sekund�arstrukturelemente:

� : Die bestimmenden Strukturelemente sind �{Helices.

� : Die bestimmenden Strukturelemente sind �{Str�ange.

�& � : Helices und Str�ange sind stark miteinander vermischt.

� + � : Helices und Str�ange sind klar getrennt.

Proteine mit mehreren Dom�anen, theoretische Modelle und entworfene Pro-
teine werden gesondert betrachtet.

� Eine gemeinsame Faltung liegt dann vor, wenn zwei Proteine nicht nur
in den wesentlichen Strukturelementen sondern auch in deren r�aumlicher
und topologischer Anordnung �ubereinstimmen. Dom�anen mit der gleichen
Faltung k�onnen sich jedoch in den Schleifenbereichen grundlegend unter-
scheiden oder sogar zus�atzliche Sekund�arstrukturelemente besitzen. Allge-
mein ist ein gemeinsamer evolution�arer Ursprung f�ur Proteine der gleichen
Faltung denkbar, doch auf Grundlage des jetzigen Datenbestandes nicht in
allen F�allen nachweisbar.

� In Superfamilien sind Dom�anen zusammengefa�t, deren strukturelle und
in vielen F�allen auch funktionelle Eigenschaften einen gemeinsamen evolu-
tion�aren Ursprung nahelegen. Dieser gemeinsame Ursprung ist jedoch nicht
unbedingt schon auf Sequenzebene eindeutig nachweisbar.

� Familien bestehen aus Proteinen, die entweder untereinander eine Sequenz-
identit�at gr�o�er als 30% haben oder aber so �ahnliche Strukturen und Funk-
tionen haben, da� ein gemeinsamer evolution�arer Ursprung o�ensichtlich
ist.

Gem�a� diesen Kriterien wurden die 3179 Proteindom�anen, die in der Protein-
strukturdatenbank 1994 enthalten waren, zu 498 Familien, diese zu 366 Super-
familien und dieses wiederum zu 274 Faltungen zusammengefa�t. Von den 129
im Jahr 1995 ver�o�entlichten Strukturen konnten 57 bereits vorhandenen Su-
perfamilien und weitere 29 Strukturen existierenden Faltungsklassen zugewiesen
werden. Nur 43 Proteinstrukturen konnten keiner der bekannten Faltungsklassen
zugeordnet werden [242].

3.3.6 Bedeutung f�ur die Vorhersage

Die Bedeutung der obigen Betrachtungen f�ur die M�oglichkeiten zur theoretischen
beziehungsweise computergest�utzten Proteinstrukturvorhersage l�a�t sich in fol-
genden Punkten zusammenfassen:
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� Liegt eine hinreichend hohe Sequenzidentit�at zu einem oder gar mehreren
strukturaufgekl�arten Protein vor, so ist es m�oglich, f�ur das untersuchte Pro-
tein ein zuverl�assiges Strukturmodell auf Basis der bekannten Struktur zu
generieren. Dies ist heute als Stand der Technik anzusehen, wenn auch bei
weitem nicht alle Probleme zufriedenstellend gel�ost sind, wie sich bei der
sp�ateren genaueren Betrachtung der Methoden 4.1 zeigen wird.

� Beispiele, bei denen die Verwandtschaft zweier Proteine nur auf der Struk-
turebene und nicht schon durch den Vergleich der Sequenzen erkennbar
wird, geben Anla� zu der Ho�nung, da� eine �ahnlichkeitsbasierte Struktur-
vorhersage (siehe De�nition 3.2) auch dann noch zum Erfolg f�uhren kann.

� Klassi�zierungsschemata wie CATH und SCOP, die strukturaufgekl�arte Pro-
teine entsprechend ihrer Struktur und auch Funktion klassi�zieren, stellen
insbesondere f�ur die Methoden ein unerl�a�liches Hilfsmittel dar, die auf
einer Erkennung von Faltungen basieren.

� Die Verteilung der bisher aufgekl�arten Proteinstrukturen auf die verschiede-
nen Faltungsklassen l�a�t vermuten, da� in der Natur bestimmte Faltungs-
typen bevorzugt werden [262]. Es scheint sich dabei um besonders stabile
Faltungsformen zu handeln. Daher besteht Grund zur Ho�nung, da� neue
Sequenzen mit Faltungserkennungsmethoden diesen besonders stabilen Fal-
tungstypen zugeordnet werden k�onnen.

� Das langsame Wachstum der Anzahl neuer Faltungsklassen im Verh�altnis
zur Anzahl neu aufgekl�arter Strukturen zeigt, da� zumindest auf dem Ab-
straktionsniveau der Faltungsklasse bereits eine zwar nicht repr�asentative
aber auch nicht eine auf Spezialf�alle eingeschr�ankte Sicht aller in der Natur
vorkommenden Proteinstrukturen existiert.

� In aktuellen Sch�atzungen [42] wird aufgrund der geringen Anzahl neu ent-
deckter Faltungstypen davon ausgegangen, da� mit dem Abschlu� des Hu-
man Genome Projects die meisten der in der Natur vorkommenden Fal-
tungstypen bekannt sein werden. Da die Auswahl der Proteine f�ur die Struk-
turaufkl�arung mit der Ma�gabe der Kristallisierbarkeit und nicht mit dem
Ziel der vollst�andigen �Uberdeckung des Strukturraumes erfolgt, wird es je-
doch weit mehr Zeit erfordern, bis alle Faltungstypen bekannt sind.

Daraus folgt, da� Verfahren zur Faltungserkennung f�ur die L�osung strukturspe-
zi�scher Fragstellungen in den n�achsten Jahren eine sehr gro�e Bedeutung zu-
kommen wird. Und solange nicht auch Repr�asentanten aller Superfamilien struk-
turaufgekl�art sind und damit Verfahren zur Aufdeckung entfernter Sequenzver-
wandtschaften eingesetzt werden k�onnen, stellen Faltungserkennungsmethoden
neben der aufwendigen experimentellen Strukturaufkl�arung den einzigen Weg
zur Ableitung strukturbezogener Informationen zu einer Vielzahl von Proteinen
dar.



Kapitel 4

Methoden zur Proteinstrukturvorhersage

Heute ist es mit Erfolg m�oglich, Proteinstrukturen beziehungsweise partielle Ei-
genschaften von Proteinstrukturen mit computergest�utzten Methoden vorherzu-
sagen. Dies liegt daran, da� { wie bereits erw�ahnt { verwandte Proteine auch
strukturell Gemeinsamkeiten haben und im nativen Zustand �ahnliche Faltungs-
strukturen annehmen. Diese Erkenntnis wird von den im folgenden beschriebenen
Methoden zur theoretischen Proteinstrukturvorhersage ausgenutzt. Dabei wird
von dem Begri� der Energie einer Konformation weitestgehend abstrahiert und
versucht, entweder diese �Ahnlichkeiten zu erkennen und in die Vorhersage ein-
ie�en zu lassen oder die Menge der bekannten Strukturen zur Ableitung und
Kalibrierung von empirischen Kraftfeldern zu nutzen. �Ublicherweise werden die
theoretischen Strukturvorhersagemethoden grob wie folgt eingeteilt [90]:

Vergleichende Modellierung: Die Methode der vergleichenden Modellierung
wird erfolgreich angewendet in F�allen, wo die Sequenzidentit�at zwischen
dem strukturbekannten Protein und der zu untersuchenden Sequenz gr�o�er
als 50% ist. In diesen F�allen kann sowohl die Auswahl der verwandten Struk-
tur als auch die Abbildung der Sequenz auf die Struktur mit Sequenzalign-
mentmethoden erfolgen. Mit sinkender Sequenzidentit�at steigt die H�au�g-
keit von Fehlern, die bei der Abbildung der Sequenz auf die Struktur ge-
macht werden.

Faltungserkennung: Methoden zur Faltungserkennung versuchen, Homologien
zu bekannten Strukturen aufzudecken, wenn das mit rein die Sequenz�ahn-
lichkeit bewertenden Kostenfunktionen und Methoden nicht mehr m�oglich
ist. Zur Berechnung der Abbildung der Sequenz auf die Struktur werden da-
bei sogenannte Sequenzstrukturalignment{ oder Threading{Methoden ein-
gesetzt, die im Bereich von Sequenzidentit�aten unter 50% zuverl�assigere
Alignments berechnen als reine Sequenzalignmentmethoden und in der Re-
gel auch noch unter 25% Sequenzidentit�at brauchbare Modelle liefern.

Ab initio{Methoden: Methoden, die nicht oder nur indirekt auf die Homologie
zu bereits bekannten Strukturen aufbauen, werden als Ab initio{Methoden
bezeichnet.

Inverse Faltung: Methoden zur inversen Faltung starten mit dem Modell einer
dreidimensionalen Struktur und haben den Entwurf einer Proteinsequenz
zum Ziel, die mit hoher Wahrscheinlichkeit und Stabilit�at unter nat�urlichen
Bedingungen diese vorgegebene Faltung annimmt [41, 166, 372].

43
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Der zielgerichtete Entwurf von Proteinen, wie er zum Beispiel Ziel der Metho-
den zur L�osung des inversen Faltungsproblems ist, hat gegenw�artig sowohl unter
Forschungs{ als auch unter Anwendungsgesichtspunkten nur geringe Bedeutung,
da zu wenig �uber die der Proteinfaltung zugrundeliegenden Regeln bekannt ist.
Das Design von Proteinen beschr�ankt sich gegenw�artig auf die zielgerichtete Mo-
di�kation nat�urlicher Proteine durch Punktmutationen einzelner Aminos�auren
in den aktiven Zentren [337] oder zur Stabilisierung von Faltungen [145] zum
Beispiel durch die Ausbildung zus�atzlicher Salzbr�ucken [11].
Die gr�o�te Bedeutung kommt den Verfahren zur Vorhersage struktureller Eigen-
schaften von aus der Natur bekannten Proteinsequenzen zu. Daher werden die
zur Vorhersage verwandten Verfahren im folgenden anhand der in der Literatur
vorgeschlagenen Methoden diskutiert.

4.1 Vergleichende Modellierung

Wie bereits erw�ahnt, kommt die Methode der vergleichenden Modellierung dann
zum Einsatz, wenn ein oder mehrere strukturaufgekl�arte Proteine eine signi�-
kante Sequenzhomologie zu der untersuchten Sequenz aufweisen. Das Finden der
homologen Strukturen ist in der Regel schon mit recht einfachen Methoden, wie
zum Beispiel BLAST [10] und FASTA [207, 274], m�oglich. Sei also im folgenden
vorausgesetzt, da� bereits eine oder mehrere verwandte Strukturen identi�ziert
wurden.
Die Modellierung einer Proteinstruktur auf Basis der bekannten homologen Struk-
tur { im folgenden auch Strukturvorlage genannt { erfolgt in der Regel in folgen-
den Schritten:

1. Alignment: Berechnung eines Alignments der Sequenz des untersuchten
Proteins mit der Sequenz der bekannten Struktur.

2. R�uckgratplazierung: �Ubertragung der Raumkoordinaten der R�uckgrata-
tome der Struktur auf die alinierten Reste der Sequenz gem�a� des zuvor
berechneten Alignments.

3. Schleifenmodellierung: Berechnung von Raumkoordinaten f�ur die in Pha-
se 2 nicht plazierten R�uckgratatome, die zu nicht alinierten Resten geh�oren.

4. Seitenkettenplazierung: Plazierung der Seitenkettenatome entlang des
modellierten R�uckgrates.

5. Nachoptimierung: Optimierung der berechneten Struktur mit Energie-
minimierungs{ bzw. Molekulardynamikmethoden.

Im folgenden wird die Vorgehensweise bei der vergleichenden Modellierung an-
hand zweier sogenannter TIM{barrel{strukturen, Triose Phosphate Isomerasen
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vom Gei�eltierchen (PDB: 1tpe) und vom Huhn (PDB:1tim), beispielhaft beschrie-
ben. Zur Vereinfachung der Darstellung handelt es sich bei diesen zwei Beispielen
um Proteine, deren Strukturen bereits mit experimentellen Methoden aufgekl�art
wurden. Abbildung 4.1 zeigt ein Sequenzalignment der Proteinsequenzen. Da die

Alignment 1   Profile = (PDB1tpe+PDB1timA)

PDB1tpe          _000:MSKPQPIAAANWKCNGSQQSLSELIDLFNSTSINHDVQCVVASTFVHLAMTKERLSHPKFVIA
PDB1timA         _000:−APRKFFVGGNWKMNGKRKSLGELIHTLDGAKLSADTEVVCGAPSIYLDFARQKLDAKIGVAA
score            _000:          NWK NG   SL ELI          D   V       L      L     V A
reliability      _000: 00000000013557866688775311111111111111111111111111111100000000
SECSTR ’PDB1tpe’ _000:      eeeee      hhhhhhhhhhhh        eeeee     hhhhhhh     eeee
SECSTR ’PDB1timA’_000:      eeeee      hhhhhhhhhhhhh       eeeee    hhhhhhhh    eeeee

PDB1tpe          _060:AQNAIAKSGAFTGEVSLPILKDFGVNWIVLGHSERRAYYGETNEIVADKVAAAVASGFMVIAC
PDB1timA         _060:QNCYKVPKGAFTGEISPAMIKDIGAAWVILGHSERRHVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIAC
score            _060:        GAFTGE S    KD G  W  LGHSERR   GE  E    KVA A A G  VIAC
reliability      _060:000000002468986644446888666446899988666886664444686666877668999
SECSTR ’PDB1tpe’ _060:e              ehhhhhhh         hhhhhh    hhhhhhhhhhhhh  eeeee 
SECSTR ’PDB1timA’_060:e               hhhhhhh         hhhhhhh   hhhhhhhhhhhhh    eeee

PDB1tpe          _120:IGETLQERESGRTAVVVLTQIAAIAKKLKKADWAKVVIAYEPVWAIGTGKVATPQQAQEAHAL
PDB1timA         _120:IGEKLDEREAGITEKVVFQETKAIADNVK−−DWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEK
score            _120:IGE L ERE G T  VV     AIA   K  DW KVV AYEPVWAIGTGK ATPQQAQE H  
reliability      _120:99888889888886666444445531111  13357888999999999988899889986644
SECSTR ’PDB1tpe’ _120:e   hhhhh   hhhhhhhhhhhhh    hhhhhheeeee             hhhhhhhhhh
SECSTR ’PDB1timA’_120:eee hhhhhh  hhhhhhhhhhhhhhh        eeeeeeehhh        hhhhhhhhhh

PDB1tpe          _180:IRSWVSSKIGADVRGELRILYGGSVNGKNARTLYQQRDVNGFLVGGASLKPEFVDIIKATQ
PDB1timA         _180:LRGWLKTHVSDAVAVQSRIIYGGSVTGGNCKELASQHDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKH
score            _180: R W        V    RI YGGSV G N   L  Q DV GFLVGGASLKPEFVDII A  
reliability      _180:4666444444446666676688898666866686666888899988999999999887766
SECSTR ’PDB1tpe’ _180:hhhhhhhh  hhhhhh             hhhhh                 hhhhhh
SECSTR ’PDB1timA’_180:hhhhhhhhh hhhhhh            hhhhhh                 hhhhhh

Alignment                       value   PerPos.    Prof−1    Prof−2
Alignment length           =      250                 250       247 
Alignment ids              =      122     48.80 %   48.80 %   49.39 %
Alignment aligned          =      247     98.80 %   98.80 %  100.00 %
Alignment gaps             =        2      0.80 %    0.80 %    0.81 %
Alignment indels           =        3      1.20 %    1.20 %    1.21 %

Abbildung 4.1: Paarweises Sequenzalignment zweier TIM{barrel{strukturen
(1tpe und 1timA): Die Sequenzidentit�at betr�agt fast 50%,
die Sekund�arstrukturelemente sind gut aufeinander abbildbar
(vergleiche Annotationszeilen SECSTR).

Sequenzidentit�at der zugeh�origen Sequenzen nahe 50% liegt, stellt das Paar {
nimmt man eine Struktur zum Beispiel die von 1tim Kette A als unbekannt an
{ ein typisches Beispiel f�ur die Anwendung der vergleichenden Modellierung dar.
Aus der R�uckgratplazierung resultiert ein erstes Modell, das vor allem die Lage
der Core{Bereiche durch �Ubernahme aus der Vorlagestruktur, (dem sogenannten
template), festlegt. Diese sind in dem linken Teil der Abbildung 4.2 farbig hervor-
gehoben. Der rechte Teil der Abbildung 4.2 zeigt ein erstes R�uckgratmodell, bei
dem die in der Schleifenmodellierung hinzugekommenen Schleifenbereiche farbig
markiert sind.
In der Regel ist es sinnvoll, nicht nur die Koordinaten der R�uckgratatome der
alinierten Positionen, sondern auch die Konformationen der konservierten Seiten-
ketten zu �ubernehmen (linker Teil der Abbildung 4.3). Das Strukturmodell wird
vervollst�andigt, indem die noch fehlenden Seitenketten hinzu modelliert werden
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Abbildung 4.2: Vergleichende Modellierung: Modell nach R�uckgratplazierung
(links) und Schleifenmodellierung (rechts) f�ur das Protein
1timA.

(im rechten Teil der Abbildung 4.3 farbig hervorgehoben).

Abbildung 4.3: Vergleichende Modellierung: Modell nach der �Ubernahme der
Seitenkettenkonformationen der konservierten Seitenketten
(links) und nach Modellierung der restlichen Seitenketten
(rechts) f�ur das Protein 1timA.

Da das grobe Ger�ust des zu modellierenden Proteins von dem in der Strukturda-
tenbank gefundenen homologen Protein �ubernommen wird, stellt die Berechnung
der Abbildung der Sequenz in die Struktur, die in der vergleichenden Modellie-
rung durch Sequenzalignmentmethoden erfolgt, den entscheidenden Schritt dar.
Zur Erkennung einer Homologie sind h�au�g schon lokal begrenzte Sequenz�ahnlich-
keiten hinreichend. Um jedoch mit Sequenzalignmentmethoden eine zuverl�assige,
strukturell und damit biologisch richtigen Abbildung der untersuchten Sequenz
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in die Struktur vorschlagen zu k�onnen, bedarf es zudem einer Sequenz�ahnlich-
keit, die �uber alle Teile der Sequenz verteilt ist, da sonst Fehler bei der Abbil-
dung unvermeidbar sind. Fehler in dieser Abbildung bedeuten aber immer auch,
da� falsche Koordinaten f�ur die an diesen Fehlern beteiligten Aminos�aurereste in
das Modell �ubernommen werden. Schon die Ergebnisauswertung [237] des ersten
Workshop zum Critical Assessment of Methods of Protein Structure Prediction
CASP I hat deutlich gezeigt, da� keine der bekannten Methoden zur vergleichen-
den Modellierung in der Lage ist, diese Fehler wieder auszumerzen.
Daher sind Sequenzalignmentmethoden, obwohl das algorithmische Problem weit-
gehend gel�ost ist, immer noch Gegenstand der aktuellen Forschung und werden
im Abschnitt 4.1.2 ausf�uhrlicher beschrieben, w�ahrend die anderen Aspekte der
vergleichenden Modellierung nur kurz angerissen werden sollen.
Die in dieser Dissertation entwickelte Methode der Rekursiven Dynamischen
Programmierung (RDP) hat unter anderem auch die Verbesserung der Abbil-
dungen von Sequenzen auf Strukturen zum Ziel, wo die Sequenzidentit�at unter
50% absinkt und sich bei Verwendung rein sequenzorientierter Verfahren erste
Fehler im Alignment einschleichen, die sich teilweise als grobe Fehler in den dar-
aus erzeugten Modellen auswirken (siehe dazu CASP I [237]).
Ein weiteres Ziel der RDP{Methode ist es, die Methode der �ahnlichkeitsbasierten
Proteinstrukturvorhersage auf Proteine geringer Sequenzhomologie auszudehnen
und damit strukturelle Beziehungen, wie sie durch den Strukturvergleich aufge-
deckt werden [7], vorherzusagen. F�ur diese Anwendungsf�alle kommt es besonders
darauf an, auch f�ur Beispiele geringer Sequenzhomologie oder f�ur Beispiele, wo
sich die Sequenz�ahnlichkeit auf lokale Bereiche beschr�ankt, zuverl�assige Modell-
vorschl�age beziehungsweise Sequenzstrukturalignments zu berechnen.

4.1.1 Verschiedene Ans�atze zur vergleichenden Modellierung

Die verschiedenen Ans�atze zur vergleichenden Modellierung unterscheiden sich
im wesentlichen in der Art und Weise, wie aus dem Alignment das Struktur-
modell generiert wird. In einem der ersten Ans�atze zur vergleichenden Model-
lierung [33] werden zun�achst Sequenzalignments zu den verschiedenen in der
Datenbank vorhandenen �ahnlichen Proteinen berechnet. In diesen verschiedenen
Alignments werden die jeweils �ahnlichsten Sequenzabschnitte und die dazugeh�ori-
gen Strukturfragmente bestimmt. Diese Strukturfragmente werden dann starr in
das Rahmenger�ust eingebaut, das aus den C�{Koordinaten der in den Faltungen
konservierten Bereiche gemittelt wurde, um so ein atomares Modell f�ur das un-
tersuchte Protein zu erhalten [33]. Eine umfassende Beschreibung und Analyse
dieser Vorgehensweise, insbesondere des zu dieser Kategorie geh�origen Progamm-
paketes COMPOSER [332] �ndet sich in [165].
Ein weiterer Ansatz besteht darin, die verschiedenen �uber Sequenzalignmentme-
thoden gefundenen strukturellen Vorlagen in Fragmente aufzubrechen und die so
entstehenden L�ucken mit in der Datenbank gefundenen gut passenden Fragmen-
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ten aufzuf�ullen. In dem Werkzeug LOOK [204] erfolgt die Auswahl eines Fragments
nach der Sequenzidentit�at, der konformationellen �Ahnlichkeit und der Kompati-
bilit�at mit dem bisher gebildeten Strukturmodell.
Der gegenw�artig vielversprechendste und auch von den meisten aktuellen Metho-
den benutzte Ansatz besteht darin, ein Modell auf Basis der bereits identi�zierten
strukturellen Vorlagen zu erzeugen, das den r�aumlichen und weiteren Randbedin-
gungen gen�ugt, die aus Analyse und Vergleich bekannter Proteinstrukturen abge-
leitet sind [306]. Zur L�osung kommen dabei entweder die Methoden der Distanz-
geometrie zum Einsatz (wie zum Beispiel in DRAGON [16]), oder das Problem wird
als Optimierungsproblem formuliert, das dann zum Beispiel in MODELLER [305]
mit der Methode der konjugierten Gradienten gel�ost wird.
Eine �ubersichtsartige Beschreibung und ein Vergleich der verschiedenen Ans�atze
�nden sich in [303] und [309]. Erg�anzt werden diese Verfahren, die auf die Vorher-
sage der vollst�andigen Proteinstruktur zielen, durch eine Reihe von Methoden,
die nur auf die L�osung von Teilproblemen abheben, wie zum Beispiel die Model-
lierung von Schleifenbereichen oder die Vorhersage der Seitenkettenkonformatio-
nen. Die Modellierung von Schleifenbereichen erfolgt heute in der Regel durch
Suche nach geeigneten Schleifen in der Strukturdatenbank [82, 95, 219, 258, 295,
349], durch Konformationssuche mit optional nachgeschalteter Energieminimie-
rung [376] oder durch eine Kombination dieser Methoden.
V�asquez gibt eine aktuelle �Ubersicht zur Vorhersage von Seitenkettenkonforma-
tionen in [350]. Eine Absch�atzung �uber die Genauigkeit der mit diesen Metho-
den erzeugten Seitenkettenplazierungen geben Chung und Subbiah in [62]. Diese
Analyse zeigt, da� die RMS{Abweichung der modellierten Seitenkettenkonfor-
mationen zu den experimentell bestimmten Konformationen um die 1:5�A liegt,
sofern die Sequenzidentit�at zwischen der Strukturvorlage und dem modellierten
Protein gr�o�er als 40% ist. F�allt die Sequenzidentit�at, so nimmt auch die Genau-
igkeit der Seitenkettenmodellierung rapide ab und �uberschreitet sehr schnell die
3�A{Marke. Ein Grund ist daf�ur sicher auch der gr�o�ere Fehler mit dem schon das
R�uckgratmodell auch infolge der in diesem Bereich nicht zuvernachl�assigenden
Unterschiede in den Schleifenbereichen behaftet ist, den die Autoren mit etwa
2�A f�ur den Bereich zwischen 20% und 25% Sequenzidentit�at angeben.
Insgesamt l�a�t sich sagen, da� die Verfahren zur vergleichenden Modellierung
einen Stand erreicht haben, der es erlaubt, diese Verfahren zur Untersuchung
vieler praxisrelevanter Probleme einzusetzen. Viele der Methoden sind bereits
in kommerziell vertriebene Softwareprodukte [309] integriert und werden in der
pharmazeutischen Industrie in gro�em Umfang eingesetzt. Ihre Grenzen �nden
diese Methoden dort, wo entweder eine sehr hohe Modellgenauigkeit gefordert ist
oder wo die Sequenzidentit�at zu einer bekannten Struktur sehr gering ist. So sind
zum Beispiel bereits bei einer Sequenzidentit�at von etwas mehr als 30% in der Re-
gel bereits 20% der Reste falsch aliniert [309], was bereits f�ur das R�uckgratmodell
Abweichungen von mehreren Angstr�m zur Folge hat. In einigen F�allen k�onnen
aber auch derart grobe Modelle erste Hinweise zur Erkl�arung von Wirkmecha-
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nismen geben. Dies gilt insbesondere in den F�allen, wo ein strukturell hochkon-
serviertes Motiv, wie zum Beispiel eine ATP{Bindestelle, Bestandteil der aktiven
Stelle eines Proteins ist [182], und sich somit f�ur diese interessante Region ein
wesentlich genaueres Strukturmodell als f�ur den Rest des Proteins generieren
l�a�t [59, 126, 381].

4.1.2 Sequenzalignment

Sequenzalignment ist die Methode zur Aufdeckung evolution�arer Verwandtschaf-
ten, wie sie bei der vergleichenden Modellierung ausgenutzt werden. Wenn bei der
Berechnung des optimalen Alignments Einf�ugungen von Insertionen und Deletio-
nen erlaubt sind, erh�alt man ein Optimierungsproblem, das wie folgt de�niert
werden kann:

De�nition 4.1 (Optimierungsproblem paarweises Sequenzalignment)
Seien A =< a1; : : : ; an > und B =< b1; : : : ; bm > zwei Folgen mit ai; bi 2 �, wobei
� das Alphabet der 20 proteinogenen Aminos�auren ist. Seien �; � 2 IR und sim
eine Funktion � � � �! IR. Dann ist der Wert eines Alignments Scoreh(A;B)
wie folgt de�niert:

Scoreh(A;B) =
X

ai2Mh(A;B)[Nh(A;B)

sim(ai; bh(i))

+ � jGh(A;B)j

+ � jDh(A;B) [ Ih(A;B)j

Ein optimales Alignment hopt 2 H(A;B) ist de�niert durch folgende Gleichung:

Scorehopt(A;B) = max
h2H(A;B)

Scoreh(A;B)

Die Funktion sim bewertet dabei die �Ahnlichkeit zweier zueinander alinierter
Aminos�auren beziehungsweise Aminos�aurepositionen. Diese Bewertung erfolgt in
der Regel anhand von 20� 20{�Ahnlichkeitsmatrizen (siehe dazu Abschnitt 5.1).
Jede Deletion oder Insertion wird mit dem Wert � bestraft. Die Er�o�nung eines
Gaps kostet �. Die �Ahnlichkeitsma�e und die Probleme mit der geeigneten Wahl
der Parameter der Gapkostenfunktion werden in Abschnitt 5.1 thematisiert.
Gl�ucklicherweise ist zur L�osung des obigen Optimierungsproblems nicht die Ge-
nerierung aller m�oglichen Alignments zwischen den zwei betrachteten Sequenzen
erforderlich. Da die Anzahl der m�oglichen Alignments zwischen zwei Sequenzen
exponentiell in der L�ange der Sequenzen ist, w�urde ein auf der Enummerierung
aller Alignments basierendes Optimierungsverfahren exponentielle Laufzeit ha-
ben.



50 KAPITEL 4. METHODEN ZUR PROTEINSTRUKTURVORHERSAGE

Aufgrund der Struktur des Problems kann zur L�osung des Optimierungsproblems
die Methode der dynamischen Programmierung angewandt werden. Hier wird
ausgenutzt, da� sich der Wert des optimalen Alignments rekursiv aus den Werten
der optimalen Alignments aller Pr�a�xe der betrachteten Sequenzen berechnen
l�a�t. Basierend auf dieser Optimierungsstrategie wurde 1970 von Needleman und
Wunsch ein erster Algorithmus zur Berechnung des optimalen Alignments zweier
Sequenzen vorgeschlagen [250]. Der ver�o�entlichte Algorithmus bestraft nur die
Er�o�nung von Gaps (d.h. � = 0) und hat eine Laufzeit kubisch in der L�ange der
Sequenzen. Das vorgeschlagene Optimierungsschema kann jedoch auf allgemeine
Gapkostenfunktionen �ubertragen werden, ohne da� die Laufzeit asymptotisch
zunimmt [226].
F�ur lineare Gapkosten kann die L�osung mit der Methode von Gotoh in Zeit
O(nm) erfolgen [124]. F�ur konvexe beziehungsweise konkave Gapkostenfunktio-
nen existieren implementierungsaufwendige Algorithmen, die die Laufzeit auf
O(nm log(min(n;m))) [107] beziehungsweise O(nm) [229, 362] reduzieren. Diese
Varianten sind jedoch ohne gro�e Bedeutung f�ur praktische Anwendungen.
Allgemein werden jedoch { wie schon in De�nition 4.1 angegeben { a�ne Gapko-
stenfunktionen verwendet [102]. A�ne Gapkosten erlauben die Anwendung des
quadratischen Algorithmus von Gotoh [124]. F�ur a�ne Gapkosten kann die Me-
thode der dynamischen Programmierung durch folgende Rekursion beschrieben
werden, die drei n�m{Matrizen D, R und C mit Eintr�agen f�ullt:

Di;j = MAX(Di�1;j�1 + sim(ai; bj); Ri;j; Ci;j)

Ri;j = MAX(Di;j�1 � �� �;Ri;j�1 � �)

Ci;j = MAX(Di�1;j � �� �; Ci�1;j � �)

Der Eintrag Di;j der Matrix D enth�alt also nach Abarbeitung der Positionen i
und j den Score des optimalen Alignments der Pr�a�xe Aji und Bjj der Sequenzen
A und B. Die Matrizen R und C enthalten den Score des optimalen Alignments
der Pr�a�xe Aji und Bjj unter der Bedingung, da� die letzte Position im Alignment
eine Insertion beziehungsweise Deletion war. Damit berechnen sich die Eintr�age
dieser Matrizen auf eine der folgenden Arten:

1. Fortsetzung des Pr�a�xalignments h(Aji�1; Bjj�1) durch eine Identit�at oder
Nicht�ubereinstimmung.

2. Fortsetzung des Pr�a�xalignments h(Aji; Bjj�1) durch Er�o�nung eines neuen
Gaps in der Sequenz A.

3. Fortsetzung des Pr�a�xalignments h(Aji; Bjj�1) durch Verl�angerung eines
Gaps in der Sequenz A.

4. Fortsetzung des Pr�a�xalignments h(Aji�1; Bjj) durch Er�o�nung eines neuen
Gaps in der Sequenz B.
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5. Fortsetzung des Pr�a�xalignments h(Aji�1; Bjj) durch Verl�angerung eines
Gaps in der Sequenz B.

Nach Terminierung des Algorithmus enth�alt der Matrixeintrag Dn;m den Score
des optimalen Alignments der zwei Sequenzen. Das Auslesen des beziehungsweise
der optimalen Alignments kann durch eine rekursive Prozedur erfolgen, die den
Pfad oder die Pfade durch die Matrix zur�uckverfolgt, f�ur die die Maximumsbil-
dung mit Gleichheit erf�ullt sind. Der Zeitaufwand pro ausgelesenem Alignment
entspricht der L�ange des Alignments, also O(m+ n).
Anhand des Berechnungsschemas wird deutlich, da� zur Berechnung des opti-
malen Alignments unter der Annahme a�ner Gapkosten drei Matrizen der Di-
mension n � m ben�otigt werden. Der Platzbedarf des Algorithmus w�achst also
quadratisch in der L�ange der Sequenzen. F�ur den Vergleich von Proteinsequen-
zen, deren L�ange im allgemeinen kleiner als 1000 Aminos�aurereste ist, spielt der
Platzbedarf daher nur eine untergeordnete Rolle. Ist man nur an dem Wert des
optimalen Alignments interessiert oder bereit, f�ur das Ausgraben des Alignments
ebenfalls quadratische Zeit zu investieren, kann der Speicherbedarf mit dem Trick
von Hirschberg [147] auf lineare Gr�o�e eingeschr�ankt werden [245]. Dies ist jedoch
nur in wenigen F�allen sinnvoll, zum Beispiel beim Vergleich genomischer Sequen-
zen auf Parallelrechnern, deren Knoten nur �uber wenig Hauptspeicher verf�ugen.
Nicht immer ist es sinnvoll, alle Gaps in einem Alignment uniform zu bewerten.
Zum Beispiel ist es beim Vergleich von Teilst�ucken einer Sequenz mit vollst�andi-
gen Sequenzen nicht angezeigt, die Gaps, die notwendig sind, um den L�angenaus-
gleich herzustellen, genauso zu bewerten, wie Gaps, die in sinnhaften Bereichen
des Alignments auftreten. �Uberlegungen dieser Art haben zur Entwicklung ver-
schiedener Alignmentmodi gef�uhrt:

global: Globale Alignments enthalten alle Positionen beider Sequenzen und not-
wendige Insertionen beziehungsweise Deletionen werden uniform bestraft.

free{shift: Bei free{shift{Alignments ist es in beiden Sequenzen erlaubt, am
Anfang und am Ende des Alignments Gaps einzuf�uhren, ohne da� diese
durch die Kostenfunktion bestraft werden.

substring?: Teilsequenzalignments sind asymmetrische Verallgemeinerungen des
free{shift{Alignments in dem Sinne, da� in beiden Sequenzen Anfangs{ und
Endgaps bestraft oder nicht bestraft werden k�onnen. Es gibt also 42 un-
terschiedliche Alignmentm�oglichkeiten. Werden Gaps an allen Enden (an
keinem Ende) bestraft, erh�alt man ein globales (free{shift) Alignment. Der
? steht hier f�ur eine der 14 zus�atzlichen Kombinationen.

Beim Alignment einer k�urzeren Sequenz gegen eine wesentlich l�angere kann
es zum Beispiel sinnvoll sein, Gaps am Anfang und Ende der l�angeren Se-
quenz ohne zus�atzliche Kosten zu erlauben, aber gleichzeitig zu verlangen,
da� die gesamte k�urzere Sequenz vollst�andig aliniert wird.
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local: Bei lokalen Alignments wird das beste Alignment der optimalen Align-
ments aller Teilzeichenketten der Sequenzen gesucht.

Abbildung 4.4 veranschaulicht schematisch sowohl die Unterschiede der verschie-
denen Modi als auch den Berechnungsproze� f�ur a�ne Gapkosten. Um die Bezie-
hung zwischen der Rekursionsgleichung und der Abbildung herzustellen, wurde
hier die Matrixdarstellung [314] anstelle der von anderen Autoren bevorzugten
Graphenrepr�asentation [56, 244, 247] gew�ahlt. Die Implementierung dieser un-

  globales
Alignment

  lokales
Alignment

 free−shift
Alignment

j jj

CCC
i iaffine

Gapkosten

R R R

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der verschiedenen Alignmentmodi
und ihrer Berechnung f�ur a�ne Gapkostenfunktionen.

terschiedlichen Alignmentmodi kann durch das Rekursionsschema 4.1 erfolgen,
indem die erste Spalte und Zeile der Matrizen unterschiedlich initialisiert wer-
den [226]. Allein das lokale Alignment nimmt hier eine Sonderrolle ein, da es
auf den ersten Blick die Berechnung von n�m optimalen Teilsequenzalignments
erfordert. Doch Smith und Waterman [327] haben durch eine einfache aber wirk-
same Modi�kation des obigen Rekursionsschemas folgende e�ziente L�osung vor-
geschlagen:

Dlocal
i;j = MAX( 0 ; Dlocal

i�1;j�1 + sim(ai; bj); Ri;j; Ci;j)

Ri;j = MAX(Dlocal
i;j�1 � �� �;Ri;j�1 � �)

Ci;j = MAX(Dlocal
i�1;j � �� �; Ci�1;j � �)

Dabei wird ausgenutzt, da� Alignmentbereiche, die einen negativen Score haben,
niemals zu einem optimalen lokalen Alignment geh�oren k�onnen. Der Score des
optimalen lokalen Alignments kann somit durch Bestimmung des maximalen Ein-
trags in der Matrix Dlocal erfolgen. Damit k�onnen der Score und das zugeh�orige
Alignment, dessen Ende durch die Position des maximalen Eintrags in der Matrix
bestimmt ist, in Zeit O(mn) berechnet werden.
Bisher wurde immer auf die Berechnung des optimalen Alignments abgehoben.
Jedoch sind im molekularbiologischen Kontext die �Ahnlichkeitsma�e nicht derart,
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da� durch Optimierung der daraus abgeleiteten Kostenfunktionen die aus Sicht
des Anwenders biologisch relevante L�osung berechnet wird. Durch entsprechende
Modi�zierung der Ausleseprozedur erlaubt das obige Berechnungsschema jedoch
nicht nur die Berechnung aller optimalen Alignments, sondern auch die Auswahl
von suboptimalen Alignments [226, 247, 248], d.h. von Alignments, deren Score
um � von dem Score eines optimalen Alignments abweicht. Der Verwendung von
lokalen und suboptimalen lokalen Alignments wird in sp�ateren Kapiteln eine zen-
trale Rolle zukommen. Suboptimale Alignments werden in der RDP{Methode
nicht nur verwendet, um Probleme zu reduzieren, die durch die Ungenauigkeit
biologischer Bewertungssysteme entstehen, sondern auch, um den gefundenen
Teill�osungen eine Signi�kanz beziehungsweise Zuverl�assigkeit [227, 351] zuzuord-
nen.

F�ur spezielle Anwendungen hat die dynamische Programmierungsmethode viel-
f�altige Erweiterungen erfahren, zum Beispielzum Vergleich von Sequenzen mit
regul�aren Ausdr�ucken [244], und zur Einf�uhrung von Nebenbedingungen [56].

W�ahrend der allgemeine Ansatz der dynamischen Programmierungsmethode In-
sertionen und Deletionen erlaubt, suchen andere Methoden wie BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) [10] und FASTA [207, 274] nach zwei zusammen-
h�angenden Sequenzabschnitten maximaler �Ahnlichkeit. Beide Methoden basieren
auf dem Vergleich von Sequenzfragmenten konstanter L�ange (k{Tupel), unter-
scheiden sich aber in der Art und Weise wie die �ahnlichen oder gleichen (k{Tupel)
gefunden und zu Sequenzabschnitten gr�o�erer L�ange kombiniert werden.

In BLAST werden in einer Vorabprozessierung der Datenbank alle oder nur die
signi�kanten (k{Tupel) entweder in einer Hash{Tabelle abgelegt oder in einem
endlichen deterministischen Automaten codiert, der genau jene (k{Tupel) akzep-
tiert. Im Folgeschritt wird versucht, die so gefundenen Paare in beide Richtungen
auszudehnen, bis der Wert des erweiterten Bereiches den bisher erreichten opti-
malen Wert um ein bestimmtes Ma� unterschreitet.

In FASTA werden zun�achst die Verschiebungen gleicher (k{Tupel) zwischen den
zu vergleichenden Sequenzen bestimmt, dann werden heuristisch nah beieinan-
der liegende (k{Tupel) gleichen O�sets unter Einbeziehung dazwischen liegender
Positionen zu Sequenzabschnitten zusammengefa�t. Die endg�ultige Liste der ge-
funden �Ahnlichkeiten ergibt sich nach Bewertung mit einer der PAM{Matrizen [73]
(siehe Abschnitt 5.1).

Der Einsatzschwerpunkt dieser Methoden liegt eigentlich dort, wo eine Sequenz
oder eine Menge von Sequenzen e�zient gegen einen gro�en Datenbestand zu ver-
gleichen sind. In der in dieser Arbeit entwickelten RDP{Methode k�onnen die mit
diesen Methoden gefundenen maximal �ahnlichen Sequenzfragmente aber auch als
eine M�oglichkeit zur Auswahl des Startpunktes des rekursiven Abstiegs verwendet
werden (siehe Kapitel 6).
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4.2 Faltungserkennung

Gegeben: � Bibliothek von Faltungen F � Sequenz

MASYPGHQHASAFDQAARSRGH

SNRRTALRPRRQQEATEVRPEQ

KMPTLLRVYIDGPHGMGKTTTT

QLLVALGSRDDIVYVPEPMTYW

RVLGASETIANIYTTQHRLDQG

EISAGDAAVVMTSAQITIGMPY

AVTDAVLAPHIGGEAGSSHAPP

PALTLIFDRHPIAALLCYPAAR

YLMGSMTPQ....

Gesucht: Plausible Faltung +
Sequenzstruktur
{alignment

Abbildung 4.5: Proteinfaltungserkennung: Skizze der Problemstellung.

Die Ans�atze der vergleichenden Modellierung (siehe Abschnitt 4.1) basieren auf
der Erkennung von Verwandtschaften zu bereits aufgekl�arten Proteinstrukturen
mit den Methoden des Sequenzalignments. Diese Methoden k�onnen nur dann zu-
verl�assige Ergebnisse liefern, wenn signi�kante Sequenz�ahnlichkeiten vorhanden
sind und sich diese zus�atzlich �uber gro�e Bereiche des Alignments erstrecken.
Wie jedoch Strukturvergleiche und Klassi�zierungen wie SCOP und CATH (siehe
Abschnitt 3.3.5) belegen, sind auch jenseits signi�kanter Sequenzidentit�aten �Ahn-
lichkeiten oder sogar evolution�are Beziehungen zwischen Proteinen zu entdecken.
Die Aufdeckung derartiger Beziehungen von bislang nicht strukturell aufgekl�arten
Proteinen zu bekannten Proteinstrukturen beziehungsweise Proteinfaltungen ist
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das Ziel des im folgenden beschriebenen Ansatzes der Faltungserkennung.
Abbildung 4.5 veranschaulicht die bei der Faltungserkennung zu bearbeitende
Problemstellung. Etwas formaler kann das Faltungserkennungsproblem, wie folgt
de�niert werden:

De�nition 4.2 (Faltungserkennung)

Gegeben: � eine Sequenz A =< ai > mit ai 2 � und A 2 S, wobei S
die Menge der Proteinsequenzen ist

� eine Bibliothek von Faltungen F � fProteinstruktureng

� ein Abstandsma� � : S � F �! IR, �uber das die Plausibi-
lit�at einer Faltung f�ur eine bestimmte Sequenz quanti�ziert

Gesucht: Eine Faltung F 2 F f�ur die gilt:

�(A; F ) = min
G2F

�(A;G)

In der vergleichenden Modellierung (siehe Abschnitt 4.1) wird die negative Se-
quenzidentit�at beziehungsweise Sequenzhomologie im Sinne der De�nition 4.2 als
Abstandsma� � verwendet. Schon hier wird deutlich, da� die Bewertung eines
Paares (A; F ) stark von der Abbildung zwischen Positionen der Sequenz und
Positionen der Faltung { hier berechnet durch ein Sequenzalignment (siehe Ab-
schnitt 4.1.2) { abh�angt. Im folgenden werden die Begri�e Abbildung und Align-
ment synonym gebraucht.
In dem Fall, da� die Beziehung zwischen der Sequenz und einer Faltung nicht
mehr durch den Vergleich der Sequenzen ermittelt werden kann { also im eigentli-
chen Anwendungfall der Faltungserkennungsmethoden, entscheidet die De�nition
des Abstandsma�es � sehr h�au�g �uber den Erfolg einer Methode. Naturgem�a�
unterscheiden sich die bisher in der Literatur vorgeschlagenen Verfahren neben
der Art und Weise, wie die Abbildung zwischen Sequenz und bekannter Faltung
erfolgt, haupts�achlich in der De�nition von �. Bevor diese Unterschiede im De-
tail diskutiert werden, sollen im folgenden einige allgemeine Vorgehensweisen und
De�nitionen er�ortert werden.
Die Ausgabe von Algorithmen zur L�osung des Faltungserkennungsproblems be-
steht in der Regel aus einer Rangliste R, in der f�ur eine untersuchte Sequenz
A alle Faltungen Fi einer Bibliothek oder repr�asentativen Menge F nach dem
Abstandsma� �(A; Fi) sortiert sind. Die zugrundeliegende Idee ist, da� je kleiner
der Wert �(A; Fi) ist, desto wahrscheinlicher ist es, da� das Protein A die Faltung
Fi annimmt.

De�nition 4.3 (Rangliste)
Sei A 2 S, Fi 2 F und sei � ein Abstandsma� im Sinne von De�nition 4.2. Dann
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de�niert � eine Ordnungsrelation �A auf der Menge der Faltungen F bez�uglich
einer Proteinsequenz A, mit

Fi �A Fj () �(A; Fi) � �(A; Fj):

Die Rangliste R =< F1; : : : ; Fn > ist die gem�a� dieser Ordnungsrelation �A

sortierte Liste der Fi 2 F .

Handelt es sich bei der Menge der Faltungen F um eine repr�asentative Menge,
so kann die Zuverl�assigkeit einer Sequenz{Faltung{Zuordnung (A; F ) anhand des
Abstands des zugeh�origen Abstandswertes �(A; F ) von dem Mittelwert von �
�uber alle Faltungen der Menge F bewertet werden. Der sogenannte zscore [280] ist
das in der Regel hierf�ur benutzte statistische Abstandsma� (siehe De�nition 4.4).

De�nition 4.4 (zscore)
Sei R =< F1; : : : ; Fn > eine Rangliste. Der Mittelwert �R der Verteilung der
Abstandswerte der Rangliste R ist dann de�niert als

�R =

Pn
i=1�(A; Fi)

n

und die Standardabweichung �R als

�R =

sPn
i=1(�(A; Fi)� �R)2

n� 1
:

Der zscore einer Zuordnung (A; F ) ist dann de�niert als

zscore(A; F ) =
�R� �(A; F )

�R

Der zscore gibt also den Abstand einer Zuordnung (A; F ) vom Mittelwert der Ver-
teilung der Abstandswerte in Einheiten der Standardabweichung der Verteilung
�R an.
Wie bereits erw�ahnt, unterscheiden sich die aus der Literatur bekannten L�osungs-
ans�atze unter anderem

� durch die De�nition und Modellierung der Faltung eines Proteins,

� durch die De�nition des Abstandsma�es zwischen einer Sequenz und einer
Faltung beziehungsweise deren Modellierung und

� durch das algorithmische Verfahren zur Bestimmung der Abbildung zwi-
schen Sequenz{ und Strukturpositionen.
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Naturgem�a� sind diese Kriterien nicht unabh�angig voneinander und bauen in vie-
len F�allen aufeinander auf, insbesondere haben die ersten beiden Punkte starken
Einu� auf die Anwendbarkeit verschiedener L�osungs{ beziehungsweise Optimie-
rungsmethoden. Abstrahiert man von der detaillierten Problemmodellierung, gibt
es im wesentlichen zwei verschiedene Zielfunktionsmodelle:

Eink�orperterme: In diesen Termen h�angt die Bewertung einer Alignmentposi-
tion nur von der abgebildeten Aminos�aure und lokalen Eigenschaften der
Position in der Faltung ab. Beispiele f�ur diese Art von Zielfunktionstermen
sind die Aminos�aureaustauschmatrizen (siehe Abschnitt 5.1) oder Umge-
bungspr�aferenzpro�le (siehe Abschnitt 5.2.3).

Zwei{ oder Mehrk�orperterme: Bei Zwei{ oder Mehrk�orpertermen h�angt die
Bewertung einer Alignmentposition nicht nur von der auf diese Position
abgebildeten Aminos�aure, sondern auch von anderen Alignmentpositionen
ab. Dies ist zum Beispiel der Fall f�ur aminos�auretypabh�angige Paarinterak-
tionspotentiale (siehe Abschnitt 5.2.4).

Gemeinsam ist allen L�osungsans�atzen, da� sie die Plausibilit�at einer Faltung
f�ur eine gegebene Sequenz anhand einer Abbildung der Sequenz in das jeweils
verwendete Strukturmodell, dem sogenannten Sequenzstrukturalignment bezieh-
ungsweise Threading bewerten. Der n�achste Abschnitt gibt eine De�nition des
Sequenzstrukturalignmentproblems, das durch Abbildung 4.6 illustriert wird. Die
Abschnitte 4.2.2 und 4.2.3 beschreiben zusammenfassend die in der Literatur vor-
gestellten Verfahren zur Faltungserkennung mit Ein{ beziehungsweise Mehrk�orper-
termen.

4.2.1 Sequenzstrukturalignment

Als Sequenzstrukturalignment bezeichnet man die Abbildung einer Sequenz A in
eine Struktur B. Da nicht alle Teile der Sequenz ein �Aquivalent in der Struktur
haben m�ussen und umgekehrt, wird das Sequenzstrukturalignment als injektiver,
partieller Homomorphismus de�niert, der die durch die Kettenverkn�upfung der
Proteinkette vorgegebenen Ordnungsrelationen sowohl auf Strukturseite �B und
auf Sequenzseite �A erh�alt. Abbildung 4.6 zeigt einen derartigen Homomorphis-
mus. Eine formale Problembeschreibung f�ur das Sequenzstrukturalignment wird
in De�nition 4.5 gegeben.

De�nition 4.5 (Sequenzstrukturalignment)
Sei S die Menge der Proteinsequenzen, F die Menge der Proteinfaltungen und
H die Menge der Homomorphismen von S nach F , dann ist das Sequenzstruk-
turalignment wie folgt de�niert:
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Abbildung 4.6: Sequenzstrukturalignmentproblem: gesucht ist ein partieller
Homomorphismus f der Sequenz A in die Struktur B. Position
i in Struktur B wechselwirkt mit den Positionen j1; : : : ; j5.

Gegeben: � eine Sequenz A =< ai > mit Ordnungsrelation �A und
ai 2 � und A 2 S

� eine Struktur bzw. Faltung B 2 F mit Ordnungsrelation
�B

� eine Kostenfunktion � : H� S � F �! IR zur Bewertung
der Abbildung f 2 H einer Sequenz S in die Faltung F

Gesucht: partieller injektiver Homomorphismus f : A �! B mit

�(f; A;B) = min
g2H

�(g; A;B)

Um zu verdeutlichen, da� es sich bei � in De�nition 4.5 um eine Kostenfunktion
zur Optimierung der Abbildung f handelt, wird hier das kleine � anstelle des
gro�en � verwendet (vergleiche De�nition 4.2).

4.2.2 Faltungserkennung mit Eink�orpertermen

Im weitesten Sinne handelt es sich auch bei Aminos�aureaustauschmatrizen (siehe
Abschnitt 5.1), die im Sequenzalignment (siehe Abschnitt 4.1.2) verwendet wer-
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den, um Eink�orperterme, da die Bewertung eines Austausches nur anhand der
gerade betrachteten Position erfolgt. In diesem Zusammenhang sei daran erin-
nert, da� Faltungserkennung auch mit Sequenzalignmentmethoden, insbesondere
mit eher strukturell motivierten Austauschmatrizen [164, 249] (siehe auch Ab-
schnitt 5.1) m�oglich ist.
Werden Eink�orperterme zur Faltungserkennung verwendet, so k�onnen die Se-
quenzstrukturalignments mittels sogenannter Strukturpro�lmethoden berechnet
werden, die h�au�g auch kurz als Pro�lmethoden bezeichnet werden. Pro�lme-
thoden sind aus der Sequenzanalyse bekannt, wo sie verwendet werden, um die
�Ahnlichkeit einer untersuchten Sequenz zu einer Gruppe von bereits alinierten
Sequenzen zu bewerten [127, 128]. Dazu wird ein bereits berechnetes Alignment
in eine positionsspezi�sche Kostentabelle { das Pro�l { umgerechnet, gegen die
die neue Sequenz aliniert wird.
Ein Strukturpro�l beschreibt dagegen eine Struktur durch eine Matrix der L�ange
der Struktur mit einer konstanten Anzahl von Attributen f�ur jede Strukturpositi-
on. Unter dem Begri� Pro�lmethoden werden im Sequenzstrukturalignmentkon-
text diejenigen Methoden zusammengefa�t, die eine Sequenz gegen ein solches
Strukturpro�l alinieren.
Ein Eintrag in dem Strukturpro�l kodiert dabei die Eigenschaften der zugeh�ori-
gen Strukturposition, die zur Auswertung des verwendeten Eink�orperterms (siehe
Abschnitt 5.2.3) ben�otigt werden. Die Umgebungspr�aferenz gibt an, wie gut oder
schlecht eine bestimmte Aminos�aure in eine bestimmte Strukturumgebung pa�t.
Da die Bewertung einer Alignmentposition nur von der Aminos�aure aus der Se-
quenz und einer Spalte des die Struktur beschreibenden Pro�ls abh�angt, k�onnen
zur L�osung des Alignmentproblems die aus dem Sequenzalignment bekannten
Algorithmen (siehe Abschnitt 4.1.2) eingesetzt werden. Die einzige �Anderung
besteht darin, da� der doppelt indizierte Zugri� in die Aminos�aureaustauschma-
trix (in Abschnitt 4.1.2 mit dem Funktionsnamen sim bezeichnet) in der inner-
sten Schleife der dynamischen Programmierung durch eine unwesentlich kom-
plexere Funktion ersetzt werden mu�. In dieser Funktion sind die verschiedenen
Eink�orperterme f�ur die Aminos�aure der Sequenz anhand der die Strukturposition
beschreibenden Attribute auszuwerten und gegebenenfalls unter Verwendung von
Gewichtungsfaktoren aufzuaddieren.
Da die Beschreibung einer Strukturposition eine konstante L�ange hat, wird die
Zeitkomplexit�at der Pro�lmethoden wie im Sequenzalignment durch die verwen-
dete Gapkostenfunktion bestimmt und ist daher maximal O(n3), in den typi-
scherweise verwendeten Algorithmen f�ur a�ne Gapkosten jedoch O(n2).
Die Existenz e�zienter und zudem recht einfacher Algorithmen ist sicher ein
Grund f�ur die weite Verbreitung von Pro�lmethoden in der Faltungserkennung.
Eine der ersten Pro�lmethoden wurde bereits 1991 von Bowie, L�uthy und Eisen-
berg vorgeschlagen [39]. In der Folgezeit sind in der Literatur weitere Pro�lme-
thoden vorgestellt worden [93, 209, 210, 221, 266, 267, 356, 357, 371, 374], die
sich im wesentlichen in der verwendeten Strukturbeschreibung und den verwen-
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deten Umgebungspr�aferenzen unterscheiden. Ein ausf�uhrlichere Beschreibung der
verwendeten Eink�orperterme gibt Abschnitt 5.2.3.
Die an der GMD entwickelte 123D{Methode [5] ist eine Pro�lmethode, die auf den
sogenannten Kontaktkapazit�atspotentialen (CCP, siehe Abschnitt 5.2.3.2) basiert.
Da die Laufzeit von 123D O(mn) (m L�ange der Sequenz, n L�ange des Struk-
turpro�ls) ist, k�onnen mit dieser Methode e�zient auch gr�o�ere Datenmengen,
wie zum Beispiel die gesamte Proteinstrukturdatenbank, nach m�oglichen Fal-
tungsvorlagen durchsucht werden. Daher wird diese Methode in den im Kapitel 8
beschriebenen Blindvorhersagen im ersten Schritt eingesetzt, um den Suchraum
auf eine bestimmte Faltungsklasse einzuschr�anken (siehe Abschnitt 8.6).
Die Kontaktkapazit�atspotentiale der 123D{Methode werden aber auch beim Se-
quenzstrukturalignment mit der RDP{Methode als Bestandteil der Kostenfunk-
tion (siehe Kapitel 7) verwendet, weil die Kontaktkapazit�atspotentiale ein Ma�
f�ur die Hydrophobizit�at darstellen und Hydrophobizit�at in empirischen Paarpo-
tentialen allein durch hydrophobe Wechselwirkungen und damit nur unzureichend
kodiert wird, da zum Beispiel Wechselwirkungen hydrophober Aminos�auren mit
dem L�osungsmittel nicht modelliert werden.
Da es sich bei der 123D{Methode um eine Pro�lmethode handelt, sind in 123D

auch alle in Abschnitt 4.1.2 beschriebenen Alignmentmodi m�oglich. �Uber den
Alignmentmodus lokal ist es somit m�oglich, in einer untersuchten Sequenz nach
Abschnitten zu suchen, die gut in eine Kontaktkapazit�atsumgebung einer gegebe-
nen Struktur passen. Die Suche nach biochemisch sinnvoll einander zuzuordnen-
den lokalen Bereichen in Sequenz und Struktur ist einer der elementaren Schritte
der RDP{Methode. Die 123D{Methode stellt als Orakel (siehe Abschnitt 6.2) in
RDP eine der M�oglichkeiten dar, diese Bereiche aufzu�nden.
Eine wesentliche Weiterentwicklung der Pro�lmethoden besteht in der Einbezie-
hung von Sekund�arstrukturvorhersagen (siehe Abschnitt 4.3.1), die mittlerweile
{ insbesondere wenn ein multiples Alignment der untersuchten Sequenz mit ver-
wandter Sequenzen vorliegt { ein relativ hohes Ma� an Zuverl�assigkeit erlangt
haben. W�ahrend Russell et al. [299] die Sekund�arstrukturvorhersage [288] noch
als einen zus�atzlichen Filter nutzen, integrieren Rost et al. [292] und Rice und
Eisenberg [284] die Vorhersage [288] der Sekund�arstruktur und der L�osungsmit-
telzug�anglichkeit in ihre jeweilige Pro�lmethode [209, 266]. Diese Erweiterung
erfolgt methodisch dadurch, da� nicht nur die Struktur sondern auch die Se-
quenz durch ein Pro�l beschrieben wird. Das Sequenzpro�l enth�alt neben der
Aminos�auresequenz zus�atzlich f�ur jede Position die vorhergesagte Sekund�arstruk-
tur und L�osungsmittelzug�anglichkeit, die bei der Auswertung des verwendeten
Eink�orperpotentials ber�ucksichtigt werden.

4.2.3 Faltungserkennung mit Mehrk�orpertermen

Bei der Faltungserkennung werden auch Zwei{ und Mehrk�orperterme zur Be-
wertung von Sequenzstrukturpaaren eingesetzt. Im Unterschied zu Eink�orperter-
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men bewerten Zwei{ und Mehrk�orperterme Wechselwirkungen zwischen zwei oder
mehr Aminos�aureresten, die in der Struktur

"
benachbart\ in der Sequenz aber be-

liebig weit von einander entfernt sein k�onnen (vergleiche Abbildung 4.6). Die Be-
wertung einer Wechselwirkung h�angt dabei nicht nur von ihrer Art, sondern auch
von dem Aminos�auretyp der diese Wechselwirkung ausbildenden Aminos�aurere-
ste ab. Daher werden diese Terme auch als aminos�auretypabh�angige Wechselwir-
kungspotentiale bezeichnet.

Eine Alignmentbewertung mit derartigen Potentialen setzt { wie auch bei Ein-
k�orpertermen { die Kenntnis der Abbildung der Sequenz auf die Struktur voraus.
Ist diese bekannt, so kann die Alignmentbewertung in Zeit linear in der Anzahl
der zu bewertenden Wechselwirkungen erfolgen.

Lathrop [193] hat bewiesen, da� das Sequenzstrukturalignmentproblem NP{voll-
st�andig ist, wenn aminos�auretypabh�angige Wechselwirkungspotentiale Bestand-
teil der Kostenfunktion sind und Insertionen beziehungsweise Deletionen beliebi-
ger L�ange erlaubt sind. Der NP{Vollst�andigkeitsbeweis erfolgt durch Reduktion
des NP{vollst�andigen ONE-IN-THREE-3SAT [108] auf das dem Sequenzstruktur-
alignmentproblem zugeordnete Entscheidungsproblem, ob es ein Sequenzstruk-
turalignment mit einer Bewertung kleiner als ein vorgegebener Wert gibt.

Die NP{Vollst�andigkeit bedeutet, da� die Berechnung des optimalen Sequenz-
strukturalignment nach heutiger Vermutung nur durch Algorithmen erfolgen kann,
die im schlechtesten Fall eine Laufzeit exponentiell in der L�ange der Problembe-
schreibung haben. In dieser Situation gibt es prinzipiell zwei L�osungsans�atze:

Abstraktion der Problemschreibung: Durch die Wahl der Problembeschrei-
bung wird das eigentlich zu l�osenden Problem soweit vereinfacht, da� f�ur das
resultierende Problem in vertretbarer Laufzeit (zum Beispiel mit Branch &
Bound{Verfahren [195]) eine optimale L�osung gefunden werden kann. Ein
Beispiel f�ur diese Vorgehensweise sind die fragmentbasierten Sequenzstruk-
turalignmentverfahren oder auch fragment threading genannten Verfahren,
die im Anschlu� genauer beschrieben werden.

Heuristiken: Die Problembeschreibung wird nicht vereinfacht, aber die Optima-
lit�atsbedingung f�ur die bestimmte L�osung des Sequenzstrukturalignment-
problems wird abgeschw�acht. Hier sind in den vergangenen Jahren einige
L�osungen vorgeschlagen worden, die im Anschlu� ebenfalls kurz vorgestellt
werden.

Die in dieser Arbeit vorgestellte RDP{Methode geh�ort zu den heuristischen Ver-
fahren. Die Entscheidung, auf die Garantie der optimalen L�osung zu verzichten,
wurde bewu�t getro�en, da alle in der Proteinstrukturvorhersage verwendeten
Bewertungssysteme nur eine grobe Approximation der die Faltung eines Proteins
bestimmenden Kr�afte sind. Eine biologisch sinnvolle L�osung des Sequenzstruk-
turalignmentproblems sollte daher nicht auf die absolute Optimierung einer sta-
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tischen Kostenfunktion abheben, sondern adaptiv auf die im jeweiligen Kontext
biologisch relevanten und damit signi�kanten Signale eingehen.
Im folgenden werden beide Strategien und daraus resultierender L�osungsans�atze
sowie ihre Vor{ und Nachteile diskutiert.

4.2.3.1 Fragmentbasierte Sequenzstrukturalignmentverfahren

Das fragmentbasierte Sequenzstrukturalignment wurde 1993 von Bryant und La-
wrence eingef�uhrt [48]. Fragmentbasierte Sequenzstrukturalignmentverfahren be-
schreiben eine Struktur nicht durch alle Aminos�aurereste der Struktur, sondern
reduzieren dar�uber hinaus die Proteinstruktur zu einem Modell, das aus soge-
nannten Kernfragmenten oder auch Kernfaltungsmotiven [48] besteht. Das be-
deutet, da� nicht alle durch das verwendete Zwei{ oder Mehrk�orperpotential be-
wertbaren Wechselwirkungen bei der Berechnung des Sequenzstrukturalignments
ber�ucksichtigt werden, sondern nur die zwischen Aminos�aureresten, die sich in
unterschiedlichen Kernfragmenten be�nden.
Die in diesen Methoden verwendete Faltungsbibliotheken bestehen in der Regel
aus den Kernfaltungsmotiven, die als gemeinsame Faltungsmotive in homologen
Proteinstrukturen identi�ziert wurden (siehe Abbildung 4.7) und so als Repr�asen-
tanten der bekannten Faltungsfamilien dienen. Da diese Kernfaltungsmotive nicht
nur eine, sondern mehrere homologe Strukturen repr�asentieren, werden sie auch
als common cores bezeichnet.
Beim fragmentbasierten Sequenzstrukturalignment werden die Kernfragmente in
der Regel als die Sekund�arstrukturelemente de�niert [48, 194, 195]. F�ur die Ein-
schr�ankung auf Sekund�arstrukturelemente spricht, da� sie zwischen homologen
Strukturen strukturell st�arker konserviert sind als die Schleifenbereiche, wenn
man allein auf die Anzahl der in einer Superposition einander zuzuordnenden
Positionen achtet. Alle Schleifenbereiche, die in der Regel die aktiven Stellen der
Proteine bilden, werden in diesem Modell nicht repr�asentiert.
Bei der Berechnung der Sequenzstrukturalignments werden Gaps nur am En-
de von Kernfragmenten erlaubt. Schleifenbereiche werden nur durch untere und
obere Schranken f�ur die Anzahl der Aminos�aurereste in die Modellierung des Pro-
blems einbezogen, die zwischen zwei Kernfragmente f�ur deren Verkn�upfung �ubrig
bleiben m�ussen, das hei�t nicht mit Kernfragmenten aliniert werden d�urfen.
Durch diese zwei Modellannahmen reduziert sich das Sequenzstrukturalignment-
problem, wie in Abbildung 4.7 gezeigt, darauf, die jeweils erste Position eines
Kernfragmentes auf eine Position in der Struktur abzubilden. Da keine Gaps in-
nerhalb von Kernfragmenten erlaubt sind, wird mit der Abbildung der ersten Po-
sition gleichzeitig auch die Abbildung der weiteren Positionen des Sekund�arstruk-
turelements festgelegt. In der Literatur werden im wesentlichen drei Methoden
zur L�osung des so beschriebenen Sequenzstrukturalignmentproblems vorgeschla-
gen:

� Vollst�andige Aufz�ahlung [48].
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Abbildung 4.7: Fragmentbasiertes Sequenzstrukturalignment (fragment
threading): homologe Proteinstrukturen werden in der
Faltungsbibliothek gemeinsam durch einen common core be-
schrieben. Das Sequenzstrukturalignment bildet die Anf�ange
der Faltungsmotive auf Sequenzpositionen ab.

� Monte Carlo beziehungsweise Gibbs Sampling [46].

� Branch & Bound [194, 195].

Durch die Beschr�ankung auf Kernfragmente und das Verbot von Gaps in Kern-
fragmenten reduziert sich die Anzahl der m�oglichen Alignmentalternativen so
stark [47], da� Bryant und Lawrence [48] die optimale L�osung des Sequenzstruk-
turalignmentproblems durch vollst�andige Aufz�ahlung bestimmen k�onnen. Als Be-
wertungsfunktion verwenden Bryant und Lawrence dabei das in Abschnitt 5.2.4
beschriebene Paarpotential ohne zus�atzliche Bestrafungsterme f�ur Gaps. Wenn
man Wechselgaps, die durch die Beschr�ankung des Alignments auf Kernfragmen-
te naturgem�a� entstehen, au�er acht l�a�t, sind die berechneten Sequenzstruktur-
alignments dennoch kompakt, das hei�t die Anzahl der zus�atzlichen Insertionen
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und Deletionen ist begrenzt, da gro�e Gaps durch die oberen und unteren Schran-
ken f�ur die Anzahl der Resten in Schleifenbereichen ausgeschlossen sind.
Die vollst�andige Aufz�ahlung ist jedoch nur dann m�oglich, wenn das Ziel die Be-
rechnung einiger weniger Sequenzstrukturalignments ist, und nicht { wie bei der
Faltungserkennung { eine Vielzahl von Alignments berechnet werden mu�. Da-
her schl�agt Bryant [46] eine heuristische Methode vor, die auf Monte Carlo be-
ziehungsweise Gibbs Sampling beruht. Die Laufzeit f�ur dieses Verfahren gibt er
mit ungef�ahr 16 Minuten pro Alignment auf einer Silicon Graphics mit R4400
Prozessor an [46]. Auch er sieht die Probleme, die durch die Beschr�ankung der
Problembeschreibung auf Kernfragmente entstehen [46], und versucht diesen zu
begegnen, indem er die Erweiterung der Kernfragmente zur Laufzeit der Sequenz-
strukturalignmentberechnung erlaubt. Dadurch steigt nicht nur die Verwendbar-
keit der Alignments f�ur eine anschlie�ende vergleichende Modellierung, sondern
zum Beispiel bei Globinen auch der Score und damit die Wahrscheinlichkeit der
Erkennung eines korrekten Sequenzstrukturpaares [46].
Lathrop und Smith [194, 195] stellen ein e�zientes Branch & Bound{Verfahren
zur L�osung des fragmentbasierten Sequenzstrukturalignmentproblems vor. Wenn
es in den durch die Rechnerresourcen gesetzten Grenzen terminiert, garantiert
dieses Verfahren, die optimale L�osung f�ur ein Sequenzstrukturalignmentproblem
mit Mehrk�orperpotentialen in der Kostenfunktion zu �nden. Bei einem Test der
Methode auf den paarweisen Sequenzstrukturvergleichen einer repr�asentativen
Menge von 58 Proteinen (eine Dom�ane, Monomere) mu�te die Berechnung ei-
nes Sequenzstrukturalignments auf einem DEC alpha 3000-M8000{Rechner in
4% der F�alle nach zwei Stunden abgebrochen werden. In 0:5% der F�alle �uber-
schritt der Speicherplatzbedarf die Rechnerresourcen [195].
Das Verfahren basiert wesentlich auf den speziellen Eigenschaften der fragment-
basierten Beschreibung der Proteinstruktur, wie sie von Bryant und Lawrence [48]
beschrieben wird (siehe oben):

� Die Gr�o�e des exponentiell wachsenden Suchraumes wird durch die Anzahl
der Kernfragmente bestimmt [195], und nicht durch die wesentlich gr�o�ere
Anzahl der Aminos�aurereste.

� Da alle Kernfragmente abgebildet werden m�ussen und Mindestl�angen f�ur
die verbindenden Schleifen verwendet werden, k�onnen sowohl untere als
auch obere Schranken f�ur die in zul�assigen Alignments erlaubten Anfangs-
positionen von Kernfragmenten in der Sequenz angegeben werden:

{ Bei der Alignmentberechnung kann der Suchraum auf die in diesem
Sinne zul�assigen Alternativen eingeschr�ankt werden.

{ In Faltungserkennungsexperimenten werden Sequenzstrukturpaare di-
rekt ausgeschlossen, f�ur die diese Bedingungen nicht erf�ullbar sind.
(Eine Erkennung von Teilstrukturen ist damit nicht mehr m�oglich.)
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� Da� in Kernfragmenten keine Gaps erlaubt sind, wird wie folgt ausgenutzt:

{ Ein Alignment kann Speicherplatz sparend durch einen Zahlenvektor
mit der L�ange der Anzahl der Kernfragmente (#KF ) beziehungsweise
Sekund�arstrukturelemente vollst�andig beschrieben werden.

{ Eine Menge von Alignments wird durch #KF viele Intervalle repr�asen-
tiert, die die in dieser Menge erlaubten fr�uhesten und sp�atesten An-
fangspositionen von Kernfragmenten in der Sequenz festlegen. Auf die-
sen Intervallen basiert die im Branch{Schritt durchgef�uhrte Aufteilung
der zu einem Zeitpunkt der Branch & Bound{Prozedur noch zu un-
tersuchenden, erlaubten Alignments.

{ Aussagekr�aftige untere Schranken f�ur Mengen von Alignments werden
e�zient �uber die Summe der Minima der erlaubten Kon�gurationen
je zwei im Adjazenzgraph benachbarter Kernfragmente berechnet. Die
e�ziente Berechenbarkeit und die G�ute der Schranken sind notwendi-
ge Voraussetzung f�ur das Ausschlie�en von Teilen des L�osungsraums,
ohne die zugeh�origen L�osungen explizit berechnet zu haben (Boun-
ding).

{ Die Berechnung noch sch�arferer unterer Schranken, die auch die Zul�as-
sigkeit der zur Berechnung der Schranken verwendete Alignmentkon-
�gurationen einbezieht [195], ist ohne die Einschr�ankungen des frag-
mentbasierten Modells nicht m�oglich.

Daraus wird deutlich, da� es sich bei dem von Lathrop und Smith vorgestell-
ten Verfahren [194, 195] um eine speziell auf die Begebenheiten des fragmentba-
sierten Sequenzstrukturalignments zugeschnittene L�osungsstrategie handelt, die
beim Wegfall der durch die gew�ahlte Beschreibung des Sequenzstrukturalign-
mentproblems bedingten Einschr�ankungen nicht anwendbar ist. Beim nichtfrag-
mentbasierten Sequenzstrukturalignment sind die f�ur die Anwendbarkeit der Me-
thode zu tre�enden Annahmen nicht oder nur schwer m�oglich.
Das Branch & Bound{Verfahren garantiert die Optimalit�at der gefundenen L�osung
bez�uglich des verwendeten Bewertungssystems. Dies ist aber keinesfalls gleichbe-
deutend mit der Aussage, da� die Methode das bestm�ogliche Alignment einer
Sequenz zu einer Struktur �ndet, wobei die G�ute eines Alignments { vorausge-
setzt beide Strukturen sind bekannt { zum Beispiel an der RMS{Abweichung der
Superposition gem�a� des Alignments gemessen wird.
Die Ursache f�ur diese Diskrepanz zwischen Optimalit�at und G�ute einer gefunde-
nen L�osung ist zum einem in dem dem fragmentbasierten Sequenzstrukturalign-
ment zugrundeliegenden Modell, zum anderen aber auch in der Ungenauigkeit der
verwendeten statistisch abgeleiteten Bewertungssysteme zu suchen. Diese Bewer-
tungssysteme stellen eine derart grobe Approximation dar, da� die an biologi-
schen und strukturellen Kriterien gemessene bestm�ogliche L�osung nur selten mit
der optimalen L�osung �ubereinstimmt (siehe dazu auch [131]).
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Im der Originalarbeit [195] scheitert die Branch & Bound{Methode daher bereits
bei der Reproduktion der Alignments zwischen der Sequenz und der zugeh�origen
nativen Struktur. Bei diesem einfachen Test werden nur 48% der Helices und
34% �{Str�ange ohne Verschiebungsfehler (siehe Abschnitt 8.3.1) aliniert, f�ur 18
beziehungsweise 24% ist der Absolutbetrag der Verschiebung der Sekund�arstruk-
turelemente gegen�uber der nativen Zuordnung gr�o�er als 9 Aminos�aurereste [195].
Nach Aussage von Lathrop und Smith zeigen die f�unf von ihnen getesteten Be-
wertungsfunktionen [48, 212, 232, 321, 361] nahezu identische Ergebnisse.
Bei der Anwendung der Methode auf biologisch relevante Anwendungsbeispie-
le best�atigen sich diese Probleme. Eine korrekte Zuordnung der Helices zweier
homologer Globine (H�amoglobin 1dxt Kette A und Myoglobin 1mbn) liefert die
Methode nur dann, wenn zuvor eine kurze Helix, die nur in einem der Proteine
vorhanden ist, von Hand aus dem Strukturmodell entfernt wurde. Dieses Problem
o�enbart deutlich eine der Schw�achen des zugrundeliegenden fragmentbasierten
Sequenzstrukturalignmentmodells. Diese Schw�ache resultiert daraus, da� in der
Regel gefordert wird, da� allen vor der Berechnung des Alignments de�nierten
Fragmenten ein Sequenzbereich zugeordnet wird, und so die Methode sehr sensi-
bel auf bei der Fragmentde�nition gemachte Fehler reagiert.
Das Problem der Optimierung der falschen Kostenfunktion wird noch deutlicher
bei Anwendung der Methode auf ein Paar von Proteinen, deren �Ahnlichkeit nur
strukturell und nicht mehr evolution�ar interpretierbar ist [195]. In einer ersten
Analyse [217] des CASP II{Wettbewerbs (siehe auch Abschnitt 8.5) best�atigen
sich diese Ergebnisse. Gem�a� dieser Analyse erkennen Lathrop und Smith zwar
noch in 2 von 7 F�allen die korrekte Faltung, aber in keinem der F�alle gelingt es,
mit der Methode ein Sequenzstrukturalignment zu berechnen, das die in dieser
Analyse sehr schwach de�nierten Kriterien f�ur ein korrektes Alignment erf�ullt.

4.2.3.2 Allgemeine Sequenzstrukturalignmentverfahren

In nichtfragmentbasierten Verfahren wird die Proteinstruktur nicht nur durch
Wechselwirkungen zwischen Aminos�aureresten in Sekund�arstrukturfragmenten
beschrieben, sondern durch alle gem�a� der De�nition des verwendeten Mehrk�orper-
bewertungssystems in der Struktur auftretenden Wechselwirkungen. Dabei wer-
den Schleifenbereiche nicht durch die De�nition des Problems aus der Problem-
beschreibung eliminiert, sondern gleichwertig mit Sekund�arstrukturbereichen be-
handelt. Wie bereits erw�ahnt, werden die aktiven Stellen eines Proteins in aller
Regel durch Aminos�auren in Schleifenbereichen des Proteins ausgebildet. Ab-
bildung 4.8 zeigt am Beispiel der Familie der Serinproteasen, da� alle drei die
katalytische Triade ausbildenden Aminos�auren (Serin 195, Histidin 57 und Aspa-
ragins�aure 102) in Schleifenbereichen der Struktur angeordnet sind. Ein Modell,
das zur Funktionsvorhersage verwendet wird, mu� daher in jedem Fall zumindest
die f�ur die Funktion des Proteins wichtigen Schleifenbereiche enthalten.
Zus�atzlich ist die Anordnung dieser Reste im Raum �uber alle Mitglieder der Fami-



4.2. FALTUNGSERKENNUNG 67

Abbildung 4.8: Bedeutung von Schleifenbereichen f�ur die Funktion eines Pro-
teins am Beispiel der Serinprotease: katalytische Triade (rot),
Substratbindestelle (blau) und Spezi�t�atstasche (gr�un).

lie der Serinproteasen hoch konserviert. Und das gilt, obwohl die Sequenzidentit�at
zwischen zahlreichen der Serinproteasen unter 20% liegt. �Ahnliche Beobachtungen
gelten f�ur viele der Proteinfamilien, zum Beispiel auch f�ur die Dehydrogenasen
und fast alle ATP{bindenden Proteine (siehe dazu auch Abschnitt 8.6).

Daher k�onnen Schleifenbereiche wesentlich zur Erkennung von �Ahnlichkeiten zwi-
schen einer Sequenz und einer Struktur durch Verfahren beitragen, deren Kosten-
funktionen auf der Tatsache basieren, da� die Struktur h�oher konserviert ist als
die Sequenz. Aus diesem Grund wird in nichtfragmentbasierten Sequenzstruk-
turalignmentverfahren, wie in Abbildung 4.9 angedeutet, eine Struktur sowohl
durch ihre Sekund�arstrukturbereiche als auch Schleifenbereiche beschrieben und
es werden nicht nur die wenigen Wechselwirkungen zwischen den Sekund�arstruk-
turelementen, sondern auch die Wechselwirkungen zwischen Sekund�arstruktur-
elementen und Schleifenbereichen und in Schleifenbereichen modelliert.

Ziel nichtfragmentbasierter Verfahren ist die Identi�zierung m�oglichst aller Be-
reiche, f�ur die eine Abbildung von Aminos�aureresten der Sequenz auf Positionen
der Struktur sinnvoll ist. Dazu m�ussen m�oglichst viele Aminos�aurereste sowohl
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Abbildung 4.9: Allgemeines Sequenzstrukturalignment (full threading): Das
Strukturmodell enth�alt zus�atzlich die Schleifenbereiche und
damit die Kontakte zu und zwischen Aminos�auren in diesen
Bereichen. Das Sequenzstrukturalignment bildet m�oglichst
gro�e Teile der Sequenz auf dieses Strukturmodell ab.

der Struktur als auch der Sequenz ber�ucksichtigt werden. Somit mu� aber auch
das Einf�ugen von Gaps an beliebigen Positionen und nicht nur an Enden von
Kernfragmenten erlaubt sein. Au�erdem sollten Schleifenbereiche in dem Align-
ment nicht nur als Wechselgaps modelliert werden. Damit entfallen f�ur die An-
wendbarkeit der f�ur das fragmentbasierte Sequenzstrukturalignment vorgestellten
Verfahren wesentliche Vereinfachungen des Problems:

� Eine Kon�guration im L�osungsraum des Sequenzstrukturalignmentproblems
kann nicht mehr nur durch die Angabe der Abbildung des ersten Ami-
nos�aurerestes eines Kernfragmentes auf eine Sequenzposition beschrieben
werden. Diese Vereinfachungen der Problembeschreibung ist eine der we-
sentlichen Voraussetzungen f�ur die Anwendbarkeit der fragmentbasierten
Sequenzstrukturalignmentverfahren.

� Au�erdem k�onnen L�angenbedingungen f�ur Kernfragmente und Schleifenbe-
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reiche nicht mehr zum Ausschlie�en nicht zul�assiger Alignments und damit
gro�er Bereiche des L�osungsraums verwendet werden.

Eine Verwendung der beschriebenen Branch & Bound{Verfahren zur L�osung
des nichtfragmentbasierten Sequenzstrukturalignmentproblems w�urde implizie-
ren, da� jedes Fragment aus einer einzelnen Strukturposition bestehen w�urde, da
eine Zusammenfassung zu gr�o�eren zusammenh�angenden Fragmenten in diesem
Modell a priori nicht m�oglich ist. Damit entf�allt die f�ur die e�ziente Anwendbar-
keit dieser Verfahren notwendige Voraussetzung, das Problem auf die Plazierung
l�angerer zusammenh�angender Fragmente reduzieren zu k�onnen.
Beim nichtfragmentbasierten Sequenzstrukturalignment wird daher in der Regel
auf die Garantie der Optimalit�at der gefundenen L�osung zugunsten einer geringe-
ren Laufzeit verzichtet. Somit handelt es sich bei den in der Literatur vorgeschla-
genen Verfahren durchweg um heuristische Verfahren, die den Sequenzalignment{
beziehungsweise Strukturalignmentverfahren entlehnt sind. Folgende Verfahren
werden vorgeschlagen:

� Abbildung der Sequenz auf die Struktur ohne Gaps [212, 325],

� Iterative Berechnung mit der Methode der dynamischen Programmierung
unter Verwendung der sogenannten eingefrorenen Approximation [100, 118,
321, 365],

� Doppelte dynamische Programmierung [168, 167] und

� Rekursive dynamische Programmierung [340].

Die Abbildung der Sequenz auf die Struktur ohne Gaps ist f�ur das Finden entfernt
verwandter Strukturen sicher unzureichend, da nicht zu erwarten ist, da� die An-
zahl der Aminos�aurereste in allen Sekund�arstruktur{ und vor allem Schleifenbe-
reichen zwischen entfernt homologen Proteinen erhalten bleibt. Die Methode der
rekursiven dynamischen Programmierung (RDP) wird in dieser Arbeit vorgestellt.
Daher sollen im folgenden nur die beiden anderen Ans�atze kurz charakterisiert
werden:
Die Kernidee der von Godzik et al. [118] mit dem Namen der eingefrorenen Ap-
proximation bezeichneten Vorgehensweise ist es, beim Alignment Kontakte nicht
anhand der Kontaktpartner in dem aus dem Alignment resultierenden Modell,
sondern anhand der in der Struktur gefundenen Kontaktpartner zu bewerten,
also bei der Bewertung eines Kontaktes den jeweils zweiten oder dritten Kon-
taktpartner einzufrieren. Der Vorteil dieser Vorgehensweise ist, da� die Kontakte
und ihre Bewertung durch Mehrk�orperpotentiale, wie von den Eink�orperpoten-
tialen bereits bekannt, in einem Pro�l kodiert werden k�onnen. Damit kann die
Berechnung des Alignments als das Alignment einer Sequenz gegen ein Pro�l
e�zient mit den verschiedenen Algorithmen erfolgen, die auf der Methode der
dynamischen Programmierung basieren. Der nicht zu vernachl�assigende Nachteil
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besteht darin, da� nicht der Mehrk�orperpotentialscore des aus dem Alignment
resultierenden Modells optimiert wird. Vielmehr werden bei der Berechnung des
Alignments Aminos�auren als Kontaktpartner verwendet, die bei typischen An-
wendungsbeispielen, wo die Sequenzidentit�at unter 25% liegt, im resultierenden
Modell nur selten erhalten sind.

Zur Behebung dieses Nachteils wird vorgeschlagen [118, 365], die Berechnung des
Alignments mit einem angepa�ten Strukturmodell zu wiederholen. Dazu wird die
Sequenz gem�a� des mit der eingefrorenen Approximation berechneten Alignments
in die Struktur eingebettet und mit den so erhaltenen neuen Kontaktpartnern
ein neues Pro�l erzeugt, gegen das dann die untersuchte Sequenz erneut aliniert
wird. Dieser Proze� wird solange iteriert, bis sich zum Beispiel der Score des
Sequenzstrukturalignments nur noch unwesentlich �andert [365] beziehungsweise
der Proze� konvergiert.

Die doppelte dynamische Programmierung ist, wie der Name bereits andeutet, ein
zweistu�ges Verfahren. Auf beiden Stufen wird dabei das Verfahren der dynami-
schen Programmierung verwendet [168]. Dieses Verfahren wurde vom Struktur-
alignment [264, 339] adaptiert und in dem Programm Threader [168] implemen-
tiert. Bevor in der dynamischen Programmierung der obersten Stufe analog zum
Sequenzalignment entschieden wird, ob Sequenzposition i auf Strukturposition j
abgebildet wird, wird in der darunterliegenden Stufe ebenfalls mittels dynami-
scher Programmierung die optimale Belegung der Kontaktpartner von j durch
die verbleibenden Aminos�aurereste der Sequenz unter der Annahme bestimmt,
da� Sequenzposition i auf Strukturposition j abgebildet wird. Damit wird bei der
Entscheidung, i und j zu alinieren, immer von der zu diesem Zeitpunkt optimal
m�oglichen Aminos�aurebelegung der Kontaktpartner im sp�ateren Modell ausge-
gangen. Dies ist eine Annahme, die durch das endg�ultige Alignment nicht erf�ullt
werden kann. Daher handelt es sich auch bei diesem Verfahren um eine Heuristik
zur L�osung des Sequenzstrukturalignmentproblems. Die Laufzeit des Verfahrens
betr�agt bedingt durch die zweistu�ge dynamische Programmierung mindestens
O(n4), wobei n das Maximum der L�angen der Sequenz und der Struktur ist.

Ein Vorteil aller Verfahren, die auf der dynamischen Programmierung basie-
ren, ist es, da� Kostenfunktionsbestandteile, die in den Pro�lmethoden verwen-
det werden, auch direkt bei der Optimierung von Sequenzstrukturalignments
bez�uglich von um Mehrk�orperpotentialanteile erweiterten Kostenfunktionen ein-
ie�en k�onnen. So werden zum Beispiel in Threader2 [167] neben Paarpotentialen
auch Austauschmatrizen und Sekund�arstrukturpr�aferenzen verwendet.

Ein wesentlicher Nachteil, der durch die RDP{Methode weitgehend behoben wird,
besteht darin, da� bei der Alignmentberechnung mit Methoden der dynamischen
Programmierung immer auch die Gapkosten eine entscheidende Rolle spielen. Die
Festlegung der geeigneten Gapparameter ist dabei schwieriger als beim Sequenz-
alignment und damit ein bislang nicht zufriedenstellend gel�ostes Problem.
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4.3 Ab initio{Methoden

Wie bereits erw�ahnt, ist es Ziel der ab initio{Methoden, Proteinstrukturen oder {
eigenschaften ohne die Kenntnis von Homologien zu bereits strukturaufgekl�arten
Proteinen vorherzusagen. Die ab initio{Methoden k�onnen wiederum in Abh�angig-
keit der vorherzusagenden Eigenschaften und der dazu eingesetzten Methoden in
folgende Kategorien unterteilt werden:

Sekund�arstrukturvorhersagemethoden versuchen die Elemente der Protein-
sequenz den verschiedenen Sekund�arstrukturelementen (�{Helix, �{Strang,
Schleifenbereiche) zuzuordnen. Die Vorhersagen dieser Methoden beinhal-
ten h�au�g auch Aussagen �uber die prognostizierte L�osungsmittelzug�ang-
lichkeit von Aminos�aureresten.

Energieminimierungs{ und Molekulardynamikmethoden versuchen die
Proteinfaltung oder zumindest Teilaspekte davon auf der Basis empirischer
Kraftfelder zu simulieren.

Kontaktvorhersagemethoden versuchen Kontakte in der Struktur aus der
Sequenz vorherzusagen. Asz�odi et al. [15] versuchen Kontakte aus Mu-
stern konservierter hydrophober Aminos�aurereste vorherzusagen, die auf
der Grundlage multipler Sequenzalignments bestimmt werden. Diese Art
evolution�arer Information wird auch genutzt, um Kontakte aus korrelier-
te Mutationen vorherzusagen [344, 116, 251, 259, 315]. Hubbard nutzt sie,
um Kontakte zwischen �-Str�angen vorherzusagen [156]. �Uber die Korrela-
tion zwischen Sequenzmustern und strukturellen Motiven versucht Selbig
nicht nur die Existenz von Kontakten, sondern auch deren Nichtexistenz
vorherzusagen [312, 313].

Naturgem�a� liegt der Einsatzschwerpunkt der in diesem Bereich entwickelten
Methoden dort, wo die anderen Methoden zur Proteinstrukturvorhersage versa-
gen, zum Beispiel, wenn die Datenbanken keine homologen Strukturen enthal-
ten oder diese Homologien nicht mit den zur Verf�ugung stehenden Methoden
bzw. Vergleichskriterien erkannt werden k�onnen. Aber sie bilden auch eine ideale
Erg�anzung zu den anderen im Bereich der Proteinstrukturvorhersage eingesetzten
Methoden. So werden zum Beispiel Energieminimierungs{ und Molekulardyna-
mikmethoden bei der Nachoptimierung von mit den Methoden der vergleichenden
Modellierung erzeugten Modellstrukturen verwendet [305], die Ergebnisse von Se-
kund�arstrukturvorhersagen k�onnen sowohl zur Kontrolle der von Faltungserken-
nungsexperimenten als auch zu ihrer Steuerung eingesetzt werden.
Die Kontaktvorhersage be�ndet sich noch im Anfangsstadium. Daher wird im
folgenden nicht n�aher daraufeingegangen. Aber falls ein Vorhersage von Kon-
takten oder auch von Nichtkontakten zuverl�assig m�oglich ist, resultieren daraus
Abstandsbedingungen, die von der in dieser Arbeit entwickelten RDP{Methode
als zus�atzliche Randbedingungen verwendet werden k�onnen.
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4.3.1 Sekund�arstrukturvorhersage

Bei der Sekund�arstrukturvorhersage wird in der Regel ein Dreizustandsmodell
(Helix, Strand,Coil) zugrundegelegt, und zur Bewertung der Korrektheit einer
Vorhersage wird daher das sogenannte Q3{Ma� verwendet. Das Dreizustandsmo-
dell hat unter anderem zur Folge, da� verschiedene Arten von Helices wie zum
Beispiel 310{Helix und �{Helix, wie sie bei der Beschreibung aufgekl�arter Struktu-
ren unterschieden werden [173], unter dem Sammelbegri� Helix zusammengefa�t
werden.
Im folgenden werden einige Sekund�arstrukturvorhersagemethoden etwas genau-
er betrachtet. Dabei wird eine Klassi�zierung der verschiedenen Ans�atze nach
der zugrundeliegenden Methodik versucht. Sofern nicht anders angegeben wird
die Korrektheit der Vorhersage immer bez�uglich der aus der Struktur abgeleite-
ten DSSP{Sekund�arstrukturzuordnung [173] als Referenz angegeben. Die DSSP{
Sekund�arstrukturzuordnung ist zwar nicht in allen F�allen unumstritten [65], hat
sich jedoch gegen�uber anderen Verfahren [104, 206, 285, 326] durchgesetzt.

Statistische Ans�atze: In diese Kategorie f�allt einer der ersten vorgestellten
Ans�atze zur Sekund�arstrukturvorhersage, der 1974 von Chou und Fasman
erstmals vorgeschlagen wurde [60, 61, 94]. Statistische Ans�atze basieren auf
der statistischen Ableitung von Pr�aferenzen einzelner Aminos�auretypen f�ur
bestimmte Sekund�arstrukturelemente (in der Regel Helix, Strang, Schleife).
Diese Pr�aferenzen werden �uber die Sequenz aufgetragen und die eigentliche
Zuordnung der Sekund�arstrukturelemente erfolgt in der Originalarbeit von
Chou und Fasman �uber eine Menge empirischer Regeln, die unter anderem
die Sekund�arstrukturpr�aferenzen der benachbarten Reste mit in Betracht
ziehen. Als Schleifenbereich werden entweder die Bereiche de�niert, die kei-
ner Sekund�arstruktur zugeordnet werden konnten, oder sie werden �uber
einen eigenen Pr�aferenzwert festgelegt [159, 336].

Fenstertechniken: Um die Abh�angigkeit der Sekund�arstrukturzuordnung des
aktuell betrachteten Aminos�aurerestes von seinen sequentiellen Nachbarn
bei der Vorhersage einzubeziehen, werden bei den Fenstertechniken Se-
quenzfragmente fester L�ange betrachtet, deren Zentrum der aktuelle Rest
ist. Garnier und Robson [109, 110] bestimmen den Informationsbeitrag,
den die Reste eines Fensters dazu beitragen, da� der zentrale Rest des
Fensters in einer bestimmten Sekund�arstrukturkonformation auftritt. Die-
se Informationsbeitr�age werden aufsummiert und die Sekund�arstruktur f�ur
den betrachteten Rest wird durch die zugeh�orige Majorit�at bestimmt. Die
Korrektheit der verschiedenen Modi�kation der sogenannten GOR{Methode
wird von den Autoren mit 54� 63% angegeben [94].

Andere Ans�atze verwenden die Vertr�aglichkeit von Sequenzfragmenten mit
aus der Datenbank entnommenen gleich langen Fragmenten von Umge-
bungspro�len [301], wie sie zum Beispiel in einigen Faltungserkennungs-
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verfahren [39] verwendet werden, oder mit f�ur die verschiedenen Sekund�ar-
strukturklassen abgeleiteten sogenannten Sequenztemplates [377], deren Po-
sitionen mit der Tendenz bestimmter Aminos�aurereste f�ur diese Position
annotiert sind.

Periodizit�at: Bei der Vorhersage der Position von �{Helices kann die Eigen-
schaft ausgenutzt werden, da� die Reste einer typischen Helix in der Re-
gel in einem bestimmten wiederkehrendem Muster l�osungsmittelzug�anglich
und vergraben sind. Diesen Sachverhalt nutzen Blundell et al. [83] aus, in-
dem sie zun�achst aus dem multiplem Alignment homologer Sequenzen ein
Pro�l gem�a� umgebungsabh�angiger Ersetzungstabellen ableiten und dieses
Pro�l mit Hilfe der Fouriertransformation auf Periodizit�aten hin untersu-
chen. Eine Helix wird vorhergesagt, wenn die gefundene Periodizit�at ver-
tr�aglich mit der f�ur Helices typischen Periodizit�at ist. Mit dieser Methode
kann au�erdem die Orientierung der Helix, d.h. welche Seite der Helix dem
L�osungsmittel zugewandt ist, vorhergesagt werden.

Hidden Markov Models(HMM): Goldman et al. adaptieren den aus dem Be-
reich des Sequenzalignments bekannten HMM{Ansatz [86, 157, 278] f�ur die
Sekund�arstrukturvorhersage [122], indem sie f�ur jede Sekund�arstrukturklas-
se ein gesondertes Markovproze�{Modell verwenden.

Lineare Diskrimination: King und Sternberg [179] benutzen die statistische
Methode der linearen Diskrimination, um aus den verschiedenen die Se-
kund�arstruktur eines Restes bestimmenden Kriterien eine Vorhersage ab-
zuleiten. M�ogliche Kriterien sind zum Beispiel die der GOR{Methode ent-
lehnten Sekund�arstrukturtendenzen [109] oder die hydrophoben Momente
des betrachteten Restes, die unter der Annahme berechnet werden, da� sich
dieser Rest in einer Helix oder in einem Strang be�ndet. Nachdem die so
gewonnene Vorhersage in einer Nachverarbeitung durch einfache bedingte
Ersetzungsregeln �uberarbeitet wurde, wird eine Vorhersagegenauigkeit von
im Schnitt 70:1% erreicht.

Multiple Alignments: Benner und Gerlo� verwenden multiple Alignments ho-
mologer Sequenzen zur Sekund�arstrukturvorhersage [27]. Anhand der Pro-
�le dieser multiplen Alignments analysieren sie die positionelle Divergenz
der Sequenzen und leiten daraus unter Einbringung des

"
Verst�andnisses

und der Intuition\ [27] der die Vorhersage durchf�uhrenden Person eine Se-
kund�arstrukturvorhersage ab. Algorithmische Methoden dienen hier nur zur
Unterst�utzung menschlichen Sachverstandes.

Neuronale Netzwerke: Die wohl bekannteste Methode zur L�osung des Se-
kund�arstrukturvorhersageproblems basiert auf neuronalen Netzwerken. Die-
se 1993 von Rost und Sander vorgeschlagene Methode [288, 289] verwendet
als Eingabe nicht einzelne Sequenzen sondern multiple Alignmentpro�le und
basiert auf der Hintereinanderschaltung von zwei feed{forward{Netzwerken,
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die unabh�angig mit standard Gradientenabstiegsmethoden [296] trainiert
werden. Die Eingabeknoten des ersten Netzwerkes werden mit entsprechend
der verwendeten Fensterbreite (zum Beispiel 13) vielen H�au�gkeitsvertei-
lungen der einzelnen Aminos�auretypen an der jeweiligen Position in dem
betrachteten Fenster im multiplen Alignmentpro�l als Eingabe versehen.
Ausgabe dieses ersten Netzwerkes ist eine erste Sekund�arstrukturzuweisung
f�ur den zentralen Rest des Fensters. Die Ausgabeknoten von einer beliebi-
gen Fensterbreite (zum Beispiel 17) vielen Netzwerken der ersten Stufe bil-
den die Eingabe eines weiteren Netzwerkes, das sequenzunabh�angig auf der
Vorhersage der ersten Stufe arbeitet und zum Ziel hat, die Sekund�arstruk-
turzuordnung von in der Sequenz zusammenh�angenden Teilbereichen zu
koordinieren. Um Fehler einzugrenzen, die durch die Wahl der Trainingspa-
rameter entstehen k�onnen, arbeiten Rost und Sander mit einer Menge der-
artiger Netzwerkkaskaden und legen die endg�ultige Sekund�arstrukturzu-
ordnung per Mehrheitsentscheid der unabh�angig trainierten Kaskaden fest.
Mit dieser Methode wird eine Vorhersagekorrektheit von im Durchschnitt
71% [289] erreicht.

Eine Erweiterung ihres Ansatzes nutzen Rost et al. zur Vorhersage trans-
menbraner Helices [287]. Die Korrektheit ist in dieser Spezialanwendung
mit 86% angegeben.

Ein weiterer neuronaler Netzwerkansatz wurde von Chandonia und Kar-
plus [54, 55] vorgestellt. Sie verwenden standard feed{forward{Netzwerke,
die aus zwei oder drei Lagen bestehen. Die Knoten zwischen je zwei Lagen
sind vollst�andig miteinander verbunden. Als Aktivierungsfunktion verwen-
den sie eine typische Sigmoidalfunktion. Die Ausgabelage besteht aus je
einem Knoten f�ur eine Helix{ und Strangvorhersage, die Eingabelage be-
steht aus 21 (Anzahl Aminos�auretypen plus leere Eingabe) mal Breite des
um den vorherzusagenden Restes gew�ahlten Fensters vielen Eingabeknoten.
Durch Umstellung der Trainingsmethode von der backpropagation{Methode
mit steepest descent{Optimierung [296] auf eine auf der konjugierten Gradi-
entenminimierung basierende Methode [234] und der damit einhergehenden
M�oglichkeit des Trainings auf gr�o�eren Datenmengen konnte die Vorhersa-
gekorrektheit von 62% [54] auf 67% [55] und durch zus�atzliche Einbeziehung
homologer Sequenzen [310] auf 72:9% gesteigert werden.

Selbstoptimierende Methoden Das von Geourjon und Del�eage [112] vorge-
schlagene SOPM{Verfahren bestimmt zun�achst eine Menge von strukturauf-
gekl�arten Proteinen, deren Sequenzen zu der untersuchenden Sequenz am
�ahnlichsten sind. Im zweiten Schritt werden dann alle 17 Reste langen Aus-
schnitte der Sequenz mit allen 17 Reste langen Peptiden der Proteinse-
quenzen dieser Menge verglichen. Falls der Vergleichswert einen bestimm-
ten Grenzwert �uberschreitet, wird die im Vergleichsprotein gefundene Se-
kund�arstruktur gewichtet mit dem Vergleichswert der zentralen Position
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zugewiesen. Die Vorhersage ergibt sich dann aus dem maximalem Wert der
aufsummierten Sekund�arstrukturpr�aferenzen. Die Methode wird als selbst-
optimierend bezeichnet, da die Gewichtungsparameter der oben beschrie-
benen Vorgehensweise zun�achst iterativ kalibriert werden, indem sie so op-
timiert werden, da� auf der ausgew�ahlten Teilmenge bekannter Strukturen
die Vorhersage mit der wirklichen Sekund�arstruktur m�oglichst gut �uberein-
stimmt.

Die Einbeziehung homologer Sequenzen (SOPMA) [113] erh�oht die Vorher-
sagekorrektheit auf einer 126{elementigen Testmenge [288] auf 69:5%. In
Kombination mit der neuronalen Netzwerkmethode [291] kann f�ur die 74%
der von beiden Methoden identisch vorhergesagten Reste eine Genauigkeit
von 82:2% erreicht werden.

Lokales Alignment: Salamov und Solovyev [302] nutzen lokale paarweise Se-
quenzalignments [359] zur Vorhersage von Sekund�arstrukturelementen und
erreichen dadurch auf einer typischen Testmenge [288] niederhomologer Pro-
teine eine Genauigkeit von 71:2%. Dazu werden zun�achst die 90 gem�a�
der Chou{Fasman Pr�aferenzen f�ur die Sekund�arstrukturanteile [61] zur un-
tersuchten Sequenz �ahnlichsten strukturaufgekl�arten Proteine ausgew�ahlt.
F�ur jedes Paar von untersuchter Sequenz und einem Protein aus der so
bestimmten Menge werden etwa 50 lokale nicht �uberlappende lokale Align-
ments und deren Alignmentscores berechnet [359]. F�ur jede Sequenzposition
werden nun diese Alignments nach der Sekund�arstruktur der ihr zugeord-
neten Strukturposition sortiert, die Scores der so entstandenen drei Teil-
mengen werden aufsummiert und die Sekund�arstrukturvorhersage f�ur die
untersuchte Position wird durch die Teilemenge mit dem h�ochsten Sum-
menscore festgelegt.

Kombinierte Verfahren: Frishman und Argos schlagen ein Verfahren vor [106],
bei dem zun�achst f�ur die untersuchte Sequenz positionellen statistischen
Tendenzen abgeleitet werden, die unter anderem die Tendenz zur Ausbil-
dung von f�ur bestimmte Sekund�arstrukturen �ubliche Wassersto�br�ucken
wiedergeben [105]. Im n�achsten Schritt werden diese Tendenzen durch die
statischen Tendenzen von Aminos�aureresten angereichert, die in lokalen
Alignments der jeweiligen Position zugeordnet werden, wobei eine zus�atz-
liche Gewichtung durch ein Ma� f�ur das verwendete Alignment erfolgt.
Auf der Testmenge [288] niederhomologer Proteine erreicht dieses Verfahren
einen Korrektheitsgrad von 75%.

Multiple Alignments werden in Kombination mit allen bisher beschriebenen Ver-
fahren benutzt, um die Vorhersage der Sekund�arstruktur der betrachteten Se-
quenz auf eine breitere Wissensbasis zu st�utzen, indem zum Beispiel der Score
f�ur die Zugeh�origkeit zu einem bestimmten Sekund�arstrukturtyp durch Mittel-
wertbildung �uber alle zu den betrachteten Positionen alinierten Aminos�auren
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berechnet wird [301]. Dabei sind Deletionen und Insertionen in multiplen Align-
ments ein sicherer Indikator f�ur Schleifenregionen [78]. Durch die Einbeziehung
evolution�arer Verwandtschaften wird der Korrektheitsgrad der Vorhersage in den
meisten F�allen um 4� 7% gesteigert. Die algorithmische Einbeziehung multipler
Alignments wird als die grundlegende Verbesserung der letzten Jahre angese-
hen [23]. Sie hat bewirkt, da� der Korrektheitsgrad auf in der Regel �uber 70%
(in zuverl�assigen Bereichen sogar auf bis zu 89%) gesteigert werden konnte. Da-
mit hat die Sekund�arstrukturvorhersage einen Genauigkeitsgrad erreicht, um als
Startpunkt oder als Lieferant von Nebenbedingungen f�ur die Terti�arstrukturvor-
hersage zu dienen.
Die oben beschriebenen Methoden stellen nur eine Auswahl der publizierten Er-
gebnisse dar, die sich auf die Beschreibung prinzipiell unterschiedlicher Vorge-
hensweisen beschr�ankt. Einige dieser Methoden werden nicht nur zur Sekund�ar-
strukturvorhersage, sondern in gradliniger Erweiterung der Methodik auch zur
Vorhersage der L�osungsmittelzug�anglichkeit von Sequenzpositionen verwendet
[290, 26].

4.3.2 Ab initio{Terti�arstrukturvorhersage

Trotz der in Abschnitt 3.1 beschriebenen Probleme bei der Auswertung der zu be-
trachtenden Energiefunktion wird versucht, Proteinstrukturen oder Eigenschaften
von Proteinstrukturen mittels Energieminimierungs{ und Molekulardynamikver-
fahren vorherzusagen.
Die verwendeten Kraftfelder { wie GROMOS [347], Amber [360] oder CHARMM [43] {
stellen jedoch nur N�aherungen dar, in denen entropische Anteile nur durch ein
Wasserkontinuum mit hoher Dielektrizit�atskonstante �0 einbezogenen werden. Die
f�ur die jeweilige Simulation verwendete N�aherungsstufe h�angt von der interessie-
renden Systemeigenschaft ab oder noch h�au�ger davon, f�ur welche N�aherung das
betrachtete Problem mit den heutigen Verfahren und Rechnern noch l�osbar ist.
So ist zum Beispiel bei der Betrachtung chemischer Reaktionen eine quantenme-
chanische Behandlung der Freiheitsgrade der Elektronen unbedingt erforderlich.
In diesem Falle steigt jedoch der Berechnungsaufwand pro Energiewert minde-
stens mit der dritten Potenz der Anzahl der Elektronen. Bei der Simulation des
Verhaltens von Proteinen werden daher in der Regel die quantenmechanischen
Freiheitsgrade aus der Systembeschreibung eliminiert. Das umgebende L�osungs-
mittel wird h�au�g nur implizit durch Anpassung der Wechselwirkungsfunktion
ber�ucksichtigt. H�au�g wird sogar das Modell durch Zusammenfassung ganzer
Atomgruppen (zum Beispiel Aminos�aurereste) zu einer Kugel vereinfacht. Daher
spricht man auch von einer Kraftfeldhierarchie [348]. Zur Laufzeitreduktion ist
es vielfach notwendig, die Betrachtung der genannten Wechselwirkungen auf Ato-
me in bestimmten Abstandsbereichen einzuschr�anken. Dies hat jedoch Diskonti-
nuit�aten in der Energiefunktion zur Folge, die zur ungewollten Erw�armung des
Systems w�ahrend der Simulation und damit zu fehlerhaften Ergebnissen f�uhren
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k�onnen. Die geeignete Zusammensetzung von Kraftfeldern wird in einer Reihe
von Artikeln [25, 218] und �Ubersichten [44, 132, 345, 346, 348] diskutiert.
Neben dem verwendeten Kraftfeld unterscheiden sich die einzelnen Ans�atze durch
die Art und Weise, wie der Konformationsraum durchsucht wird. Dies geschieht
mit

� systematischen Durchsuchungsmethoden, die den gesamten Kon�gurations-
raum des Molek�ules durchsuchen, oder mit

� Methoden, die die Generierung eines m�oglichst repr�asentativen Satzes von
Konformationen zum Ziel haben. Diese wiederum unterteilen sich in

{ Methoden, die eine prinzipiell unkorrellierte Folge zuf�alliger Konfor-
mationen erzeugen, und

{ Methoden, die schrittweise die neue Konformation aus der oder den
vorangegangenen Konformationen generieren. Hierzu geh�oren Monte{
Carlo{, Molek�uldynamikmethoden und Methoden der stochastischen
Dynamik.

Eine Charakterisierung der verschiedenen Kraftfelder und Simulationsprotokolle
gibt van Gunsteren in [348]. Eine ausf�uhrlichere Diskussion �ndet sich in [345,
346]. Allgemein l�a�t sich sagen, da� Simulationsmethoden heute nicht zur ab
initio{Vorhersage von Proteinstrukturen geeignet sind, da ein System, in dem
die Faltung eines Proteins angemessen simuliert werden k�onnte, aufgrund seiner
Gr�o�e und der damit verbundenen Gr�o�e des Konformationsraums mit den heu-
te zur Verf�ugung stehenden Methoden nicht durchsucht und bearbeitet werden
kann. Mit genetischen Algorithmen ist es zum gegenw�artigen Zeitpunkt in ei-
nigen F�allen m�oglich, f�ur 14 Aminos�auren lange Fragmente Konformationen zu
generieren, die der nativen Konformation �ahnlich sind [276].
Eine Sonderrolle nehmen die Gittermethoden ein, bei denen das Modell sowohl
hinsichtlich der Beschreibung des Proteins als auch hinsichtlich des verwende-
ten Kraftfeldes soweit vereinfacht wird, da� Faltungsuntersuchungen im Rech-
ner m�oglich werden. Komplexit�atstheoretisch gesehen, ist das Proteinfaltungspro-
blem NP{vollst�andig unabh�angig von dem zugrundeliegendem Gittermodell [28,
135]. Insbesondere bei der theoretischen Untersuchung der die Proteinfaltung be-
stimmenden Faktoren nehmen gitterbasierte Methoden in der Literatur gro�en
Raum ein [21, 49, 177, 181, 231, 307, 308]. Unabh�angig davon, ob kartesische Git-
ter [53, 69, 97, 196] oder tetraedrische Gitter [146] oder hierarchisch aufgebaute
Gitter [186, 187] verwendet werden, wird die Proteinkette auf einen in das Gitter
eingebetteten, kreuzungsfreien Pfad abgebildet [282, 300], bei dem jeder Punkt
des Gitters in Abh�angigkeit vom verwendeten Modell durch maximal ein Atom
oder eine Aminos�aure belegt wird. Ein sehr einfaches Faltungsmodell, an dem
zahlreiche theoretische Untersuchungen zur Proteinfaltung durchgef�uhrt wurden,
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ist das hydrophob{hydrophil{Modell (HP{Modell) von Dill [80]. In diesem Mo-
dell gibt es nur zwei Typen von Aminos�auren, hydrophile und hydrophobe, und
das Ziel ist, eine m�oglichst hydrophobe Packung in einem kartesischen Gitter
zu erhalten. F�ur dieses Problem schlagen Hart und Istrail Approximationsalgo-
rithmen vor, die in linearer beziehungsweise quadratischer Laufzeit eine L�osung
garantieren, die h�ochstens um einen multiplikativen Faktor von 3

8
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timalen L�osung entfernt liegt [136]. Sie erzielen ein �ahnliches Resultat auch f�ur
ein vereinfachtes gitterfreies Modell [137]. Jedoch ist das zugrundeliegende HP{
Modell so sehr vereinfacht, da� es f�ur die Vorhersage von Proteinstrukturen in
der Detailg�ute von R�ontgenstrukturen nicht verwendbar ist und die gefundenen
L�osungen biologischen G�utekriterien nicht gen�ugen.
Simulationsverfahren werden dort nutzbringend eingesetzt, wo es zum Beispiel
um Bindungsmechanismen oder lokale Bewegungen des bereits gefalteten Pro-
teins geht [176]. Beim Versuch der Erkl�arung von Wirkungsmechanismen darf
nicht au�er acht gelassen werden, da� sich ein Protein auch in nativer Konforma-
tion durch hohe Beweglichkeit insbesondere der dem L�osungsmittel exponierten
Schleifen und Seitenketten auszeichnet. Ein gut untersuchtes Beispiel f�ur die Not-
wendigkeit dieser Beweglichkeit ist die in Myoglobin eingebaute H�amgruppe, die
der Speicherung von Sauersto� dient. W�are das Myoglobin starr in seiner kri-
stallographisch aufgekl�arten Konformation, w�are es dem Sauersto� so gut wie
unm�oglich, die H�amgruppe zu erreichen oder wieder zu verlassen [176].
Ein weiterer Einsatzschwerpunkt in Bezug auf Proteine ist die Strukturverfeine-
rung von r�ontgenkristallographisch oder mit NMR{Methoden aufgekl�arten Pro-
teinstrukturen oder Proteinligandkomplexen [346]. Die experimentelle Struktur-
aufkl�arung kann systembedingt nur bis zu einer gewissen Genauigkeit erfolgen.
Diese Ungenauigkeiten lassen jedoch auch energetisch ung�unstige und damit si-
cher nicht reale Konformationen von zum Beispiel Seitenketten zu, die in ei-
nem nachfolgenden Verfeinerungschritt mittels Computersimulation eliminiert
werden. Der RMS{Abstand der durch die Simulation erhaltenen Struktur zur
Ausgangsstruktur liegt mit etwa 1�A in der gleichen Gr�o�enordnung, wie man sie
erh�alt, wenn man unterschiedliche Kraftfelder verwendet [162].
Ausgehend von der nativen Faltung kann mittels molekular{dynamischer Simu-
lation eine Vielfalt von m�oglichen Konformationen generiert werden, die eine
�Uberdeckung des Konformationsraums vom gefalteten Protein bis zum ungefal-
teten Protein darstellen. Aus dieser Vielfalt leiten Boczko und Brooks [34] die
Energieober�ache der freien Faltungsenergie f�ur ein kleines helikales Protein in
Abh�angigkeit von dem Gyrationsradius ab, der ein Ma� f�ur die Ausdehnung des
Proteins ist. Aus dieser Simulation ergibt sich ein Unterschied von 11kJmol�1

zwischen nativem und ungefaltetem Protein. Au�erdem leiten die Autoren aus
der Simulation die Existenz eines metastabilen Zustandes ab, der energetisch un-
gef�ahr 4:5kJmol�1 und vom Gyrationsradius etwa um den Faktor 1:5 vom nativen
Zustand entfernt ist. Derartige Simulationsexperimente tragen zum Verst�andnis
des Faltungsprozesses bei, der experimentell nicht beobachtet werden kann.



Kapitel 5

Bewertungssysteme

Die im folgenden vorgestellten Bewertungssysteme bewerten Alignments als ei-
ne Summe von Einzelereignissen. Ein Einzelereignis kann dabei im Falle eines
Sequenzalignments (siehe Abschnitt 4.1.2) darin bestehen, da� eine Aminos�aure
in dem Alignment konserviert ist oder durch eine andere ersetzt wird, oder im
Falle des Sequenzstrukturalignments (siehe Abschnitt 4.2.1) darin, da� die durch
das Alignment de�nierte Abbildung der Sequenz in die dreidimensionale Struktur
bestimmte Aminos�auren in r�aumliche N�ahe zueinander bringt. Die Bewertungssy-
steme ordnen diesen Einzelereignissen eine Bewertung zu, die eine Unterscheidung
nach g�unstigeren und weniger g�unstigeren Ereignissen erlaubt.

Unabh�angig davon, ob es sich um Bewertungssysteme f�ur Sequenzalignments oder
Sequenzstrukturalignments handelt, basieren fast alle vorgestellten Bewertungs-
systeme auf der Idee, anhand von Lern{ beziehungsweise Trainingsmengen zu
beobachten, wie oft ein bestimmtes Einzelereignis in dieser Menge vorkommt,
und daraus R�uckschl�usse auf die Wahrscheinlichkeit zu ziehen, dieses Ereignis in
einem berechneten Alignment zu beobachten. Dabei wird immer davon ausgegan-
gen, da� es sich um unabh�angige Ereignisse handelt und sich so die Wahrschein-
lichkeit eines Alignments als das Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten ergibt.
Es ist klar, da� die Annahme, da� es sich um unabh�angige Ereignisse handelt, in
den meisten F�allen eine starke Vereinfachung der Realit�at darstellt. In der Regel
werden die Wahrscheinlichkeiten logarithmiert und dann als Score oder Pseu-
doenergie, so da� sich der Score eines Alignments als Summe der Einzelscores
berechnet.

5.1 Sequenzabh�angige Bewertungssysteme

5.1.1 Aminos�aureaustauschmatrizen

Die einfachste Art und Weise, ein rein sequenzabh�angiges Bewertungssystem f�ur
Alignments zu de�nieren, ist es, Identit�aten mit einem Wert  2 IR und Paare
nicht identischer Aminos�auren mit einem Wert � 2 IR zu bewerten, wobei f�ur ein
sinnvolles Bewertungssystem  > � sein sollte und beide Werte in Abh�angigkeit
der Gapbestrafungsparameter � und � (vergleiche De�nition 4.1) zu w�ahlen sind.
F�ur Nukleotidsequenzen stellt dieses einfache Modell eine geeignete Modellie-
rung dar. Aufgrund der unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften von Ami-
nos�auren (siehe Kapitel 2) ist es bei Proteinsequenzen jedoch sinnvoller, Erset-
zungen nicht uniform, sondern in Abh�angigkeit von der Art der Ersetzung zu
bewerten. Zu diesem Zweck versucht man, die Wahrscheinlichkeit Prob(a �! b)
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der Mutation einer Aminos�aure a 2 � zu einer anderen Aminos�aure b 2 � zu
bestimmen. Eine direkte Ableitung der Mutationswahrscheinlichkeiten aus den
biochemischen Eigenschaften ist weder m�oglich noch besonders sinnvoll, da das
eigentliche Mutationereignis nicht auf Aminos�aure{ sondern auf Nukleotidebene
statt�ndet.
Ein weitverbreitetes Modell zur Absch�atzung von Mutationswahrscheinlichkeiten
sind die sogenannten PAM{Matrizen (Point Accepted Mutations), die erstmals
von Dayho� et al. [73] vorgeschlagen wurde. F�ur das PAM{Modell werden folgende
Annahmen gemacht:

� Akzeptierte Mutationen sind Mutationen, die an existierenden Spezies zu
beobachten sind. Das hei�t, da� Mutationen, die von der Evolution nicht
selektiert wurden, nicht ber�ucksichtigt werden.

� Mutationen werden als direkte Mutationen und als ungerichtet angenom-
men. Das bedeutet, da� eine Mutation a �! b nicht �uber den Umweg einer
dritten Aminos�aure c 2 � entstanden ist, und da� Prob(a �! b) gleich
Prob(b �! a) ist und somit die Information �uber die zeitliche Reihenfolge
der Mutationen verlorengeht.

Die erste dieser Bedingungen ist dadurch erf�ullt, da� die Lernmenge zur Ablei-
tung der Mutationswahrscheinlichkeiten aus Alignments von existierenden Pro-
teinsequenzen besteht. Die zweite Annahme ist weitaus schwieriger zu erf�ullen.
Einige Autoren versuchen ihr gerecht zu werden, indem sie nur Mutationen zwi-
schen sehr eng verwandten Sequenzen z�ahlen [73], andere [249] vernachl�assigen die
zweite Annahme, wiederum andere [142] verwenden bewu�t auch Sequenzpaare
mit niedrigerer Sequenzidentit�at.
Sei nun fab die Anzahl der beobachteten Mutationen a �! b, sei pa die Wahr-
scheinlichkeit einer Aminos�aure a, dann ergibt sich die Mutationswahrscheinlich-
keitsmatrix M [314]:

Maa = 1�

P
a6=b fabP

a

P
a6=b fab � 100 pa

Mab = Prob(a �! b)

=
fabP

a

P
a6=b fab � 100 pa

8a 6= b

Die MutationswahrscheinlichkeitsmatrixM soll einen Evolutionsschritt modellie-
reren, der willk�urlich so de�niert ist, da� in einem Evolutionsschritt im Durch-
schnitt eine von 100 Aminos�auren mutiert wird. Daher erfolgt die Normierung
in der obigen De�nition durch den Faktor 100 unabh�angig von der Datenmenge,
in der die Mutationsereignisse gez�ahlt wurden. Die so de�nierte Matrix enth�alt
also die Mutationswahrscheinlichkeiten f�ur einen Evolutionsschritt. In der Regel
ist jedoch anzunehmen, da� zwischen zwei verwandten Proteinen weitaus mehr
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evolution�are Schritte stattgefunden haben. Unter der Annahme, da� es sich bei
den einzelnen Schritten um unabh�angige Markov{Prozesse handelt, erh�alt man
die entsprechende Matrix der Mutationswahrscheinlichkeiten durch die Bildung
der k{ten Potenz der Matrix M , wobei k die Anzahl der angenommen Evoluti-
onsschritte ist.
Um ein Bewertungsma� sim(a; b) f�ur Alignments (vgl. De�nition 4.1) zu erhal-
ten, werden die Mutationswahrscheinlichkeiten Mab auf die Wahrscheinlichkeit
normiert, da� Aminos�aure b zuf�allig an einer Alignmentposition auftritt, und ab-
schlie�end logarithmiert. Damit ergibt sich die evolution�are �Ahnlichkeit zweier
Aminos�auren a und b als:

simk(a; b) = � log
Mk

ab

pb
� 2 IR

Betrachtet man den evolution�aren �Ubergang von einer Sequenz in eine andere
als Folge unabh�angiger Mutationsereignisse, so ergibt sich die Wahrscheinlichkeit
des �Ubergangs, dessen Resultat durch das Alignment der Sequenzen beschrieben
wird, als Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten beziehungsweise als Summe ih-
rer Logarithmen.
Im folgenden wird die Matrix sim250 auch synonym als PAM250 oder auch einfach
Dayho�{Matrix bezeichnet, wenn es sich um die von Dayho� abgeleitete Matrix
handelt.
H�au�g wird aber auch die folgende, einfachere De�nition der Mutationswahr-
scheinlichkeit M 0

ab verwendet [249]:

M 0
ab =

fab
fa � fb

;

wobei mit fa die bei der Z�ahlung der Mutationen beobachtete H�au�gkeit der
Aminos�aure a ist. Additive �Ahnlichkeiten erh�alt man dann wiederum durch den
Trick der Logarithmierung.
Der wesentliche Unterschied zwischen den in der Praxis eingesetzten �Ahnlich-
keitsmatrizen besteht in der Bestimmung der akzeptierten Punktmutationen:

� Dayho� et al. [73] beobachten 1572 Mutationen in 71 Gruppen eng ver-
wandter Proteine (mindestens 85% Sequenzidentit�at). Mutationen werden
aus den multiplen Alignments und den zugeh�origen phylogentischen B�aum-
en dieser eng verwandten Sequenzen abgelesen.

� Gonnet et al. [123] indizieren zun�achst die Sequenzdatenbank in einem Pa-
tricia tree [236], der die e�ziente Ermittlung verwandter Sequenzen erm�og-
licht. Im n�achsten Schritt werden die so als verwandt identi�zierte Sequen-
zen aliniert. Die aus den Alignments abgelesenen Mutationen verwenden sie
als Basis f�ur die Ableitung neuer �Ahnlichkeitsmatrizen { auch bekannt als
Gonnet{Matrizen.
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� Einen �ahnlichen Ansatz verfolgen Jones et al. [169]. Sie teilen zun�achst die
Datenbank in Cluster auf, deren Elemente eine Sequenzidentit�at gr�o�er als
85% haben, berechnen innerhalb der Teilmenge die Alignments, z�ahlen die
Mutationen und verwenden dann die gleichen statistischen Methoden wie
Dayho� [73]. Diese Matrizen werden im folgenden auch kurz als Jones{
Matrizen bezeichnet.

� W�ahrend bei der Matrixableitung nach Dayho� nur Mutationsereignisse
zwischen eng verwandten Sequenzen gez�ahlt und mehrere Evolutionsstu-
fen �uber die Potenzierung der Ausgangsmatrix nachgebildet werden, legen
Heniko� und Heniko� [142] verschiedene Schwellwerte prozentualer Sequen-
zidentit�aten f�ur die Auswahl von Basisalignments zugrunde. Au�erdem ver-
wenden Heniko� und Heniko� nur lokale Alignments ohne Gaps (sogenann-
te blocks [143]) als Datenbasis. Die Matrix BLOSUM80 ist also zum Beispiel
aus einer Datenbank mit Bl�ocken abgeleitet, deren Sequenzsegmente eine
Sequenzidentit�at gr�o�er als 80% aufweisen. F�ur den Vergleich entfernter
verwandter Proteine schlagen die Autoren die Verwendung von Matrizen
mit niedrigerem Schwellwert vor. Vergleicht man Matrizen anhand ihres In-
formationsgehalts, so ist die BLOSUM45 mit der PAM250 und die BLOSUM80

mit der PAM120 vergleichbar [142].

� Naor et al. [249] berechnen Austauschmatrizen auf der Basis von Align-
ments, die sie aus der strukturellen Superposition struktur�ahnlicher Regio-
nen nicht verwandter Proteine ableiten.

� Overington et al. erstellen eine zun�achst auf der Basis einer Datenbank von
Strukturalignments [306] umgebungsabh�angige Austauschmatrizen [267],
deren Integration zu einer allgemeinen Austauschmatrix [164] f�uhrt.

Eine grundlegende Annahme f�ur die Anwendbarkeit der obigen Methodik ist, da�
Mutationen immer unabh�angig voneinander statt�nden. Dies ist in der Realit�at
sicher nicht der Fall. Daher wird unter anderem versucht, die Idee der Austausch-
wahrscheinlichkeiten von einer Aminos�aure auf k{Tupel zu �ubertragen [202]. Zum
einen w�achst dann aber die Gr�o�e der Matrizen exponentiell mit k, zum anderen
nimmt die Anzahl der Z�ahlungen mit steigendem k schnell ab, so da� statisti-
sche Methoden nicht mehr zuverl�assig anwendbar sind. Ein m�oglicher Ausweg
ist, statt Aminos�auren Klassen von Aminos�auren zu betrachten und den Detail-
grad der Klasseneinteilung von der Entfernung zum zentralen Rest abh�angig zu
machen.
Alternativ wird auch versucht, Austauschmatrizen aus den strukturellen Eigen-
schaften einzelner Aminos�auren zum Beispiel �uber den Vergleich der Korrelation
der �= {Winkelverteilungen einzelner Aminos�auren abzuleiten [253]. Diese Ma-
trizen haben jedoch bis heute keine gro�e Akzeptanz gefunden.
Besteht die Anwendung darin, eine neue Sequenz mit einem bereits existierendem
multiplen Alignment zu vergleichen, ist die Erweiterung der Austauschmatrizen
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auf positionsspezi�sche Bewertungsmatrizen sinnvoll [128, 141], die auch als Pro-
�le bezeichnet werden. Dabei wird die H�au�gkeit einer Aminos�aure an einer Po-
sition des bereits gegebenen multiplen Alignments zur Gewichtung der Eintr�age
einer �ublichen Austauschmatrix benutzt. Ein Hidden Markov{Modell [86, 189]
kann in diesem Zusammenhang auch als eine positionsspezi�sche Bewertungsma-
trix verstanden werden, die durch einen iterativen Alignmentproze� entstanden
ist, der zus�atzlich die Gapbestrafungsterme w�ahrend der Berechnung positions-
abh�angig festlegt.

5.1.2 Vergleich sequenzabh�angiger Bewertungssysteme

Ein Vergleich der G�ute der unterschiedlichen Austauschmatrizen ist schwierig, da
beim Einsatz von Alignmentmethoden Insertionen und Deletionen m�oglich sind
und damit die verwendeten Gapbestrafungsterme eine wichtige Rolle spielen.
Heniko� und Heniko� [144] umgehen das Problem der optimalen Wahl der Gap-
bestrafungsterme, indem sie die unterschiedlichen Matrizen anhand ihrer Sensi-
tivit�at bei ihrer Verwendung in BLAST und FASTA vergleichen. Ihr Test besteht
in der Erkennung von verwandten Proteinen, die den Listen funktionsverwandter
Proteine der PROSITE{Datenbank [17, 20] entnommen sind. Sie kommen zu dem
Ergebnis, da� sowohl die Gonnet{Matrix als auch die Matrizen der Jones{Serie
besser sind als die Matrizen der Dayho�{Serie. Die besten Ergebnisse jedoch er-
zielten sie mit der von ihnen selbst abgeleiteten BLOSUM62{Matrix. Vorteile f�ur
Matrizen [164, 267], die auf der Basis von Strukturalignments entstanden sind
und mehr auf die biochemischen Eigenschaften der einzelnen Aminos�auren abhe-
ben, sehen sie in Bereichen niedriger Homologie, da diese �ublicherweise nicht bei
der Ableitung der anderen Matrizen ber�ucksichtigt werden.
Die Untersuchungen von Pearson [273] best�atigen diese Ergebnisse. Dar�uberhin-
aus bezieht Pearson auch lokale Alignments [327] mit in den Vergleich ein. Dazu
variiert er die Kosten f�ur eine Insertion beziehungsweise Deletion in Einerschritten
im Intervall [�4;�1] und die Gaper�o�nungskosten in Zweierschritten im Intervall
[�16;�6]. Dennoch zeigen die Ergebnisse, da� der lokale Alignmentalgorithmus
bei Verwendung der besten BLOSUM{Matrizen und der heuristisch angepa�ten
Gapkosten, sensitiver ist als die einfacheren BLASTP{ und FASTA{Algorithmen.
Vogt et al. [354] bewerten die Qualit�at der verschiedenen Austauschmatrizen
anhand der F�ahigkeit von lokalen und globalen Alignmentalgorithmen, ein vor-
gegebenes strukturrichtiges Alignment [270] mit der jeweiligen Austauschmatrix
reproduzieren zu k�onnen. F�ur jede Matrix werden dazu unabh�angig die optimalen
Gapkosten heuristisch mit einem hierarchischen Diskretisierungsansatz bestimmt.
Untersuchungen zum parametrischen Alignment [352, 380] zeigen jedoch, da� die
Wahl der geeigneten Gapkostenparameter grundlegend die Qualit�at von Align-
ments beeinu�t und eine Diskretisierung �uber ein Raster m�oglicher Werte nicht
die L�osung des Problems darstellt. Dennoch zeigen sich in der Analyse von Vogt
et al. die moderneren Matrizen, wie BLOSUM und Gonnet, auch unter dem Ma�
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der Alignmentqualit�at den �alteren Matrizen �uberlegen. Diese Ergebnisse werden
auch durch aktuelle Untersuchungen von Abagyan und Batalov [1] best�atigt.

5.2 Empirische Potentiale zur Faltungserkennung

Bei den Potentialen, die zur Faltungserkennung eingesetzt werden, handelt es sich
in der Regel um statistisch abgeleitete Potentiale und nicht um physikalisch moti-
vierte Potentiale, wie sie zum Beispiel in der Molek�uldynamik eingesetzt werden
(siehe Abschnitt 4.3.2), oder gar die freie Energie �G (siehe Abschnitt 3.2). In
der statistischen Mechanik werden dies statistisch abgeleiteten Potential auch als
Potentials of mean force [30] bezeichnet.

5.2.1 Ableitung empirischer Potentiale

Empirische Potentiale bewerten das Auftreten von Aminos�auren in bestimmten
Konstellationen. Die verschiedenen, in der Literatur vorgeschlagenen empirischen
Potentiale unterscheiden sich im wesentlichen darin, was unter dem Begri� Kon-
stellation verstanden wird (siehe Abschnitte 5.2.3 und 5.2.4) und was in der fol-
genden De�nition 5.1 zur Vereinfachung der Beschreibung der allgemeinen Her-
leitung empirischer Potentiale als Ereignis de�niert wird.

De�nition 5.1 (Ereignis)
Ein Ereignis e ist das Auftreten eines Tupels [a] = (a1; : : : ; ak) von k 2 IN Ami-
nos�auren in einer bestimmten Konstellation. Die Menge aller Ereignisse wird als
� bezeichnet.

Bei der Faltungserkennung geben empirische Potentiale f�ur ein Tupel [a] von
Aminos�auren die Pr�aferenz daf�ur an, da� diese Aminos�auren zum Beispiel in der
nativen Konformation eines Proteins in einer bestimmten Konstellation auftreten,
beziehungsweise nach De�nition 5.1 an einem Ereignis e beteiligt sind.
Potentiale f�ur k = 1 werden als Eink�orperpotentiale bezeichnet, f�ur k � 2 spricht
man von Zwei{ beziehungsweise Mehrk�orperpotentialen. F�ur die Faltungserken-
nung wird am h�au�gsten der Spezialfall k = 2 verwendet, dann spricht man auch
von Paarinteraktionspotentialen. Die in dieser Arbeit verwendeten Eink�orperpo-
tentiale werden in Abschnitt 5.2.3, die Mehrk�orperpotentiale in Abschnitt 5.2.4
genauer beschrieben.
Zur Ableitung dieser Potentiale werden zun�achst die interessierenden Ereignisse
e 2 � in einer repr�asentativen Menge von Proteinen gez�ahlt. Aus diesen Z�ahlun-
gen g[a](e) f�ur das Tupel [a] werden im n�achsten Schritt die relativen H�au�gkeiten
f[a](e) f�ur Ereignis e berechnet:

f[a](e) =
g[a](e)P

e02�
g[a](e0)
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Die relativen H�au�gkeiten f[a] setzen die H�au�gkeit, f�ur das Tupel [a] das Er-
eignis e zu beobachten, in Verh�altnis zur H�au�gkeit, ein beliebiges Ereignis aus
der Menge � f�ur [a] zu beobachten. Sie werden als Approximation f�ur die Wahr-
scheinlichkeitsverteilung der Ereignisse verwendet.
Um aus den relativen H�au�gkeiten den Energiebeitrag des Tupels [a] zur durch-
schnittlichen Energie f�ur ein Ereignis e zu erhalten, werden sie in Verh�altnis zu
einem Referenzzustand �̂[a](e) gesetzt. Sippl [319] schl�agt die Wahrscheinlichkeit,
Ereignis e unabh�angig von [a] zu beobachten, als Referenzzustand vor, also:

�̂[a](e) = f̂(e) =

P
[b]
g[b](e)

P
[b]

P
e02�

g[b](e0)

Dieser Referenzzustand ist unabh�angig von dem einzelnen Protein und de�niert
sich �uber die Aufsummierung �uber alle Proteine der Referenzmenge. Dagegen
schlagen Bryant und Lawrence [48] einen proteinspezi�schen Referenzzustand
vor, der aus der durch Z�ahlung der Ereignisse f�ur Permutationen der jeweiligen
nativen Sequenz berechnet wird, also:

�̂[a](e) = f̂ 0[a](e) =
g0[a](e)P

e02�
g0[a](e

0)

Wobei mit g0 die aufsummierten Z�ahlungen �uber die jeweiligen permutierten nati-
ven Sequenzen bezeichnet sind. F�ur die in dieser Arbeit eingesetzten Paarinterak-
tionspotentiale konnte zumindest bei der Erkennung von nativen Sequenzstruk-
turpaaren, kein gravierender Unterschied zwischen der Verwendung verschiedener
Referenzzust�ande festgestellt werden [366].
Nach dem Boltzmanngesetz ist die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung p(e) eines
Ereignisses e f�ur ein physikalisches System im Gleichgewicht proportional zum
Energiebeitrag E(e) dieses Ereignisses:

p(e) =
1

Z
exp

 
�
E(e)

kT

!

Dabei ist k = 1:381 10�23JK�1 die Boltzmannkonstante und T die Temperatur. Z
ist im Fall einer diskreten Zustandsmenge die Zustandssumme �uber alle Zust�ande
aus �. Die Umstellung der Gleichung liefert das inverse Boltzmanngesetz:

E(e) = �kT ln p(e)� kT ln Z

Approximiert man nun die Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung p(e) durch die be-
rechneten relativen H�au�gkeiten f[a](e) und setzt diese zudem in Beziehung zum
gew�ahlten Referenzzustand, so erh�alt man mit dem inversen Boltzmanngesetz
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die relative Pseudoenergie �0E[a](e) f�ur ein Tupel [a] und ein Ereignis e nach
folgender Gleichung:

�0E[a](e) = �kT ln

 
f[a](e)

�̂[a](e)

!
� kT ln

 
Z[a]

Z

!

Das Problem an dieser Gleichung ist, da� die Zustandssummen Z und Z[a] nicht
aus den Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen berechenbar sind. Sippl argumen-
tiert in [319], da� in erster N�aherung Z � Z[a] und damit der zweite Teil der
Di�erenz der obigen Gleichung ungef�ahr 0 ist.
Die Zustandssummen sind unabh�angig von den bewerteten Ereignissen, und da-
mit konstant f�ur eine untersuchte Proteinsequenz sind. Bei der Faltungserkennung
wird aber { sieht man von den nicht alinierten Teilen der Sequenz ab { die Se-
quenz festgehalten und in verschiedene Faltungen eingef�adelt. Daher gilt in erster
N�aherung f�ur alle Pseudoenergiebewertungen von Sequenzstrukturpaarungen der
gleiche O�set und der konstante Term wird in der Regel bei der Berechnung der
relativen Pseudoenergie �E[a](e) weggelassen:

�E[a](e) = �kT ln

 
f[a](e)

�̂[a](e)

!

Eine Struktur B kann als eine Menge �B von Ereignissen e beziehungsweise von
Paaren ([b]; e) beschrieben werden, die aus einem Ereignis und einer Aminos�aure-
belegung [b] = ASB(e) der an diesem Ereignis e in B beteiligten Aminos�auren
bestehen. Da die Pseudoenergieanteile unter der Annahme der Unabh�angigkeit
der Ereignisse aufgrund der Logarithmierung aufaddiert werden k�onnen, kann die
Pseudoenergie einer Struktur B, wie folgt de�niert werden:

�E(B) =
X

([b];e):e2�B;[b]=ASB(e)

�E[b](e)

Ein Sequenzstrukturalignment f : A �! B (vergleiche De�nition 4.5) bewirkt
eine andere Instantiierung der Ereignisse aus �B mit Aminos�auren. Dabei gibt
es Ereignisse, f�ur die durch f keine vollst�andige Belegung der an diesem Ereig-
nis beteiligten Strukturpositionen vorgibt, das hei�t 9 bi 2 [b] f�1(bi) = ;. Zur
Vereinfachung sei f�1([b]) = ; () 9 bi 2 [b] f�1(bi) = ;. In den meisten Anwen-
dungen empirischer Potentiale wird �E;(e) zu 0 gesetzt, was in der Terminolo-
gie des Sequenzalignments einem Verzicht auf Bestrafungsterme f�ur Insertionen
und Deletionen entspricht. Die Pseudoenergie �E(f; A;B) eines Sequenzstruk-
turalignment f der Sequenz A gegen die Struktur B ist dann de�niert als:

�E(f; A;B) =
X

([a];e) : e2�B ^ [a]=f�1(ASB(e))

�E[a](e)

Nachdem nun gezeigt wurde, wie man aus der Beobachtung de�nierter Ereignisse
e in einer repr�asentativen Menge von Proteinen ein aminos�auretypabh�angiges Be-
wertungssystem zur Optimierung und Bewertung von Sequenzstrukturalignments
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ableiten kann, werden in den folgenden verschiedene Klassen von m�oglichen Er-
eignissen de�niert.
Dabei liegt der Schwerpunkt auf der Beschreibung der empirischen Potentiale, die
in der RDP{Methode zur Optimierung von Sequenzstrukturalignment eingesetzt
werden. Die in der Literatur vorgeschlagenen Pseudoenergiepotentiale unterschei-
den sich untereinander und zu den an der GMD entwickelten Potentialen neben
kleineren Unterschieden in der verwendeten Normierung im wesentlichen in der
Art und Weise, wie eine Proteinstruktur oder Proteinfaltung in dem der De�ni-
tion von z�ahlbaren Ereignissen zugrundeliegenden Modell beschrieben wird. Der
folgende Abschnitt befa�t sich mit dieser Art der Modellbildung.

5.2.2 Faltungsmodelle f�ur empirische Potentiale

Zur Vereinfachung erfolgt die abstrakte Beschreibung einer Proteinstruktur be-
ziehungsweise einer Proteinfaltung B im folgenden auf der Basis eines attribu-
tierten Graphen GB = (VB; EB; �; �). Dieser sogenannte Proteingraph beschreibt
den topologischen Aufbau einer Proteinstruktur. Dazu werden sowohl kovalen-
te Bindungen als auch attributierte Wechselwirkungen innerhalb des Proteins
durch Graphkanten modelliert. De�nition 5.2 gibt die klassische, physikalisch{
motivierte De�nition der Wechselwirkungsrelation in Proteinen.

De�nition 5.2 (Wechselwirkungsrelation)
Aminos�aurereste [b] 2 B stehen in Relation �x genau dann, wenn eine kovalente
Bindung oder eine Kette kovalenter Bindungen in der Form von Peptidbindungen
(�p) oder Disul�dbr�ucken (�s), oder wenn Wassersto�br�ucken (�h), hydrophobe
Wechselwirkungen (�hp) oder elektrostatische Wechselwirkungen (�e) zwischen
den Aminos�aurereste [b] bestehen.

W�ahrend kovalente Bindungen einfach zu bestimmen sind, erfordert die Erken-
nung von Wassersto�br�ucken in einer Proteinstruktur wesentlich mehr Aufwand,
da zun�achst die in der Proteinstrukturen fehlenden Wassersto�atome generiert
und dann nach m�oglichen Donor{Akzeptor{Paaren gesucht werden mu�. Die De-
�nition von hydrophoben Wechselwirkungen kann in erster N�aherung �uber geo-
metrische Kriterien und die Auftrennung von Aminos�aureresten in hydrophobe
und polare Aminos�auren erfolgen. Aber sp�atestens bei der Analyse von elektro-
statischen Wechselwirkungen mu� eine Zuordnung von Teilladungen erfolgen.
Die Wechselwirkungen bedingen eine sehr genaue geometrische Anordnung der
beteiligten Atome. Betrachtet man im Gegensatz dazu die RMS{Abweichungen
schon zwischen verschiedenen Strukturen hoher Homologie (siehe Abbildung 3.4),
kann man nicht davon ausgehen, da� die detaillierten Auspr�agungen dieser Wech-
selwirkungen auch nach der Abbildung einer zu weniger als 25% homologen Se-
quenz A auf die Struktur B erhalten bleiben.
Die in der Literatur vorgeschlagenen empirischen Potentiale f�ur die Faltungser-
kennung abstrahieren daher von dem Begri� der physikalischen Wechselwirkung,
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indem sie eine Wechselwirkung �uber ein einfaches geometrisches Distanzkriteri-
um de�nieren. F�ur die Faltungserkennung werden dabei seltener Potentiale auf
atomarer Ebene [75, 323, 324] betrachtet. In der Regel heben die Faltungser-
kennungpotentiale auf den Abstand von Aminos�auren ab, wobei der euklidische
Abstand zweier Aminos�auren zum Beispiel auf folgende Arten verwendet wird:

� als euklidischer Abstand der C�{Atome [319],

� als Abstand der C�{Atome [139],

� als Abstand sogenannter virtueller C�{Atome [48], die durch Verschiebung
des C�{Atoms (zum Beispiel um 2:4�A) in Richtung des (C�; C�){Vektors
berechnet werden (das f�ur Glycin fehlende C�{Atom wird k�unstlich er-
zeugt),

� als der minimale euklidische Abstand zweier Nicht{Wassersto�{Atome der
Aminos�aurereste,

� als der minimale euklidische Abstand der van{der{Waals{Kugeln zweier
Nicht{Wassersto�{Atome der Aminos�aurerest.

Wenn im folgenden von dem Abstand kbi; bjk zweier Aminos�auren bi und bj ge-
sprochen wird, so ist der euklidische Abstand der C�{Atome der Reste gemeint,
sofern nicht anderes gesagt wird.

De�nition 5.3 (Distanzkontaktrelation)
Sei kbi; bjk der (euklidische) Abstand zweier Aminos�auren bi; bj in der Struktur
B.
Dann stehen Aminos�aurereste [b] 2 B f�ur einen gegebenen Abstandsgrenzwert
max dist in Distanzkontaktrelation �d genau dann, wenn

8(bi; bj) 2 [b] : kbi; bjk � max dist:

Der Abstand max(bi;bj)2[b] kbi; bjk ist ein Attribut des Kontaktes �d [b].

F�ur die in der Literatur vorgeschlagenen empirischen Potentiale variiert der ma-
ximal ber�ucksichtigte Abstandswert max dist zwischen 10�A [48] und 20�A [319].
Bei der Betrachtung von paarweisen Distanzkontakten wird in der Regel ein Dis-
tanzkontaktrelation �d (bi; bj) mit dem Abstand ji � jj der Aminos�auren in der
Sequenz der Peptidkette attributiert.
Die Berechnung der Distanzkontaktrelationen f�ur eine Struktur B ben�otigt im
schlechtesten Fall eine Laufzeit O(jBj2), wobei jBj die Anzahl der Aminos�auren
von B ist. Im Mittel kann die Berechnungsdauer durch Einbeziehung geometri-
sche Abstandsbedingung stark verk�urzt werden. Zum Beispiel kann ausgenutzt
werden, da� wenn zwei Aminos�aurereste sehr weit voneinander entfernt sind, auch
die unmittelbaren und mittelbaren Nachbarn aufgrund der Peptidbindung nicht
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in Kontakt stehen k�onnen, da diese einen maximalen Abstand vorgibt, um den
sich die Nachbarn im Vergleich zu dem Paar n�aher kommen k�onnen, f�ur das der
Abstand bestimmt wurde. Die Berechnungszeit f�ur die Distanzkontaktrelationen
eines Proteins ist neben der Anzahl der Aminos�aurereste auch von der Anzahl
der betrachteten Atome und vom maximalen Abstand abh�angig, bis zu dem ein
Kontakt gez�ahlt wird. Dieser Maximalabstand und die verwendeten Atome (zum
Beispiel C� oder C�) kann von Potential zu Potential unterschiedlich sein. Daher
werden die Distanzkontaktrelationen der Proteine sowohl f�ur die Ableitung der
Potentiale als auch in Faltungserkennungsexperimenten zur Laufzeit neu berech-
net.
In dem Distanzkontaktrelationsmodell kann nicht garantiert werden, da� die in
Relation stehenden Aminos�aurepositionen in der Struktur auch direkt benachbart
sind. Im Gegenteil ist davon auszugehen, da� zum Beispiel bei einem Abstand
von 20�A zwischen zwei Aminos�auren Teile anderer Aminos�auren liegen. Ziel der
an der GMD entwickelten Voronoi{Potentiale [382] ist die Bewertung von Re-
lationen in Proteinen, die aus echten geometrischen Nachbarschaften bestehen.
Die Voronoizerlegung [355] einer Punktmenge im Raum liefert die daf�ur geeignete
Datenstruktur f�ur derartige echte Nachbarschaften. Dazu werden die Atome eines
Proteins als Punkte im IR3 betrachtet.

De�nition 5.4 (Voronoizerlegung)
Seien ~pi und ~pj zwei Punkte im IR3. Dann zerlegt die Ebene

E(~pi; ~pj) = f~x 2 IR
3 : k~x; ~pik = k~x; ~pjkg

den IR3 in zwei Halbr�aume HE(~pi; ~pj)(~pi) und HE(~pi; ~pj)(~pj) mit ~pi 2 HE(~pi; ~pj)(~pi)
und ~pj 2 HE(~pi; ~pj)(~pj).
Seien PB � IR3 die Menge aller Atomkoordinaten eines Proteins. Dann ist die
Voronoizelle V (~pi) eines Punktes ~pi 2 PB de�niert als der Schnitt der Halbr�aume
mit den anderen Punkten aus PB:

V (~pi) =
\

~pj2B; ~pj 6=~pi

HE(~pi; ~pj)(~pi)

Die Voronoizelle V (b) einer Aminos�aure b 2 B ist die Vereinigung der Voronoi-
zellen der Atome von b:

V (b) =
[
~pi2b

V (~pi)

Die Voronoikontakt�ache V KF (a; b) zweier Aminos�auren a; b 2 B ist de�niert
als die Summe der Gr�o�en der gemeinsamen Fl�achen der zugeh�origen Voronoi-
zellen V (a) und V (b).
Die Voronoizerlegung eines Proteins ist die Vereinigung der Voronoizellen seiner
Aminos�auren.
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Die Voronoizelle der Atomkoordinaten zerlegen den Raum in konvexe Polytope.
Die Zellen der Atompunkte, die auf der konvexen H�ulle des Proteins liegen, sind
zun�achst einmal unbeschr�ankt. Damit sind auch die Voronoikontakt�ache zweier
auf der konvexen H�ulle benachbarter Aminos�auren unbegrenzt.
Um auch die Voronoizellen an der Proteinober�ache eine der Gr�o�e der Ami-
nos�aure proportionale Ausdehnung zu geben, werden zus�atzlich zu den Atom-
punkten sogenannte Gitterpunkte eingef�ugt, die das Protein gewisserma�en mit
einer L�osungsmittelschicht umgeben.
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Abbildung 5.1: Voronoizerlegung eines Proteins mit Atomkoordinaten
(schwarze Kugeln) und Gitterpunkten (graue Kugeln).

Abbildung 5.1 zeigt einen Ausschnitt an der Ober�ache eines Proteins. Die Gitter-
punkte werden auf einemW�urfel mit Kantenl�ange 2�dpl um jede Atomkoordinate,
die den Mittelpunkt des W�urfels bildet, nach folgenden Vorschriften generiert:

� Ein Gitterpunkt ist von jedem Atompunkt mindestens dpl�A entfernt.

� Ein Gitterpunkt ist von jedem anderen Gitterpunkt mindestens dll�A ent-
fernt.

Durch die Einf�uhrung der Gitterpunkte wird das Volumen der Aminos�auren be-
grenzt, die die Ober�ache der konvexen H�ulle des Proteins ber�uhren. Damit wer-
den k�onnen die Voronoikontakt�achen von Aminos�auren an der Proteinober�ache



5.2. EMPIRISCHE POTENTIALE ZUR FALTUNGSERKENNUNG 91

einheitlich zu denen von vergrabenen Aminos�aureresten berechnet werden. Au-
�erdem kann die Summe SVF(b) der Fl�achengr�o�en, die die Voronoizelle V (b)
einer Aminos�aure b mit Gitterpunkten gemeinsam hat, als Ma� f�ur die L�osungs-
mittelzug�anglichkeit einer Aminos�aure b verwendet werden.
Die Kalibrierung der Gitterparameter dpl und dll erfolgt anhand bereits aus der
Literatur bekannter Gr�o�en f�ur die zug�angliche Ober�ache und das Volumen ei-
ner Aminos�aure. Als Referenzgr�o�e f�ur die zug�angliche Ober�ache SVF(b) einer
Aminos�aure b dient die Connolly{Ober�ache [66] aus DSSP [173]. Als Vergleich
f�ur das typische Voronoivolumen einer Aminos�aure werden die mittleren Volu-
men von Aminos�auren eines Typs aus der Literatur [133, 277] verwendet, die
in beiden Referenzen auf der Basis von Voronoizerlegungen der vollst�andig im
Proteininneren vergrabenen Aminos�auren berechnet wurden.
Eine ausf�uhrlichere Beschreibung der Bestimmung der optimalen Gitterparame-
ter �ndet sich in [366, 367, 382]. Dabei wurde bei der Kalibrierung ber�ucksichtigt,
da� nach Gerstein et al. [114] das Volumen, das von Atomen an der Proteinober-
�ache eingenommen wird, etwa 6% gr�o�er als das von vergrabenen Atomen ist.
Die gegenw�artige Einstellung ist 3�A sowohl f�ur dpl als auch dll. Dies entspricht
intuitiv in etwa dem Durchmesser eines Wassermolek�uls.
F�ur die Voronoikontaktde�nition (siehe 5.5) stellen unbegrenzte Fl�achen an der
Problemober�ache nur dann ein Problem dar, wenn einem Voronoikontakt eine
sinnvolle Kontakt�achengr�o�e zugewiesen werden soll. F�ur die reine Nachbar-
schaftsrelation ist nur die Existenz einer gemeinsamen Fl�ache von Bedeutung.

De�nition 5.5 (Voronoikontaktrelation)
Aminos�aurereste [b] 2 B stehen in einen Voronoikontaktrelation �v genau dann,
wenn gilt:

8(bi; bj) 2 [b] : VKF (bi; bj) > 0

Der Abstand max(bi;bj)2[b]kbi; bjk ist ein Attribut des Kontaktes �v [b].
Ein weiteres Attribut eines Voronoikontaktes ist seine Gesamtkontakt�ache

VKF [b] =
X

(bi;bj)2[b]

VKF (bi; bj):

Die Berechnung der Voronoikontaktrelationen eines Proteins erfolgt �uber die Be-
rechnung der konvexen H�ulle von Punkten im IR4 mit Hilfe des Quickhull{
Algorithmus [22]. Die Laufzeit zur Berechnung der konvexen H�ulle im IR4 und
damit der Voronoizerlegung im IR3 erfolgt in asymptotischer Zeit O(n2) [87,
370], wobei n die Anzahl der Eingabepunkte also Atompunkte plus Gitterpunk-
te ist. Zur Transformation des Problems der Berechnung der Voronoizerlegung
von Punkten im IRd auf die Berechnung einer konvexen H�ulle im IRd+1 wird die
Methode von Edelsbrunner und Seidel [88] verwendet (siehe auch [265, 366, 370]).
Wie die Voronoi{Datenstruktur e�zient zur Berechnung der Voronoikontaktre-
lation und der zugeh�origen Kontaktattribute verwendet werden kann, ist in der
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Diplomarbeit von Marko Woehler [366] im Detail beschrieben. Die Berechnung
der Voronoikontaktrelationen eines Proteins aus den in der PDB{Datenbank ab-
gelegten Proteinkoordinaten ist mit den Zwischenschritten insgesamt etwas zeit-
aufwendiger als die Berechnung der Distanzkontaktrelation.
Da die Voronoikontaktrelationen au�erdem den Vorteil haben, unabh�angig von
dem in einem empirischen Potential maximal bewerteten Abstand zweier Ami-
nos�aurereste zu sein, wurden die Voronoikontaktrelationen vorberechnet und in
einer Datenbank abgelegt.
Damit ergibt sich folgende formale De�nition des Relationsgraphen GB einer
Struktur B:

De�nition 5.6 (Relationsgraph)
Sei I die Menge der in den De�nitionen 5.2 bis 5.5 de�nierten (Kontakt{)Rela-
tionen. Der Relationsgraph GI

B f�ur eine Proteinstruktur B bez�uglich einer Menge
I � I ist dann de�niert als ein Quadrupel (VB; EB; �; �) der Knotenmenge VB,
der Kantenmenge VB, den Knotenattributen � und den Kantenattributen � mit:

� VB Menge der Aminos�aurereste der Struktur,

� EB = f[b] 2 VB : �i ([b]), wobei �i2 Ig,

� Knotenattributen � : Vp �! �,

� Kantenattributen � : EB �! I � ZZk � IRl.

Attribute, die Eigenschaften einzelner Positionen in der Struktur beschreiben,
werden dabei als einstellige Relationen kodiert. Ein Beispiel f�ur eine einstelli-
ge Relation ist die l�osungsmittelzug�angliche Ober�ache eines Aminos�aurerestes.
Relationen an denen mehr als zwei Positionen beteiligt werden als sogenannte
Hyperkanten kodiert. Bis auf wenige Ausnahmen [119] werden in der Faltungs-
vorhersage nur Relationen mit Grad kleiner als drei verwendet.
Die Knotenattribute � ordnen den Knoten unter anderem den Aminos�auretyp aus
der nativen Struktur zu. Die Kantenattribute � dienen der Kodierung der zus�atz-
lichen Attribute der der jeweiligen Kante entsprechenden Relation. In Abh�angig-
keit von Typ des Attributs und der Relation werden sie als ganze oder reelle
Zahlen an den Kanten des Relationsgraphen gespeichert. Typische Kantenat-
tribute sind der euklidischen Abstand (ED) der durch die Kante verbundenen
Knoten, der Abstand (SD) der Knoten in der zugrundeliegenden Proteinsequenz
oder auch die Gr�o�e der Kontakt�ache (KF ) einer Kontaktrelation.
Ein Ereignis im Sinne der f�ur die Potentialableitung benutzten Terminologie ist al-
so ein Element der Kantenmenge des Relationsgraphen mit den zugeh�origen Kan-
tenattributen. Um auch bei Verfeinerungen der Relationen zum Beispiel durch
ED{Attribute mit diskreten Ereignissen zu rechnen, werden Abstandsattribute
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und andere Attribute, die von ihrer Art her kontinuierlich sind, durch Untertei-
lung in Intervalle diskretisiert. Somit k�onnen sowohl bei der statistischen Ablei-
tung von Potentialen diskrete Ereignisse gez�ahlt als auch bei ihrer Anwendung
diskrete Ereignisse bewertet werden.
Der RelationsgraphGB stellt somit eine formale Beschreibung einer Proteinstruk-
tur B dar, anhand der im folgenden die verschiedene Ein{ und Mehrk�orperpo-
tentiale beschrieben werden. Dabei werden insbesondere Unterschiede der aus
der Literatur bekannten Potentiale zu den an der GMD entwickelten Potentialen
diskutiert, die auf der Voronoizerlegung von Proteinen basieren.

5.2.3 Eink�orperpotentiale

Unter dem Begri� Eink�orperpotentiale werden hier die Potentiale gefa�t, die
das Auftreten einer Aminos�aure an einer bestimmten Strukturposition nur in
Abh�angigkeit von dem Typ der Aminos�aure und einer Beschreibung der Struk-
turposition abh�angig machen. W�ahrend die einfachste Variante von Eink�orper-
potentialen { die sogenannten Hydrophobizit�atspotentiale { f�ur die Pr�aferenz ei-
ner Aminos�aure kodieren, sich an einer dem L�osungsmittel zug�anglichen Position
oder an einer im Proteinkern vergrabenen Position der Struktur zu be�nden, wer-
den in den sogenannten Pro�lpotentialen Pr�aferenzen kodiert, die auf der einer
komplexeren Beschreibung der Strukturposition kodieren.
Wie bereits in Abschnitt 4.2.2 haben alle Eink�orperpotentiale unabh�angig von
der jeweiligen Beschreibung einer Strukturposition den gro�en Vorteil, da� das
bez�uglich der zugeh�origen Kostenfunktion optimale Sequenzstrukturalignment
mit den Methoden der dynamischen Programmierung berechnet werden kann.

5.2.3.1 Hydrophobizit�atspotentiale

Hydrophobizit�at ist bekanntlich eine der treibenden Kr�afte der Proteinfaltung.
Daher wird dieser Term auch in empirischen Potentialen zur Faltungserkennung
benutzt. Im folgenden wird ein Auswahl verschiedener empirischer Hydrophobi-
zit�atspotentiale vorgestellt:

Vergraben oder zug�anglich: Godzik und Skolnik [119] leiten ein aminos�aure-
typabh�angiges Hydrophobizit�atspotential nach dem in Abschnitt 5.2.1 be-
schriebenen Verfahren ab. Als Ereignis de�nieren sie das Auftreten eines
Aminos�auretyps an der Proteinober�ache.

Paarkontaktabh�angig: Casari und Sippl [52] leiten Hydrophobizit�atspotenti-
al �uber Hauptkomponentenanalyse aus dem Paarinteraktionspotential von
Sippl (siehe Abschnitt 5.2.4) her.

Bryant und Lawrence [48] berechnen den Hydrophobizit�atsanteil des Pseu-
doenergiepotentials ebenfalls durch Komponentenzerlegung des Paarinter-
aktionspotentials in paarabh�angige und paarunabh�angige Komponenten.
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Hydrophobe Kontakte: Hang et al. [154, 155] schlagen ein sehr einfaches Hy-
drophobizit�atsma� vor, das aus einem Hydrophobizit�atsterm und einem
Term f�ur die Eigenschaft einer Aminos�aure besteht, im Proteininneren ver-
graben zu sein. Der Hydrophobizit�atsterm f�ur eine hydrophobe Aminos�aure
an Position i errechnet sich aus der Anzahl der nichtpolaren Aminos�auren,
die einen Kontakt (Abstand der virtuellen C�{Atome � 7:3�A) zu Position
i haben. Der zweite Term errechnet sich einfach aus der Anzahl Reste in ei-
nem 10�A Radius um i. Die Erkennungsrate im Selbsterkennungstest geben
die Autoren mit 85% an.

Abstand zum Zentroid: DeBoolt und Skolnik [75] de�nieren ein auf Atom-
ebene berechnetes Eink�orperpotential �uber den Abstand eines Atoms vom
Zentroid des Proteins B im Verh�altnis zum Gyrationsradius (abgesch�atzt
durch 2:2 � jBj0:38). Ein gez�ahltes Ereignis besteht darin das ein Atom in
einer bestimmten Umgebungsh�ulle um den Proteinzentroid vorkommt. Das
Potential bewertet somit indirekt die Pr�aferenz eines Atoms vergraben zu
sein.

Ober�achenanteil : In [366] wird die mit Gitterpunkten der Voronoizerlegung
gemeinsame Fl�ache eines Aminos�aurerestes in Verh�altnis zur Gesamtober-
�ache der Voronoizelle des Restes gesetzt. Durch Diskretisierung dieser An-
teile in 10 Intervalle zwischen 0 und 1:0 wird die in Abschnitt 5.2.1 be-
schriebene Potentialableitungmethodik anwendbar. Jones et al. [168] leiten
ein Hydrophobizit�atspotential auf Basis der Connolly{Ober�ache [66] ab,
indem sie f�ur eine Aminos�aure vom Typ X die in der Trainingsmenge gefun-
denen Connolly{Ober�achen in Bezug zur Ober�ache dieser Aminos�aure
im Pentapeptid GGXGG setzen.

W�ahrend Hydrophobizit�atspotentiale im wesentlichen die Pr�aferenz von Ami-
nos�aureresten kodieren, im Proteininneren vergraben zu sein, werden in dem
im folgenden Abschnitt beschriebenen Pro�lpotentialen Pr�aferenzen von Ami-
nos�aureresten f�ur weitere Eigenschaften einer strukturellen Umgebung kodiert.

5.2.3.2 Pro�lpotentiale

Pro�lepotentiale sind Bewertungssysteme, die eine Pr�aferenz eines Aminos�aurere-
stes f�ur eine bestimmte Strukturumgebung kodieren. Einer der ersten Ans�atze zur
Faltungserkennung durch Pro�lpotentiale wurde 1991 von Bowie, L�uthy und Ei-
senberg [39] vorgeschlagen. Eine Strukturumgebung wird in diesem Ansatz durch

� die Ober�ache eines Restes, die im Protein vergraben ist,

� den Ober�achenanteil eines Restes, der in Kontakt zu polaren Atomen oder
Wasser steht, und

� die lokale Sekund�arstruktur beschrieben.
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Der Vorteil einer derartigen Vorgehensweise ist, da� eine Struktur einfach als ein
Pro�l, dessen L�ange durch die L�ange der Struktur und dessen Tiefe durch die An-
zahl der f�ur die Beschreibung struktureller Umgebungen verwendeten Attribute
beschrieben werden kann. Der wichtigste Vorteil ist aber, da� ein Alignment ei-
ner Sequenz gegen diese Repr�asentation einer Struktur optimal mit den aus dem
Sequenzalignment bekannten Methoden berechnet werden kann. In [93, 209, 210,
221, 267, 356, 357, 374] werden andere Beschreibungen von Strukturumgebungen
vorgestellt.
Ouzonis et al. [266] verwenden eine Strukturbeschreibung, die sogenannten con-
tact interface vectors, in der f�ur jede Strukturposition zum Beispiel die eigene
Sekund�arstruktur, die Anzahl und St�arke von Kontakten zu Resten in der glei-
chen und anderen Sekund�arstrukturen und zum L�osungsmittel kodiert werden.
Im n�achsten Schritt werden dann, �ahnlich wie in Abschnitte 5.2.1 beschrieben,
f�ur jeden Aminos�auretyp Pr�aferenzen abgeleitet, sich in einer so beschriebenen
Strukturumgebung zu be�nden, beziehungsweise mit dem zugeh�origen contact
interface vector aliniert zu werden.
Das an der GMD entwickelte Kontaktkapazit�atspotential (CCP ) [5], welches
als Kostenfunktionsbestandteil in dem schnellen Faltungserkennungsverfahren
123D [5] verwendet wird, weist in eine �ahnliche Richtung wie der zuvor beschrie-
bene Ansatz und soll etwas ausf�uhrlicher beschrieben werden, da das Kontaktka-
pazit�atspotential auch in der RDP{Methode verwendet wird. Dieses Kontaktka-
pazit�atspotential charakterisiert einen Aminos�aurerest anhand seiner M�oglichkeit
eine bestimmte Anzahl von Kontakten zu anderen Resten in einer Proteinstruktur
auszubilden. Das C�{Atom in Abbildung 5.2 zum Beispiel be�ndet sich in einer
Schleife und hat 2 Kontakte zu nah in der Sequenz benachbarten Positionen und
zu weiteren 5 in der Sequenzreihenfolge weiter entfernten Positionen. Entspre-
chend kodiert die einfachste Variante CCP eines Kontaktkapazit�atspotentials,
die Pr�aferenz einer Aminos�aure, Bestandteil einer bestimmten Sekund�arstruktur
zu sein und dabei k lokale und l globale Kontakte zu haben. Lokale Kontakte sind
Kontakte zu maximal 6 Peptidbindungen entfernten Positionen, globale Kontak-
te alle anderen. Der Aminos�auretyp des Restes zu dem der Kontakt ausgebildet
wird, wird nicht ber�ucksichtigt. Dies ist der Grund, warum CCP{Potentiale in
Pro�len kodiert werden k�onnen und das zugeh�orige Alignmentproblem e�zient
gel�ost werden kann.
Die Z�ahlung der Vorkommen eines Aminos�auretyps in einer bestimmten Kon-
taktumgebung werden, wie beschrieben, �uber das inverse Boltzmanngesetz in
Pseudoenergie beziehungsweise Pr�aferenzen umgewandelt. In [5] werden weitere
Verfeinerungen der Kontaktkapazit�atspotentiale vorgeschlagen:

Bedingtes CCP (CCCP) : Die Pr�aferenz f�ur eine bestimmte Anzahl globa-
ler Kontakte eines Restes wird unter der Bedingung bestimmt, da� eine
bestimmte Anzahl lokaler Kontakte vorliegt.

Abstandsabh�angiges CCP (DCCP) : Die Kontakte werden nach dem von
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Cα
Cβ

Abbildung 5.2: Die Kontaktkapazit�atpotentiale [5] bewerten die Pr�aferenz ei-
ner Aminos�aure in einer bestimmten Kontaktumgebung auf-
zutreten. Die Kontaktumgebung einer Strukturposition C�

wird zum Beispiel durch die Anzahl der Kontakte zu anderen
Strukturpositionen und die Sekund�arstruktur beschrieben.

Bryant und Lawrence [48] vorgeschlagenen Schema zus�atzlich nach dem
euklidischen C�{Abst�anden und der Trennung der Reste in der Sequenz
klassi�ziert.

Winkelabh�angiges CCP (ACCP) : Die den betrachteten Rest umgebende
Raumkugel wird in 6 Winkelsegmente eingeteilt. Die Kontakte werden ent-
sprechend ihrer Zuordnung zu einem dieser Segmente klassi�ziert.

In der RDP{Methode wird bisher nur die einfache Version CCP verwendet. Eine
Erweiterung auf die anderen Potentialtypen ist jedoch ohne �Anderung der RDP{
Methode m�oglich. Da jedoch das einfachste Potential auch in der 123D{Methode
bislang die besten Ergebnisse liefert, wurde bisher darauf verzichtet. Auf den
Einsatz der CCP{Potentiale in der RDP{Methode wird in Kapitel 7 eingegangen.
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5.2.4 Zwei{ und Mehrk�orperpotentiale

Zwei{ und Mehrk�orperpotentiale bewerten wie der Name bereits sagt Ereignisse
e, an denen zwei oder mehr Aminos�auren eines Proteins beteiligt sind.
Die ersten empirischen Zweik�orperpotentiale wurden 1985 von Miyazawa und Jer-
nigan [232] vorgestellt. Sippl erweiterte 1990 in seiner Beschreibung der Potentials
of Mean Force [319] diese empirischen Kontaktpotentiale zu distanzabh�angigen
Paarkontaktpotentialen. In der Literatur wurden seitdem von verschiedenen Ar-
beitsgruppen zahlreiche, leicht von der Ursprungsversion abweichende, empiri-
sche Potentiale vorgestellt. Der folgenden Abschnitt gibt einen �Uberblick �uber
die Vielfalt der in der Literatur vorgeschlagenen Variationen.

� Miyazawa und Jernigan [232] transformieren die Seitenkettenzentren auf ein
Gitter und belegen nicht besetzte Gitterpunkte mit L�osungsmittel. Gitter-
punkte in 6:5�A de�nieren sie als Kontakte, die nach L�osungsmittel und Ami-
nos�auretyp getrennt gez�ahlt werden. Die Z�ahlungen werden �uber die quasi{
chemische Approximation in Energiewerte �ubersetzt. Sie verwenden die so
abgeleiteten Potentiale f�ur Simulationen und Faltungserkennung [233]. Die
wesentlichen Unterschiede zu anderen Potentialen bestehen in der explizi-
ten Ber�ucksichtigung des L�osungsmittels und darin, da� sie nicht distanz-
abh�angig sind.

� In seiner ersten Arbeit zu empirischen Potentialen [319] beschreibt Sippl
ein aminos�auretypabh�angiges, empirisches Paarinteraktionspotential, des-
sen Ableitung auf dem in Abschnitt 5.2.1 beschriebenen Grundprinzip be-
ruht. Als erstes Attribut eines Kontaktes verwendet er den euklidischen
Abstand (ED) der C�{Atome zweier Aminos�auren im Bereich zwischen et-
wa 2:5 und 22�A), wobei er diese in etwa zwanzig Intervalle unterteilt. Als
zweites Attribut schl�agt er den Abstand der Reste in der Aminos�aurese-
quenz (SD) vor, wobei zun�achst nur Aminos�aurereste im Sequenzabstand
zwischen 2 und 6 in die Betrachtung einbezogen werden (sogenannte kurz-
reichweitige Kontakte). Da in diesem Modell die Anzahl der Vorkommnisse
f�ur einige Ereignisse zu klein ist, verwendet Sippl einen Korrekturterm.

� F�ur Faltungserkennungsexperimente [139, 325] werden die Abst�ande der
C�{Atome und au�erdem auch Kontakte zwischen weiter in der Sequenz
voneinander entfernten Resten verwendet. Wie f�ur die ED{Attribute wer-
den dazu auch die SD{Attribute f�ur die mittel{ und langreichweitigen Kon-
takte in Intervalle aufgeteilt.

� Jones et al. nutzen ein Potential, wie es von Sippl eingef�uhrt wurde, in ihrem
Programm Threader f�ur die Berechnung von Sequenzstrukturalignments
und Faltungserkennungsexperimente [168].

� Bryant und Lawrence [48] verwenden bis auf die Wahl des Referenzzustan-
des (siehe dazu Abschnitt 5.2.1) eine �ahnliche Vorgehensweise wie Sippl. Sie



98 KAPITEL 5. BEWERTUNGSSYSTEME

de�nieren Kontakte zwischen virtuellenC�{Atomen (siehe oben) im euklidi-
schen Abstand zwischen 5 und 10�A in Intervallschritten von 1�A. Au�erdem
beschr�anken sie das Potential auf Kontakte mit Sequenzabstand gr�o�er als
5. Daher unterscheiden sie Kontakte auch nicht nach dem Sequenzabstand
der Kontaktpartner, sondern anstelle dessen danach, ob die Kontakte vom
R�uckgrad der Peptidkette oder von den Seitenketten ausgebildet werden.

� Bauer und Beyer [24] machen in ihrer Potentialableitung den Korrekturterm
aus dem Sippl{Ansatz Ansatz �uber�ussig, indem sie f�ur ein Aminos�aurepaar
(a; b) beobachtete Ereignisse gewichtet �uber eine Aminos�aureaustauschma-
trix auch als Ereignisse f�ur alle anderen Paaren (x; b) registrieren.

� Levitt et al. verwenden Variationen der bereits vorgestellten Potentiale [268,
269].

� Kocher al. [184] erweitern die typischen Sippl{Potentiale um einen R�uck-
gratdihedralwinkelterm und einen L�osungsmittelterm.

� Reva et al. [280] verwenden ebenfalls eine Variation des Sippl{Potentials.

� Maiorov und Crippen [212] repr�asentieren die Seitenkette ebenfalls durch
das C�{Atom (Kontaktabstand maximal 9�A), verwenden aber zus�atzlich
auch Kontakte zu R�uckgratatomen (Kontaktabstand maximal 5�A). Au-
�erdem unterscheiden sie Kontakte zwischen R�uckgratatomen, zwischen
Seitenketten{ und R�uckgratatomen und zwischen Seitenkettenatomen. Die
Bestimmung der Werte des empirischen Potentials erfolgt nicht durch Ver-
wendung des inversen Boltzmanngesetzes sondern durch L�osung eines gro�en
Ungleichungssystems. Die Ungleichungen verlangen, da� jede native Struk-
tur eine geringere Energie erh�alt als jede Alternative in der Trainingsmenge.
Die L�osung des Ungleichungssystems erfolgt durch schrittweise Vergr�o�e-
rung der Trainingsmenge und damit des Ungleichungssystems. Bei der An-
wendung der Potentiale heben sie die Diskretisierung der Kontakte auf und
bewerten Kontakte kontinuierlich in Abh�angigkeit von der Distanz.

� Godzik und Skolnik [119] leiten ein aminos�auretypabh�angiges Mehrk�orper-
potential nach der in Abschnitt 5.2.1 beschriebenen Vorgehensweise ab. Als
aminos�auretypabh�angiges Ereignis de�nieren sie eine Distanzkontaktrela-
tion von zwei beziehungsweise drei Aminos�aureresten. Zwei beziehungsweise
drei Aminos�aurereste stehen in Kontakt, wenn f�ur jedes Paar zwei schwere
Seitenkettenatome existieren, deren Abstand kleiner als 5�A [118]. Dieses
Modell unterscheidet sich in zwei Punkten von dem von Sippl und Bryant
verwendeten Modell:

{ Es sind auch dreistellige Relationen m�oglich.

{ Es wird wie auch in [232] nur die Existenz eines Kontaktes und keine
weitere Eigenschaften (wie zum Beispiel die Distanz) ber�ucksichtigt.
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� In [323, 324] leiten Sippl et al. ein empirisches Potential f�ur die Bewertung
von Wassersto�br�ucken aus den beobachteten Distanzabst�anden zwischen
den Carboxylsauersto�atomen und den Amidgruppen nicht in der Sequenz
benachbarter Peptideinheiten ab.

� DeBoolt und Skolnik [75] berechnen ein distanzbasiertes empirisches Poten-
tial auf Atomebene und verwenden es zur Diskriminierung zwischen nativen
Faltungen und Mi�faltungen. In [225] werden sogar noch die einzelnen Ato-
me gleichen Typs nach weiteren Kriterien unterschieden.

In der RDP{Methode ist es m�oglich, verschiedene Arten von Eink�orper{ und
Mehrk�orperpotentialen zur Berechnung und Bewertung von Sequenzstruktur-
alignments zu verwenden. Zur Zeit werden Ein{ und Zweik�orperpotentiale einge-
setzt.
Dabei werden im wesentlichen zwei unterschiedliche Typen von Potentialen ver-
wendet. Potentiale des ersten Typs sind Variationen der von Sippl beziehungs-
weise Bryant und Lawrence vorgeschlagenen Potentiale, also Potentiale, die auf
den Distanzkontaktrelationen (siehe De�nition 5.3, C�{Distanzen) beruhen.
In diesen Potentialen werden Kontakte neben den Aminos�auretypen der Kontakt-
partner durch ihren Abstand im Raum (ED) und in der Sequenz (SD) unter-
schieden. Diese Potentiale wurden in [366] hinsichtlich ihrer Erkennungsleistung
im Selbsterkennungstest optimiert. Die Erkennungsleistung in diesem Test steigt
mit dem Detailgrad des Potentials, der �uber die Anzahl der verwendeten Inter-
valle f�ur den Sequenz{ und r�aumlichen Abstand der Kontaktpartner beeinu�t
wird. Die Anzahl der verwendeten Intervalle ist im folgenden im Namen des Po-
tentials kodiert. So bedeutet ED3SD6 zum Beispiel, da� die Kontakte nach ihrem
Abstand im Raum zwischen 3 und 15�A in sechs 2�A{Intervalle und in sechs Se-
quenzabst�ande ( 2; 3; 4; 5; 6 und � 7 bis 1) eingeteilt sind.
In einer homologen Struktur ist zwar das grobe Faltungsger�ust erhalten, aber
einzelne Distanzen k�onnen sich durch mehrere Angstr�m unterscheiden. In [131]
werden diese Unterschiede diskutiert. Bei der Optimierung der Erkennungslei-
stung wurde daher versucht, den Detailgrad der Potentiale, also die Anzahl der
Intervalle, bei optimaler Erkennung der nativen Strukturen m�oglichst gering zu
halten. F�ur weitere Details, wie die Wahl der Trainingsmenge, des Referenzzu-
standes und die Korrektur f�ur kleine Datenmengen, sei hier auf die Diplomarbeit
von Marko Woehler [366] verwiesen.
Potentiale des zweiten Typs basieren auf dem Voronoikontaktrelationen (siehe
De�nition 5.5, C�{Distanzen). Potentiale dieses Typs werden im folgenden durch
das Pr�a�x VCM gekennzeichnet. Dieses Modell hat neben der besseren Erken-
nungsleistung (siehe Abschnitt 5.2.5) den Vorteil, da� auch die Kontakt�ache
KF eines Kontaktes in seine Bewertung einbezogen werden kann. Dazu bietet
die RDP{Methode zum Sequenzstrukturalignment zwei M�oglichkeiten:

� Gewichtung eines Kontaktes anhand der Gr�o�e der zugeh�origen Kontakt-
�ache, eventuell mit Gewicht 0 f�ur sehr kleine Kontakt�achen.
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� Verwendung der Kontakt�ache KF anstelle des Sequenzabstandes SD oder
des euklidischen Abstandes ED als Kriterium f�ur die Attributierung eines
Kontaktes.

Die Erkennungsleistung von den Kontakt�achenpotentiale im Selbsterkennungs-
test zeigt Tabelle 5.1 [367, 382].
Wie bereits erw�ahnt, bestehen Voronoikontaktrelationen nur zwischen im Raum
direkt benachbarten Aminos�auren. In wieweit dadurch langreichweitige physika-
lische Wechselwirkungen, wie zum Beispiel elektrostatische Wechselwirkungen,
nicht hinreichend durch ein VCM{Potential erfa�t werden, bleibt noch o�en.
Bei der Berechnung von Sequenzstrukturalignments mit der RDP{Methode stel-
len die Bewertung von (Teil{)Alignments und die Kodierung von Paarinterak-
tionen zentrale Berechnungsschritte dar. Der f�ur diese Schritte ben�otigte Zeit-
aufwand steigt mit der Anzahl der auszuwertenden Kontakte. Daher wirkt sich
die Beschr�ankung auf wirkliche Nachbarschaften bei Voronoikontaktrelationen als
Nebene�ekt positiv auf die Laufzeit von Sequenzstrukturalignmentberechnungen
mit der RDP{Methode aus.
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Abbildung 5.3: Anzahl Voronoikontakte (in rot) versus Distanzkontakte (in
blau) f�ur eine repr�asentative Proteinmenge (hobohm 96 25,
488 Proteine) [366].

Abbildung 5.3 zeigt f�ur eine repr�asentative Proteinmenge (hobohm 96 25, 488
Proteine) die Anzahl der Kontakte in Abh�angigkeit von der Distanz f�ur die Dis-
tanzkontaktrelationen und die Voronoikontaktrelationen. Bis 6�A verhalten sich
die Relationen nahezu identisch. Doch f�ur gr�o�ere Distanzen nimmt die Anzahl
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der Kontakte bei Distanzkontaktrelationen weiter zu, w�ahrend sie f�ur Voronoi-
kontaktrelationen recht schnell abnimmt.
Der folgende Abschnitt gibt eine Einordnung des Nutzens empirischer Potentiale
und setzt die Erkennungsleistung der neuartigen auf den Voronoikontaktrelatio-
nen basierten Potentiale in Bezug zu aus der Literatur f�ur andere Potentiale
entnommenen Erkennungsraten.

5.2.5 Bewertung empirischer Potentiale

Empirische Potentiale k�onnen immer nur eine Approximation der freie Energie
�G sein. Dies bedeutet aber auch, da� die native Struktur, die allgemeinhin als
die Struktur minimaler freier Energie angesehen wird, nicht notwendigerweise die
minimale Energie gem�a� eines empirischen Potentials haben wird, sondern da�
Strukturen mit niedrigerer Energie m�oglich sind. Es gibt jedoch Hinweise daf�ur,
da� die Anzahl der m�oglichen Konformationen einer Peptidkette exponentiell mit
der Energie steigt [98]. Dies erschwert die Verwendung empirischer Potentiale f�ur
Molek�uldynamiksimulationen und Energieminimierungen, da am Ende nicht eine
Struktur sondern ein Ensemble von Strukturen steht, aus dem die zuverl�assigen
Teile extrahiert werden m�ussen [316]. Dennoch werden spezielle Anpassungen
von empirischer Paarinteraktionspotentialen auch f�ur Simulationen der Protein-
faltung in Gittern verwendet [283]. In einer �Ubersicht vergleicht Moult [238] die
klassischen Kraftfelder der molekularen Mechanik mit den empirischen, aus Da-
tenbanken abgeleiteten Potentialen und kommt zu dem Schlu�, da� beide Ans�atze
noch viele o�ene Fragen und Probleme beinhalten.
W�ahrend die empirischen Potentiale f�ur Ab initio{Simulationen noch zu ungenau
zu sein scheinen, sind sie f�ur die Faltungserkennung sehr hilfreich [74]. In [320,
322] gibt Sippl eine �Ubersicht �uber den Nutzen empirischer Potentiale in der
Proteinstrukturvorhersage.
Bei der Faltungserkennung ist jedoch das Ziel, zwischen Faltungsklassen oder zu-
mindest deutlich unterschiedlichen Faltungsmodellen f�ur eine gegebene Sequenz
zu unterscheiden. F�ur die Faltungserkennung kommt es daher darauf an, eine Po-
tentialfunktion zu �nden, die eine Balance zwischen Detailgrad und Abstraktion
hat. Das Abstraktionslevel mu� so hoch sein, da� die Erkennung einer homologen
Struktur nicht an der Ersetzung von etwa 80% der Aminos�auren scheitert. Auf
der anderen Seite mu� der Detailgrad aber auch so gro� sein, da� eine Unterschei-
dung zwischen homologen und nicht homologen Strukturen m�oglich ist. Dazu ist
jedoch die Berechnung einer korrekten Abbildung der Sequenz in die homologe
Struktur notwendig. Das wiederum bedeutet, da� es mit Hilfe der Potentialfunk-
tion m�oglich sein mu�, zwischen guten und schlechten Sequenzstrukturalignments
zu unterscheiden.
Der einfachste Test, dem Potentiale hinsichtlich ihrer Erkennungsleistung unter-
worfen werden k�onnen, ist der sogennannte Selbsterkennungstest [139]. Dieser
Test wird in der Literatur allgemein verwendet, um die Leistungsf�ahigkeit ei-
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nes vorgeschlagenen empirischen Potentials zu testen. In diesem Test wird eine
Sequenz ohne Insertionen und Deletionen durch eine repr�asentative Menge von
Strukturen geschoben, in der sich auch die zu der Sequenz geh�orige native Struk-
tur be�ndet. Jede der so erhaltenen Einbettungen wird anhand des Potentials
bewertet. Ein Sequenzstrukturpaar gilt als erkannt, wenn die Identit�atsabbildung
der Sequenz B in die native Struktur B die niedrigste Pseudoenergie erh�alt, also
an Position 1 in der Rangliste RB steht.

Hendlich
et al. [139]

Bryant &Law-
rence [48] 1

DeWitte &Sha-
khnovich [77]

Kocher
et al. [184]

Bauer &
Beyer [24]

Huang et
al. [154]

Reva et

al. [280]

# 101 161 86 74 167 195 102

R[1] [%]

Original 66 94 - 73 94 85 98

ED3SD6 93 88 100 100 96 98 100
ED6KF8 95 91 100 100 98 98 100
KF2SD6 92 90 97 98 97 98 100

Tabelle 5.1: Selbsterkennungstest: Vergleich verschiedener Voronoipoten-
tiale gegen Potentiale aus der Literatur. (1 Bryant und Law-
rence entfernen homologe Proteine nicht aus der Menge, auf
der das Potential berechnet wird [382].)

Um den Einu� von Speichere�ekten einzuschr�anken, mu� darauf geachtet wer-
den, da� die Mengen, auf denen das Potential berechnet und getestet wird, dis-
junkt sind oder der Einu� der jeweils getesteten Struktur aus dem Potential
herausgerechnet wird, was durch den sogenannten Jack-Knife{Test erreicht wer-
den kann.

Tabelle 5.1 zeigt die Selbsterkennungsrate f�ur verschiedene Voronoipotentiale im
Vergleich mit den in der Literatur f�ur andere Potentiale zu �ndenden Werten. Zur
Ableitung der Tabelle wurden die Voronoipotentiale auf den von den jeweiligen
Autoren verwendeten Testmengen angewendet. Obwohl alle Voronoipotentiale
einen geringen Detailgrad aufweisen (in [139] werden allein zwanzig Distanzinter-
valle verwendet), �ubertre�en sie bis auf ein Potential alle anderen Potentiale, was
die Erkennung der nativen Struktur auf Rang R[1] angeht. Die einzige Ausnah-
me ist die Testmenge von Bryant und Lawrence [48], wo bei der Berechnung des
Originalwertes homologe Proteine nicht aus der Trainingsmenge entfernt wurden.

In umfangreichen Analysen [268, 269] verschiedener empirischer Potentiale zeigen
Levitt et al. durch Selbsterkennungstests auf unterschiedlich generierten Testmen-
gen, da� diese Potentiale erfolgreich zwischen verschiedenen Faltungen unterschei-
den k�onnen doch starke Schw�achen bei der Unterscheidung nativer Strukturen
von nahezu{nativen Strukturen (RMS{Abweichung kleiner als 5:0�A) haben.

Diese Ergebnisse deuten daraufhin, da� eine Optimierung von Sequenzstruktur-
alignments allein anhand empirischer Paarinteraktionspotentiale schwierig, wenn
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nicht sogar unm�oglich ist. Anhand des im folgenden betrachteten Beispiels aus
der JOY{Datenbank [306] struktureller Alignments wird dies sehr deutlich. Das
Datenbankalignment f�ur die Proteine 3phv und 2rspA wei�t eine Identit�at von
26:3% auf, und die Superpositionierung gem�a� des Alignments hat eine RMS{
Abweichung von 2:66�A bei 93 alinierten Positionen. Aliniert man die Sequenz

2rspA _000:-LAMTMEHK-DRPLVRVILTNTGSHPVKQRSVYITALLDSGADITIISEEDWPTDWPVME

3phv _000:P-QITL---WQRPLVTIKIGGQLK----------EALLDTGADDTVLEEMSLPGRWKPKM

Allowed_000:..******..**********..............*******************.......

2rspA _000:~LAMTMEHK~DRPLVRVILTNTGSHPVKQRSVYITALLDSGADITIISEEDWPTDWPVME

3phv _000:~PQITL--W~QRPLVTIKIG----------GQLKEALLDTGADDTVLEEMSLP--GRWKP

2rspA _060:AA~~~~~~GI-PMRKS--RDMIELGVINRDGSLERPLLLFPAVAMVRGSILGRDCLQGLG

3phv _060:IG~~~~~~GIGGFIKVRQYDQILIEICGHK-----AIGT-VLVGPTPVNIIGRNLLTQIG

Allowed_060:...................********.............********************

2rspA _060:AA------GI~PMRKS~~RDMIELGVINRDGSLERPLLLFPAVAMVRGSILGRDCLQGLG

3phv _060:KMIGGIGGFI~KVRQY~~-DQILIEIC------GHKAIGTVLVGPTPVNIIGRNLLTQIG

2rspA _120:LRLTNL-

3phv _120:CTLN--F

Allowed_120:****..

2rspA _120:LRLTNL,

3phv _120:CTLNF-,

Abbildung 5.4: Vergleich des JOY{Alignments (2rspA, 3phv) (oben) gegen das
Sequenzstrukturalignment (unten).

von 3phv mit der RDP{Methode mit der Paarpotentialbewertung als ma�gebli-
ches Optimierungskriterium gegen die Struktur von 2rspA, so werden ebenfalls
93 Reste bei sogar 28:3% Identit�aten aliniert. Die RMS{Abweichung betr�agt je-
doch 5:68�A. Vergleicht man die beiden Alignments positionell (siehe auch Ab-
schnitt 8.3.1), so stimmen sie nur an 53:2% der Positionen (in Abbildung 5.4 mit
* markiert) �uberein.
Ein typisches Paarpotential bewertet die native Struktur von 2rspA mit �38:3
und die Einbettung der 3phv{Sequenz in die 2rspA{Struktur gem�a� des JOY{
Alignment mit �27:0. Das schlechtere aber hinsichtlich der Paarpotentialbewer-
tung optimierte Alignment liefert jedoch ein Paarpotentialenergie von �36:0 und
erreicht damit nahezu die Bewertung der nativen Struktur. Dies zeigt, da� auch
empirische Paarpotentiale genau wie Austauschmatrizen nicht allein als Optimie-
rungskriterium f�ur Sequenzstrukturalignments verwendet werden k�onnen.
Werden die in Kapitel 7 beschriebenen Parametrisierungen der Kostenfunktionen
und Randbedingungen eingesetzt, so berechnet die RDP{Methode �ubrigens ein
Alignment mit 3:3�A RMS{Abweichung, 27:3% Identit�aten und einer Paarpoten-
tialbewertung von �28:4.
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Kapitel 6

Rekursive Dynamische Programmierung (RDP)

als allgemeines L�osungskonzept f�ur biologisch

relevante Fragestellungen

6.1 Motivation

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode der Rekursiven Dynamischen Pro-
grammierung (RDP) ist ein allgemeines algorithmisches Schema zur L�osung von
Vergleichsproblemen, wie sie im Bereich der molekularen Biologie auftreten. Die-
se L�osungsmethode hat ihr Hauptanwendungsgebiet dort, wo es um die L�osung
NP{vollst�andiger Probleme [108] { wie dem allgemeinen Sequenzstrukturalign-
ment mit aminos�auretypabh�angigen Wechselwirkungspotentialen { geht. F�ur die-
se Art von Problemen kann eine optimale L�osung nur garantiert werden, wenn
man im schlechtesten Fall exponentielle Laufzeit in der Gr�o�e der Problembe-
schreibung in Kauf nehmen kann. Exponentielle Laufzeiten sind jedoch f�ur die
meisten biologisch relevanten Problemstellungen inakzeptabel, so da� man auf
mit heuristischen Verfahren berechnete approximative L�osungen angewiesen ist.

Bei biologisch relevanten Vergleichsproblemen ist jedoch die bez�uglich der verwen-
deten Kostenfunktionen optimale L�osung in vielen F�allen nicht identisch mit der
biologisch richtigen L�osung, so da� die Frage berechtigt erscheint, welchen Sinn
die Berechnung der unter Kostenfunktionsaspekten optimalen L�osung macht. Das
wesentliche Ziel der RDP{Methode ist, biologisch sinnvolle anstelle von L�osungen
zu berechnen, die bez�uglich ungenauer Kostenfunktionen oder Modelle optimal
sind.

Bei typischen Problemstellungen in der Bioinformatik ist die Problemeigenschaft,
da� optimale Gesamtl�osungen e�zient aus optimalen L�osungen f�ur Teilprobleme
zusammengesetzt werden k�onnen, ein wesentliches Kriterium daf�ur, da� optima-
le L�osungen e�zient berechnet werden k�onnen. Diese Problemeigenschaft wird
im wesentlichen durch die verwendete Kostenfunktion bestimmt. Wird der Ko-
stenfunktionswert aus einem Vergleich von lokalen Eigenschaften der betrachte-
ten Objekte errechnet, k�onnen in der Regel e�ziente L�osungsverfahren gefun-
den werden. Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn, wie beim Sequenzalignment,
die Kostenfunktion aus numerischen Werten f�ur die �Ahnlichkeit beziehungsweise
Austauschbarkeit zweier Aminos�auren und Bestrafungstermen f�ur Insertionen be-
ziehungsweise Deletionen besteht, und damit die Bewertung einer Zuordnung im
Alignment unabh�angig von anderen Zuordnungen im Alignment ist. Diese Loka-
lit�atseigenschaft geht jedoch verloren, wenn { wie beim Sequenzstrukturalignment
mit Paarinteraktionspotentialen { nicht nur lokale Eigenschaften sondern auch

105
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globale Eigenschaften wie Wechselwirkungen zwischen in der Sequenz weit von
einander entfernt liegenden Aminos�auren Bestandteil der Kostenfunktion sind.
Ist neben der Lokalit�at der Kostenfunktion auch noch eine Reihenfolge auf den
betrachteten Objekten vorgegeben, wie dies bei Proteinsequenzen, die allgemei-
ner auch als lineare Folge von Zeichen �uber einem Alphabet angesehen werden
k�onnen, nat�urlicherweise der Fall ist, so kann die Aufteilung von vorn in der Form
von Pr�a�xen erfolgen. Die L�osung des Gesamtproblems erfolgt dann �uber die
schrittweise Berechnung von optimalen L�osungen f�ur die Pr�a�xe. Daher spricht
man in diesem Fall auch von dem Prinzip der Pr�a�xoptimalit�at. Pr�a�xoptimalit�at
bedeutet, da� Pr�a�xe der optimalen L�osung des Gesamtproblems auch gleichzei-
tig optimale L�osungen der durch die Pr�a�xe de�nierten Teilprobleme darstellen.
Das Prinzip der Pr�a�xoptimalit�at ist die grundlegende Voraussetzung zur An-
wendbarkeit des beim Vergleich von Proteinsequenzen in der Regel eingesetz-
ten Optimierungsverfahrens der dynamischen Programmierung (siehe dazu Ab-
schnitt 4.1.2).

Lemma 6.1
Wenn beim Sequenzstrukturalignment (siehe De�nition 4.5) aminos�auretypab-
h�angige Wechselwirkungspotentiale Bestandteil der Kostenfunktion sind, dann ist
f�ur das zugeh�orige Optimierungsproblem das Kriterium der Pr�a�xoptimalit�at ver-
letzt.

Beweisskizze:
Bezeichne im folgenden h(Ajk; Bjl) = hjk;l ein Alignment der Pr�a�xe Ajk der
Sequenz A und Bjl der Struktur B. Sei H := fh j h(A;B) : A �! Bg und
H(Aji; Bjj) := fh j h(Aji; Bjj) : Aji �! Bjjg. Sei die Optimierung eine Maxi-
mierung von Score(h) und seien Hopt und Hopt(Aji; Bjj) die entsprechenden Men-
gen der bez�uglich der Bewertungsfunktion Score optimalen Alignments.
Bezeichne � die Gaper�o�nungskosten und � die Gapverl�angerungskosten (vgl.
De�nition 4.1) und Matchji;j(i; j) die Kosten f�ur eine Paarung von i mit der
Position j ohne Einbeziehung von Kontakten zu Positionen k > j in B.

Annahme: Das Sequenzstrukturalignmentproblem mit aminos�auretypabh�angi-
gem Wechselwirkungspotential erf�ullt das Kriterium der Pr�a�xoptimalit�at,
das hei�t: 8 h 2 Hopt : hji;j 2 Hopt(Aji; Bjj)

Sei das Paar (i; j) mit i 2 A und j 2 B nun so gew�ahlt, da�

� 8 h 2 Hopt : h(i) = j und

� (j; k) der einzige Kontakt von Position j 2 B ist, und

� Matchji;j(i; j) < 2 � (� + �) ^ Match(i; j) > 2 � (� + �) �; � 2 IR

Falls also der Kontakt (j; k) in die Bewertung einbezogen wird, alinieren alle op-
timalen Alignments die Positionen i und j. Falls er nicht einbezogen wird, werden
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sowohl Position i 2 A als auch Position j 2 B von einem optimalen Alignment
nicht aliniert und wenn n�otig ein Wechselgap eingef�ugt.
=) 8 hji;j 2 H

opt(Aji; Bjj) : hji;j(i) = ; ^ h�1ji;j(j) = ;
=) 9 h 2 H : h(i) 6= j ^ 8 h0 2 Hnfhg^h0(i) = j : Scorefhji;jg > Scorefh0ji;jg

=) 9 h 2 H : h(i) 6= j ^ 8 h0 2 Hopt : Scorefhji;jg > Scorefh0ji;jg

=) 9 h0 2 Hopt : h0ji;j 62 H
opt(Aji; Bjj)

=) Widerspruch zur Annahme

Da die Anwendbarkeit der Methode der dynamischen Programmierung zur Be-
rechnung optimaler Alignments auf der Eigenschaft der Pr�a�xoptimalit�at des
Problems beruht, folgt aus Lemma 6.1 direkt:

Satz 6.1
Wenn beim Sequenzstrukturalignment aminos�auretypabh�angige Wechselwirkungs-
potentiale Bestandteil der Kostenfunktion sind, kann mit der Methode der dyna-
mischen Programmierung die Optimalit�at der berechneten Abbildung der Sequenz
auf die Struktur nicht garantiert werden.

Lathrop [193] hat { wie bereits erw�ahnt { bewiesen, da� das Sequenzstruktur-
alignmentproblem NP{vollst�andig ist, wenn aminos�auretypabh�angige Wechsel-
wirkungspotentiale Bestandteil der Kostenfunktion sind und Insertionen bezieh-
ungsweise Deletionen beliebiger L�ange erlaubt sind. Damit kann unter der An-
nahme, da� P 6= NP gilt, kein polynomieller Algorithmus (also auch nicht die
Methode der dynamischen Programmierung) die optimale L�osung allgemeiner
Sequenzstrukturalignmentprobleme garantieren.
Wird dennoch die Methode der dynamischen Programmierung zur Berechnung
solcher Sequenzstrukturalignments eingesetzt, wie dies in vielen Ans�atzen der Fall
ist (siehe Abschnitt 4.2.3), so treten bei der Berechnung eines Sequenzstruktur-
alignments die zwei in Abbildung 6.1 gezeigten Probleme auf:
Das Backward{Problem und das Forward{Problem beschreiben unterschiedliche
Sichten des gleichen Problems, da ein Kontakt (j 0; j), der an Position j ein
Backward{Problem hervorruft, bereits an Position j 0 ein Forward{Problem zur
Folge hatte. Dennoch unterscheiden sich die beiden Probleme aus berechnungs-
technischer Sicht:

� Das Backward{Problem ist deshalb schwierig, weil es nicht mehr gen�ugt,
nur den Wert der optimalen Pr�a�xalignments zu kennen. Vielmehr m�ussen
auch die optimalen Pr�a�xalignments selbst und zum gewissen Grad sogar
suboptimale Alignments bei der Bewertung des Kontaktes (l; j) ber�ucksich-
tigt werden, da ihre Bewertung von der zu Position l alinierten Aminos�aure
abh�angt.

In der Regel gibt es mehrere optimale Pr�a�xalignments mit dem gleichen
Kostenfunktionswert und auch zahlreiche suboptimale Alignments, deren
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Abbildung 6.1: Das Backward{Problem (links, die Pfade zeigen optimale
Pr�a�xalignments) und das Forward{Problem (rechts).

Kostenfunktionswert den optimalen Wert nur um einen gewissen Wert un-
terschreitet. Im schlechtesten Fall sind exponentiell viele optimale und sub-
optimale Pr�a�xalignments bei der Bewertung des Kontaktes (l; j) einzube-
ziehen. Falls durch Einbeziehung der aktuellen Position in die Bewertung
eine Auftrennung der bisher g�ultige Pr�a�xalignments erfolgt, ist die bishe-
rige Menge der Pr�a�xalignment entsprechend anzupassen.

Die Ho�nung ist jedoch, da� in praktischen Anwendungen die Anzahl der
auszuwertenden Pr�a�xalignments, wie in Abbildung 6.1 angedeutet, rela-
tiv klein ist, so da� sie eventuell entweder gespeichert oder r�uckberechnet
werden k�onnten.

� Das Forward{Problem dagegen kann in keinem Fall aufgel�ost werden. Zu
dem Zeitpunkt, zu dem das Pr�a�xalignment bis Position j berechnet wird,
kann nicht nur eine begrenzte Anzahl von Pfaden in der dynamischen Pro-
grammiermatrix noch zur optimalen Gesamtl�osung f�uhren, sondern zur Ver-
vollst�andigung des Gesamtalignments stehen noch alle prinzipiell m�oglichen
und damit exponentiell viele Post�xalignmemts zur Auswahl. Der rechte
Teil von Abbildung 6.1 verdeutlicht dieses Problem.

Ein zu Satz 6.1 analoges Resultat kann auch f�ur das Strukturalignmentproblem
gezeigt werden. Der Beweis kann ebenfalls indirekt gef�uhrt werden. Hier soll je-
doch darauf verzichtet werden, da anschaulich klar ist, da�, egal wie man eine
optimale Teilsuperposition bestimmt, diese nicht unbedingt zu einer optimalen
globalen Superposition der Gesamtstruktur geh�oren mu�. So superpositionieren
zum Beispiel alle Helices gleicher L�ange mehr oder weniger gleich gut. Welche
Fehler ein inkrementeller Aufbau der Gesamtsuperposition aus Teill�osungen zum
Beispiel beim Vergleich zweier TIM{barrel{Strukturen zur Folge haben kann, ist
anschaulich sehr klar.
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In Abschnitt 4.2.1 sind bereits die in der Literatur zur L�osung des Sequenz-
strukturalignmentproblems vorgestellten Ans�atze und ihre jeweiligen Vor{ und
Nachteile diskutiert worden. Aufgrund des NP{Vollst�andigkeitsresultats ist klar,
da� diese Verfahren entweder im schlechtesten Fall exponentielle Laufzeit ha-
ben oder aber Heuristiken sind, die die Optimalit�at der gefundenen L�osung nicht
garantieren k�onnen.
Die verschiedenen Kostenfunktionbestandteile werden mit statistischen Metho-
den aus den jeweiligen Sequenz{ und Strukturdatenbanken abgeleitet (siehe Ab-
schnitte 5.1{5.2.4) und sind daher mit einer nicht zu untersch�atzenden Fehler-
quote behaftet. Bei der L�osung der meisten biologischen Vergleichsprobleme, wie
zum Beispiel dem Sequenzstrukturalignmentproblem, steht daher weniger das
Finden der exakten global optimalen L�osung im Vordergrund, sondern vielmehr
kommt es darauf an, eine Methode zu entwickeln, die selbstadaptierend die teil-
weise sehr schwachen Signale in den biologischen Daten �ndet. Beim Entwurf
der in dieser Arbeit beschriebenen RDP{Methode wurde daher besonderer Wert
darauf gelegt, da� sich die Methode selbst�andig an die jeweils vorhandenen Infor-
mationen �uber das Problem und bereits festgelegte Teill�osungen adaptiert. F�ur
das Sequenzstrukturalignmentproblem bedeutet dies zum Beispiel, da� sich die
Methode mit unterschiedlicher Priorit�at an die verschiedenen, zur Bewertung des
Alignments beitragenden Bewertungsfunktionsterme wie Sequenz�ahnlichkeit (sie-
he Abschnitt 5.1) oder Paarpotentialbewertung (siehe Abschnitt 5.2.4) anpassen
mu�.

6.2 Die RDP{Methode

Aus den oben er�orterten Gr�unden wird hier zur L�osung des Sequenzstruktur-
alignmentproblems ein divide & conquer{Algorithmus vorgeschlagen, der das Ge-
samtproblem rekursiv als eine Folge von disjunkten Teilproblemen l�ost und in
verschiedenen Stadien des Verfahrens unterschiedliche Gewichtung auf die unter-
schiedlichen Kostenfunktionsbestandteile legt. Die RDP{Methode [340] verwen-
det zwei Phasen zur L�osung von Vergleichsproblemen: In der top{down{Phase
erfolgt die rekursive Zerlegung des zu bearbeitenden Problems in kleinere Unter-
probleme, so da� eine Hierarchie von Unterproblemen entsteht. Die anschlie�ende
bottom{up{Phase setzt die f�ur diese Unterprobleme erhaltenen Teill�osungen zu
einer Gesamtl�osung zusammen. Die Abbildung 6.2 zeigt schematisch den algo-
rithmischen Ablauf der RDP{Methode.
In der top{down{Phase des Algorithmus werden f�ur ein zu bearbeitendes Problem
P rekursiv auf jeder Hierarchieebene folgende Berechnungschritte durchgef�uhrt:

Bestimmung signi�kanter Teill�osungen: In der Prozedur Oracle werden f�ur
ein Problem P die zuverl�assig zuzuordnenden Bereiche der zu vergleichen-
den Objekte bestimmt. Zur Bestimmung dieser Bereiche werden in der
Regel verschiedene Methoden und Kostenfunktionsmodelle eingesetzt, so
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Abbildung 6.2: Schema der RDP{Methode am Beispiel eines paarweisen Se-
quenzvergleiches: Der Oracle{Schritt bestimmt die zuverl�assig
zuzuordnenden Bereiche. Der Split{Schritt zerlegt das Teil-
problem in disjunkte Unterprobleme anhand der k Teill�osun-
gen aus demOracle{Schritt. DerMerge{Schritt kombiniert die
L�osungen f�ur ein Teilproblemmit den L�osungen der Unterpro-
bleme. Im Evaluation{Schritt werden die so entstandenen n
L�osungen neubewertet und die besten m an die dar�uberlie-
gende Hierarchiestufe weitergereicht.

da� der Oracle{Schritt eine Menge von optimalen oder auch suboptima-
len Zuordnungsm�oglichkeiten generiert. Die Realisierung dieser Funktion
ist abh�angig von der Art des zu bearbeiteten Problems und wird exempla-
risch f�ur das Sequenzstrukturalignmentproblem in Kapitel 7 detaillierter
beschrieben.

Aufteilung in Teilprobleme auf Basis der Teill�osungen : Im Split{Schritt
wird das aktuell bearbeitete Teilproblem entsprechend einer Teill�osung oder
einer Menge von Teill�osungen in noch zu bearbeitende Unterprobleme zer-
legt. Die Teilobjekte, die bereits aufeinander abgebildet werden konnten
und die aktuelle Zerlegung de�nieren, werden aus den noch zu bearbeiten-
den Teilobjekten entfernt, so da� eine Auftrennung in kleinere Teilprobleme
erfolgt.

Abbildung 6.3 beschreibt die Vorgehensweise des Split{Schrittes. Die Funktion
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Split (T ; P; A; pq)

PA  � decompose (P;A)

for SP 2 PA & SP 6= ; do

pq  � queue insert (pq; SP )

T  � tree insert (T ; SP )

return [T ; pq]

Abbildung 6.3: Ablaufschema der Funktion Split (Pseudocode in Anlehnung
an [68]). P und SP sind Probleminstanzen und PA ist die
Menge der Unterprobleme von P , die durch das Alignment A
de�niert werden.

decompose f�uhrt eine Aufteilung des Teilproblems gem�a� des jeweiligen Align-
ments in Unterprobleme SP durch. Sofern die so entstandenen Unterprobleme
SP nicht leer sind, werden sie in den L�osungsbaum T und in die Liste der noch
zu bearbeitenden Teilprobleme pq eingef�ugt. Noch nicht bearbeitete Teilprobleme
werden im folgenden auch als o�ene Teilprobleme bezeichnet.
Der dynamisch auf{ und abgebaute L�osungsbaum T dient zur Verwaltung sowohl
der o�enen Teilprobleme SP und der zugeh�origen Teilobjekte als auch der be-
reits bestimmten Teill�osungen. Eine genauere Beschreibung dieser f�ur die RDP{
Methode zentralen Datenstruktur erfolgt in Abschnitt 7.1.5. Abbildung 6.4 zeigt
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Abbildung 6.4: Der L�osungsbaum T und die Verwaltung der o�enen Teilpro-
bleme in der Priorit�atsliste pq. Teill�osungen sind als recht-
eckige Knoten Ai und Unterprobleme als runde Knoten P
beziehungsweise SPi dargestellt.

diesen Baum T und den Inhalt der Priorit�atsliste pq in einem beliebigen Zustand
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des Algorithmus. Neue Knoten werden in den Baum T sowohl bei der Berechnung
von Teill�osungen im Oracle{Schritt (in Abbildung 6.4 als rechteckige Knoten mit
Ai gekennzeichnet) als auch durch die Aufteilung in Unterprobleme im Split{
Schritt (in Abbildung 6.4 als runde Knoten mit SPj gekennzeichnet) eingef�ugt.
Die L�oschung von Knoten aus dem Baum erfolgt in der bottom{up{Phase, die
sp�ater beschrieben werden wird.
Die Liste pq der o�enen Teilprobleme ist in Form einer Priorit�atsliste organisiert,
die nach vom Typ der bearbeiteten Problemstellung abh�angigen Kriterien sortiert
ist. Ein einfaches Kriterium kann zum Beispiel die Gr�o�e der Teilprobleme sein.
In der Regel ist eine sinnvollere Abarbeitungsreihenfolge abh�angig vom Typ der
bearbeiteten Problemstellung. F�ur das Sequenzstrukturalignmentproblem werden
verschiedene Strategien in Abschnitt 7.5 diskutiert.
Die Zerlegung wird solange rekursiv fortgesetzt, bis entweder die zu bearbeiten-
den Teilprobleme leer sind oder im jeweiligen Oracle{Schritt zum Beispiel keine
Teill�osung zur Aufteilung in weitere Unterprobleme mehr gefunden wird, deren
positionelle Bewertung signi�kant h�oher ist als die einer globalen L�osung des
gesamten Restproblems. Der Bezug der Bewertung auf die Anzahl der alinierten
Positionen ist sinnvoll, da insbesondere Paarinteraktionsbewertungen von der An-
zahl der betrachteten Positionen abh�angig sind [366].
Um die Wahrscheinlichkeit von Fehlern zu verringern, die durch falsche Ent-
scheidungen auf h�oheren Ebenen der Rekursion entstehen, wo noch wenig �uber
den Rest der in Berechnung be�ndlichen Gesamtl�osung bekannt ist, werden zur
L�osung eines jeden Teilproblems nicht nur unterschiedliche Oracle{Prozeduren
eingesetzt, sondern auch neben den jeweils optimalen L�osungen suboptimale
L�osungen verfolgt. Obwohl dadurch der abgesuchte L�osungsraum vergr�o�ert wird
und damit der Berechnungsaufwand zunimmt, beschr�ankt die RDP{Methode die
Suche e�zient auf den Teil des L�osungsraums, der sich durch biologisch relevante
�Ahnlichkeiten und damit signi�kante Teill�osungen auszeichnet, wie die Ergebnisse
in Kapitel 8 f�ur das Sequenzstrukturalignment zeigen.
Nachdem alle Probleme eines Teilbaumes in der top{down{Phase gel�ost sind,
ergibt sich die Gesamtl�osung f�ur das Teilproblem, das durch diesen Teilbaum
repr�asentiert wird, aus der Kombination der in dem Teilbaum gespeicherten
Teill�osungen. In der bottom{up{Phase des Algorithmus erfolgt das Zusammen-
setzen der Gesamtl�osung durch die Funktion Finish (siehe Abbildung 6.5). Die
Funktion Finish durchl�auft den Baum T in depth �rst search{Reihenfolge und
f�uhrt f�ur jedes Problem P die folgenden Prozeduren aus:

Zusammenfassung von Teill�osungen: In demMerge{Schritt (siehe Abbildung
6.6) wird die Gesamtl�osung des jeweiligen Teilproblems durch Kombinati-
on der lokalen Teill�osung, die die Aufteilung in Unterprobleme de�niert
hat, mit den f�ur die zugeh�origen Unterprobleme ermittelten L�osungen be-
stimmt. Die Unterprobleme werden danach samt der zu ihnen geh�origen
Unterl�osungen aus dem Baum T entfernt.
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Finish(T ; P )

for each A 2 P:A do

for each SP 2 PA do

[T ; SP ] � Finish(T ; SP )

[T ; P:A] � Merge(T ; P )

P:A � Evaluation(T ; P; P:A)

return [T ; P ]

Abbildung 6.5: Die Funktion Finish (in Pseudocode) durchl�auft in depth �rst
search{Reihenfolge den Baum T und ruft die FunktionenMer-
ge (siehe Abbildung 6.6) und Evaluation f�ur jeden Knoten auf.
SP:A ist die Menge der bisher berechneten Alignments f�ur das
Teilproblem SP .

Auswahl weiterverwendeter Teill�osungen: Im Evaluation{Schritt erfolgt zu-
n�achst eine Auswahl der so entstandenen L�osungen nach Kriterien, die als
zus�atzliche Randbedingungen in das Verfahren einie�en. Beim Sequenz-
strukturalignment sind dies zum Beispiel Kriterien, die die Konsistenz der
durch das Alignment implizierten Modellstruktur und somit die Verwend-
barkeit des Alignments f�ur eine sp�atere �ahnlichkeitsbasierte Modellierung
sicherstellen. L�osungen, die diesen Kriterien nicht gen�ugen, werden verwor-
fen. Von den restlichen L�osungen werden nach einer Neubewertung die mit
dem besten Bewertungsfunktionswert an die dar�uberliegende Hierarchiestu-
fe weitergereicht.

Merge (T ; P )

A  � P:A

for each A 2 P:A do

for each SP 2 SPA do

for SA 2 SP:A do

A  � join (A; A; SA)

T  � tree remove(T ; SP )

return [T ;A]

Abbildung 6.6: In der FunktionMerge werden lokale L�osungen A aus P.A und
die L�osungen SA f�ur die Unterprobleme SP zu L�osungen f�ur
das Teilproblem P zusammengesetzt.

Die Notwendigkeit einer Neubewertung der Teill�osungen in der bottom{up{Phase
erkl�art sich am Beispiel des Sequenzstrukturalignments daher, da� zum Zeitpunkt
der Zusammensetzung der Teill�osungen mehr Information �uber die Gesamtl�osung
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und damit �uber die Vertr�aglichkeit der Teill�osung mit einem in Konstruktion
be�ndlichen Strukturmodell existiert, als dies zum Zeitpunkt der Bestimmung
der Teill�osungen der Fall war.

Die Auswahl der an die dar�uberliegende Hierarchiestufe weitergereichten Teill�o-
sungen kann �uber zwei Kriterien beeinu�t werden. Zum einem kann die Anzahl
�uber einen Parameter des Verfahrens eingestellt werden. Zum anderen kann die
Einschr�ankung anhand eines Signi�kanzgrenzwertes erfolgen, dessen De�nition
von der Art des bearbeiteten Problems abh�angt. Der Evaluation{Schritt ist wie
die Prozedur Oracle stark abh�angig von der Art des bearbeiteten Problems und
wird f�ur das Sequenzstrukturalignment in Abschnitt 7 detaillierter beschrieben.

Abweichend von der normalen Abarbeitungsreihenfolge in der bottom{up{Phase
des RDP{Algorithmus wird der L�osungsbaum T nicht nur dynamisch expandiert,
sondern kann in vielen Problemstellungen in Teilen wieder kontrahiert werden,
bevor der gesamte Baum aufgebaut ist. Dies ist zu dem Zeitpunkt m�oglich, zu
dem alle zur endg�ultigen Bewertung der Teill�osungen ben�otigten Informationen
vorhanden sind. Dies kann zum Beispiel aufgrund von Lokalit�atseigenschaften der
eingesetzten Kostenfunktionen der Fall sein, bevor alle Teilprobleme bearbeitet
sind. Beim Sequenzstrukturalignment zum Beispiel ist dies der Fall, wenn alle ex-
ternen, das hei�t nicht in dem Teilproblem be�ndlichen Kontaktpartner bekannt
sind.

W�ahrend die Zerlegungsphase endet, wenn die Unterprobleme leer sind oder kei-
ne signi�kanten lokalen Teill�osungen mehr gefunden werden, endet die Kombi-
nationsphase dann, wenn eine oder mehrere L�osungen f�ur das Gesamtproblem
vorliegen.

RDP main (P )

T  � new tree (P )

pq  � init queue (P )

RDP (T ; pq)

for each A 2 P:A do

output (A)

RDP (T ; pq)

if pq 6= ; do

SP  � select (pq)

for each Oracle do

SP:A � Oracle (SP; T )

for each A 2 SP:A do

[T ; pq] � Split (T ; SP; A; pq)

for each SP 2 T & ready (SP) do

[T ; SP ] � Finish (T ; SP )

RDP (T , pq)

else

[T ; P ] � Finish (T ; P )

Abbildung 6.7: Ablaufschema des RDP{Algorithmus (Pseudocode in Anleh-
nung an [68]). P und SP bezeichnen Probleminstanzen. SP:A
ist die Menge der f�ur SP berechneten Alignments.
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Abbildung 6.7 gibt eine zusammenfassende Beschreibung der Ablaufstruktur des
RDP{Algorithmus. In der Prozedur new tree wird der Baum zur Verwaltung der
noch nicht abgeschlossenen Teilprobleme angelegt und initialisiert. Zu Beginn
der Prozedur besteht dieser Baum aus der Wurzel und das der Wurzel assoziierte
Problem ist das aktuell bearbeitete Problem. Die Prozedur init queue erzeugt die
Liste, in der die o�enen Teilprobleme verwaltet werden, und f�ugt das Gesamt-
problem als erstes Teilproblem ein.
Das Attribut ready gibt f�ur ein Teilproblem SP an, ob zum einen alle Unterpro-
bleme dieses Teilproblems bereits abgeschlossen sind und zum anderen alle zur
Bewertung der der Teill�osungen notwendigen Informationen vorliegen. Bei der
Bearbeitung von Sequenzstrukturalignmentproblemen, bei denen aminos�aurety-
pabh�angige Paarinteraktionspotentiale Bestandteil der Kostenfunktion sind, er-
fordert dieses Attribut zum Beispiel, da� zu diesem Zeitpunkt alle Interaktions-
partner festgelegt sind.
Die Auspr�agung der Funktion Oracle ist grundlegend von der bearbeiteten An-
wendung abh�angig und ist der Kern der RDP{Methode. Daher ist ihr auch der
Abschnitt 7.2 in dieser Arbeit gewidmet. Hier sei zun�achst nur gesagt, da� diese
Funktion partielle Zuordnungen f�ur die das Teilproblem de�nierenden Objekte
liefert, die eine Zerlegung der aktuellen Teilproblems in disjunkte Unterprobleme
erlaubt.
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Kapitel 7

Sequenzstrukturalignment mit RDP

In Kapitel 6 wurde der allgemeine Aufbau der RDP{Methode beschrieben und ge-
zeigt, warum Standardverfahren, wie die dynamische Programmierung, f�ur viele
biologisch relevante Vergleichsprobleme nicht ohne weiteres erfolgreich einsetz-
bar sind. In diesem Kapitel wird die konkrete Realisierung der RDP{Methode
f�ur ein spezielles biologisches Vergleichsproblem, das Sequenzstrukturalignment,
beschrieben. Die Anwendung der RDP{Methode auf das Sequenzstrukturalign-
mentproblem ist aus folgenden Gr�unden interessant:

� Die �ahnlichkeitsbasierte Proteinstrukturvorhersage ist der gegenw�artig er-
folgversprechendste Ansatz zur theoretischen Proteinstrukturvorhersage (sie-
he Abschnitt 3.3).

� Das Sequenzstrukturalignment ist die zentrale Komponente in der �ahnlich-
keitsbasierten Proteinstrukturvorhersage (siehe Abschnitte 4.1 und 4.2).

� Das Problem ist derzeit mit herk�ommlichen Methoden nur unzureichend
gel�ost. Das betri�t sowohl die verwendeten Bewertungssysteme (siehe Ka-
pitel 5) als auch die Algorithmen zur L�osung des zugeh�origen Optimie-
rungsproblems, das in vielen Auspr�agungen NP{vollst�andig ist (siehe Ab-
schnitt 4.2).

Die formale De�nition 4.5 des Sequenzstrukturalignmentproblems sieht auf den
ersten Blick sehr einfach aus: Gesucht wird ein partieller injektiver Homomor-
phismus zwischen einer Sequenz und einer Struktur, der eine bestimmte Kosten-
funktion optimiert.
Bis heute ist jedoch keine Kostenfunktion bekannt, deren Optimierung in der rea-
len Anwendung die beste L�osung im Sinne der Verwendbarkeit des aus dem Align-
ment resultierenden Modells liefert. Daher ist es beim heutigen Wissensstand rat-
sam, bei der Berechnung von Sequenzstrukturalignments alle verf�ugbaren, bio-
logischen und biochemischen Informationen einzubeziehen. Diese Informationen
sind heterogen und unterscheiden sich von Anwendungsfall zu Anwendungsfall.
Die folgende Liste gibt eine �Ubersicht der in der RDP{Methode zur Berech-
nung von Sequenzstrukturalignments eingesetzten Kostenfunktionsbestandteile
und Randbedingungen:

� Zu den in der RDP{Methode zur Bewertung und Berechnung von L�osungen
eingesetzten Bewertungssystemen (siehe Kapitel 5) geh�oren:

{ Austauschmatrizen (siehe Abschnitt 5.1), die die Sequenz�ahnlichkeit
bewerten,

117
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{ Hydrophobizit�atspotentiale (siehe Abschnitt 5.2.3.1), die eine Pr�aferenz
f�ur Aminos�auretypen kodieren, mit dem L�osungsmittel zu interagieren
oder vergraben zu sein,

{ Kontaktkapazit�atspotentiale (siehe Abschnitt 5.2.3.2), die f�ur einen
Aminos�auretypen die Wahrscheinlichkeit angeben, in einer bestimm-
ten Kontaktumgebung aufzutreten,

{ Zwei{ und Mehrk�orperpotentiale (siehe Abschnitt 5.2.4), die Wechsel-
wirkungen bestimmter Aminos�aurereste innerhalb der dreidimensio-
nalen Struktur bewerten.

� Diskrete Zusatzinformationen werden haupts�achlich in Form von Randbe-
dingungen zur Auswahl von Teill�osungen verwendet, zum Beispiel:

{ Schwefelbr�ucken, die durch die beteiligten Cysteinreste de�niert wer-
den und damit die r�aumliche Lage dieser Reste zueinander im Struk-
turmodell vorschreiben,

{ geladene / polare Aminos�auren im hydrophoben Kern des Proteins,
die nach M�oglichkeit im Strukturmodell einen geeigneten Wechselwir-
kungspartner haben sollten,

{ aus Mutationsexperimenten abgeleitete Wechselwirkungen bestimmter
Aminos�auren.

� Wissen �uber die Funktion des Proteins kann als Randbedingung f�ur die
Auswahl von L�osungen aber auch zur Ableitung von Teill�osungen in der
RDP{Methode verwendet werden:

{ Bekannte Bindungsstellen f�ur Liganden k�onnen sowohl eine bestimmte
Konformation des Strukturmodells vorschreiben, aber auch in Sequenz
und Struktur konserviert sein, so da� eine direkte Zuordnung der be-
teiligten Reste erfolgen kann,

{ Aminos�aurereste, deren L�osungsmittelzug�anglichkeit aus Experimen-
ten bekannt ist oder aus ihrer Funktion abgeleitet werden kann, sollten
auch im aus dem Alignment resultierenden Strukturmodell zug�anglich
sein.

� Strukturelle beziehungsweise geometrische Randbedingungenwerden zur Aus-
wahl zul�assiger Teill�osungen eingesetzt, zum Beispiel

{ werden Insertionen nur an zug�anglichen Stellen erlaubt, da ansonsten
das resultierende Strukturmodell nicht realisierbar ist,

{ mu� bei Deletionen darauf geachtet werden, da� die entstehenden
L�ucken im Strukturmodell durch Schleifen schlie�bar sind,

{ m�ussen Abstandsbedingungen aus Crosslinker{ beziehungsweise Mu-
tationsexperimenten eingehalten werden.
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Die RDP{Methode hebt sich von anderen Sequenzstrukturalignmentmethoden
unter anderem dadurch ab, da� sie

� diese verschiedenen Kriterien direkt in die Berechnung einbezieht,

� alle Hinweise auf m�ogliche �Ahnlichkeiten zwischen Sequenz{ und Struktur-
teilen nutzt und so

� neben der l�osungsspezi�schen Signi�kanzbewertung eine unabh�angige Best�a-
tigung der Hinweise durch unterschiedliche Kriterien erh�alt und damit

� adaptiv die jeweils relevanten Signale detektieren kann.

Die verschiedenen Informationen gehen dabei entweder in die bei der Generie-
rung und Bewertung von Teill�osungen verwendeten Kostenfunktionen oder als
Randbedingungen bei der Auswahl signi�kanter und zul�assiger Teill�osungen ein.

B0

1

B1

B2

2

3

A0

A2

A1

Abbildung 7.1: Die RDP{Methode in Anwendung auf das Sequenzstruktur-
alignment: Gesucht ist eine Abbildung der Sequenz A auf die
Struktur B (die Schritte 1 bis 3 werden im Text erl�autert).

Abbildung 7.1 verdeutlicht noch einmal den groben Ablauf der RDP{Methode am
Anwendungsbeispiel des Sequenzstrukturalignments. Die Abbildung zeigt, wie die
RDP{Methode ein vollst�andiges Alignment einer Sequenz A mit einer Struktur
B berechnet:

1. Suche die beste lokale Zuordnung (Alignment). Die Funktion Oracle be-
stimmt eine oder mehrere gem�a� der heterogenen Kriterien signi�kante
Teill�osungen A0 �! B0.

2. Zerlege das Gesamtproblem in Teilprobleme (Split), durch Herausschneiden
der bereits gefundenen Zuordnung oder durch Identi�kation der mit bereits
zugeordneten Bereichen kontaktierenden Teile der Struktur Bi.
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3. Suche f�ur die so erzeugten Teilprobleme wiederum nach guten lokalen Zu-
ordnungen (Oracle), zum Beispiel nach Teilen der Sequenz Ai, die gut gegen
das durch ein Paarpotential ausgebildete Interaktionspro�l alinieren.

4. Bilde die so gefundenen Teile Ai �! Bi ab und fahre rekursiv mit 2: fort.

5. Stoppe, falls kein signi�kantes Teilalignment oder andere signi�kante Teil-
zuordnungen mehr identi�zierbar sind.

Die folgenden Abschnitte beschreiben, wie die skizzierte RDP{Methode die ver-
schiedenen Kriterien zur Berechnung von Sequenzstrukturalignments nutzt, und
demonstrieren damit die Flexibilit�at und E�zienz der RDP{Methode.
Dieses Kapitel gliedert sich wie folgt: In Abschnitt 7.1 werden die verwendeten
Datenstrukturen eingef�uhrt. Die wesentlichen Schritte der top{down{Phase der
RDP{Methode werden in den Abschnitten 7.2 bis 7.4 vorgestellt: Abschnitt 7.2
beschreibt, wie in den verschiedenen Auspr�agungen der Funktion Oracle die ver-
schiedenen Kostenfunktionen und Randbedingungen zur Generierung von Teil-
l�osungen f�ur Teilprobleme verwendet werden. In Abschnitt 7.3 werden verschiede-
ne Filter vorgestellt, die die von den verschiedenen Orakeln generierten Teill�osun-
gen auf die zul�assigen und signi�kanten Teill�osungen einschr�anken und identische
Teill�osungen direkt eliminieren. Au�erdem wird in Abschnitt 7.3 eine allgemei-
ne Methode vorgestellt, die bereits in der top{down{Phase mehrere miteinander
vertr�agliche Teill�osungen zu einer Teill�osung zusammenfa�t und so den weite-
ren Berechnungsaufwand reduziert. In Abschnitt 7.4 wird die Aufteilung von
Problemen in Unterprobleme (Split) anhand von bisher gefundenen Teill�osungen
beschrieben, und in Abschnitt 7.5 wird die Abarbeitungsreihenfolge der o�enen
Teilprobleme diskutiert.
Der Abschnitt 7.6 besch�aftigt sich genauer mit der bottom{up{Phase der RDP{
Methode: Unterabschnitt 7.6.1 beschreibt die Zusammensetzung von Teill�osungen
(Merge), das hei�t wie aus den L�osungen von Unterproblemen Gesamtl�osungen
berechnet werden. Die Bewertung und Auswahl von Teill�osungen (Evaluation),
die bei der Zusammensetzung der Gesamtl�osung an die jeweils dar�uberliegende
Hierarchiestufe weitergereicht werden, erfolgt in Abschnitt 7.6.2.
In Abschnitt 7.7 wird das Problem der Gewichtung der verschiedenen Kosten-
funktionsbestandteile adressiert und werden die f�ur die Ergebnisse in Kapitel 8
verwendeten Parametereinstellungen bestimmt.

7.1 Datenstrukturen

Die RDP{Methode verwendet zur Berechnung von Sequenzstrukturalignments
im wesentlichen folgende Datenstrukturen:

� Der L�osungsbaum T (siehe Abschnitt 6.2) ist die zentrale Datenstruktur
der RDP{Methode. In ihm werden die Teilprobleme und bereits gefundene
Teill�osungen verwaltet.
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� Die Priorit�atsschlange dient der signi�kanzbasierten Steuerung der Abar-
beitungsreihenfolge der Teilprobleme.

Daneben gibt es Datenstrukturen zur Beschreibung der Sequenz und der Struktur
beziehungsweise Faltung einschlie�lich der zu ihnen bekannten Zusatzinformatio-
nen. Teilprobleme werden durch Abbildungen kodiert, die die zum Teilproblem
geh�origen Teilsequenzen und {strukturen in der Gesamtsequenz beziehungsweise
{struktur identi�zieren (siehe Abschnitt 7.1.3).

7.1.1 Informationen zur Sequenz

Abbildung 7.2 zeigt die von der RDP{Methode zur Speicherung der zur Sequenz
geh�origen Informationen. Die Beschreibung der Aminos�auresequenz erfolgt in ei-

Profil

Globale
Attributte

Att.1 Att.2 Att.m

Positionelle
Attributte

Att.1

Att.k 1

Att.1

Att.k n

1 n

Sekundärstruktur

 Lösungsmittelzugänglichkeit

Multiples Alignmentprofil

Aminosäuresequenz

Abbildung 7.2: Datenstruktur der zur Sequenz geh�origen Informationen.

nem sogenannten Pro�l aus beliebig vielen Vektoren der L�ange der Sequenz. Im
einfachsten Falle also aus einem Vektor, der die Aminos�auresequenz speichert. In
weiteren Vektoren k�onnen dann sowohl einfache positionelle Annotationen, wie
zum Beispiel vorhergesagte Sekund�arstrukturzuordnungen im Dreizustandsmo-
dell (Helix, Strang, Schleife) oder L�osungsmittelzug�anglichkeiten, aber auch ein
vorberechnetes multiples Alignment von mit der Sequenz verwandten Sequen-
zen abgelegt werden, so da� eine einfache Erweiterung der RDP{Methode auf
multiple Sequenzen m�oglich ist.
In den Listen der positionellen Attribute werden komplexere Eigenschaften von
Sequenzpositionen gespeichert. Zum Beispiel werden Aminos�aurereste, die an
der Ausbildung bekannter aktiver Stellen oder Schwefelbr�ucken beteiligt sind,
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mit einen Bezeichner f�ur die Art der aktiven Stelle beziehungsweise dem an der
Br�ucke beteiligten Partner annotiert. Die Zuordnung dieser Informationen zu den
Aminos�aureresten erm�oglicht in den verschiedenen Auswahlfunktionen der RDP{
Methode den e�zienten Test, ob bei der Bearbeitung eines Teilproblems oder bei
der Auswahl von Teill�osungen neben der Kostenfunktion besondere Regeln oder
zus�atzliche Randbedingungen zu ber�ucksichtigen sind.

Kann eine Eigenschaft der Sequenz nicht bestimmten Aminos�aureresten zugeord-
net werden, wird diese Information in die Liste der globalen Attribute eingetragen,
die bei den verschiedenen Auswahlmechanismen der RDP{Methode ausgewertet
wird.

7.1.2 Informationen zur Struktur

Zur Repr�asentation einer Proteinstruktur mit L�ange m wird die Datenstruktur
aus Abbildung 7.2 (Sekund�arstruktur und L�osungsmittelzug�anglichkeit werden
der DSSP{Datenbank [173] entnommen) erweitert um

� eine Matrix (Dimension 3 �m) zur Speicherung der Koordinaten der C�{
Atome (zum Beispiel ben�otigt zur Auswertung von Randbedingungen) und

� m Adjazenzlisten, in denen die Distanz{ oder Voronoikontaktrelationen
gepeichert werden.

Die Adjazenzlisten der Distanz{ und Voronoikontaktrelationen unterscheiden sich
nur durch ihre Berechnung und die jeweils gespeicherten Attribute der Kontaktre-
lationen. Gegenw�artig werden nur Paarkontaktrelationen verwendet, eine Verwen-
dung von Mehrk�orperwechselwirkungen ist jedoch in der RDP{Methode m�oglich,
indem anstelle der Kanten des Kontaktrelationsgraphen (siehe De�nition 5.6) Hy-
perkanten verwendet werden.

Die Berechnung von Distanzkontaktrelationen erfolgt beim Einlesen einer neuen
Struktur, da die zu ber�ucksichtigenden Kontakte vom jeweiligen empirischen Po-
tential abh�angen. Zum Beispiel hat ein Potential, das nur Kontakte mit einem
maximalen Distanzabstand von 10�A bewertet, wesentlich weniger Kontakte als
eines mit 20�A Maximalabstand, wie er zum Beispiel bei den von Sippl vorge-
schlagenen Potentialen [319] verwendet wird. Abbildung 5.3 zeigt die Zunahme
der Anzahl der Kontakte mit steigender Kontaktdistanz.

Die Voronoikontaktrelationen haben dagegen den gro�en Vorteil, da� sie vorbe-
rechnet und in einer Datenbank abgelegt werden k�onnen, da die Voronoikon-
taktrelation auf echter r�aumlicher Nachbarschaft beruht und damit distanzun-
abh�angig ist. Der r�aumliche Abstand der Kontaktpartner und die Kontakt�ache
sind m�ogliche zus�atzliche Attribute einer Voronoikontaktrelation. Bei der Verwen-
dung von Voronoikontaktrelationen wird au�erdem die L�osungsmittelzug�anglich-
keit aus der Voronoizerlegung berechnet.
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Die Bewertung von Kontaktrelationen unter Verwendung der den beteiligten
Strukturpositionen bereits zugeordneten Aminos�aurereste ist zentraler Bestand-
teil sowohl der Schritte der RDP{Methode, die Teill�osungen generieren, als auch
der Schritte, die L�osungen bewerten und ausw�ahlen. Zur E�zienzsteigerung wer-
den daher die Bestandteile der Bewertungsfunktion, die nur von Attributen des
Kontaktes und nicht von den daran beteiligten Aminos�auretypen abh�angen, wie
zum Beispiel vom Abstand der beteiligten Positionen in der Aminos�aurekette (Se-
quenzabstand) und im Raum (euklidischer Abstand), vor der eigentlichen Opti-
mierung berechnet und als zus�atzliche Attribute der Kontaktrelation zugeordnet.

7.1.3 Darstellung von Teilproblemen

Ein (Teil{)Problem ist beim Sequenzstrukturalignment eindeutig durch die zu
ihm geh�origen Sequenz{ und Strukturbereiche de�niert. Am Anfang der rekursi-
ven Zerlegung sind dies die vollst�andige Sequenz und die vollst�andige Struktur.

De�nition 7.1 (Teilproblem)
Ein Teilproblem SP des zu berechnenden Sequenzstrukturalignments von Sequenz
A =< a1; : : : ; an > auf Struktur B =< b1; : : : ; bm > wird de�niert durch die
Teile AjSP =< a�SP

A
(1); : : : ; a�SP

A
(k) > der Sequenz A der L�ange k und den Teil

BjSP =< b�SP
B

(1); : : : ; b�SP
B

(l) > der Struktur B der L�ange l, die Bestandteil des
Teilproblems SP sind.

Die Abbildungen �SPA und �SPB beschreiben die Zuordnung von Positionen der
Teilsequenz AjSP beziehungsweise Teilstruktur BjSP zu Positionen der Gesamt-
sequenz A beziehungsweise Gesamtstruktur B.
Der L�osungsbaum der RDP{Methode enth�alt zur Laufzeit zahlreiche Teilproble-
me. Daher werden Teilprobleme SP speicherplatze�zient beschrieben durch

� die jeweiligen Anfangs{ und Endpositionen in der Sequenz und der Struktur,
falls keine Inversionen von Sequenz{ und Struktursegmenten erlaubt sind
und Teilprobleme aus zusammenh�angenden Segmenten bestehen, oder sonst
durch

� zwei Indexvektoren �SPfA;Bg der L�ange der Teilsequenz/{struktur, die die Ab-
bildung der Teile auf die Gesamtsequenz/{struktur beinhalten.

�Uber diesen Indizierungsmechanismus wird auf alle Datenstrukturen zugegri�en,
die die Gesamtsequenz und die Gesamtstruktur beschreiben. Unzusammenh�angen-
de Struktur{ oder Sequenzsegmente k�onnen zum Beispiel durch das Ausblenden
von Schleifenbereichen oder von Bereichen niedriger Sequenzkomplexit�at (zum
Beispiel in der Verbindung zwischen zwei Dom�anen [37]) entstehen. Inversio-
nen von Struktursegmenten treten zum Beispiel dann auf, wenn es erlaubt ist,
die Verbindungstopologie der Peptidkette dynamisch zu modi�zieren. Derartige
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Ver�anderungen der Peptidkette haben sich jedoch bisher als nicht sinnvoll erwie-
sen.
Im Regelfall kann ein Teilproblem im L�osungsbaum daher durch vier Zahlen
vollst�andig beschrieben werden. Zur Vereinfachung der Schreibweise wird die Ab-
bildung �SPfA;Bg im folgenden h�au�g weggelassen, und die Aminos�aurereste werden
stattdessen durch ihre Position in der Gesamtsequenz oder {struktur adressiert.

7.1.4 Darstellung von Teill�osungen

De�nition 7.2 (Teill�osung)
Eine Teill�osung f jSP ist eine auf das Teilproblem SP eingeschr�ankte L�osung
des Sequenzstrukturalignments (siehe De�nition 4.5), also ein partieller injektiver
Homomorphismus f jSP : AjSP �! BjSP .
Wenn im folgenden das bearbeitete Teilproblem SP aus dem Kontext klar hervor-
geht, werden f 0 = f jSP , A0 = AjSP und B0 = BjSP als Abk�urzungen verwendet

Da w�ahrend der RDP{Methode zahlreiche Teill�osungen generiert werden und
teilweise erst in der bottom{up{Phase des Algorithmus verworfen werden k�onnen,
mu� die zur Speicherung von Teill�osungen verwendete Datenstruktur nicht nur
eine e�ziente Bewertung unterst�utzen, sondern auch speicherplatze�zient sein.

f’-1

A’

A

TIVDKETCIACGACGAAPDIYD
1 228 14

A’

TIVDKETCIACGACGAAPDIYD

.......CIACGACKPE........
TIVDKETCIACGAC...GAAPDIYD

CIACGACKPEB

B’ C  I  A  C  G  A  C  K  P  E

B’

  8  9 10 11 12 13 14 -14 -14 -14

Abbildung 7.3: Speicherung von Teilproblemen und Teill�osungen: A0 und B0

de�nieren ein Teilproblem f�ur Sequenz A und Struktur B. Der
Vektor f 0�1 kodiert eine Teill�osung f�ur das Teilproblem.

Alle Teill�osung beziehungsweise Alignments werden daher, wie in Abbildung 7.3
gezeigt, durch einen Vektor von Indices kodiert, dessen L�ange der Teilstruktur
des Teilproblems entspricht.
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Falls f�1jSP (i) 6= ;, gibt der Eintrag i an, welcher Aminos�aurerest der Sequenz
der Strukturposition i zugeordnet wird. Ansonsten kodiert ein negativer Eintrag,
da� die Position durch die Teill�osung f jSP unbelegt bleibt. Sein Wert gibt da-
bei zus�atzlich die Sequenzposition an, nach der die Deletion (bezogen auf die
Struktur) beginnt, so da� zum Beispiel bei Wechselgaps die Konvertierung zwi-
schen der externen, textuellen Darstellung eines Alignments und seiner internen
Darstellung eindeutig ist.
Diese Darstellung erm�oglicht nicht nur die Speicherung von Teill�osungen, die aus
zusammenh�angenden Bereichen bestehen, sondern erlaubt auch Insertionen und
Deletionen, wie sie zum Beispiel Ergebnis lokaler Alignments sein k�onnen. Zudem
erm�oglicht diese Kodierung die Darstellung der von Orakeln generierten L�osungen
und von Teill�osungen, die durch Zusammenfassen in der bottom{up{Phase ent-
stehen, in einheitlicher Form. Bei der Zusammenfassung von Teill�osungen werden
zuvor negative Eintr�age durch die Zuordnungen ersetzt, die durch die L�osungen
der Unterprobleme bestimmt sind.
Eine der elementaren Funktionen der RDP{Methode ist die Bewertung von Teil-
l�osungen anhand der bereits mit Aminos�aureresten der Sequenz belegten Kon-
taktrelationen. Um diese e�zient durchf�uhren zu k�onnen, wird intern die Umkehr-
abbildung f�1 statt f verwendet, da so bei der Bewertung einer Kontaktrelation
mit dem Index der daran beteiligten Strukturpositionen �uber f�1 direkt auf den
Aminos�auretyp und andere Informationen aus der Sequenz zugegri�en werden
kann. Bei Verwendung von f m�u�te dagegen im schlechtesten Fall der ganze Vek-
tor durchlaufen werden, um festzustellen, ob und welche Sequenzposition einer
Strukturposition von der Teill�osung zugeordnet wird.

7.1.5 Der L�osungsbaum T

Der L�osungsbaum T (siehe auch Abbildungen 6.4 und 7.6) dient nicht nur zur
Speicherung von Teilproblemen und Teill�osungen, sondern durch seine Topologie
wird auch die Verkn�upfung zwischen den verschiedenen Teill�osungen kodiert. T
ist ein dynamischer Und{Oder{Baum und wird �uber seine Generierungsfunktio-
nen de�niert:

De�nition 7.3 (L�osungsbaum)
Der L�osungsbaum T = (VT ; ET ) ist ein Baum mit Knotenmenge VT = V^ [ V_:

� Ein Knoten v 2 V_ ist ein Tupel (SP_
v ; TA

_
v ), wobei SP

_
v die Beschreibung

des Teilproblems und TA_
v die Menge der L�osungen f�ur das Teilproblem ist.

Die Wurzel (P;A) des L�osungsbaums T ist in V_.

� Ein Knoten v 2 V^ ist ein Tupel (PA^
v ; TA

^
v ), wobei PA

^
v eine partielle

L�osung und TA^
v eine Menge von L�osungen f�ur ein Teilproblem ist.

Der L�osungsbaum T wird durch folgende Funktionen generiert:
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� Die Funktion g^ : V_ �! V m
^ generiert aus einem Knoten u 2 V_ eine

Menge mit m Knoten aus V^.

� Die Funktion g_ : V^ �! V n
_ generiert aus einem Knoten u 2 V^ eine

Menge mit n Knoten aus V_.

Die Kantenmenge ET ist de�niert als ET = Edown
^!_ [ Edown

_!^ [ Eup
^!_ [ Eup

_!^

mit:

� Edown
_!^ = f(u; v)ju 2 V_ ^ v 2 V^ ^ v 2 g^(u)g

� Edown
^!_ = f(u; v)ju 2 V^ ^ v 2 V_ ^ v 2 g_(u)g

� Eup
^!_ = f(u; v)ju 2 V^ ^ v 2 V_ ^ u 2 g^(v)g

� Eup
_!^ = f(u; v)ju 2 V_ ^ v 2 V^ ^ u 2 g_(v)g

Abbildung 7.4 zeigt eine Skizze des L�osungsbaums T und die darauf de�nierten
Grundoperationen.
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Abbildung 7.4: Die Datenstruktur des L�osungbaumes T : Die Und{Knoten
aus V^ sind als rechteckige Knoten und die Oder{Knoten aus
V_ sind als ovale Knoten dargestellt. Die Funktionen der top{
down{ und der bottom{up{Phase sind im Text beschrieben.

Beim Sequenzstrukturalignment mit der RDP{Methode repr�asentieren die Kno-
ten v 2 VT die Teilprobleme und deren L�osungen. In der top{down{Phase ent-
halten die Knoten v 2 V_ die Beschreibung von Teilproblemen SP_v (siehe Ab-
schnitt 7.1.3) und noch keine L�osung f�ur das Teilproblem, das hei�t TA_

v = ;. Die
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Knoten v 2 V^ enthalten in der top{down{Phase in PA^
v eine partielle Zuordnung

von Resten der Sequenz zu Positionen der Struktur (siehe Abschnitt 7.1.4) und
die Menge der L�osungen TA^

v ist ebenfalls leer.
Wird die Funktion g_ auf einen Knoten v 2 V^ angewendet, dann erzeugt sie neue
Knoten s = (SP_

s ; ;) und f�ugt sie als Knoten aus V_ in den L�osungsbaum T ein.
Die neuen Unterprobleme SP_s entstehen dabei durch Zerlegung des Teilproblems
SP_p mit (p; v) 2 Edown

_!^ anhand der partiellen Zuordnung PA^
v . Ein Knoten v 2

V^ ist terminaler Knoten des L�osungsbaums, wenn g_(v) = ;, also durch die
Zerlegung nur leere Unterprobleme oder Unterprobleme entstehen, f�ur die keine
signi�kante L�osung mehr gefunden werden kann. Da die Funktion g_ zu einer
Aufteilung in Unterprobleme f�uhrt, wird sie auch als Split{Funktion bezeichnet.
Eine ausf�uhrliche Beschreibung erfolgt in Abschnitt 7.4.
Die zweite den L�osungsbaum T generierende Funktion g^ wird auf Knoten u 2 V_
angewendet, die noch zu l�osende Teilprobleme beschreiben. g^ generiert f�ur das
Teilproblem SP_u eine Menge von verschiedenen, partiellen L�osungen PA^

s , er-
zeugt f�ur jede dieser PA^

s einen Knoten s = (PA^
s ; ;) und f�ugt diesen als Sohn

von u in den L�osungsbaum T ein. Wird f�ur ein Teilproblem SP_u keine partielle
Zuordnung mehr gefunden, das hei�t g^(u) = ;, dann ist u ein Blatt des Baumes
und die Expansion des L�osungsbaums bricht an diesem Knoten ab. Diese par-
tiellen L�osungen werden in der RDP{Methode auf unterschiedliche Weise unter
Nutzung verschiedener Kriterien berechnet. Daher handelt es sich bei der Funk-
tion g^ auch eigentlich um eine Menge von Funktionen, die im weiteren auch als
Orakel bezeichnet werden. Die verschiedenen beim Sequenzstrukturalignment mit
RDP verwendeten Orakel beschreibt der Abschnitt 7.2.
Ein Knoten v 2 V_ ist terminaler Knoten des L�osungsbaums, wenn die Orakel f�ur
das Teilproblem SP_v keine zul�assigen signi�kanten partiellen Zuordnungen mehr
liefern (g^(v) = ;). Durch die an eine partielle Zuordnung gestellten Zul�assig-
keitskriterien (siehe Abschnitt 7.6.2) wird zum Beispiel sichergestellt, da� ein
berechnetes Sequenzstrukturalignment in ein g�ultiges Strukturmodell mit durch-
gehender Peptidkette �uberf�uhrt werden kann.
Um von vorneherein Teilb�aume des L�osungbaumes abzuschneiden, die durch nicht
signi�kante oder aufgrund von Randbedingungen nicht zul�assige oder identische,
beziehungsweise sehr �ahnliche partielle L�osungen entstehen, werden die Knoten,
die diesen L�osungen entsprechen, von der Funktion sf^, die auf Knoten aus V ^

arbeitet, direkt wieder aus dem L�osungsbaum gel�oscht. Beim Sequenzstruktur-
alignment ist die Signi�kanz einer partiellen L�osung nur schwer getrennt von dem
sie erzeugenden Orakel zu bewerten, daher wird die Signi�kanz partieller L�osun-
gen nicht nur in Abschnitt 7.3, sondern auch zusammen mit der Beschreibung
des jeweiligen Orakels in Abschnitt 7.2 diskutiert. Die Erkennung und Behand-
lung identischer oder sehr �ahnlicher partieller L�osungen wird in Abschnitt 7.3
dargestellt.
Damit sind die Operationen beschrieben, die in der top{down{Phase den L�osungs-
baum aufbauen. Neben Funktionen g^ und g_ gibt es Funktionen, die in der
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bottom{up{Phase der RDP{Methode den L�osungsbaum T wieder zusammenfal-
ten, abbauen und dabei die eine (oder eventuell auch mehrere) f�ur das bearbeitete
Problem von RDP berechnete Gesamtl�osung aus der Menge der in T durch die
top{down{Phase generierten partiellen L�osungen zusammensetzen.
Die bottom{up{Phase beginnt damit, da� f�ur alle terminalen Knoten v 2 V^ des
L�osungsbaums T die partiellen L�osungen PA^

v zu vollst�andigen L�osungen TA^
v

des Teilproblems umgeformt werden. F�ur terminale Knoten v 2 V_ wird die
leere L�osung (zum Beispiel das leere Alignment) in die Menge der L�osungen TA_

v

eingetragen. Danach wird der L�osungsbaum T durch die folgenden Funktionen
schrittweise zusammengefaltet und abgebaut:

� Die Funktion f_ : V_�V m
^ �! V_ faltet m Knoten aus V^ zu einer L�osung

l 2 TA_
v am Knoten v 2 V_ zusammen und l�oscht danach die zugeh�origen

m Knoten aus V^ und dem L�osungsbaum T .

� Die Funktion f^ : V^ � V
n
_ �! V^ faltet n Knoten aus V_ zu einer L�osung

l 2 TA^
u am Knoten u 2 V^ zusammen und l�oscht danach die zugeh�origen

n Knoten aus V_ und dem L�osungsbaum T .

Die Funktion f_ ist genau dann f�ur einen Knoten v 2 V_ anwendbar, wenn f�ur
alle m S�ohne u 2 V^ von v die L�osungen TA^

u berechnet worden sind. In der
gegenw�artigen Implementierung der RDP{Methode wird in der Funktion f_ die
Menge der L�osungen TA_

v f�ur Teilprobleme SP
_
v durch Vereinigung der TA

^
u �uber

alle S�ohne u von v berechnet. Zur Zeit wird also in f_ keine Evaluierung und
Selektion von L�osungen durchgef�uhrt.
Die Funktion f^ ist genau dann f�ur einen Knoten v 2 V^ anwendbar, wenn f�ur
alle n S�ohne u 2 V_ von v die Eintr�age TA_

u berechnet worden sind. Der Haupt-
schritt der Funktion f^ besteht in der Berechnung der Menge der L�osungen TA^

v

f�ur das Teilproblem, dessen Sohn v im L�osungsbaum T ist, durch Kombination
der partiellen L�osung PA^

v mit den Teill�osungen TA_
u der S�ohne u von Knoten

v im L�osungsbaum T . Abschnitt 7.6.1 beschreibt, wie diese kombinatorische Zu-
sammenfassung in der Funktion Merge f�ur das Sequenzstrukturalignment erfolgt.
Damit durch die rekursive Vereinigung aller L�osungsalternativen in f_ und kom-
binatorische Zusammensetzung von L�osungen in f^ die Anzahl der L�osungen,
die zur Wurzel des L�osungsbaums weiter gereicht werden, nicht exponentiell zu-
nimmt, erfolgt durch die Funktionen e^ : V^ �! V^ und e_ : V_ �! V_
eine Auswahl dieser L�osungen. In der gegenw�artigen Implementierung �ndet eine
Auswahl von L�osungen nur an Knoten v 2 V_ durch die Funktion e_ statt und
e^ ist die Identit�atsfunktion. Abschnitt 7.6.2 beschreibt, wie f�ur einen Knoten
v 2 V_ die Menge der L�osungen TA_

v beim Sequenzstrukturalignment mit der
RDP{Methode eingschr�ankt wird.
Damit sind auch die in der bottom{up{Phase der RDP{Methode auf den L�osungs-
baum T angewendeten Funktionen beschrieben. Zusammenfassend enth�alt ein
Teilbaum, dessen Wurzel ein Knoten v^ = (PA^

v ; TA
^
v ) aus V^ ist, zu jedem Zeit-
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punkt alle bisher berechneten partiellen und ausgew�ahlten vollst�andigen L�osun-
gen f�ur Teilprobleme, die sich aus der partiellen L�osung PA^

v selbst oder aus
partiellen L�osungen f�ur Unterprobleme ergeben. Au�erdem enth�alt der Teilbaum
die Knoten, die die zugeh�origen Teilprobleme und eventuell noch o�enen Teilpro-
bleme repr�asentieren.
Alle Teill�osungen, die zu einem bestimmten Teilproblem gef�uhrt haben, liegen auf
dem Weg vom Teilproblem zur Wurzel des Baumes. Alle Teill�osungen, die mit
einer Teill�osung zu einer gr�o�eren L�osung kombiniert werden k�onnen, be�nden
sich in Teilb�aumen, die an Knoten aus V^, die partielle L�osungen repr�asentieren,
von dem Weg zur Wurzel abzweigen.
�Uber die Kanten des L�osungsbaums kann so zwischen den verschiedenen Teilpro-
blemen und bereits gefundenen Teill�osungen einfach navigiert werden. Dies ist
insbesondere von Bedeutung, wenn bei Orakeln mit Mehrk�orperpotentialen in der
Bewertungsfunktion die f�ur andere Teilprobleme bereits gefundenen Teill�osungen
bei der L�osung des aktuell bearbeiteten Problems einie�en m�ussen.

7.2 Generierung von Teill�osungen

In der top{down{Phase der RDP{Methode wird die Funktion g^ auf die Knoten
v 2 V_ des L�osungsbaums T angewendet (siehe Abschnitt 7.1.5).
Zur Abk�urzung der Schreibweise wird im folgenden bei der Beschreibung der top{
down{Phase ein Teilproblem SP_v mit dem Knoten v 2 V_ gleichgesetzt und kurz
als SP2 T bezeichnet. Ebenso wird die partielle L�osung PA^

v mit dem Knoten
v 2 V^ gleichgesetzt und kurz als Teill�osung f 0 2 T bezeichnet.
Die Berechnung partieller L�osungen f 0 wird in der RDP{Methode durch die Funk-
tion Oracle (siehe Kapitel 6) implementiert. Die Funktion Oracle steht dabei zu-
sammenfassend f�ur verschiedene, im folgenden beschriebene Methoden oder auch
Orakel, deren Gemeinsamkeit darin besteht, da� sie f�ur ein Teilproblem SP par-
tielle L�osungen f 0 liefern.

7.2.1 Orakel und Sequenzinformation

In der RDP{Methode werden zwei Strategien verwendet, um auf der Sequenz-
ebene konservierte Bereiche zwischen Sequenz und Struktur zu identi�zieren:

� Suche nach Bereichen hoher lokaler Sequenz�ahnlichkeit m�oglichst ohne Gaps.

� Globales oder free{shift{Alignment mit der M�oglichkeit von Gaps mit an-
schlie�ender Auswahl zuverl�assiger Bereiche.

Jede dieser Vorgehensweisen wird f�ur eine Auswahl der Aminos�aureaustausch-
matrizen angewendet, die in der Literatur vorgeschlagen und in Abschnitt 5.1
vorgestellt wurden. Es werden unterschiedliche Austauschmatrizen gleichzeitig
verwendet, da zum einen f�ur unterschiedliche Matrizen, insbesondere in F�allen
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niedriger Sequenz�ahnlichkeit, auch unterschiedliche optimale Alignments berech-
net werden, und zum anderen eine qualitative Rangordnung der Austauschma-
trizen nur schwer unabh�angig vom Anwendungsfall durchgef�uhrt werden kann.
Wenn die verwendeten Matrizen nicht anderweitig angegeben werden, werden die
Matrizen dayhoff [73], gonnet [123], blosum22 und blosum50 [142] verwendet,
die sich auch in den verschiedenen in der Literatur durchgef�uhrten Vergleichsex-
perimenten als die besten Matrizen herausgestellt haben (siehe Abschnitt 5.1).

7.2.1.1 Lokale Sequenzalignments als Orakel

Die Suche nach Bereichen hoher lokaler Sequenz�ahnlichkeit zwischen Sequenz und
Struktur kann auf zwei Arten erfolgen:

� Anwendung von BLAST [10].

� Berechnung von lokalen Alignments mit hohen Gapkosten.

Das Programm BLAST sucht nach zusammenh�angenden Bereichen hoher Sequenz-
�ahnlichkeit und kann somit als ein Orakel in der RDP{Methode eingesetzt werden.
Da der Einsatz von BLAST den Aufruf eines externen Programms und zus�atzlichen
Aufwand zur Konvertierung von Datenformaten bedeutet, werden, wenn BLAST

als Orakel verwendet wird, einmal zu Beginn alle BLAST{Alignments zwischen
der Sequenz A und der Struktur B berechnet und zusammen mit dem von BLAST

berechneten Signi�kanzindex (p{value [175]) in einer Liste gespeichert. In der zen-
tralen und laufzeitkritischen Funktion der RDP{Methode kann somit ein BLAST{
Orakelaufruf f�ur ein Teilproblem durch Auswahl geeigneter BLAST{Alignments
aus der Liste erfolgen.
Alternativ wird in der RDP{Methode f�ur ein Teilproblem SP das lokale Align-
ment (siehe Abschnitt 4.1.2) zur Suche nach Bereichen hoher lokaler Sequenz�ahn-
lichkeit eingesetzt. Dynamische Programmierung mit a�nen Gapkosten ist vom
Berechnungsaufwand zwar quadratisch in der Eingabel�ange, doch der mit dem
Aufruf eines externen Programms verbundene Aufwand wiegt diesen h�oheren
Berechnungsaufwand auf. Au�erdem bedeutet der Einsatz der dynamischen Pro-
grammierung auch einen wesentlichen Zugewinn an Flexibilit�at.
Die f�ur die verschiedenen sequenzbasierten Orakel verwendete Kostenfunktion

�(f 0; A0; B0) = �S(f 0; A0; B0) + GAP (f 0; A0; B0)

besteht aus einem Anteil �S(f 0; A0; B0), der die Zuordnung auf Sequenzebene
konservierter Bereiche belohnt, und aus den a�nen Gapkosten GAP (f 0; A0; B0).
Die Zuordnung konservierter Bereiche wird wie im normalen Sequenzalignment
durch den Kostenfunktionsterm

�S(f 0; A0; B0) =
X

f 0(i)6=;

sim(ai; bf 0(i))
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bewertet. Die Funktion sim bewertet die �Ahnlichkeit zweier Aminos�auren entspre-
chend der f�ur das Orakel verwendeten Austauschmatrix. Die a�nen Gapkosten
GAP (f 0; A0; B0) werden im folgenden analog zu De�nition 4.1 durch den Term

GAP (f 0; A0; B0) = � jGf 0(A
0; B0)j + � jDf 0(A

0; B0) [ If 0(A
0; B0)j

beschrieben, wobei die Mengen Gf 0(A
0; B0), Df 0(A

0; B0) und If 0(A
0; B0) wie in

De�nition 3.3 de�niert sind. Insertionen und Deletionen werden mit dem Faktor
� und die Er�o�nung von Gaps mit dem Faktor � bestraft.

Typischerweise werden in den Orakeln der RDP{Methode sowohl f�ur die Er�o�-
nung von Gaps als auch f�ur ihre Verl�angerung hohe Kosten angesetzt. Damit
wird gew�ahrleistet, da� die von den Orakeln generierten Teill�osungen keine Gaps
enthalten. Beim Sequenzstrukturalignment ist dies gleichbedeutend damit, da�
in dem aus der Teill�osung abgeleiteten Teilstrukturmodell keine Schleifen neu zu
modellieren sind.

Es k�onnen aber nicht nur zusammenh�angende Bereiche, also Bereiche ohne jede
Deletion oder Insertion, gesucht werden, sondern �uber eine Variation der Gap-
kosten auch lokale Alignments, in denen Insertionen und Deletionen in gewissem
Umfang erlaubt sind. Die M�oglichkeit, Insertionen und Deletionen einzuf�ugen,
kann zur Folge haben, da� ein oder alle Orakel nur unzul�assige Teill�osungen (sie-
he Abschnitt 7.6.2) erzeugen. Diesem Problem wird von der RDP{Methode be-
gegnet, indem die Gapkosten von der RDP{Methode schrittweise erh�oht werden,
bis zumindest einige der von den Orakeln generierten L�osungen zul�assig sind oder
klar ist, da� f�ur das gegenw�artige Teilproblem keine zul�assige L�osung existiert,
die gleichzeitig noch den Signi�kanzkriterien (siehe Abschnitt 7.3.1) gen�ugt.

Ein weiterer Vorteil der Verwendung der dynamischen Programmierung zum
Au�nden lokaler Teill�osungen auf Sequenzebene besteht darin, da� bei gleicher
asymptotischer Laufzeit nicht nur eine optimale, sondern alle optimalen und sogar
suboptimale L�osungen f�ur ein Teilproblem berechnet werden. Eine suboptimale
L�osung ist eine L�osung, deren Score vom Score der optimalen L�osungen h�ochstens
um einen vorgegebenen Prozentsatz abweicht.

Lokale Alignments identi�zieren zwar immer die am besten zueinander passenden
Bereiche von zwei Sequenzen, jedoch sagt dies nicht unbedingt auch etwas �uber die
biologische Signi�kanz der gefundenen Zuordnung aus. Daher wird die Signi�kanz
einer Zuordnung, wie in BLAST, anhand des sogenannten p{value abgesch�atzt, der
angibt, wie wahrscheinlich es ist, den Score f�ur die gefundene Zuordnung zuf�allig
zu beobachten. Dieser p{value wird vom BLAST{Programm berechnet [175], kann
aber auch f�ur Alignments ohne Gaps einfach berechnet werden (siehe dazu [10]).
Altschul und Gish [9] zeigen empirisch, da� die Berechnung des p{values auf lokale
Alignments mit Gaps verallgemeinert werden kann und nicht notwendigerweise
durch einen Vergleich gegen die Scores optimaler Alignments nicht verwandter
Sequenzen [10] bestimmt werden mu�.
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7.2.1.2 Globale und free{shift Sequenzalignments als Orakel

Werden Sequenzalignments �uber die Methode der dynamischen Programmierung
berechnet, so gibt es eine andere M�oglichkeit, die Zuverl�assigkeit verschiedener
Bereiche im Alignment zu bewerten [227]. Dabei wird f�ur eine bestimmte Zuord-
nung jeweils der Score f�ur ein optimales Alignment, das diese Zuordnung enth�alt,
in Beziehung zum Score eines optimalen Alignments gesetzt, das diese Zuordnung
nicht enth�alt. Eine Position im Alignment ist dann umso zuverl�assiger, je gr�o�er
die Di�erenz der beiden Scores ist. Dieser positionelle Zuverl�assigkeitsindex kann
durch zweimalige dynamische Programmierung e�zient berechnet werden, wobei
eine zus�atzliche Score{Matrix f�ur die invertierten Sequenzen berechnet wird. Die
zur Berechnung des Alignments ben�otigte Laufzeit verdoppelt sich daher nur, so
da� die Zeitkomplexit�at von O(n2) f�ur a�ne Gapkosten erhalten bleibt.
Dieses positionelle Zuverl�assigkeitsma� ist am sinnvollsten auf globale und free{
shift Alignments anwendbar. In der RDP{Methode wird dieser Zuverl�assigkeits-
index wie folgt zur Identi�zierung von Bereichen genutzt, die mit �uberdurch-
schnittlicher Zuverl�assigkeit einander zugeordnet werden k�onnen:

1. Berechne f�ur das aktuelle Teilproblem das globale beziehungsweise free{shift
Alignment und dessen zugeh�origen Zuverl�assigkeitsindex (siehe oben).

2. Das so annotierte Alignment wird von der RDP{Methode auf zwei Arten
verwendet:

(a) i. Bestimme zusammenh�angende Bereiche, deren Zuverl�assigkeits-
indices einen gegebenen Grenzwert �uberschreiten und die l�anger
als eine vorgegebene Mindestl�ange (zum Beispiel > 3 Positionen)
sind.

ii. Benutze jede der so gefundenen lokalen Zuordnungen wie Ergeb-
nisse anderer Orakel in der RDP{Methode.

(b) i. L�osche die Zuordnungen, deren Zuverl�assigkeitsindex den gefor-
derten Mindestwert nicht erreicht.

ii. Markiere alle danach nicht zugeordneten Bereiche als noch in
sp�ateren Phasen des Algorithmus zu l�osen.

iii. Verwende das so modi�zierte Alignment wie Ergebnisse anderer
Orakel.

Bei der Berechnung von globalen beziehungsweise free{shift Alignments wird die
gleiche Kostenfunktion verwendet wie f�ur die lokalen Alignments mit dem Unter-
schied, da� die Kosten f�ur die Er�o�nung von Gaps (�) und deren Verl�angerung
(�) nicht hoch, sondern angemessen f�ur die jeweils verwendete �Ahnlichkeitsmatrix
gew�ahlt werden (siehe dazu auch Abschnitt 5.1).
Im folgenden werden weitere Orakel vorgestellt, die nach �Ahnlichkeiten suchen,
die auf Sequenzebene nicht mehr erkennbar sind.
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7.2.2 Orakel und Eink�orperpotentiale

Wie bereits in Abschnitt 4.2.2 beschrieben, k�onnen alle Eink�orperpotentiale in der
Form sogenannter Pro�le kodiert werden. Das zugeordnete Optimierungsproblem
kann optimal mit der Methode der dynamischen Programmierung gel�ost werden.
Damit k�onnen alle Eink�orperpotentiale in der bereits f�ur die sequenzbasierten
Orakel beschriebenen Form (siehe Abschnitt 7.2.1) von der RDP{Methode als
Orakel f�ur die Bestimmung lokaler Zuordnungen genutzt werden. Die RDP{
Methode benutzt Eink�orperpotentiale, um lokale Zuordnungen zwischen Sequenz-
abschnitten und Strukturbereichen zu �nden, die nicht aufgrund von Sequenz�ahn-
lichkeiten, sondern anhand struktureller Eigenschaften und Pr�aferenzen von Ami-
nos�auretypen f�ur bestimmte strukturelle Umgebungen identi�ziert werden k�onnen.
Folgende Eink�orperpotentiale k�onnen gegenw�artig von der RDP{Methode be-
nutzt werden:

� Hydrophobizit�atspotentiale (siehe Abschnitt 5.2.3.1):

{ Ein durch Komponentenzerlegung des Paarinteraktionspotentials in
paarabh�angige und paarunabh�angige Komponenten nach Bryant und
Lawrence berechnetes Hydrophobizit�atspotential [48].

{ Ein aus der Voronoizerlegung abgeleitetes Hydrophobizit�atspotential,
das den Aminos�auretypen eine Pr�aferenz f�ur den dem L�osungsmittel
zug�anglichen Ober�achenanteil zuordnet [366].

Ersteres wird in der Regel mit auf Distanzkontaktrelationen (siehe De�niti-
on 5.3) basierenden Paarpotentialen kombiniert, letzteres wird gemeinsam
mit Paarpotentialen verwendet, die auf Voronoikontaktrelationen (siehe De-
�nition 5.5) basieren.

� Kontaktkapazit�atspotentiale (CCP), wie sie von der 123D{Methode [5] zur
Berechnung von Sequenzstrukturalignments benutzt werden. Es gibt fol-
gende Varianten von Kontaktkapazit�atspotentialen:

{ Kontaktkapazit�atspotential (CCP),

{ bedingtes CCP (CCCP),

{ abstandsabh�angiges CCP (DCCP),

{ winkelabh�angiges CCP (ACCP).

Eine detaillierte Beschreibung �ndet sich in Abschnitt 5.2.3.2. Zur Zeit wird
in der Regel das Kontaktkapazit�atspotential (CCP) verwendet.

� Ist eine Sekund�arstrukturvorhersage f�ur die Sequenz (zum Beispiel mittels
PHD [288, 289]) berechnet worden, so wird das diese Vorhersage kodierende
Pro�l gegen das Pro�l der Sekund�arstruktur der Struktur (Zuordnung nach
DSSP [173]) aliniert. Als Teill�osungen werden die Bereiche des Alignments
extrahiert, die weder Insertionen noch Mismatches enthalten.
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Da Pro�le in der RDP{Methode wie Sequenzen durch dynamische Programmie-
rung mit der untersuchten Sequenz verglichen werden, werden zur Bestimmung
lokaler Zuordnungen die gleichen Verfahren angewendet, wie sie bereits f�ur den
Vergleich der Sequenzen beschrieben wurden (siehe Abschnitt 7.2.1). Der einzi-
ge Unterschied besteht darin, da� der Kostenfunktionsanteil �S(f 0; A0; B0) durch
�P (f 0; A0; B0) ersetzt wird, der wie folgt de�niert ist:

�P (f 0; A0; B0) =
X

f 0(i)6=;

prof (ai; envB (f
0(i)))

Die Funktion envB beschreibt dabei die Umgebung einer Position in der Struk-
tur B. Die von der Funktion envB implementierte Form der Beschreibung h�angt
davon ab, welches Eink�orperpotential in dem Orakel verwendet wird. Bei Kon-
taktkapazit�atspotentialen ist dies zum Beispiel die Anzahl der unterschiedlichen
Kontakte, die die Position in der Struktur hat, bei Hydrophobizit�atspotentia-
len die L�osungsmittelzug�anglichkeit und bei Sekund�arstrukturvergleichen die Se-
kund�arstruktur, in der sich diese Position be�ndet.
Die Funktion prof bewertet anhand der von env gelieferten Beschreibung, wie
gut die Aminos�aure ai in diese Umgebung gem�a� des Potentials pa�t (siehe dazu
auch Abschnitte 5.2.3.1 und 5.2.3.2). Falls das Orakel auf den vorhergesagten
Sekund�arstrukturen basiert, wird anstelle des Aminos�auretyps ai die f�ur diese
Position der Sequenz vorhergesagte Sekund�arstruktur verwendet und der Funk-
tionswert der Funktion prof ist 1, falls Vorhersage und Sekund�arstruktur an der
Strukturposition �ubereinstimmen.
Wenn der Hydrophobizit�atsanteil und der Kontaktkapazit�atsanteil des Kosten-
funktionbestandteils �P (f 0; A0; B0) getrennt betrachtet werden sollen, werden die-
se im folgenden mit �H(f 0; A0; B0) beziehungsweise �C(f 0; A0; B0) bezeichnet.
Auch mit dieser Art von Orakel werden in jeder Rekursion der RDP{Methode
eine vorgegebene Anzahl m�oglicher lokaler Zuordnungen bestimmt. Daher treten
auch die gleichen Probleme wie bei den Sequenzorakeln auf, so entstehen zum
Beispiel auch hier identische, sehr �ahnliche, nicht zul�assige, kombinierbare und
nicht kombinierbare Teill�osungen.

7.2.3 Orakel und Mehrk�orperpotentiale

Die Einbeziehung von Mehrk�orperpotentialen beim Sequenzstrukturalignment
bewirkt, da� das zu l�osende Optimierungsproblem in die Komplexit�atsklasse der
NP{vollst�andigen Probleme f�allt (siehe Abschnitt 4.2.3). Urs�achlich ist daf�ur, da�
bei der Bewertung einer Position im Alignment andere Positionen im Alignment
bei der Auswertung des Zwei{ oder Mehrk�orperpotentials ber�ucksichtigt werden
m�ussen. In den meisten Sequenzstrukturalignmentverfahren ist aber zum jewei-
ligen Zeitpunkt nicht klar oder nicht vorhersagbar, welcher Aminos�aurerest auf
eine zu der aktuell betrachteten Position in Kontaktrelation stehende Position in
der Struktur abgebildet werden wird (siehe Diskussion in Abschnitt 6.1).
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Abbildung 7.5: Zweik�orperpotentiale und alinierte Positionen: Bereits alinier-
te Positionen (markiert mit Aminos�aureresten) stehen in der
Struktur mit noch nicht alinierten Positionen in Kontaktre-
lation. Die Farbkodierung der Kegel deutet die Aminos�aure-
typabh�angigkeit der Mehrk�orperpotentiale an.

In der RDP{Methode sind jedoch beim rekursiven Abstieg { au�er direkt zu
Beginn { bereits Teile der Abbildung der Sequenz in die Struktur bekannt. Die-
jenigen Positionen der Struktur, denen bereits ein Aminos�aurerest der Sequenz
zugeordnet wurde, stehen in Kontaktrelation mit Positionen der Struktur, die
zu Teilproblemen geh�oren, die bislang nicht abgearbeitet wurden. Abbildung 7.5
zeigt, wie das Potential von bereits alinierten Positionen (oben, mit Aminos�aure-
bezeichnern markiert) auf Positionen (unten) in der Struktur

"
abstrahlt\, die zu

noch zu bearbeitenden Teilproblemen geh�oren.
Die L�osung eines aktuell bearbeiteten Teilproblems SP wird daher abh�angig von
bereits gefundenen Teill�osungen, wenn Strukturpositionen von SP in Kontakt-
relation zu in diesen Teill�osungen zugeordneten Positionen stehen. De�nition 7.4
formalisiert diese Abh�angigkeit von bereits gefundenen Teill�osungen.

De�nition 7.4 (Kontaktabh�angigkeit von L�osungen)
Sei GI

B = (VB; EB; �; �) der wie in De�nition 5.6 de�nierte Relationsgraph der
Struktur B. Dann steht ein Teilproblem SP 2 T in Kontakt zu einem Teilproblem
SP 0 2 T , kurz SP �K SP 0, genau dann, wenn

9 i 2 BjSP : 9 j 2 BjSP 0 : (i; j) 2 EB

Sei f eine L�osung von Teilproblem SP , dann hei�t die L�osung f 0 von SP 0 kon-
taktabh�angig von Teill�osung f , kurz f 0 �K f , genau dann, wenn SP �K SP 0.

Wie bereits in Abschnitt 6.2 beschrieben, verfolgt die RDP{Methode auf jeder Re-
kursionsebene nicht nur eine erlaubte lokale Zuordnung sondern mehrere. Daher
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enth�alt der L�osungsbaum T auch Teill�osungen und Teilprobleme, die nicht mit
einem bearbeiteten Teilproblem SP kombiniert werden k�onnen, da f�ur ein Teil-
problem weiter oben im L�osungsbaum durch verschiedene Orakel unterschiedliche
Aufteilungen in Unterprobleme vorgegeben wurden.

De�nition 7.5 (Verwandte (Teil{)L�osungen und Probleme)
Px bezeichnet die Menge der Knoten, die auf dem direkten Weg von Knoten x 2 T
zur Wurzel des L�osungsbaums T liegen.
Zwei Knoten x; y 2 T ((Teil{)L�osungen oder Probleme) hei�en verwandt genau
dann, wenn

� x 2 Py beziehungsweise y 2 Px oder

� der erste gemeinsame Vorfahr von x und y in T ein Knoten aus V^ ist, der
eine partielle L�osung repr�asentiert.

Die Menge V Lx � H ist die Menge der mit Knoten x verwandten Teill�osungen
und V Px ist die Menge der mit Knoten x verwandten Teilprobleme.

SP1a

Ac1 Ac2

SP1c SP1d

Aa1

SP2c SP2d

Aa2

Af2Af1

SP2e SP2f

Ab2

A_2A_1

Ab1

SP1e SP1f

P

SP1b SP2bSP2a

SP1g

Ad1 Ad2

SP1h SP2g SP2h SP1i SP1j SP2i SP2j SP1k
SP1l SP2k SP2l

Abbildung 7.6: Abh�angigkeitsbaum T : Teill�osungen und Teilprobleme sind
wie in Abbildung 6.4 bezeichnet. Rot umrahmt ist der Teil
des L�osungsbaums T von dem die L�osung des gelb markierten
Teilproblems SP2j abh�angig sein kann. Gelb unterlegt sind die
Knoten zum Weg der Wurzel des L�osungsbaums T .

Abbildung 7.6 zeigt den L�osungsbaum T , in dem von der RDP{Methode sowohl
bereits gefundene Teill�osungen (Aij) als auch (noch o�ene) Teilprobleme (SPkl)
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gespeichert werden. Die Wurzel (P ) dieses Baumes entspricht dem vollst�andigen
Sequenzstrukturalignmentproblem. Als Beispiel wird im folgenden das Teilpro-
blem SP2j des Teilbaumes T genauer betrachtet, welches in Abbildung 7.6 auf
der untersten Hierarchiestufe des L�osungsbaums T gelb hinterlegt ist. Die mit
Teilproblem SP2j nach De�nition 7.5 verwandten Teilprobleme und Teill�osungen
sind rot umrandet.

Bei den anderen Teilen des L�osungsbaums handelt es sich um Teilb�aume, die
Teilprobleme und Teill�osungen enthalten, die nicht mit dem Teilproblem SP2j

kombiniert werden k�onnen. Diese Teile sind nach De�nition 7.5 nicht verwandt,
da die zugeh�origen Teilb�aume an Knoten von dem Pfad von SP2j zur Wurzel
abzweigen, die Teilproblemen entsprechen (in Abbildung 7.6 gelb unterlegt und
mit SP beziehungsweise P gekennzeichnet).

De�nition 7.6 schlie�t in Erweiterung von De�nition 7.4 nicht verwandte Teil-
l�osungen aus der Liste der Abh�angigkeiten aus, die bei der L�osung eines Teilpro-
blems zu ber�ucksichtigen sind.

De�nition 7.6 (Abh�angigkeit von L�osungen)
Die L�osung eines Teilproblems SP 2 T hei�t abh�angig von einer Teill�osung f
genau dann, wenn die L�osung kontaktabh�angig von f ist und f 2 V LSP gilt.

Die L�osung des Teilproblems SP2j in Abbildung 7.6 ist damit unter anderem
unabh�angig von den Teill�osungen, die nicht aus VLSP2j sind. In Abbildung 7.6 sind
dies die Teill�osungen, die in dem nicht rot umrandeten Teil des L�osungsbaums
liegen.
Von allen anderen Teilen des L�osungsbaums kann die L�osung von SP2j abh�angig
sein. In Abbildung 7.6 sind diese Teile des L�osungsbaums rot umrahmt. Ob die
L�osung von SP2j von L�osungen der verbleibenden Teilb�aume abh�angt oder nicht,
kann nicht anhand der Eigenschaften des L�osungsbaums entschieden werden, son-
dern wird von den Kontaktrelationen vorgegeben, die durch die zugrundeliegende
Proteinstruktur festgelegt sind. Wenn Strukturbereiche des Teilproblems SP2j in
Kontaktrelation zu Strukturbereichen stehen, die Bestandteil eines der verblei-
benden Teilprobleme sind, dann ist die L�osung von SP2j abh�angig von den L�osun-
gen des betre�enden Teilproblems, da diese die Kontaktpartner f�ur Positionen in
SP2j festlegen.
Die RDP{Methode verfolgt auf jeder Rekursionsebene nicht nur eine erlaubte
lokale Zuordnung sondern mehrere Alternativen. F�ur die L�osung eines Teilpro-
blems bedeutet dies, da� durch die bereits gefundenen Teill�osungen, von denen
die L�osung des Teilproblems nach De�nition 7.6 abh�angig ist, nicht nur eindeu-
tige Zuordnungen von Aminos�aureresten der Sequenz zu Kontaktpartnern des
aktuell bearbeiteten Teilproblems vorgegeben werden, sondern zum Zeitpunkt
der L�osung des Teilproblems noch alternative Belegungen der Kontaktpartner
m�oglich sind. Die De�nition 7.7 trennt die bei der Bearbeitung eines Teilpro-
blems zuber�ucksichtigenden Strukturpositionen aus B entsprechend auf:
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De�nition 7.7 (Teilmengen abh�angiger Strukturpositionen)
Die Teilmenge B1

SP enth�alt die Strukturpositionen aus B, denen in Bezug auf
ein bearbeitetes Teilproblem SP bereits eindeutig ein Aminos�aurerest der Sequenz
zugeordnet wurde:

B1
SP =

n
i 2 BnBjSP j 9f 2 V LSP : f�1(i) 6= ; ^ 8g 2 V LSP : g�1(i) = f�1(i)

o
Die Teilmenge B�

SP enth�alt die Strukturpositionen aus B, denen bisher in ver-
schiedenen Alternativen, die mit dem Teilproblem SP kombiniert werden k�onnen,
unterschiedliche Aminos�auren zugeordnet wurden:

B�
SP =

n
i 2 BnBjSP j 9f; g 2 V LSP : f�1(i) 6= g�1(i)

o

Die Teilmenge B;
SP enth�alt die Strukturpositionen aus B, denen bisher noch kein

Aminos�aurerest der Sequenz zugeordnet wurde:

B;
SP =

n
i 2 BnBjSP j 8f 2 V LSP : f�1(i) = ;

o

Zu welcher der drei Mengen B1
SP , B

�
SP oder B;

SP eine Strukturposition geh�ort,
h�angt wesentlich von der Lage des Alignments im L�osungsbaum T ab, das die
Zuordnung f�ur diese Position bestimmt.

Lemma 7.1
Sei SP 2 T und i 2 BnBjSP , dann gilt:

9f 2 PSP : f�1(i) 6= ; =) i 2 B1
SP

Die Umkehrfolgerung gilt im Allgemeinen nicht.

Lemma 7.1 besagt, da� Strukturpositionen, denen Aminos�aurereste der Sequenz
in partiellen L�osungen zugeordnet werden, die auf dem direkten Weg vom bear-
beiteten Teilproblem SP zur Wurzel des L�osungbaums T liegen (also nach De-
�nition 7.5 Elemente von PSP sind), zur Menge B1

SP geh�oren. In Abbildung 7.6
geh�oren so zum Beispiel alle Strukturpositionen zu B1

SP2j
, die von gelb hinterleg-

ten partiellen L�osungen mit Sequenzpositionen aliniert werden.
Der Beweis des Lemmas folgt aus der Konstruktion der Teilprobleme (siehe Ab-
schnitt 7.4), die auf dem Weg von der Wurzel zum bearbeiteten Teilproblem SP
liegen. Wird eine Strukturposition innerhalb einer partiellen L�osung zugeordnet,
so ist sie nicht mehr Bestandteil der aus dieser Zuordnung resultierenden Teilpro-
bleme und kann somit nicht mehr durch andere partielle L�osungen anderweitig
aliniert werden, die mit dem Teilproblem SP gem�a� De�nition 7.5 verwandt sind.
Die Umkehrfolgerung aus Lemma 7.1 gilt nicht, da i 2 B1

SP auch dann gilt, wenn
8f; g 2 V LSPnPSP : f�1(i) = g�1(i).
F�ur Kontaktbereiche eines Teilproblems SP , denen durch Teill�osungen f 62 PSP
Aminos�aurereste der Sequenz zugeordnet werden, kann die Zuordnung eindeutig
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oder mehrdeutig sein. Ob die Zuordnung aus Sicht von SP eindeutig ist oder
nicht, h�angt von der Probleminstanz und dem aktuellen Zustand des L�osungs-
baums T ab. F�ur diese Bereiche kann mit der De�nition der Mengen B1

SP und
B�
SP nur die folgende Aussage getro�en werden:

Lemma 7.2
Sei SP 2 T und i 2 BnBjSP , dann gilt folgende �Aquivalenz:

9 f 2 V LSP : f�1(i) 6= ; () i 2 B1
SP [ B

�
SP

Angenommen f�ur das Teilproblem SP2j aus Abbildung 7.6 gilt SP2j �K SP1b.
Dann ist es zum Beispiel m�oglich, da� einer Position im durch SP1b de�nierten
Teilbaum durch das Alignment Ab1 eine andere Aminos�aure zugeordnet wird als
durch das Alignment Ab2. Da es sich bei diesen Teill�osungen um gleichberechtigte
Alternativen zur L�osung des Teilproblems SP1b handelt, kann diese Mehrdeutig-
keit des m�oglichen Kontaktpartners erst aufgel�ost werden, wenn die Entscheidung
f�ur eine dieser Alternativen im Teilproblem SP1b getro�en wurde.
F�ur Strukturpositionen eines betrachteten Teilproblems SP , die kontaktabh�angig
von einem noch nicht bearbeiteten Teilproblem sind, kann in der Regel keine
Aussage �uber den oder die Partner einer Kontaktrelation getro�en werden.
Nat�urlich ist die Zuordnung von Strukturpositionen zu einer der drei Mengen
B1
SP , B

�
SP und B;

SP dynamisch und h�angt stark vom Fortschreiten der Berech-
nung und damit dem Zeitpunkt ab, zu dem die L�osung des Teilproblems SP von
der RDP{Methode angegangen wird. Je gr�o�er die Menge B1

SP oder eventuell
auch die Menge B�

SP ist, desto mehr Kontakte k�onnen anhand des resultierenden
Strukturmodells bewertet werden.
Daher stellt in der RDP{Methode neben der Gr�o�e der Teilprobleme die M�achtig-
keit insbesondere der Menge B1

SP m�ogliches Kriterium f�ur die Sortierung der
Priorit�atswarteschlange der o�enen Teilprobleme und damit f�ur die Festlegung
der Abarbeitungreihenfolge der Teilprobleme dar.
Die RDP{Methode versucht bei der L�osung von Teilproblemen so viel Informa-
tionen �uber die Kontaktpartner auszunutzen, wie zum Zeitpunkt verf�ugbar ist,
an dem die L�osung eines Teilproblems ansteht. Dazu werden bei der L�osung eines
Teilproblems SP verschiedene Strategien verfolgt, die in den folgenden Abschnit-
ten detaillierter beschrieben werden:

Orakel mit eindeutig bestimmten Kontaktpartnern: Die Suche wird auf
die Bereiche der Struktur eingeschr�ankt, f�ur die hinreichend viele Kontakt-
partner in B1

SP und damit bereits eindeutig festgelegt sind. F�ur diese Teile
der Struktur k�onnen Kontaktrelationen anhand der neuen Kontaktpartner
bewertet werden (Abschnitt 7.2.3.1).

Orakel mit alternativen Kontaktpartnern: Bei der Suche werden die nicht
eindeutigen Zuordnungen der Kontaktpartner aus B�

SP explizit als alterna-
tive Zuordnungen ber�ucksichtigt. Dies f�uhrt zu einer Aufspaltung in ver-
schiedene Orakel (Abschnitt 7.2.3.2).



140 KAPITEL 7. RDP{SEQUENZSTRUKTURALIGNMENT

Orakel mit gemittelten Kontaktpartnern: Die alternativen Zuordnungen
f�ur Kontaktpartner aus B�

SP werden nicht explizit in verschiedenen Orakel-
schritten modelliert, sondern gemittelt betrachtet (Abschnitt 7.2.3.3).

Orakel mit semi{eingefrorener Approximation: F�ur die Kontaktpartner
aus B1

SP werden die zugeordneten Aminos�auretypen aus der Sequenz bei der
Berechnung lokaler Zuordnungen zur Bewertung der Kontaktrelationen ver-
wendet, und f�ur Kontakte zu Positionen aus B;

SP werden die Aminos�aure-
typen aus der Struktur �ubernommen (Abschnitt 7.2.3.4).

Orakel mit anderen Kostenfunktionsanteilen: Es werden Kontaktrelatio-
nen mit Partnern aus B1

SP (und B�
SP ) bewertet, aber zus�atzlich werden Kos-

tenfunktionsbestandteile aus den anderen vorgestellten Orakeltypen ver-
wendet (Abschnitt 7.2.3.5).

Dies sind die wesentlichen Arten, wie Kontaktrelationen von der RDP{Methode
bei der Berechnung lokaler Zuordnungen eingesetzt werden. Da aber eine wesent-
liche Idee der RDP{Methode darin besteht, alle Kostenfunktionsbestandteile so
zu modellieren, da� sie auch kombiniert verwendbar sind, sind auch Mischformen
m�oglich.

7.2.3.1 Orakel mit eindeutig bestimmten Kontaktpartnern

F�ur ein betrachtetes Teilproblem SP sind mit Lemma 7.1 zun�achst einmal die
Kontaktpartner eindeutig bestimmt (aus B1

SP ), denen durch Teill�osungen f 2
PSP Reste der Sequenz A zugeordnet werden. Es gibt zus�atzlich aber auch Kon-
taktpartner die dadurch zu B1

SP geh�oren, da� ihre Belegung durch Aminos�aure-
reste aus der Sequenz f�ur alle alternativen Teill�osungen identisch sind.
Das Orakel mit eindeutig bestimmten Kontaktpartnern sucht nach Teill�osungen
f�ur das Teilproblem SP , die f�ur die Aminos�aurebelegung der Kontaktpartner aus
B1
SP optimal sind. Die Teill�osungen werden in folgenden Schritten berechnet.

1. Bestimme die Kontaktrelationen zu Strukturpositionen aus B1
SP .

2. Markiere Strukturpositionen des aktuellen Teilproblems als verwendbar,
falls zum Beispiel f�ur mehr als ein Viertel ihrer Kontaktrelationen der oder
die Kontaktpartner aus B1

SP sind.

3. Als Sonden werden die Bereiche in der Struktur bezeichnet, f�ur die alle
Strukturpositionen als verwendbar markiert sind und die eine gewisse Min-
destl�ange (zum Beispiel > 3 Positionen) haben.

4. Suche f�ur jede dieser Sonden in der Sequenz des Teilproblems nach optima-
len Belegungen gem�a� des Mehrk�orperpotentials.

Die Kontaktrelationen, an denen Strukturpositionen des aktuellen Teilproblems
beteiligt sind, k�onnen �uber den Indexvektor des Teilproblems aus der Strukturbe-
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schreibung der Gesamtstruktur �ubernommen werden. Die Bestimmung der ein-
deutig festgelegten Kontaktpartner erfolgt in zwei Schritten. Zun�achst werden in
einer Liste die Positionen aus B1

SP gesammelt, indem die zu Teilproblem SP ver-
wandten Teill�osungen VLSP im L�osungsbaum durchlaufen werden. Im n�achsten
Schritt wird die Liste in einen Index umgesetzt, �uber den f�ur jede Strukturposi-
tion auf die eindeutig alinierte Sequenzposition zugegri�en werden kann. Durch
diese Indirektion kann nicht nur auf Sequenzen sondern auch auf Pro�le von
Sequenzen zugegri�en werden, was sowohl f�ur die Erweiterung auf multiples Se-
quenzstrukturalignment als auch f�ur die Ber�ucksichtigung nicht eindeutig alinier-
ter Strukturpositionen genutzt wird (siehe Abschnitt 7.2.3.3).
Wird ein Teilproblem bearbeitet, w�ahrend die Abarbeitung durch die RDP{
Methode in Tiefensuche erfolgt, kann der Aufbau dieses Indexes inkrementell
erfolgen, da sich bei der Abarbeitung der Teilprobleme in Tiefensuche nur lo-
kale �Anderungen im L�osungsbaum ergeben. Dabei wird zum einen ausgenutzt,
da� f�ur Teilprobleme, die durch das gleiche Teilproblem entstanden sind, auch
die gleichen Kontaktpartner g�ultig sind, so da� die Berechnung der Kontaktpart-
ner nur einmal durchgef�uhrt werden mu�. Au�erdem haben in diesem Fall alle
Unterprobleme eines Teilproblems die gleichen Kontaktpartner, bis auf die Kon-
taktpartner, die durch die das jeweilige Teilproblem de�nierende Teill�osung fest-
gelegt werden. Daher mu� in Tiefensuchephasen der RDP{Methode nur einmal
der in Abbildung 7.6 rot umrahmte Bereich durchsucht werden. Nachdem dies
einmal erfolgt ist, mu� h�ochstens noch der Bereich aktualisiert werden, der die
in verwandten Teill�osungen auf der gleichen oder n�achsth�oheren Hierarchiestufe
festgelegten Kontaktpartner speichert.
Werden die Teilprobleme von der RDP{Methode in Breitensuche durchlaufen,
sind derartige Vereinfachungen nicht m�oglich, da �Anderungen im L�osungsbaum
nicht ausgeschlossen werden k�onnen, die die Kontaktpartnerbelegung f�ur ein ak-
tuell bearbeitetes Problem �andern.
Die Schritte 2: Markierung und 3: Identi�zierung und Auswahl sind mit dieser
Vorbearbeitung sehr einfach realisierbar. Jede so bestimmte Sonde de�niert dann
ein Unterproblem, das durch den durch die Sonde bestimmten Ausschnitt aus der
Struktur und den Sequenzabschnitt des bearbeiteten Teilproblems beschrieben
ist.
Diese Sonden sind so bestimmt, da� f�ur viele der Kontaktrelationen die neuen
Partner aus der Sequenz bekannt sind. Daher ist es sinnvoll, f�ur diese Sonden nach
Teilen aus der Sequenz zu suchen, die bez�uglich der Kontaktrelationen gut auf
diese Positionen in der Struktur abgebildet werden k�onnen. Die bekannten Kon-
taktrelationspartner induzieren, wie in Abbildung 7.5 gezeigt, f�ur die Positionen
der Sonde Pr�aferenzen f�ur bestimmte Aminos�auren. Diese Pr�aferenzen geben also
f�ur jede Position und jeden Aminos�auretyp an, wie gut dieser Aminos�auretyp an
die jeweilige Position gem�a� der Kontaktrelationen, der Kontaktrelationspartner
und gem�a� des verwendeten Mehrk�orperpotentials Epot pa�t. Zur Vereinfachung
der Schreibweise wird im folgenden davon ausgegangen, da� das Mehrk�orperpo-
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tential Epot auf Paarkontaktrelationen de�niert ist.
Sei A0 = AjSP , B

0 eine derartige Sonde und GI
B = (VB; EB; �; �) der Kontaktre-

lationsgraph der Struktur B. Weiterhin bezeichne gj jeweils die Teill�osung, die
der Strukturposition j 2 B1

SP eine Aminos�aure aus AnAjSP eindeutig zuordnet.
Bezeichne G1(j) die Menge mit der Teill�osung g, die einer Position j 2 B1

SP ei-
ne Aminos�aure aus Sequenz A eindeutig zuordnet. Der Kontaktpotentialanteil
�1pot(f

0; A0; B0) der f�ur die Bestimmung der Teill�osung f 0 zu optimierenden Kos-
tenfunktion �(f 0; A0; B0) kann dann wie folgt geschrieben werden:

�1pot(f
0; A0; B0) =

X
f 0�1(i)6=;

X
((i;j);g)2(EB�G1(j))

Epot

�
af 0�1(i); ag�1(j); �(i; j)

�

Das Potential Epot bewertet dabei die Kontaktrelation (i; j) 2 EB anhand der
Aminos�auretypen af 0�1(i) und ag�1(i) und der Attribute des Kontaktes �(i; j).
Seien die a�nen Gapkosten, wie in Abschnitt 7.2.1 eingef�uhrt, durch den Term
GAP (f 0; A0; B0) zusammengefa�t, dann ergibt sich die zu optimierende Kosten-
funktion �(f 0; A0; B0) zur L�osung des durch A0 und B0 de�nierten Teilproblems
zu:

�(f 0; A0; B0) = �1pot(f
0; A0; B0) +GAP (f 0; A0; B0)

Die innere Summe des Kontaktpotentialanteils �1pot(f
0; A0; B0) kann bei der Be-

rechnung der optimalen Teill�osung f 0, wie in Abbildung 7.7 angedeutet, in der
Form eines Kontaktpotentialpro�ls (KPP) aufbereitet werden. Ein Eintrag k; l
in dem Pro�l KPPB0 des Teilproblems SP sagt also, wie gut ein Aminos�auretyp
k 2 A0 an einer Position l zu den von der Struktur vorgegebenen und durch
die bisher gefundenen Teill�osungen teilweise mit Aminos�auren aus der Sequenz
belegten Kontaktrelationen pa�t.
Dieses Pro�l kodiert somit alle Kontaktrelationen zu bereits eindeutig alinier-
ten Positionen, somit entspricht das optimale Alignment von A0 mit dem Pro�l
KPPB0 der optimalen Zuordnung von Teilen der Sequenz zu den Sondenpositio-
nen unter den durch die bisherigen Teill�osungen vorgegebenen Randbedingungen
und gem�a� der Kontaktrelationen und dem Mehrk�orperpotential. Das optimale
Alignment einer Sequenz gegen ein Kontaktpotentialpro�l ist mit Methoden der
dynamischen Programmierung optimal und e�zient berechenbar.
In dieser Form des Orakels tritt jedoch h�au�g das Problem auf, da� �uber die
Sonden nur unsigni�kante Teill�osungen gefunden werden, da nicht gen�ugend Kon-
taktpartner eindeutig festgelegt sind. Zur Umgehung dieses Problems werden in
den im folgenden vorgestellten Orakeln folgende Erweiterungen vorgenommen:

� Es werden auch nicht eindeutig alinierte Positionen benutzt.

� Falls ein Kontaktpartner noch nicht aliniert wurde, wird der Aminos�auretyp
aus der Struktur �ubernommen.

� Die Sonden werden auch auf nicht zusammenh�angende Bereiche ausgedehnt
und in Sonden sind auch Positionen ohne bekannte Kontaktpartner erlaubt.
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Abbildung 7.7: Kodierung von Kontaktrelationen als Pro�l: Positionen aus
B1
SP stehen in Kontaktrelation mit Positionen der Sonde B0.

Die Wirkung des Mehrk�orperpotential �uber die Kontaktrela-
tionen auf die Positionen aus B0 wird in ein Kontaktpoten-
tialpro�l �ubersetzt.

� In der Kostenfunktion werden auch Bestandteile der in den vorangegange-
nen Kapiteln vorgestellten Orakeltypen verwendet.

7.2.3.2 Orakel mit alternativen Kontaktpartnern

Sollen zur L�osung des Teilproblems SP nicht Kontakte mit Kontaktpartner aus
B1
SP sondern auch aus B�

SP ber�ucksichtigt werden, so werden die verschiedenen
alternativen Zuordnungen sequentiell abgearbeitet. Abbildung 7.8 zeigt, wie dies
mit einer leichten Modi�zierung der f�ur das Orakel mit eindeutigen Kontaktpart-
nern verwendet Kostenfunktion realisiert werden kann. Die Modi�kation besteht
darin, da� die innere Summe nicht �uber die j 2 B1

SP l�auft, sondern �uber die
j 2 B1�

SP , wobei B
1�
SP jeweils die f�ur die j 2 B�

SP um eine der m�oglichen Zuord-
nungen erweiterte Menge B1

SP ist. Dies ist jedoch nur dann m�oglich und sinnvoll,
wenn die Anzahl der alternativen Belegungen klein ist oder wenn f�ur jede der al-
ternativen Belegungen der Kontaktpartner die Teill�osung gleich oder zumindest
�ahnlich ist, so da� die Anzahl der unterschiedlichen Alternativen f�ur ein Teil-
problem beschr�ankt bleibt oder durch Zusammenfassung �ahnlicher Teill�osungen
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Abbildung 7.8: Mehrk�orperpotential{Orakel mit alternativen Belegungen der
Kontaktpartner: Es werden nur die von der alternativen Bele-
gung betro�enen Bereiche des Kontaktpotentialpro�ls aktua-
lisiert.

eingeschr�ankt werden kann.
Sofern sich die alternativen Belegungen der Kontaktpartner nur f�ur wenige Posi-
tionen oder eingrenzbare Bereiche der Struktur unterscheiden, kann bei der Be-
rechnung der Teill�osungen die inkrementelle Aufbaustrategie ausgenutzt werden,
wie sie im vorangegangenen Abschnitt vorgestellt wurde. Dabei wird zwischen
den verschiedenen Aufrufen des Orakels der variable Teil aus dem Kontaktpoten-
tialpro�l herausgerechnet und durch den Anteil ersetzt, der aus den alternativen
Belegungen der n�achsten Alternative entsteht.
Das Problem bei der Verwendung eines derartigen Orakels besteht nicht in der
Berechnung der L�osungen, sondern in deren Vielfalt und darin, da� ihre Opti-
malit�at an Teilen der L�osung h�angt, deren Zuordnung bis zu diesem Zeitpunkt
gerade nicht eindeutig m�oglich war und daher als vage anzusehen ist.

7.2.3.3 Orakel mit gemittelten Kontaktpartnern

Eine detaillierte Bewertung von Kontakten, an denen Kontaktpartner beteiligt
sind, denen bisher keine Aminos�aure aus der Sequenz eindeutig zugeordnet wur-
de, kann zum Zeitpunkt des Orakelaufrufs nicht erfolgen, beziehungsweise ist
abh�angig von der jeweils zugrunde liegenden Belegungsalternative. Daher ist es
sinnvoll, nicht die verschiedenen alternativen Belegungen getrennt zu betrachten,
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sondern die verschiedenen Alternativen zusammenzufassen.
Dazu wird statt der Pr�aferenzwerte zu einem eindeutigen Kontaktpartner der
Durchschnittswert der Potentialwerte aller Alternativkontaktpartner in dem Kon-
taktpotentialpro�l KPP f�ur ein Teilproblem SP verwendet. Bezeichne G�(j) die
Menge der alternativen Teill�osungen, die einer Position j 2 B�

SP eine Aminos�aure
aus der Sequenz A zuordnen. Mit den aus Abschnitt 7.2.3.1 bekannten Namens-
konventionen ergibt sich der Kostenfunktionsanteil ��pot(f

0; A0; B0), der Kontakt-
relationen von Strukturpositionen aus SP mit Positionen j 2 B�

S bewertet, zu:

��pot(f
0; A0; B0) =

X
f 0�1(i)6=;

X
(i;j)2EB

P
g2G�(j)E

�
af 0�1(i); ag�1(j); �(i; j)

�
jG�(j)j

Kontaktrelationen zu Positionen j 2 B1
S werden, wie in Abschnitt 7.2.3.1, mit

der Funktion �1pot(f
0; A0; B0) bewertet, so da� in diesem Orakel folgende Kosten-

funktion verwendet wird:

�(f 0; A0; B0) = �1pot(f
0; A0; B0) + ��pot(f

0; A0; B0) +GAP (f 0; A0; B0)

Der Vorteil dieser Vorgehensweise ist, da� die Sondengr�o�en wesentlich zunehmen
und trotzdem die Anzahl der von diesem Orakel generierten L�osung �uberschau-
bar bleibt. Der Nachteil besteht darin, da� nicht in allen F�allen die endg�ultigen
Kontaktpartner bei der Bewertung einer Kontaktrelation, sondern nur der Durch-
schnitt �uber die m�oglichen Kontaktpartner verwendet wird.

7.2.3.4 Orakel mit semi{eingefrorener Approximation

Bei der von vielen Autoren [100, 118, 321, 365] zum Sequenzstrukturalignment
mit Mehrk�orperpotentialen verwendeten eingefrorenen Approximation (siehe auch
Abschnitt 4.2.3.2) werden anstelle der wirklichen Kontaktpartner in der zu be-
rechnenden Modellstruktur als N�aherung die Aminos�auretypen aus der bekannten
Struktur �ubernommen. Die Anpassung auf die wirklichen Kontaktpartner in dem
Modell erfolgt in iterativen Alignmentschritten.
Aufgrund der RDP{Strategie, zun�achst die signi�kanten Zuordnungen zu berech-
nen und nicht, wie bei der dynamischen Programmierung, am Anfang von Se-
quenz und Struktur zu beginnen, sind h�au�g, wenn eine L�osung f�ur ein Teilpro-
blem gesucht wird, bereits die wesentlichen Kontaktpartner im sp�ateren Modell
bekannt. Daher werden Kontakte mit Kontaktpartner aus B1

SP durch den aus
Abschnitt 7.2.3.1 bekannten Kostenfunktionsterm �1pot(f

0; A0; B0) bewertet.

F�ur Kontaktrelationen mit Partnern aus B;
SP und B�

SP wird im Sinne der ein-
gefrorenen Approximation davon ausgegangen, da� durch die sp�atere Zuordnung
von Aminos�auren die wesentlichen Kontakteigenschaften erhalten bleiben.

�fapot(f
0; A0; B0) =

X
f 0�1(i)6=;

X
(i;j)2EB ^ j2B;

SP
[B�

SP

E
�
af 0�1(i); bj; �(i; j)

�
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Als Sonde im Sinne der in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Ora-
kel kann damit die gesamte Teilstruktur des aktuellen Teilproblems verwendet
werden und die zu optimierende Kostenfunktion ergibt sich zu:

�(f 0; A0; B0) = �1pot(f
0; A0; B0) + �fapot(f

0; A0; B0) +GAP (f 0; A0; B0)

Obwohl die Sonde die gesamte Teilstruktur umfa�t, wird auch in Orakeln mit der
sogenannten semi{eingefrorenen Approximation zur Bewertung von Kontaktre-
lationen mit den Methoden des lokalen Alignments nach lokal gut passenden
Bereichen gesucht.
Es ist klar, da� die wirklich im sp�ateren Modell interagierenden Aminos�auren
desto st�arker in die Kontaktpotentialpro�le einie�en, je mehr von der RDP{
Methode bereits eindeutig zugeordnet werden konnte. Da dieses Verhalten ur-
s�achlich auf die L�osungsstrategie der RDP{Methode zur�uckgef�uhrt werden kann,
adaptiert sich die RDP{Methode an die jeweils verf�ugbaren Informationen �uber
das sp�atere Strukturmodell.
Ein weiterer Vorteil der semi{eingefrorenen Approximation ist, da� sie auch dann
anwendbar ist, wenn die bereits eindeutig zugeordneten Strukturpositionen f�ur
ein aktuell bearbeitetes Teilproblem nicht ausreichen, um entsprechend spezi�sche
Sonden zu de�nieren.

7.2.3.5 Orakel mit anderen Kostenfunktionsanteilen

Eine andere M�oglichkeit, mangelndes Wissen �uber die zuk�unftigen Kontaktpart-
ner auszugleichen, besteht darin, ein Orakel nicht allein auf dem Kontaktpoten-
tial aufzubauen. In den Orakeln mit anderen Kostenfunktionsanteilen wird daher
nach Teilen der Sequenz gesucht, die nicht nur eine optimale Belegung der Kon-
taktrelationen darstellen, sondern gleichzeitig auch bez�uglich der in den zuvor
vorgestellten Orakeln optimal sind.
Dies ist in der RDP{Methode einfach m�oglich, da alle Kostenfunktionen in unifor-
mer Weise entweder durch eine Austauschmatrix oder durch Pro�le beschrieben
werden. Werden also zum Beispiel Kontaktkapazit�atspotentiale und Kontaktpo-
tentiale gleichzeitig als Optimierungskriterien benutzt, so sind nur die jeweiligen
Kostenfunktionsanteile mit einer geeigneten Gewichtung zu kombinieren.

�(f 0; A0; B0) =  � �S(f 0; A0; B0) + � � �C(f 0; A0; B0) +

� � �H(f 0; A0; B0) + � � �1pot(f
0; A0; B0) +

GAP (f 0; A0; B0)

Auch in dem Orakel mit kombinierter Kostenfunktion wird, wie im vorange-
gangenen Orakel, mit den Methoden des lokalen Alignments nach gut zueinan-
der passenden Bereichen in der gesamten Sequenz und der gesamten Struktur
des Teilproblems gesucht. Die Gewichtungen , �, � und � sind empirisch ermit-
telt (siehe Abschnitt 7.7) und entsprechen denen, die auch bei der Auswahl von
Teill�osungen verwendet werden (siehe Abschnitt 7.6.2).
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7.2.3.6 Kombinations{ und Spezialorakel

Die in den vorangegangenen Abschnitten vorgestellten Orakel stellen nur eine
Auswahl der in der RDP{Methode eingesetzten Orakel dar. Zum Beispiel sind na-
hezu alle vorgestellten Orakeltypen miteinander kombinierbar. Aber auch neuar-
tige Orakel k�onnen einfach in die RDP{Methode integriert werden. Dies ist dann
sinnvoll, wenn spezielle Sequenzstrukturalignments f�ur spezielle Anwendungsbei-
spiele berechnet werden sollen, f�ur die zum Beispiel besondere Randbedingungen
vom Anwender vorgegeben werden, die in Orakel umgesetzt werden k�onnen, die
mit den zuvor beschriebenen Mechanismen nur unzureichend modellierbar sind.

Obwohl alle an einem Knoten weiterverfolgten Teill�osungen unterschiedlich sind,
entstehen im L�osungsbaum dennoch Unterprobleme, die die gleichen Sequenz{
und Strukturbereiche beinhalten. W�ahrend die in Abschnitt 7.2.3 vorgestellten
Orakel von anderen zum jeweiligen Zeitpunkt bereits berechneten Teill�osungen
dynamisch abh�angen und so jeweils neu berechnet werden m�ussen, ist dies f�ur die
in den Abschnitten 7.2.1 und 7.2.2 vorgestellten Sequenz{ und Pro�lorakel nicht
der Fall. Daher k�onnen die in diesem Orakeln f�ur ein Teilproblem bestimmten
Teill�osungen direkt f�ur sp�ater bearbeitete Teilprobleme wiederverwertet werden,
die die gleichen Sequenz{ und Strukturbereiche beinhalten, und m�ussen nicht
mehrfach mit quadratischem Aufwand neu berechnet werden.

Von der RDP{Methode werden bereits berechnete, von externen Kontakten un-
abh�angige Teill�osungen so zwischengespeichert, da� auf sie indiziert �uber den
Anfangspunkt des Teilproblems in der Struktur und beschrieben durch die wei-
teren Anfangs{ und Endpunkte e�zient zugegri�en werden kann. In zahlreichen
F�allen kann so der Berechnungsaufwand f�ur eine Teill�osung von quadratisch auf
linear reduziert werden, da nur noch das Erstellen einer Kopie der Teill�osung
f�ur die weiteren Schritte der RDP{Methode notwendig ist. In typischen Anwen-
dungsbeispielen kann so mehr als ein Viertel der Laufzeit eingespart werden.

7.2.4 Orakel und Informationen �uber aktive Stellen

M�ogliche Bindungsstellen k�onnen sowohl aus Mutationsexperimenten und Akti-
vit�atstest als auch aus Datenbanken (zum Beispiel PROSITE [17, 20]) abgeleitet
werden. Die folgenden Abschnitte zeigen, da� diese Art von Information nicht
nur als Kriterium f�ur die Auswahl zul�assiger Teill�osungen und das Aussortieren
nicht zul�assiger Teill�osungen (siehe Abschnitt 7.6.2.3) verwendet werden kann,
sondern auch zur direkten Generierung m�oglicher L�osungen f�ur ein Teilproblem.

7.2.4.1 Orakel und Information aus Experimenten

Stammt die Bindungsstelleninformation aus dem Wissen �uber die Funktion des
Proteins und aus Mutationsexperimenten, so sind die an der Ausbildung der
aktiven Stelle beteiligten Aminos�aurereste in der untersuchten Sequenz in der
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Regel bekannt. Dann sind vier F�alle f�ur die Sequenz A und die Struktur B zu
unterscheiden:

1. Die Proteine A und B haben vergleichbare Funktionen und die Zuordnung
der funktionell relevanten Aminos�aurereste von A auf entsprechende Posi-
tionen von B ist

(a) bekannt und eindeutig, oder

(b) nicht eindeutig beziehungsweise nicht m�oglich.

2. F�ur die Proteine A und B sind bislang nur unvergleichbare oder keine Funk-
tionen bekannt und

(a) ein funktionelles Sequenzmuster oder ein entsprechender regul�arer Aus-
druck pa�t zu einem oder mehreren Sequenzsegmenten von B, oder

(b) auf Sequenzebene kann kein Hinweis auf eine vergleichbare Funktion
von B gefunden werden.

Der Fall 1(a) tritt typischerweise dann auf, wenn das Ziel die Berechnung ei-
nes genauen Sequenzstrukturalignments zur Verwendung in der vergleichenden
Modellierung (siehe Abschnitt 4.1) ist und die Funktion beider Proteine im we-
sentlichen bekannt ist. In diesem Fall werden die Reste der aktiven Stelle von
A auf die zugeh�origen Positionen in der Struktur von B abgebildet. Im Sinne
der RDP{Methode handelt es sich bei dieser Zuordnung um eine m�ogliche Aus-
pr�agung des Orakels.
Da es sich dabei um eine klare Zuordnung handelt, liefert diese Art von Ora-
kel zus�atzlich ein Kriterium f�ur die Zul�assigkeit der von anderen Orakeltypen
generierten Teill�osungen. Und zwar sind diese nur dann zul�assig, wenn sie die
vorgegebenen Zuordnungen enthalten oder noch o�en lassen (siehe auch Ab-
schnitt 7.6.2.3).
Wird die Zuordnung aktiver Stellen als Orakel benutzt, k�onnen als Ergebnis zwei
F�alle eintreten:

1. Die aktive Stelle wird durch einen in der Sequenz zusammenh�angenden
Bereich von Aminos�aureresten beschrieben (zum Beispiel die P{Loop in
ATP{bindenden Proteinen (siehe Abschnitt 8.6)).

2. Die aktive Stelle wird durch Aminos�aurereste gebildet, die in der Sequenz
durch variable Teile von einander getrennt sind (zum Beispiel die Reste der
katalytischen Triade in Serinproteasen).

Unabh�angig davon, welcher der beiden F�alle vorliegt, kann das bearbeitete Pro-
blem anhand der zugeordneten Reste aus A und B in kleinere, noch zu l�osende
Unterprobleme aufgeteilt werden, deren Gr�o�e von den Positionen der beteiligten
Reste in A und B abh�angt. Der Unterschied besteht in der Anzahl der noch zu
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l�osenden Unterprobleme. Im Fall eines zusammenh�angenden Bereiches entstehen
zwei, im Allgemeinen bei n zusammenh�angenden Bereichen n+1 Unterprobleme.
Die Aufteilung in Unterprobleme wird in Abschnitt 7.4 beschrieben.
Im Fall, da� eine sinnvolle Zuordnung der Aminos�aurereste der aktiven Stelle
von A auf Positionen von B nicht (eindeutig) m�oglich ist (Fall 1(b)), kann die
Bindungsstelleninformation nicht als Orakel, sondern nur als Randbedingung bei
der Selektion zul�assiger Teill�osungen genutzt werden (siehe Abschnitt 7.6.2.3).
Der Fall, da� die Zuordnung der f�ur die Ausbildung der Funktion notwendigen
Aminos�auren von A auf Positionen von B nicht eindeutig m�oglich ist, kann aus
folgenden Gr�unden eintreten:

1. Es sind zwar die f�ur die Ausbildung der Funktion notwendigen Aminos�aure-
typen (zum Beispiel Serin, Histidin und Asparagins�aure in Serinproteasen)
bekannt, aber deren genaue Position in der Sequenz A ist unbekannt.

2. Die Funktion ist nicht von bestimmten Aminos�auretypen abh�angig und
der oder die f�ur die Funktion notwendigen Sequenzabschnitte k�onnen nur
durch regul�are Ausdr�ucke beschrieben werden, die in der Sequenz von B an
mehreren Stellen passen.

Dies sind Spezialf�alle dessen, was f�ur die in Datenbanken abgelegten Sequenzmus-
ter als Regelfall anzusehen ist. Abschnitt 7.2.4.2 beschreibt, wie diese Information
trotz vorhandener Mehrdeutigkeiten genutzt werden kann.
Im Fall 2(a) ist entweder die aktive Stelle durch ein nicht hinreichend eindeutiges
Sequenzmuster beschrieben, oder die spezielle Funktion ist f�ur das Protein B
bisher unbekannt, beziehungsweise noch nicht annotiert worden. Falls es sich um
ein sehr signi�kantes Sequenzmuster handelt, das eine gewisse L�ange aufweist
und in dem viele Aminos�auretypen eindeutig bestimmt sind, wird analog zu Fall
1(a) verfahren. Handelt es sich um eine weniger signi�kante Zuordnung oder
pa�t das Muster an verschiedenen Stellen in B, wird diese Information wie in
Abschnitt 7.2.4.2 beschrieben genutzt.
Im Fall 2(b) kann die Information �uber die aktive Stelle von der RDP{Methode
nur als Randbedingung f�ur die Auswahl zul�assiger Teill�osungen verwendet werden
(siehe Abschnitt 7.6.2.3).

7.2.4.2 Orakel und Information aus Datenbanken

Datenbanken wie PROSITE [17, 20] verbinden das Wissen �uber die Funktion oder
Teilfunktionen eines Proteins mit bestimmten Mustern in der Sequenz. Diese Se-
quenzmuster werden als regul�are Ausdr�ucke �uber dem Alphabet der Aminos�auren
beschrieben. Das Instrument der regul�aren Ausdr�ucke erlaubt in diesen Mustern
f�ur eine Position neben eindeutigen Aminos�auren, Mengen von Aminos�auren oder
einfach nur Platzhalter f�ur beliebige Aminos�auren zu spezi�zieren. Zum Beispiel
ist eine ATP{Bindestelle nach PROSITE in vielen F�allen durch den regul�aren Aus-
druck [AG]-x(4)-G-K-[STG] charakterisiert (zur Erkl�arung: an erster Position
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be�ndet sich ein Alanin oder Glycin, gefolgt von vier beliebigen Aminos�auren,
gefolgt von einem Glycin, einem Lysin und entweder einem Serin, Threonin oder
Glycin).
Mit Hilfe dieser regul�aren Ausdr�ucke werden im ersten Schritt alle m�oglichen Bin-
dungsstellen in der bearbeiteten Sequenz gesucht. Diese Voranalyse kann e�zient
in Zeit O(k �m �n) erfolgen [68], wobei k die Anzahl der regul�aren Ausdr�ucke in
der Datenbank, m deren maximale L�ange und n die L�ange der Sequenz ist. Da
die Muster mit Informationen zu ihrer Funktion annotiert sind, liefert diese Suche
nicht nur die Positionen der m�oglichen Bindungsstellen in der Sequenz, sondern
m�oglicherweise auch erste Hinweise auf die Funktion des untersuchten Proteins.
Im n�achsten Schritt werden zu den in der Sequenz gefundenen m�oglichen Bin-
dungsstellen potentielle Partner in der Sequenz der Struktur gesucht. Da viele der
in der PROSITE{Datenbank gespeicherten regul�aren Ausdr�ucke nicht sehr spezi-
�sch sind, werden Instanzen in der Regel h�au�ger in einer Sequenz gefunden.
Daher kann �uber die meisten dieser m�oglichen Bindungsstellen auch keine ein-
deutige Zuordnung von Teilen der Sequenz auf Teile der Struktur festgelegt wer-
den. Vielmehr ergeben sich verschiedene Kombinationsm�oglichkeiten, um gleiche
Bindungsstellen aufeinander abzubilden. Auf der Strukturseite kann die Auswahl
m�oglicherweise eingeschr�ankt werden, da eine Bindungstelle immer von au�erhalb
des Proteins zug�anglich sein sollte.
Eine Einschr�ankung auf die signi�kanteste, in beiden Sequenzen gefundene Bin-
dungstelle ist nicht sinnvoll, da viele Proteine, insbesondere Enzyme, nicht nur
eine, sondern mehrere Bindungstellen zur Bindung verschiedenartiger Liganden
enthalten. Da verschiedene m�ogliche Bindungsstellen f�ur die Funktion eines Pro-
teins von unterschiedlicher Bedeutung sein k�onnen, ist beim Vergleich verschiede-
ner aber in Teilen funktionsverwandter Proteine darauf zu achten, da� zun�achst
die wichtigen Bindungsstellen aufeinander abgebildet werden.
Daher werden alle in der Sequenz gefundenen potentiellen Bindungsstellen pbi in
einer Liste PBA gesammelt. Die Wahrscheinlichkeit p (pbi; A), das Aminos�aure-
muster der potentiellen Bindungsstelle pbi in der Sequenz A zu �nden, ist:

p (pbi; A) = 1�

0
@1� jpbijY

j=1

X
a2pbij

p(a)

1
A
jAj�jpbij+1

Dabei ist p(a) die Wahrscheinlichkeit einer Aminos�aure a 2 � in nat�urlichen Pro-
teinsequenzen (entlehnt aus BLAST [10]). Eine potentielle Bindungsstelle pbi wird
also durch die Anfangs{ und Endposition, die Wahrscheinlichkeit p (pbi; A) ihres
Auftretens in Sequenz A und die eindeutige PROSITE{Nummer charakterisiert.
Die in der Sequenz der Struktur B gefundenen �aquivalenten potentiellen Bin-
dungsstellen werden den entsprechenden Listeneintr�agen von PBA zugeordnet.
Die Wahrscheinlichkeiten, ein bestimmtes Bindungsstellenmuster in Sequenz A
oder B zu �nden, werden als unabh�angig angenommen, so da� sich die Wahr-
scheinlichkeit p (pbi; A; B), Bindungsstellenmuster pbi in den Sequenzen A und B
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zu �nden, als Produkt der Wahrscheinlichkeiten p (pbi; A) und p (pbi; B) ergibt.
Die RDP{Methode verwendet die so gefundenen Paare aus PBA auf folgende
Arten:

� Die m�oglichen Zuordnungen, deren Wahrscheinlichkeit einen Grenzwert un-
terschreiten, werden wie Ergebnisse anderer Orakel verwendet.

� Zun�achst wird eine
"
maximal\{m�ogliche Zuordnung von potentiellen Bin-

dungstellen berechnet (siehe Abschnitt 7.3.5), wobei ihre Wahrscheinlich-
keiten und die durch ihre Zuordnung hervorgerufenen Verschiebungen zwi-
schen Sequenz und Struktur in die Kostenfunktion eingehen. Die gefundene
Zuordnung wird wie ein Ergebnis anderer Orakel verwendet.

7.3 Vorselektion der Teill�osungen

In Abschnitt 7.2 wurde eine Vielzahl von Orakeln beschrieben, die unterschied-
liche partielle L�osungen f�ur ein Teilproblem generieren. Jede dieser partiellen
L�osungen PA^

v entspricht einem Knoten v 2 V^ des L�osungsbaums T , der wie-
derumWurzel eines ganzen Teilbaums sein kann. Die Gr�o�e des Teils des L�osungs-
baums, der explizit aufgebaut wird, bestimmt wesentlich die Laufzeit. Daher
kommt es darauf an, diesen fr�uhzeitig einzuschr�anken, indem

� nicht signi�kante,

� identische,

� nicht zul�assige und

� sehr �ahnliche Teill�osungen

direkt erkannt und entsprechend behandelt werden. Im folgenden werden die von
der RDP{Methode zu diesem Zweck verwendeten Kriterien und Methoden be-
schrieben. Wenn dabei davon die Rede ist, da� eine Teill�osung verworfen oder
gel�oscht wird, so bedeutet das, da� der zugeh�orige Knoten v 2 V^ aus dem
L�osungsbaum T entfernt wird und so auch der zugeh�orige Teilbaum des L�osungs-
baums nicht erzeugt wird. In Abschnitt 7.3.5 wird zus�atzlich eine allgemeine Me-
thode beschrieben, wie { alternativ zum rekursiven Abstieg { unterschiedliche
Teill�osungen zu einer umfangreicheren L�osung kombiniert werden k�onnen.

7.3.1 Signi�kanz von Teill�osungen

Einigen Orakeln (zum Beispiel denen, die aus der Information �uber potentielle
Bindungstellen abgeleitet sind) kann direkt durch die Spezi�zit�at des Sequenz-
musters eine Signi�kanz in Abh�angigkeit von der Wahrscheinlichkeit, dieses Mu-
ster zuf�allig zu beobachten, zugeordnet werden. In diesen F�allen wird die Ent-
scheidung �uber die weitere Verwendung eines Orakelergebnisses anhand des Ver-
gleichs der Signi�kanz gegen einen vorgegebenen Mindestwert getro�en.
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Schwieriger wird die Entscheidung, wenn die partielle Zuordnung von einem der
anderen Orakeltypen erzeugt wurde, da dann nicht so einfach mit dem Wahr-
scheinlichkeitsargument gearbeitet werden kann. Eine Bewertung der Signi�kanz
einer L�osung durch Vergleich gegen die Wahrscheinlichkeit, diese Zuordnung
zuf�allig zu �nden, ist f�ur die typischen, mit Sequenzstrukturalignmentmethoden
bearbeiteten Problemstellungen nur schwer m�oglich, da hohe Sequenzidentit�aten
unwahrscheinlich sind, und die Statistik aller anderen Kriterien bislang nur unzu-
reichend untersucht ist. Daher m�ussen, wenn die Signi�kanz einer Teill�osung sich
nicht direkt aus dem Orakel ergibt, wie dies zum Beispiel bei der Beschr�ankung
auf die zuverl�assigen Bereiche eines Alignments der Fall ist, andere Wege gefun-
den werden.
Die besondere Eigenschaft partieller oder lokaler L�osungen eines Problems ist,
da� der positionelle Score der lokalen L�osung signi�kant h�oher als der positio-
nelle Score einer globalen L�osung des Teilproblems ist. Ist dies nicht der Fall, so
existieren in dem bearbeiteten Teilproblem keine lokalen Bereiche, die aufgrund
der bisher verf�ugbaren Information mit h�oherer Zuverl�assigkeit zugeordnet wer-
den k�onnen, als dies unter Einbeziehung der ganzen das Teilproblem de�nierenden
Sequenz{ und Strukturbereiche m�oglich ist.
Zur Absch�atzung der Signi�kanz wird daher von der RDP{Methode neben der
partiellen L�osung auch der positionelle Score der globalen L�osung eines Teilpro-
blems berechnet. Ist der positionelle Score der partiellen L�osung signi�kant h�oher
als der der globalen L�osung, so wird die partielle L�osung als signi�kant eingestuft,
das aktuelle Teilproblem wird anhand der gefundenen Teill�osung in Unterproble-
me zerlegt und diese werden in der RDP{Methode weiterbearbeitet.
Ein nicht signi�kanter Unterschied zwischen dem positionellen Score der lokalen
und dem der globalen L�osung des Teilproblems kann zwei Gr�unde haben:

1. Es ist keine eindeutige Zuordnung der Teilbereiche anhand der f�ur das Ora-
kel verwendeten Informationen m�oglich.

2. Die partielle L�osung entspricht nahezu einer vollst�andigen Zuordnung, das
hei�t nur wenige Positionen der Sequenz beziehungsweise der Struktur des
Teilproblems sind nicht Bestandteil der lokalen L�osung.

Im ersten Fall werden sowohl die partielle als auch die globale L�osung verworfen.
Falls keines der anderen Orakel eine sinnhafte L�osung des Teilproblems generiert,
wird auch das Teilproblem aus dem L�osungbaum entfernt. Falls mit anderen Ora-
kel signi�kante Teill�osungen gefunden werden, so werden nur diese weiterverfolgt.
Im zweiten Fall ist eine weitere Untersuchung der resultierenden Unterproble-
me, die nur aus kurzen Abschnitten der Sequenz beziehungsweise der Struktur
bestehen, wenig sinnvoll und wird nicht durchgef�uhrt. Daher wird entweder die
partielle L�osung zu einer globalen L�osung erweitert, indem die nicht alinierten
Bereiche als Insertionen beziehungsweise Deletionen markiert werden und so als
nicht zugeordnete Bereiche zur�uckbleiben, oder die globale L�osung wird als eine
m�ogliche L�osung des Teilproblems �ubernommen.
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7.3.2 Identische Teill�osungen

Obwohl in den Orakeln zur Bestimmung der partiellen L�osungen f�ur ein Teilpro-
blem unterschiedliche Kostenfunktionsbestandteile verwendet werden, kommt es
dennoch vor, da� unterschiedliche Orakel gleiche L�osungen generieren. Zur e�zi-
enten Erkennung gleicher L�osungen wird jeder L�osung ein Hashcode zugeordnet,
der sich aus der gewichteten Summe ihrer Anfangs{ und Endpositionen und der
die L�osungen kodierenden Indizes errechnet. Stimmt dieser Hashcode f�ur zwei
Teill�osungen �uberein, wird �uberpr�uft, ob die Teill�osungen identisch sind.
Kodieren zwei S�ohne eines Knotens p 2 V_ f�ur identische Teill�osungen, so wird
einer von ihnen direkt aus T gel�oscht, bevor mit der Erzeugung des durch ihn
aufgespannten Teilbaums begonnen wird. Da� unterschiedliche Orakel die gleiche
L�osung liefern, sagt aber auch etwas �uber die Signi�kanz dieser L�osung. Daher
erhalten die aus dieser L�osung resultierenden Unterprobleme einen Bonus:

� Die Anzahl der maximal von den Orakel zur L�osung der Unterprobleme
generierten partiellen L�osungen wird um 50% erh�oht.

� Die Teilprobleme werden durch Multiplikation des Bonusfaktors mit 1:5 in
der Priorit�atsliste der o�enen Teilprobleme vorgezogen und so vorrangig
bearbeitet (siehe Abschnitt 7.5).

� Bei dem sp�ater beschriebenen Auswahlschritt in der bottom up{Phase des
Algorithmus kann eine ebenfalls um 1:5 erh�ohte Anzahl von L�osungen an
die n�achst h�ohere Hierarchiestufe im L�osungsbaum weitergereicht werden
(siehe Abschnitt 7.6.2).

7.3.3 Nicht zul�assige Teill�osungen

Die Erkennung und Aussonderung nicht zul�assiger Teill�osungen ist auch ein we-
sentlicher Bestandteil der bottom{up{Phase der RDP{Methode. Sowohl die Zul�as-
sigkeitskriterien als auch die zur ihrer Auswertung verwendeten Verfahren werden
daher in Abschnitt 7.6.2 beschrieben. In der top{down{Phase der RDP{Methode
werden nach diesen Kriterien nicht zul�assige Orakell�osungen direkt verworfen.

7.3.4 �Ahnliche Teill�osungen

In der Regel werden in der RDP{Methode alle partiellen L�osungen, die von Ora-
keln generiert werden und die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen
Filter �uberstanden haben, auch weiterverfolgt. Die Einschr�ankung der Alternati-
ven und damit der Gr�o�e des L�osungsbaums erfolgt bereits bei der Generierung
der L�osungen durch die Auswahl der verwendeten Orakel und die Einschr�ankung
der f�ur jedes Orakel erlaubten L�osungen.
Optional ist es aber auch m�oglich, die Anzahl der Teill�osungen vor dem rekursi-
ven Abstieg einzuschr�anken, indem �ahnliche Teill�osungen zusammengefa�t wer-
den. Da die Anzahl der unterschiedlichen und zul�assigen Teill�osungen f�ur ein
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Teilproblem in der typischerweise verwendeten Parametrisierung der Methode
zwischen 5 und 25 betr�agt, ist es m�oglich, den vollst�andigen paarweisen Vergleich
der Teill�osungen durchzuf�uhren.

Als �Ahnlichkeitsma� wird die Anzahl der in je zwei Teill�osungen identisch zuge-
ordneten Strukturpositionen im Verh�altnis zur minimalen Anzahl der in einer der
beiden Teill�osungen zugeordneten Positionen verwendet. Dieses �Ahnlichkeitsma�
kann f�ur zwei Teill�osungen durch einfachen Vergleich der Indexvektoren, die die
jeweilige Teill�osung kodieren, berechnet werden.

Da jeweils nur sehr �ahnliche Teill�osungen zu einer Teill�osung zusammengefa�t
werden, kann dies in einer einfachen, dem single linkage clustering [178] �ahnlichen
Vorgehensweise erfolgen:

1. Bestimme die zwei �ahnlichsten Teill�osungen.

2. Falls die zwei Teill�osungen un�ahnlicher als ein vorgegebener Grenzwert
(zum Beispiel 80%) sind, beende die Zusammenfassung der Teill�osungen.

3. Falls sie �ahnlicher sind, verfahre wie folgt:

(a) Falls sich die Anzahl der zugeordneten Positionen in beiden Teill�osun-
gen um mehr als die H�alfte unterscheidet, wird die �Ahnlichkeit dieser
Teill�osungen f�ur die nachfolgenden Schritte zu 0 gesetzt und beide
Teill�osungen werden beibehalten, da die Teile der gr�o�eren Teill�osung
nur von einem der Orakel zugeordnet wurden und das andere Orakel
eine Unterteilung in weitere Unterprobleme nahelegt.

(b) Sonst werden die gemeinsamen Zuordnungen der beiden Teill�osungen
in eine neue Teill�osung �ubernommen, die beiden Teill�osungen gel�oscht
und die �Ahnlichkeit der neuen Teill�osung zu den anderen Teill�osungen
bestimmt.

4. Beginne bei Punkt 1:

Werden zwei �ahnliche Teill�osungen zu einer Teill�osung zusammengefa�t, wird
den zugeh�origen Unterproblemen wie auch beim L�oschen gleicher Teill�osungen
ein Bonus gew�ahrt (siehe Abschnitt 7.3.2).

In praktischen Anwendungen hat sich jedoch die Einschr�ankung der Teill�osungen
bereits bei der Generierung als sinnvoller erwiesen. Da die Anzahl der unter-
schiedlichen Orakel begrenzt ist, kann eine gr�o�ere Vielfalt an Teill�osungen nur
durch die Einbeziehung suboptimaler Teill�osungen erzeugt werden. Optimale und
suboptimale L�osungen, die vom gleichen Orakel erzeugt wurden, sind jedoch in
der Regel sehr �ahnlich und werden bei einer Zusammenfassung, wie sie oben
beschrieben wird, direkt wieder eliminiert.
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7.3.5 Kombination verschiedener Orakell�osungen

In diesem Abschnitt wird eine allgemeine M�oglichkeit vorgestellt, wie neben dem
rekursiven Abstieg f�ur ein Teilproblem L�osungen bestimmt werden k�onnen, die in
einem Schritt gr�o�ere Bereiche einander zuordnen, als dies durch die von einem
Orakel berechneten partiellen L�osung geschieht. Dazu werden partielle L�osun-
gen, die unterschiedliche Bereiche in Sequenz und Struktur zuordnen, zu einer
umfassenderen L�osung eines Problems zusammengefa�t.

De�nition 7.8 (Kombinierbare partielle L�osungen)
Seien f und g 2 H partielle L�osungen f�ur ein Teilproblem SP bestehend aus
einem Sequenzabschnitt A und einem Strukturausschnitt B.
Bezeichne minA(f) = minf(i)6=; i (maxA(f) = maxf(i)6=; i) die erste (letzte)
von f zugeordnete Position aus A und minB(f) = minf�1(j)6=; j (maxB(f) =
maxf�1(j)6=; j) die erste (letzte) von f zugeordnete Position aus B. O.B.d.A. sei
minA(f) < minA(g).
Zwei partielle L�osungen f und g hei�en kombinierbar genau dann, wenn eine der
folgenden Bedingungen erf�ullt ist:

(i) maxA(f) � minA(g) ^ maxB(f) � minB(g)

(ii) 9 i 2 A 8 j 2 A ^ j � i : f(j) = g(j) _ f(j) = ; _ g(j) = ; :

OV (f; g) bezeichnet die Anzahl der �uberlappenden Positionen von f und g und
NG(f; g) die Anzahl der aus der Kombination von f und g resultierenden Inser-
tionen beziehungsweise Deletionen. NG(0; f) (NG(f;1)) ist die Anzahl der In-
sertionen beziehungsweise Deletionen, die bei Verwendung von f als erster (letz-
ter) Teill�osung f�ur SP vor (nach) f notwendig werden.

Nach De�nition 7.8 sind zwei partielle L�osungen kombinierbar, wenn sie entweder
sowohl auf Sequenz{ als auch Strukturseite disjunkt sind (Bedingung (i)) oder ab
einer bestimmten Position die Zuordnungen identisch sind oder nur in einer der
L�osungen existieren (Bedingung (ii)). Sind zwei L�osungen nach Bedingung (i)
kombinierbar, so ist gleichzeitig durch die sequentielle Abfolge eine Ordnung auf
diesen L�osungen de�niert. Durch die lexikographische Ordnung auf den jeweiligen
Anfangs{ und Endpunkten kann diese Ordnung einfach auf nach Bedingung (ii)
kombinierbare L�osungen erweitert werden.
Die Kombination zweier partieller L�osungen f und g kann bei Erhaltung der
durch die Peptidkette vorgegebenen Topologie bewirken, da� NG(f; g) sehr gro�
wird, was bedeutet, da� gro�e Teile der Sequenz oder der Struktur nicht mehr
zuzuordnen sind. Bei der Bestimmung einer

"
maximalen\ Menge kombinierbarer

partieller L�osungen ist daher nicht nur auf die Gewichte der L�osungen, sondern
auch auf die Anzahl der aus der Zusammenfassung resultierenden unvermeidli-
chen Insertionen und Deletionen zu achten.
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Das Gewicht !(f) einer L�osung f h�angt vom jeweils bearbeiteten Problem ab und
ist h�au�g nur schwer festzulegen. So mi�t ein Biologe, der an einem bestimmten
Protein interessiert ist und schon einiges �uber seine m�ogliche Funktion wei�, der
Abbildung verschiedener Bindungsstellen pbi unterschiedliche Bedeutung bei. In
der Regel verwendet die RDP{Methode hier jedoch den negativen Logarithmus
des p{values (siehe Abschnitt 7.2.1.1) oder der Wahrscheinlichkeit, eine poten-
tielle Bindungsstelle in beiden Proteinen zu �nden (siehe Abschnitt 7.2.4.2), als
Gewicht !(f) einer partiellen Zuordnung f .
Im folgenden wird eine allgemeine Methode beschrieben, wie diese oder ande-
re Gewichte !(f) bei der Berechnung einer

"
maximalen\ Menge kombinierbarer

L�osungen ber�ucksichtigt werden k�onnen. Dazu wird das Auswahlproblem als ge-
richteter Graph GC = (VC ; EC ; !; �) beschrieben, in dem die Knoten eines Weges
W (s! t) zwischen den zus�atzlichen Start{ und Zielknoten s und t, eine Menge
von kombinierbaren partiellen L�osungen repr�asentieren. Die Funktion !(f) be-
lohnt die Verwendung einer L�osung f , und die Funktion �(f; g) bestraft die f�ur
die gleichzeitige Verwendung zweier L�osungen f und g notwendigen Insertionen
und Deletionen.
Das Problem der Berechnung der maximalen Kombination partieller L�osungen
kann damit als K�urzeste{Wege{Problem beschrieben werden:

De�nition 7.9 (Maximale Kombination partieller L�osungen)

Gegeben: Ein gerichteter Graph GC = (VC ; EC ; !; �) mit:

� VC = fs; tg [ ff j f Teill�osungg

� EC = f(s; f) j f Teill�osungg [ f(f; t) j f Teill�osungg [
f(f; g) j f; g kombinierbare Teill�osungeng

� Knotengewichten !(u) =

(
0 : u = s _ u = t
!(u) : u Teill�osung

� Kantengewichten

�(u; v) =

8><
>:
NG(0; v) : u = s ^ v Teill�osung
NG(u;1) : v = t ^ u Teill�osung
NG(u; v)� OV (u; v)) : u; v Teill�osungen

Gesucht: Ein k�urzester Weg KW (s ! t) � GC von s nach t, wobei die L�ange
eines Weges W � GC durch

P
u;v2W �(u; v)� �

P
u2W !(u) bestimmt ist.

Die Knotengewichte ! gehen mit negativem Faktor � gewichtet gegen die Kan-
tenkosten in die Kosten eines Weges von s nach t ein. �Uber den Gewichtungs-
faktor � werden die Gewichte der L�osungen gegen die notwendigen Insertionen
und Deletionen gewichtet und so festgelegt, welche Kosten f�ur Insertionen und
Deletionen f�ur einen Gewinn durch die Zusammenfassung zweier Teill�osungen in
Kauf genommen werden.
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Die Kantengewichte � eines Weges im Graphen GC modellieren lineare Gapkosten
f�ur die Anzahl der Insertionen und Deletionen, die durch die Kombination von
partiellen L�osungen notwendig werden. Bei der Bestimmung des k�urzesten Weges
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Abbildung 7.9: Zusammenfassung von Teill�osungen f�ur ein Teilproblem als
k�urzeste{Wege{Problem.

werden die Knotengewichte in Kantengewichte transformiert, indem ein Knoten f
zu zwei Knoten f und f 0 expandiert wird und die Kante (f; f 0) das Kantengewicht
�!(f) erh�alt (siehe Abbildung 7.9).
Die Kanten sind gerichtet, da beim Sequenzstrukturalignment in der Regel die
Reihenfolge der Reste in Sequenz und Struktur erhalten bleiben soll und sich diese
Ordnungsrelation auf die Teill�osungen �ubertr�agt. Da GC ein gerichteter azykli-
scher Graph ist, kann der k�urzeste Weg von s nach t in Laufzeit �(jVC j+ jEC j)
bestimmt werden [68]. F�ur typische Anwendungsbeispiele der RDP{Methode ist
die Anzahl der unterschiedlichen Teill�osungen f�ur ein Teilproblem kleiner als 25.
Da au�erdem nicht alle Teill�osungen kombinierbar sind, ist die Anzahl der Kanten
des Graphen in der Regel kleiner als 200.
Im einfachsten Fall enth�alt der k�urzeste Weg genau eine partielle L�osung. Dann
�andert sich an den bisher f�ur das Teilproblem SP gefundenen L�osungen nichts.
Enth�alt der gefundene k�urzeste Weg mehr als eine L�osung, so werden die enthalte-
nen L�osungen zu einer L�osung kombiniert (siehe dazu auch Abschnitt 7.6.1) und
aus der Liste der alternativen L�osungen eines Teilproblems gel�oscht. So entstan-
dene partielle L�osungen enthalten in der Regel Wechselgaps, das hei�t Bereiche
aus Sequenz und Struktur, f�ur die noch keine Zuordnung getro�en werden konn-
te. Bei der Aufteilung in noch zu l�osende Unterprobleme (siehe Abschnitt 7.4)
werden durch diese Wechselgaps neben den durch die Bereiche rechts und links
der partiellen L�osung de�nierten Unterproblemen zus�atzliche neue Unterproble-
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me de�niert, so da� der Knoten des L�osungsbaums, der die partielle L�osung
repr�asentiert, eventuell mehr als zwei Unterprobleme hat.
Wie oben beschrieben, kann jedoch nicht nur mit dem k�urzesten Weg, sondern
analog auch mit den suboptimalen Wegen verfahren werden, so da� die Kom-
bination von Orakell�osungen wie alle anderen Orakel zu einer Menge m�oglicher
Teill�osungen f�uhrt mit dem Unterschied, da� diese mehr Positionen in Sequenz
und Struktur in die Teill�osung einbeziehen.

7.4 Aufteilung in Unterprobleme

Die Funktion g_ wird, wie bereits bei der Beschreibung des L�osungsbaums erw�ahnt
(siehe Abschnitt 7.1.5), auf Knoten v 2 V^ angewendet und zerlegt ein Teilpro-
blem SP_u mit (u; v) 2 Edown

_!^ anhand der partiellen Zuordnung PA^
v in m Unter-

probleme.
Daher ist an die partielle Zuordnung PA^

v die Minimalforderung zu stellen, da�
durch sie mindestens ein Paar von Positionen in Sequenz und Struktur identi-
�ziert wird, das eine Aufteilung in kleinere Unterprobleme de�niert, die rechts
beziehungsweise links der durch das Paar de�nierten Schnittstelle liegen. Diese
Bedingung ist auch dann erf�ullt, wenn die partielle Zuordnung keine echte Zu-
ordnung von Positionen ist, sondern anderweitig eine Schnittstelle de�niert, zum
Beispiel durch Festlegung von Dom�anengrenzen in Sequenz und Struktur.

g
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SP
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vSP
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Abbildung 7.10: Aufteilung eines Teilproblems SP_u anhand einer partiellen
L�osung PA^

v in Unterprobleme SP_w; : : :, SP
_
y (gef�ullte Recht-

ecke kennzeichnen durch PA^
v zugeordnete Bereiche).

Abbildung 7.10 zeigt diese durch die Funktion g_ durchgef�uhrte Aufteilung an
einer partiellen L�osung PA^

v . Falls PA
^
v Struktur{ und Sequenzpositionen aus SP

_
u

einander zuordnet, werden diese in den Teilsequenzen und {strukturen aus SP_u als
gel�ost markiert, und die verbleibenden zusammenh�angenden Teilst�ucke de�nieren
dann die neuen Unterprobleme SP_s (siehe Abschnitt 7.1.3). In der Regel soll die
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Topologie der Proteinketten erhalten bleiben. Daher ist die Zuordnung der ein
Teilproblem de�nierenden Teile der Sequenz und der Struktur eindeutig, und
jedes Teilst�uck geh�ort zu genau einem Unterproblem.

Falls PA^
v nur Schnittstellen in Sequenz und Struktur des Teilproblems SP

_
u iden-

ti�ziert, erfolgt die Aufteilung in Unterprobleme an diesen Schnittstellen.

Die Unterprobleme s = (SP_
s ; ;) werden als S�ohne von dem Knoten v in den

L�osungsbaum T und in die Priorit�atsliste der o�enen Teilprobleme (siehe dazu
auch Abschnitt 7.5) eingetragen, falls sowohl die Teilsequenz als auch die Teil-
struktur des jeweiligen Unterproblems eine gewisse Mindestl�ange aufweisen, die
noch signi�kante Teill�osungen f�ur das Teilproblem m�oglich erscheinen l�a�t. Teil-
probleme, bei denen zum Beispiel entweder die Teilsequenz oder die Teilstruktur
k�urzer als drei Aminos�aurereste ist, werden daher direkt verworfen und somit we-
der in T noch in die Priorit�atsliste der o�enen Teilprobleme eingetragen. Bei ihrer
Entstehung erben die S�ohne von ihrem Vaterknoten sowohl den Bonusfaktor als
auch die Anzahlen der maximal pro Orakeltyp erlaubten partiellen Zuordnungen.

7.5 Abarbeitungsreihenfolge des L�osungsbaums

Der L�osungsbaum T enth�alt zwei Arten von Knoten (siehe Abschnitt 7.1.5).
Die Und{Knoten der Knotenmenge V^ enthalten in der top{down{Phase par-
tielle L�osungen, anhand derer die zugeh�origen Teilprobleme in Unterprobleme
aufgeteilt werden. Die Oder{Knoten der Knotenmenge V_ repr�asentieren diese
Teilprobleme und Unterprobleme.

In der gegenw�artigen Implementierung der RDP{Methode werden die Oder{
Knoten aus den Und{Knoten erzeugt, sobald die partielle Zuordnung berechnet
ist, da die Aufteilung in Unterprobleme f�ur das Sequenzstrukturalignmentpro-
blem unabh�angig vom Rest des L�osungsbaums ist. Der Zustand des L�osungbaums
kann jedoch �uber die Kontaktrelationen sehr wohl Einu� auf die in den Orakeln
berechneten partiellen L�osungen haben (siehe Abschnitt 7.2.3). Daher werden im
folgenden m�ogliche Abarbeitungsreihenfolgen der o�enen Teilprobleme diskutiert.
O�ene Teilprobleme entsprechen dabei den Knoten aus V_, die zum betrachteten
Zeitpunkt Bl�atter des L�osungsbaums sind.

F�ur die Abarbeitung der o�enen Teilprobleme kennt die RDP{Methode zwei
grunds�atzlich verschiedene Modi. Im ersten Abarbeitungsmodus werden die o�e-
nen Teilprobleme in einer Priorit�atsliste pq verwaltet. Im einfachsten Fall werden
Unterprobleme dabei in der Reihenfolge bearbeitet, in der sie durch die Auftei-
lung in Unterprobleme (siehe Abschnitt 7.4) erzeugt werden. In diesem Fall wird
der L�osungsbaum in Breitensuche (BFS) durchlaufen. Bei der Breitensuche wird
mit der Zusammenfassung von L�osungen und damit der Reduktion des ben�otigten
Speicherplatzes erst nach Abarbeitung der Liste der o�enen Probleme begonnen.

Daraus resultiert das Problem, da� der L�osungsbaum insbesondere f�ur Sequenz-
strukturpaare, die sich als nicht verwandt herausstellen, sehr schnell sehr gro�
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wird. Dies liegt daran, da� die gefundenen partiellen L�osungen f�ur nicht ver-
wandte Proteine in der Regel sehr kurz sind, somit die Problemgr�o�e nur langsam
abnimmt und damit der L�osungsbaum zwischenzeitlich sehr gro� wird.
Daher werden von der RDP{Methode nicht alle Teilprobleme in Breitensuche
abgearbeitet, sondern nach einer vorgegebenen Anzahl von Teilproblemen (stan-
dardm�a�ig 500) wird dazu �ubergegangen, alle nach diesem Zeitpunkt erzeugten
Unterprobleme unter Reduktion der vom Vaterknoten ererbten Anzahl erlaubter
alternativer Orakel und im zweiten Abarbeitungsmodus | der Tiefensuche (DFS)
| zu l�osen. Die zu diesem Zeitpunkt in der Priorit�atsliste enthaltenen Teilpro-
bleme (ein Vielfaches von 500) sind von der �Anderung des Abarbeitungsmodus
nicht betro�en. Die Anzahl der Priorit�atslistenelemente ist ein Vielfaches der be-
reits abgearbeiteten Teilprobleme, da jede bei der Abarbeitung eines Teilproblems
berechnete Teill�osung in der Regel zwei neue Unterprobleme zur Folge hat.
Im Tiefensuchemodus werden Teilb�aume des L�osungsbaums, f�ur die bereits alle
Unterprobleme gel�ost sind, sofort zu Gesamtl�osungen f�ur die jeweilige Wurzel
dieses Teilbaums zusammengefa�t, wie dies f�ur den Rest des L�osungsbaums erst
in der bottom{up{Phase geschieht (siehe Abschnitt 7.6).
Die Anzahl der untersuchten partiellen L�osungen wird au�erdem f�ur Teilproble-
me reduziert, bei denen entweder die Struktur oder Sequenz sehr kurz ist, zum
Beispiel k�urzer als die doppelte Mindestl�ange f�ur o�ene Teilprobleme ist (siehe
Abschnitt 7.4).
Die Verwaltung der o�enen Teilprobleme in einer Priorit�atsliste bietet den weite-
ren Vorteil, da� die Teilprobleme nicht nur in der Reihenfolge ihrer Entstehung
abgearbeitet werden k�onnen, sondern auch andere Kriterien zur Festlegung der
Abarbeitungsreihenfolge verwendet werden k�onnen:

� Ein erstes Kriterium ist das Minimum der L�angen von Teilstruktur und
Teilsequenz. Die Idee dabei ist, da� f�ur gr�o�ere Teilprobleme eher noch
gute Teill�osungen zu erwarten sind.

� Ein alternatives Sortierkriterium ist die Anzahl der f�ur die Strukturposi-
tionen eines Teilproblems SP bereits eindeutig festgelegten Kontaktpartner
(also die M�achtigkeit der Menge B1

SP ). Je mehr externe Kontaktpartner be-
kannt sind, desto gezielter kann die Zuordnung von Teilen der Teilsequenz
zu Strukturpositionen des Teilproblems bez�uglich des Kontaktpotentials er-
folgen.

W�ahrend das erste Kriterium einfach zu berechnen ist und auch f�ur ein Teilpro-
blem SP immer konstant bleibt, erfordert das zweite Kriterium die Bestimmung
der Menge B1

SP (siehe Abschnitt 7.2.3.1). Au�erdem �andert sich die M�achtigkeit
von B1

SP dynamisch w�ahrend der Abarbeitung des L�osungsbaums, so da� nicht
nur die Priorit�atsliste immer neu sortiert werden mu�, sondern gegebenenfalls
auch das Sortierkriterium neu auszuwerten ist.
Durch multiplikative Gewichtung des ausgew�ahlten Sortierkriteriums mit dem be-
reits erw�ahnten Bonusfaktor kann die Abarbeitungsreihenfolge der Teilprobleme
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von anderen Unterfunktion der RDP{Methode beeinu�t, die zum Beispiel iden-
tische Teill�osungen entfernen (siehe Abschnitt 7.3.2) oder sehr �ahnliche Teill�osun-
gen zusammenfassen (siehe Abschnitt 7.3.4).
Bei den bisher durchgef�uhrten Experimenten lieferte das einfache L�angenkrite-
rium etwas bessere Ergebnisse, wenn man die G�ute des berechneten Sequenz-
strukturalignments nicht anhand des von der Alignmentmethode optimierten
Bewertungskriteriums, sondern anhand der zugeordneten Reste und der RMS{
Abweichung der Superposition der Strukturen (vorausgesetzt diese ist auch f�ur
die Sequenz bekannt) mi�t. Dies ist ein weiteres Indiz daf�ur, da� die alleinige
Optimierung der Paarwechselwirkungen nicht gleichbedeutend mit der Berech-
nung von L�osungen ist, die eine niedrige RMS{Abweichung aufweisen und als
biologisch sinnvoll angesehen werden k�onnen.

7.6 Bestimmung der Gesamtl�osung

Die bottom{up{Phase der RDP{Methode kombiniert beginnend an den Bl�attern
des L�osungsbaums T Teill�osungen zu gr�o�eren L�osungen und baut dabei den
L�osungsbaums T rekursiv ab. Die bottom{up{Phase schlie�t mit einem oder meh-
reren L�osungsvorschl�agen A f�ur das bearbeitete Sequenzstrukturalignmentpro-
blem P in der Wurzel (P;A) des L�osungsbaums T (siehe Abbildung 7.4).
Wie bereits in Abschnitt 7.1.5 beschrieben, besteht die bottom{up{Phase aus den
Funktionen f^; e^; f_ und e_, wobei der Index der Funktion jeweils den Knotentyp
des Knotens angibt, der das Ergebnis der Funktion repr�asentiert. F�ur im DFS{
Modus abgearbeitete Knoten aus T werden die Funktionen der bottom{up{Phase
ausgef�uhrt, sobald sie anwendbar sind (siehe Abschnitt 7.1.5). Die Funktionen
der bottom{up{Phase sind auf einen Knoten anwendbar, sobald sie vollst�andig
auf allen seinen Sohnknoten durchgef�uhrt wurden.
Eine entg�ultige Paarpotentialbewertung einer Teill�osung ist erst dann m�oglich,
wenn die Belegung aller Kontaktpartner eindeutig festgelegt ist. Dies kann zwar
bis zum Abschlu� der Berechnung nicht garantiert werden, doch steigt die Anzahl
der eindeutig alinierten Kontaktpartner mit dem Fortschreiten des Verfahrens.
Daher wird die Auswertung der Knoten, die in der top{down{Phase im BFS{
Abarbeitungsmodus erzeugt werden, solange wie m�oglich hinausgez�ogert und er-
folgt in einem zus�atzlichen DFS{Durchlauf nach Beendigung der top{down{Phase.
In der gegenw�artigen Realisierung der RDP{Methode berechnet die Funktion f_
die Menge der L�osungen TA_

v f�ur Teilproblem SP_v durch Vereinigung der TA^
w

�uber alle S�ohne w von v und die Funktion e^ ist die Identit�atsfunktion. Daher
werden die wesentlichen Schritte der bottom{up{Phase durch die Funktionen f^
und e_ durchgef�uhrt:

� f^ kombiniert die L�osungen TA_
w von S�ohnen w von v 2 V^ mit der partiel-

len L�osung PA^
v zu L�osungen TA^

v . Abschnitt 7.6.1 beschreibt diese Kom-
bination.
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� e_ schr�ankt die an Knoten v 2 V_ gespeicherte Menge von L�osungen TA_
v

auf die zul�assigen und besseren L�osungen ein. Die so bestimmte Auswahl
von L�osungen ist Eingabe der Funktion f_ auf der n�achsth�oheren Hierar-
chiestufe. Abschnitt 7.6.2 besch�aftigt sich mit diesem Auswahlschritt.

7.6.1 Kombination von L�osungen an Knoten aus V^

Die Funktion f^ wird auch als Merge{Funktion (siehe Abschnitt 6.2) bezeichnet,
da sie partielle Zuordnungen eines Teilproblems mit den L�osungen, der zugeh�ori-
gen Unterprobleme kombiniert oder zusammenmischt (siehe auch Abbildung 6.6).

PA

SP

v

yw

v

v

vSP SP v
x

TA TA TA

TA

f v
Abbildung 7.11: Bestimmung einer L�osung aus TA^

v durch Kombination einer
partiellen L�osung PA^

v mit je einer L�osung aus TA
_
w, TA

_
x und

TA_
y .

Wie Abbildung 7.11 andeutet, enthalten Unterprobleme SP_w mit (v; w) 2 Edown
^!_

| damit auch ihre L�osungen TA_
w | nach ihrer De�nition nur Sequenz{ und

Strukturpositionen, f�ur die durch die partielle L�osung PA^
v keine Zuordnung ge-

funden wurde, das hei�t die entsprechenden Eintr�age in PA^
v sind noch leer (siehe

Abschnitt 7.1.4). Daher kann eine L�osung aus TA^
v durch Erstellen einer Kopie

von PA^
v und anschlie�endes Au��ullen der leeren Eintr�age gem�a� je einer L�osung

TA_
w eines oder mehrerer Knoten w mit (v; w) 2 Edown

^!_ berechnet werden (siehe
Abbildung 7.11).
Da dabei alle m�oglichen Kombinationen ber�ucksichtigt werden, wird die Anzahl
jTA^

v j der so an einem Knoten v 2 V^ erzeugten L�osungen TA^
v durch die Anzahl

der zugeh�origen Unterprobleme SP_w mit (v; w) 2 Edown
^!_ (in der Regel zwei) und

die Anzahl der verschiedenen L�osungen TA_
w f�ur diese Unterprobleme bestimmt:

jTA^
v j � 1 +

Y
(v;w)2Edown

^!_

jTA_
wj
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Die 1 resultiert aus der �Ubernahme der partiellen L�osung PA^
v als L�osung f�ur das

Teilproblem, das Produkt steht f�ur die m�oglichen Kombinationen von PA^
v mit

L�osungen f�ur Unterprobleme, wobei auch die leere L�osung f�ur ein Unterproblem
eine erlaubte L�osung darstellt.

7.6.2 Auswahl von L�osungen an Knoten aus V_

Die Menge der L�osungen TA_
v an einem Knoten v 2 V_ ergibt sich durch Vereini-

gung der L�osungen TA^
w mit (v; w) 2 Edown

_!^ und ist damit so gro� wie die Summe
der TA^

w. Ohne eine geeignete Einschr�ankung der L�osungen w�urde die Anzahl
der bei der Zusammenfassung durch Kombination von Unterl�osungen erzeugten
L�osungen exponentiell mit der Tiefe des Baumes wachsen.

Die Tiefe des L�osungsbaums T h�angt vom bearbeiteten Problem ab. Je entfern-
ter verwandt die betrachtete Sequenz und Struktur sind, desto k�urzer sind in
der Regel die Abschnitte, die in einen Schritt des rekursiven Abstiegs zugeordnet
werden k�onnen, desto gr�o�er ist die Tiefe des Baumes. Da sowohl f�ur die Anzahl
der in einer partiellen L�osung zugeordneten Positionen eine Untergrenze (min-
destens 3) gilt, als auch f�ur weiter bearbeitete Teilprobleme eine Mindestgr�o�e
(ebenfalls mindestens 3) verwendet wird und zudem eine Aufspaltung selten am
Rande eines Teilproblems erfolgt, ist die Tiefe des Baumes in erster N�aherung
logarithmisch in der L�ange der Sequenz beziehungsweise Struktur. Bei den ty-
pischerweiser verwendeten Mindestl�angen liegt die Tiefe des Baumes T bei der
L�osung von Sequenzstrukturalignmentproblemen f�ur entfernt verwandte bezieh-
ungsweise in Faltungserkennungsexperimenten nicht verwandte Sequenzstruktur-
paare zwischen 10 und 20, wobei hier nur die Knoten aus V_ aus T gez�ahlt sind.

Zieht man au�erdem in Betracht, da� die Orakel verschiedene partielle L�osungen
(in typischen Anwendungen etwa 12) generieren, wird sofort deutlich, da� es
unpraktikabel ist, alle f�ur ein Teilproblem im zugeh�origen Teilbaum kodierten
L�osungen an die n�achsth�ohere Hierarchiestufe weiterzureichen. Die daher in der
bottom{up{Phase notwendige Auswahl von L�osungen erfolgt an Knoten v 2 V_
durch die Funktion e_.

Die Funktion e_ besteht in der gegenw�artigen Implementierung der RDP{Methode
aus den folgenden nacheinander angewendeten Filtern:

1. L�osche identische L�osungen aus TA_
v , die eventuell durch Kombination

entstanden sind (siehe Abschnitt 7.3.2).

2. Modi�ziere L�osungen aus TA_
v mit Deletionen derart, da� sie zul�assig sind

(siehe dazu Abschnitt 7.6.2.1).

3. Modi�ziere L�osungen aus TA_
v mit Insertionen derart, da� sie zul�assig sind

(siehe dazu Abschnitt 7.6.2.2).

4. L�osche L�osungen aus TA_
v , deren zugeh�origes Strukturmodell den durch
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Bindungsstelleninformationen oder den Anwender de�nierten Randbedin-
gungen nicht gen�ugen kann (siehe Abschnitt 7.6.2.3).

5. Bewerte alle verbleibenden L�osungen TA_
v neu (siehe Abschnitt 7.6.2.5) und

behalte nur die besten L�osungen (in der Regel 25 oder die aufgrund eines
Bonus entsprechend erh�ohte Anzahl).

Falls eine L�osung modi�ziert wurde, ist sie nat�urlich erneut auf ihre Zul�assigkeit
(zum Beispiel bez�uglich der Mindestl�angen) zu testen, mit den anderen noch
g�ultigen L�osungen aus TA_

v auf Identit�at hin zu vergleichen und gegebenenfalls
zu l�oschen.

7.6.2.1 Randbedingungen f�ur Deletionen in L�osungen in TA_
v

Beim Sequenzstrukturalignment sind Deletionen gleichbedeutend mit L�ucken im
R�uckgrat des aus dem Alignment abgeleiteten Strukturmodells. Russel et al. ver-
wenden daher zum Beispiel ein grobes, von der Anzahl der Reste zwischen den
Enden zweier Sekund�arstrukturelemente abh�angiges Abstandskriterium zur Se-
lektion vertr�aglicher Sequenzstrukturpaare aus einer Menge von Paarungen, die
durch den Vergleich der f�ur die Sequenz vorhergesagten Sekund�arstruktur mit
der Sekund�arstruktur der Struktur bestimmt werden [299].
Beim Sequenzstrukturalignment mit distanzabh�angigen Kontaktpotentialen ha-
ben Deletionen jedoch auch eine weitergehende Bedeutung f�ur die Bewertung
eines Strukturmodells. So sind die resultierenden L�ucken nur zu schlie�en, in-
dem die Lage der angrenzenden Aminos�aurereste ver�andert wird, denen durch
das Alignment noch Reste aus der Sequenz zugeordnet werden. Dies bedeutet
jedoch, da� sich die Kontakte der betro�enen Positionen mit hoher Wahrschein-
lichkeit �andern. Die �Anderungen bez�uglich der Kontakte sind nat�urlich umso gra-
vierender, je feiner die Distanzunterteilung des verwendeten Potentials gew�ahlt
wurde.
Daher werden in der RDP{Methode Abstandsbedingungen nicht allein als Aus-
schlu�kriterium f�ur L�osungen verwendet, sondern L�osungen f 2 TA_

v werden
aufgrund von Abstandsbedingungen modi�ziert. Diese Modi�kation erfolgt, in-
dem so viele Reste der Sequenz aus dem Alignment entfernt und Insertionen
zugeordnet werden, wie mindestens zum Schlie�en der Schleife zwischen den an-
grenzenden noch alinierten Positionen ben�otigt werden.
Die Anzahl der zum Schlie�en der Schleife ben�otigten Reste errechnet sich aus der
maximal m�oglichen Entfernung zweier C�{Atome. F�ur Peptidbindungen in trans{
Konformation sind dies 3:75�A und f�ur Peptidbindungen in cis{Konformation
2:9�A [285]. Schleifen sind immer k�urzer als das Produkt aus dem maximalen
C�{C�{Abstand (3:75�A) und der Anzahl der Aminos�aurereste. Die Anzahl der
Reste, die mindestens frei bleiben m�ussen und nicht Strukturpositionen zuge-
ordnet werden d�urfen, errechnet sich daher einfach aus dem Abstand der an die
Deletion angrenzenden alinierten Positionen.
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Seien i und j zwei Strukturpositionen aus dem aktuellen Teilproblem SP_v mit
i < j, f�1(i) 6= ;, f�1(j) 6= ; und 8i<k<j f

�1(k) = ;. Solange der C�{Abstand
der an die Deletion angrenzenden alinierten Positionen i und j gr�o�er als 3:75�A
mal der um eins erh�ohten Anzahl der zwischen f�1(i) und f�1(j) liegenden Re-
ste der Sequenz ist und i und j noch im aktuellen Teilproblem SP_v liegen, wird
entweder i oder j aus der Teill�osung entfernt und dekrementiert beziehungsweise
inkrementiert. In erster Linie wird dabei der Rest disaliniert, dessen Disalinie-
rung die Di�erenz zwischen dem C�{Abstand der an die Deletion angrenzenden
alinierten Positionen und der mit den unalinierten Sequenzresten realisierbaren
Schleifenl�ange minimiert. Falls jedoch der Unterschied kleiner als 1�A ist, wird
vorrangig der Reste disaliniert, welcher nicht konserviert und/oder nicht in einen
Sekund�arstrukturelement liegt.
Diese Modi�kationsroutine terminiert in der Regel sehr schnell, da zum Bei-
spiel mit drei Resten (vier C�{Abst�ande) nach diesem Kriterium bereits ein
Abstand von 15�A �uberbr�uckt werden kann. In jedem Fall terminiert sie, wenn
die Teill�osung zur leeren L�osung geworden ist, das hei�t keine Zuordnung mehr
statt�ndet.
Obwohl das verwendete Kriterium nicht sehr hart ist, wird durch die beschrie-
bene Modi�kation von L�osung e�zient verhindert, da� Aminos�aurereste in die
Kontaktpotentialbewertung einbezogen werden, die de�nitiv in dem Strukturmo-
dell die zur Bewertung der urspr�unglichen L�osung verwendeten Kontakte nicht
ausbilden k�onnen.

7.6.2.2 Randbedingungen f�ur Insertionen in L�osungen in TA_
v

�Ahnlich wie bei Deletionen gibt es auch f�ur Insertionen bez�uglich der verwen-
deten Struktur gewisse Randbedingungen, die erf�ullt sein sollten, damit diese in
dem angestrebten Strukturmodell realisiert werden k�onnen. So sind Insertionen
unter Beibehaltung der Lage der restlichen Strukturelemente | und damit der
zugeh�origen Kontakte | nur dann m�oglich, wenn sie an Stellen in der Struktur
statt�nden, die ein Ausweichen der Proteinkette in den freien Raum (beziehungs-
weise das L�osungsmittel) erlauben.
Daher werden in der RDP{Methode L�osungen f 2 TA_

v mit Insertionen �ahnlich
wie bei Deletionen auf ihre Realisierbarkeit hin �uberpr�uft und, wenn m�oglich,
so modi�ziert, da� die Proteinkette in dem resultierenden Strukturmodell in das
L�osungsmittel ausweichen kann und die Kontakte der alinierten Strukturpositio-
nen erhalten bleiben.
Als Kriterium wird dabei die L�osungsmittelzug�anglichkeit der Strukturpositio-
nen verwendet, zwischen denen die Insertion statt�ndet. Die dem L�osungsmittel
zug�angliche Fl�ache einer Strukturposition wird bei der Verwendung von Distanz-
kontaktrelationen der DSSP{Datenbank [173] entnommen. Beim Einsatz von Vo-
ronoikontaktrelationen wird die Kontakt�ache zu Gitterpunkten einer Position
(siehe dazu Abschnitt 5.2.2) als Ma� f�ur die Zug�anglichkeit verwendet.
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F�ur eine zul�assige Insertion wird gefordert, da� die zwei angrenzenden Struktur-
positionen beide eine dem L�osungsmittel zug�angliche Fl�ache von mindestens 25�A2

(in Anlehnung an die halbe Kugelober�ache eines Kohlensto�atoms) haben, um
so Insertionen auch an Positionen mit sehr kleiner L�osungsmittelzug�anglichkeit
auszuschlie�en.
Wenn beide Strukturpositionen hinreichend l�osungsmittelzug�anglich sind, wird
die L�osung f als zul�assig anerkannt und zus�atzlich die darin f�ur die Positionen
getro�ene Zuordnung aufgehoben, da durch die Insertion voraussichtlich auch
die r�aumliche Lage der beiden Reste im resultierenden Strukturmodell beeinu�t
wird. L�osungen mit nicht zul�assigen Insertionen werden direkt verworfen.
Ein Sonderfall tritt dann ein, wenn es sich nicht um eine einfache Insertion, son-
dern um ein sogenanntes Wechselgap handelt. Ein Wechselgap liegt dann vor,
wenn gleichzeitig eine Insertion und eine Deletion durch die L�osung vorgegeben
werden. Falls die Insertion k�urzer als die Deletion ist, wird das Wechselgap wie
eine Deletion behandelt (siehe Abschnitt 7.6.2.1). Falls die Insertion l�anger ist,
steht nicht so sehr die Bedingung der Schlie�barkeit der Proteinkette im Vor-
dergrund, vielmehr ist zu beachten, da� die zus�atzlichen Aminos�aurereste in das
Strukturmodell eingebracht werden k�onnen. F�ur die Zul�assigkeit einer L�osung f
ist es in diesem Falle hinreichend, wenn mindestens zwei der Strukturpositionen,
denen durch f keine Aminos�aure der Sequenz zugeordnet ist, eine L�osungsmit-
telzug�anglichkeit aufweisen, die gr�o�er als die angegebene Mindestzug�anglichkeit
f�ur eine Insertion ist. Falls dies der Fall ist wird die L�osung f als zul�assig ange-
sehen und nicht modi�ziert, ansonsten wird verfahren, wie dies oben f�ur normale
Insertionen beschrieben wurde.
Die f�ur Deletionen und Insertionen verwendeten Randbedingungen sind nat�urlich
nur notwendige aber keine hinreichenden Bedingungen f�ur die Realisierbarkeit
von aus Insertionen und Deletionen resultierenden Schleifen. Zum Beispiel wird
nicht ber�ucksichtigt, ob nicht andere Reste des Strukturmodells die Realisierung
der Schleife blockieren oder verhindern. Daher soll im Anschlu� an diese Arbeit
ein auf Wegemethoden basierendes Verfahren entwickelt werden (siehe auch Ab-
schnitt 9.3), das erstens die Realisierbarkeit der neu zu modellierenden Schleifen
in dem aus der jeweiligen L�osung resultierenden Strukturmodell �uberpr�uft und
zweitens einen optimalen Weg durch das von den bereits zugeordneten Positionen
induzierte Kontaktpotentialfeld sucht.

7.6.2.3 Bindungsstelleninformation zur Einschr�ankung von TA_
v

In der RDP{Methode wird Bindungsstelleninformation nicht nur, wie bereits be-
schrieben, als m�ogliches Orakel verwendet, sondern aus Bindungsstelleninforma-
tionen werden auch Randbedingungen abgeleitet.
Im einfachsten Fall kann f�ur die Aminos�aurereste der Bindungsstelle gefordert
werden, da� sie in dem aus der Teill�osung resultierendem Strukturmodell dem
L�osungsmittel und damit dem potentiellen Liganden zug�anglich sein m�ussen. Eine
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Teill�osung, in der diese Reste Strukturpositionen zugeordnet werden, ist damit
nur dann zul�assig, wenn die Positionen dem L�osungsmittel zug�anglich sind.
Ist nur die Funktion des Proteins bekannt, kann daraus in einigen F�allen abgelei-
tet werden, da� bestimmte Aminos�auretypen in der Struktur in einer bestimmten
r�aumlichen Anordnung auftreten m�ussen, aber es mu� nicht unbedingt bekannt
sein, welche Reste dies in der Sequenz sind. Zum Beispiel kann man aus einer Se-
rinproteaseaktivit�at zwar in der Regel auf die Existenz einer katalytischen Triade
(siehe Abbildung 4.8) schlie�en, aber nicht immer sind alle an der Ausbildung der
Triade beteiligten Reste aus der Sequenz eindeutig bestimmt. F�ur ein Alignment,
beziehungsweise das daraus resultierende Modell, kann �uberpr�uft werden, ob es
im Modell entsprechende Aminos�auretypen in einer entsprechenden Anordnung
gibt. Leider ist dieser Test erst dann m�oglich, wenn alle zur Auswahl stehenden
Aminos�aurereste der Sequenz Bestandteil einer Teill�osung sind. Die Entscheidung
�uber die Zul�assigkeit ist damit im schlechtesten Fall erst mit dem Erreichen der
Wurzel des L�osungsbaums in der bottom{up{Phase m�oglich.
Denkbar sind auch Randbedingungen [246], die fordern, da� bestimmte Ami-
nos�aurereste der Sequenz zu einer Position vor oder nach einer bestimmten Struk-
turposition zuzuordnen sind. Dies ist zum Beispiel dann der Fall, wenn aus Expe-
rimenten bekannt ist, da� sich ein bestimmter Rest in einer bestimmten Dom�ane
eines aus mehreren Dom�anen bestehenden Proteins be�ndet. Da die entsprechen-
de Information in der Annotationsliste der Sequenzposition abgelegt ist, kann die
Zul�assigkeit einer Teill�osung, die den entsprechenden Aminos�aurerest enth�alt,
einfach �uberpr�uft werden.

7.6.2.4 Weitere Randbedingungen zur Einschr�ankung von TA_
v

Neben Bindungsstelleninformation k�onnen auch andere diskrete Zusatzinforma-
tionen wie zum Beispiel experimentell bestimmte Schwefelbr�ucken oder gelade-
ne/ polare Aminos�auren ohne geeignete Wechselwirkungspartner im hydrophoben
Kern eines Strukturmodells zur Filterungen von L�osungen aus TA_

v verwendet
werden.
Falls bekannt ist, welche Schwefelbr�ucken zwischen Struktur und untersuchter
Sequenz konserviert sind, wird die Zuordnung der entsprechenden Cysteine als
Orakel verwendet. Diese Art Orakel erzeugt bereits an der Wurzel des L�osungs-
baums T eine sicherer Zerlegung des Gesamtproblems. Falls es sich um nicht
konservierte Schwefelbr�ucken handelt, kann ihre Existenz in einem Teilstruktur-
modell und damit die zugeh�orige L�osung aus TA_

v nur getestet werden, wenn
beide an der Schwefelbr�ucke beteiligten Cysteine bereits im Teilstrukturmodell
vorhanden sind.
Das Kriterium, da� in einem sinnvollen Strukturmodell keine geladenen oder pola-
ren Aminos�auren ohne geeignete Wechselwirkungspartner im hydrophoben Kern
auftreten sollten, kann ebenfalls erst angewendet werden, wenn das Teilstruk-
turmodell auch die zu der in Frage stehenden Position benachbarten Positionen
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umfa�t.
Die Flexibilit�at der RDP{Methode erlaubt zudem die Einbeziehung weiterer
durch den Benutzer de�nierter Randbedingungen. Die Entwicklung einer Regel-
sprache und eines Regeleditors, die es einem biologisch oder biochemisch ori-
entierten Benutzer erlauben, �uber die Sequenz bekanntes Wissen in Regeln zur
Steuerung der Berechnung des Sequenzstrukturalignments umzusetzen, ist Ge-
genstand zuk�unftiger Forschung (siehe Abschnitt 9.3).

7.6.2.5 Neubewertung der L�osungen aus TA_
v

Eine Neubewertung der Teill�osungen in der bottom{up{Phase ist aus mehreren
Gr�unden notwendig: Zum einen sind durch die Kombination von Teill�osungen
und ihre Modi�kation zur Erf�ullung von Randbedingungen neue bisher nicht
bewertete Teill�osungen entstanden, zum anderen ist in der bottom{up{Phase weit
mehr �uber die Gesamtl�osung und damit �uber die Kontaktpartner der Reste des
Teilproblems im resultierenden Strukturmodell bekannt, als dies in der top{down{
Phase der Fall ist.
Nachdem alle nicht zul�assigen L�osungen aus der Kandidatenmenge gel�oscht wur-
den, erfolgt die Neubewertung der Teill�osungen anhand der folgenden Kosten-
funktion:

�(f 0; A0; B0) =  � �S(f 0; A0; B0) + � � �C(f 0; A0; B0) +

� � �H(f 0; A0; B0) + � � �1pot(f
0; A0; B0) +

GAP (f 0; A0; B0)

Diese Kostenfunktion ist identisch mit der, die bei Orakeln mit gemischter Kos-
tenfunktion verwendet wird (siehe Abschnitt 7.2.3.5). Die Kalibrierung der Pa-
rameter , �, � und � wird im folgenden Abschnitt 7.7 beschrieben.

7.7 Parameterkalibrierung

Bei Orakeln mit verschiedenen Kostenfunktionsanteilen (siehe Abschnitt 7.2.3.5)
bei der Neubewertung von Teill�osungen (siehe Abschnitt 7.6.2.5) und bei der
abschlie�enden Bewertung eines berechneten Sequenzstrukturalignments gehen
verschiedene Terme in die Kostenfunktion ein. Die Gewichtung der Kostenfunk-
tionsanteile untereinander ist ein derzeit nicht allgemein l�osbares Problem. Daher
erfolgt die Kalibrierung der Parameter , �, � und � empirisch anhand einer aus-
gew�ahlten Datenmenge.
Als erste N�aherung werden die Gewichtungen so eingestellt, da� die Kosten-
funktionsanteile ungef�ahr in der gleichen Gr�o�enordnung liegen. Da die RDP{
Methode mit verschiedenen Potentialen und anderen Bewertungskriterien arbei-
tet, mu� eigentlich bei jedem Wechsel in einer der Komponenten der Bewertungs-
funktion eine Rekalibrierung erfolgen. Eine empirische Kalibrierung hat jedoch
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auf einer umfangreichen Datenbasis zu erfolgen und kann daher nicht immer neu
durchgef�uhrt werden. Au�erdem sind die optimalen Parameter sicher auch vom je-
weiligen Anwendungsfall und der verfolgten Zielvorgabe abh�angig. So sollte sicher
dem Sequenzanteil beim strukturgenauen Alignment von evolution�ar verwandten
Proteinen mehr Bedeutung beigemessen werden, als wenn es um die Erkennung
struktureller Verwandtschaften zwischen Proteinen geht, deren Verwandtschaft
erst auf struktureller Ebene erkennbar ist.
Die Suche nach der optimalen Einstellung der Parameter der RDP{Methode
bleibt, wie auch die Auswahl und Ableitung noch besserer Potentiale, die Aufga-
be zuk�unftiger Untersuchungen. Die im folgenden diskutierten Ergebnisse geben
nur erste Hinweise auf die optimale Parameterwahl.

7.7.1 Empirische Methode zur Einstellung der Parameter

Die RDP{Methode zielt haupts�achlich auf die Berechnung strukturgenauer Se-
quenzstrukturalignments f�ur Sequenzstrukturpaarungen, wo die herk�ommlichen
sequenzbasierten Verfahren scheitern. Die Problematik der Bewertungskriterien
f�ur die G�ute von Sequenzstrukturalignments wird in Abschnitt 8.3.1 diskutiert
werden. Die folgenden Untersuchungen �nden an Proteinen statt, deren Struktu-
ren aufgekl�art sind. Daher wird die RMS{Abweichung der strukturellen Super-
position gem�a� des Alignments als Kriterium f�ur die G�ute eines Sequenzstruk-
turalignments verwendet.
Das n�achste Problem bei der empirischen Parameterkalibrierung liegt in der Wahl
der Beispielmenge, auf der die Kalibrierung durchgef�uhrt wird. Da es sehr schwie-
rig ist, geeignete Testmengen (siehe Abschnitt 8.3.2) zu �nden, wird hier im
folgenden auf die Menge der mit dem Programm SARF2 berechneten Struktur-
alignments zur�uckgegri�en, um den Einu� der unterschiedlichen Gewichtungs-
faktoren nachzuweisen. Eine detaillierte Beschreibung der Eigenschaften dieser
Strukturalignments wird in Abschnitt 8.3.2 gegeben.
Der E�ekt der verschiedenen Parameter wird an der Zahl der Beispiele gemessen,
f�ur die die RDP{Methode mit den gegebenen Parametern Sequenzstrukturalign-
ments mit RMS{Abweichungen berechnet, die maximal 2�A �uber der des besten
f�ur das jeweilige Strukturpaar mit SARF2 berechneten Strukturalignments liegen.
Da� dies f�ur Sequenzstrukturalignmentmethoden ein sehr hartes G�utekriterium
ist, zeigt der Vergleich mit anderen Methoden in Abschnitt 8.3.
Durch die empirische Parameterkalibrierung sollen nun die Gewichtungsparame-
ter , �, � und � so eingestellt werden, da� die Anzahl der Sequenzstruktur-
alignment mit niedriger RMS{Abweichung maximiert wird. Der Sequenzanteil
 wird dazu konstant auf 1:0 gesetzt und die anderen Gewichtungsparameter
werden (mehr oder weniger) systematisch variiert. Da eine systematische Analy-
se aller Gewichtungsparameter den Rahmen dieser Arbeit sprengen w�urde, wird
schwerpunktm�a�ig die Gewichtung � des Paarpotentialanteils bei Verwendung
unterschiedlicher empirischer Paarpotentiale untersucht.
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F�ur jeden Me�punkt in den im folgenden Abschnitt diskutierten Abbildungen 7.12
bis 7.14 werden also bei jeweils fester Gewichtung, fester Einstellung sonstiger
Parameter und festem Paarpotential mit der RDP{Methode 73 Sequenzstruk-
turalignments und ihre RMS{Abweichung berechnet. Wie gut ein Parametersatz
ist, wird anhand der Anzahl der Sequenzstrukturalignments entschieden, deren
RMS{Abweichung weniger als 2�A �uber der des Strukturalignments liegt. Die
Gewichtung des Paarpotentialanteils der Kostenfunktion wird dabei mit einer
Schrittweite von 2:0 im Intervall von 0:0 bis 30:0 variiert. Die anderen Gewich-
tungen und Parameter sind f�ur jede der Kurven fest und wie jeweils angegeben
gew�ahlt. F�ur jede der gezeigten Kurven sind also mit der RDP{Methode 1168
Sequenzstrukturalignments berechnet worden.

7.7.2 Vergleich verschiedener Parameters�atze
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Abbildung 7.12: G�ute von 73 free{shift{Sequenzstrukturalignments bei Ge-
wichtungen � = 0; : : : ; 30 f�ur die Paarpotentiale a) ED6SD6

und b) ED3SD2 (beide auf Voronoikontaktrelationen).

Abbildung 7.12 zeigt sehr deutlich den Einu�, den die Verwendung eines Paar-
potentialterms in der Kostenfunktion auf die G�ute der Alignments hat. Das f�ur
Teil a) von Abbildung 7.12 verwendete Potential basiert auf Voronoikontaktrela-
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tionen und di�erenziert Kontakte in sechs Distanz{ und sechs Sequenzabstands-
intervalle. Die Gewichtung des Paarpotentialanteils geht in 16 Schritten von 0:0
bis 30:0. Ohne Paarpotential (� = 0:0) werden in Abh�angigkeit von den anderen
Parametern nur f�ur 23 bis 26 Paare Sequenzstrukturalignments mit einer RMS{
Abweichung kleiner als 2�A �uber der RMS{Abweichung des Strukturalignments
erzielt. Bei einer Paarpotentialgewichtung � zwischen 6:0 und etwa 12:0 erreichen
dagegen mindestens 40 der Alignments dieses Qualit�atskriterium.
F�ur die besten Parameterkombinationen in diesem Bereich liegen sogar 45 Align-
ments unterhalb der gesetzten Grenze. Die besten Alignments werden bei einer
CCP{Gewichtung von � = 0:1 entweder mit einer Hydrophobizit�atsgewichtung
� = 0:0 und einer Paarpotentialgewichtung von � = 8:0 oder mit einer Hydro-
phobizit�atsgewichtung � = 2:0 f�ur � zwischen 10:0 und 12:0 erzielt.
Mit gr�o�erem Paarpotentialgewicht nimmt die Alignmentqualit�at ab, sinkt aber
nicht mehr unter die Marke von 33 guten Alignments ab. Stichprobenartige Tests
mit Gewichten � > 30:0 haben gezeigt, da� jenseits dieser Grenze keine besseren
Ergebnisse mehr zu erwarten sind, aber erstaunlicherweise die Alignmentqualit�at
nicht mehr gravierend abnimmt, solange die Gewichte im normalen Rahmen blei-
ben. Vermutlich wird dieses Verhalten zum einen durch die zus�atzlichen Randbe-
dingungen f�ur Insertionen und Deletionen, die bei der RDP{Methode einie�en,
und zum anderen dadurch bewirkt, da� nur der vern�unftige Teil des f�ur Sequenz-
strukturalignments m�oglichen Suchraumes durch die partiellen L�osungen aus den
verschiedenen Orakeln abgedeckt wird.
Wie ein Vergleich der gestrichelten (� = 2:0) und der durchgezogenen (� = 0:0)
Linien zeigt, hat das Hydrophobizit�atspotential keinen eindeutigen Einu� auf
die Alignmentqualit�at. Die Ergebnisse mit Hydrophobizit�atsanteil scheinen ge-
ringf�ugig besser zu sein. Da aber das angewendete Qualit�atskriterium eine harte
Grenze bei 2:0�A plus RMS{Abweichung des Strukturalignments setzt und die An-
zahl der alinierten Positionen nicht betrachtet wird, kann dies auch ein Artefakt
des G�utekriteriums sein.
Die verschiedenen Farben kodieren verschiedene Gewichtungen � = 0:1; 0:2 und
0:3 des CCP{Potentialterms. Die Spitzenwerte werden mit niedrigem � erreicht.
Aber auch hier l�a�t sich kein eindeutiger Trend erkennen. Der wesentliche Gewinn
durch die Verwendung von CCP{Potentialen scheint in der Generierung sinnvoller
partieller L�osungen in den Orakelschritten der RDP{Methode zu liegen, wo die
anderen �Ahnlichkeitsma�e versagen. Darauf deutet zumindest die Tatsache hin,
da� die Ergebnisse schlechter werden, wenn man kein CCP{Potential verwendet.
Abbildung 7.12 b) zeigt das gleiche Experiment f�ur ein auf Voronoikontaktrela-
tionen basierendes Paarpotential, das Kontakte nur in drei Distanz{ und zwei
Sequenzabstandsintervalle unterscheidet. Ohne Paarpotential (� = 0:0) werden
hier in Abh�angigkeit von den anderen Parametern 23 bis 28 Sequenzstrukturalign-
ments mit einer RMS{Abweichung kleiner als 2�A �uber der RMS{Abweichung des
Strukturalignments berechnet. Bei einer Paarpotentialgewichtung � zwischen 6:0
und etwa 12:0 erreichen dagegen mindestens 37 der Alignments dieses Qualit�ats-
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kriterium. Mit gr�o�erem Paarpotentialgewicht nimmt die Alignmentqualit�at zwar
ab, sinkt jedoch nicht mehr unter 34 gute Alignments.

Ingesamt sind damit die Ergebnisse, was die Alignmentqualit�at anbelangt, f�ur
das feinere Potential ED6SD6 (Abbildung 7.12 a)) eindeutig besser als f�ur das
grobere Paarpotential ED3SD2 (Abbildung 7.12 b)). Dagegen scheint die optimale
Gewichtung der Parameter durchaus vergleichbar zu sein.
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Abbildung 7.13: G�ute von 73 globalen Sequenzstrukturalignments bei Gewich-
tungen � = 0; : : : ; 30 f�ur die Paarpotentiale a) ED6SD6 und b)
ED3SD2 (beide auf Voronoikontaktrelationen).

Abbildung 7.13 zeigt die Daten f�ur das gleiche Experiment wie Abbildung 7.12
mit dem Unterschied, da� hier globale Sequenzstrukturalignments berechnet wur-
den. Wie nicht anders zu erwarten, liegt die RMS{Abweichung der globalen Se-
quenzstrukturalignments etwas h�oher als die der free{shift{Alignments, da bei
einem globalen Alignment tendentiell mehr Reste und damit in der Regel auch
die zwischen den Strukturen unterschiedlichen Anfangs{ und Endbereiche aliniert
werden, die in free{shift{Alignments unaliniert bleiben.

Aber auch bei der Berechnung globaler Alignments ist die Alignmentqualit�at
bei Verwendung des feineren Potentials ED6SD6 (siehe Abbildung 7.13 a)) bes-
ser als bei Verwendung des groberen Potentials ED3SD2 (siehe Abbildung 7.13
b)). F�ur das bessere Potential erreichen mit der besten Parameterkombination
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( = 1:0; � = 0:2; � = 0:0 und � = 8:0) immerhin 42 und f�ur viele andere Kom-
binationen mehr als 40 der Sequenzstrukturalignments das gew�ahlte Kriterium.
Dagegen liefern f�ur das Potential ED3SD2 nur die besten Parameterkombinationen
40 gute Sequenzstrukturalignments.
Wie auch bei den free{shift{Alignments liegt die optimale Gewichtung � f�ur den
Paarpotentialanteil in der Kostenfunktion im Bereich zwischen 6:0 und 16:0 f�ur
ED6SD6 und zwischen 6:0 und 12:0 f�ur ED3SD2. Dies belegt, da� die optimale
Gewichtung des Paarpotentialanteils haupts�achlich vom Potential und weniger
vom Alignmentmodus abh�angt.
Die zus�atzliche Verwendung eines Hydrophobizit�atspotentials bedeutet auch hier
nur in wenigen F�allen einen Zugewinn an Alignmentqualit�at und die besten Er-
gebnisse werden sogar mit � = 0:0 erzielt. Der Grund daf�ur liegt wahrscheinlich
darin, da� sowohl das CCP{Potential als auch das Paarpotential indirekt auch
Anteile der Hydrophobizit�at kodieren. Daher werden die folgenden Experimente
ohne einen zus�atzlichen Hydrophobizit�atsterm durchgef�uhrt.
�Uber die dargestellten Ergebnisse hinausgehende Untersuchungen haben gezeigt,
da� sich alle auf Voronoikontaktrelationen basierenden Potentiale [366], die Kon-
takte nach der euklidischen Distanz und dem Sequenzabstand der Kontaktpart-
ner unterscheiden, �ahnlich wie die hier n�aher betrachteten Potentiale verhalten.
Daher wird auf eine Pr�asentation der Ergebnisse f�ur Potentiale �ahnlichen Typs
verzichtet. Dies gilt aber nur solange die Unterscheidungen der Kontakte nicht
zu fein werden. Bereits die Ergebnisse f�ur ein Potential ED12SD6, in dem Kon-
takte in zw�olf Distanzintervalle unterschieden werden, sind schlechter als f�ur das
hier betrachtete ED6SD6. Der Grund daf�ur liegt { wie es auch die Ergebnisse von
Halfmann [131] andeuten { darin, da� sich die Kontakte in entfernt verwandten
Proteinen, deren Verwandtschaft nur in einer �ahnlichen Struktur besteht, hin-
sichtlich der Distanz der kontaktierenden Reste recht stark unterscheiden.
Die von Sippl [319] ge�au�erte Vermutung, da� eine Ursache f�ur das schlechtere
Abschneiden detaillierter Potentiale die geringere Anzahl der Z�ahlungen sein
k�onnten, tri�t hier nicht zu, da zur Vermeidung statistischer Probleme bei al-
len hier betrachteten Potentialen die in der eigentlichen Struktur beobachteten
Kontakte zwischen bestimmten Aminos�auretypen durch Hinzunahme der Reste
von zu der Struktur homologen Proteinen aus der HSSP{Datenbank angereichert
werden und so in allen Intervallen gen�ugend Ereignisse gez�ahlt werden.
Auf eine detaillierte Diskussion anderer Potentiale �ahnlichen Typs wird daher zu-
gunsten der Analyse von Potentialen verzichtet, die auf Distanzkontaktrelationen
basieren oder die Kontakt�ache mit einbeziehen.
Abbildung 7.14 a) zeigt zum Vergleich die Qualit�at von Sequenzstrukturalign-
ments, die mit RDP unter Verwendung eines herk�ommlichen, auf Distanzrela-
tionen basierenden Potentials berechnet wurden. Aus Gr�unden der Vergleich-
barkeit wurde dabei das Potential ED3SD2 gew�ahlt, dessen einziger Unterschied
zu dem in Abbildungen 7.12 b) und 7.13 b) in der Kontaktde�nition besteht.
Unabh�angig davon, ob globale (gestrichelt) oder free{shift{Alignments (durchge-
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Abbildung 7.14: G�ute a) von 73 globalen (gestrichelt) und 73 free{shift{
Sequenzstrukturalignments (durchgezogen) f�ur ein Paar-
potential ED3SD2 auf Distanzkontaktrelationen und b)
von 73 free{shift{Sequenzstrukturalignments f�ur kontakt-
�achenabh�angige Paarpotentiale ED3KF4 (gestrichelt) ED6KF4
(durchgezogen) und ED6KF8 (gepunktet) auf Voronoikontakt-
relationen f�ur Potentialgewichtung � = 0; : : : ; 30.

zogen) berechnet werden, ist das Distanzkontaktpotential in zweifacher Hinsicht
schlechter als das auf Voronoikontakten basierende Potential. Erstens erreichen
selbst f�ur die beste Parameterwahl nur 36 Alignments das Qualit�atskriterium,
w�ahrend dies bei der Verwendung des vergleichbaren Voronoipotentials immerhin
f�ur 42 Alignments erreichbar ist. Und zweitens ist auch das Fenster der Paarpo-
tentialgewichtung �, f�ur das der Paarpotentialterm einen positiven Einu� auf
die Alignmentqualit�at hat, sehr viel enger und liegt etwa zwischen 2 und 6.

F�ur Abbildung 7.14 b) wurde nach der besten Paarpotentialgewichtung f�ur ver-
schiedene, auf Voronoikontaktrelationen basierende Potentiale gesucht, die Kon-
takte anstelle nach dem Abstand der Kontaktpartner in der Sequenz nach der
Summe der Voronoi�achen unterscheiden, die die kontaktierenden Reste gemein-
sam haben. Da die vorangegangenen Tests gezeigt haben, da� sich globale und
free{shift{Alignments in etwa gleich verhalten, werden hier nur die free{shift{
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Alignments betrachtet. Stattdessen werden verschiedene kontakt�achenabh�angi-
ge Potentiale betrachtet, f�ur die sowohl die Einteilung der Abstandsintervalle als
auch der Kontakt�achenintervalle variiert wurde. Auch hier werden die besten Er-
gebnisse (maximal 37 gute Alignments) mit einem Potential mit mittlerer Granu-
larit�at (ED6KF4) erreicht (siehe Abbildung 7.14 b) durchgezogen). Eine Verfeine-
rung der Einteilung der Fl�achen (ED6KF8) (gepunktet) bringt keinen zus�atzlichen
Gewinn. Durch Wahl einer groberen Einteilung der Abstandsintervalle werden
die Ergebnisse deutlich schlechter (gestrichelt).
Aufgrund der in diesem Abschnitt durchgef�uhrten Experimente wird f�ur die in
Kapitel 8 vorgestellten Ergebnisse das auf Voronoikontakten basierende Potential
ED6SD6 verwendet, sofern dies nicht anderweitig spezi�ziert wird. Dabei wird der
Sequenzterm �S in der Kostenfunktion � mit  = 1:0, der CCP{Term �C mit
� = 0:1, der Hydrophobizit�atsterm �H mit � = 2:0 und der Paarpotentialanteil
�1pot mit � = 10:0 gewichtet.
Die CCP{Potentiale sind so normiert, da� ihr Anteil an der Kostenfunktion in
etwa dem der Sequenz entspricht [379]. Der Faktor 0.1 bedeutet daher eine nicht
unwesentliche Abgewichtung des CCP{Anteils. Dagegen wird der Anteil des Paar-
potentials, das Kontakte mit zwischen �5:0 und +5:0 { mit Gewichtung also
zwischen �50 und +50 { bewertet, gegen�uber der Sequenzinformation stark hoch-
gewichtet, da typischerweise die Eintr�age der Austauschmatrizen zwischen �10
und +25 liegen.
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Kapitel 8

Ergebnisse

8.1 De�nition der Erfolgskriterien

Die vorgestellte RDP{Sequenzstrukturalignmentmethode verfolgt zwei Ziele:

� die Verbesserung der Vorhersage entfernter struktureller Verwandtschaften
(Faltungserkennung).

� die Verbesserung von Sequenzstrukturabbildungen bez�uglich ihrer Verwend-
barkeit als Startpunkt f�ur die vergleichende Modellierung (Alignmentqua-
lit�at).

Eine Evaluierung der vorgestellten Methode erfolgt daher auch anhand dieser bei-
den Zielvorgaben. Man w�urde erwarten, da� das Erkennen entfernter Sequenz-
strukturbeziehungen eine hohe Qualit�at der Sequenzstrukturabbildung voraus-
setzt. Da� dies nicht immer der Fall sein mu�, hat bereits die Auswertung des
ersten Strukturvorhersagewettbewerbes (CASP I) [197] gezeigt. Dies ist umso
�uberraschender, da in der Regel f�ur die Erkennung Bewertungssysteme verwen-
det wurden, die die Strukturen einer Repr�asentativmenge anhand der Abbildung
der untersuchten Sequenz in diese Strukturen bewerten und erkennen.
Zur Beurteilung, inwieweit die RDP{Methode die gestellten Zielvorgaben er-
reicht, gibt es im wesentlichen drei M�oglichkeiten:

� im Vergleich mit Verfahren, die das Vorhandensein struktureller Verwandt-
schaften anhand experimentell aufgekl�arter Strukturen nachweisen,

� im Wettbewerb mit anderen Vorhersagemethoden durch Vergleich der Fal-
tungserkennungsrate und Alignmentqualit�at,

� durch echte Blindvorhersagen mit anschlie�ender Bewertung der Vorhersage
im Vergleich der Vorhersage mit der experimentell aufgekl�arten Struktur.

Da das Problem der (automatischen) Proteinstrukturvorhersage auch mit der
RDP{Methode nicht endg�ultig gel�ost wird, kann naturgem�a� auch die RDP{
Methode nicht die durch den strukturellen Vergleich gesteckten Ziele in allen
F�allen erreichen. Daher ist es auch in diesen F�allen sinnvoll, einen Vergleich mit
anderen Methoden durchzuf�uhren.
Es ist klar, da� echte Blindvorhersagen nicht nur der realen Anwendung von
Vorhersagemethoden am n�achsten kommen, sondern auch den ultimativen Test
darstellen. Zudem stellt das Aufdecken neuer Erkenntnisse f�ur denjenigen, der ei-
ne Vorhersage erstellt, einen wesentlich gr�o�eren Anreiz dar als die Reproduktion

177
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bereits bekannter Resultate. Blindvorhersagen beinhalten in der Regel sowohl die
Erkennung der Verwandtschaft der untersuchten Sequenz zu einer oder mehre-
ren bekannten Strukturen als auch die Berechnung eines genauen Alignments der
Sequenz mit einer Struktur zum Zwecke der Generierung einer Modellstruktur.

W�ahrend der Implementierung der RDP{Methode und der Erstellung dieser Ar-
beit gab es zwei Gelegenheiten zu echten Blindvorhersagen mit der M�oglichkeit
zum anschlie�enden Vergleich gegen die experimentell bestimmten Proteinstruk-
turen.

Im ersten Fall handelt es sich um eine Einzelvorhersage f�ur die Struktur der
Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus I. Abschnitt 8.6 diskutiert sowohl die
Vorgehensweise als auch die erzielte Vorhersage im Vergleich mit der zwischen-
zeitlich aufgekl�arten Struktur.

Im zweiten Fall handelt es sich um die Vorhersagen, die von der Projektgrup-
pe PROTAL im Rahmen des internationalen Wettbewerbs f�ur Methoden f�ur die
Vorhersage von Proteinstrukturen Critical Assessment of Protein Structure Pre-
diction Methods II (CASP II) eingereicht wurden. Abschnitt 8.5 diskutiert die
f�ur diesen Wettbewerb eingereichten Vorhersagen. Da insbesondere die RDP{
Methode zum Zeitpunkt des Wettbewerbs nicht den heutigen Entwicklungsstand
aufwies, wird in Erg�anzung zu den damaligen Vorhersagen anhand von einzelnen
Beispielen diskutiert, wie eine m�ogliche Vorhersage heute aussehen w�urde. Dabei
zeigt sich insbesondere, da� die Qualit�at der Alignments mit Hilfe der RDP{
Methode heute weitaus h�oher ist, als dies mit den zum Zeitpunkt des Wettbe-
werbs verf�ugbaren Methoden m�oglich war. Es ist jedoch zu betonen, da� es sich
bei diesen nachwettbewerblichen Verbesserungen nicht mehr um echte Blindvor-
hersagen handelt. Dies gilt auch dann, wenn wie hier die Kenntnis der Struktur
nur zur Analyse und nicht zur Berechnung der Ergebnisse oder zur Kalibrierung
der Methode verwendet wird.

8.2 Der ToPLign{Ansatz f�ur Blindvorhersagen

Die Erstellung echter Strukturvorhersagen geht �uber die Anwendung einer einzel-
nen Methode hinaus. Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Vorhersagen wurden
zum Beispiel folgende Einzelschritte angewendet:

� Sequenzsuche in den existierenden Datenbanken mit Standardsuchverfah-
ren wie BLAST [10], FASTA [207, 274] oder eine Datenbanksuche mit einem
lokalen Alignmentverfahren (BLITZ [330]).

� Suche nach vorhandener funktioneller Information �uber die Sequenz:

{ Literaturrecherche (zum Beispiel in Medline �uber Entrez [286]),

{ Suche nach funktionellen Sequenzmustern (zum Beispiel PROSITE [20]).
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� Falls keine signi�kante Homologie zu einer bereits aufgekl�arten Struktur
gefunden wurde, werden Ranglisten f�ur Sequenzstrukturverwandtschaften
erstellt. Dazu werden

{ verschiedene Methoden (Sequenzalignment align [226], Pro�lalign-
ment 123D [5], Sequenzstrukturalignment RDP [340])

{ mit verschiedenen Parameters�atzen

{ auf verschiedenen Repr�asentativmengen von Proteinfaltungen bezieh-
ungsweise allen in der PDB [29] abgelegten Proteinstrukturen angewen-
det.

� Konnten eine oder mehrere Faltungen als m�ogliche Modelle f�ur die unter-
suchte Sequenz identi�ziert werden, werden im n�achsten Schritt die unter-
liegenden Sequenzstrukturalignments nach folgenden Kriterien analysiert:

{ Kompaktheit des Alignments,

{ �Ubereinstimmung der aus dem Modell und dem Alignment resultie-
renden Sekund�arstruktur mit a priori{Informationen beziehungsweise
den Ergebnissen von Sekund�arstrukturvorhersagemethoden wie zum
Beispiel PHD [288, 289] und SOPMA [113],

{ Analyse der Zuverl�assigkeit der Alignments durch Auswertung der
Pfadkontour{ und Zuverl�assigkeitsmatrizen [227], sofern die Align-
ments mit dynamischer Programmierung berechnet wurden,

{ Analyse der Pseudoenergiepotentiale zum Beispiel durch visuellen Ver-
gleich und Korrelationsanalysen zwischen dem positionellen Energie-
verlauf f�ur die native Sequenz und dem f�ur die alinierte Sequenz,

{ Korrektheit der Topologie der Schwefelbr�ucken, sofern diese aus der
Literatur bekannt sind oder aus der Strukturvorlage postuliert werden
k�onnen,

{ Kompaktheit des aus dem Alignment resultierenden Strukturmodells;
das beinhaltet zum Beispiel Untersuchungen, ob es sich um eine glo-
bul�are Struktur handelt oder ob es m�oglich ist, aus dem partiellen
Alignmentmodell eine geschlossene Peptidkette zu bilden,

{ Zug�anglichkeit von aus der Funktionsanalyse bekannten funktionellen
Resten,

� Wenn eine gefundene Sequenzstrukturpaarung und das zugeh�orige Sequenz-
strukturalignment diese Tests erfolgreich bestanden haben, wird im n�achsten
Schritt versucht, ein vollst�andiges Strukturmodell auf der Basis des Align-
ments zu erzeugen. Hier kommen die Standardmethoden der vergleichenden
Modellierung wie das Programmpaket MODELLER [305] zum Einsatz.
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Am Ende dieser Prozedur stehen ein oder mehrere Strukturvorschl�age f�ur die un-
tersuchte Sequenz, zusammen mit einer Liste von Argumenten, die f�ur oder gegen
den jeweiligen Vorschlag sprechen. Falls es die durch das Alignment postulierte
�Ahnlichkeit zwischen der Sequenz und der Modellstruktur erlaubt, kann sogar ein
vollst�andiges Modell konstruiert und von Experten weiter analysiert werden.

8.3 Alignmentqualit�at

8.3.1 De�nition von G�utekriterien

Um die Qualit�at eines Sequenzstrukturalignments zu messen, ist es notwendig,
festzulegen, was gute von schlechten Alignments unterscheidet.
Ist die dreidimensionale Struktur nur zu einem der alinierten Proteine bekannt, so
ist eine objektive Bewertung eines Sequenzstrukturalignments nur schwer m�oglich.
Eine M�oglichkeit besteht darin, da� aus dem Alignment resultierende Struktur-
modell zu konstruieren und dieses auf seine Plausibilit�at hin zu bewerten. Bei den
in dieser Arbeit betrachteten Fallbeispielen handelt es sich in der Regel um Bei-
spiele aus der Grenzzone niedriger Sequenz�ahnlichkeit. Das bedeutet, da� es nur
selten m�oglich ist, vollst�andige Strukturmodelle mit allen Seitenketten zu bilden,
die den Einsatz von Programmen wie Procheck [192], mit denen Proteinstruk-
turen auf typische Fehler und Abweichungen von Standardgeometrien getestet
werden, erm�oglichen w�urden. Au�erdem wird ein so erzieltes Ergebnis stark von
der Methode beeinu�t, die aus dem zu bewertenden Alignment ein vollst�andiges
Modell generiert, so da� die Qualit�at des Alignments nur sehr indirekt quanti�-
ziert werden kann. Au�erdem kann ein derartiger Aufwand in wenigen Einzelf�allen
oder in F�allen aufgebracht werden, wo es um echte Vorhersagen geht.
F�ur die intensive Evaluierung einer Vorhersagemethode ist es notwendig, die-
se Bewertung e�zient und automatisch durchf�uhren zu k�onnen. Dies wiederum
erscheint nur m�oglich, wenn auch die Struktur der untersuchten Sequenz aufge-
kl�art ist und zur Bewertung herangezogen werden kann. In diesem Fall er�o�net
sich eine Reihe von M�oglichkeiten zur Analyse von Alignments bez�uglich ihrer
Korrektheit:

� Berechnung der Struktursuperposition gem�a� des Alignments mit darauf
aufbauender

{ visueller Analyse,

{ Berechnung der RMS{Abweichung (siehe De�nition 3.4) und

{ Analyse der positionellen strukturellen Abweichung in einem soge-
nannten RMS{Pro�l.

� Berechnung des optimalen Strukturalignments und Vergleich des berechne-
ten Alignments gegen diesen standard{of{truth durch
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{ ein Alignment der Alignments,

{ Z�ahlung der identisch alinierten Positionen,

{ einen positionellen Alignmentvergleich mittels entsprechender gra�-
scher Aufbereitungen,

{ Berechnung des mittleren Verschiebungsfehlers eines Alignments in
Bezug auf ein gegebenes Referenzalignment (mean shift error (MSE)).

Im folgenden werden die verschiedenen G�utekriterien und Vergleichsverfahren
sowie ihre Vor{ und Nachteile kurz vorgestellt.
Ein in vielen F�allen sehr aussagekr�aftiges Ma� f�ur die G�ute eines Sequenzstruk-
turalignments ist die RMS{Abweichung der gem�a� des Alignments superpositio-
nierten Strukturen (siehe De�nition 3.4) zusammen mit der Anzahl der in dem
Alignment alinierten Positionen. Ein Alignment ist mit Sicherheit gut, wenn ein
gro�er Prozentsatz der beiden Strukturen mit einer niedrigen RMS{Abweichung
(zum Beispiel � 3 �A [281]) aliniert ist.
Der Umkehrschlu�, da� ein Alignment in allen Teilen schlecht ist, wenn der RMS{
Wert gro� ist, gilt jedoch nicht immer. So kann das Alignment in weiten Teilen
korrekt sein und durch lokale Fehler die RMS{Abweichung der zugeh�origen Super-
position gro� werden (siehe zum Beispiel die Analyse des 2fd2-1fdn{Alignments
in Abschnitt 8.3.3). Au�erdem zeigen Reva et al. in [281], da� die Wahrscheinlich-
keit, in der Datenbank zuf�allig eine Struktur mit einer RMS{Abweichung � 6�A zu
�nden, bereits bei 80 Aminos�aureresten 10�5 und bei mehr als 160 Aminos�aure-
resten sogar 10�11 betr�agt. Somit kann auch ein Sequenzstrukturalignment mit
einer RMS{Abweichung um die 6�A wertvolle Hinweise auf die Struktur der un-
tersuchten Sequenz liefern.
Als Referenzwert kann die anhand eines Strukturalignments berechnete RMS{
Abweichung dienen, wobei jedoch folgende Punkte zu ber�ucksichtigen sind:

� Das Strukturalignmentproblem ist NP{vollst�andig [2], und die eingesetz-
ten Strukturalignmentmethoden basieren auf Heuristiken (siehe Abschnitt
3.3.3), die nur N�aherungen der optimalen L�osung produzieren.

� Mit verschiedenen Methoden berechnete Strukturalignments weichen zum
Teil stark von einander ab. Dies kann in einigen F�allen soweit gehen, da�
zwei mit unterschiedlichen Methoden berechnete Strukturalignments in kei-
ner Position �ubereinstimmen [117].

� Auch unabh�angig von der Berechnungsmethode ist die optimale L�osung
des Strukturalignmentproblems keinesfalls eindeutig. Zu{Kang und Sippl
[383] geben Beispiele f�ur Strukturalignments bei denen trotz vergleichba-
rer RMS{Abweichung und gleicher Anzahl alinierter Reste keine Position
�ubereinstimmt.

Beschr�anken sich die Fehler in einem berechneten Alignment auf lokal begrenz-
te Bereiche, so ist eine genauere Analyse des Alignments durch visuelle Ana-



182 KAPITEL 8. ERGEBNISSE

lyse der zugeh�origen Superposition oder durch Berechnung eines sogenannten
RMS{Pro�les (siehe zum Beispiel Abbildungen 8.2 und 8.3) m�oglich. In einem
RMS{Pro�l werden die Abst�ande einander zugeordneter Positionen in der Su-
perposition und zus�atzlich die Abst�ande zu den der alinierten Position links und
rechts benachbarten Positionen aufgetragen. F�ur ein gutes Alignment sollte die zu
dem Alignment geh�orende Kurve in m�oglichst weiten Bereichen unter den beiden
anderen Kurven liegen. Weitr�aumige Abweichungen von dieser Regel bedeuten,
da� das Alignment durch eine Verschiebung der betro�enen Sequenzsegmente
verbessert werden kann.
Ein weitere M�oglichkeit zur Bewertung eines Alignments besteht darin, da� be-
rechnete Alignment gegen das korrekte Alignment, sozusagen gegen den standard{
of{truth, zu vergleichen. Dieses korrekte Alignment kann zum Beispiel von einem
Experten unter Einbeziehung biochemischer und phylogenetischer Zusatzinfor-
mationen erstellt worden sein. Wenn zu beiden Proteinen die dreidimensionalen
Strukturen bekannt sind, wird jedoch in der Regel das Alignment aus der optima-
len strukturellen Superposition abgeleitet. Dabei sollten in Grenzf�allen immer die
bereits diskutierten Probleme der strukturellen Superposition beachtet werden.
F�ur zwei gegebene Alignments (zum Beispiel ein

"
korrektes\ und ein berechne-

tes) mu� das Problem des Vergleichs zweier Alignments gel�ost werden. Das an
der GMD entwickelte Programmpaket ToPLign [226] enth�alt dazu verschiedene
M�oglichkeiten zum Beispiel durch

� ein Alignment von Alignments,

� einen positionellen Vergleich,

� die Berechnung des mittleren Verschiebungsfehlers.

Beim Alignment von Alignments werden die zu vergleichenden Alignments als
Pro�le betrachtet und mit einer einfachen Kostenfunktion, die die Anzahl der
Identit�aten maximiert, aliniert. Abbildung 5.4 zeigt das Alignment zweier Align-
ments mit entsprechenden Annotationszeilen. Die zur Berechnung des Alignments
zweier Alignmentpro�le verwendete Kostenfunktion bewertet nicht wie beim nor-
malen Sequenzalignment den Austausch zweier Aminos�auren, sondern die Iden-
tit�at der jeweiligen alinierten Zweiertupel aus den Alignmentpro�len. In dieser
Eigenschaft der Kostenfunktion liegt auch das Problem, mit dem diese Vergleichs-
methode behaftet ist. Beim Alignment wird nur darauf geachtet, da� die in den
Spalten der alinierten Pro�lpositionen be�ndlichen Aminos�auretypen �uberein-
stimmen und nicht die hinter diesen Repr�asentanten stehenden Positionen in den
alinierten Sequenzen beziehungsweise Strukturen. Dieses Problem tritt umso gra-
vierender auf je unterschiedlicher die zu vergleichenden Alignments sind. Dagegen
ist es vernachl�assigbar, wenn der Vergleich zweier relativ �ahnlicher Alignments
veranschaulicht werden soll.
Eine genauere Analyse von Alignments hat durch einen positionellen Vergleich
zu erfolgen. Dies ist insbesondere dann notwendig, wenn Alignments nicht ihrer
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selbst wegen oder f�ur phylogenetische Untersuchungen verwendet werden, sondern
als Grundlage f�ur die Modellierung einer Proteinstruktur dienen sollen. Auch f�ur
den positionellen Vergleich bietet ToPLign entsprechende Hilfen:

� Eine M�oglichkeit, zwei Alignments positionell zu vergleichen, besteht darin,
zwei Alignments gemeinsam bez�uglich des jeweils ersten Proteins auszurich-
ten. Die Ausgabe erfolgt so, da� in einer Spalte die jeweils erste Zeile der
beiden Alignments identisch ist (siehe Abbildung 8.5). Dazu ist es erforder-
lich, sogenannte Pro�linsertionen einzuf�ugen, die in Abbildung 8.5 durch
das Zeichen � von Alignmentinsertionen abgehoben sind. Die Alignments
stimmen dann an einer Position �uberein, wenn nicht nur die ersten, son-
dern auch alle anderen Zeileneintr�age der beteiligten Alignments identisch
sind. Zur Unterst�utzung der visuellen Analyse werden diese Positionen in
der Annotationszeile durch * hervorgehoben.

� Vergleicht man ein berechnetes Alignment mit einem Alignment, das als
strukturell richtig angesehen wird, so entspricht die Anzahl der mit ei-
nem * markierten Positionen, der Anzahl der korrekt alinierten Positio-
nen (#cor). Die Anzahl #cor ist ein weit verbreitetes Kriterium zum Ali-
gnmentvergleich und wurde bereits im ersten Strukturvorhersagewettbe-
werb CASP I zur Bewertung der eingereichten Sequenzstrukturalignments
verwendet [197]. Dieses Kriterium wird haupts�achlich dann eingesetzt, wenn
die RMS{Abweichung gro� ist, da mit ihm die richtig alinierten Bereiche
des Alignments erkannt werden, die bei der RMS{Abweichung m�oglicher-
weise durch grobe Alignmentfehler in anderen Bereichen des Alignments
�uberdeckt werden. Der Anteil der korrekt alinierten im Verh�altnis zu al-
len alinierten Positionen wird auch als Sequenzstrukturalignmentspezi�zit�at
bezeichnet [216].

� Die oben beschriebenen Vergleichsmethoden heben nur auf die korrekt ali-
nierten Positionen ab und lassen die anderen Positionen au�er acht. In der
Regel ist es f�ur die Bewertung eines Alignments auch von Interesse, um wie-
viele Positionen ein Sequenzstrukturalignment bestimmte Bereiche in Bezug
zum Referenzalignment verschiebt. In Abbildung 8.4 ist diese positionelle
Verschiebung bez�uglich des Referenzalignments durch die mehr oder weni-
ger vertikal verlaufenden Linien repr�asentiert, die die Verschiebungsfehler
im Alignment visualisieren.

Der mittlere Verschiebungsfehler (mean shift error (MSE)) ergibt sich aus der
Summe der Betr�age der Verschiebungsfehler normiert auf die Anzahl der Sum-
manden.
In der urspr�unglich von Stephen Bryant zur Bewertung der Vorhersagen im CASP

II{Wettbewerb [205] vorgeschlagenen De�nition wird der Verschiebungsfehler
�uber die Anzahl der Strukturpositionen de�niert, um die eine alinierte Sequenz-
position in Bezug zur gleichen Zuordnung im Referenzalignment verschoben ist.
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Wie in [131] anhand eines Beispiels gezeigt wird, hat diese De�nition den Nachteil,
da� der so de�nierte mittlere Verschiebungsfehler trotz Normierung stark von der
Anzahl der in den Alignments alinierten Positionen abh�angt. Der Nachteil kommt
insbesondere dann zum Tragen, wenn �uber den Verschiebungsfehler ein Vergleich
unterschiedlicher Alignments in Bezug zu einem Referenzalignment durchgef�uhrt
wird. Der Nachteil entf�allt, wenn der Verschiebungsfehler nicht bezogen auf die
Struktur, sondern auf das Referenzalignment bezogen berechnet wird. Der Ver-
schiebungsfehler eines Alignments ist im folgenden als die Summe der Betr�age
der Verschiebungen zu den im Referenzalignment alinierten Positionen de�niert.
In den folgenden Abschnitten wird die Qualit�at der mit der RDP{Methode be-
rechneten Alignments gegen die aus verschiedenen Datenbanken (HSSP, JOY) aus-
gew�ahlten, beziehungsweise mit Strukturalignmentmethoden (SARF2) erzeugten
Alignments verglichen. Au�erdem wird f�ur die so ausgew�ahlten Beispiele ein
Vergleich mit den von anderen Sequenzstrukturalignmentmethoden berechneten
Alignments durchgef�uhrt. Als Vergleichspartner hierbei dienen:

� die an der GMD und am NIH entwickelte 123D{Methode [5],

� das auf der doppelten dynamischen Programmierung basierende Sequenz-
strukturalignment Programm von David Jones [168] in den folgenden Ver-
sionen:

Threader1: Sequenzstrukturalignment auf Basis der Optimierung von Paar-
potentialen.

Threader2: Neuere Version, die bei der Berechnung von Sequenzstruk-
turalignments auch Aminos�aureaustauschmatrizen und Informationen
aus Sekund�arstrukturvorhersagenmethoden mit einbezieht.

8.3.2 Testmengen f�ur die Bewertung der Alignmentqualit�at

Sequenzstrukturalignmentmethoden, die Paarwechselwirkungen als Bestandteil
der Bewertungsfunktion verwenden, basieren auf der Hypothese, da� bei �ahnli-
chen Faltungen das Netzwerk der die Faltung stabilisierenden Wechselwirkungen
konserviert ist. Zhang et al. zeigen, da� zwischen Proteinen mit un�ahnlicher Se-
quenz und �ahnlicher Faltung bei strukturrichtigem Alignment etwa 60 bis 70%
der Paarkontakte (nicht die interagierenden Aminos�auren) konserviert sind [373].
Dies setzt jedoch eine sorgf�altige Auswahl der als strukturell �ahnlich eingestuften
Proteine voraus, da bei zu schwachen Kriterien f�ur die De�nition der strukturel-
len �Ahnlichkeit die Zahl der konservierten Wechselwirkungen, insbesondere bei
Proteinen niedriger Sequenz�ahnlichkeit, stark abnimmt und schnell unter 35%
absinkt [298].
Daher hat die Auswahl der Testbeispiele f�ur die Bewertung und den Vergleich
der Alignmentqualit�at von Sequenzstrukturalignmentmethoden besonders sorg-
f�altig zu erfolgen. Im folgenden werden die zur Auswahl verwendeten Kriterien



8.3. ALIGNMENTQUALIT�AT 185

und die mit ihnen aus der HSSP und JOY{Datenbank beziehungsweise mit der
Strukturalignmentmethode SARF2 ausgew�ahlten Testbeispiele vorgestellt.
Die Verwendung der in der HSSP [310] enthaltenen Alignments erfordert zum einen
das Entfernen hoch sequenz�ahnlicher Strukturpaare aus der Datenbasis (hier wird
ein Grenzwert von maximal 80% Identit�at gew�ahlt) und zum anderen sind die
Alignments auch qualitativ zu �ltern. Letzteres ist notwendig, da { wie schon
Abbildung 3.4 zeigt { die Qualit�at dieser mit Methoden des multiplen Align-
ments erzeugten Sequenzalignments, insbesondere bei niedriger Sequenzidentit�at
stark abnimmt und zum Test von Sequenzstrukturalignmentmethoden die gute
Superpositionierbarkeit der zugeh�origen Strukturen ein notwendiges Kriterium
ist. Aufgrund der guten Superpositionierbarkeit ist erstens schon anhand der
RMS{Abweichung der Struktursuperposition gem�a� des berechneten Sequenz-
strukturalignments entscheidbar, ob es sich um ein gutes oder schlechtes Align-
ment handelt, und zweitens sicher gestellt, da� ein Alignment existiert, durch das
gro�e Teile der die Struktur stabilisierenden Wechselwirkungen konserviert sind.
Zur Auswahl der zu verwendenden Alignments wurden zun�achst verschiedene
Repr�asentativmengen der strukturaufgekl�arten Proteine analysiert [131]. Diese
Mengen sind der aktuellen PDBSELECT [148] entnommen und haben die Eigen-
schaft, da� die Sequenzidentit�at je zweier Repr�asentanten kleiner als ein vorge-
gebener Schwellwert ist. Um eine nach den im folgenden genannten Auswahlkri-
terien angemessen gro�e Testmenge zu erhalten, wurde die Repr�asentativmenge
mit einem Sequenzidentit�atsgrenzwert von 35% ausgew�ahlt (im folgenden auch
als hobohm 97 35 bezeichnet). Im n�achsten Schritt werden aus den dazugeh�origen
HSSP{Dateien die paarweisen Alignments als Referenzalignments extrahiert, die
folgenden Kriterien gen�ugen [131]:

1. beide Proteine sind strukturaufgekl�art und die in den Referenzalignments
verwendeten Sequenzen stimmen mit denen der PDB{Strukturen �uberein,

2. es sind mindestens 70% der Reste der k�urzeren Struktur aliniert,

3. die Sequenzidentit�at ist kleiner als 80%,

4. die RMS{Abweichung der Struktursuperposition gem�a� des Referenzalign-
ments ist kleiner als 3�A und

5. von zwei selektierten Alignments, bei denen die jeweils zweiten Sequen-
zen eine Homologie gr�o�er als 80% aufweisen, wird das Alignment mit der
schlechteren Struktursuperposition aus der Testmenge entfernt.

Insgesamt gibt es in der HSSP{Datenbank 1639 Alignments eines Elements der
Repr�asentativmenge hobohm 97 35 mit einem zweiten ebenfalls strukturaufge-
kl�arten Protein, doch nur 205 Paare erf�ullen die beschriebenen Randbedingun-
gen. In Tabelle 8.1 sind die 205 aus der HSSP{Datenbank verwendeten Paare
zusammen mit der Identit�at, der Anzahl der alinierten Positionen und der RMS{
Abweichung entsprechend des Datenbankalignments aufgef�uhrt.
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1 2 Id[%] # RMS[�A] 1 2 Id[%] # RMS[�A] 1 2 Id[%] # RMS[�A]
1glqB 1guhB 29.56 203 2.90 1bp2 1ppa 37.17 113 2.38 1sacE 1gnhJ 51.23 203 1.95
1nscB 1nnb 29.95 374 2.69 3grs 1ndaB 37.25 443 2.60 1ghr 1ghsB 51.49 303 1.10
1glqB 1gta 29.95 197 2.37 1mrj 1abrA 37.39 238 2.14 1frd 1fxaB 51.55 97 0.88
5nul 5fx2 30.08 133 2.74 1dsuB 2cp1 37.73 220 2.49 5timB 7timB 51.68 238 1.06
2gstB 2glrB 30.30 198 2.38 2hsp 1shfB 37.74 53 2.99 4rhv3 2hwf3 51.69 236 1.20
1glqB 1gsq 30.30 198 2.26 1csyA 1spsC 37.76 98 2.66 1qpg 1php 51.79 392 1.96
1glqB 3gstB 30.39 204 2.28 1cxc 1hrc 37.76 98 2.93 1ibeA 1pbxA 52.14 140 0.83
1nscB 2bat 30.79 380 2.65 1crb 1adl 37.80 127 1.64 1ntn 1kbaB 52.38 63 1.50
1pfxC 3rp2B 30.91 220 2.41 1ftpB 2hmb 38.17 131 1.90 1axn 1ann 53.16 316 1.72
1aab 1hma 30.99 71 2.84 1spgB 1hgcC 38.24 136 1.79 1blu 1fdn 54.00 50 2.09
1pfxC 1ppgE 31.16 215 2.55 1ftpB 1adl 38.58 127 1.86 1cxc 1c2rB 54.39 114 1.29
1lucB 1brlA 31.25 320 2.56 1bp2 1clpB 38.94 113 2.24 1dsn 1nnt 54.43 305 2.09
2gsq 1gsrB 31.31 198 2.18 1prcH 1pcrH 39.04 251 2.77 1xnb 1enxB 55.17 174 1.65
1cgo 1bbhB 31.36 118 1.65 1ars 2cstB 39.65 396 1.34 5timB 1htiB 55.27 237 1.04
1bbpD 2apd 31.45 159 2.75 2cyp 1apxD 39.83 236 2.61 1wad 2cdv 55.45 101 2.26
2fx2 4fxn 31.58 133 2.61 3minD 1mioD 40.04 447 1.62 1gadP 1ggaR 55.62 329 1.78
1eca 1p 31.58 133 2.30 1pytC 1btp 40.27 221 2.97 1jcv 1spdB 55.63 151 1.10
1dlhE 1fruF 31.58 95 1.32 2bpa2 1g�2 40.80 174 2.11 1bndA 1bet 55.66 106 1.98
1icn 2hmb 31.78 129 1.50 1ton 1hf1 40.83 218 2.79 1frd 3fxc 55.67 97 2.66
2ak3B 3adk 31.82 176 2.82 1spgB 1pbxA 40.88 137 1.62 1cdoB 3hudB 55.76 373 2.06
1fmb 1hhp 31.91 94 2.23 1icwB 1mgsB 41.18 68 1.57 1japA 1sln 56.05 157 1.02
1hylB 2cp1 31.94 216 2.64 1aak 2uce 41.26 143 1.38 1rtp3 4pal 56.31 103 0.81
1smeB 1psaB 32.05 312 2.41 2fcr 1v 41.32 167 2.05 1hcp 2gda 56.72 67 2.87
1smeB 1bbs 32.20 323 2.45 3rp2B 1hf1 41.36 220 2.43 1csn 1ckjB 57.09 289 1.60
1icn 1opbD 32.28 127 2.54 1abrA 1apgA 41.63 245 1.68 1fkj 1yat 57.55 106 0.77
2lhb 2pghC 32.31 130 2.17 1iscB 1mngB 41.71 187 2.83 1crb 1opbD 57.69 130 0.84
3rp2B 1ton 32.41 216 2.12 1mucB 1chrB 41.81 342 1.24 1prcL 1pcrL 58.61 273 0.75
1hmpB 1hgxB 32.56 172 1.94 1ltdB 1gox 41.96 336 2.31 1rtp3 5pal 59.26 108 0.65
1ton 3rp2B 32.86 213 2.23 1xyzB 1xas 42.23 296 2.32 1rtp3 1cdp 59.26 108 0.70
1icn 1crb 33.07 127 2.33 3ladB 1lvl 42.32 449 1.86 1plc 7pcy 60.00 95 0.83
1glqB 1hncD 33.33 198 2.13 1gpr 1gleF 42.86 154 1.73 1jcv 1srdD 60.40 149 0.80
1apa 1apgA 33.47 242 2.40 2hvm 1cnv 42.96 270 2.00 1bp2 1pshC 60.53 114 1.48
1ppfE 3rp2B 33.65 211 1.75 2fd2 1fdn 43.14 51 2.56 2cba 1huh 60.55 256 1.04
3rp2B 1ppgE 33.65 211 2.33 1dsuB 1hf1 43.18 220 2.37 1cseE 1mpt 61.34 269 1.07
1ppfE 2cp1 33.65 211 2.07 1ton 1tnl 43.18 220 1.96 1spgB 1pbxB 62.07 145 1.00
1ton 1ppgE 33.66 205 2.48 1sltB 1hlcB 43.31 127 1.01 1ccr 1hrc 62.14 103 0.55
1crb 2hmb 33.86 127 1.61 1wdcC 1mysC 43.36 143 2.27 1rtp3 3pat 62.26 106 1.22
1pfxC 1hf1 33.93 224 2.26 1mls 1myt 43.45 145 1.17 1pvc4 2hwc4 62.90 62 1.22
2mev3 2hwf3 33.94 218 2.20 1arv 1llp 43.58 335 1.29 1ltsA 1tiiA 63.74 182 1.32
1dlhE 1hsaE 34.04 94 1.26 2gstB 1gta 44.44 207 2.10 1plc 2plt 64.21 95 1.08
2sga 1p12E 34.08 179 2.11 1pmy 1pzb 44.63 121 0.97 2omf 1pho 64.83 327 1.26
1dsuB 1ppgE 34.10 217 2.93 1ntn 1ntx 44.64 56 2.80 4xiaB 6xia 65.89 384 0.84
1ftpB 1opbD 34.15 123 2.20 1bp2 1pp2R 45.13 113 2.51 1cyg 1cdg 66.17 674 0.89
1ang 1rbn 34.19 117 2.83 1spgB 2mhbB 45.52 145 1.29 1gadP 3gpdR 66.36 327 1.39
1ntn 1cvo 34.43 61 2.16 1pmlC 1kdu 46.99 83 2.40 1mhcD 1hocA 66.54 272 1.98
1edt 2ebn 34.48 261 2.87 1pfxC 1tnl 47.00 217 1.87 1plc 1plb 66.67 96 1.13
1antL 2achA 34.64 332 2.22 2mcm 1noa 47.27 110 1.29 2aaa 6taa 66.88 474 0.88
1ppfE 1tnl 34.93 209 2.16 3pga4 3ecaD 47.46 295 1.20 1ang 1agi 66.95 118 0.86
1pfxC 2cp1 34.98 223 2.19 2acq 1ral 47.67 300 1.34 1vls 2asr 68.09 141 2.26
1ntn 1cdtB 35.00 60 2.45 2achA 9apiA 47.75 333 1.28 451c 1cch 68.29 82 1.79
1avdB 1srjB 35.14 111 2.19 1hngB 1hnf 48.00 175 2.35 9pap 1ppo 68.40 212 1.23
1ppfE 1hf1 35.35 215 1.93 1xnb 1xyn 48.30 176 2.02 1mhcD 1hsaD 68.98 274 1.76
1ofv 2fcr 35.71 168 2.59 1frd 1fxiD 48.42 95 1.93 1ofv 1v 70.66 167 0.62
1hip 1hpi 35.71 70 2.44 2hpeB 1hhp 48.48 99 1.37 1prtH 1prtI 70.92 196 1.06
1dsuB 1ton 35.94 217 2.66 1ccr 1cry 48.48 99 0.99 6fabL 1reiB 71.03 107 1.02
1icwB 1rhpD 35.94 64 1.66 1ino 2prd 48.82 170 1.53 1fbaD 1ald 71.10 353 2.22
1ton 2cp1 36.07 219 2.16 1ivd 1nnb 48.83 383 1.28 2mev2 1tme2 72.29 249 1.43
1cxc 1cry 36.08 97 2.82 1tys 1tis 49.03 259 1.96 1gpl 1hplB 72.33 430 1.56
1poh 1ptf 36.14 83 1.16 2ihl 2eql 49.22 128 1.57 1lnh 1yge 72.72 832 1.71
1ptf 1hdn 36.14 83 1.62 3rp2B 2cp1 49.33 223 0.74 8tlnE 1npc 73.10 316 0.86
1ldm 1ldnH 36.24 298 1.88 1axn 1ain 49.68 314 1.50 1hsbB 1fruF 74.75 99 0.67
3rp2B 1tnl 36.28 215 1.89 1nhkR 1ndlC 50.00 138 0.91 1apa 1pagB 75.38 260 0.86
2mcm 1akp 36.36 110 2.80 1axn 1anxC 50.16 315 1.89 1gpl 1lpbB 76.28 430 1.02
1abrA 1mrk 36.40 239 1.90 1prcM 1pcrM 50.17 303 1.47 1i1b 2mib 78.67 150 1.24
1allA 1cpcB 36.54 156 2.27 1hrjB 1hunB 50.77 65 2.17 1plc 9pcy 78.79 99 0.77
1pfxC 1ton 36.65 221 2.64 1rtp3 1rro 50.93 108 0.80 1burV 1rldT 78.86 123 0.78
1dokB 1hunB 36.76 68 1.95 2cae 8catB 51.06 470 1.14 2lbp 2liv 79.36 344 0.88
2fcr 1ofv 36.90 168 2.36 1frd 1frrB 51.09 92 1.76
1dsuB 1tnl 37.16 218 1.72 1meyG 1zaaC 51.22 82 0.93

Tabelle 8.1: Aus der HSSP{Datenbank verwendete paarweise Alignments
(205): Identit�at (Id), Anzahl (#) alinierter Positionen und
RMS{Abweichung (RMS) (sortiert nach Id) [131].

Die JOY{Datenbank [306] enth�alt eine handverlesene Sammlung von Struktur-
alignments, die mit den Programmen COMPARER [304] beziehungsweise dem mul-
tiplen Strukturalignmentverfahren MNYFIT [332] erzeugt und teilweise von Hand
nachgebessert wurden. In Tabelle 8.2 sind die 59 aus der JOY{Datenbank mit den
beschriebenen Kriterien ausgew�ahlten Paare zusammen mit der Identit�at, der
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Anzahl alinierter Positionen und der RMS{Abweichung entsprechend des Daten-
bankalignments aufgef�uhrt. Die JOY{Alignments stellen einen schwierigeren Test

1 2 Id[%] # RMS[�A] 1 2 Id[%] # RMS[�A] 1 2 Id[%] # RMS[�A]
2mm1 1lh1 17.01 147 2.84 6ldh 1ldb 35.17 290 1.50 1ads 1ral 47.67 300 1.24
3fxn 2fcr 20.15 134 2.61 1hhl 1alc 35.25 122 1.84 1st3 1thm 47.74 266 1.35
2mm1 2lhb 21.17 137 1.97 2alp 2sga 35.75 179 1.51 9pap 2act 48.34 211 0.98
2mm1 2hbg 21.43 140 2.18 2mcm 1acx 36.11 108 1.63 1tis 3tms 49.03 259 2.36
2cpp 1cpt 21.73 382 2.83 1bbs 4cms 38.29 316 1.67 5pal 5cpv 50.00 108 0.93
2mm1 1ecd 22.06 136 1.83 3est 2ptn 38.64 220 1.33 1hhl 1lz1 56.59 129 1.07
2mm1 1mba 22.38 143 2.17 1bp2 1ppa 38.94 113 1.58 1fkb 1yat 57.01 107 0.85
3fxn 1ofv 23.88 134 2.55 3est 2gch 39.56 225 1.54 1fus 1rds 57.84 102 1.46
3fxn 1v 24.06 133 2.48 6ldh 1llc 39.62 313 2.26 1fus 1rnt 59.80 102 1.33
1bbs 3app 24.60 309 2.47 1bbs 5pep 39.63 323 1.57 1st3 1sbt 59.85 269 1.22
1bbs 4ape 25.48 314 2.96 3aat 1ama 39.90 396 1.55 1st3 1sbc 60.97 269 1.06
1bbs 2apr 26.20 313 2.25 1bp2 1bbc 41.74 115 1.68 1ca2 2cab 61.57 255 1.04
3dfr 8dfr 28.12 160 2.17 1f3g 1gpr 42.28 149 1.51 6ldh 2ldx 64.02 328 1.80
3fxn 1fx1 29.20 137 1.97 1cry 1ycc 43.14 102 1.61 1pho 1omf 64.53 327 0.90
1bbs 1mpp 29.81 322 2.97 1cry 1ccr 44.12 102 1.65 9pap 1ppo 68.40 212 1.03
3est 1ton 30.77 221 2.22 5pal 1omd 44.86 107 0.78 1cor 351c 69.14 81 1.56
8tlnE 1ezm 31.07 280 2.87 2mm1 1myt 45.21 146 1.31 6ldh 5ldh 71.43 329 2.59
3est 1sgt 34.11 214 2.07 1tis 4tms 46.79 265 2.65 8tlnE 1npc 72.15 316 1.00
1hc1 1lla 34.19 582 2.28 2mcm 1noa 46.85 111 1.21 2lbp 2liv 79.07 344 0.78
1cry 2c2c 34.34 99 1.63 5pal 1pal 47.66 107 1.03

Tabelle 8.2: Aus der JOY{Datenbank verwendete paarweise Alignments
(59): Identit�at (Id), Anzahl (#) alinierter Positionen und
RMS{Abweichung (RMS) (sortiert nach Id) [131].

f�ur die Sequenzstrukturalignmentmethoden da, weil es sich bei ihnen um auf
struktureller Information abgeleitete Alignments handelt, die nicht ohne weite-
res mit Sequenzalignmentmethoden reproduziert werden k�onnen. Im Vergleich
zu den Beispielen aus der HSSP{Datenbank liegt die Sequenzidentit�at der Refe-
renzalignments aus JOY etwas niedriger und beginnt bereits bei 17% f�ur die zwei
Globine 2mm1 und 1lh1. Daher ist eigentlich zu erwarten, da� auf dieser Testmen-
ge Methoden, die auch Sequenzinformation verwenden, schlechtere Ergebnisse als
auf der HSSP{Menge liefern.
Die weitaus schwierigste Herausforderung f�ur Sequenzstrukturalignmentmetho-
den wie RDP und 123D ist der Vergleich gegen Struktursuperpositionierungs-
verfahren, wie zum Beispiel SARF2 [7, 8]. SARF2 ist ein Strukturalignmentpro-
gramm, welches zun�achst nach gut superpositionierbaren Sekund�arstrukturele-
menten sucht und dann darauf aufbauend versucht, die Superposition auf weite-
re Reste auszudehnen. Um repr�asentative Aussagen zu erm�oglichen, wurden f�ur
diesen Test die 251 Proteine der Repr�asentativmenge hobohm 96 25 [148] aus-
gew�ahlt, die nach der SCOP{Klassi�zierung [243] aus nur einer Dom�ane bestehen.
Die 251 Strukturen wurden mit SARF2 paarweise superpositioniert und die aus der
Superpositionierung abgeleiteten Alignments den bereits beschriebenen Kriterien
unterworfen.
In Tabelle 8.3 sind die 73 mittels SARF2 bestimmten Paare zusammen mit der
Sequenzidentit�at, der Anzahl alinierter Positionen und der RMS{Abweichung ent-
sprechend des SARF2{Strukturalignments aufgef�uhrt. Die Sequenzidentit�at gem�a�
der Strukturalignments liegt zwischen 6:5% f�ur die Ferredoxin �ahnlichen Faltun-
gen 1aps und 2bopA und 28:9% f�ur die Ribonukleasen 7rsa und 1onc. F�ur die
Ribonukleasen wird damit sogar der bei der Ableitung der Repr�asentativmenge
verwendete Grenzwert von 25% Sequenzidentit�at �uberschritten. Dies liegt daran,



188 KAPITEL 8. ERGEBNISSE

1 2 Id[%] # RMS[�A] 1 2 Id[%] # RMS[�A] 1 2 Id[%] # RMS[�A]

1aps 2bopA 6.45 62 2.73 2hbg 1ash 14.84 128 2.22 1dynA 1pls 20.88 91 2.20
1was 256bA 7.79 77 2.72 1hrm 2gdm 15.15 132 2.04 1epaB 1mup 21.28 141 1.98
2bopA 1aps 8.06 62 2.87 2fal 1pbxA 15.56 135 2.19 1mup 1epaB 21.28 141 1.98
1eca 1pbxA 8.20 122 2.38 1arv 2cyp 15.81 234 2.02 1eca 1hlb 22.05 127 2.02
7pcy 2azaA 10.39 77 2.57 3cla 1dpb 16.67 156 2.43 1bbt1 2mev1 22.29 166 1.94
1bgc 1rcb 10.99 91 2.16 1lkkA 2pleA 16.88 77 2.66 1hrm 1pbxA 22.30 139 1.73
2fal 1ash 11.43 140 1.83 256bA 2ccyA 17.05 88 1.73 1rcf 4fxn 23.13 134 2.08
1bgc 1lki 12.30 122 2.41 1arb 1try 17.18 163 2.04 4fxn 1rcf 23.44 128 2.30
1bbpA 1hbq 12.31 130 2.04 1hrm 1hlb 17.19 128 1.85 2pleA 1lkkA 23.53 85 2.10
1eca 2gdm 12.40 129 2.78 1dhr 1hdcA 17.53 194 2.18 1pyp 2prd 23.60 161 1.87
1ash 1hlb 12.69 134 2.30 2fal 2gdm 17.60 125 2.80 2fal 1eca 23.66 131 2.05
4fgf 1hce 12.73 110 2.24 1pbxA 1hlb 17.60 125 2.21 3dfr 1dyr 23.87 155 1.57
1hrm 1ash 12.78 133 1.91 1hdcA 1dhr 17.62 193 2.20 2fal 1hrm 23.94 142 2.05
1ltsD 1prtF 13.58 81 2.09 2hbg 2gdm 18.11 127 2.29 1pne 2acg 23.97 121 1.66
1pbxA 1ash 13.71 124 2.15 2gdm 1hlb 18.32 131 2.67 2acg 1pne 23.97 121 1.66
4fgf 1i1b 13.76 109 2.22 1i1b 1hce 18.63 102 2.34 1cpcA 1cpcB 24.18 153 1.64
1i1b 1wbc 13.91 115 2.32 2fal 1hlb 18.66 134 2.31 1dyr 3dfr 24.52 155 1.77
3chy 5p21 13.98 93 2.71 1hrm 1eca 19.12 136 1.70 1itg 1vsd 25.23 111 1.71
1prtD 1prtF 14.10 78 1.93 2hbg 1pbxA 19.55 133 1.56 1vsd 1itg 25.23 111 1.71
1eca 1ash 14.29 133 1.97 1epaB 1hbq 19.70 132 2.08 1bbt2 1pvc2 27.17 184 1.34
1minA 1minB 14.29 357 2.53 2hbg 1hlb 20.00 125 2.23 1bbt3 4rhv3 28.02 207 1.67
1minB 1minA 14.41 354 2.50 2hbg 2fal 20.00 135 2.30 1onc 7rsa 28.89 90 1.46
2gdm 1pbxA 14.53 117 2.33 2hbg 1eca 20.16 124 2.49 7rsa 1onc 28.89 90 1.46
1hbq 1bbpA 14.73 129 1.99 1hbq 1epaB 20.45 132 1.95
256bA 2hmzA 14.81 81 2.74 2hbg 1hrm 20.77 130 1.97

Tabelle 8.3: Mit SARF2 ermittelte Paare (73): Identit�at (Id), Anzahl (#)
alinierter Positionen und RMS{Abweichung (RMS) (sortiert
nach Id) [131].

da� zur Berechnung der Repr�asentativmenge Sequenzalignmentmethoden ver-
wendet werden und diese bei den �ublicherweise verwendeten Parametrisierungen
mehr Positionen, zum Beispiel sequenzun�ahnliche Schleifenbereiche, in das Align-
ment einbeziehen als dies durch Strukturalignmentverfahren wie SARF2 geschieht,
die strukturell unterschiedliche und damit h�au�g auch sequenzun�ahnliche Schlei-
fen per de�nitionem nicht alinieren.
Um den im Threading �ublichen Fall zu simulieren, da� die Struktur des unter-
suchten Proteins nicht bekannt ist, wurde die jeweils erste Struktur eines Paares
als bekannt und die andere als unbekannt angenommen, so da� es sich bei den im
folgenden durchgef�uhrten Tests um Sequenzstrukturalignments handelt, bei de-
nen zwar beide Strukturen bekannt sind, aber eine der Strukturen ignoriert wird.
Die Tabelle 8.4 zeigt die Anzahl der so generierten Testbeispiele und gibt eine

Alignment{ alinierte [%] # CATH (siehe
#

l�ange
RMS [�A] Identit�at [%]

Positionen Abschnitt 3.3.5)
3 unclassi�ed,

38 �, 73 �, 60 ��,
HSSP 205 50 { 832 0.6 { 3.0 30 { 80 90 { 100

1 few sec. struc.,
30 multi-domain

16 �, 15 �, 21 ��,
JOY 59 81 { 532 0.8 { 3.0 17 { 80 91 { 100

7 multi-domain

SARF2 73 120 { 661 1.3 { 2.9 6.5 { 29 70 { 100 34 �, 18 �, 21 ��

Tabelle 8.4: Eigenschaften der aus HSSP [310], JOY [306] und mit SARF2 [7]
ausgew�ahlten Testmengen [131].

�Ubersicht �uber die aus HSSP, JOY beziehungsweise mit dem Strukturalignment-
programm SARF2 ausgew�ahlten Alignments und die zugeh�origen Strukturen. Die
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Sequenzidentit�at kann auch f�ur Sequenzstrukturalignmentmethoden die paarwei-
se Wechselwirkungen in die Alignmentberechnung einbeziehen als ein Kriterium
f�ur die Schwierigkeit der Berechnung eines qualitativ guten Alignments angese-
hen werden. Dies liegt zum einen daran, da� das Wechselwirkungsnetzwerk desto
st�arker zwischen zwei Proteinen konserviert ist, je h�oher die Sequenzidentit�at ist,
und zum anderen daran, da� auch Wechselwirkungspotentiale in der Regel Wech-
selwirkungen bevorzugen, bei denen die beteiligten Aminos�auren konserviert sind.
Die f�unfte Spalte der Tabelle 8.4 belegt, da� die Schwierigkeit der Beispiele von
den Testbeispielen aus der HSSP �uber die aus JOY extrahierten Beispiele bis hin
zu den reinen Strukturalignments zunimmt, die mit SARF2 berechnet wurden.
Damit kann anhand dieser Testbeispiele gleichzeitig eine Absch�atzung versucht
werden, bis zu welchem Schwierigkeitsgrad Sequenzstrukturalignmentmethoden
anwendbar sind, um f�ur die vergleichende Modellierung verwendbare Sequenz-
strukturalignments zu berechnen.
Durch die restriktiven Auswahlkriterien, was die RMS{Abweichung und den An-
teil der superpositionierbaren Reste betri�t, soll sichergestellt werden, da� ein
Alignment existiert, durch welches das die Faltungen stabilisierende Wechselwir-
kungsnetzwerk (nicht die unbedingt die daran beteiligten Aminos�auren) konser-
viert wird. Inwieweit und insbesondere bis zu welchem Detailgrad der Unterschei-
dung von Wechselwirkungen dies der Fall ist, ist zu untersuchen, soll aber hier
ein Desiderat bleiben.
Durch die Existenz eines derartigen Alignments ist sichergestellt, da� Methoden
wie Threader und RDP aufgrund ihrer verwendeten Bewertungsfunktionen die
Chance haben, ein strukturrichtiges Alignment mit guter Bewertung zu �nden.

8.3.3 Vergleich auf der Basis von multiplen HSSP{Alignments

Die Abbildungen 8.1 und 8.6 vergleichen die G�ute der mit der RDP{Methode f�ur
die aus der HSSP{Datenbank ausgew�ahlten Sequenzstrukturpaarungen berechne-
ten Alignments mit denen, die mit 123D [5] beziehungsweise den Programmen
Threader1 [168] und Threader2 [167] berechnet wurden. Da es sich bei 123D um
eine sehr schnelle Methode handelt, wurden die Vergleichsalignments f�ur 32 plau-
sible Parameters�atze berechnet und anschlie�end derjenige 123D{Parametersatz
f�ur den Vergleich mit der RDP{Methode ausgew�ahlt, der die besten Ergebnisse
f�ur die Testmenge gem�a� des hier verwendeten RMS{Kriteriums liefert. F�ur die
Testl�aufe mit dem Programmen Threader1 und Threader2 wurden die Standard-
parameter verwendet, die von David T. Jones mit dem Programm mitgeliefert
werden [167]. F�ur die RDP{Methode werden die Parameter und Potentiale ver-
wendet, die sich in Abschnitt 7.7 als am besten herausgestellt haben.
In der Abbildung 8.1 sind die Alignments nach ihrer G�ute bez�uglich des RMS{
Kriteriums als Histogramm aufgetragen. Die dunkelblauen Balken zeigen die
RMS{Abweichung f�ur die aus HSSP ausgew�ahlten Referenzalignments. Gem�a�
eines der Kriterien f�ur die Auswahl eines Alignments liegt die RMS{Abweichung
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Abbildung 8.1: Histogramm der RMS{Abweichungen der von 123D (hell-
blau), Threader2 (gr�un), Threader1 (orange) und RDP (rot)
berechneten Sequenzstrukturalignments im Vergleich f�ur 205
HSSP (dunkelblau) Alignments. Die Legende gibt f�ur jede Me-
thode die Anzahl der Alignments (gesamt) an, deren RMS{
Abweichung kleiner als die des HSSP{Alignments + 2�A ist.

aller 205 Referenzalignments zwischen 0 und 3�A, wobei die meisten Alignments ei-
ne RMS{Abweichung von etwa 2�A haben. Es mu� hier nochmals betont werden,
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da� diese Alignments bei weitem keine repr�asentative Auswahl aus der HSSP{
Datenbank darstellen, was ihre Qualit�at bez�uglich des RMS{Kriteriums betri�t.
Der qualitative Unterschied zwischen den verglichenen Sequenzstrukturalignment-
methoden zeigt sich bereits auf den ersten Blick, wenn man die Anzahl der Align-
ments betrachtet, f�ur die die RMS{Abweichung der zugeh�origen Struktursuper-
position die des Referenzalignments maximal um 2�A �uberschreitet.
Die RDP{Methode erreicht hier mit 201 von 205 Alignments einen Wert, der
von den zum Vergleich herangezogenen Methoden unerreicht bleibt (siehe Le-
gende von Abbildung 8.1). Abgeschlagen mit 184 von 205 guten Alignments
folgt die Methode 123D. Dabei ist anzumerken, da� zum Vergleich die 123D{
Parameterkombination herangezogen wurde, die von 32 weiteren Parameters�atzen
f�ur diese Testmenge bez�uglich des verwendeten Kriteriums die besten Ergebnisse
lieferte. Das verbreitet eingesetzte Programm Threader berechnet in diesem Test
in seiner aktuellen Version [167] f�ur 151 F�alle brauchbare Alignments und in sei-
ner �alteren Version [168] nur 81 Sequenzstrukturalignments, die dem Kriterium
gen�ugen.
Die mit 123D f�ur diese Beispiele berechneten Alignments sind in den hellblauen
Balken zusammengefa�t. In 184 F�allen �uberschreitet das 123D{Alignment die
durch die Referenz vorgegebene RMS{Abweichung um weniger als 2�A. In 81
F�allen ist die RMS{Abweichung f�ur das 123D{Alignment deutlich gr�o�er als die
des Referenzalignments. In 20 F�allen �uberschreitet die RMS{Abweichung f�ur das
123D{Alignment die zur Orientierung eingezeichnete 4�A{Marke.
Die RMS{Abweichung f�ur die 123D{Alignments 2ak3B-3adk und 1ton-1hf1 be-
tr�agt 8:0�A beziehungsweise 8:4�A. Im folgenden werden die Ursachen f�ur derartig
hohe Abweichungen analysiert. Abbildung 8.2 zeigt in der roten Kurve den posi-
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Dist. Succ.  =    36.01
Dist. Pred.  =    32.29
Distance Max =    32.86
RMS          =     8.02
Norm Dist.   =     2.00
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Abbildung 8.2: Analyse des positionellen Abstandes in der optimalen Super-
position gem�a� des 123D{Alignments der Sequenz von 3adk

gegen die Struktur von 2ak3B (RMS 8:0�A).

tionellen Abstand zweier von 123D alinierter Aminos�aurereste in der zugeh�origen
optimalen Superposition f�ur die Adenylatkinasen 3adk und 2ak3B. Es zeigt sich,
da� neben vernachl�assigbaren Fehlern am Anfang des Alignments der Hauptfehler
dieses Alignments darin besteht, da� im mittleren Bereich eine Helix von 2ak3B

auf einen Strang von 3adk gelegt wird.
Ein Vergleich mit dem in Abbildung 8.3 dargestellten positionellen Abstand
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Dist. Succ.  =    11.22
Dist. Pred.  =    16.33
Distance Max =    15.06
RMS          =     2.61
Norm Dist.   =     2.00
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Abbildung 8.3: Analyse des positionellen Abstandes in der optimalen Super-
position gem�a� des RDP{Alignments der Sequenz von 3adk

gegen die Struktur von 2ak3B (RMS 2:6�A).

gem�a� des RDP{Alignments zeigt, wieso die RDP{Methode f�ur die Adenylat-
kinase 3adk (195 Aminos�auren) ein Sequenzstrukturalignment mit der Adenylat-
kinase 2ak3B (226 Aminos�auren) mit einer RMS{Abweichung von 2:6�A bei 165
alinierten Positionen und 27:7% Identit�aten errechnet. Der wesentliche Unter-
schied besteht in der richtigen Zuordnung der in dem 123D{Alignment fehlerhaft
alinierten Helix.

Auch f�ur die zwei Serinproteasen 1ton (235) und 1hf1 (234) berechnet die RDP{
Methode ein Alignment mit einer RMS{Abweichung von nur 2:5�A bei 193 ali-
nierten Positionen und einer Sequenzidentit�at von 41:6%. In der Abbildung 8.4
werden die von Threader1, Threader2, 123D und RDP berechneten Alignments
mit dem Referenzalignment aus der HSSP{Datenbank verglichen. Die Linien ge-
ben neben der Information, welche Positionen im Referenzalignment aliniert sind,
auch die Verschiebung bez�uglich des Referenzalignments an. Das RDP{Alignment
(2:5�A, 193) unterscheidet sich vom Referenzalignment (2:8�A, 218) im wesentli-
chen durch eine geringere Anzahl (25) alinierter Positionen. Die Abbildung 8.4
zeigt deutlich, da� neben weiteren kleinen Abweichungen der wesentliche Fehler
des 123D{Alignments im zentralen Bereich des Alignments liegt, wo eine notwen-
dige Einf�ugung an der falschen Stelle vorgenommen wird.

Desweiteren zeigt Abbildung 8.4 ein typisches Beispiel f�ur den Fortschritt zwi-
schen den Versionen 1 [168] und 2 [167] der vermarkteten Threadingsoftware
Threader. W�ahrend Threader1 f�ur die Serinproteasen 1ton und 1hf1 noch ein
Sequenzstrukturalignment mit 16:7�A RMS{Abweichung berechnet, liefert die ak-
tuelle Version Threader2 ein Alignment mit 3:5�A RMS{Abweichung, in dem aber
im Vergleich zum RDP{Alignment (RMS 2:5�A) bez�uglich des HSSP{Alignments
mit 2:8�A RMS{Abweichung immer noch einige Reste falsch zugeordnet sind.

Mit dem bereits vermarkteten Programm Threader1 [168] konnte f�ur zwei der
Beispiele kein Alignment berechnet werden, da der Sekund�arstrukturanteil der
beiden Strukturen von dem Programm als zu gering angesehen wurde. F�ur die
verbleibenden 203 Beispiele wurde nur f�ur 81 F�alle von Threader1 Sequenzstruk-
turalignments berechnet, deren RMS{Abweichung die des Referenzalignments um
weniger als 2�A �uberschreitet. F�ur 40 (15) der von Threader1 berechneten Align-
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Threader1 Alignment 1ton mit 1hf1 (Linien zeigen Referenzalignment)
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ments liegt die RMS{Abweichung �uber 10 (15)�A und in 3 F�allen sogar �uber 20�A.
Zumindest in diesen 40 von 203 F�allen kann davon ausgegangen werden, da� das
von Threader1 berechnete Alignment vollkommen falsch ist. Auf eine detaillierte
Analyse der Threader1{Ergebnisse kann verzichtet werden.
Allgemein best�atigt sich die auch zu erwartende Verbesserung von Threader2 ge-
gen�uber Threader1, die sich bereits am Einzelbeispiel aus Abbildung 8.4 andeu-
tet. Sowohl der allgemeine Vergleich (siehe Abbildung 8.1) als auch der paarbezo-
gene Vergleich (siehe Abbildung 8.6) belegen den Fortschritt. F�ur 151 Threader2{
Alignments liegen die RMS{Abweichungen weniger als 2�A �uber den durch die
Referenzalignments vorgegebenen Richtwerten. Dies bedeutet eine Verdopplung
der Anzahl der guten Alignments gegen�uber Threader1 (siehe oben).
Wie Abbildung 8.1 zeigt, �uberschreiten die RMS Abweichungen der mit der
Version Threader2 berechneten Alignments jedoch immer noch in 22 von 205
F�allen teilweise deutlich die 6�A{Marke. Zum Vergleich �uberschreiten nur 5 RDP{
Alignments f�ur diesen Test �uberhaupt die 4�A{Marke (siehe Abbildung 8.1).

Theader 1cxc_000:QEG~~~~~GDPEAGAKAFN~QCQTCHVIVDDSGTTIAGRNAKTGPNLYGV−−−VGRTAGT
Theader 1hrc_000:−−−~~~~~−−−−−−−−−−−~−−−−−−−−−−−−−−−−−UGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEK
Allowed_000:       .....................................................
HSSP    1cxc_000:~~~QE−G−GDPEAGAKAFN−QCQTCHVIVDDSGTTIAGRNAKTGPNLYGV~~~VGRTAGT
HSSP    1hrc_000:~~~−−UGUGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEK−−−−−−−GGKHKTGPNLHGL~~~FGRKTGQ

Theader 1cxc_060:QADFKGYGEGMKEAGAKGL−−−−−AWDEEHFVQYVQDPTKFLKEYTGDAKAKGKMTF−−−
Theader 1hrc_060:GGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGFTYTDANKNKGITWKEETLMEYLENPKKYIPGTKMIF
Allowed      060:............................................................
HSSP 1cxc   _060:QADFKGYGEGMKEAGAKGL~~~~~AWDEEHFVQYVQDPTKFLKEYTGDAKAKGKMTF~~~
HSSP 1hrc   _060:APGFTYTDANKN−−−−KGI~~~~~TWKEETLMEYLENPKKYIPGT−−−−−−−−KMIF~~~

Theader 1cxc_120:−KLKKEADAHNIWAYLQQVAVRP~~~~~~~~~
Theader 1hrc_120:AGIKKKTEREDLIAYLKKATNE−~~~~~~~~~
Allowed      120:******************              
HSSP    1cxc_120:−KLKKEADAHNIWAYLQQ~~~~~VAVRP−−−−
HSSP    1hrc_120:AGIKKKTEREDLIAYLKK~~~~~−−−−−ATNE

Abbildung 8.5: Positioneller Alignmentvergleich (siehe Abschnitt 8.3.1) des
Threader2{Alignments f�ur die Zytochrom{C{Proteine 1cxc

und 1hrc mit dem HSSP{Alignment (Die 18 identisch ali-
nierte Positionen sind mit Sternen annotiert).

In den F�allen, wo die RMS{Abweichung gr�o�er als 6�A ist, stimmt das Threader2{
Alignment, wie zum Beispiel f�ur das Paar 1cxc und 1hrc in Abbildung 8.5 gezeigt
wird, nur an sehr wenigen Stellen (im Beispiel 18) mit dem Referenzalignment
�uberein. Damit best�atigt das Ma� der korrekt alinierten Positionen die RMS{
Abweichung (f�ur das Beispiel 12:8�A).
Insgesamt zeigt sich schon hier, da� das Programm Threader2, trotz signi�kan-
ter Verbesserungen gegen�uber Threader1, auf dem HSSP{Datensatz schlechtere
Alignments berechnet als die an der GMD entwickelten Methoden 123D und RDP.
Noch deutlicher wird dies, wenn wie in Abbildung 8.6 die RMS{Abweichungen
f�ur die einzelnen Alignments aufgetragen werden.
In Abbildung 8.6 sind die einzelnen Alignments nach der RMS{Abweichung des
jeweiligen RDP{Alignments aufsteigend sortiert. Das RDP{Alignment erreicht
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Alignments (aufsteigend sortiert nach RDP).

in sehr vielen F�allen die Qualit�at des HSSP{Referenzalignments (gr�une Kurve).
Die Werte f�ur die 123D{Alignments (rote Kurve) liegen im Durchschnitt deutlich
�uber denen der RDP{Alignments. Damit best�atigt sich der anhand der zuvor
betrachteten Einzelbeispiele abzeichnende Trend, da� die RDP{Methode bessere
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Alignments liefert als das schnelle 123D und somit einen signi�kanten Beitrag
zur Alignmentqualit�at gemessen an dem RMS{Kriterium leistet. Dieser Trend
wird auch ma�geblich durch die Tatsache gest�utzt, da� nur 5 RDP{Alignments
f�ur diesen Test die 4�A{Marke �uberschreiten, w�ahrend f�ur 123D in 21 Beispielen
Sequenzstrukturalignments mit einer RMS{Abweichung gr�o�er als 4�A und f�ur
Threader1 und Threader2 noch deutlich mehr Alignments mit gro�en RMS{
Abweichungen erwartet werden m�ussen.
Die 205 mit Threader2 berechneten Alignments sind in Abbildung 8.6 als hell-
blaue Kurve aufgetragen. Bis auf wenige Ausnahmen liegt der RMS der Threader2{
Alignments immer �uber dem der RDP{Alignments und in aller Regel auch �uber
dem der 123D{Alignments. Die 203 mit Threader1 berechneten Alignments sind
in Abbildung 8.6 als gelbe Kurve gezeigt. Die Threader1{Alignments sind in
fast allen F�allen schlechter als die Threader2{Alignments und damit fast immer
wesentlich schlechter als die mit der RDP{Methode berechneten Alignments.
Von den RDP{Alignments haben nur 5 eine RMS{Abweichung gr�o�er als 4�A
und keines eine gr�o�ere als 5�A. Dabei handelt es sich bis auf eine Ausnahme um
Proteine mit mehr als 300 Aminos�auren, f�ur die auch ein Alignment zwischen
4 und 5�A nicht direkt als schlecht einzustufen ist. Die einzige Ausnahme bildet
das Alignment der Sequenz der Serinproteasen 1ton (227 Reste) gegen die Struk-
tur der Serinprotease 1dsuB (228 Reste) mit einer RMS{Abweichung von 4:9�A,
w�ahrend das Referenzalignment nur eine RMS{Abweichung von 2:7�A aufweist.
Abbildung 8.7 vergleicht die mit den verschiedenen Methoden f�ur die Proteine
1dsuB und 1ton berechneten Sequenzstrukturalignments. Das kompaktere 123D{
Alignment ist in diesem Fall nicht nur bez�uglich der RMS{Abweichung, sondern
auch bez�uglich des Verschiebungsfehlers klar besser als das RDP{Alignment.
Abbildung 8.6 zeigt, da� es sich dabei um eine der wenigen Ausnahmen auf dieser
Testmenge handelt, wo das RDP{Alignment deutlich schlechter als ein mit einer
anderen Methode berechnetes Alignment ist.

8.3.4 Vergleich auf der Basis von JOY{Strukturalignments

Die Abbildungen 8.8 und 8.9 vergleichen die G�ute der mit der RDP{Methode
f�ur die aus der JOY{Datenbank ausgew�ahlten Sequenzstrukturpaare berechneten
Alignments mit denen, die mit 123D [5], Threader1 und Threader2 [168] berech-
net wurden. Die Wahl der Parameter der verschiedenen Methoden erfolgte, wie
bereits in Abschnitt 8.3.3 beschrieben.
In der Abbildung 8.8 sind die Alignments nach ihrer G�ute bez�uglich des RMS{
Kriteriums als Histogramm aufgetragen. Die dunkelblauen Balken zeigen die
RMS{Abweichung f�ur die aus JOY ausgew�ahlten Referenzalignments. Gem�a� ei-
nes der Kriterien f�ur die Auswahl eines Alignments liegt die RMS{Abweichung
aller 59 Referenzalignments zwischen 0 und 3�A, wobei die meisten Alignments
eine RMS{Abweichung von etwa 2�A haben (siehe auch Tabelle 8.2).
Die mit 123D f�ur diese Beispiele berechneten Alignments sind in den hellblau-
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Abbildung 8.8: Histogramm der RMS{Werte der von 123D(hellblau),
Threader2(gr�un), Threader1(orange), und RDP(rot) berech-
neten Sequenzstrukturalignments im Vergleich f�ur 59 JOY

(blau) Alignments. Die Legende gibt f�ur jede Methode die
Anzahl der Alignments (gesamt) an, deren RMS{Abweichung
kleiner als die des JOY{Alignments + 2�A ist.

en Balken zusammengefa�t. In 45 F�allen �uberschreitet das 123D{Alignment die
durch die Referenz vorgegebene RMS{Abweichung um weniger als 2�A. In 14
F�allen ist die RMS{Abweichung f�ur das 123D{Alignment mehr als 2�A gr�o�er als
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die des Referenzalignments. In 16 F�allen �uberschreitet die RMS{Abweichung f�ur
das 123D{Alignment die zur Orientierung eingezeichnete 4�A{Marke.
Von den mit Threader2 berechneten Alignments erreichen nur 38 der Alignments
das gesetzte Qualit�atskriterium und, f�ur Threader1 sind es sogar nur 24 von 59.
Auch f�ur die Beispiele aus der JOY{Datenbank erreicht die RDP{Methode mit den
in Abschnitt 7.7 festgelegten Parametern die besten Ergebnisse. Und zwar liegt
die RMS{Abweichung f�ur 56 der 59 Alignments innerhalb der Toleranzgrenze von
2�A �uber der des Referenzalignments.
Abbildung 8.9 zeigt, da� nicht nur mehr RDP{Alignments das gesetzte Qua-
lit�atskriterium erf�ullen, sondern da� auch in der Regel deren RMS{Abweichung
geringer als die mit Konkurrenzmethoden berechneter Alignments ist. Es gibt
vier Ausnahmen.
Die erste bilden die Nitrogenasen 1st3 (269) und 1sbc (274), wo die RDP{
Methode nur die 119 Reste beider Proteine mit einem RMS von 2:5�A aliniert,
w�ahrend alle anderen Methoden wie auch die Referenz zus�atzlich auch die restli-
chen 129 Reste mit einer RMS{Abweichung von 1:0�A alinieren. Da� RDP nur
den jeweils zweiten Teil der Proteine aliniert, liegt daran, da� in der RDP{
Methode Gaps nicht bestraft werden. Auch beim Alignment einer weiteren Nitro-
genase (1sbt, 275 Reste) gegen die Struktur von 1st3 ist RDP mit 3:5�A RMS{
Abweichung schlechter als die anderen Methoden, da in dem Alignment eine Helix
und damit auch der nachfolgende Strang um eine Helixwindung verschoben wer-
den. Die Vermutung, da� die Struktur 1st3 eine Besonderheit aufweist, die diesen
Fehler hervorruft, konnte nicht belegt werden.
Die Protease 1bbs f�allt ebenfalls zweifach auf: Zum einen ist das 123D{Alignment
(3:6�A) von 1bbs mit der Sequenz von 2apr von der RMS{Abweichung 0:5�A besser
als das entsprechende RDP{Alignment (4:1�A), das im wesentlichen im hinteren
Bereich einige kleinere Verschiebungsfehler in den Str�angen aufweist. Zum ande-
ren geh�ort das RDP{Alignment der S�aureproteasen 1mpp (357) und 1bbs (331)
zu den drei RDP{Alignments, die das G�utekriterium nicht erreichen. Das RDP{
Alignment hat bei einer Sequenzidentit�at von 23:5% eine RMS{Abweichung von
4:7�A (in der Referenz: 3:0�A bei 30% Sequenzidentit�at).
Das zweite

"
schlechte\ RDP{Alignment aliniert die zwei Hydrolasen 1ezm (298)

und 8tlnE (316) mit einer RMS{Abweichung von 4:8�A (Referenzalignment: 2:9�A
und 31:0%). Hier erreichen auch die anderen Methoden kein besseres Ergebnis
(siehe zweitletzte Spalte in Abbildung 8.9).
Das schlechteste Alignment von RDP wird f�ur die zwei Flavodoxine 3fxn (138
Reste) und 2fcr (173) mit einer RMS{Abweichung von 4:3�A berechnet. Obwohl
das Strukturalignment eine RMS{Abweichung von 2:6�A hat, liefern hier anschei-
nend alle Sequenzstrukturalignmentmethoden die gleichen oder zumindest gleich
schlechte Alignments (siehe letzte Spalte in Abbildung 8.9). Es scheint sich hierbei
um ein f�ur Sequenzstrukturalignmentmethoden besonders schwieriges Beispiel zu
handeln. Ein Grund ist daf�ur die Tatsache, da� zum strukturrichtigen Alignment
vor dem in beiden Proteinen letzten Strang{Helix{Abschnitt Proteinen bez�uglich
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Abbildung 8.9: Vergleich der RMS{Abweichungen der von 123D (rot),
Threader2 (hellblau), Threader1 (gelb) und RDP (blau)
berechneten Sequenzstrukturalignments f�ur 59 JOY (gr�un)
Strukturalignments (aufsteigend sortiert nach RDP).

der Struktur 3fxn eine 21 Reste lange Insertion eingef�ugt werden mu�.

Insgesamt liefert jedoch die RDP{Methode auch f�ur die aus der JOY{Datenbank
extrahierte Testmenge deutlich bessere Sequenzstrukturalignments als die zum
Vergleich herangezogenen Methoden Threader und 123D.
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8.3.5 Vergleich auf der Basis von SARF{Strukturalignments

Die Abbildungen 8.10 und 8.11 vergleichen die G�ute der mit der RDP{Methode
f�ur die mittels SARF2 ausgew�ahlten Sequenz{Strukturpaarungen berechneten Align-
ments mit denen, die mit den im Abschnitt 8.3.3 beschriebenen Methoden und
Parametrisierungen berechnet wurden. Die RDP{Methode berechnet f�ur 45 der
73 wie oben beschrieben mit SARF2 bestimmten Paare aus Struktur und Sequenz
ein Sequenzstrukturalignment, dessen RMS{Abweichung innerhalb der vorgege-
benen Toleranzgrenze von 2�A �uber der RMS{Abweichung des zugeh�origen Struk-
turalignments liegt. Dies sind fast doppelt so viele

"
gute\ Alignments, wie 123D

mit 24 Alignments innerhalb der Toleranzgrenze f�ur den besten Parametersatz
aus 30 sinnvollen Parameterkombinationen berechnet. Wie auch in den vorange-
gangenen Tests belegen die Methoden Threader2 und Threader1 mit 20 bezieh-
ungsweise 17

"
guten\ Sequenzstrukturalignments abgeschlagen die Pl�atze drei

und vier (siehe Legenden von Abbildung 8.10).

In der Abbildung 8.10 sind die Alignments nach ihrer G�ute bez�uglich des RMS{
Kriteriums als Histogramm aufgetragen. Die dunkelblauen Balken zeigen die
RMS{Abweichung f�ur die mittels SARF2 berechneten Strukturalignments, die im
folgenden als Referenz dienen. Gem�a� eines der Kriterien f�ur die Auswahl eines
Alignments liegt die RMS{Abweichung aller 73 Referenzalignments zwischen 1:3
und 2:8�A, wobei die meisten Alignments eine RMS{Abweichung von etwa 2�A
haben (siehe auch Tabelle 8.3).

Threader1 ist auch auf dieser Testmenge deutlich schlechter als Threader2. So
haben 39 der Threader1{Alignments eine RMS{Abweichung �uber 6�A, 27 �uber
10�A und 2 sogar �uber 20�A. F�ur Threader2 �uberschreiten zwar immer noch 36
Alignments die 6�A{Marke, doch nur noch 22(0) Alignments haben eine RMS{
Abweichung gr�o�er als 10(20)�A. Die Verteilungen der RMS{Abweichungen der
von Threader1 und Threader2 berechneten Alignments sind in Abbildung 8.10
in den orangen beziehungsweise gr�unen Balken gezeigt.

Alignments mit einer RMS{Abweichung gr�o�er als 10�A sind in aller Regel so
falsch, da� sie keinesfalls als Basis f�ur eine anschlie�ende vergleichende Model-
lierung verwendet werden k�onnen. Zum Vergleich fallen in diese Kategorie der
vollkommen falschen Alignments nur 12 der 123D{Alignments und sogar nur 9
der RDP{Alignments. Der qualitative Unterschied zwischen den an der GMD
entwickelten Methoden und Threader wird auf dieser Testmenge also bereits an
der Anzahl der vollkommen falschen Sequenzstrukturalignments sehr deutlich.
Dagegen unterscheiden sich die 123D{Methode und die RDP{Methode, wie Ab-
bildung 8.10 zeigt, eher in der G�ute der eventuell brauchbaren Alignments. So
haben nur 23 von 73 RDP{Alignments eine RMS{Abweichung gr�o�er als 5�A,
w�ahrend f�ur 30 123D{Alignments diese Marke �uberschritten wird. Folgerichtig
liegt auch die mittlere RMS{Abweichung der RDP{Alignments bei 4:8 und die
der 123D{Alignments bei 6:5 �A. F�ur Threader1 und Threader2 betr�agt der Mit-
telwert der RMS{Abweichungen sogar 8:7�A beziehungsweise 7:6�A.
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Abbildung 8.10: Histogramm der RMS{Abweichungen der von 123D (hell-
blau), Threader2 (gr�un), Threader1 (orange) und RDP (rot)
berechneten Sequenzstrukturalignments im Vergleich f�ur 73
SARF2 (dunkelblau) Strukturalignments. Die Legende gibt
f�ur jede Methode die Anzahl der Alignments (Gesamtan-
zahl) an, deren RMS{Abweichung kleiner als die des SARF2{
Strukturalignments + 2�A ist.
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Abbildung 8.11: Vergleich der RMS{Abweichungen der von 123D (rot),
Threader2 (hellblau), Threader1 (gelb) und RDP (blau) be-
rechneten Sequenzstrukturalignments f�ur 73 SARF2 (gr�un)
Strukturalignments (aufsteigend sortiert nach RDP).

In Abbildung 8.11 sind RMS{Abweichungen der einzelnen Alignments aufsteigend
sortiert nach der RMS{Abweichung des jeweiligen RDP{Alignments aufgetragen.
Die Abbildung zeigt sehr deutlich, da� das RDP{Alignment in den meisten F�allen
besser ist als das mit den Vergleichsmethoden berechnete Alignment. In Abbil-
dung 8.11 �ndet sich erst an Position 59 die erste ernsthafte Abweichung von die-
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sem Trend. RDP aliniert die Sequenz von 256bA gegen die Struktur von 1was mit
einer RMS{Abweichung von 7:3�A bei 90 zugeordneten Positionen. Nur Threader2
berechnet f�ur die beiden Proteine mit einer Vier{Helix{B�undel{Faltung mit 4:7�A
ein besseres Alignment. In der ersten und dritten Helix weisen beide Alignments
die gleichen Fehler im Vergleich mit der Struktursuperposition auf, nur in der
zweiten Helix gelingt es Threader2 im Unterschied zu RDP 11 zus�atzliche Reste
strukturrichtig zuzuordnen, so da� sich die bessere RMS{Abweichung ergibt.
Im Fall der Lipocaline 1hbq und 1bbpA (Position 61 in Abbildung 8.11) ist nur
das 123D{Alignment besser als RDP (RDP{Alignment 8:2�A und 123D 5:9�A).
Dies gilt jedoch nur f�ur den Fall, da� 1bbpA als Struktur und 1hbq als Sequenz
angenommen werden. Vertauscht man f�ur diese beiden Lipocaline Struktur und
Sequenz, so berechnet auch die RDP{Methode ein Sequenzstrukturalignment mit
einer RMS{Abweichung von 5:9�A. Abbildung 8.12 vergleicht die zwei Alignments,
indem die Alignments bez�uglich der Sequenz von 1bbpA (jeweils in der dritten
Zeile) zusammen mit den zugeh�origen Sekund�arstrukturen ausgerichtet werden.
Der wesentliche Unterschied zwischen den zwei Alignments besteht darin, da� bei

Struktur 1hbq_000:E...−−−RDCRVSSFRVK−ENFDKARFAGTWYAMAK−−−KDPEG−−−−−−−−LFLQDN−IVAEFSVD−−−
SECSTR   1hbq_000:           hhh              eeeeeeee   e                ee eeeeeee    
Seq/Str 1bbpA_000:....NVYHDGACPEVKPV−DNFDWSNYHGKWWEVAKYPN−−−−S−−−−−VEK−−YGKC−GWAEYTPEGKS
SECSTR  1bbpA_000:     eeee              hhh  eeeeeeee                    ee eeeeeee    
Sequenz  1hbq_000:.ERD.....CRVSSFRV−KENFDKARFAGTWYAMAK−−−−−−−−KDPEGLFL−−QD−−NIVAEFSVD−−−
SECSTR   1hbq_000:           hhh              eeeeeeee        e          e  eeeeeeee    

Struktur 1hbq_070:ENGQMS−−−−−−−−−−−ATAKGRVRLLNN−−WDVCADMVGTFTDTEDPAKFKMKYWG−−−−VASFLQKGN
SECSTR   1hbq_070:    ee           eeeeeeee       eeeeeeeeeeee     eeeeeeee           ee
Seq/Str 1bbpA_070:−−−−−V−−−−−−−−−−−KVSNYHVIHGKE−−YFIEGTAYPVGDSKIGKIYHKLTYGGVTKE−−−−−−−−−
SECSTR  1bbpA_070:     e           eeeeeeee  ee  eeeeeeeee       eeeeeeee  eeee         
Sequenz  1hbq_070:−−−−−−ENGQMSATAKGRVRLL−−−−−−−NNWDVCADMVGTFTDTEDPAKFKMKYWGVAS−−−−−−−−−−
SECSTR   1hbq_070:          eeeeeeeeee            eeeeeeeeeeee     eeeeeeee             

Struktur 1hbq_140:DD−−−−−−−−H−WIIDTDYETFAVQYSC−RLLNLDGTCADSYSFVFARD−−−PSGFSPE−−−−VQKIVRQ
SECSTR   1hbq_140:ee        e eeeee    eeeeeee eee     eeeeeeeeee          hh    hhhhhhh
Seq/Str 1bbpA_140:NV−−−−−−−−FN−VLSTDNKNYIIGYYCK−−YDEDKKGHQDFVWVLSRSKVL−−−−TGE−−−−AKTAVEN
SECSTR  1bbpA_140:ee        ee eeee    eeeeeeee  ee    eeeeeeeeee          hh    hhhhhhh
Sequenz  1hbq_140:−−FLQKGNDDHW−IIDTDYETFAVQYSCR−−LLNLDGTCADSYSFVFARDPS−−−−G−−FSPEVQKIVRQ
SECSTR   1hbq_140:      eeeeee eeee    eeeeeeee  ee     eeeeeeeeee             hhhhhhhhh

Struktur 1hbq_210:RQEELC−−−−−−−−−LARQYRLI............PHNGYCNGKSERNIL
SECSTR   1hbq_210:hhhh                                              
Seq/Str 1bbpA_210:YLIGSP−−−−−−−−−VVDSQKLVYSDFSEAACKVN.........−−−−−.
SECSTR  1bbpA_210:hhhh              hhh       hhhh                  
Sequenz  1hbq_210:RQE−−−ELCLARQYRLIPHNGYC............NGKSERNIL−−−−−.
SECSTR   1hbq_210:hhh   h                                           

Abbildung 8.12: Vergleich der RDP{Sequenzstrukturalignments von Struktur
1hbq (1. Zeilen) mit Sequenz 1bbpA (3. Zeilen) und von Struk-
tur 1bbpA (3. Zeilen) mit Sequenz 1hbq (5. Zeilen).

Verwendung von 1hbq als Struktur der dritte Strang korrekt gegen den dritten
Strang von 1bbpA aliniert wird (RMS{Abweichung 5:9�A), w�ahrend dieser bei
Verwendung von 1bbpA als Struktur um 5 Reste verschoben wird, was eine RMS{
Abweichung von 8:2�A zur Folge hat.
Da beide Lipocaline in etwa die gleiche L�ange haben (1bbpA 173, 1hbq 183 Re-
ste), mu� dieser Unterschied in den Alignments auf Unterschiede in strukturellen
Eigenschaften der beiden Strukturen zur�uckzuf�uhren sein. Beide Strukturen sind
mit einer Au�osung von kleiner gleich 2:0�A aufgel�ost und auch ihre native Paarpo-
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tentialbewertung f�ur das verwendete auf Voronoikontakten basierende Potential
ED6SD6 liegt mit �62:8 f�ur 1bbpA und �64:0 f�ur 1hbq in der gleichen Gr�o�enord-
nung, so da� Fehler in den Strukturen, die diesen Alignmentfehler hervorrufen
k�onnten, nahezu auszuschlie�en sind. Also wird der Fehler wahrscheinlich entwe-
der durch Unterschiede im Kontaktnetzwerk oder dadurch hervorgerufen, da� der
betro�ene Sequenzabschnitt von 1hbq bez�uglich des Paarpotentials nicht so gut
in den korrespondierenden Strukturabschnitt von 1bbpA pa�t, wie dies umgekehrt
der Fall ist.
F�ur die weiteren RDP{Sequenzstrukturalignments, die eine RMS{Abweichung
zwischen 5 und 9�A haben (Positionen 51 bis 64 in Abbildung 8.11) und da-
mit bedingt verwendbar sind, aber falsche Zuordnungen enthalten, ist das RDP{
Alignment besser als die von den Konkurrenzprogrammen berechneten Align-
ments.
F�ur 5 der verbleibenden 9 Paare, die von der RDP{Methode RMS{Abweichungen
gr�o�er als 10�A aliniert werden, ist dies nicht der Fall, wie Abbildung 8.11 zeigt.
Von keiner der zum Vergleich eingesetzten Methoden wird jedoch ein wirklich
gutes Alignment f�ur diese Beispiele berechnet. In zwei F�allen wird von Threader2

und in vier F�allen von 123D ein bedingt verwendbares Alignment mit einer RMS{
Abweichung unter 7:5�A berechnet.
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Abbildung 8.13: Vergleich der mit Threader2 und RDP berechneten Align-
ments von Struktur 256bA mit Sequenz 2ccyA gegen das mit
SARF2 berechnete Strukturalignment

Bei dem ersten Beispiel, f�ur das Threader2 ein besseres Alignment als RDP
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liefert, handelt es sich um die Proteine mit Vier{Helix{B�undel{Faltung 256bA

und 2ccyA. Abbildung 8.13 vergleicht Threader2{Alignment (5:8�A) und RDP{
Alignment (11:6�A) gegen das mit SARF2 berechnete Strukturalignment. Von dem
Threader2{Alignment werden die zweite bis vierte Helix korrekt zugeordnet und
nur die erste Helix wird um einige Positionen verschoben. Dagegen ordnet RDP
die erste Helix von 256bA der zweiten von 2ccyA zu und hat auch in den kor-
rekt zugeordneten dritten und vierten Helices kleinere Verschiebungsfehler, der
eventuell aber bereits aus dem ersten Fehler resultiert.
Bei den Proteinen 1prtD und 1prtFmit einer Faltung, die als OB{Fold bezeichnet
wird, alinieren Threader2 und 123D drei der f�unf Str�ange korrekt, w�ahrend dies
RDP f�ur einen der Str�ange ohne Verschiebungsfehler gelingt, was den Unterschied
in der RMS{Abweichung (Threader2 und 123D 5:6�A, RDP 13:0�A) erkl�art.
Die Strukturen des Hisactophilins 1hce und des Interleukins{1 1i1b bilden das
zweite Beispiel, wo das 123D{Alignment (5:7�A RMS) signi�kant besser ist als das
RDP{Alignment (12:3�A RMS, Position 70 in Abbildung 8.11). In diesem Beispiel
f�uhrt auch ein Vertauschen von Sequenz und Struktur nicht zu einem besse-
ren RDP{Alignment. Das RDP{Alignment der Sequenz 1i1b gegen die NMR{
Struktur 1hce hat zwar eine sehr niedrige Paarpotentialbewertung (�30:3 ge-
gen�uber �30:0 f�ur das native Protein 1hce), dennoch ist das Alignment ebenso
falsch wie das f�ur die Ausgangspaarung. Das korrekte und in diesem Fall sehr
kompakte Strukturalignment erzielt dagegen nur eine Paarpotentialbewertung
von �26:0. Dies legt die Vermutung nahe, da� bei diesem Beispiel die RDP{
Methode von der verwendeten Bewertungsfunktion fehl geleitet wird und somit
keine M�oglichkeit hat, die korrekte Zuordnung zu �nden.
An Position 72 in Abbildung 8.11 be�ndet sich das RDP{Alignment der zwei
Lipocaline 1hbq und 1epaB mit 1hbq als Struktur mit einer RMS{Abweichung
von 14:2�A. Andererseits gelingt es der RDP{Methode die Sequenz 1hbq so auf
die Struktur 1epaB abzubilden, da� die zugeh�orige Superposition eine RMS{
Abweichung von 5:9�A hat. Dies verst�arkt die bereits oben ge�au�erte Vermutung,
da� die Struktur 1hbq eine Besonderheit bez�uglich des Paarpotentials aufweist.
Erstaunlicherweise tritt der gleiche E�ekt f�ur 123D genau in der umgekehrten
Richtung auf. Verwendet man f�ur 123D 1hbq als Struktur, erh�alt man ein Align-
ment mit 5:3�A RMS{Abweichung, verwendet man hingegen 1epaB als Struktur,
so betr�agt die RMS{Abweichung des 123D{Alignments 14:6�A.
Das Interleukin{1 1i1b ist als Struktur auch an dem vierten Beispiel beteiligt,
wo das 123D{Alignment (7:4�A) mit der Sequenz des Serinproteaseinhibitors 1wbc
(7:4�A) besser ist als das zugeh�orige RDP{Alignment (14:9�A). Beide Proteine ha-
ben eine Faltung vom Typ �{Trefoil und SARF2 superpositioniert 115 Reste mit
einer RMS{Abweichung von nur 2:3�A (siehe Tabelle 8.3. Das RDP{Alignment die-
ser beiden Strukturen ist gleichzeitig auch das RDP{Alignment mit der h�ochsten
RMS{Abweichung und be�ndet sich daher an Position 73 in Abbildung 8.11).
Wie bereits im ersten Alignment, an dem die Interleukinstruktur beteiligt war,
scha�t es die RDP{Methode auch hier nicht, die Faltbl�atter der beiden Strukturen
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korrekt einander zuzuordnen. In dem RDP{Alignment werden zwar �{Str�ange
�{Str�angen zugeordnet, doch wird bereits dem ersten von zw�olf Str�angen aus
1i1b der vierte aus 1wbc zugeordnet. Diese gro�e Verschiebung um 57 Reste hat
die hohe RMS{Abweichung zur Folge. Im 123D{Alignment wird eine derartige
Verschiebung dagegen bereits durch die Kosten f�ur die aus der Verschiebung re-
sultierenden Gaps verhindert, w�ahrend in der RDP{Methode Insertionen und
Deletionen kaum bestraft werden.
Die Diskussion der wenigen schlechten RDP{Alignments zeigt, da� auch die
RDP{Methode nicht in allen F�allen f�ur entfernt verwandte oder strukturell �ahn-
liche Proteine direkt verwendbare Sequenzstrukturalignments berechnen kann.
In einigen wenigen F�alle liefern sogar andere Methoden bessere Ergebnisse. Die
Gr�unde daf�ur sind unterschiedlich. In einigen Beispielen scheint der Grund in dem
durch die spezielle Struktur de�nierten Kontaktnetzwerk zu liegen, in anderen in
der Tatsache, da� die RDP{Methode so gut wie keine Gapkosten verwendet. Ei-
ne weitere Fehlerursache besteht darin, da� die Kostenfunktion, insbesondere der
Paarpotentialanteil, unzureichend genau ist. Was dazu f�uhrt, da� die von der
RDP{Methode berechneten Sequenzstrukturalignments von der Kostenfunktion
weitaus besser bewertet werden, als dies f�ur ein zugeh�origes strukturell richtiges
Alignment der Fall ist.
Eine Optimierungsmethode f�ur Sequenzstrukturalignments kann aber immer nur
so gut sein, wie es durch die verwendete Kostenfunktion vorgegeben wird. Aus
diesem Grund soll insbesondere der Paarpotentialanteil der Kostenfunktion im
Anschlu� an diese Arbeit, unter anderem anhand der hier identi�zierten Problem-
beispiele, genauer untersucht werden. Die zahlreichen Vorschl�age f�ur die Ablei-
tung von Paarpotentialen in der Literatur (siehe Abschnitt 5.2.4) belegen, da� f�ur
dieses Problem bislang keine L�osung gefunden wurde, deren Verwendung garan-
tiert, da� die optimale L�osung des Alignmentproblems identisch oder zumindest
sehr �ahnlich der biologisch beziehungsweise strukturell richtigen L�osung ist. Eine
genauere Analyse der durch die Unzul�anglichkeiten der Kostenfunktion hervor-
gerufenen Fehler w�urde den Rahmen dieser Arbeit sprengen.
Insgesamt gesehen liefert { wie Abbildung 8.11 deutlich zeigt { die RDP{Methode
f�ur wesentlich mehr Beispiele der Menge der mit SARF2 aus der Repr�asenta-
tivmenge hobohm96 25 abgeleiteten, damit nur strukturell �ahnlichen und nicht
sequenzhomologen Paare gute (RMS{Abweichung � 5�A) und brauchbare (RMS{
Abweichung � 10�A) Sequenzstrukturalignments.
Damit konnte nachgewiesen werden, da� mit der RDP{Methode eine wesentliche
Verbesserung der Alignmentqualit�at sowohl f�ur Sequenzstrukturpaare mit erkenn-
barer Sequenz�ahnlichkeit als auch f�ur Paare, wo eine evolution�are Verwandschaft
nicht auf Sequenzebene erkennbar ist, erzielt werden kann. Die mit RDP erzielten
Verbesserungen tragen somit nicht nur dazu bei, da� die Verfahren der verglei-
chenden Modellierung auf sehr entfernt verwandte Proteine ausgedehnt werden
k�onnen, sondern sie steigern auch dort die Modellqualit�at, wo diese Verfahren
schon heute standardm�a�ig eingesetzt werden.
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8.3.6 Vergleich der Laufzeiten

Abbildung 8.3.5 vergleicht die Laufzeiten der bei der Analyse der Alignment-
qualit�at verwendeten Sequenzstrukturalignmentmethoden 123D, Threader1 und
Threader2 mit der Laufzeit der in dieser Arbeit entwickelten RDP{Methode
auf der Menge der mittels SARF bestimmten Sequenzstrukturpaare (siehe Ab-
schnitt 8.3.2). Diese Testmenge wurde f�ur den Laufzeitvergleich ausgew�ahlt, da
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Abbildung 8.14: Vergleich der Laufzeiten anhand der 73 der SARF{Testmenge
aus Abschnitt 8.3.2: Die Laufzeiten sind sortiert nach der ma-
ximalen L�ange von Struktur und Sequenz (gepunktete Linie
rechte Y-ordinate). Teil b) zeigt einen vergr�o�erten Auschnitt
f�ur die 60 Sequenzstrukturpaare mit max. L�ange kleiner 200.

sie den typischen Anwendungsfall von Sequenzstrukturalignmentmethoden re-
pr�asentiert. Da zwischen den Sequenzstrukturpaaren dieser Testmenge keine sig-
ni�kanten Sequenz�ahnlichkeit vorhanden sind, ist au�erdem zu erwarten, da� die
lokalen �Ahnlichkeiten, nach denen die RDP{Methode sucht, nur schwer aufzu-
decken sind und damit die Laufzeit einer Methode wie RDP entsprechend gr�o�er
als die der anderen, nicht rekursiv arbeitenden Methoden ist.
Da die 123D{Methode auf der einfachen dynamischen Programmierung beruht,
ist 123D erwartungsgem�a� die schnellste Methode und gegen die Schwierigkeit
des jeweiligen Beispiels am unemp�ndlichsten. Die Tatsache, da� die Laufzeit
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von 123D asymptotisch mit dem Produkt der L�angen von Sequenz und Struktur
w�achst, ist in der vorgegebenen Skalierung nur im hinteren Bereich vom Teil a)
der Abbildung 8.14 zu erkennen. Ansonsten �uberwiegt bei der schnellen Methode
der Zeitanteil, der f�ur das Laden des Programms und der Daten ben�otigt wird.
Die f�ur Threader zu erwartende Laufzeit ist aufgrund der doppelten dynami-
schen Programmierung quadratisch in dem Produkt der L�angen der Eingabe. Im
Unterschied zu 123D nimmt daher die Laufzeit wesentlich schneller mit der L�ange
der Eingabe zu. Anscheinend spielen aber auch bei der Threader{Laufzeit andere
Faktoren neben der Eingabel�ange eine Rolle, da die gelbe und hellblaue Kurve
dadurch nicht ganz erkl�art werden.
Insbesondere f�ur die schwierigeren F�alle sind sowohl beide Threader{Versionen
als auch RDP langsamer als die sehr schnelle 123D{Methode. F�ur �uberraschend
viele F�alle (etwa die H�alfte der Beispiele) ist die RDP{Methode sogar schneller
als der auf dynamischer Programmierung basierende Threader. Insgesamt ist
der Zeitbedarf der RDP{Methode in der gleichen Gr�o�enordnung wie der von
Threader. Der gro�e Unterschied besteht jedoch darin, da� die RDP{Methode,
wie im vorangegangen Abschnitt gezeigt wurde, in der gleichen Zeit wesentlich
bessere Sequenzstrukturalignments berechnet als Threader.
Abbildung 8.14 zeigt aber auch, da� die Laufzeit der RDP{Methode stark mit der
der maximalen L�ange der zu alinierenden Proteine zu nimmt. Dieser E�ekt wirkt
sich nicht so sehr aus, wenn die Zielsetzung die Berechnung genauer Sequenzstruk-
turalignments zwischen eindom�anigen Proteinen oder Proteinendom�anen ist, de-
ren L�ange in der Regel kleiner als 300 ist. Der E�ekt kommt vielmehr zum Tra-
gen, wenn Datenbanksuchen gegen repr�asentative Proteinstrukturmengen durch-
gef�uhrt werden, die typischerweise aus 600 bis 1000 Proteinstrukturen unter-
schiedlichster L�ange (bis �uber 1000 Aminos�auren) bestehen.
Eine Datenbanksuche mit einer typischen Sequenz der L�ange 158 aus dem ge-
genw�artigen CASP 3{Wettbewerb gegen eine 632 elementige Repr�asentativmenge
ben�otigt so zum Beispiel ungef�ahr f�unf Stunden, w�ahrend der gleiche Suchlauf
von 123D in einigen Minuten durchgef�uhrt werden kann. Dabei ist zu ber�ucksich-
tigen, da� die RDP{Methode bisher haupts�achlich hinsichtlich Alignmentqualit�at
und weniger hinsichtlich der Laufzeit optimiert wurde.
Erste Analysen haben gezeigt, da� die RDP{Methode dabei die meiste Zeit f�ur
die Berechnung von Sequenzstrukturalignments zwischen Proteinen verbraucht,
f�ur die sich sp�ater heraus stellt, da� sie nicht �ahnlich sind. Ein Verbesserung, was
dieses Problem betri�t, ist sicher durch die Entwicklung restriktiverer Signi�kanz{
und Zul�assigkeitskriterien zu erreichen, die es erlauben, fr�uhzeitiger Teilb�aume
des L�osungsbaumes abzuschneiden.
Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels beschrieben, besteht ein sinnvolle Vor-
hersagestrategie ohnehin darin, zun�achst mit der schnellen 123D{Methode die
Faltungsklasse zu identi�zieren, um dann mit der RDP{Methode auf der so ein-
geschr�ankten Suchmenge die beste Modellstruktur f�ur die untersuchte Sequenz zu
identi�zieren und ein strukturgenaues Alignment zu berechnen. Daf�ur reicht die
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Geschwindigkeit von RDP auch jetzt schon v�ollig aus, so d�as RDP den Bereich
der erfolgreich durchf�uhrbaren Proteinstrukturvorhersagen erweitert.

8.4 Faltungserkennung

8.4.1 Testmenge f�ur die Erkennungsexperimente

Beispiele f�ur echte Faltungserkennungstests sind schwer zu �nden, da sie zwei
Kriterien zu erf�ullen haben:

� Zum einen sollte die Sequenzidentit�at zwischen den zu vergleichenden Pro-
teinen niedrig (etwa kleiner 30%) sein.

� Zum anderen m�ussen die Strukturen dennoch so �ahnlich sein, da� ihre �Ahn-
lichkeiten von Sequenzstrukturalignment{ beziehungsweise Faltungserken-
nungsmethoden erkannt werden k�onnen.

Das erste Kriterium ist einfach zu erf�ullen, indem von einer Repr�asentativmenge
von Proteinen ausgegangen wird, deren Elemente im paarweisen Vergleich ei-
ne Sequenzidentit�at unterhalb der verwendeten �Ahnlichkeitsschranke aufweisen.
Weitaus schwieriger gestaltet sich die Gew�ahrleistung des zweiten Kriteriums.
Eine Erkennung von �Ahnlichkeiten, die nicht auf Sequenzebene sondern nur auf
Strukturebene zu Tage treten, kann man von Sequenzstrukturalignmentmethoden
sicher nur dann erwarten, wenn ein gen�ugend gro�er Teil beider Proteinstrukturen
mit hinreichend kleiner RMS{Abweichung superpositionierbar ist.
F�ur die folgenden Untersuchungen wurden aus einer repr�asentativen Proteinmen-
ge (hobohm96 25 [148], 486 Proteine) alle Proteine ausgew�ahlt (251), die aus nur
einer Dom�ane bestehen. Durch die Beschr�ankung auf eindom�anige Proteine wur-
den spezielle Rande�ekte ausgeschlossen, wie sie zum Beispiel durch die hydro-
phobe Packung an Dom�anschnittstellen auftreten. Im n�achsten Schritt wurden
die Proteine der so eingeschr�ankten Menge entsprechend der SCOP{Faltungsklassi-
�kation [243] (siehe auch Abschnitt 3.3.5) annotiert und die Proteine mit gleicher
Faltung zu sogenannten Faltungsfamilien zusammengefa�t.
Das Ergebnis der SCOP{Annotation sind elf Faltungsfamilien mit zwischen f�unf
und elf Mitgliedern pro Familie. Tabelle 8.5 zeigt die elf ausgew�ahlten Faltungs-
familien, deren jeweilige Gr�o�e und die minimale und maximale Anzahl Reste der
Familienmitglieder.
Die Tatsache, da� zwei Proteine von SCOP der gleichen Faltungsklasse zugeordnet
werden, ist jedoch nicht in jedem Falle gleichbedeutend damit, da� alle Protei-
ne der selben Faltungsklasse gut superpositionierbar sind. Abbildung 8.15 zeigt
{ getrennt f�ur die elf Faltungsfamilien { f�ur jedes m�ogliche Paar von Struktu-
ren einer Faltungsfamilie die Anzahl der mit SARF2 mit einer maximalen RMS{
Abweichung von 3:4�A superpositionierbaren Reste in Prozent bezogen auf die
L�ange der jeweils k�urzeren Proteinsequenz. Ein Vergleich der Balkendiagramme
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# Reste
FAM # SCOP Klasse

min max
Mitglieder

1bgc, 1lki, 1huw, 1ilk, 1gmfA
4cyt 8 4-helical cytokines 119 172

1rcb, 1irl, 1rfbA, 1lpe

Four-helical 1was, 256bA, 2ccyA
4hel 6

up-and-down bundle
106 154

2hmzA, 2tmvP, 1aep

1ltsD, 1prtD, 1prtF, 1snc, 1pyp
OB 7 OB-FOLD 98 280

2prd, 1gpc

cys 5 Cystine-knot cytokines 85 112 1pdgA, 2tgi, 1bndA, 1hcnA, 1hcnB

ferr 6 Ferredoxin-like 81 143 2fd2, 1pba, 1nhkL, 2bopA, 1aps, 1regX

avo 5 Flavodoxin-like 128 302 3chy, 1rcf, 4fxn, 1cus, 1esc

3sdhA, 2hbg, 2fal, 1hrm, 1eca, 2gdm
glob 11 Globin-like 136 172

1pbxA, 1ash, 1hlb, 1cpcA, 1cpcB

hydro 6 �=�-Hydrolases 265 534 1ede, 1thtA, 1tca, 3tgl, 1crl, 1tahA

lipo 6 Lipocalins 131 176 1hbq, 1bbpA, 1epaB, 1mup, 1hmt

1byb, 1xyzA, 1pbgA, 1nar, 2ebn, 1fbaA

tim 11 �=� (TIM)-barrel 228 490
2acq, 1oyc, 1ubsA, 5timA, 1nfp

Viral coat and 2bpa2, 2stv, 4sbvA, 1bbt1, 1bbt2, 1bbt3
viral 10

capsid proteins
175 548

4rhv3, 1pvc2, 2mev1, 2cas

Tabelle 8.5: Elf Faltungsfamilien, die nach SCOP [243] aus der Repr�asenta-
tivmenge hobohm 96 25 [148] generiert wurden.

der verschiedenen Familien zeigt starke Unterschiede zwischen den strukturel-
len �Ahnlichkeiten der Familienmitglieder untereinander. W�ahrend f�ur die Vier{
Helix{B�undel, die Cystein{Knoten Zytokine, die Flavodoxine, die Globine und
die Lipocaline sehr h�au�g mehr als 50% der k�urzeren Struktur mit einer RMS{
Abweichung kleiner 3:4�A superpositioniert werden k�onnen, liegt dieser Wert in
den restlichen Familien f�ur viele der Paare weit niedriger. In diesen Familien
existiert h�au�g sogar f�ur eines oder mehrere Familienmitglieder kein Partner mit
dem mehr als 50% der Reste gut superpositionierbar sind. Dieser Unterschied wird
noch deutlicher, wenn, wie in Abbildung 8.16 gezeigt, die Anzahl der gut super-
positionierbaren Reste auf die Resteanzahl der l�angeren Struktur bezogen wird.
In der Familie der Vier{Helix{Zytokine f�allt so zum Beispiel das {Interferon
1rfbA an jeweils letzter Position des FAM-4cyt{Teildiagramms auf. Bezogen auf
die jeweils l�angere Sequenz sind zwischen 1rfbA und einem anderen Familienmit-
glied maximal 38% der Reste gut superpositionierbar. In der CATH{Klassi�zierung
(siehe Abschnitt 3.3.5.1) wird 1rfbA (CATH: 1 10 430) daher auch einer anderen
Architektur{und Topologieklasse zugeordnet als die anderen Vier{Helix{Zytokine
(CATH: 1 20 160). Eine Erkennung derart entfernter struktureller �Ahnlichkeiten
kann von Sequenzstrukturalignmentmethoden wie RDP kaum erwartet werden.

Die Mitglieder einer Familie unterscheiden sich teilweise durch ganze zus�atzliche
Sekund�arstrukturelemente, deren Existenz die gro�en L�angenunterschiede zwi-
schen den Familienmitgliedern zur Folge haben. So hat zum Beispiel das Inter-
leukin 10 1ilk zus�atzlich zum Vier{Helix{B�undel zwei weitere Helices, die den
anderen Familienmitgliedern fehlen. In den Familien der Vier{Helix{B�undel und
der Cysteinknoten{Zytokine ist jedes Familienmitglied zumindest zu einem wei-
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Abbildung 8.15: Prozentualer Anteil von SARF2 mit einer maximalen RMS{
Abweichung von 3:4�A superpositionierter Reste (bezogen auf
die k�urzere Sequenz).

terem Mitglied strukturell sehr �ahnlich.
Dagegen weist die SCOP{Faltungsfamilie der Ferredoxin{�ahnlichen Proteine ei-
ne gro�e strukturelle Diversit�at auf. Sie umfa�t neben einem Ferredoxin (2fd2,
CATH 3 40 150, Position 1), ein Regulatorprotein (1regX, CATH 3 90 130, Po-
sition 6) und vier Crambine (CATH 3 30 70). Abbildung 8.16 zeigt sehr deutlich,
da� das Ferredoxin strukturell recht unterschiedlich (deutlich weniger als 30%
superpositionierbar) zu den anderen Familienmitgliedern ist. Die Crambine sind
untereinander am �ahnlichsten, wobei zwischen 31 und 62% der Reste gut super-
positionierbar sind.
Bei den Flavodoxin{�ahnlichen Proteinen f�allt die Esterase 1esc sowohl aufgrund
ihrer L�ange (302 Reste gegen�uber 128 bis 197 Reste sonst) und der abweichenden
CATH{Klasse (3 40 660 gegen�uber 3 40 50 sonst) aus dem Rahmen. Die Esterase
enth�alt jedoch das typische Faltungsmotiv der Flavodoxine. Daher superpositio-
nieren zum Beispiel 74% der Reste von 3chy gut mit den entsprechenden Resten
aus 1esc. F�ur Faltungserkennungsexperimente ist diese Art struktureller �Ahnlich-
keit nur schwer erkennbar, da ein strukturrichtiges Alignment eines Flavodoxins
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Abbildung 8.16: Prozentualer Anteil von SARF2 mit einer maximalen RMS{
Abweichung von 3:4�A superpositionierter Reste (bezogen auf
die l�angere Sequenz).

mit der Esterase nur mit sehr vielen und sehr gro�en Insertionen beziehungsweise
Deletionen m�oglich ist, was insbesondere in Faltungserkennungsexperimenten in
aller Regel zu einer schlechten Bewertung des Paares f�uhrt.

1ede 3tgl 1crl

Abbildung 8.17: �=�-Hydrolasen: 1ede als typische Lipase (CATH 3 40 680),
die Nitrogenase 3tgl (CATH 3 40 50) und die Acetylcholine-
sterase 1crl (CATH 3 40 680)
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Abbildung 8.17 zeigt die Unterschiedlichkeit der Faltungsfamilienmitglieder der
�=�-Hydrolasen. Diese Familie beinhaltet vier Proteine die CATH als Lipasen (265
bis 318 Reste) klassi�ziert, ein als Nitrogenase klassi�ziertes Protein 3tgl (265
Reste) und das als Acetylcholinesterase klassi�zierte Protein 1crl (534 Reste).
Die Sonderrolle der Nitrogenase (Position 4) und der Acetylcholinesterase (Positi-
on 5) tritt in Abbildung 8.16 klar hervor, obwohl auch f�ur die anderen Hydrolasen
in allen F�allen weniger als 50% der Reste gut superpositionieren.
In der OB{Faltungsfamilie fa�t SCOP im wesentlichen zwei Faltungstypen zu-
sammen. Zum einen sind dies die Proteine (Positionen 1 bis 4), die nach CATH

mit 2 40 50 als die eigentlichen OB{Faltungen klassi�ziert werden und zwischen
98 und 135 Reste haben. Zum anderen fallen Proteine (Positionen 5 bis 7) in
die OB{Faltungsfamilie, die mit 74 bis 280 Resten von CATH als 3 90 80/198)

klassi�ziert werden und neben dem zentralen, fa�f�ormigen Faltblatt noch weitere
Faltbl�atter und Helices haben. In Abbildung 8.15 sind diese zwei Unterklassen
klar erkennbar. Faltungserkennungsmethoden k�onnen und sollten in diesem Fall
nat�urlich jeweils nur ein Mitglied der zugeh�origen Unterklasse erkennen, was die
Auswahl der in der Testmenge zur Verf�ugung stehenden richtigen Partner stark
einschr�ankt.
Warum die sogenannten TIM{Barrel f�ur Faltungserkennungsmethoden im all-
gemeinen und f�ur Methoden, deren zugrundeliegendes Bewertungssystem auf die
Erhaltung von Paarinteraktionen abhebt, im besonderen eine sehr schwierige Fal-
tungsfamilie darstellen, zeigt Abbildung 8.16 bereits auf den ersten Blick. Alle
Familienmitglieder superpositionieren wechselseitig nur mit weniger als 50% ihrer
Reste und sind zudem sehr unterschiedlich in ihren L�angen (zwischen 228 und 490
Resten). Dabei wird die zentrale, fa�f�ormige Faltblattstruktur durch unterschied-
lich viele und an unterschiedlichen Stellen eingef�ugten Helices erg�anzt, die dazu
f�uhren, da� in den verschiedenen Strukturen unterschiedliche Paarinteraktionen
zu Resten in diesen zus�atzlichen Faltungselementen ausgebildet werden.
Den gr�o�ten Au�enseiter bei den viralen H�ullproteinen bildet das Protein 2cas,
das mit 548 Resten mehr als doppelt so lang ist, wie alle anderen Proteine der
Familie (175 bis 268 Reste). Neben diesem L�angenunterschied verdeutlicht Abbil-
dung 8.16 aber auch, da� die H�ullproteine unterschiedlich gut wechselweise super-
positionieren, so da� die recht hohe Anzahl von zehn Faltungsfamilienmitgliedern
nur den Anschein erweckt, zu jedem Mitglied w�aren neun weitere Proteine mit
gleicher Faltung in der Testmenge vorhanden.
Die obige Analyse der SCOP{Faltungsfamilien zeigt deutlich, da� es sich bei Erken-
nungsexperimenten auf dieser Testmenge um sehr schwierige Testbeispiele han-
delt. Dies liegt nicht nur daran, da� eine signi�kante Sequenz�ahnlichkeit der Fal-
tungsfamilienmitglieder untereinander durch die Wahl der Ausgangsmenge von
vornherein ausgeschlossen ist, sondern auch daran, da� die strukturelle �Ahnlich-
keit der Familienmitglieder untereinander in sehr vielen F�allen recht gering ist.
Die starken Unterschiede in der Sequenzl�ange der Mitglieder der Faltungsfamili-
en erschweren die Erkennungsexperimente f�ur alle Methoden, aber insbesondere
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f�ur die Methoden, bei denen Bestrafungsterme f�ur Insertionen und Deletionen
zentraler Bestandteil der Kostenfunktion sind.
Auf eine Bereinigung der Testmenge um die schwierigen, in einigen F�allen sehr
wahrscheinlich sogar unl�osbaren Beispiele wird verzichtet, um die Vergleichbar-
keit gegen die bereits auf dieser Menge mit dem Programm 123D durchgef�uhr-
ten Experimenten zu gew�ahrleisten. Au�erdem kann so festgestellt werden, wo
f�ur Sequenzstrukturalignmentmethoden die Grenzen der Erkennung entfernter
struktureller �Ahnlichkeiten liegen.

8.4.2 Bewertungskriterien f�ur die Erkennungsexperimente

Das wichtigste Erfolgskriterium bei der Erkennung von entfernten Sequenzstruk-
turverwandtschaften ist, da� eine Proteinstruktur der gleichen Faltungsfamilie auf
der ersten Position der Rangliste steht. Neben diesem Kriterium (R1Fi) werden in
der folgenden De�nition 8.1 einige weitere zur Analyse von Faltungserkennungs-
experimenten ben�otigte Kriterien de�niert:

De�nition 8.1
Sei B 2 F eine Faltung und RB = [B1; : : : ; Bn] die um die Struktur B bereinigte
Rangliste eines Faltungserkennungslaufes mit der Sequenz B. Desweiteren seien
Fi � F Faltungsfamilien und

�Fi(B) =

(
0 , falls B 62 Fi
1 , falls B 2 Fi

:

Sei B1 = RB[1] die erste Struktur in der Rangliste RB, dann ist der Anteil R1Fi
der korrekt an Rang 1 erkannten homologen Strukturen einer Faltungsfamilie Fi
wie folgt de�niert:

R1Fi =

P
B2Fi

�Fi(B1)

jFij

Der minimale Rang einer Struktur der Familie Fi in der Rangliste RB wird durch
die folgende Funktion bestimmt:

minrank(Fi;RB) = min
�Fi(RB [j])=1

j

Das Ma� �RFi mittelt den reziproken Rang der ersten homologen Faltung in den
einzelnen Ranglisten einer Familie Fi �uber alle Ranglisten der Familie.

�RFi =

P
B2Fi

1
minrank(Fi;RB)

jFij

Sei �(B;A) der Kostenfunktionswert oder Score eines berechneten Sequenzstruk-
turalignments von Sequenz B in Struktur A. Dann ist SFi(B) (S:Fi(B)) der mitt-
lere Score der Alignments von der Sequenz B in die Strukturen, die (nicht) zu
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der Familie Fi geh�oren, mit:

SFi(B) =

P
A2Fi �(B;A)

jFij

S:Fi(B) =

P
A62Fi �(B;A)

jFj � jFij

Seien �Fi(B) und �:Fi(B) die zugeh�origen Standardabweichungen (vgl. De�niti-
on 4.4). Dann de�niert ZFi(B) einen familienspezi�schen zscore von B:

ZFi(B) =
SFi(B)� S:Fi(B)

(�Fi(B) + �:Fi(B))=2

Der normierte Mittelwert �ZFi des familienspezi�schen ZFi ist dann:

�ZFi =

P
B2Fi

ZFi(B)

jFij

Ein R1Fi von 1:0 bedeutet, da� f�ur alle Erkennungsl�aufe f�ur Familie Fi eine
homologe Struktur auf Ranglistenposition 1 war. Ein Wert von 0:5 bedeutet, da�
in jedem zweiten Fall eine homologe Struktur auf Position 1 gefunden wurde.
Dagegen mi�t �RFi den mittleren Rang, an dem f�ur ein Protein aus der Familie
Fi das erste Familienmitglied in der Rangliste gefunden wurde. Ein Wert von 0:5
bedeutet also, da� im Mittel �uber alle Familienmitglieder eine homologe Struktur
auf Position 2 der Rangliste gefunden wird. Je h�oher also �RFi ist, desto niedriger
ist der Rang der ersten homologen Struktur in der Rangliste.
Der normierte Mittelwert �ZFi des familienspezi�schen zscores dient als Ma� f�ur
den Unterschied in der Bewertung von Paaren, die aus Mitgliedern der gleichen
Familie bestehen, gegen�uber Paaren, die aus unterschiedlichen Faltungsfamilien
stammen.

8.4.3 Ergebnisse der Erkennungsexperimente

In den vorangegangenen Abschnitten sind die Testmenge (siehe Abschnitt 8.4.1)
und die Bewertungskriterien (siehe Abschnitt 8.4.2) f�ur die im folgenden durch-
gef�uhrten Erkennungsexperimente beschrieben worden. Zur Bewertung der Er-
kennungsleistung der RDP{Methode werden 81 unabh�angige Erkennungsexpe-
rimente (siehe auch De�nition 4.2 und Abbildung 4.5) durchgef�uhrt. F�ur jedes
Element der oben beschriebenen Faltungsfamilien wird in der Menge der 251
Proteine mit einer Dom�ane aus hobohm97 25 nach m�oglichen Faltungen gesucht.
Ein Erkennungsexperiment war dann erfolgreich, wenn ein Mitglied der Faltung-
familie, zu der das untersuchte Protein geh�ort, auf Position 1 der Rangliste der
251 Sequenzstrukturalignments gefunden wird (R1{Kriterium aus De�nition 8.1).
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Da bei diesem Test die native Struktur selbstverst�andlich ausgeschlossen wird,
bedeutet ein Erfolg aufgrund der Wahl der Testmenge die Erkennung einer ver-
wandten Struktur, deren Sequenzidentit�at zum untersuchten Protein geringer als
25% ist.
Um die mit der RDP{Methode erzielten Ergebnisse einzuordnen, werden die Er-
kennungsexperimente ebenfalls mit Sequenzalignmentmethoden [226] und dem
Faltungserkennungsprogramm 123D [5] durchgef�uhrt. Ein Vergleich mit dem Pro-
gramm Threader ist zum jetzigen Zeitpunkt aus Laufzeitgr�unden leider nicht
m�oglich, da Threader f�ur einen Vergleich die 81 zu den Faltungsfamilien geh�ori-
gen Sequenzen jeweils gegen 251 Strukturen zu alinieren h�atte. Daher bleibt
hier nur der Vergleich gegen das Sequenzalignment und gegen die schnelle 123D{
Methode, die zudem beim Vergleich der Methoden hinsichtlich der Alignment-
qualit�at weitaus bessere Ergebnisse gezeigt hat, als dies sowohl f�ur Threader1 als
auch Threader2 der Fall war (siehe Abschnitt 8.3).

Sequenzalignment �Z R1 �R
Familie # day gon b62 day gon b62 day gon b62

FAM-4cyt 8 1.00 1.02 0.99 0.25 0.50 0.50 0.57 0.69 0.70
FAM-4hel 7 1.10 1.10 1.08 0.17 0.33 0.33 0.30 0.37 0.39
FAM-OB 7 0.64 0.62 0.66 0.14 0.14 0.14 0.18 0.18 0.19
FAM-cys 5 1.16 1.18 1.16 0.00 0.00 0.00 0.20 0.10 0.11
FAM-ferr 6 1.14 1.15 1.14 0.00 0.00 0.17 0.14 0.19 0.27
FAM-avo 5 0.76 0.75 0.77 0.00 0.20 0.20 0.16 0.28 0.32
FAM-tim 11 0.86 0.87 0.78 0.09 0.09 0.09 0.29 0.22 0.23
FAM-glob 11 1.33 1.33 1.23 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
FAM-hydro 6 1.04 1.05 0.97 0.00 0.17 0.00 0.19 0.30 0.19
FAM-lipo 5 1.21 1.23 1.18 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
FAM-viral 10 0.66 0.66 0.63 0.50 0.40 0.40 0.57 0.46 0.49

Mittelwert 0.99 1.00 0.96 0.27 0.33 0.33 0.40 0.42 0.43

Tabelle 8.6: Faltungserkennung mittels Sequenzalignment [226]: Die Spal-
ten day, gon und b62 zeigen die Ergebnisse f�ur die ver-
wendete Austauschmatrix (dayhoff, gonnet beziehungsweise
blosum62, siehe 5.1). Als Gapkosten wurden einheitlich als
Gaper�o�nungskosten 15:0 und 3:0 als Gapverl�angerungsko-
sten verwendet.

Tabelle 8.6 zeigt die Erkennungsleistung, die mit reinen Sequenzalignmentmetho-
den [226] bei Verwendung verschiedener Austauschmatrizen auf dieser Testmen-
ge erreichbar ist. Ein Vergleich der zu den Austauschmatrizen geh�origen Spalten
zeigt, da� modernere Matrizen wie gonnet und blosum62 nicht nur | wie in der
Literatur vielfach nachgewiesen (siehe dazu auch Abschnitt 5.1) | zu einer h�oher-
en Alignmentqualit�at, sondern auch zu einer Steigerung der Erkennungsleistung
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von Sequenzalignmentmethoden f�uhren. Wie die Mittelwertzeile der Tabelle 8.6
zeigt, gelingt es auch mit den modernen Austauschmatrizen, nur in einem Drittel
der Beispiele eine verwandte Struktur auf Platz 1 der Rangliste zu �nden. Ange-
sichts der Tatsache, da� f�ur alle hier betrachteten Beispiele die Sequenzidentit�at
weit unter 25% liegt, ist diese Erkennungsleistung durchaus bemerkenswert.

123D CCP+ : : : �Z R1 �R
Familie # day gon day gon day gon

FAM-4cyt 8 1.11 1.13 1.24 0.12 0.12 0.12 0.32 0.35 0.23
FAM-4hel 7 1.38 1.40 1.62 0.33 0.33 0.17 0.40 0.41 0.29
FAM-OB 7 0.71 0.70 0.54 0.14 0.14 0.14 0.28 0.27 0.26
FAM-cys 5 1.15 1.16 1.19 0.20 0.20 0.20 0.36 0.36 0.29
FAM-ferr 6 1.04 1.03 1.11 0.17 0.17 0.33 0.26 0.29 0.37
FAM-avo 5 1.11 1.10 1.08 0.40 0.60 0.60 0.50 0.44 0.39
FAM-tim 11 1.19 1.24 1.75 0.45 0.45 0.45 0.66 0.65 0.62
FAM-glob 11 1.41 1.41 1.53 1.00 1.00 0.45 1.00 1.00 0.57
FAM-hydro 6 1.19 1.22 1.66 0.17 0.00 0.00 0.33 0.27 0.26
FAM-lipo 5 1.48 1.51 1.70 0.60 0.60 0.60 0.74 0.72 0.71
FAM-viral 10 0.88 0.90 0.99 0.60 0.60 0.60 0.44 0.44 0.41

Mittelwert 1.15 1.16 1.31 0.38 0.38 0.33 0.48 0.47 0.40

Tabelle 8.7: Faltungserkennung mit der 123D{Methode [379]: F�ur die
Spalten day und gon wurde jeweils zus�atzlich zum CCP{
Potential eine Austauschmatrix (dayhoff beziehungsweise
gonnet, siehe 5.1) als Bestandteil der Bewertungsfunktion
verwendet.

Tabelle 8.7 zeigt die Faltungserkennungsergebnisse, die mit der 123D{Methode [5]
auf der beschriebenen Testmenge erzielt werden. Es wird unterschieden, ob und
wenn ja welche Aminos�aureaustauschmatrix zus�atzlich neben dem Kontaktkapa-
zit�atspotential (CCP) f�ur die Berechnung und Bewertung der Sequenzstruktur-
alignments verwendet wurde. Ein Vergleich der dayhoff{ und gonnet{Spalten
gegen die Spalten, in denen das Kontaktkapazit�atspotential allein verwendet wur-
de, zeigt, da� auch f�ur Proteine sehr niedriger Sequenzidentit�at die Sequenz�ahn-
lichkeit einen wesentlichen Beitrag zur Erkennung leisten kann. Bis auf die Fal-
tungsfamilie der Ferredoxine verbessert die Hinzunahme der Sequenz�ahnlichkeit
in allen Familien die Erkennungsleistung der 123D{Methode, sowohl was die Rang
1 Erkennung (R1) als auch was den mittleren Rang des ersten Familienmitglieds
in der Rangliste ( �R) betri�t.
Wie der Vergleich des Mittelwertes des familienspezi�schen zscores �Z zeigt, scheint
durch die Hinzunahme von Sequenzinformation die Trennung zwischen den zu der
gleichen Familie geh�orenden und damit korrekten Tre�ern in der Rangliste und
den nicht zu der gleichen Familie geh�orenden Proteinen verwischt zu werden. Im
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Durchschnitt �uber alle Familien der Testmenge sinkt der familienspezi�sche zsco-
re �Z von 1:3 ohne Sequenzanteil auf 1:15 mit Austauschmatrix ab { unabh�angig
davon, ob dayhoff oder gonnet als Austauschmatrix verwendet wird.
Ein Vergleich der f�ur die einzelnen Familien erzielten Erkennungsraten best�atigt
die bereits bei der Analyse der Testbeispiele aufgestellte Hypothese, da� die Er-
kennung strukturell �ahnlicher Faltungen an Platz 1 der Rangliste (R1{Ma�) f�ur
einige der Familien leichter und f�ur andere schwerer ist. Am besten ist die Erken-
nung f�ur die Faltungsfamilie der Globine. Mit Sequenzinformation �ndet 123D

f�ur alle Globine eine homologe Faltung auf Rang 1 der Rangliste. Bei den Fa-
milien der Flavodoxin{�ahnlichen Proteine, der Proteine mit TIM{barrel{Faltung,
der Lipocaline und der viralen H�ullproteine werden f�ur 45 bis 60% der Beispiele
�ahnliche Faltungen auf Rang 1 erkannt.
F�ur die Familien der Vier{Helix{Zytokine, der Vier{Helix{B�undel, der OB{Falt-
ungen, der Cystein{Knoten{Zytokine, der Ferredoxin{�ahnlichen Proteine und der
Hydrolasen be�ndet sich f�ur weniger als ein Drittel der Familienmitglieder ein
strukturell verwandtes Protein auf Rang 1 der 123D{Rangliste. Bis auf die Fami-
lie der Vier{Helix{B�undel handelt es sich dabei um die Familien, die bereits in
Abschnitt 8.4.1 als schwierig und problematisch identi�ziert wurden. Warum die
Erkennung der 123D{Methode f�ur die Faltungsfamilie der Vier{Helix{B�undel nur
17% betr�agt, ist unklar und sollte genauer untersucht werden. Das �R{Ma� zeigt
jedoch an, da� die struktur�ahnlichen Proteine auch f�ur diese Familie im oberen
Bereich der Rangliste zu �nden sind.
Wie die Mittelwertzeile von Tabelle 8.7 zeigt, �ndet die 123D{Methode in 38%
von 81 F�allen ein Protein der gleichen Familie auf Rang 1 der Rangliste mit 251
Proteinstrukturen. Das erste struktur�ahnliche Protein �ndet sich imMittel knapp
unterhalb der Position 2 der Rangliste ( �R = 0:48 f�ur CCP mit dayhoff{Matrix).
Die Bewertung eines Paares aus Mitgliedern der gleichen Familie ist im Mittel
um mehr als eine Standardabweichung ( �Z � 1:15 f�ur alle drei Spalten) h�oher als
die von Paaren, die aus strukturell un�ahnlichen Proteinen bestehen.
Die Tabelle 8.8 zeigt die mit der RDP{Methode erzielten Erkennungsergebnisse.
F�ur die Faltungserkennungsexperimente mit RDP werden die in Abschnitt 7.7
empirisch bestimmten Parameter verwendet. Zus�atzlich zu dem auf Voronoikon-
taktrelationen basierenden Potential (VCM{Spalten) wird zum Vergleich auch ein
auf Distanzkontaktrelationen basierendes Potential (PDB{Spalten) unter Beibe-
haltung der weiteren Parameter getestet. Das auf Distanzkontaktrelationen ba-
sierende Potential erkennt in 47% aller Beispiele ein struktur�ahnliches Protein auf
Position 1 der Rangliste. Dies sind 9% mehr als mit 123D und sogar 14% mehr
als mit Sequenzalignment erkannt werden (vergleiche Tabellen 8.7 und 8.6).
Bei Verwendung des auf Voronoikontaktrelationen basierenden Potentials werden
sogar in 53% der Beispiele Proteine der gleichen Faltungsfamilie auf Rang 1 der
Rangliste gefunden. Dies sind 15(20)% mehr als mit 123D (Sequenzalignment) zu
�nden sind. Doch nicht nur die R1{Erkennungsrate kann durch Verwendung der
RDP{Methode gesteigert werden, sondern die RDP{Methode �ndet im Durch-
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RDP �Z R1 �R
Familie # PDB VCM PDB VCM PDB VCM

FAM-4cyt 8 -0.89 -0.87 0.25 0.38 0.48 0.51
FAM-4hel 7 -1.04 -1.04 0.57 0.71 0.66 0.72
FAM-OB 7 -0.86 -0.79 0.57 0.29 0.61 0.42
FAM-cys 5 -1.15 -1.17 0.20 0.40 0.33 0.46
FAM-ferr 6 -0.92 -0.87 0.17 0.17 0.25 0.22
FAM-avo 5 -1.24 -1.09 0.20 0.60 0.43 0.62
FAM-tim 11 -0.82 -0.88 0.18 0.27 0.33 0.44
FAM-glob 11 -1.65 -1.51 1.00 1.00 1.00 1.00
FAM-hydro 6 -1.03 -1.08 0.17 0.50 0.41 0.61
FAM-lipo 5 -1.37 -1.44 0.80 0.80 0.81 0.90
FAM-viral 10 -0.83 -0.91 0.70 0.60 0.72 0.69

Mittelwert -1.07 -1.05 0.47 0.53 0.57 0.61

Tabelle 8.8: Faltungserkennung mit der RDP{Methode: F�ur die VCM{
Spalten wurde ein auf Voronoikontaktrelationen basierendes
Potential und f�ur die PDB{Spalten ein auf Distanzkontaktre-
lationen basierendes Potential verwendet.

schnitt auch ein Familienmitglied weiter oben in der Rangliste als dies bei 123D
der Fall ist, wie ein Vergleich der �R{Spalten in Tabellen 8.8 und 8.7 zeigt.

Der familienspezi�sche zscore �Z ist bei der RDP{Methode mit einem negativen
Vorzeichen versehen, da RDP im Unterschied zum Sequenzalignment und zu 123D

minimiert statt maximiert. Die Trennung der Familienmitglieder von den nicht
Familienmitgliedern bez�uglich der Kostenfunktionsbewertung gemessen in Ein-
heiten Standardabweichung ist bei der RDP{Methode etwas geringer als bei 123D.
Ein Grund daf�ur sind sicher die geringen Kosten f�ur Insertionen und Deletionen
in der Kostenfunktion der RDP{Methode. Die niedrigen Gapkosten machen es
m�oglich, da� zum Beispiel beim Alignment einer k�urzeren Sequenz gegen eine
l�angere Faltung die gut passenden Bereiche f�ur das Alignment selektiert werden,
die dann in der Regel aus unzusammenh�angenden Sekund�arstrukturelementen
bestehen. Wie die R1{Erkennung zeigt, hat die Vorgehensweise, auch m�oglichst
gute Alignments zwischen nicht zu einer Familie geh�origen Sequenzstrukturpaa-
ren zu berechnen, keinen negativen Einu� auf die Erkennung wirklich �ahnlicher
Faltungen an Platz 1 der Ranglisten.

Wie auch bei der 123D stellen sich auch bei der RDP{Methode die Familien als
schwer heraus, die bereits bei der Voranalyse der Testmenge als schwer eingestuft
wurden.

Wesentliche Verbesserungen gegen�uber 123D kann die RDP{Methode f�ur die Pro-
teine mit Vier{Helix{B�undel{Faltung (71% vs. 33%), die Vier{helikalen Zytoki-
nen (38% vs. 12%) und die Hydrolasen (50% vs. 17%) erreichen. Kleiner fallen
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die Verbesserungen f�ur die OB{Faltungen (29% vs. 14%), die Cystein{Knoten
Zytokine (40% vs. 20%) und die Lipocaline (80% vs. 60%) aus. Bei den OB{
Faltungen erkennt RDP mit dem auf Distanzkontaktrelationen basierenden Po-
tential sogar in 57% (123D 14%) ein Element der Familie auf Rang 1. Allein bei
den TIM{barrel{Faltungen erkennt RDP mit 27% weniger Familienmitglieder als
123D (45%) auf Rang 1.
Wie die Analyse der Alignmentqualit�at (Abschnitt 8.3) gezeigt hat, berechnet
die RDP{Methode sehr gute Sequenzstrukturalignments. Die Qualit�at der Me-
thode zeigt sich insbesondere dann, wenn Insertionen und Deletionen nur gering
bestraft werden, so da� wirklich nur die zueinander passenden Bereiche aliniert
werden. Die strukturrichtigen Alignments von �ahnlichen Faltungen unterscheiden
sich jedoch von denen f�ur un�ahnliche Faltungen sehr h�au�g insbesondere durch
die beim strukturrichtigen Alignment notwendigen Insertionen und Deletionen.
Daher kann eine etwas h�ohere Gewichtung der Gapkosten f�ur die Trennung der
Alignments �ahnlicher und un�ahnlicher Faltungen von Nutzen sein.
Im folgenden wird ein erster Versuch unternommen, die Erkennungsleistung al-
lein durch eine Neubewertung der bereits berechneten Alignments zu erh�ohen.
Im Detail werden sogar alle Kostenfunktionsbestandteile, die bei der Berechnung
der Alignments verwendet wurden (wie zum Beispiel die Potentiale), beibehalten
und es wird versucht, nur durch Einstellung der Gewichtungsfaktoren der Kosten-
funktionsbestandteile untereinander (siehe Abschnitt 7.7) die Erkennungsleistung
zu verbessern.
Ziel der Umgewichtung der Kostenfunktionsbestandteile ist, in m�oglichst vielen
der 81 Ranglisten ein Mitglied der Faltungsfamilie auf Platz 1 zu bekommen,
zu der auch die jeweils untersuchte Proteinsequenz geh�ort. Das aus dieser Pro-
blembeschreibung resultierende Optimierungsproblem kann als quadratisches Zu-
ordnungsproblem [198] formuliert werden. Da quadratische Zuordnungsprobleme
NP{schwer [108] sind, wird hier eine von Alexander Zien [378] f�ur die Optimie-
rung allgemeiner Parameterprobleme entwickelte Methode zur Berechnung heu-
ristischer L�osungen verwendet. In dieser Methode wird die Anzahl der in einem
linearen Ungleichungssystem verletzten Ungleichungen minimiert. Dabei wird f�ur
jedes Paar aus der Rangliste eine Ungleichung aufgestellt, die beschreibt, welches
der beiden Proteine strukturell �ahnlicher zu der untersuchten Sequenz ist.
Da die Methode darauf abzielt, die Anzahl der durch die Rangliste verletzten Un-
gleichungen zu minimieren, wird durch sie die Erkennungsleistung nur indirekt
verbessert. Aufgrund des dieser Methode zugrunde gelegten Optimierungskriteri-
ums ist es attraktiver, eine Struktur aus der jeweils richtigen Faltungsfamilie, die
sich aufgrund eines schlechten Sequenzstrukturalignments auf Rang 200 be�ndet,
auf Rang 190 hoch zu bringen, als eine andere ebenfalls richtige Struktur von Rang
3 auf 1 umzusortieren, zu der zus�atzlich ein wesentlich besseres Sequenzstruktur-
alignment berechnet werden konnte. Dies liegt daran, da� im ersten Fall neun und
im zweiten Fall nur zwei weitere Ungleichungen durch die Umgewichtung der Pa-
rameter erf�ullt werden. Bei Erkennungsexperimenten kommt es aber darauf an,
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eines der Familienmitglieder auf Rang 1 und m�oglichst viele Familienmitglieder
auf den ersten Positionen der Rangliste zu plazieren. Auf welchem Rang Famili-
enmitglieder mit einem schlechten Sequenzstrukturalignment stehen, interessiert
dagegen in der Regel wenig, solange auf den oberen Pl�atzen der Rangliste die
richtigen Strukturvorschl�age zu �nden sind.

RDPrerank �ZFi R1 �R
Familie # PDB VCM PDB VCM PDB VCM

FAM-4cyt 8 -0.98 -0.88 0.50 0.25 0.68 0.45
FAM-4hel 7 -1.19 -1.02 0.71 0.71 0.72 0.74
FAM-OB 7 -0.88 -0.83 0.57 0.57 0.61 0.63
FAM-cys 5 -1.27 -1.16 0.20 0.60 0.36 0.64
FAM-ferr 6 -1.00 -0.89 0.00 0.17 0.10 0.22
FAM-avo 5 -1.22 -1.05 0.60 0.60 0.68 0.64
FAM-tim 11 -0.74 -0.77 0.27 0.36 0.47 0.60
FAM-glob 11 -1.77 -1.35 1.00 1.00 1.00 1.00
FAM-hydro 6 -1.01 -0.99 0.17 0.50 0.33 0.54
FAM-lipo 5 -1.54 -1.33 1.00 0.80 1.00 0.90
FAM-viral 10 -0.95 -0.88 0.70 0.60 0.78 0.69

Mittelwert -1.13 -1.00 0.54 0.57 0.64 0.66

Tabelle 8.9: Faltungserkennung auf von der RDP{Methode mit den f�ur
Tabelle 8.8 verwendeten Parametern berechneten Sequenz-
strukturalignments und einer nachtr�aglichen Neubewertung
der Alignments.

Aus diesen Gr�unden wurde die Parameterkalibrierung im wesentlichen experi-
mentell eingesetzt, um verschiedene Parameterkombinationen auf ihre Erken-
nungsleistung hin zu testen, ohne die Sequenzstrukturalignments aufwendig neu
berechnen zu m�ussen. Tabelle 8.9 zeigt die besten bei diesem Test erzielten Er-
kennungsergebnisse, die durch eine Kombination manuell vorgenommener Para-
metereinstellungen und Kalibrierung erreicht wurden.
Wie ein Vergleich von Tabelle 8.9 mit Tabelle 8.8 zeigt, kann durch eine Verschie-
bung der Gewichtungsparameter eine sieben{ beziehungsweise vierprozentige Ver-
besserung der R1{Erkennung erreicht werden. Die bisherigen Versuche best�atigen
dabei die Vermutung, da� eine Verbesserung der Erkennungsleistung im wesent-
lichen, �uber die h�ohere Bestrafung von Insertionen und Deletionen m�oglich ist,
w�ahrend die Gewichtung der anderen Kostenfunktionsterme untereinander im
wesentlichen erhalten bleibt. Eine entsprechend hohe Bestrafung von Insertion
und Deletionen bereits bei der Berechnung der Sequenzstrukturalignments hat
sich jedoch als nachteilig erwiesen, da dann die Alignmentqualit�at abnimmt.
Abbildung 8.18 fa�t noch einmal die diskutierten Faltungserkennungsergebnisse
auf einem Blick zusammen. F�ur alle Familien mit Ausnahme der TIM{barrel{
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Abbildung 8.18: Vergleich der Erkennungsraten der verschiedenen Methoden:
Sequenzalignment (blau), 123D (cyan), RDP mit Distanzkon-
taktrelationen (gelb) und Voronoikontaktrelationen (rot).

Faltungen erkennt die RDP{Methode h�au�ger eine �ahnliche Faltung als die an-
deren Methoden. In allen F�allen mit Ausnahme der Lipocaline und der viralen
H�ullproteine werden mit den auf Voronoikontaktrelationen basierenden Kontakt-
potentialen mehr richtige Faltungen erkannt als mit dem auf Distanzkontaktre-
lationen basierenden Potential.

Mit der RDP{Methode kann also nicht nur die Alignmentqualit�at, sondern �uber
die qualitativ guten Sequenzstrukturalignments auch die Erkennungsrate gegen-
�uber reinem Sequenzalignment (siehe Tabelle 8.6) und gegen�uber 123D (siehe
Tabelle 8.7) betr�achtlich gesteigert werden. Diese Steigerung betr�agt auf der hier
verwendeten Testmenge, deren Schwierigkeiten in Abschnitt 8.4.1 veranschaulicht
wurden, insgesamt bei der Verwendung von auf Voronoikontaktrelationen basie-
renden Potentialen 24% gegen�uber dem Sequenzalignment und immerhin noch
19% gegen�uber 123D. Die zw�olfte Spalte der Abbildung 8.18 zeigt den direkten
Vergleich der Erkennungsraten gemittelt �uber alle Familien der Testmenge. Da�
die R1{Erkennungsrate mit maximal 57% immer noch nicht optimal ist, liegt in
der Schwierigkeit der verwendeten Testbeispiele begr�undet.
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8.5 Strukturvorhersagewettbewerb: CASP II

Die RDP{Methode wurde wie auch die anderen ToPLign{Methoden, Sequenz-
alignment und 123D im Rahmen der Strukturvorhersagen f�ur den CASP II Wett-
bewerb im Zeitraum Juni bis Oktober 1996 eingesetzt. Schon die Teilnahme an
dem Wettbewerb zeigte Verbesserungsm�oglichkeiten sowohl in der Erkennungs-
methode und den Kostenfunktionen als auch im Funktionsumfang und in der
Bedienerfreundlichkeit der Programme auf, die in die Weiterentwicklung insbe-
sondere der RDP{Methode eingeossen sind. Neben der Erprobung der eigentli-
chen Faltungserkennungsprogramme 123D und RDP wurden schon w�ahrend des
Vorhersagezeitraums zahlreiche Programme zur Nachanalyse berechneter Align-
ments entwickelt, die zum Beispiel Bewertungen mit verschiedenen Potentialen,
positionelle Analyse oder graphische Ergebnisaufbereitungen durchf�uhren oder
den Vorhersageproze� in Teilen automatisieren.
Bei den einzelnen Vorhersagen im Rahmen von CASP II wurde versucht, die Er-
gebnisse der unterschiedlichen Verfahren durch eine konsistente Vorhersage in
�Ubereinstimmung zu bringen. Dieser Proze� wurde weitgehend manuell durch-
gef�uhrt, obwohl die entwickelten Verfahren zum Vergleich von Alignments und
der Berechnung von Alignmentdistanzen eingesetzt wurden. Die durchgef�uhrten
Vergleiche haben Schwachstellen oder Grenzen der jeweiligen Methoden bezieh-
ungsweise der Bewertungs{ und Ranglistenkriterien aufgedeckt. Die durch den
Vergleich gewonnenen Erkenntnisse wurden neben der Konstruktion einer konsi-
stenten Vorhersage auch zur gegenseitigen Kalibrierung der Verfahren, Parameter
und Kostenfunktionen eingesetzt.
Im Zeitraum von Juni bis Oktober 1996 waren insgesamt 22 Proteinstrukturen f�ur
unterschiedlich lange Sequenzen aus verschiedenen Organismen mit unterschied-
lichen biologischen Funktionen und einer ganzen Bandbreite von Strukturklassen
vorherzusagen. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 8.10{ 8.13 zusammengefa�t.
F�ur jede der Vorhersagen gab es kurze Vorhersagezeitr�aume mit de�nierten Abga-
bedaten. Die eingereichten Strukturvorhersagen wurden von einem unabh�angigen
Auswertekommitee registriert und schlie�lich f�ur die Auswertung beim Evaluie-
rungsworkshop im Dezember vorbereitet. Von den 22 vorhergesagten Proteinen
wurden nur 14 rechtzeitig zur Auswertung experimentell aufgekl�art, bei 8 Pro-
teinen konnten die Experimentatoren den prognostizierten Zeitplan der Struk-
turaufkl�arung nicht einhalten.

Target-Id. # Reste Beschreibung Vorhersagen NONE

t23 284 KDO8P-Synthase,E.coli 1GOX- 0.25 1WSYA 0.25 0.5

t19 340 RepA1,E.coli 1CGPA 0.1 - 0.9

Tabelle 8.10: CASP II: eingreichte aber nicht ausgewertete Targets [200].

Von den 22 Targets wurden an der GMD 16 bearbeitet und eingereicht, zwei
waren f�ur �ahnlichkeitsbasierte Methoden ungeeignet, eine Vorhersage wurde nicht
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rechtzeitig fertiggestellt, und f�ur eine waren die Ergebnisse inkonsistent (siehe
Tabelle 8.11), zwei der Targets wurden nicht rechtzeitig experimentell aufgekl�art
und kurzfristig aus dem Wettbewerb genommen (siehe Tabelle 8.10).

Target-Id. # Reste Beschreibung Grund

t6 269 Outer-Membrane-Phospholipase-
A, E.coli

noch o�en

t8 29 De-Novo-designed-peptide zu kurz f�ur Threading

t11 220 Hsp-90, N-terminal-domain,
S. cerevisiae

Vorhersage nicht
rechtzeitig fertig

t21 64 KorB, C-terminal-domain, E.coli noch o�en

t30 66 domain-1, protein-g3,
�lamentous-phage-fd

zu kurz f�ur Threading

t37 109 calponon-homology-domain,
�-spectrin, Human

schlecht interpretier-
bare Ergebnisse

Tabelle 8.11: CASP II: nicht eingereichte Targets [200].

F�ur jede der verbleibenden 16 Vorhersagen wurden neben der in dieser Arbeit
beschriebenen RDP{Methode auch die anderen im PROTAL{Projekt entwickelten
Methoden eingesetzt. Da die Wahl der Parameter sowohl f�ur die Faltungserken-
nung und als auch das genaue Sequenzstrukturalignment entscheidend ist, wurden
f�ur jedes Target und jede Methode verschiedene plausible Parameterkombinatio-
nen und unterschiedliche Repr�asentativmengen durchgerechnet.
Im ersten Schritt der Vorhersage wurden f�ur jedes Vorhersagetarget die bekannten
Fakten aus der relevanten biologischen Literatur zusammengetragen und Hinwei-
se und Restriktionen f�ur entsprechende Strukturvorschl�age abgeleitet. Parallel
wurden alle an der GMD entwickelten Methoden zur Suche nach zu den Vorher-
sagetargets homologen Strukturen eingesetzt und durch schrittweise Verfeinerung
die Menge der m�oglichen Kandidaten eingeschr�ankt. Danach wurden die mit den
verschiedenen Methoden und Parameters�atzen abgeleiteten Vorhersagen mitein-
ander verglichen und zu einem konsistenten Strukturvorschlag verdichtet, der
m�oglichst mit den biologischen Fakten in Einklang stand. Schlie�lich wurden die
plausiblen Strukturvorschl�age mit Wahrscheinlichkeiten versehen und zu einem
detaillierten Sequenzstrukturalignment verfeinert. Dazu wurden neben den bei-
den Sequenzstrukturalignmentmethoden 123D und RDP vor allem Analysen der
Kompaktheit der Alignments, Vergleiche mit der vorhergesagten oder aus der
Literatur bekannten Sekund�arstruktur, sowie Berechnungen und Korrelationen
positioneller Paarpotentialverl�aufe verwendet.
Im Dezember 1996 fand in Asilomar, Kalifornien, der Auswerteworkshop statt.
Dabei wurden Kriterien zur Bewertung von Strukturvorhersageergebnissen und
f�ur den Vergleich unterschiedlicher Vorhersagemethoden diskutiert und auf die
eingereichten Vorhersagen angewendet. Wie bei einem solchen hochkompetiti-
ven Wettbewerb zu erwarten, gab es ausgiebige Diskussionen und Meinungsver-
schiedenheiten unter den Experten. Insgesamt kann man aber festhalten, da�
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von den vier Wettbewerbskategorien
"
Ab{Initio{Prediction\,

"
Comparative mo-

delling\,
"
Fold Recognition and Threading\ und

"
Docking\, am f�ur unsere Einrei-

chungen relevanten Teil
"
Fold Recognition and Threading\ die meisten Arbeits-

gruppen teilnahmen und hier auch der gr�o�te Fortschritt gegen�uber dem letzten
state{of{the{art Workshop CASP I (1994) zu verzeichnen war. Konsequenterwei-
se gab es hier auch die meisten Diskussionen um die Bewertung der eingereichten
Vorhersagen und die dazu eingesetzten Methoden.
Die harte Konkurrenz im Threading{Bereich demonstriert auch die allgemein
erwartete gro�e Bedeutung solcher Methoden im Rahmen der Nutzung der in den
Genomprojekten massiv anfallenden Sequenzdaten f�ur industrielle Forschungs{
und Anwendungsprojekte.
Die Tabelle 8.12 gibt eine �Ubersicht �uber unsere Vorhersagen f�ur jene Targets
in der Kategorie Threading, bei denen die gemessene Struktur sich als hinrei-
chend �ahnlich zu einem der Proteine in der Datenbank herausgestellt hat. In der
Tabelle werden unsere Vorhersagen in den drei Spalten VAST, DALI und SSAP

auf der Basis der mit den bei der Ergebnisbewertung eingesetzten Strukturver-
gleichsmethoden erzielten Ergebnisse bewertet. In f�unf weiteren Spalten ist die
�Ubereinstimmung der Vorhersage mit der experimentell ermittelten Struktur hin-
sichtlich der Klasse, der Faltung, der Topologie, der Struktur und dem Alignment
angegeben. Bez�uglich der Strukturvergleichsprogramme konnte eine Vorhersage-
qualit�at von 4:8 zu 3:2 erreicht werden, das hei�t 60% der Targets wurden richtig
vorhergesagt. Bei den anderen Kriterien lag die Qualit�at zum Teil sogar erheblich
h�oher (Klasse: 7:3 zu 0:7, Alignments: 5:3 zu 2:7).
Damit waren unsere Einreichungen sehr erfolgreich, das hei�t unsere Gruppe lag
in der Spitzengruppe von etwa 7 Arbeitsgruppen der beteiligten 35 Gruppen.
Diese Einsch�atzung wird auch durch die mittlerweile ver�o�entlichten Ergebnis-
berichte der Evaluatoren [205, 217] der Threading{Kategorie des Wettbewerbs
best�atigt.
Von diesen etwa sieben Gruppen war jede in der Lage, die meisten (das hei�t mehr
als drei Viertel) der m�oglichen �ahnlichen Faltungen in der Datenbank der struk-
turaufgekl�arten Proteine zu identi�zieren und in vielen F�allen auch gute Align-
ments (mit kleiner RMS{Abweichung des Modells zur jetzt aufgekl�arten Struktur)
zu berechnen. Dies stellt einen entscheidenden Fortschritt innerhalb der letzten
beiden Jahre seit CASP I dar. Ermutigend ist auch, da� doch recht unterschied-
liche Verfahren heutzutage in der Lage sind, f�ur sehr schwierige Probleme �uber-
einstimmende, beziehungsweise gleich gute L�osungen zu produzieren. Allerdings
wurde auch klar, da� viele der publizierten Methoden entscheidende Schw�achen
im praktischen Einsatz f�ur relevante Datens�atze aufweisen [118, 168, 194].
Leider haben alle Methoden noch ihre Schw�achen. Keine der teilnehmenden Grup-
pen konnte alle m�oglichen L�osungen in der zur Verf�ugung stehenden Zeit bestim-
men. Besondere Probleme bereiten die sogenannten

"
false positives\, das hei�t

zuversichtlichen Vorhersagen f�ur Sequenzen, die sich als v�ollig falsch herausstell-
ten, weil es �uberhaupt keine �ahnlichen Strukturen in der Datenbank gab. Dieser
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Threonine-
Deaminase,

1PII- 0.80 0.80 0.80 - 0.80 0.80

t2 514
E.coli 1MIOD 0.20 0.20 0.20 - 0.20 0.20

Polyribonucleotide 1CSP- 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40

t4 84 Nucleotidyltransferase, 1SNC- 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20

S1-motif,E.coli 1PGX- 0.40 0.40 0.40 0.40

3-Dehydroquinase, 1TMHD 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
t14 252

Salmonella-typhi 1DBP- 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20

Ferrochelatase, 5TIMB 0.40 0.40 0.40 0.40
t20 320

B.subtilis NONE- 0.60

ArgR,N-terminal-
domain,

1LEA- 0.90 X X X 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90

t26 79
E.coli 1LLIA 0.10 X X X 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10

Exfoliative-toxin-A, 1TRY- 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90 0.90
t31 242

S.aureus NONE- 0.10

t38 152 CBDN1,Cellulomonas-
�mi

1EXG- 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

1CB1- 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70
t42 78 NK-lysin,Pig

NONE- 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30

Ok GMD PROTAL Total (8) 8 4.8 4.8 3.4 6.3 7.3 5.5 6.3 4.8 5.3

Wrong GMD PROTAL Total (8) 8 3.2 3.2 3.6 1.7 0.7 2.5 1.7 3.2 2.7

Tabelle 8.12: CASP II: Erfolg der Vorhersagen f�ur die 8 Strukturen mit
�ahnlichen Faltungen in der PDB bei Anwendung verschiedener
Evaluierungsmethoden: Drei Spalten entsprechen den bei der
Ergebnisbewertung eingesetzten Strukturvergleichsmethoden,
f�unf weitere Spalten der jeweiligen �Ubereinstimmung des vor-
hergesagten Modells mit der Struktur hinsichtlich Klasse, Fal-
tung, Topologie, Struktur und Alignment. Eine schwarze oder
farbige Box zeigt eine korrekte Vorhersage bez�uglich des be-
trachteten Kriteriums an. Die Zahl in der Box ist die bei der
Vorhersage gesch�atzte Wahrscheinlichkeit f�ur die Korrektheit
des Modells. Die Summen in den letzten beiden Zeilen ge-
ben die Gesamtwahrscheinlichkeit f�ur die richtig bzw. falsch
vorhergesagten Strukturen an [200].

Fall ist f�ur Threading{Methoden besonders schwierig, da anhand der mit mehr
oder weniger Zuverl�assigkeit vorhergesagten Modelle entschieden werden mu�,
da� sie alle nicht zutre�end sind. Aber auch in diesem Bereich stellten sich un-
sere Vorhersagen als sehr erfolgreich heraus: F�ur die H�alfte dieser Targets (ein
Spitzenwert im Rahmen des Wettbewerbs) konnte mit hoher Wahrscheinlichkeit
das Vorliegen einer neuen Faltungsklasse vorhergesagt werden. Es konnte eine
Genauigkeit von knapp unter 50% erreicht werden. Tabelle 8.13 fa�t die Analyse
unserer Vorhersagen f�ur die sechs Proteine zusammen, zu denen bislang keine
�ahnliche Faltung in der Datenbank existierte.
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Target-Id. # Reste Beschreibung Modell Prob VAST DALI SSAP NONE

Gamma-Fibrinogen 1GGTA 0.60
t5 268

C-terminus,Human 2HWC1 0.40
Bactericial/Permeablility1MIOD 0.20

t10 456
increasing-protein NONE- 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
Proregion,Procaricain, 1GCB- 0.30

t12 107
Carica-papaya NONE- 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70
Peridinin-Chlorophyll 7ABP- 0.60

t16 312 Protein, 4ENL- 0.30

Amphidinium-carterae NONE- 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10

1ANHB 0.20 0.20

L-Fucose-Isomerase, 1HLDB 0.20 0.20 0.20 0.20
t22 591

E.coli 1MAMH 0.20 0.20

NONE- 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
beta-cryptogein,fungus 1LPT- 0.40

t32 98
phytophthora-cryptogea NONE- 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60

Ok GMD PROTAL Total (6) 6 2.8 2.8 2.6 3.2

Wrong GMD PROTAL Total (6) 6 3.2 3.2 3.4 2.8

Tabelle 8.13: CASP II: �Ubersicht �uber die Vorhersagen, bei denen die ex-
perimentell bestimmte Struktur sich als v�ollig neue Faltung
herausgestellt hat (Eintr�age vergleiche Tabelle 8.12) [200].

W�ahrend der Vorhersage und auch retrospektiv bei der ersten Auswertung der Er-
gebnisse (insbesondere der fehlerhaften Vorhersagen) ergaben sich einige Ans�atze
f�ur zuk�unftige Verbesserungen. Zum Beispiel hat sich die Einbeziehung multipler
Alignments als sehr hilfreich erwiesen. Aus diesem Grunde ist es auch imAnschlu�
an diese Arbeit geplant, multiple Alignmentinformation in die RDP{Methode
miteinzubeziehen, beziehungsweise die Methode zu einem neuartigen multiplen
Threadingverfahren weiterzuentwickeln.

Die Fokussierung auf kompakte Alignments (das hei�t Alignments mit wenigen
Insertionen und Deletionen) hat sich zwar zur Faltungserkennung bew�ahrt, f�uhrt
jedoch in vielen F�allen zu schlechten Sequenzstrukturalignments mit hohen RMS{
Abweichungen zwischen dem vorhergesagten Modell und der experimentell aufge-
kl�arten Struktur. Ein Grund daf�ur liegt zum Beispiel darin, da� bei Verwendung
hoher Kosten f�ur Insertionen und Deletionen alle Schleifenbereiche aliniert wer-
den, die bekanntlich auch zwischen homologen Strukturen sehr unterschiedlich
sein k�onnen.

Da die RDP{Methode weitestgehend ohne explizite Gapkosten auskommt, ent-
halten die mit dieser Methode berechneten Sequenzstrukturalignments in der
Regel mehr Insertionen und Deletionen. Diese bestehen jedoch in den meisten
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F�allen aus sogenannten Wechselgaps, wo sowohl Bereiche aus der Sequenz als
auch der Struktur unaliniert bleiben, da sie nicht zuverl�assig einander zuge-
ordnet werden konnten. So beschr�ankt die Methode automatisch das Alignment
auf die strukturrichtig alinierbaren Bereiche von Sequenz und Struktur. Unter-
schiedliche Schleifenbereiche sind nicht Bestandteil des Alignments. Die in den
folgenden Abschnitten durchgef�uhrte Analyse dessen, welche Fortschritte durch
die Anwendung der RDP{Methode auf die Beispiele des Wettbewerbs schon mit
den Standardparametern der Methode erzielt werden k�onnen, zeigt dies deutlich.
Durch Anwendung der RDP{Methode konnte so insbesondere die Qualit�at der
Sequenzstrukturalignments in Bezug auf die bei der Bewertung der Vorhersagen
angelegten Bewertungskriterien wesentlich verbessert werden.
W�ahrend der Vorhersagen f�ur den Wettbewerb wurde dem Einf�ugen von Inser-
tionen und Deletionen in der RDP{Methode nahezu vollkommen freier Lauf ge-
lassen. Mit sehr niedrigen Gapkosten tendierte die RDP{Methode bei den verwen-
deten Kostenfunktionen manchmal dazu, allein die bez�uglich der Kostenfunktion
gut zueinander passenden Bereiche zu alinieren, ohne dabei zu ber�ucksichtigen,
inwiefern das Alignment in ein sinnvolles Strukturmodell mit geschlossener oder
zumindest schlie�barer R�uckgratkette umsetzbar ist. Diese Beobachtung hat da-
zu gef�uhrt, da� die RDP{Methode in der Zwischenzeit durch Funktionen erg�anzt
wurde, die sowohl beim rekursiven Abstieg als auch beim Zusammensetzen der
Teill�osungen testen, ob eine Teill�osung zu einem sinnvollen Strukturmodell er-
weitert werden kann (siehe Abschnitte 7.3.3 und 7.6.2). Zur Verbesserung der
Sequenzstrukturalignments ist au�erdem geplant, RDP um Modellierungsans�atze
von Schleifen, oder zumindest um zus�atzliche Kriterien �uber ihre Modellierbar-
keit, zu erweitern (siehe Abschnitt 9.1).
Im folgenden werden drei Vorhersagen im Detail diskutiert. Besondere Betonung
soll dabei auf dem Anteil der RDP{Methode an dem erfolgreichen Abschneiden
beim CASP II{Wettbewerb und auf die Verbesserungen gelegt werden, die durch
die weiterentwickelte RDP{Methode erreicht und im nachfolgenden Wettbewerb
erwartet werden k�onnen. Eine Diskussion aller Vorhersagen w�urde den Rahmen
dieser Arbeit sprengen. F�ur eine Gesamteinordnung der gemachten Vorhersagen
sei nochmals auf den Ergebnisberichte der Evaluatoren [205, 217] verwiesen.

8.5.1 Target t4: Polyribonukleotide Nukleotidyltransferase

Nach Aufkl�arung der Struktur der Nukleotidyltransferase [51] wurde als �ahnlich-
ste Struktur in der Strukturdatenbank die Struktur des major cold shock Proteins
aus dem Organismus Escherichia coli [311] identi�ziert. Aufgrund dieser struk-
turellen �Ahnlichkeit wird vermutet, da� beide Proteine aus einem Nukleotide
bindenden Protein als gemeinsamem Vorfahren hervorgegangen sind [51].
In den Suchl�aufen f�ur CASP II war das Protein 1csp f�ur unterschiedliche Pa-
rameters�atze und Paarinteraktionspotentiale in den Ranglisten auf den Positio-
nen 4, 8, 9 und 16 von den 1334 Proteinen der verwendeten Repr�asentativmen-
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ge. Auf den Pl�atzen davor befanden sich jeweils gr�o�ere Proteine, bei denen in
den zugeh�origen Alignments die Sequenz der Nukleotidyltransferase auf Struktur-
elemente abgebildet wurden, die ebenfalls als OB{Faltungen angesehen werden
k�onnen. Aufgrund des kompakten Alignments, der relativ hohen Sequenzidentit�at
(von 23:8%) und der �Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Erkennungsex-
perimente mit 123D wurde 1csp als m�ogliche Faltung der Nukleotidyltransferase
identi�ziert und eingereicht.
Mit der weiterentwickelten RDP{Methode und den in Abschnitt 7.7 ermittel-
ten Parametern, wird 1csp bereits auf Platz 3 der Rangliste gefunden. Direkt
vor 1csp in der Rangliste steht ein weiteres major cold shock Protein mit OB{
Faltung (1mjc), das ebenfalls ein sehr gutes Modell f�ur die Nukleotidyltransferase
darstellt. Da� zwei Proteine gleicher Faltung am Anfang der Rangliste gefunden
werden, w�urde die Signi�kanz einer Blindvorhersage stark erh�ohen, da es sich
um die Rangliste bez�uglich einer Repr�asentativmenge handelt, in der nur wenige,
untereinander nicht oder nur gering homologe OB{Faltungen enthalten sind.
Die wesentliche Verbesserung, die durch die Weiterentwicklungen der RDP{Me-
thode erreicht wurde, ist die Qualit�at der berechneten Sequenzstrukturalign-
ments. Abbildung 8.19 zeigt das Alignment, wie es f�ur den Wettbewerb einge-
reicht wurde, und das Alignment, wie es von RDP mit den allgemein verwendeten
Parametern heute berechnet wird. Die Entscheidung, das obere Alignment einzu-
reichen, ist aufgrund seiner Kompaktheit und der f�ur Faltungserkennungsexperi-
mente sehr hohen Sequenzidentit�at von 24% gefallen. Die RMS-Abweichung von
5:2�A zeigt, da� in diesem Falle die Kompaktheit ein falsches Entscheidungskrite-
rium war { zumindest wenn man die bei der Ergebnisbewertung angewendeten
Kriterien anlegt. In dem RDP{Alignment werden zwei Wechselgaps so eingef�ugt,
da� nur die wirklich passenden Bereiche einander zugeordnet werden, wobei neun
Reste weniger aliniert werden. Da sich diese neun Reste in Wechselgaps be�nden,
ist gew�ahrleistet, da� die L�ucken in dem aus dem Alignment resultierenden Mo-
dell in einer anschlie�enden Modellierung problemlos geschlossen werden k�onnen.
Das RDP{Alignment erreicht eine RMS{Abweichung von 2:9 �A bei einer sogar
noch h�oheren Sequenzidentit�at von fast 27%.

Identit�at [%] # Reste RMS{Abweichung [�A]

Sequenzalignment 24.5 67 7.3
SARF 21.0 64 2.3
SARF-2 12.0 48 2.6
Einreichung 23.8 67 5.2
RDP 26.9 58 2.9

Tabelle 8.14: Superposition der Struktur von 1csp mit der experimentell
ermittelten Struktur der Nukleotidyltransferase gem�a� des
RDP{Alignments

Tabelle 8.14 zeigt, da� diese so gute Werte selbst von Strukturalignmentmetho-
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Submission for CASP  2:
1csp      00:−−−−−−−MLEGKVKWFNSEKGFGFIEVEGQDDVFVHFSA−−IQGEGFKTLEEGQAVSFEI
t04s      00:AEIEVGRVYTGKVTRIVDFGAFVAIGGGKEGLVHISQIADKRVEKVTDYLQMGQEVPVKV
score     00:       |  GKV || |  |F  I| | || V |   A    |   | L| GQ|V|  |
SEC ’1csp’00:        eeeeeeeee    eeeee      eeeehhh  e            eeeeee
SEC ’t04s’00:       eeeeeeeeee  eeeee                     hhhh     eeeeee

1csp      60:VEGNRGPQAANVTKEA−−−−−−−−
t04s      60:LEVDRQGRIRLSIKEATEQSQPAA
score     60:|E |R  |    |KEA        
SEC ’1csp’60:eee  eeeeeeeee          
SEC ’t04s’60:ee       eeee           

Alignment                       value  Alignment    Prof−1    Prof−2    Mapped 
Alignment length            =       84                  67        84        67  
Alignment ids              =       16     19.05 %   23.88 %   19.05 %   23.88  % 
Alignment homs             =       36     42.86 %   53.73 %   42.86 %   53.73 %  
SecStruct Total  (Gap = C)  =       61     72.62 %             72.62 %           

Alignment RMS              =     5.24

RDP sequence struct ure alignment:
1csp      _000:.......MLEGKVKWFNSEKGF−−GFIEVEGQDDVFVHFSAIQGEGFKT−−−−−−−−−LE
t04s      _000:AEIEVGRVYTGKVTRIVD−−−−FGAFVAIGGGKEGLVHISQIAD−−−−−KRVEKVTDYLQ
score     _000:.......   GKV            F    G     VH S I                L 
SEC ’1csp’_000:        eeeeeeeee    e  eeee      eeeehhhe                  
SEC ’t04s’_000:       eeeeeeeeee      eeeee                          hhhh  

1csp      _060:EGQAVSFEIVEGNRGPQAANVTKEA−−−−−−−−
t04s      _060:MGQEVPVKVLEVDRQGRIRLSIKEATEQSQPAA
score     _060: GQ V     E  R        KEA        
SEC ’1csp’_060:   eeeeeeeee  eeeeeeeee          
SEC ’t04s’_060:   eeeeeeee       eeee           

target   PDB    score ( energy [pos.] native    SEQ   CCP  del   ins )| len1|len2| #ali | id% | rms
t04s  −>1csp: −147.00 (   −9.7 [−0.2]  −15.0  99.0  178.0  −2.6 −20.6 )|   84|  67|   58 | 26.9 | 2.9
                         *6.0               *−1.0 *−0.1 *0.2 *−0.2

Abbildung 8.19: Vergleich des bei CASP II von der PROTAL{Gruppe eingereich-
ten (oben) mit dem von der RDP{Methode mit Standardpa-
rametern berechneten Sequenzstrukturalignment (unten).

den, wie SARF und SARF2, nicht immer erreicht werden k�onnen. So liefert zum
Beispiel nur die alte Version von SARF ein besseres Strukturalignment.

Abbildung 8.20 zeigt die Superposition von 1csp mit der zwischenzeitlich aufge-
kl�arten Proteinstruktur der Nukleotidyltransferase gem�a� des mittels RDP be-
rechneten Alignments. Die Superposition zeigt, da� die Alignmentqualit�at bei
diesem Beispiel sicher gro� genug ist, um auf seiner Basis den Versuch zu un-
ternehmen, mit Hilfe der Methoden der vergleichenden Modellierung (siehe Ab-
schnitt 4.1) ein alle Atome enthaltendes Strukturmodell zu erzeugen.

8.5.2 Target t14: 3-Dehydroquinase

Die Struktur der 3-Dehydroquinase aus Salmonella typhi wurde ebenfalls experi-
mentell aufgekl�art, jedoch bisher nicht in der Proteinstrukturdatenbank ver�o�ent-
licht. Den Teilnehmern des Wettbewerbs stehen die Daten jedoch zur Verf�ugung,
so da� die folgenden Untersuchungen m�oglich waren.

Abbildung 8.21 zeigt, da� bereits mit der ersten f�ur die Vorhersagen im Wett-
bewerb eingesetzten Version der RDP{Methode die sogenannte TIM{Barrel{
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Abbildung 8.20: Superposition der Struktur von 1csp mit der experimentell
ermittelten Struktur der Nukleotidyltransferase gem�a� des
RDP{Alignments

Faltung der Dehydroquinase eindeutig identi�ziert werden konnte.

rank target   PDB     score [ sd ]( energy[pos.] native  hydro nathyd)|len1|len2| id% |  C   A   T  H          | SCOP

  0:t0014 −>1tpb2:−10560.08 [−1.8](  −61.3[−0.3]  −53.0  −15.1  −20.2)| 252| 247| 11.7|  3  20  40  TIM Barrel | BETA/ALPHA (TI M)−BARREL 
  1:t0014 −>1tpvB: −2997.11 [−1.7](  −55.3[−0.3]  −51.3  −15.6  −22.1)| 252| 247| 10.9|  3  20  40  TIM Barrel | BETA/ALPHA (TI M)−BARREL 
  2:t0014 −>1tpc2:  −729.42 [−1.7](  −56.9[−0.3]  −48.4  −14.7  −20.2)| 252| 247| 10.9|  3  20  40  TIM Barrel | BETA/ALPHA (TI M)−BARREL   
  3:t0014 −>1tph2:  −640.32 [−1.7](  −59.1[−0.3]  −49.9  −15.3  −20.3)| 252| 247| 11.3|  3  20  40  TIM Barrel | BETA/ALPHA (TI M)−BARREL 
  4:t0014 −>1tpuB:   617.19 [−1.7](  −54.7[−0.3]  −47.6  −13.9  −20.9)| 252| 247| 10.5|  3  20  40  TIM Barrel | BETA/ALPHA (TI M)−BARREL 
  5:t0014 −>1nfp :  2760.15 [−1.7](  −85.8[−0.5] −103.2  −13.4  −12.8)| 252| 228| 13.6|  3  20  20  Flavoprot. | beta/alpha (TI M)−barrel 

Abbildung 8.21: RDP{Rangliste f�ur das Target t14: Gezeigt werden die er-
sten sechs Positionen der f�ur die Blindvorhersage verwendeten
Rangliste.

Die Tabelle 8.15 vergleicht den von der PROTAL{Gruppe in Abstimmung einge-
reichten Strukturvorschlag, das beste eingereichte Strukturmodell und das Struk-
turmodell, wie es gegenw�artig von der RDP{Methode mit Standardparametern
berechnet w�urde.
Das eingereichte Strukturmodell basiert auf einem von 123D mit der TIM{barrel{
Struktur 1tmhD berechneten Sequenzstrukturalignment und ordnet 80% der Reste
der Dehydroquinase Strukturpositionen von 1tmhD zu. Die beste Einreichung von
allen Teilnehmern war mit einer RMS{Abweichung von 5:9�A ein Modell auf Ba-
sis der Struktur der Isomerase 1pii. Die aktuelle Version der RDP{Methode be-
rechnet mit Standardparametern dagegen ein Modell auf Basis der Lyasestruktur
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Modell RMS{Abweichung [�A] # alinierte Pos. [%]

Protal Einreichung 1tmhD 11.1 80.5
Beste Einreichung 1pii 5.9 89.7
RDP{Modell 1nal4 6.1 71.0

Tabelle 8.15: Vergleich verschiedener Strukturvorschl�age f�ur die 3-Dehydro-
quinase (Target t14)

1nal4 mit einer RMS{Abweichung von 6:1�A zur Kristallstruktur. Damit w�are die
vollkommen automatisch erzeugte RDP{Vorhersage nur unwesentlich schlechter
als die manuell bearbeitete beste Vorhersage im Wettbewerb und w�urde damit
heute einen Spitzenplatz belegen.

Abbildung 8.22 zeigt die Superposition der Dehydroquinasestruktur mit der Lyase-
struktur 1nal4 gem�a� des RDP{Sequenzstrukturalignments. Die Abbildung macht
deutlich, da� durch das RDP{Modell die wesentlichen Struktureigenschaften, so
zum Beispiel das zentrale �{Barrel und die in beiden Strukturen vorhandenen
Helices, korrekt modelliert werden.

8.5.3 Target t31: Exfoliatives Toxin

F�ur das Target t31 war sowohl aus den 123D{Ranglisten als auch aus den RDP{
Ranglisten eindeutig zu erkennen, da� es sich bei der Faltung des exfoliativen
Toxins aus S. aureus um eine den Serinproteasen �ahnliche Faltung handelt. Daher
wurde mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit (0:9) ein Modell auf Basis der Struktur
der Hydrolase 1try vorhergesagt. Diese Vorhersage wurde durch die experimentell
aufgekl�arte Struktur best�atigt.

Zur Berechnung des eingereichten Alignments wurden, wie bereits diskutiert, re-
lativ hohe Kosten f�ur Insertionen und Deletionen verwendet. Das Ergebnis war
ein relativ kompaktes Alignment, das 189 der 242 Aminos�aurereste des Toxins
Strukturpositionen der Hydrolase 1try zuordnet. Der Nachteil dieses Alignments
mit einer Sequenzidentit�at von 21% ist die relativ hohe RMS{Abweichung zur
zwischenzeitlich aufgekl�arten Struktur des Toxins von 7:4�A. Im Unterschied dazu
wies das beste f�ur CASP II eingereichte Modell auf Basis der Hydrolase 1ppfE

eine RMS{Abweichung von nur 4:2�A bei 190 zugeordneten Positionen auf.

Abbildung 8.23 zeigt das mit der gegenw�artigen Version der RDP{Methode und
den Standardparametern berechnete Sequenzstrukturalignment des exfoliativen
Toxins (Target t31) mit der Hydrolase 1try. In diesem Alignment werden 150
Reste des Toxins Strukturpositionen der Hydrolase mit einer RMS{Abweichung
von 3:9�A zugeordnet. Das RDP{Sequenzstrukturalignment zeigt in den Bereichen
um die f�ur die enzymatische Aktivit�at einer Serinprotease verantwortlichen Reste
der katalytischen Triade eine weitaus h�ohere Konservierung der Sequenz, als dies
f�ur die restlichen Bereiche der Fall ist. Das Histidin, das Aspartat und das Serin
der katalytischen Triade werden durch das Alignment konserviert und sind in
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Abbildung 8.22: Superposition der Dehydroquinase mit 1nal4 gem�a� des
RDP{Sequenzstrukturalignments

Abbildung 8.23 rot hervorgehoben.

Die Konserviertheit der katalytischen Triade legt die Vermutung nahe, da� auch
das Toxin eine katalytische Aktivit�at hat. Damit kann in diesem Fall �uber die
vorhergesagte strukturelle �Ahnlichkeit auf eine m�ogliche Funktion geschlossen
werden.

Die Superposition der experimentell ermittelten Toxinstruktur mit der Hydro-
lasestruktur 1try gem�a� des RDP{Alignments in Abbildung 8.24 zeigt, da� die
Konformation der katalytischen Triade auch strukturell konserviert ist. Die Re-
ste der jeweiligen katalytischen Triaden sind durch Beschriftung hervorgehoben.
Wie in so vielen F�allen ist f�ur dieses Beispiel das Strukturmodell gerade im akti-
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1try      _000:−−−−−−−−−−−−−−−−IVGGTSASAG−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−DFPFIVSISRNGGPWCGGSLLNANTVLTAA HCVSGYAQSG−−−−−−−−FQIRA
t31s      _000:EVSAEEIKKHEEKWNKYYGV−−−−−−NAFNLPKELFSKVDEKDRQKYPYNTIGNVFVKGQTSATGVLIGKNTVLTNRHIAK−−−−−−FANGDPSKVSFRP
score     _000:                ||G                             |  I  |   G     G L   NTVLT  H|                   R 
SEC ’1try’_000:                                                   eeeeee  eeeeeeeeee  eeee hhhh    hhh        eeeee
SEC ’t31s’_000:   hhhhhhhhhhhhhhh         hhh     eee    hhh   hhheeeeee   eeeeeee    eeee hhhhh      hh   hhheeeee

1try      _100:GSLSRTSGGIT−−−−−−−−−−−−−−SSLSSVRVHPSYS−−−−GNNN DLAILKLST−−−−−SIPSGGNIGYARLAASGSDPVAGSSATVAGWGATSEGGSS
t31s      _100:SI−−−−−−−−−NTDDNGNTETPYGEYEVKEIL−−−−−−QEPFGAGV DLALIRL−−KPDQNGVSLGDKISPAKIGTSNDLKDGDKLELIGY−−−−−−−−−−
score     _100:                              |           G   DLA  |L        |  G  I  A|   S           |            
SEC ’1try’_100:         ee              e eeeeee               eeeee                               eeeeee          
SEC ’t31s’_100:                         eeeeeee                eeeee          hhh         hhh     eeeeee           

1try      _200:T−−−−−PVNLLK−−−−VTVPIVSRATCRAQYGTSAITNQM−FCAGVSSGGKD−−SCQGDSGGPIVDSSNTLIGAVSWG−−−NGCARPNY−−−−−SGVYAS
t31s      _200:−PFDHKVNQM−−HRSEIELTTLSR−−−−−−−−−−−−−−−−GLRYY−−−−−−−GFTVPGN SGSGIFNSNGELVGIHS−−SKVSHL−−−−−DREHQINYGVG
score     _200:        ||      |     SR                 ||            | G SG  I  S   L|G  S                    |   
SEC ’1try’_200:          ee    eeeeee hhhhhhhh        e eee                  eeee    eeeeeee                  eeeee
SEC ’t31s’_200:            eeeeeeee hhh                 eeee           hhh   eee    eeeeeee  eeee           eeeeeee

1try      _300:VGALRSFIDTYA−−−−     Alignment                       value  Alignment    Prof−1    Prof−2    Mapped
t31s      _300:IGNYVKRIIN−−EKNE     Alignment length           =      316                 224       242       150 
score     _300:|G     I |           Alignment ids              =       33     10.44 %   14.73 %   13.64 %   22.00 %
SEC ’1try’_300:hhhhhhhhhhh          Alignment gaps             =       25      7.91 %   11.16 %   10.33 %   16.67 % 
SEC ’t31s’_300:  hhhhhhhh  hh       Alignment RMS              =     3.91 ( 150)

Abbildung 8.23: RDP{Alignment des exfoliativen Toxins gegen die Struktur
der Hydrolase 1try.

            

Abbildung 8.24: Superposition des Toxins mit 1try gem�a� des RDP{
Sequenzstrukturalignments.

ven Zentrum des Proteins besser, als es die RMS{Abweichung �uber das gesamte
Protein erwarten l�a�t. Das aktive Zentrum ist jedoch der Bereich des Proteins,
der f�ur auf die Strukturvorhersage aufbauende Untersuchungen in der Regel von
wesentlichem Interesse ist.
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8.6 Strukturvorhersage f�ur die Thymidinkinase

Abbildung 8.25 zeigt die 376 Aminos�aurereste lange Sequenz eines Proteins, an
dessen Beispiel an der GMD im November 1995 die erste echte Blindvorhersage
durchgef�uhrt wurde [381]. F�ur die Vorhersage eines ersten strukturellen Modells

us_000:MASYPGHQHASAFDQAARSRGHSNRRTALRPRRQQEATEVRPEQKMPTLL
us_050:RVYIDGPHGMGKTTTTQLLVALGSRDDIVYVPEPMTYWRVLGASETIANI
us_100:YTTQHRLDQGEISAGDAAVVMTSAQITIGMPYAVTDAVLAPHIGGEAGSS
us_150:HAPPPALTLIFDRHPIAALLCYPAARYLMGSMTPQAVLAFVALIPPTLPG
us_200:TNIVLGALPEDRHIDRLAKRQRPGERLDLAMLAAIRRVYGLLANTVRYLQ
us_250:GGGSWREDWGQLSGTAVPPQGAEPQSNAGPRPHIGDTLFTLFRAPELLAP
us_300:NGDLYNVFAWALDVLAKRLRPMHVFILDYDQSPAGCRDALLQLTSGMIQT
us_350:HVTTPGSIPTICDLARTFAREMGEAN

Abbildung 8.25: Proteinsequenz (376 Aminos�auren) unbekannter Struktur.

f�ur die gezeigte Sequenz wurden im wesentlichen die in Abschnitt 8.2 bereits
beschriebenen Arbeitsschritte durchgef�uhrt. Dazu mu� angemerkt werden, da�
die Vorhersage unter gro�em Zeitdruck stattfand, da die Ver�o�entlichung der
von zwei unabh�angigen Arbeitsgruppen experimentell bestimmten dreidimen-
sionalen Struktur [45, 363] kurz bevorstand und so nur etwa 10 Tage f�ur eine
echte Blindvorhersage zur Verf�ugung standen. Mittels einer einfachen BLAST{
Datenbanksuche (siehe Abbildung 8.26) konnte die Proteinsequenz als eine Thy-
midinkinase (TK) des Herpes Simplex Virus I identi�ziert werden. Leider war zum
Zeitpunkt der Untersuchung f�ur keine virale Thymidinkinase die Struktur aufge-
kl�art, beziehungsweise nicht in der Strukturdatenbank abgelegt, so da� die bei
der einfachen Datenbanksuche gefundenen Proteine alle aus Sequenzdatenbanken
wie zum Beispiel SwissProt [19] und PIR [111] stammten und keine Hinweise auf
die dreidimensionale Struktur zulie�en.
Nachdem bekannt war, da� die Sequenz eine Thymidinkinase des Herpes Simplex
Virus I ist, konnte das Protein �uber seine EC{Nummer mittels KEGG [174] als ein
Enzym im Pyrimidin{Metabolismus identi�ziert werden. Abbildung 8.27 zeigt
den gesamten Metabolismus. Der Teilpfad, an dem die Thymidinkinase beteiligt
ist, ist dick in dem metabolischen Netzwerk hervorgehoben.
Die Thymidinkinase phosphoryliert Thymidin zu Thymidin{5'{monophosphat
(Thymidylat), wobei Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP)
degradiert wird. Diese Phosphorylierung stellt den ersten Schritt im

"
Recycling\

von Thymidin f�ur die DNA{Synthese dar. Die ebenfalls in Abbildung 8.27 her-
vorgehobene DNA{Polymerase verwendet nach zwei weiteren Phosphorylierungs-
schritten Thymidin{5'{triphosphat zum Aufbau einer neuen DNA{Kette. Ohne
dieses

"
Recycling\ von Thymidin ist eine Vermehrung des Herpes Simplex Virus

unm�oglich. Die Thymidinkinase ist daher auch ein seit geraumer Zeit bekann-
tes Zielprotein f�ur die Bek�ampfung viraler Herpesinfektionen. Aciclovir ist der
bekannteste Wirksto�, der zur Bek�ampfung des Infektes eingesetzt wird. Acic-
lovir wird wie Thymidin von der Thymidinkinase phosphoryliert und tritt nach
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                                                              High  Probability
Sequences producing High−scoring Segment Pairs:              Score  P(N)      N  

sp|P08333|KITH_HSV1E   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...  1962  2.6e−269  1
sp|P06479|KITH_HSV1S   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...  1959  6.9e−269  1
pir|A93715|KIBET       thymidine kinase (EC 2.7.1.21) − h...  1941  2.2e−266  1
sp|P17402|KITH_HSV1K   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...  1929  1.0e−264  1
sp|P03176|KITH_HSV11   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...  1927  2.0e−264  1
sp|P06478|KITH_HSV1C   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...  1926  2.7e−264  1
gp|J04327|HS1TKM_1     Herpes simplex virus type 1 (mutan...  1710  3.6e−234  1
gp|V00466|HEHS07_1     Herpes simplex virus gene coding f...  1265  3.6e−200  2
gp|M29941|HS2TK2A_1    Herpes simplex virus type 2 (strai...  1260  1.8e−199  2
gp|S63520|S63520_1     thymidine kinase [herpes simplex v...  1256  6.5e−199  2
gp|X03896|HEHSV1GH_1   Herpes simplex virus type 1 gene f...  1192  6.7e−162  1
sp|P04407|KITH_HSV23   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   881  7.9e−119  1
gp|K02122|HSVTKY_1     thymidine kinase [Marmoset herpesv...   313  2.0e−99   4
sp|P22649|KITH_HSVBH   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   552  3.7e−92   3
gp|S46714|S46714_1     thymidine kinase [herpes simplex v...   458  7.5e−88   2
sp|P27363|KITH_PRVN3   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >g...   292  8.9e−82   4
gp|J03366|HS1TKA_1     Herpes simplex virus type 1 thymid...   609  1.8e−80   1
sp|P13159|KITH_HSVF    THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   266  2.1e−73   4
gp|M29943|HS2TK4A_1    Herpes simplex virus type 2 (TK− s...   352  3.6e−73   2
sp|P36226|KITH_HSVB5   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   257  5.2e−68   6
gp|X75765|HVATK_1      thymidine kinase [unidentified]         252  2.1e−63   3
sp|P24424|KITH_HSVBQ   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   284  9.8e−59   5
gp|U25806|CHU25806_1   thymidine kinase [Cercopithecine h...   230  2.7e−53   3
sp|P14343|KITH_VZVG    THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   212  8.8e−51   4
sp|P14344|KITH_VZVW    THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   212  8.8e−51   4
sp|P14341|KITH_VZV4    THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   209  3.3e−50   4
sp|P14342|KITH_VZV7    THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   208  5.0e−50   4
sp|P09250|KITH_VZVD    THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   212  1.2e−49   4
sp|P09100|KITH_HSVEB   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   300  4.4e−48   2
sp|P24425|KITH_HSVE4   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   299  4.4e−48   2
pir|S25497|S25497      thymidine kinase (EC 2.7.1.21) (mu...   294  3.7e−47   2
gp|S70449|S70449_1     thymidine kinase [Unknown.]             364  1.0e−46   2
sp|P24096|KITH_HSVB6   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   253  6.4e−46   4
sp|P04408|KITH_HSVMR   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   181  2.1e−45   3
sp|P13157|KITH_HSVTF   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   140  1.4e−33   4
sp|P25987|KITH_HSVTU   THYMIDINE KINASE (EC 2.7.1.21). >p...   140  7.7e−33   4
gp|A04086|A04086_4     Synthetic MDV genes TK, gH and fla...   127  3.4e−30   4

Abbildung 8.26: BLAST{Datenbanksuche mit der unbekannten Sequenz: Thy-
midinkinase des Herpes Simplex Virus I.

zwei weiteren Phosphorylierungen als acyclo{Guanosintriphosphat (GTP) an die
Stelle des Thymidin{5'{triphosphates und hemmt bevorzugt die virale DNA{
Polymerase [191] und f�uhrt damit zum Kettenbruch in der synthetisierten DNA.
Der gro�e Vorteil dieses Wirksto�es ist, da� die Ankn�upfung des ersten Phos-
phatrestes nur von der viralen Thymidinkinase erfolgen kann, so da� sich eine
hohe Selektivit�at auf mit dem Virus befallene Zellen ergibt und so gesunde Zel-
len nicht gesch�adigt werden. Aufgrund dieser hohen Selektivit�at wird Aciclovir
zusammen mit der �uber einen Vektor in die befallene Zelle gebrachten viralen
Thymidinkinase in der Krebstherapie genutzt.

Dies ist neben der weiten Verbreitung des Herpesvirus in der Bev�olkerung ein
weiterer Grund, weshalb man an der Entwicklung eines noch besseren Wirk-
sto�s interessiert ist. Um aber einen besseren Wirksto� zielgerichtet entwerfen zu
k�onnen, bed�urfte es unter anderem der Kenntnis der dreidimensionalen Struktur
der TK. Aus diesem Grund war die TK �uber viele Jahre ein Ziel f�ur die Anwendung
experimenteller und theoretischer Strukturvorhersagemethoden [126].

Da die Datenbanksuche mit Standardverfahren nach bekannten verwandten Struk-
turen erfolglos war, wurden im n�achsten Schritt Faltungserkennungsl�aufe mit der
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Abbildung 8.27: Einbindung der Thymidinkinase in den Pyrimidin{
Metabolismus [174].

123D{Methode gegen die damalige Version der Strukturdatenbank PDB [29] mit
verschiedenen Parameters�atzen durchgef�uhrt. Abbildung 8.28 zeigt f�ur einen ty-
pischen Faltungserkennungslauf die Ranglistenpositionen der Proteine in der PDB
nach CATH{Klassen [228] (siehe Abschnitt 3.3.5.1) sortiert. Eine genauere Analy-
se der in Abbildung 8.28 aufbereiteten Daten zeigte, da� auf den vorderen Po-
sitionen in der Rangliste im wesentlichen Proteine mit alternierenden helikalen
und gestreckten Sekund�arstrukturelementen und darunter vorrangig Proteine der
CATH{Klasse

"
�=� doubly wound

"
zu �nden waren. Aufgrund dieser Ergebnisse

erfolgte eine erste Eingrenzung des Suchraumes auf die Proteine dieser Klasse.

Die Richtigkeit dieser einschr�ankenden Annahme wurde zudem durch verschiede-
ne Sekund�arstrukturvorhersageprogramme [113, 288, 289] best�atigt. Abbildung
8.29 zeigt eine Konsensusvorhersage f�ur die Sekund�arstruktur der TK (mit SECSTR
tk markierte Zeilen) im Vergleich mit der aus der zwischenzeitlich aufgekl�arten
Struktur ermittelten Sekund�arstruktur (SECSTR tk A markierte Zeilen).

Der Vergleich der Vorhersage mit der wirklichen Sekund�arstruktur zeigt, wie zu-
verl�assig Sekund�arstrukturvorhersagen in manchen F�allen sind. Die Sekund�ar-
strukturvorhersage l�a�t bereits deutlich die f�unf Str�ange erkennen, die { wie man
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Abbildung 8.28: Faltungserkennung mit 123D: Positionen in der Rangliste ge-
trennt nach den CATH{Klassen: haupts�achlich �, alternieren-
den � und beta, haupts�achlich � und �+ � Proteine.

jetzt wei� { den zentralen Bereich der dreidimensionalen Struktur ausmachen.

Da die Thymidinkinase enzymatisch an der Phosphorylierung von Thymidin be-
teiligt ist und dabei sowohl mit dem Thymidin als auch mit ATP wechselwirken
mu�, wurde mit PROSITE [17] nach m�oglichen Bindestellen gesucht, die bereits
auf der Sequenzebene erkennbar sind. Die Suche nach potentiellen Bindungsstel-
len in der TK{Sequenz ergab eine ATP{Bindestelle, die durch das Sequenzmuster
[AG]-x(4)-G-K-[STG] charakterisiert ist. Dieses Sequenzmuster ist hoch kon-
serviert und wird aufgrund seiner Funktion und Struktur auch P{Loop genannt.
Inzwischen ist bekannt, da� ATP{bindende Proteine mit unterschiedlichen Faltun-
gen ein gemeinsames strukturelles Motiv zur ATP{Bindung ausbilden [182].
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tk           _000:MASYPGHQHASAFDQAARSRGHSNRRTALRPRRQQEATEVRPEQKMPTLLRVYIDGPHGMGKT
tk_A         _000:−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−MPTLLRVYIDGPHGMGKT
SECSTR ’tk’  _000:CCCCCCCCCHHHHHHHHHCCCCCCCHHHCCCCCHHHHHHHCCH−CCCHEEEEEEECCCCCCCC
SECSTR ’tk_A’_000:                                               eeeeeee        hh

tk           _063:TTTQLLVALGSRDDIVYVPEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHRLDQGEISAGDAAVVMTSAQI
tk_A         _063:TTTQLLVALGSRDDIVYVPEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHRLDQGEISAGDAAVVMTSAQI
SECSTR ’tk’  _063:C HHHHHHH−CCCCCEEECCCCCC−EE−−CCCHHHHHHH−C−−CCCCCCCCH−HHHHHHHHHH−
SECSTR ’tk_A’_063: hhhhhhhh       eeee    hhhhh      hhhhhhhhhhhhh      hhhhhhhhhhhhh

tk           _126:TIGMPYAVTDAVLAPHIGGEAGSSHAPPPALTLIFDRHPIAALLCYPAARYLMGSMTPQAVLA
tk_A         _126:TMGMPYAVTDAVLAPHIGGEAG−−−−−PPALTLIFDRHPIAALLCYPAARYLMGSMTPQAVLA
SECSTR ’tk’  _126:CCCCCC HHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCEEEEE−CCCCHHHHHHCC−HHE−ECCCCHHHHHH
SECSTR ’tk_A’_126: hhhhhhhhhhhhhhhh eeee          eeeeee   hhhhh hhhhhhhh      hhhhhh

tk           _189:FVALIPPTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLAKRQRPGERLDLAMLAAIRRVYGLLANTVRYLQGG
tk_A         _189:FVALIPPTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLAKRQRPGERLDLAMLAAIRRVYGLLANTVRYLQGG
SECSTR ’tk’  _189:HHH−CCCCCCCCC EEEECCCCHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH−E−CC
SECSTR ’tk_A’_189:hh          eeeeee   hhhhhhhhhh          hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh   

tk           _252:GSWREDWGQLSGTAVPPQGAEPQSNAGPRPHIGDTLFTLFRAPELLAPNGDLYNVFAWALDVL
tk_A         _252:GSWREDWGQLSG−−−−−−−−−−−−−−−−RPHIGDTLFTLFRAPELLAPNGDLYNVFAWALDVL
SECSTR ’tk’  _252:CCC−−−CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC−C−HHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHH
SECSTR ’tk_A’_252:  hhhh hhhh                    hhh hhhhh              hhhhhhhhhh

tk           _315:AKRLRPMHVFILDYDQSPAGCRDALLQLTSGMIQTHVTTPGSIPTICDLARTFAREMGEAN
tk_A         _315:AKRLRPMHVFILDYDQSPAGCRDALLQLTSGMIQTHVTTPGSIPTICDLARTFAREMGEAN
SECSTR ’tk’  _315: HHHHHCH−EEEECCCCCCCCHHHHHHHHHHH−−−−CCCCCCCC−−HHHHHHHHHHHHHHH
SECSTR ’tk_A’_315: hhhh    eeeeee    hhhhhhhhhhhhh    eee    hhhhhhhhhhhhhhhh    

Abbildung 8.29: Sekund�arstrukturvorhersage f�ur die TK: Vorhersage (SECSTR
tk{Zeilen) vs. Struktur (SECSTR tk A{Zeilen).

Da die ATP{Bindung grundlegend f�ur die Funktion der TK ist, wurde der Such-
raum weiter auf die Proteinstrukturen eingeschr�ankt, die zu der bereits bestimm-
ten Faltungsklasse geh�orten und zus�atzlich eine ATP{Bindungstelle hatten. �Uber
diese Filterkriterien konnte 1995 eine Menge von 28 Proteinstrukturen in der PDB
identi�ziert werden, die als plausible Modellvorlagen f�ur die TK dienen konnten.
In Faltungserkennungsl�aufen auf dieser eingeschr�ankten Menge konnten mit der
RDP{Methode die Adenylatkinasen vom Schwein (3adk [85], 194 Aminos�aurere-
ste) und vom Rind (2ak3 [79]), 226 Aminos�aurereste) als plausibelste Modellvor-
lagen identi�ziert werden. Hierbei war von Vorteil, da� die RDP{Methode wei-
testgehend ohne die Bestrafung von Insertionen und Deletionen auskommt, da
beide Modellvorlagen mit 226 beziehungsweise 194 Aminos�aureresten wesentlich
k�urzer als die 376 Aminos�aurereste lange TK sind und somit bei einem Alignment
mindestens 150 Insertionen notwendig werden.

Abbildung 8.30 zeigt das RDP{Sequenzstrukturalignment der TK gegen die Struk-
tur der Adenylatkinase 2ak3B. Die P{Loop der TK ist in diesem Alignment auf
die P{Loop der Adenylatkinase abgebildet worden. Auch die vorhergesagten Se-
kund�arstrukturelemente korrelieren in dem vorliegenden Alignment sehr gut mit
denen der Modellvorlage. So konnten vier der f�unf vorhergesagten Str�ange auf
Str�ange der Struktur abgebildet werden. Da� nicht alle Helices abgebildet wer-
den konnten, ist bei dem L�angenunterschied nicht verwunderlich.

Die Hypothese, eine Adenylatkinase als Modellvorlage zu verwenden, wurde auch
durch die Analyse der Zuverl�assigkeit des Alignments in den Bereichen der Str�ange
mit den ToPLign{Methoden zur Zuverl�assigkeitsanalyse [227] basierend auf den
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2ak3B    _000:...........................................GA SARLLRAAIMGAPGSGKGTVSSRITKH−−−−−−−−
tk       _000:MASYPGHQHA SAFDQAARSRGHSNRRTALRPRRQQEATEVRPEQKMPTLLRVYIDGPHGMGKTTTTQLLVALGSRDDIVY
score    _000:...........................................   | LLR| I G| G GK T || |     
SEC 2ak3B_000:                                                  eeeee       hhhhhhhhhhh            
SOPMA  tk_000:         HHHHHHHHH       HHH     HHHHHHH  H    H EEEEEEE         HHHHHHH      EEE

2ak3B    _080:−−−−FE−−−LKHL SSGDLLRD−−−−−−−−−−−NMLRGTEIGVLAKTFIDQGKLIPDDVMTRLVLHELKNLTQY−−−−WLL
tk       _080:VPEP−−MTYWRVL GASETIANIYTTQHRLDQGEISAGDAAVVMTSAQITIGMPYAVTDAVLAPHIGGEAGSSHAPPPALT
score    _080:            L|||| | |           ||  G    V|||| I  G   |         |  |  |||     L 
SEC 2ak3B_080:          eeee hhhhhhh            hhhh  hhhhhhhhhh       hhhhhhhhhhhhhhh       eee
SOPMA tk _080:         EE     HHHHHHH            H HHHHHHHHHH       HHHHHHHH                EEE

2ak3B    _160:DGFPRT−−−−−−−−−−−−−LPQAEALDRAYQID−−−−−−−−−TVINLN−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−VPFEV−−−−−
tk       _160:LIFDRHPIAALLCYPAARYLMGSMTPQAVLAFVALIPPTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLAKRQRPGERLD−−LAMLAAIR
score    _160:  F R              L  | | | |  |          T I L                         | |     
SEC 2ak3B_160: e                  hhhhhhhh                eeeeee                         hhh       
SOPMA tk _160: EE     HHHHHH   HHE E     HHHHHHHHH          EEEE    HHHHHHHHH      HHH  HHHHHHHH 

2ak3B    _240:−IKQRL TARWIHPGSGRVYNIEFNPPKTMGIDDLTGE−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−PLVQREDDRPETVVKRLKAYEA
tk       _240:RVY GLLANTVRYLQGGGSWREDWGQLSGTAV−−−−−−PPQGAEPQSNAGPRPHIGDTLFTLFRAPELLAPNGDLYNVFAW 
score    _240: |   L|    |  |G  || |||  |  ||                             | R  |   |  |  |||  
SEC 2ak3B_240: hhhhh   eeee    eeee                                            hhh hhhhhhhhhhhhh    
SOPMA tk _240: HHHHHHHHHHH E                                            HHHHH            HHHHHH  

2ak3B    _320:QTEPVLEYYRKK GVLETFSGTETNKIWPHVYAFLQTKLPQRSQ....................... 
tk       _320:ALDVLAKRLRPMHVFILDYDQSPA GCRDALLQLTSGMIQTHVTTPGSIPTICDLARTFAREMGEAN 
score    _320:  | | |  R   V|    | ||      |  | |  |  |  .......................
SEC 2ak3B_320: hhhhhhhhhhh    eeeee    hhhhhhhhhhhhh                                   
SOPMA tk _320: HHHHHHHHHH H EEEE        HHHHHHHHHHH              HHHHHHHHHHHHHHH   

tk−>2ak3B: seq.score:   27.70 incl. gaps:  −904.30 (#nodes 79885 | #alis 106027)      
tk−>2ak3B:−66.741 (pair pot.) −      0.00 (deletions) +      31.781 (insertions)       
tk−>2ak3B:−34.959 (sum score)                         vs. native score = −62.392                   

Abbildung 8.30: RDP{Sequenzstrukturalignment der TK gegen die Struktur
der Adenylatkinase 2ak3B. Das Alignment ist annotiert mit
der Sekund�arstruktur von 2ak3B und der Sekund�arstruktur-
vorhersage f�ur die TK (P{Loop's sind rot hervorgehoben.)

Pfadpro�lmatrizen der 123D{Methode [5] untermauert [381]. Die Zuverl�assigkeits-
analyse zeigte jedoch auch, da� in dem 123D{Alignment ein klarer Fehler im Be-
reich des letzten �{Stranges existierte, der ein noch besseres Modell verhinderte.

Die anderen Proteine { keine Adenylatkinasen { die im oberen Bereich der RDP{
Rangliste zu �nden waren, konnten durch die zu dem Zeitpunkt noch manu-
ell durchgef�uhrte Analyse der zugeh�origen Alignments als Modellvorlagen wei-
testgehend ausgeschlossen werden. Daher wurde auf der Grundlage des RDP{
Alignments mit dem Programm MODELLER [305] und manuellen Eingri�en ein
erstes Strukturmodell f�ur die aktive Stelle und den durch die f�unf �{Str�ange ge-
bildeten Kernbereich des Proteins erzeugt. Durch die in der Vorlage fehlenden
Bereiche (siehe Alignment in Abbildung 8.30) kla�ten in diesem Modell natur-
gem�a� gro�e L�ucken, da es mit den heutigen Methoden nicht m�oglich ist, gro�e
Insertionen ab initio zu modellieren.

Es mu� hier betont werden, da� { wie bei Blindvorhersagen im allgemeinen {
niemals mit absoluter Sicherheit auf eine bestimmte Modellvorlage geschlossen
werden kann. In diesem Fall haben sich mit der experimentellen Aufkl�arung der
Struktur [45, 363] die meisten unserer Annahmen als richtig herausgestellt. Ins-
besondere die f�ur die aktive Stelle des Proteins konnte ein Modell erzeugt werden,
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f�ur das 61 Aminos�aurereste mit einer RMS{Abweichung von nur 1:41�A mit der
experimentellen Struktur �ubereinstimmen. Abbildung 8.31 zeigt die zugeh�orige
Superposition.            

Abbildung 8.31: Aktive Stelle der TK: Superposition (61 Aminos�aurereste,
1:41�A) von Modell (in der Backbone{Darstellung) und Struk-
tur (in der Cartoon{Darstellung).

Eine Modellbildung f�ur die gro�en Insertionen war { dem Paradigma der verglei-
chenden Modellierung entsprechend { nicht m�oglich, da entsprechende Vorlagen
in der Strukturdatenbank nicht vorhanden waren. Zudem stellte sich durch die
Strukturaufkl�arung heraus, da� die f�ur die fehlenden Bereiche vorgesagten Heli-
ces eine gro�e Dimerisierungsstelle ausbilden. Die Tatsache, da� die TK als Dimer
vorliegt, war in der K�urze der zur Verf�ugung stehenden Zeit nicht vorherzusagen
und auch aus schon l�anger betriebenen theoretischen Arbeiten anderer Gruppen
zur Struktur nicht bekannt gewesen.
Ein struktureller Vergleich der experimentellen Struktur gegen die Datenbank der
aufgekl�arten Proteinstrukturen hat gezeigt, da� die von uns mit den Methoden
der Faltungserkennung vorhergesagte �Ahnlichkeit zu den Adenylatkinasen den
Tatsachen entspricht und die Adenylatkinasen unter strukturellen wie funktio-
nellen Kriterien die n�achsten Verwandten der TK in der Datenbank sind [363].
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Diese Ergebnisse zeigen, da� es trotz geringer Sequenz{ und auch Struktur�ahn-
lichkeit in vielen F�allen mit Strukturvorhersagemethoden wie der RDP{Methode
m�oglich ist, zumindest ein plausibles Modell f�ur die aktive Stelle eines Proteins
vorherzusagen, dessen dreidimensionale Struktur unbekannt ist.

8.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Dieses Kapitel dokumentiert den durch die RDP{Methode f�ur die Proteinstruk-
turvorhersage erreichte Verbesserung durch

� Vergleich der Alignmentqualit�at gegen andere Methoden,

� Faltungserkennungsexperimente (ebenfalls im Vergleich) und

� echte Blindvorhersagen.

Abschnitt 8.3 vergleicht die Alignmentqualit�at der RDP{Methode gegen etablier-
te Methoden wie Threader und 123D auf unterschiedlich schwierigen Testmen-
gen. 123D [5] ist eine Pro�lmethode (siehe Abschnitt 4.2.2), die keine Wechsel-
wirkungspotentiale bei der Alignmentoptimierung einbezieht. Threader [168] be-
nutzt dagegen wie die RDP{Methode Wechselwirkungspotentiale zur Berechnung
von Sequenzstrukturalignments, verwendet jedoch ein anderes Optimierungsver-
fahren (siehe Abschnitt 4.2.3.2). Als Vergleichskriterium wird die Anzahl der
Alignments, deren RMS{Abweichung geringf�ugig �uber der des als Referenz be-
trachteten Strukturalignments liegt, verwendet, da f�ur die ausgew�ahlten Testbei-
spiele nicht nur die Struktur, gegen die aliniert wird, sondern auch die Struktur
der Sequenz bekannt ist.
Die Verbesserungen durch die RDP{Methode zeigen sich bereits auf der als am
einfachsten eingestuften Testmenge (siehe Abschnitt 8.3.3). F�ur 201 von 205
Alignments bleibt das RDP{Alignment innerhalb der vorgegeben Toleranzgren-
zen, w�ahrend dies f�ur 123D nur in 184 und f�ur Threader bestenfalls in 151 F�allen
der Fall ist.
Dieser Trend best�atigt sich auch f�ur die Testbeispiele, wo die �Ahnlichkeit der
Proteine bisher nur noch durch Strukturvergleichsmethoden aufgedeckt werden
kann (siehe Abschnitt 8.3.5). Auch hier erreicht die RDP{Methode mit 45 von 73
Alignments eine wesentlich h�ohere Alignmentqualit�at als 123D und Threader, die
mit 24 beziehungsweise 20 Beispielen nur halb so viele gute Alignments liefern.
Trotz der hohen Alignmentqualit�at bleibt die Laufzeit der RDP{Methode im er-
tr�aglichen Zeitrahmen (siehe Abschnitt 8.3.6). Die typische Laufzeit liegt unter
einer Minute und auch f�ur die schwierigen F�alle wird die Grenze von drei Minu-
ten nur f�ur ein Paar mit mehr als 500 Resten mit unter f�unf Minuten geringf�ugig
�uberschritten. Zum Vergleich dazu verweisen Lathrop und Smith auf F�alle, wo
sie bereits f�ur relativ kurze eindom�anige Proteine ihre Methode trotz des von
ihnen verwendeten einfacheren fragmentbasierten Sequenzstrukturalignmentmo-
dells nach zwei Stunden erfolglos abbrechen mu�ten [195].
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Die bessere Qualit�at der von der RDP{Methode berechneten Sequenzstruktur-
alignments wirkt sich auch positiv auf die Erkennung sehr entfernter strukturel-
ler Verwandtschaften aus. So erkennt die RDP{Methode in den in Abschnitt 8.4
vorgestellten, sehr schwierigen Erkennungsexperimenten in 57 % der F�alle ein
Protein der gleichen Faltungsklasse auf Platz 1 der Rangliste (siehe Tabelle 8.9).
Mit verschiedenen Austauschmatrizen erreicht man mit Sequenzalignment nur
eine Erkennung von 33% (siehe Tabelle 8.6). Und mit 123D �ndet man in 38%
der Beispiele eine verwandte Faltung auf Rang 1 (siehe Tabelle 8.7).
Abschnitt 8.5 dokumentiert, da� es bereits mit dem zum damaligen Zeitpunkt
vorhandenen Prototyp der RDP{Methode in mehreren Blindvorhersagen m�oglich
war, den korrekten Faltungstyp zu identi�zieren und auch relativ gute Sequenz-
strukturalignments zu berechnen. So konnte im Konzert mit der 123D{Methode
in mindestens vier F�allen die korrekte Faltung identi�ziert werden und in minde-
stens zwei F�allen ein als richtig anerkanntes Sequenzstrukturalignment eingereicht
werden [217].
Im Vergleich dazu konnten mit der Branch&Bound{Methode von Lathrop und
Smith [195] nur zwei Faltungen identi�ziert und kein von den Evaluatoren als
korrekt anerkanntes Alignment berechnet werden [217]. Dieses Beispiel zeigt, da�
es zum Erfolg bei der Strukturvorhersage nicht unbedingt sinnvoll, die bez�uglich
einer empirischen Bewertungsfunktion und eines abstrakten Sequenzstruktura-
lignmentmodells optimale L�osung [217] zu berechnen, sondern vielmehr darauf
ankommt, bei der Berechnung von Sequenzstrukturalignments signi�kante lo-
kale �Ahnlichkeiten zu detektieren und zus�atzliche biologischen und biochemi-
schen Randbedingungen zu ber�ucksichtigen, wie dies durch die RDP{Methode
geschieht.
In der internen Nachanalyse des Wettbewerbs hat sich zudem herausgestellt, da�
bei der Auswahl der eingereichten Alignments zu sehr auf die Kompaktheit des
Alignments geachtet wurde. In zu kompakten Alignments werden auch die Teile
von Sequenz und Struktur zusammengezwungen, die von den Kriterien der RDP{
Methode korrekter Weise als un�ahnlich erkannt und damit eigentlich nicht aliniert
werden.
Die mit der unter Einbeziehung der im CASP II{Wettbewerb gewonnen Erkennt-
nisse verbesserten RDP{Methode in der Nachanalyse der Wettbewerbsproteine
erzielbaren Vorhersageergebnisse, die ebenfalls in Abschnitt 8.5 diskutiert werden,
lassen f�ur zuk�unftige Blindvorhersagen noch bessere Vorhersagen erwarten.
Bei der Blindvorhersagen f�ur die Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus I
(siehe Abschnitt 8.6) hat sich gezeigt, da� die RDP{Methode durch die Einbe-
ziehung biologischer Randbedingungen und die Strategie, lokale �Ahnlichkeiten
mit unterschiedlichen Bewertungskriterien zu suchen, Strukturmodelle erzeugt,
die sich durch besondere Genauigkeit des Modells im Bereich der aktiven Stelle
hervorheben, auch wenn sich die �Ahnlichkeit zwischen der untersuchten Sequenz
und der in der Datenbank vorhandenen �ahnlichsten Struktur nur �uber Teilbereich
der Sequenz erstreckt.



Kapitel 9

Ausblick und RDP{Erweiterungen

Die RDP{Methode soll nach Abschlu� dieser Arbeit weiterentwickelt und auf
genomische und Di�erenzpro�l{Daten angewendet werden. Die Anwendung auf
gro�e Datenbest�ande erfordert, da� die E�zienz der RDP{Methode verbessert
wird. Dies kann unter anderem dadurch erreicht werden, da� in Erkennungsex-
perimenten insbesondere bei den Paaren, die sich sp�ater als nicht �ahnlich her-
ausstellen, weniger Aufwand f�ur die Berechnung des Sequenzstrukturalignments
investiert wird. Zum einen ist es dazu notwendig, dies fr�uhzeitig zu erkennen
und durch geeignete Schranken oder Randbedingungen den Suchraum einzu-
schr�anken. Zum anderen mu� dabei beachtet werden, da� eine Absch�atzung der
Signi�kanz der Vorhersage �uber den zscore weiterhin m�oglich bleibt, obwohl die
berechnete Bewertung einiger Alignments nicht mehr dem Optimum entspricht.

Die von der RDP{Methode verwendete Bewertungsfunktion ist empirisch und
kann sicher weiter verbessert werden. Dazu mu� zum einen die in Abschnitt 7.7
begonnene Kalibrierung der Gewichte der einzelnen Kostenfunktionsbestandteile
auf eine breitere Datenbasis gestellt und auf Erkennungsexperimente ausgedehnt
werden. Aber auch die einzelnen Kostenfunktionsbestandteile { sowohl die Wech-
selwirkungspotentiale als auch die CCP{ und Hydrophobizit�atspotentiale { m�ussen
weiter verbessert werden. Zum Beispiel ist der Einu� von familienspezi�schen
Potentialen und von auf der Basis multipler Alignments abgeleiteten Potentialen
auf die Alignmentqualit�at zu untersuchen.

Die Alignmentqualit�at soll aber nicht nur durch die Verbesserung der Bewertungs-
funktion, sondern auch durch die folgenden Erweiterungen und Verbesserungen
der RDP{Methode weiter erh�oht werden:

� Die Modellierung von Schleifen ist eines der nicht zufriedenstellend gel�osten
Probleme in der vergleichenden Modellierung, insbesondere dann, wenn es
sich nicht um kurze Schleifen mit wenigen Resten handelt. Die Ursachen
daf�ur liegen h�au�g in der ab initio{Modellierung der Schleifen und in Feh-
lern, die bereits aus dem berechneten Alignment resultieren. Abschnitt 9.1
skizziert einen Ansatz, wie dieses Problem durch Integration der Schleifen-
modellierung in die Alignmentberechnung mittels RDP gel�ost werden kann.

� Die Einbeziehung verwandter Sequenzen ist bei der Berechnung von Align-
ments eine anerkannte Methode die Alignment{ und Vorhersagequalit�at zu
steigern (siehe zum Beispiel Abschnitt 4.3.1). Abschnitt 9.2 skizziert, wie
die RDP{Methode zu einer multiplen Sequenzstrukturalignmentmethode
erweitert werden kann.

245
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� Biologisches Wissen und die Kenntnisse des Anwenders einer Vorhersage-
methode �uber die von ihm untersuchte Sequenz werden bisher in Sequenz-
strukturalignmentmethoden zu wenig genutzt. In Abschnitt 9.3 wird die
Erweiterung der RDP{Methode um ein Regelsystem vorgeschlagen.

Neben der weiteren Verbesserung der RDP{Sequenzstrukturalignmentmethodik
soll im Anschlu� an diese Arbeit die Anwendung der RDP{Methode auf ande-
re bioinformatische Vergleichsprobleme untersucht werden (siehe Abschnitte 9.4
bis 9.6).

9.1 Verkn�upfung von Sequenzstrukturalignment und Schleifenmodel-
lierung

In der heute �ublichen Vorgehensweise der vergleichenden Modellierung werden
die einzelnen in Abschnitt 4.1 beschriebenen Schritte sequentiell ausgef�uhrt. Dies
hat h�au�g zur Folge, da� bereits beim Schlie�en des R�uckgrates des aus dem
Alignment resultierenden Modells w�ahrend der Schleifenmodellierung Probleme
auftreten, die entweder gro�e Umlagerungen von alinierten Resten oder nicht
zusammenh�angende Modelle zur Folge haben. Die Ursache daf�ur liegt darin, da�
die Abbildung der Sequenz auf die Modellstruktur nicht in allen Teilen korrekt
ist und der Aspekt der Modellierbarkeit der Schleifen (unalinierte Bereiche in
Sequenz und Struktur) in der Regel nicht von vorneherein ber�ucksichtigt wird.
Die RDP{Methode bezieht dagegen die Modellierbarkeit von Schleifen auch bei
Faltungerkennungsexperimenten bereits in die Alignmentberechnung mit ein. So
werden Kriterien f�ur die Modellierbarkeit von Schleifen sowohl in der top{down{
Phase als auch in der bottom{up{Phase der RDP{Methode zur Auswahl und
Modi�kation zul�assiger Sequenzstrukturalignments verwendet (siehe Abschnit-
te 7.3 und 7.6.2). In der bisherigen Implementierung werden jedoch nur einfache
Kriterien eingesetzt:

� Bei Deletionen bez�uglich der Struktur wird �uber einfache Abstandsbedin-
gungen sichergestellt, da� die Schleife durch die Reste der Sequenz theore-
tisch schlie�bar ist, ohne die Lage der alinierten Reste zu ver�andern.

� Bei Insertionen bez�uglich der Struktur wird getestet, ob eine Insertion an
der durch das Alignment vorgeschlagenen Stelle m�oglich ist, ohne die Lage
der alinierten Reste stark zu ver�andern. Dazu wird anhand der Zug�anglich-
keit der an die Insertion angrenzenden alinierten Positionen �uberpr�uft, ob
die Proteinkette an diesen Stellen in das L�osungsmittel ausweichen kann.

In beiden F�allen wird das Alignment so modi�ziert, da� die Kriterien erf�ullt sind,
oder verworfen, wenn dies nicht m�oglich ist. So ist sichergestellt, da� das von der
RDP{Methode berechnete Strukturmodell in ein Modell mit geschlossener Pep-
tidkette �uberf�uhrt werden kann. Die RDP{Methode ist darauf ausgelegt, weitere
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Kriterien f�ur die Zul�assigkeit von Alignments einzubeziehen, wie zum Beispiel das
Verbot von Insertionen und Deletionen in den aktiven Zentren und zus�atzliche
vom Anwender spezi�zierte Abstandsbedingungen.

Dies stellt jedoch nur einen ersten Versuch dar, das Schleifenmodellierungspro-
blem bereits bei der Berechnung der allen weiteren Schritten zugrundeliegenden
Abbildung der Sequenz in die Struktur zu ber�ucksichtigen, und nutzt die M�oglich-
keiten der RDP{Methode bei weitem nicht aus.

In jedem Stadium der Berechnung des Alignments mit der RDP{Methode liegt
Information �uber Teile des letztendlichen Strukturmodells vor, da bereits Teile
des Alignments berechnet wurden. Diese Information soll in Zukunft genutzt
werden, um bereits bei der Berechnung von Teilalignments strukturelle Vorschl�age
f�ur die Schleifen zu berechnen, die nicht aus der zugrundeliegenden Struktur
�ubernommen werden k�onnen, sondern neu zu modellieren sind.

Die Idee dieser Schleifenmodellierung mit RDP ist, die Schleifen so zu modellie-
ren, da� die Aminos�aurereste der Schleifen optimal mit dem bisher berechneten
Strukturmodell wechselwirken, wobei auch die L�osungsmittelzug�anglichkeit der
dadurch eventuell vergrabenen Reste zu ber�ucksichtigen ist. Dazu soll { �ahnlich
wie bei der Berechnung neuer Teill�osungen unter Einbeziehung des Wechselwir-
kungspotentials (siehe Abschnitt 7.2.3 und Abbildung 7.5) { das von den be-
reits alinierten Positionen induzierte Wechselwirkungspotential ausgenutzt wer-
den, um ein g�unstiges Modell f�ur die zu modellierende Schleife zu berechnen.

Da die hier betrachteten Wechselwirkungspotentiale diskrete Wechselwirkungen
zwischen Aminos�auren bewerten und diese Potentiale nur eine eingeschr�ankte
Au�osung haben, kann die Suche nach einem Schleifenmodell als Wegeproblem
in einem diskreten Gitter zwischen den durch die Schleife zu verbindenden Posi-
tionen im bisherigen Strukturmodell formuliert werden. Dabei wird die Belegung
eines Gitterknotens mit einem Aminos�aurerest durch die Wechselwirkung des
Aminos�auretyps mit den bereits alinierten Strukturpositionen bewertet.

Sterische Randbedingungen k�onnen dabei durch bereits belegte Gitterknoten ein-
fach modelliert werden. Die L�ange eines m�oglichen Weges ist durch die Anzahl
der f�ur die Schleife zur Verf�ugung stehenden Aminos�aurereste vorgegeben. Exi-
stiert kein Weg dieser L�ange, so kann die dem Strukturmodell zugrundeliegende
Teill�osung nicht zu einem korrekten Strukturmodell erweitert werden und mu�
entweder modi�ziert oder verworfen werden. Existiert ein Weg, so kann das zu-
geh�orige Strukturmodell nicht nur in der anschlie�enden vergleichenden Model-
lierung weiter verwendet werden, sondern die Wechselwirkungsenergie des Schlei-
fenmodells kann auch von der RDP{Methode bei der Bewertung und Auswahl
von Teill�osungen verwendet werden.

Die Integration von Sequenzstrukturalignment und Schleifenmodellierung in der
RDP{Methode hat das Potential, sowohl die Qualit�at der Proteinstrukturvorher-
sage als ganzes, als auch die Qualit�at und Berechnung des Sequenzstrukturalign-
ments im einzelnen weiter zu verbessern:
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� Das von der RDP{Methode berechnete Sequenzstrukturalignment kann in
jeden Falle in ein vollst�andiges Strukturmodell umgesetzt werden.

� Neben der Abbildung der Sequenz in die unterliegende Modellstruktur lie-
fert die RDP{Methode auch erste L�osungsvorschl�age f�ur die nicht abgebil-
deten Bereiche.

� Teill�osungen, die nicht zu einem vollst�andigen Strukturmodell f�uhren k�on-
nen, k�onnen verworfen werden und m�ussen nicht weiterverfolgt werden.

� Bei der Bewertung von Teill�osungen k�onnen nicht nur die alinierten Ami-
nos�aurereste, sondern auch die Reste in neu zu modellierenden Schleifen
ber�ucksichtigt werden.

9.2 Multiples RDP{Sequenzstrukturalignment

Die RDP{Methode eignet sich auch zur Berechnung multipler Sequenzstruktur-
alignments. Multiple Sequenzen k�onnen methodisch bereits in der Form eines
voralinierten Alignmentpro�ls durch die RDP{Methode auf eine Struktur abge-
bildet werden. Es ist jedoch noch n�aher zu untersuchen, wie die Abbildung eines
Sequenzvektors auf eine Strukturposition zu bewerten ist und welchen Einu� die
Variabilit�at der Sequenzen des Pro�ls untereinander auf das Ergebnis haben. Im
n�achsten Schritt soll die RDP{Methode so ausgebaut werden, da� auch das Align-
ment der zus�atzlichen Sequenzen zusammen mit der Abbildung auf die Struktur
berechnet wird. Dazu sollen Baumheuristiken eingesetzt werden und der f�ur das
multiple Alignment vorgeschlagene L�osungsansatz (siehe Abschnitt 9.5) auf das
Sequenzstrukturalignment mit mehreren Sequenzen �ubertragen werden.
Schwieriger wird es, wenn nicht nur mehrere Sequenzen, sondern auch mehre-
re Strukturen bei der Berechnung des multiplen Alignments verwendet werden
sollen. Sind mehrere Strukturen zu einem Faltungstyp bekannt, k�onnte zum Bei-
spiel das Alignment gegen den gemeinsam Strukturkern oder auch gegen eine
vorabberechnete Konsensusstruktur berechnet werden. Es ist aber auch denkbar,
da� durch das Alignment von Sequenzen gegen mehrere Strukturen ein Struk-
turmodell entsteht, das aus Fragmenten aus den unterschiedlichen Strukturen
zusammengesetzt ist.

9.3 Regelbasierte Steuerung der RDP{Methode

Die in dieser Dissertation entwickelte RDP{Methode erlaubt es, biologische, be-
ziehungsweise biochemische Information, sowohl in der Form von Randbedingun-
gen als auch als Bestandteil der Kostenfunktion in den Berechnungsproze� einzu-
beziehen. Innerhalb eines beantragten DFG{Projektes soll ein System entwickelt
werden, das es erlaubt, biologisches Wissen explizit in einer entsprechenden Be-
schreibungssprache zu formulieren und systemgest�utzt in e�ziente Optimierungs-
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verfahren wie die RDP{Methode umzusetzen. Durch dieses System sollen Anwen-
der biologische Fakten in Alignmentbewertungssyteme einbringen und auf hohem
Niveau steuern k�onnen.

Desweiteren soll die Beschreibungssprache zur automatischen Formulierung von
Regeln f�ur das Sequenzstrukturalignment aus Datenbanken und experimentellen
Messungen eingesetzt werden. Derzeit werden biologisches Wissen und experi-
mentelle Daten nur implizit, zum Beispiel in der eigentlichen Berechnung nach-
geschalteten Filterprozeduren genutzt. Der monolithischen Aufbau der meisten
Sequenzstrukturalignmentalgorithmen erlaubt es in der Regel nicht, zus�atzliche
Randbedingungen bei der Berechnung e�ektiv und einfach zu ber�ucksichtigen. Die
RDP{Methode dagegen kann aufgrund ihres modularen Aufbaus sehr einfach um
Module erweitert werden, die zum Beispiel Teill�osungen auf die Erf�ullung von
Regeln aus experimentellen Daten hin �uberpr�ufen. Erste Beispiele daf�ur wurden
bereits in Kapitel 7 diskutiert.

9.4 Sequenzalignment mit RDP

Die RDP{Methode kann auch zur Berechnung von reinen Sequenzalignments ver-
wendet werden. Dazu sind nur die Kostenfunktionsterme und Filterfunktionen f�ur
Teill�osungen auszuschalten, die Strukturinformation in die Berechnung einbezie-
hen. Der Vorteil der RDP{Methode beim Sequenzalignment besteht darin, da�
Insertionen und Deletionen automatisch aufgrund der Art der Berechnung als
Bereiche �ubrig bleiben, die nicht mehr aufgrund signi�kanter �Ahnlichkeiten zu-
geordnet werden k�onnen. Daher m�ussen keine expliziten Kosten f�ur Insertionen
und Deletionen spezi�ziert werden und das Problem der Gapkosten wird somit
in nat�urlicher Weise umgangen. Als Orakel k�onnen dazu sowohl das lokale Se-
quenzalignment als auch die von Programmen wie BLAST oder in Datenbanken
wie PROSITE gefundenen lokalen �Ahnlichkeiten verwendet werden.

9.5 Multiples Sequenzalignment mit RDP

Multiples Alignment kann schon auf Sequenzebene signi�kant zur Alignmentqua-
lit�at gemessen in Abweichung von Strukturalignment beitragen [125]. Angeregt
durch die RDP{Methode [340] wurden im PROTAL{Projekt bereits zwei multiple
Alignmentmethoden entwickelt, die ebenfalls auf dem divide&conquer{Prinzip
beruhen [235, 329, 342]. In [329, 342] wird rekursiv jeweils eine der Sequenzen
in der Mitte aufgetrennt und dann mittels paarweisem Sequenzalignment nach
g�unstigen Aufteilungspositionen in den anderen Sequenzen gesucht.

In [235] wird eine Vorgehensweise verfolgt, die sich noch n�aher am RDP{Ansatz
orientiert. Hier werden der generellen Idee der RDP{Methode folgend zun�achst
paarweise die Sequenzabschnitte einander zugeordnet, die eindeutig oder mit ho-
her Zuverl�assigkeit zuzuordnen sind, und die so bestimmten Paare werden im
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n�achsten Schritt mit einer Greedy{Methode zu einem multiplen Alignment zu-
sammengesetzt. Die Greedy{Vorgehensweise ist beim Zusammensetzen multipler
Alignments aber keine gute Wahl, da dadurch die G�ute der L�osung stark vom Kri-
terium abh�angt, das zur Festlegung der Reihenfolge zur Integration der Teill�osun-
gen in Gesamtl�osungen dient. Durch die RDP{Methode wird dieses Problem auf
nat�urliche Weise umgangen, da die RDP{Methode viele alternative Teill�osungen
und damit auch unterschiedliche Gesamtl�osungen gleichzeitig verfolgt, und somit
Fehlern entgegenwirkt, die durch die Reihenfolgeabh�angigkeit entstehen.
Die geplante Erweiterung der RDP{Methode auf multiples Sequenzstrukturalign-
ment (siehe Abschnitt 9.2) erm�oglicht aufgrund der Modularit�at der Methode die
direkte Anwendung von RDP auf das multiple Sequenzalignmentproblem.

9.6 Strukturalignment mit RDP

Wie bereits in Abschnitt 6.1 erw�ahnt, kann die RDP{Methode auch f�ur andere
schwierige bioinformatische Vergleichsprobleme, wie zum Beispiel das Struktur-
alignment, verwendet werden. Dazu sind im wesentlichen die verwendete Kosten-
funktion und die Funktionen anzupassen, die Teill�osungen generieren beziehungs-
weise aussortieren.
In einem ersten Prototyp sind bereits Verfahren implementiert, lokale strukturel-
le �Ahnlichkeiten zu �nden. Eine M�oglichkeit besteht darin, alle Fragmente einer
festvorgegebenen L�ange aus den zu vergleichenden Strukturen optimal zu su-
perpositionieren und dann der RDP{Methode die Suche nach einer maximalen
Menge von gut kombinierbaren Fragmenten zu �uberlassen.
Es ist jedoch auch m�oglich, nach lokalen Struktur�ahnlichkeiten mittels lokalem
Alignment der �= {Winkelbeschreibungen der zu vergleichenden Proteinstruk-
turen mit geeigneten Parametern zu suchen. Allgemein k�onnen die �= {Winkel
nicht als Ma� f�ur das Strukturalignment dienen, dessen Ziel ein Alignment mit
einer m�oglichst geringen RMS{Abweichung ist. Lokale �Ahnlichkeiten k�onnen je-
doch durch dynamische Programmierung aufgedeckt werden, da zwei Fragmente
auch gut superpositionieren, wenn alle �= {Winkel sehr �ahnlich sind und keine
Insertionen oder Deletionen in dem zugeh�origen Alignment enthalten sind (die
Umkehrfolgerung gilt in der Regel nicht). Die Vertr�aglichkeit von so gefundenen
Fragmentzuordnungen wird durch entsprechende Filterfunktionen beim rekursi-
ven Zusammensetzen der Gesamtl�osung sichergestellt.
Durch Relaxation der Bedingung der �ublicherweise benutzten Rigid body{Super-
positionierbarkeit ist es m�oglich, mit der RDP{Methode neue, bisher nicht er-
kannte strukturelle �Ahnlichkeiten zwischen Proteinstrukturen aufzudecken. Die-
se �Ahnlichkeiten sind insbesondere zur Erkl�arung und Interpretation von Ergeb-
nissen aus Faltungserkennungsexperimenten sehr aufschlu�reich, da dabei nicht
immer eine �Ahnlichkeit erkannt wird, die aus einer guten Superpositionierbarkeit
der Gesamtstrukturen, sondern aus strukturellen �Ahnlichkeiten von Faltungsbe-
reichen resultiert.



Kapitel 10

Zusammenfassung

Diese Arbeit befa�t sich mit Algorithmen f�ur eines der zentralen Probleme der
molekularen Bioinformatik [199, 201], der theoretischen Proteinstrukturvorher-
sage. Der entwickelte L�osungsansatz st�utzt sich dabei methodisch auf die �ahn-
lichkeitsbasierte Proteinstrukturvorhersage ab, die gegenw�artig den einzigen in
vielen F�allen erfolgreichen Weg zur Vorhersage der dreidimensionalen Struktur
von Proteinen darstellt.
Der Schwerpunkt dieser Dissertation liegt auf der Entwicklung von Algorithmen
und Bewertungssystemen zur Abbildung von Sequenzen auf experimentell auf-
gekl�arte Proteinstrukturen, allgemein als Sequenzstrukturalignment oder auch
Threading bezeichnet. Die Berechnung dieser Abbildung stellt den ersten und
damit grundlegenden Arbeitsschritt der �ahnlichkeitsbasierten Proteinstruktur-
vorhersage dar. Fehler, die hier gemacht werden, k�onnen in den nachfolgenden
Schritten (siehe Abschnitt 4.1) nur schwer und sehr h�au�g gar nicht mehr beho-
ben werden.
Die in dieser Arbeit entwickelte Methode der Rekursiven Dynamischen Program-
mierung (RDP) zielt in erster Linie auf die Berechnung strukturrichtiger Sequenz-
strukturalignments, die sowohl zur Vorhersage von strukturellen Verwandtschaf-
ten als auch als Startpunkt f�ur die vergleichende Modellierung dienen. Das algo-
rithmische Grundger�ust der RDP{Methode ist ein modular aufgebauter divide &
conquer{Algorithmus, der auch f�ur andere bioinformatische Vergleichsprobleme,
wie das Proteinstrukturalignment und das multiple Sequenzalignment, angewen-
det werden kann (siehe Kapitel 9).
Im Unterschied zu anderen, vom Grundkonzept �ahnlichen Verfahren [195, 369],
die das fragmentbasierte Sequenzstrukturalignmentproblem adressieren (siehe Ab-
schnitt 4.2.1), verwendet die RDP{Methode [340] den divide & conquer{Ansatz
zur L�osung des allgemeinen, nicht fragmentbasierten Sequenzstrukturalignment-
problems.
Bei der Berechnung strukturrichtiger Alignments kommen unterschiedliche Be-
wertungssysteme zum Einsatz (siehe Kapitel 5), angefangen von einfachen Ami-
nos�aureaustauschmatrizen bis hin zu komplexen Pseudoenergiepotentialen, die
Wechselwirkungen zwischen zwei oder mehr Aminos�aureresten in einer dreidi-
mensionalen Struktur bewerten und aufgrund ihrer Nichtlokalit�at das Sequenz-
strukturalignmentproblem zu einem NP{vollst�andigen Problem machen [193].
Gemeinsam ist allen diesen Bewertungssystemen jedoch, da� sie mit statistischen
Methoden aus diskretisierten Beschreibungen der biologischen und biochemischen
Realit�at abgeleitet sind.
Sind die zu alinierenden Proteine evolution�ar eng verwandt, so sind diese Bewer-
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tungssysteme hinreichend genau und das bez�uglich des Bewertungssystems opti-
male Alignment stimmt weitgehend mit dem strukturrichtigen Alignment �uber-
ein. Diese Situation �andert sich, sobald mit den Methoden des Sequenzstruktur-
alignments entferntere, rein strukturelle �Ahnlichkeiten aufgedeckt werden sollen,
die auf der Ebene der Proteinsequenz nicht mehr nachweisbar sind. In diesem
Falle ist ein �Ahnlichkeitsma� zwischen einer Sequenz und einer Struktur gefragt,
welches die gesuchten strukturellen �Ahnlichkeiten erkennt, ohne jedoch zu detail-
getreu zu sei, da zwar die allgemeine Faltung gleich, die Struktur jedoch aufgrund
der unterschiedlichen Aminos�aurereste im Detail unterschiedlich ist.
Daher kommt es darauf an, bei der Beschreibung einer Proteinfaltung durch
Wechselwirkungen zwischen Strukturpositionen und der Bewertung dieser Wech-
selwirkungen durch aminos�auretypabh�angige Wechselwirkungspotentiale ein ge-
eignetes Abstraktionsniveau zu w�ahlen. Die in der RDP{Methode verwendeten,
auf Voronoikontaktrelationen basierenden Potentiale realisieren dieses Abstrak-
tionsniveau, indemWechselwirkungen nur zwischen r�aumlich direkt benachbarten
Aminos�auren ber�ucksichtigt werden und Wechselwirkungen im Unterschied zu
anderen empirischen Potentialen (siehe Abschnitt 5.2.4) nur sehr grob bez�uglich
ihres Wechselwirkungsabstands klassi�ziert werden.
Wechselwirkungspotentiale reichen alleine allerdings nicht aus, um zwischen gu-
ten und schlechten Sequenzstrukturalignments zu unterscheiden (siehe Abschnitt
5.2.5 und Diplomarbeit Halfmann [131]). Aus diesem Grund verwendet die RDP{
Methode im Unterschied zu vielen anderen Sequenzstrukturalignmentverfahren
[48, 168, 195, 321] eine gemischte Bewertungsfunktion, die neben Anteilen, die
die Sequenz�ahnlichkeit bewerten, auch das Kontaktkapazit�atspotential CCP [5]
enth�alt, welches im wesentlichen den Hydrophobizit�atsanteil enth�alt, der in Wech-
selwirkungspotentialen unterrepr�asentiert ist. Die Strukturvorhersage f�ur die Nu-
kleotidyltransferase im Rahmen des CASP II{Wettbewerbs (siehe Abschnitt 8.5.1)
ist ein gutes Beispiel gegen die verbreitete These, da� die Sequenz�ahnlichkeit beim
Sequenzstrukturalignment von strukturell �ahnlichen Proteinen nicht nutzbar ist.
Die RDP{Methode hebt sich au�erdem von anderen Methoden dadurch ab, da�
sie aufgrund der im Sequenzstrukturalignmentzusammenhang bekannten Schw�a-
chen globaler Bewertungsfunktionen nicht nach optimalen, sondern nach L�osun-
gen mit guter Bewertung sucht, die zus�atzliche Kriterien und Randbedingungen
erf�ullen. Zum Beispiel sind die aktiven Zentren zwischen verwandten Proteinen in
vielen F�allen in ihrer Aminos�auresequenz wesentlich st�arker konserviert als dies
f�ur die Gesamtsequenzen der Fall ist. Ein berechnetes Modell sollte dies in jedem
Falle wiedergeben. Die Idee, rekursiv signi�kante Teill�osungen mit sich adaptiv
anpassenden Bewertungsfunktionsbestandteilen zu suchen, nutzt dieses biologi-
sche Fakt aus und f�uhrt auch dann zu aussagekr�aftigen Modellen des aktiven
Zentrums, wenn sich { wie im Beispiel der vorhergesagten Thymidinkinasestruk-
tur (siehe Abschnitt 8.6) { die strukturelle �Ahnlichkeit auf Teilstrukturbereiche
beschr�ankt. Als Nebene�ekt kann der Anteil des durchlaufenen Suchraums durch
die Einschr�ankung auf signi�kante Teill�osungen stark reduziert werden, obwohl
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e�zient berechenbare Schranken f�ur die Bewertungsfunktion fehlen.
Die RDP{Methode berechnet f�ur ein Teilproblem im rekursiven Abstieg nicht
nur eine optimale L�osung sondern eine Menge von L�osungen, die optimale oder
auch suboptimale L�osungen bez�uglich unterschiedlicher Bewertungssysteme sind.
Damit begegnet die RDP{Methode dem f�ur divide & conquer{Heuristiken typi-
schen Problem, da� in Stadien des Verfahrens, wo noch wenig Information �uber
das schlie�lich berechnete Gesamtmodell vorliegt, Fehlentscheidungen getro�en
werden, die im weiteren Verlauf nicht mehr behoben werden k�onnen.
Im Unterschied zu anderen Sequenzstrukturalignmentmethoden garantiert die
RDP{Methode durch die explizite Einbeziehung von Randbedingungen f�ur die
Modellierbarkeit von Schleifen in den Berechnungsproze�, da� ein berechnetes
Sequenzstrukturalignment immer in ein zul�assiges Strukturmodell mit geschlos-
senem R�uckgrat �ubersetzt werden kann. Teill�osungen, die Insertionen oder Dele-
tionen enthalten, die nicht zu einem guten Strukturmodell f�uhren k�onnen, werden
von der RDP{Methode m�oglichst fr�uhzeitig verworfen. Teill�osungen, die nur un-
ter Anpassung der an die Insertionen oder Deletionen angrenzenden Positionen
zu einem sinnvollen Strukturmodell f�uhren k�onnen, werden entsprechend modi�-
ziert, um danach einer Neubewertung unterzogen zu werden (siehe Abschnitte 7.3
und 7.6.2).
Da die RDP{Methode dann stoppt, wenn keiner der verschiedenen Bewertungs-
funktionsbestandteile signi�kante �Ahnlichkeiten zwischen noch nicht zugeordne-
ten Sequenz{ und Strukturbereichen zu Tage f�ordert, bleiben diese Bereiche au-
tomatisch als Insertionen und Deletionen zur�uck. Diese Vorgehensweise hat im
wesentlichen zwei Vorteile:

� Bereiche, f�ur deren �Ahnlichkeit keine der in den Orakel (siehe Abschnitt 7.2)
verwendeten Bewertungsfunktionen eine signi�kante Unterst�utzung nach-
weist, werden nicht aliniert. Dies zeigt sich nicht nur an den niedrigeren
RMS{Abweichungen f�ur die in Abschnitt 8.3 berechneten Sequenzstruktur-
alignments mit Sequenzen mit bekannter Struktur, sondern ist auch f�ur die
nachfolgenden Strukturvorhersageschritte sehr wichtig, da bei der Modellie-
rung durch ein Alignment f�alschlicherweise suggerierte �Ahnlichkeiten sehr
st�orend sind.

� Die RDP{Methode ben�otigt keine besonderen Bestrafungsterme f�ur Inser-
tionen und Deletionen (Gapkosten), um strukturrichtige Sequenzstruktur-
alignments zu berechnen. Diese methodische Eigenschaft von RDP ist von
besonderem Vorteil, da die geeignete Wahl von Gapkosten in allen bisher
vorgestellten Methoden { sei es zum Sequenzalignment oder Sequenzstruk-
turalignment { problematisch ist. Da die Bestrafung von Insertionen und
Deletionen nicht zur Berechnung strukturrichtiger Alignments notwendig
sind, k�onnen derartige Bestrafungsterme als orthogonales Kriterium bei der
Unterscheidung zwischen verwandten und nicht verwandten Proteinen in
Erkennungsexperimenten eingesetzt werden.
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Wie gut die verschiedenen in der RDP{Methode verwendeten Heuristiken ihre
Aufgaben erf�ullen, zeigen die in Kapitel 8 diskutierten Ergebnisse. Im Vergleich
der RDP{Methode gegen etablierte Methoden wie Threader und 123D konnte die
Qualit�at der Sequenzstrukturalignments wesentlich verbessert werden. So konnte
zum Beispiel mit der RDP{Methode auf der schwierigsten Testmenge von Paaren
mit rein struktureller �Ahnlichkeit die Anzahl guter Alignments gegen�uber den
anderen Methoden (bei mit Threader vergleichbaren Laufzeiten) fast verdoppelt
werden (siehe Abschnitt 8.3).
Die bessere Qualit�at der von der RDP{Methode berechneten Sequenzstruktur-
alignments wirkt sich auch positiv auf die Erkennung sehr entfernter strukturel-
ler Verwandtschaften aus. So erkennt die RDP{Methode in den in Abschnitt 8.4
vorgestellten, sehr schwierigen Erkennungsexperimenten in 57 % der Beispiele ein
Protein der gleichen Faltungsklasse auf Platz 1 der Rangliste (Sequenzalignment
33%, 123D 38%).
Zudem hat die RDP{Methode in echten Blindvorhersagen f�ur die Thymidinkina-
se des Herpes Simplex Virus I (siehe Abschnitt 8.6) und im Rahmen des CASP

II{Strukturvorhersagewettbewerbs (siehe Abschnitt 8.5) ihre Qualit�aten unter
Beweis gestellt. Die ebenfalls in Abschnitt 8.5 diskutierten mit der nach CASP

II verbesserten RDP{Methode erzielbaren Vorhersageergebnisse stimmen opti-
mistisch f�ur den gerade beginnenden CASP III{Wettbewerb.
Die RDP{Methode wird bereits seit geraumer Zeit �uber das WWW tagt�aglich von
Benutzern aus aller Welt zur Bearbeitung von Strukturvorhersageproblemem er-
folgreich eingesetzt.
Durch die in dieser Arbeit entwickelten Methoden konnte sowohl der Anwen-
dungsbereich der theoretischen Proteinstrukturvorhersage ausgedehnt als auch
die Qualit�at der Vorhersagen wesentlich gesteigert werden. Die in Kapitel 9 skiz-
zierten Erweiterungen und Verbesserungen verfolgen die Idee, da� insbesondere
durch die Hinzunahme von mehr biologischen Randbedingungen in fr�uheren Pha-
sen des Algorithmus und zus�atzlicher evolution�arer Information (zum Beispiel in
Form verwandter Sequenzen) weitere Fortschritte erzielbar sind.
Es besteht die Ho�nung, da� die Anwendung der RDP{Methode auf die anste-
henden gro�en Datenmengen aus der Genomsequenzierung und aus Expressions-
experimenten einen wichtigen Beitrag zu so wissenschaftlich interessanten und f�ur
die pharmazeutische Industrie auch kommerziell wichtigen Fragestellungen liefern
kann, wie sie die Identi�zierung von Zielproteinen (targets) f�ur mittels rationalem
Wirksto�entwurf zu entwickelnde, neuartige Arzneisto�e darstellt.
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