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Glossar

PDB

CSD

SUD

RMSD

GUI
NOE
MD
NMR
Abb.
Kap.
Tab.
GL

Protein Data Bank, Proteindatenbank (Berman et al., 2000; Bernstein
et al., 1977)

Cambridge Structural Datafile, Datenbank mit Kristallstrukturen nie-
dermolekularer Verbindungen (Allen & Kennard, 1993)

Sequence Unique Database, Datenbank mit Datenséitzen untereinander
nicht sequenzverwandter Proteine, deren Strukturen in der PDB hinter-
legt ist

Root Mean Square Deviation, quadratisch gemittelte Abweichung in den
kartesischen Koordinaten einander entsprechender Atompositionen aus
zwei (iiberlagerten) Molekiilen

Graphical User Interface (graphische Benutzeroberfliche)

Nuclear Overhauser Effekt (Kern-Overhauser-Effekt)
Molekulardynamik

Nuclear Magnetic Resonance, Kernmagnetische Resonanz

Abbildung

Kapitel

Tabelle

Gleichung

AKRONYME FUR DIE EINGEFUHRTEN DESKRIPTOREN (S. KAp. 3.2.3 )

BF
MOB
GK

PK
LK
WK
POL
DS

AD1
AD2
SAS
RMSD o

RM S Dyt

Kristallographischer Temperaturfaktor (B-Faktor)

Mobilitét eines Wassermolekiils (Sanschagrin & Kuhn, 1998)
Gesamtzahl polarer Kontakte eines Wassermolekiils zu Partnern in der
Umgebung

Zahl polarer Kontakte zu Proteinatomen in der Umgebung

Zahl polarer Kontakte zu Ligandenatomen in der Umgebung

Zahl polarer Kontakte zu anderen Wassermolekiilen in der Umgebung
Polaritidt der lokalen Umgebung eines Wassermolekiils
DrugScore-Werte, Potentialbeitrag aus den wissensbasierten Paarpoten-
tialen (Gohlke et al., 2000a)

Atomdichte in der ersten Koordinationssphiire eines Wassermolekiils
Atomdichte in der zweiten Koordinationssphére eines Wassermolekiils
Solvent Accessible Surface, Losemittelzugéngliche Oberfliche
RMSD-Wert zur Beschreibung, wie stark die Koordinationsgeometrie
an einem Wassermolekiil einem Oktaeder dhnelt

RMSD-Wert zur Beschreibung, wie stark die Koordinationsgeometrie
an einem Wassermolekiil einem Tetraeder dhnelt
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1 Einleitung und Problemstellung

Ein kleines und scheinbar einfaches Molekiil beschiftigt die Chemie seit ihren Anfin-
gen: Wasser. Aufgrund seines ubiquitiren Vorkommens kommt den Wechselwir-
kungen von Wassermolekiilen mit unterschiedlichsten chemischen Systemen grofie
praktische Bedeutung zu, was Wasser ins Visier intensiver Forschungsbemiihungen
aus unterschiedlichsten Blickwinkeln geriickt hat (Franks, 1979b). Wasser ist auch
fiir biologische Systeme von grofler Bedeutung, mit denen es nicht nur wechselwirkt,
sondern deren essentieller Bestandteil es ist. Ca. 60% des menschlichen Kérpers be-
stehen aus Wasser, und biochemische Vorgéinge laufen zum grofien Teil in wissrigem
Medium ab. Die Bedeutung von Wasser fiir die Funktion und Struktur von Bio-
Makromolekiilen ist zwar seit langem erkannt, sie ist jedoch keinesfalls im Detail
verstanden. Der Titel eines 1996 erschienenen Artikels ,,Liquid water and biological
systems: the most important problem in science that hardly anyone wants to see
solved” (Cho et al., 1996) verdeutlicht, wie wichtig und gleichzeitig wie schwierig
sich der Erkenntnisgewinn in diesem Gebiet darstellt.

Zu einem tieferen Versténdnis der Wechselwirkungen von biologischen Molekiilen
untereinander, mit niedermolekularen Verbindungen und nicht zuletzt mit Wasser
hat wesentlich die Entwicklung moderner Strukturaufklirungsmethoden beigetra-
gen. Diese erlauben es, strukturelle Details auf atomaren Niveau zu untersuchen
und sie mit makroskopischen Gréfen in Zusammenhang zu bringen. Die Aufklirung
von heute bereits 20000 Proteinstrukturen (Berman et al., 2000), vor allem mittels
der Rontgenstrukturanalyse, ist nicht zuletzt dadurch motiviert, dafl solche Proteine
wichtige Schaltzentralen im Organismus und den Angriffspunkt fiir pharmakologisch
wirksame Substanzen darstellen. Die im Kristall vorgefundene Struktur entspricht
in guter Nidherung der des aktiven Proteins in Losung (Knegtel et al., 1991; Doscher
& Richards, 1963). Der strukturbasierte Entwurf neuer Wirkstoffkandidaten (engl.
structure-based drug design) ist heute zu einem etablierten Verfahren der Wirk-
stoffindung geworden (Boéhm et al., 1996). Er nutzt die strukturelle Information
itber den Aufbau einer Proteinbindetasche, um gezielt niedermolekulare Verbindun-
gen (Liganden) zu finden, welche in diese Bindetasche binden kénnen. Geméif dem
von Fischer formulierten Schliissel-Schlof-Prinzip (Fischer, 1894) miissen Protein
(Rezeptor, ,,Schlof”) und Ligand (,,Schliissel”) hierzu komplementire Formen und
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physikochemische Eigenschaften aufweisen. Diese Beschreibung ist heute so weit
verfeinert und algorithmisch umgesetzt worden, dafl virtuelle Bibliotheken von meh-
reren Millionen Substanzen im Rechner (in silico) innerhalb weniger Tage durch-
mustert und daraufhin untersucht werden kénnen, ob sie sich in eine vorgegebene
Proteinbindetasche einpassen lassen (Docking-Experiment). Anschlieflend kénnen
ausgewihlte Substanzen, die mit erhhter Wahrscheinlichkeit eine Aktivitat am Ziel-
protein zeigen, der biologischen Testung zugefithrt werden.

Trotz zahlreicher Beispiele fiir eine erfolgreiche Anwendung (Babine & Bender, 1997)
stoflen rationale Designmethoden dort an ihre Grenzen, wo das einfache Schliissel-
Schlof-Konzept nicht mehr trigt. Zu den grofiten bis heute nicht zufriedenstellend
gelosten Problemen in der Weiterentwicklung strukturbasierter Methoden zédhlen
die Behandlung von Rezeptorflexibilitit sowie die Beriicksichtigung von Wassermo-
lekiilen, welche die Bindung zwischen Rezeptor und Ligand vermitteln. Sofern Was-
sermolekiile so fest an den Rezeptor gebunden sind, daf} sie als dessen intrinsischer
Teil aufgefaft werden konnen, kann das Modell der starren Rezeptorbindetasche
(,,5chlof”) noch beibehalten werden. Die Anwesenheit der Wassermolekiile modifi-
ziert dann lediglich deren Form und Eigenschaften. Schwieriger ist hingegegen der
Fall, wenn Wassermolekiile in wechselnden Positionen im Bindungsepitop zwischen
Protein und Ligand zu finden sind, also angenommen werden muf}, daf sie aus den
jeweiligen Positionen auch verdringbar sind.

Neben der spezifischen Strukturinformation iiber das jeweilige Zielprotein (target)
koénnen strukturbiologische Daten einen Wirkstoffindungsprozess jedoch noch in ei-
ner zweiten Hinsicht unterstiitzen. Der Umfang an verfiigbaren Daten erlaubt es heu-
te, diese mit statistischen Methoden zu analysieren, um daraus - iiber Proteine und
Proteinfamilien hinweg - Regeln iiber den Aufbau von Protein-Ligand-Komplexen
und Prinzipien intermolekularer Erkennung zu extrahieren. Dieses Wissen 148t sich
wiederum in pradiktive Methoden umsetzen, welche dann im Rahmen eines Wirk-
stoffindungsprozesses auf neue strukturbiologische Fragestellungen angewandt wer-
den kénnen. Derart entwickelte Methoden werden als ,,wissensbasiert” bezeichnet.
Wissensbasierte Methoden haben sich beziiglich unterschiedlichster Fragestellungen
gegeniiber den #lteren, eher auf der Formulierung physikalischer Grundprinzipien
beruhenden Verfahren als konkurrenzfihig oder gar iiberlegen erwiesen.

Die vorliegende Arbeit beschiiftigt sich mit der Entwicklung von Werkzeugen zur
Analyse von Wassermolekiilen in Rontgenstrukturen von Proteinen sowie der Ent-
wicklung von Methoden, welche im Sinne eines wissensbasierten Ansatzes eine ver-
besserte Behandlung von Wassermolekiilen beim strukturbasierten Wirkstoffdesign
erlauben. Sie liefert damit einen Beitrag zu einem tieferen Verstdndnis der Solva-
tationsstruktur von Proteinen sowie der Rolle von Wassermolekiilen in der Protein-
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Ligand-Wechselwirkung.

Zur systematischen Untersuchung aller 6ffentlich verfiigbaren Proteinstrukturen wird
zunichst eine auf die Untersuchung von Wassermolekiilen spezialisierte Datenbank
aufgebaut. Diese muf} einerseits iiber Werkzeuge verfiigen, die eine Analyse aller
relevanten Eigenschaften und Charakteristika einer einzelnen Proteinstruktur bzw.
aller Strukturen zu einem einzelnen Protein ermdglichen. Gleichzeitig soll sie Metho-
den umfassen, die zur Extraktion allgemeingiiltiger Informationen bzw. Prinzipien
herangezogen werden konnen. Dabei sind fiir jede Methode die Grenzen der allge-
meinen Anwendbarkeit auszuloten bzw. Fallunterscheidungen zu treffen. Hierdurch
ergeben sich Hinweise, welchen Randbedingungen neue Methoden im strukturbasier-
ten Wirkstoffdesign gerecht werden miissen, um fiir die Mehrzahl bekannter Prote-
instrukturen Wasserpositionen korrekt beschreiben zu kénnen.

Folgende Aspekte verdienen dabei besondere Beriicksichtigung:

e Trotz verbesserter Verfeinerungs- und Validierungsprogramme (Kleywegt, 2000)
sowie mit der Zeit wachsender Qualitit der in der PDB hinterlegten Struktur-
daten (Weissig et al., 1998; Kleywegt & Jones, 2002) ist die Bestimmung kri-
stallographischer Wasserpositionen mit inhirenten Unsicherheiten verbunden.
Von einer Datenbank fiir Wassermolekiile ist zu erwarten, dafl sie Anséatze
bereitstellt, diese geeignet zu handhaben. Dabei kommt dem Ansatz, den
Mangel an Datenqualitét in einer Einzelstruktur durch das Heranziehen meh-
rerer, unabhingiger Strukturmodelle zu einem Protein soweit wie moglich zu
kompensieren (Koellner et al., 2000), besondere Bedeutung zu.

e Die Positionen von Wassermolekiilen als drittem Partner in der Protein-Ligand-
Wechselwirkung sind sowohl durch den Liganden wie auch den Rezeptor be-
stimmt. Zur Untersuchung des Einflusses beider Wechselwirkungspartner sind
geeignete Werkzeuge zur Verfiigung zu stellen, und die Griéfe der beiden Ein-
fluBBfaktoren ist gegeneinander abzuwégen.

e Der Ansatz, Wassermolekiile beim Drug Design als festen Teil der Bindeta-
sche zu behandeln, wirft die Frage auf, wie hiufig ein solcher Ansatz prinzipiell
aussichtsreich erscheint. Zudem ist zu untersuchen, aufgrund welcher Daten-
basis und welcher Auswahlkriterien solche Wasserpositionen bestimmt werden

konnen.

e Fiir Fille, in denen eine feste Vorplazierung von Wassermolekiilen beim Docking
wenig aussichtsreich erscheint, ist nach alternativen Anséitzen zu suchen.
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Kapitel 2 beleuchtet in einem Literaturiiberblick den heutigen Kenntnisstand zu
Wassermolekiilen in Proteinstrukturen vor dem Hintergrund der zugrundeliegenden
experimentellen Methoden. Kapitel 3 beschreibt den Aufbau der Wasserdatenbank
und die Anwendungsméglichkeiten der darin implementierten Werkzeuge anhand
ausgewéhlter Fragestellungen, wie sie im Verlauf eines Wirkstoffindungsprozesses
auftreten kénnen. Kapitel 4 untersucht die Solvatationsstrukturen der heute be-
kannten Proteinstrukturen mit Mitteln der Statistik und weist auf, welche Rand-
bedingungen bzw. Mindestanforderungen erfolgsversprechende Ansitze zur metho-
dischen Weiterentwicklung erfiillen miissen. Kapitel 5 beschreibt die Anwendung
genetischer Algorithmen zur Klassifizierung konservierter und nicht konservierter
Wasserpositionen. Dabei wird auch ein verbesserter Ansatz entwickelt, im Rahmen
einer Vorplazierung von Wassermolekiilen beim Docking eine geeignete Auswahl von
Wassermolekiilen zu treffen. In Kapitel 6 wird eine Weiterentwicklung des Docking-
Programms FlexX (Rarey et al., 1996), welches eine flexible Plazierung von Was-
sermolekiilen erlaubt (Rarey et al., 1999), durch eine auf Wassermolekiile erweiterte
Version der Scoring-Funktion DrugScore (Gohlke, 2000) vorgestellt. Wéhrend die
Kapitel 4 bis 6 damit die Weiterentwicklung von unterschiedlich komplexen metho-
dischen Ansétzen zur Behandlung von Wassermolekiilen im strukturbasierten Wirk-
stoffdesign umspannen, behandelt Kapitel 7 eine davon weitgehend unabhéngige Fra-
gestellung. Dabei wird ein Algorithmus zur Unterscheidung von Wassermolekiilen
und Natrium- bzw. Magnesiumionen vorgestellt, der angewandt werden kann, um
fehlzugewiesene Wassermolekiile in Réntgenstrukturen zu detektieren.

Eine Zusammenfassung der gesamten Arbeit ist abschliefend in Kapitel 8 zu fin-
den. Dabei werden Schluflfolgerungen gezogen, welche Strategien zur Behandlung
von Wassermolekiilen im Drug Design mit den gegenwértig verfiigbaren Methoden
zu empfehlen sind und welche methodischen Weiterentwicklungen fiir die Zukunft

erstrebenswert erscheinen.



2 Charakterisierung von Wassermolekiilen
in Proteinstrukturen - ein
Literaturiiberblick

Unser heutiges Bild der Hydratation von Proteinen ist wie ein Puzzle aus einzelnen
Bausteinen entstanden. Seine Zusammensetzung darf als Beispiel interdisziplinirer
Zusammenarbeit par ezcellence angesehen werden und geht gleichermaflen auf Me-
thoden der Physik, der Chemie und der Biologie zuriick. Scheinbare Widerspriiche,
die sich ergaben, lieflen sich dadurch erklidren, dafl die unterschiedlichen zur Cha-
rakterisierung von Wassermolekiilen eingesetzten Techniken ihrer Art nach unter-
schiedliche Informationen liefern (Karplus & Faerman, 1994; Levitt & Park, 1993).
Erst wenn man die Komplementaritit dieser Informationen erkennt, 148t sich das
abgeleitete Wissen in vollem Umfang ausschopfen.

Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick iiber das bisher zusammengetragene Wis-
sen iiber Wassermolekiile in ihrer Wechselwirkung mit Proteinstrukturen. Um der
Bedeutung der zugrundeliegenden Techniken fiir die Interpretation von Strukturda-
ten Rechnung zu tragen, werden die experimentellen (und theoretischen) Methoden
einzeln aufgefithrt und die Informationen, die sie iiber Wassermolekiile liefern, im
Lichte der technischen Moglichkeiten und Grenzen diskutiert (Kap. 2.1, 2.2).

Dieses Wissen ist in zweifacher Hinsicht fiir die Wirkstoffentwicklung und phar-
mazeutische Forschung relevant.

Zum einen involviert die Bindung eines Wirkstoffs an seinen Rezeptor jeweils ein
Protein in seiner nativen rdumlichen Struktur. Hat man die Hydratation von Pro-
teinen verstanden, so kann die Struktur wenigstens eines (und zwar des strukturell
komplexeren) Bindungspartners in Losung erklirt werden. Sofern fiir ein Zielprotein
Strukturen im komplexierten und im ligand-freien Zustand bekannt sind, 148t sich
das Abstreifen der Solvathiille und die Verdringung der Wassermolekiile durch den
Liganden anhand der beobachteten Wasserpositionen nachvollziehen. Die Hydra-
tation des Wirkstoffmolekiils als zweitem Partner ist fiir den Bindungsprozess glei-
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chermaflen relevant, doch kann sie nur selten durch Strukturdaten charakterisiert
werden, da nur fiir wenige Kleinmolekiile Hydratstrukturen bekannt sind. Hier-
durch wird der Beitrag, den Strukturdaten zu einem verbesserten Verstdndnis der
intermolekularen Wechselwirkungen im Protein-Ligand-Komplex beitragen kénnen,
eingeschrankt.

Die entstehende Liicke kann jedoch zumindest teilweise dadurch geschlossen wer-
den, dafl man Prinzipien intermolekularer Wechselwirkungen an Protein-Protein-
Kontakten studiert. Hieraus ergibt sich eine weitere Bedeutung von (Struktur-)Daten
zur Proteinsolvatation fiir die Wirkstoffentwicklung. Viel von dem, was wir heute
iber die direkte oder indirekte Beteiligung von Wassermolekiilen an den Wechsel-
wirkungen in Protein-Ligand-Komplexen wissen, beruht auf Analogieschliissen zu
Beobachtungen intramolekularer Wechselwirkungen in reinen Proteinstrukturen, fiir
die viel umfangreicheres Datenmaterial zur Verfiigung steht.

Im Hinblick auf die Entwicklung einer Datenbank als zentrales Anliegen dieser Arbeit
kommt der Verarbeitung von Strukturinformationen und dem Vergleich von Prote-
instrukturen besondere Bedeutung zu. Die in der Literatur beschriebenen Struk-
turanalysen in Kap. 2.3 dienen daher auch dazu, den technischen Rahmen fiir die
Moglichkeiten, die eine Datenbank zur Analyse von Strukturdaten iiber Wassermo-
lekiile bieten sollte, zu umreiflen.

2.1 Strukturbestimmungsmethoden

2.1.1 Rontgenkristallographie

Methode Aufgrund ihres dreidimensional-periodischen Aufbaus konnen Kristalle
mit Hilfe von Rontgenstrahlen untersucht werden. Die Réntgenstrahlen werden von
den Elektronen der Atome gebeugt und ergeben ein Beugungsbild, das implizit Infor-
mationen iiber die Positionen dieser Atome in einer Elementarzelle enthéilt. Bei der
Rontgenstrukturbestimmung versucht man, aus den beobachteten Beugungsreflexen
auf die zugrundeliegende Struktur des Molekiils (oder auch einer Ionenverbindung)
zuriickzurechnen. Eine dreidimensionale Elektronendichteverteilung p(z,y, z) erhilt
man durch Fourier-Transformation aus den Strukturfaktoren F'(hkl), in die die Am-
plituden |F'(hkl)| wie auch die Phasenwinkel apy; eingehen.

plz,y,z Z Z Z |F(hkl)| - exp(iapg) - exp(—2mi(hx + ky +12)) (2.1)

VZelle

Wiéhrend jedoch die Amplituden aus den Intensitdten der Reflexe direkt abgeleitet
werden konnen, miissen zur Gewinnung der Phaseninformation bei einer Protein-
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strukturaufklirung Techniken wie MIR (multiple isomorphous replacement), SAD/MAD
(single/multiwavelength anomalous dispersion) (Burling et al., 1996) oder (seltener)
ab initio-Methoden angewandt werden. Ist eine Struktur des gleichen Zielproteins
oder eines strukturell verwandten Proteins bekannt, so kénnen auch deren Phasen als
erste Naherung dienen (molecular replacement). Das anfangs diffuse Bild der Elek-
tronendichteverteilung klirt sich durch die Strukturverfeinerung, in deren Verlauf
die fiir das jeweils eingepafite Modell berechneten Strukturfaktoren F¢%¢ iterativ an
die experimentellen F°%% angepaft werden, so daf8 schlieBlich die Zuordnung einzelner
Molekiilbausteine méglich wird. Unter Zuhilfenahme der bekannten Proteinsequenz
kénnen zundchst die Strukturen einzelner Aminoséduren in die beobachtete Dich-
te eingepafit werden. Daten aus zuvor bestimmten Proteinstrukturen belegen, dafl
die 20 natiirlichen Aminosiuren jeweils in bevorzugten Konformationen auftreten;
und so kann das angesammelte Wissen dazu eingesetzt werden, Natur und Orien-
tierung von Seitenketten in einer Elektronendichte richtig zu interpretieren'. Die
meisten Verfeinerungsprogramme verwenden an Kristallstrukturen parametrisierte
Kraftfelder und/oder Torsionswinkelbibliotheken, um diese Information zu integrie-
ren (Kleywegt & Jones, 1998; Engh & Huber, 1991).

Erst zu einem relativ spiten Zeitpunkt im Prozefl der Verfeinerung beginnt die Cha-
rakterisierung von eher diffusen Bereichen in der Elektronendichte, wozu stets Was-
ser zdhlt. Die Beweglichkeit von Wassermolekiilen ist nur bei im Innern des Proteins
vergrabenen oder sehr fest auf der Proteinoberfliche gebundenen Wassermolekiilen
stark reduziert. Der groite Teil (70-80%) (Baker & Hubbard, 1984, S. 107) der in ei-
nem Proteinkristall enthaltenen Wassermolekiile kann kristallographisch iiberhaupt
nicht aufgelést werden ist. FEr fithrt zu einer Verschmierung der Elektronendichte,
die als Hintergrundrauschen auftritt. Die Methode des ,,Solvent Flattening” nimmt
fiir diese auflerhalb des Proteinmolekiils vom Solvens hervorgerufene Hintergrund-
Dichte einen konstanten Wert an, um den die Dichte-Karte korrigiert wird. Diese
Technik wird zur Verbesserung der Phasen eingesetzt. Gut lokalisierbare Wasser-
molekiile treten aus der korrigierten Karte dann deutlicher hervor (Glusker et al.,
1994, S. 371). Da Rontgenstrukturanalysen lediglich ein zeitlich gemitteltes Bild
einer Molekiilstruktur wiedergeben koénnen, beschreiben allerdings die zugeordne-
ten Wassermolekiile lediglich Wasserbindestellen, die im zeitlichen Mittel mit hoher
Wahrscheinlichkeit von einem Wassermolekiil besetzt sind, ohne daf dies in einem

'Freilich ist damit die Gefahr einer Selbstkonsistenz der Daten, welche sich unabhsingig von ex-
perimentellen Evidenzen entwickeln kann, verbunden. Sofern sich aus der Elektronendichte die
Konformation einer Aminosiure erkennen léft, sollte diese daher stets in das Modell mit aufge-
nommen werden - unabhéngig davon, ob sie eine typische oder vergleichsweise seltene Konforma-
tion darstellt. Sofern sich aber aus der Elektronendichte allein keine verldfiliche Aussage ableiten
1486, begeht man weniger Fehler, wenn man eine statistisch hiufig anzutreffende Konformation
annimmt als wenn man ohne Grund von einer seltenen Ausnahme ausgeht.
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lingeren Zeitfenster notwendigerweise immer das selbe Molekiil sein mu$.
Parameter, die die Zahl der detektierbaren Wassermolekiile bestimmen, sind die
kristallographische Auflésung, welche aus dem maximalen Streuwinkel bestimmt
wird, der vom Solvens eingenommene Volumenanteil des Kristalls, der Anteil der
Aminosduren in der Struktur, der sich zu Helices windet oder zu S-Faltblidttern zu-
sammenfiigt, sowie die Hiufigkeit unpolarer Aminosduren in der Sequenz (Carugo
& Bordo, 1999). Im Mittel wird bei einer Struktur mit einer Auflésung von 2A ein
Wassermolekiil pro Aminoséure in das Strukturmodell mit aufgenommen, wihrend
in einer Struktur von 1A Auflosung 1.6-1.7 Wassermolekiile pro Aminosiure zu fin-
den sind.

Von entscheidendem Einfluf} ist stets das Verfeinerungsprotokoll, das der einzelne
Kristallograph wihlt. Es mufl betont werden, daf eine sorgfiltige Verfeinerung der
Solvensstruktur in einem Proteinkristall mithevoll und aufwendig ist - insbesondere
in Bereichen, wo die Interpretierbarkeit der Elektronendichte an ihre Grenzen stoft.
Da der Schwerpunkt des Interesses bei der Losung vieler Proteinstrukturen nicht
auf der Wasserstruktur liegt, ist nicht zu erwarten, dafl der Grofteil der in der PDB
(Berman et al., 2000; Bernstein et al., 1977) zuginglichen Proteinstrukturen iiber
sorgfiltig ermittelte Solvatationsmodelle verfiigt.

Abhingig von der lokalen Qualitéit der Dichtekarte und ihrer Verbesserung im Zuge
der Verfeinerung konnen im allgemeinen zunéchst die gut lokalisierbaren, fester ge-
bundenen Wassermolekiile detektiert werden und erst danach die kristallographisch
weniger geordneten, mobileren Wassermolekiile. Auch bei guter Qualitit der Dichte-
karte und verldBlicher rdumlicher Plazierung sind jedoch Fehlzuweisungen, bedingt
durch Verwechslungen von Wassermolekiilen mit anderen Zehn-Elektronen-Teilchen
wie Ammonium-, Natrium- oder Magnesium-Ionen, méoglich (siehe Kap. 7).

Das Hinzufiigen eines Wassermolekiils zur Modellstruktur umfafit mehrere Schritte.
Die Entscheidung, ein bestimmtes Maximum in der Elektronendichte als ein Wasser-
molekiil zu identifizieren, wird von unterschiedlichen Kriterien abhingig gemacht.
Maxima, die deutlich aus ihrer rdumlichen Umgebung hervortreten, sind leichter
zuzuordnen als breite, abgeflachte Dichtezentren, deren Interpretation mit gréflerer
Unsicherheit behaftet ist. Um die lokale, rdumliche Verschmierung der Elektronen-
wolke zu beschreiben, verwendet man den kristallographischen B-Faktor?. Dieser
charakterisiert fiir jedes plazierte Atom die Unsicherheit, mit der die Angabe seiner
Position behaftet ist. Da er mit zunehmender thermischer Bewegung steigt, wird
er auch Temperaturfaktor genannt. Er kann jedoch auch eine vorliegende kristal-
lographische Unordnung widerspiegeln, weshalb die ,,thermischen Parameter” sinn-
voller als ,,atomare Auslenkungsparameter” (engl. atomic displacement parameters)

*Dabei wird die Verschmierung der Elektronendichte in der Regel durch eine isotrope, harmonische
Oszillation des im Zentrum plazierten Atoms um seine Gleichgewichtsposition modelliert.
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zu bezeichnen sind. Plaziert man Wassermolekiile nur, wenn sie einen hinreichend
niedrigen B-Faktor aufweisen, so wird eine allzu gewagte Interpretation diffuser Elek-
tronendichtebereiche unterbunden. Dariiber hinaus fordern einige Kristallographen
zum Beispiel, dafl ein Wassermolekiil mindestens einen Wasserstoffbriickenpartner
in der Umgebung haben muf}, um als solches in das Strukturmodell aufgenommen
zu werden (Fujinaga et al., 1985; Loris et al., 1999; Fields et al., 1996)3. Liegen
bereits andere Strukturmodelle fiir das betreffende Protein vor, so wird bisweilen
auch gefordert, dafl ein zu plazierendes Wassermolekiil bereits in der bekannten
Struktur gefunden wurde (Finer-Moore et al., 1992). Wenn die Qualitit der Daten
es zulidBt, konnen bei der Verfeinerung Besetzungszahlen ermittelt werden, die fiir
jedes kristallographische Wassermolekiil den zeitlichen Anteil angeben, zu dem die
Bindestelle von Wasser besetzt wird. Meist wird jedoch von vollstéindiger Besetzung
ausgegangen. In diesem Fall darf die Zahl der Elektronen, die dem Dichtezentrum
zugeordnet werden, nicht unter 10 Elektronen liegen, bzw. die Integration iiber ein
breites Maximum wird zu einem hohen B-Faktor des Wassermolekiils* fithren. B-
Faktor und Besetzungsparameter sind hoch korrelierte Gréflen und kénnen nicht un-
abhingig voneinander verfeinert werden. Ein Protokoll, das unter Zuhilfenahme von
Molekulardynamik-Simulationen mehrere mogliche Positionen fiir jedes Wassermo-
lekiil parallel bestimmt und dadurch die Mobilitdt des Wassers adéquater beschrei-
ben kann (multicopy modeling), wurde von Podjarny et al. entwickelt (Podjarny
et al., 1997).

Die Plazierung eines Wassermolekiils bestéitigt sich jeweils im néchsten Verfeine-
rungszyklus dadurch, daf die positive Differenzdichte p(F°%(hkl) — Fc¥¢(hkl)) ver-
schwindet, wihrend das Zentrum in der Modelldichte p(2F°%(hkl) — F°¥¢(hkl))
erkennbar bleibt. Des weiteren diirfen die Temperaturfaktoren der plazierten Was-
sermolekiile nicht von Zyklus zu Zyklus ansteigen. Andernfalls sollte die Plazierung
zuriickgenommen werden, denn eine Fehlinterpretation kann sich aufschaukeln und
dazu fithren, daf sich an anderer Stelle artifizielle Dichte anh&uft bzw. reelle Dichte
reduziert wird.

Insbesondere im letzten Verfeinerungszyklus wenden viele Kristallographen Aus-
schluBkriterien an, um nur die Wasserbindestellen, deren Existenz hinreichend gesi-
chert erscheint, heraus zu filtern. Géngig sind Obergrenzen fiir den resultierenden
B-Faktor zwischen 50 und 60A2 (Huang et al., 1995; Watenpaugh et al., 1978; La-

3Es ist trivial und wird trotzdem leicht iibersehen, daff das so erhaltene Modell nicht mehr nach Ei-
genschaften der Wassermolekiile klassifiziert werden kann, die als Ausschluikriterium verwendet
wurden. Zum Beispiel ist die Aussage wertlos, dafl in solchen Strukturen keine Wassermolekiile
in unpolarer Umgebung gefunden werden.

4Obwohl der B-Faktor eine atomare GroSe ist, kann man in der Rontgenkristallographie vom
B-Faktor eines Wassermolekiils sprechen, da aufgrund der geringen Elektronendichte der Was-
serstoffe i.d.R. nur das zentrale Sauerstoffatom detektiert werden kann.
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Londe et al., 1994; Loris et al., 1999). Auch die Besetzungszahlen werden biswei-
len eingeschrinkt auf Werte >0.3 (Watenpaugh et al., 1978) bzw. >0.75 (Jiang &
Brunger, 1994). Im Detail bleibt jedes Verfeinerungsprotokoll individuell, und jeder
Vergleich von Protein-Kristallstrukturen geschieht unter dieser Randbedingung.
Neuere Software-Programme wie DDQ (van den Akker & Hol, 1999), das SHELX-
WAT-Modul innerhalb des SHELX-Programms (Sheldrick & Schneider, 1997), X-
SOLVATE [http://www.cpp4.accrylys.com/quanta/xsolvate.html] oder wARP (Per-
rakis et al., 1997, 2001) implementieren Algorithmen, die die Wasserplazierung so-
weit wie moglich automatisieren. Es ist zu hoffen, dafl mit gréflerer Verbreitung die-
ser Software, die auch konzeptionell verbesserte Algorithmen zur Verfiigung stellt,
nicht nur die Einheitlichkeit, sondern auch die Qualitit der Wassermodelle in Pro-
teinstrukturen steigt. Trotzdem bleibt die Bestimmung von Wasserpositionen auf-
wendig und kommt kaum ohne visuelle Inspektion aus. Es ist daher verfithrerisch,
ein momentanes Modell einfach mit Wassermolekiilen zu besprenkeln, und dadurch
moglicherweise vorhandene Probleme in den experimentellen Daten oder dem ato-
maren Proteinmodell zu verdecken. Selbst eine rein zufillige Verteilung von Was-
sermolekiilen iiber die Proteinoberfliche fithrt zu einer Reduzierung des R-Faktors
(Franks, 1979a, S.67)

S [[E b - | k)|

R S [0 (k)| !

(2.2)

der als Qualitdtsmaf fiir die erhaltene Struktur verwendet wird. Briinger (Briinger,
1992) fithrte daher den R f,c.-Faktor ein, der wie der R-Faktor definiert ist, aber nur
fiir einen Teil der Beugungsreflexe (in der Regel 5-10%) berechnet wird, der bei der
Verfeinerung ausgeschlossen wurde. Der R..-Wert mifit daher, wie gut das Mo-
dell die experimentellen Beobachtungen vorhersagen kann, die nicht zur Anpassung
des Modells verwendet wurden (Kreuz-Validierung), und reagiert empfindlich auf
fehlerbehaftete Solvensstrukturen. Leider ist der R f.c.-Wert nur fiir einen Teil der
neueren in der PDB abgelegten Strukturen ermittelt und dokumentiert.

Aussagen iiber Wassermolekiile Der Wassergehalt von Proteinkristallen schwankt
typischerweise zwischen 25 und 65% (Blake et al., 1983). Doch in der Regel kénnen
nur die Wassermolekiile, die sich in unmittelbarer Ndhe zur Proteinoberfliche be-
finden, also der ersten Hydratationsschale angehéren, kristallographisch aufgelost
werden. Hinzu kommen meist einige wenige interne Wassermolekiile (engl. internal
water molecules), die, ganz im Proteininneren eingeschlossen, mehrere Wasserstoff-
briicken mit dem Protein ausbilden (Rashin et al., 1986). Kristallkontakte kénnen
aber die Detektierbarkeit von Wasser in der zweiten Hydratationsschale, deren Mo-
bilitéit sonst zu diffusen Elektronendichten fiihrt, verbessern.

10
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Die chemische Natur der Umgebung des Wassermolekiils und insbesondere die Was-
serstoffbriickenpartner, die es dort vorfindet, beeinflussen mafigeblich, wie gut eine
Wasserbindestelle detektiert werden kann. Polare Atome des Proteinriickgrats sind
hiufiger von Wassermolekiilen umgeben (56%)° als solche in Seitenketten (44%)
(Baker & Hubbard, 1984, S.136 ff.), doch reflektiert diese Zahl zum Teil nur die
hoéhere Beweglichkeit der Seitenketten, die die Detektion benachbarter Wassermo-
lekiile erschwert (Baker & Hubbard, 1984, S.140) (Blake et al., 1983).

Die Gesamtzahl der CO ... HoO- Kontakte in einer Proteinstruktur iibersteigt die
der NH ... HyO-Kontakte im Mittel um den Faktor 2.8 (Franks, 1979a, S.96)5,
und damit stérker als das Verhéltnis CO/NH von etwa 1.88 (Parvalbumin (Baker
& Hubbard, 1984)) in der Gesamtproteinzusammensetzung erwarten lifit. Wasser
tritt also hiufiger in der Rolle des H-Donors auf als in der des H-Akzeptors. Nur
4% der NH-Gruppen sind nicht durch Akzeptorgruppen abgesittigt, wihrend 22%
der CO-Funktionen weniger als zwei Wasserstoftbriicken iiber ihre freien Elektro-
nenpaare ausbilden” (Savage et al., 1993). Beide Beobachtungen sind dadurch zu
erklidren, da§ H-Donor-Eigenschaften (beim Wasser wie auch bei Aminogruppen!)
fast immer abgesittigt werden, wihrend freie Elektronenpaare nicht immer einen
(klassischen) H-Donor in der Umgebung finden und auch beziiglich der Koordinati-
onsgeometrie in Wasserstoffbriicken anspruchsloser sind, so daf} diffusere rdumliche
Verteilungen resultieren (Baker & Hubbard, 1984, S. 138, 161-162) (Roe & Teeter,
1993). Dies wurde auch in Kleinmolekiilstrukturen beobachtet (Jeffrey & Malus-
zynska, 1990; Gorbitz & Etter, 1992; Falk & Knop, 1973), in denen aufgrund der
in der Regel hoheren Auflésung die Zuweisung von Wassermolekiilen zur Elektro-
nendichte als gesichert gelten darf. Die Beobachtung ist daher unabhingig von
der kristallographischen Auflosbarkeit eines Wassermolekiils als Wechselwirkungs-
partner. In Proteinstrukturen kommt als weiterer Faktor hinzu, dafl Amidgruppen
durch die Ausbildung von Sekundirstrukturen noch stéirker als Carbonylgruppen
vergraben werden (Baker & Hubbard, 1984, S.140). Carbonylgruppen bleiben (zu-
mindest iiber eines der beiden freien Elektronenpaare) eher l6semittelzugéinglich®,
fixieren als Akzeptor aber die Position eines Wassermolekiils weniger als es eine NH-
Gruppe tun wiirde.

Fiir die mittleren Bindungslingen in Wasserstoffbriicken ergibt sich aus mehreren
Studien ein einheitliches Bild mit einer mittleren N ... O(Wasser)-Distanz von 2.9-
3.1A, einer mittleren CO ... HyO-Distanz von 2.8-3.0A und einer Wasser-Wasser-

SDavon koordinieren 42% CO-Gruppen und 14% NH-Gruppen der Hauptkette.
5Baker & Hubbard geben einen Wert von 2.6 an.
7 Als Wasserstoffbriickenpartner wurden dabei freilich nicht nur Wassermolekiile beriicksichtigt.

8In Helices resultiert dieser Effekt auch daraus, daB die Carbonylgruppen tendenziell leicht nach
auflen (engl. tilting out), die Amidgruppen aber zur Helixachse hin (engl. tilting in) geneigt sind.

11
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Distanz von 2.8A (Thanki et al., 1988; Blake et al., 1983; Teeter, 1991; Baker &
Hubbard, 1984; Edsall & McKenzie, 1983). (Die Standardabweichungen bewegen
sich - abhingig von der Auflésung der Strukturen - um 0.25A).

Neben der Chemie bestimmt auch die Topologie der Proteinoberfliche, wo Wasser-
positionen in Proteinstrukturen zu finden sind: so fanden Kuhn et al. (Kuhn et al.,
1992) die Hailfte der kristallographisch bestimmten Wasserpositionen aus 56 hoch-
aufgelosten Strukturen in Spalten und Taschen, obwohl diese nur ein Viertel der
Proteinoberfliche darstellten. Auch die Diskriminierung zwischen unterschiedlichen
Seitenketten nach ihrer Hydrophilie trat erst hier, anders als in konvexen Berei-
chen der Proteinoberfliche, deutlich hervor. Die Autoren vermuteten, daf} solche
Vertiefungen durch die Wechselwirkung der Proteinstruktur mit Wasser ausgebildet
werden, da sie hiufig etwa den Durchmesser eines Wassermolekiils aufwiesen.

Aufgrund seiner geringen Gréfle und der ausgewogenen Kombination von Donor- und
Akzeptoreigenschaften ist Wasser besonders geeignet, Bindungen zu mehreren Part-
nern in der Umgebung auszubilden und dabei trotz moglicherweise nicht optimaler
Geometrien in den Einzelwechselwirkungen ein stabiles Energieminimum zu finden
(Baker & Hubbard, 1984, S. 161ff.). Mit statistischen Methoden lassen sich aus
der Uberlagerung vieler beobachteter Wechselwirkungsgeometrien zwischen Wasser
und einem jeweiligen Molekiilfragment bevorzugte Wechselwirkungsgeometrien ab-
leiten. Hierzu liegen umfangreiche Arbeiten aus der Gruppe um Julia Goodfellow
und Janet Thornton vor. Eine Analyse wesentlicher Merkmale der Solvatation der 20
Aminosiduren in Rontgenstrukturen (Thanki et al., 1988) zeigte trotz der inhirenten
Unsicherheit von Wasserpositionen strukturierte Muster. Bei unterschiedlich starker
Streuung der Verteilungen zeigen diese weitgehende Ubereinstimmung mit den Er-
wartungen, die sich aus stereochemischen Betrachtungen ergeben. Gleichzeitig wird
jedoch sowohl fiir die Solvatation des Proteinriickgrats (Thanki et al., 1991) wie auch
der Seitenketten (Thanki et al., 1990) eine Abhingigkeit von der Sekundérstruktur
gefunden. Deren unterschiedlich starke Ausprigung wurde fiir den Vergleich von
Ser, Thr und Tyr auch durch energetische Berechnungen untermauert (Morris et al.,
1992). Auch im Falle unpolarer Seitenketten fithrt die Anwesenheit polarer Partner
innerhalb der Koordinationsschale des Wassers zu strukturierten, wenn auch breiter
gestreuten, rdumlichen Verteilungen (Walshaw & Goodfellow, 1993).

Hydratationsmuster, die von solchen Effekten unbeeinflufit sind, lassen sich aus
Kleinmolekiilstrukturen ableiten. Da diese auch die Positionen von Protonen bein-
halten, konnte z.B. an den experimentellen Daten gezeigt (Suzuki et al., 1992; Stei-
ner et al., 1998) und theoretisch untermauert (Suzuki et al., 1992) werden, da8
Phenylringe als H-Akzeptoren Wasserstoffbriicken mit Wassermolekiilen ausbilden,
bei denen das Wasser entweder mit der OH-Bindung entlang der C6-Achse iiber dem
Ringzentrum plaziert ist oder in der Ringebene mit der Elektronenwolke zwischen
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zwei Ringatomen wechselwirkt. Analogieschliisse, ausgehend von der Hydratation
aliphatischer Gruppen in kleinen Molekiilen, fithrten zum sog. Clathratmodell fiir
die Hydratation aliphatischer Proteinseitenketten, das aufgrund des Bezugs zu Kap.
3.3.2 im néchsten Abschnitt ndher betrachtet werden soll.

In Rontgenstrukturen von Proteinen beobachtete Hydratationsmuster dienten auch
als Grundlage fiir die Entwicklung mehrerer empirischer Algorithmen zur Modellie-
rung von Wasserpositionen (Pitt & Goodfellow, 1991; Pitt et al., 1993; Roe & Teeter,
1993). Aquarius II (Pitt et al., 1993) konnte in sechs Proteinstrukturen 66% der ex-
perimentell bestimmten Wasserpositionen mit einer Abweichung < 1A detektieren®.
Diese Genauigkeit ist vergleichbar mit der des Programms AUTOSOL, welches auf
der Basis einer Analyse der Richtungseigenschaften von Wasserstoffbriicken ca. 70%
der kristallographischen Wasserpositionen in fiinf Proteinstrukturen auf 1.5A genau
bestimmen konnte (Vedani & Huhta, 1991) oder eines neuronalen Netzes von Wade
zur Vorhersage von Wasserbindestellen, welches ca. 60% der Wasserpositionen kor-
rekt erkannte (Wade et al., 1992). In der gleichen GréBenordnung liegt mit 68%
Vorhersagegenauigkeit der GA /knn-Hybridansatz von Raymer zur Erkennung von
Wasserbindestellen auf Proteinoberflichen (Raymer, 2000), der in Kap. 5 weiterent-
wickelt wird.

Clathrate als Modell fiir die Hydratation hydrophober Proteinoberflichen
Clathrat-Hydrate sind Einschluverbindungen, in denen (unpolare) Gastmolekiile
in ein aus Wassermolekiilen aufgebautes Strukturgeriist eingelagert sind, ohne mit
diesem in stirkere als reine Van-der-Waals-Wechselwirkungen zu treten. Die da-
bei ausgebildeten Wasserkifige sind vor allem aus Fiinfringstrukturen aufgebaut
(Jeffrey, 1997, Kap. 9) (Davidson, 1973). Sechsringstrukturen sind demgegeniiber
nach einer Schitzung von Davisdson um den Faktor acht mal seltener in Clathrathy-
draten (Davidson, 1973), andere RinggréBen sind praktisch vernachlédssigbar. Cla-
thrate haben als Modellverbindungen seit jeher das Bild des Chemikers von den
strukturellen Grundlagen des hydrophoben Effekts geprigt (s. Kap. 2.4.1). Die
Untersuchung moéglicher Analogien zu Hydratationsmustern unpolarer Oberflichen
in Proteinstrukturen wurde mafigeblich angestofien durch die Strukturaufkldrung
des Crambins von Martha Teeter, die insbesondere die Solvensstruktur im Detail
untersuchte (Teeter, 1984). In der Crambinstruktur, die mehrfach und unabhingig
durch Rontgen- (Auflésung 0.9 A) und durch Neutronenbeugung (Auflésung 1.2 A)
bestimmt wurde, wurde in einer hydrophoben Spalte, die sich zwischen symmetrie-
verwandten Molekiilen im Kristall ausbildet, ein Cluster von fiinf kantenverkniipften
Wasser-Fiinfringstrukturen beobachtet, dessen strukturelle Analogie zu bekannten

9Allerdings wurde dabei kein Mindestwert fiir die Hohe der Maxima gefordert. Hebt man das
Konturlevel auf Wahrscheinlichkeitswerte >0, so sinkt diese Rate nochmals ab.
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Clathraten verbliiffend ist (Teeter, 1992, Abb.4). Die 16 Wassermolekiile bilden eine
Kappe um die Methylgruppe von Leul8.

Nachdem die kristallographische Fachwelt sensiblisiert war fiir die Beobachtung
solcher Fiinfringstrukturen, fanden sich weitere, wenn auch - mit Ausnahme des
d(CpG)-Proflavin Komplexes (Neidle et al., 1980) - nicht mehr so ausgedehnte Bei-
spiele in Kollagen (Bella et al., 1995), Gluthathion Reduktase (Karplus & Schulz,
1987) und Vitamin B12 Koenzym (Bouquiere et al., 1994). Auch aus den Maxima
der Elektronendicheverteilung in der zweiten (!) Hydratationsschale des Insulin erga-
ben sich Fiinfringe (Badger & Caspar, 1991). Gleichzeitig berichteten jedoch andere
Autoren, daf sie in ihren Elektronendichten keinerlei Hinweis auf Wasserfiinfringe in
der Nihe hydrophober Aminoséuren finden konnten (Blake et al., 1983; Finer-Moore
et al., 1992). Die einzige Studie (Lipscomb et al., 1996), die mehrere Strukturen
hinsichtlich des Auftretens von Fiinfringen vergleicht, umfait nur 3 Protein- und 5
Nukleinsdure-Strukturen und weist dariiber hinaus methodische Méngel auf (siehe
hierzu Kap. 3.2.4)

2.1.2 Neutronenbeugungsexperimente

Methode Anders als bei Rontgenbeugungsexperimenten, bei denen es zu Wechsel-
wirkungen mit den Elektronen der Atombhiille kommt, resultiert die Beugung von
Neutronenstrahlen aus Wechselwirkungen mit den Atomkernen. Ein wesentlicher
Vorteil, der sich hieraus ergibt, besteht darin, dafl auch Wasserstoffatome detek-
tiert werden konnen. Obwohl aufgrund des grofleren experimentellen Aufwandes
und des Bedarfs an relativ groen Kristallen bisher nur sehr wenige Neutronenbeu-
gungsdaten fiir Proteinstrukturen verfiigbar sind - im Vergleich zu vielen tausend
Rontgenstrukturen-, sind diese Strukturen sehr aufschlufireich gerade im Hinblick
auf die Untersuchung von Wassermolekiilen. Dabei ist es besonders giinstig, daf} der
Streuquerschnitt von Deuterium (D=0.667) nicht nur doppelt so grofl wie der von
Wasserstoff (D=-0.374) ist'%, so daB eine hhere Datenqualitit durch Deuterieren
von Molekiilen erreicht werden kann, sondern dafl er auch ein umgekehrtes Vorzei-
chen aufweist. Dies macht H/D-Austauschexperimente besonders interessant, da sie
iiber die Dynamik von Wassermolekiilen Aufschlufl geben kénnen .

Unter den methodischen Entwicklungen zur Verfeinerung der Solvensstruktur in
Neutronenbeugungsstrukturen ist vor allem das von Schoenborn et al. entwickel-
te Verfahren der Solvent Shell Analysis zu nennen (Schoenborn, 1988; Schoenborn
et al., 1995). Hierbei werden auch Reflexe niederer Ordnung, fiir die die Struktur-

OHinzu kommt, dafl der inelastische Streubeitrag bei Wasserstoff deutlich grofer ist als bei Deu-
terium. Die Beugungsreflexe resultieren jedoch nur aus dem elastischen Streubeitrag, wéhrend
der inelastische fiir den Untergrund und die Verbreiterung der Reflexe verantwortlich ist.
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faktoren aus einer Kombination von Solvens- und Proteintermen zusammengesetzt
werden, in die Analyse mit einbezogen, was nicht nur die Plazierung von Wasser und
Tonen erleichtert, sondern auch zu niedrigeren R-Werten der verfeinerten Strukturen
fithrt. Auch das oben erwihnte Multicopy Modeling von Wasserpositionen in Prote-
inkristallen (Podjarny et al., 1997) ist auf Neutronenbeugungsdaten anwendbar.

Aussagen iiber Wassermolekiile Eine der ersten Neutronenbeugungsstudien wur-
de von Kossiakoft (Kossiakoff, 1982) an Trypsin durchgefiihrt. Von 215 austauschba-
ren NH-Gruppen des Molekiils waren nach einjihrigem Soaken des Kristalls in DoO
67% vollstindig, 8% teilweise und 25% gar nicht ausgetauscht (darunter auch solche,
die mit einer CO-Gruppe eine Wasserstoffbriicke ausbilden, die gleichzeitig ein Was-
sermolekiil koordiniert). Interne, im Proteininneren eingeschlossene Wassermolekiile
der Trypsinstruktur waren vollstindig durch D5O ersetzt, was die Beweglichkeit der
Proteinstruktur belegt.

Habash et al. (Habash et al., 2000) untersuchten Concanavalin A mit Hilfe von
Laue-Neutronenbeugung. Dabei wurde beobachtet, dafl zahlreiche experimentell
verldfilich beobachtete Deuterium-Positionen in dem Plazierungsalgorithmus von
XPLOR, einem der am meisten verbreiteten Verfeinerungsprogramme, nicht vorge-
schlagen wurden. Umgekehrt schlugen die in XPLOR implementierten Algorithmen
auch Positionen vor, die aus dem Experiment nicht zu belegen waren. Bon et al.
(Bon et al., 1999) beobachteten fiir mehr als die Hilfte der 244 Wassermolekiile
in HEL eine Unordnung beziiglich der Deuteriumpositionen, die auf fluktuieren-
de Wasserstoftbriicken-Netzwerke zuriickzufithren ist. In der selben Studie wurden
hydrophobe Oberflichenanteile des Protein teilweise von Wasser-Schichtstrukturen
iiberspannt, teilweise stabilisierten CH ... O-Kontakte (dhnlich den Beobachtun-
gen an Kleinmolekiildaten (Steiner, 1995)) Wassermolekiile, die keine anderweitigen
Wasserstoffbriickenpartner in der Umgebung fanden. Nur eine von drei hydropho-
ben Kavititen erschien nicht-solvatisiert, in Ubereinstimmung mit dem Befund aus
NMR-Daten. In der bei 15K aufgenommenen Struktur des Vitamin B12 Koenzyms
konnten zwei alternative Wasserstoffbriickennetzwerke detektiert und unterschieden
werden (Bouquiere et al., 1994), welche beide CH ... O-Kontakte bilden. Die her-
vorragende Datenqualitiit erlaubte es, fiir die Wasserstoffatome Besetzungzahlen bis
zu 0.15 zu verfeinern und Wasserstoffe, die innerhalb des Wassernetzwerks zwischen
zwei Sauerstoffatomen die Position wechseln kénnen, zu erkennen.

In einer Analyse der Neutronenstrukturen dreier Proteine klassifizierten Chatake et
al. Wasserpositionen nach der Form ihrer Elektronendichtehiillen (dreiecksférmig,
ellipsoid oder kugelférmig) in der (2F°% — F¢d¢).Dichtekarte. Diese Klassen ent-
sprechen Wassermolekiilen mit (in der oben angegebenen Reihenfolge) zunehmender
Unordnung beziiglich der Deuteriumpositionen. Das Auftreten der einzelnen Klas-
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sen liaBt sich mit der Zahl der Wasserstoffbriickenpartner in der Umgebung korre-
lieren. Des weiteren sind fast alle geordneten Wassermolekiile (mit dreiecksformiger
Elektronendichte) in der ersten Hydratationsschale des Proteins zu finden, mit zu-
nehmendem Abstand von der Proteinoberfliche nimmt die Zahl der Wassermolekiile
mit vollig ungeordneten Deuteriumpositionen zu (Chatake et al., 2003).

Ein Vergleich von vier unabhéngigen Modellen - einem aus Neutronen- und drei aus
Rontgenbeugungsexperimenten - fiir die Solvensstruktur in Koenzym B12 ergab, daf§
die Wassernetzwerke nahezu identische Positionen besetzen, die Besetzungszahlen
sich jedoch von Modell zu Modell deutlich unterschieden (Savage & Wlodawer, 1986;
Savage, 1986a). Die beobachteten Wasserpositionen sowie die groen Abweichungen
von der erwarteten tetraedrischen Koordination der Wassermolekiile lassen sich auf
der Basis bevorzugter Wasserstoffbriickengeometrien nur unzureichend erkliren. Sie
erscheinen vor allem dadurch bestimmt, dal kurze repulsive O ... O-, O ... H-
und H ... H-Wechselwirkungen zwischen benachbarten Wassermolekiilen vermie-
den werden (Savage, 1986b). Finer-Moore et al. entwickelten ein Consensus-Modell
der Solvens-Struktur in Trypsin aus einer Rontgenstruktur und einer unabhingig
davon gelosten Neutronenstruktur (Finer-Moore et al., 1992). Nur 6 von 184 der
in der Rontgenstruktur plazierten Wassermolekiile mufiten aufgrund des Vergleichs
wieder aus dem Modell entfernt werden.

2.1.3 Kernresonanz-spektroskopische Untersuchungen an Proteinen

Methode Die Verwertung von Informationen aus Kristallstrukturen im Drug De-
sign setzt voraus, daf} die Kristallstruktur des Proteins nur wenig von der in Lésung
abweicht. Diese Problematik 148t sich zumindest fiir kleine Proteine durch die kern-
resonanzspektroskopische Untersuchung der Proteine in Losung umgehen. Dabei ist
allerdings zu hinterfragen, ob die in dem jeweiligen NMR-Experiment verwendeten
Solvensbedingungen den physiologischen Verhéiltnissen, wie sie in einer Zelle vorlie-
gen, nahe kommen.

Die Relaxation angeregter Kernspins (z.B. 'H, 13C, N) wird durch die Nachbar-
schaft anderer Kerne beeinflufit, wobei die fiir die longitudinale Relaxation verant-
wortliche Dipol-Dipol-Wechselwirkung mit 1/r® abnimmt. Mehrdimensionale NMR-
Techniken nutzen diesen Kern-Overhauser-Effekt (NOE), um interatomare Absténde
< 4A zu bestimmen und damit Strukturinformationen fiir Proteine zu gewinnen. Da
die Informationsdichte rdumlich stark schwankt und der Distanzgeometrieansatz al-
lein eine Vielzahl moglicher Losungen zuléBt, miissen jedoch Strukturinformationen
aus anderen Quellen (Réntgenbeugungsexperimente, Kraftfeldrechnungen) hinzuge-
zogen werden. Minimiert man die alternativen Strukturmodelle jeweils mit einem
Kraftfeld, so bestimmen in den Bereichen, in denen die NOE-Information spérlich
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gesit ist, im wesentlichen die Kraftfeldparameter die resultierende Struktur. Speziel-
le Pulsverfahren wie die hiufig angewandten ROESY-Techniken kénnen dazu einge-
setzt werden, unterschiedliche Mechanismen des Magnetisierungstransfers zu unter-
scheiden. Insbesondere kénnen sie den chemischen Austausch von Atomen iiber das
Losungsmittel Wasser anzeigen. Ein wesentlicher Vorteil von NMR-Methoden ge-
geniiber der Kristallstrukturanalyse besteht darin, daf das gelieferte Bild der Struk-
tur iiber ein wesentlich engeres Zeitfenster gemittelt bzw. eingefroren wird. Daher
kann die NMR-Spektroskopie auch einzelne Wassermolekiile und die dynamischen
Prozesse, denen sie (innerhalb dieses Zeitfensters) unterliegen, abbilden. So werden
die aus den Kopplungskonstanten ermittelten Relaxationsraten dafiir herangezogen,
Wassermolekiile gemif ihrer Verweilzeit in einer bestimmten Position zu charakte-
risieren.

Stark gebundene Wassermolekiile weisen Verweilzeiten < 1ns bis ca. 10ms auf und
geben starke NOE- und ROE-Signale unterschiedlichen Vorzeichens, mittlere mit
Verweildauern von 300-500ps ergeben mittelstarke ROE- und verschwindende NOE-
Signale, und sehr schwach gebundene Wassermolekiile, die einem raschen Austausch-
prozef} unterliegen, weisen schlieflich schwache NOE- und ROE-Signale gleichen Vor-
zeichens auf (Karplus & Faerman, 1994). Die Detektionsgrenze liegt etwa bei einer
Verweilzeit von 50ps. Grundséatzlich konnen die Verweilzeiten nicht mit der kristal-
lographischen Detektierbarkeit von Wassermolekiilen korreliert werden (Wuthrich
et al., 1992), da die Kristallographie nur Wasserbindestellen (i.e. Potentialminima)
und nicht den dynamischen Austausch individueller Wassermolekiile zwischen sol-
chen Minimalagen charakterisieren kann.

Kernmagnetische Relaxations-Dispersion kann herangezogen werden, um (unter Zu-
hilfenahme des anisotropen harmonischen Librationsmodells) die Rotation eines
Wassermolekiils in einer Proteinstruktur zu untersuchen und die damit verbundene
Entropie abzuschitzen (Denisov et al., 1997; Langhorst et al., 1999).

Aussagen iiber Wassermolekiile Homo- und heteronukleare NMR-Techniken wur-
den vor allem angewandt, um einzelne interne (Forman-Kay et al., 1991; Otting
et al., 1991; Denisov & Halle, 1996) bzw. stark gebundene Wassermolekiile (Knauf
et al., 1996; Langhorst et al., 1999; Likic et al., 2000) zu erkennen. Hierzu zdhlen
auch Wassermolekiile an der Kontaktfliche zwischen Protein und Ligand (Meiering
& Wagner, 1995; Xu et al., 1993; Wang et al., 1996b,a). Relaxationsdispersions-
Studien an internen Wassermolekiilen in BPTI zeigten, daf} sich die Rotationsentro-
pien solcher Wassermolekiile trotz ihrer drei bis vier Wasserstoffbriickenbindungen
zum Protein von den Werten fiir Eis bis zu denen in der reinen Wasserphase (engl.
bulk) erstrecken (Denisov et al., 1997). Dariiber hinaus belegen die Austauschraten
solcher Wassermolekiile die konformative Flexibilitdt von Proteinstrukturen (Deni-
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sov et al., 1996).

Auch schwach gebundene Wasser mit Verweilzeiten im Nano- oder Pikosekunden-
bereich, die mit Besetzungszahlen von 10-50% rontgenkristallographisch kaum zu
finden wéren, kénnen kernresonszspektroskopisch detektiert werden (Otting et al.,
1997). NMR-Techniken haben daher mafigeblich dazu beigetragen, die Vorstellung,
daff hydrophobe Kavitéten in Proteinen nicht hydratisiert sind, zu korrigieren (Ernst
et al., 1995).

2.2 Andere experimentelle Methoden

2.2.1 Osmotischer Stref3

In der Technik des ,,osmotischen Stref’ ” wird einer wéfirigen Losung Polyethy-
lenglycol (PEG), Saccharose oder Glycerol zugesetzt, um das chemische Potential
der enthaltenen Wassermolekiile zu verschieben. Komplexbildungsreaktionen, die
sensitiv auf solche osmotischen Verdnderungen reagieren, miissen Wassermolekiile
involvieren. Reaktionen, die Wassermolekiile freisetzen (z.B. die Bildung des An-
tikorper-Komplexes D44.1-HEL), werden begiinstigt, wihrend solche, die Wasser bei
der Bildung des Komplexes binden (z.B. D1.3-HEL), mit steigender Konzentration
des Zusatzes behindert werden. Fiir die Aktivitit der EcoRI-Endonuclease konn-
te sogar eine Abhingigkeit der Substrat-Spezifitdt vom osmotischen Druck belegt
werden (Robinson & Sligar, 1993, 1998). Aus der Steigung % wurde in einer
Reihe von Studien (Colombo et al., 1992; Garner & Rau, 1995; Goldbaum et al.,
1996; Rand et al., 1993) die Zahl der freigesetzten bzw. gebundenen Wassermolekiile
ermittelt und (sofern verfiigbar) mit kristallographischen Daten verglichen. Fiir die
D1.3-HEL Antikorper-Komplexe des Hithnerlysozyms iibertraf die Zahl der so er-
mittelten Wassermolekiile die der in einer hochaufgelosten Struktur im Bereich der
Bindetasche detektierten Wassermolekiile (Braden et al., 1995). Fiir die Bindung
von Glucose an Hexokinase lag sie mit 65 + 10 Wassermolekiilen so hoch, daf} zwei
bis drei Wasserschichten auf der Proteinoberfliche im Bindetaschenbereich betroffen
zu sein scheinen (Rand et al., 1993). Timasheff (Timasheff, 1998, 2002) formulierte
den wichtigen Hinweis, dafl der osmotische Strefl, obwohl eine vielfach angewandte
Technik, aus thermodynamischer Sicht einen zweifelhaften Ansatz zur Ermittlung
der Zahl involvierter Wasser in einem Bindungsprozefl darstellt, da die der Ableitung
zugrundeliegende Annahme eines inerten (nicht wechselwirkenden) Lisungszusatzes
nicht haltbar ist.
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2.2.2 Infrarot-Spektroskopie

Infrarot-Spektroskopie kann herangezogen werden, um Wechselwirkungskonfigura-
tionen von Wassermolekiilen zu charakterisieren. Insbesondere kann bei Zusatz
von D90 iiber den H/D-Austausch verfolgt werden, wie Wassermolekiile zeitwei-
se in CO ... HN-Wasserstoffbriicken insertieren (Marechal, 1998). Koppelt man die
Technik mit Adsorptions-/Desorptionsexperimenten, die schon sehr frith auch zur
thermodynamischen Charakterisierung von Protein-Wasser-Wechselwirkungen ein-
gesetzt wurden (Bryan, 1980), so findet man iiberraschenderweise nach Wasserzu-
gabe zu einer evakuierten Probe und erneuter Verdampfung eine Zunahme der Zahl
von CO ... HN-Wasserstoftbriicken im Protein, deren Bildung das zwischenzeitlich
anwesende Wasser ,katalysiert” zu haben scheint.

2.2.3 Computersimulationen

Obwohl die theoretische Chemie seit langem darum ringt, ein Wassermodell zu
entwickeln, das alleine schon den ungewohnlichen Eigenschaften des reinen Was-
sers gerecht werden kénnte (Cho et al., 1996; Wallqvist & Mountain, 1999), haben
Computersimulationen von Biomolekiilen in wafirigen Systemen niitzliche Beitrige
zum Verstindnis der Hydratation von Proteinen (und Nukleinsduren) geliefert. Die
Mehrzahl der durchgefiithrten Studien beinhaltet molekulardynamische Simulatio-
nen (MD), in denen durch Lésen der Newton’schen Bewegungsgleichungen fiir jedes
Atom des molekularen Systems eine Trajektorie berechnet wird. Eine sehr gute
Einfithrung in die Methodik dieser Simulationen bietet (Van Gunsteren & Berend-
sen, 1990). Anders als alle verfiigbaren experimentellen Techniken kénnen solche
Simulationsszenarien dynamische Vorgéinge im atomaren Detail aufschliisseln, und
ihnen kommt das prinzipielle Verdienst zu, das statische Bild, das die fiir Protein-
strukturen abgelegten Koordinaten suggerieren, in den Koépfen der Betrachter und
Anwender solcher Strukturen wirkungsvoll durchbrochen zu haben.
Pionierarbeiten am Metmyoglobin (Lounnas et al., 1994; Lounnas & Pettitt, 1994b,a;
Gu et al., 1996) zeigten exemplarisch, dafi das aus MD-Simulationen entwickelte Bild
der Proteinhydratation unterschiedliche Daten aus Réntgenbeugung, Neutronenbeu-
gung (Besetzungszahlen, Temperaturfaktoren) und NMR (Verweilzeiten) gleicher-
maflen erklirt und scheinbare Widerspriiche, die sich allein aus den Grenzen der
einzelnen Methoden und der Art der zuginglichen Informationen ergeben, in sich
zu vereinen vermag. Gerade in der Komplementaritit des Informationsgehalts aus
unterschiedlichen Techniken, die die Computersimulationen unter einem einheitli-
chen Blickwinkel zusammenfiihren und damit eine neue Qualitit von Information
erreicht, liegt ein grofles Potential.
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Kristallographisch bestimmte Wasserpositionen sind auch in der Simulation die mei-
ste Zeit von einem Wassermolekiil (wenn auch nicht immer dem selben) besetzt, je-
doch scheinen die Besetzungszahlen in Rontgenstrukturen gegeniiber denen aus der
Simulation systematisch zu hoch (Lounnas & Pettitt, 1994b)!!. Die in der Simulati-
on beobachteten Verweilzeiten sind nicht einfach mit den ermittelten Besetzungszah-
len zu korrelieren; hohe Besetzungszahlen gehen bisweilen mit kurzen Verweilzeiten
einher (Lounnas & Pettitt, 1994a; Makarov et al., 2000). Die Ubertragung dieses
Befunds auf experimentelle Strukturdaten erklirt, warum viele kristallographisch
beobachtete Wasserpositionen mit NMR-Techniken nicht detektiert werden kénnen
(Gu et al., 1996).

Verweilzeiten aus MD-Simulationen korrelieren im allgemeinen gut mit solchen aus
NMR-Messungen und sind fiir Seitenketten im Mittel 50% hoher als fiir die Hydra-
tation des Proteinriickgrats, was vermutlich auf eine gréfiere Vergrabenheit zuriick-
zufithren ist (Brunne et al., 1993). Die Verweilzeiten von internen Wassermolekiilen
in MD-Simulationen liegen im Nanosekundenbereich und entsprechen eher dem un-
teren Ende des aus NMR-Daten bestimmten Zeitrahmens (Billeter et al., 1996).
Auch stark vergrabene Wassermolekiile konnen hohe Diffusionskoeffizienten aufwei-
sen (Lounnas et al., 1994) und iiber sich voriibergehend bildende Kavitdten weite
Strecken durch das Protein wandern (Garcia & Hummer, 2000). Fiir Liganden-
Bindetaschen, die in der Kristallstruktur im Proteininneren eingeschlossen erschei-
nen, kénnen die Diffusionswege von Wassermolekiilen in MD-Simulationen Hinweise
liefern, iiber welchen Pfad mdoglicherweise auch ein Ligand in diese Bindetasche ein-
treten konnte und welche Proteinbewegungen dabei involviert wiren (Henchman
et al., 2002; Likic & Prendergast, 2001; Bakowies & van Gunsteren, 2002). Die Dif-
fusion von Wassermolekiilen auf der duBeren Proteinoberfliche ist in deren unmit-
telbarer Niihe (2.5 - 4 A) um etwa 25-50% gegeniiber der in der reinen Wasserphase
herabgesetzt. Jenseits davon (bis zu einem Abstand von 15A zur Proteinoberfliiche
1) ist die Diffusion von Wassermolekiilen durch eine starke Anisotropie gekennzeich-
net: parallel zur Proteinoberfliiche ist sie etwa 20% schneller als in der Reinphase,
wihrend sie in senkrechter Richtung dazu deutlich verlangsamt ist (Makarov et al.,
1998, 2001). Wihrend Brooks et al. (Brooks & Karplus, 1989) eine Abhéngigkeit
der Diffusionskoeffizienten von der chemischen Natur der Wasserumgebung an der
Proteinoberfliche in der Form Dpoiar < Deharged < Dpotar < Dk fanden, wird ein
solcher Trend von Komeiji et al. (Komeiji et al., 1993) bezweifelt. Neuere Arbeiten
liefern immer stidrkere Hinweise darauf, dafl die Oberflichentopographie den Fak-
tor darstellt, der maBgeblich die Verweilzeiten der Wassermolekiile bestimmt (Luise
et al., 2000; Makarov et al., 2000). An konvexen Proteinoberflichen gebundene Was-

"Hierzu ist anzumerken, daf in der Simulation ein konstanter Druck in der Kristallstruktur vor-
gegeben wird, wenngleich dieser Parameter keine experimentell zugéngliche Grofie darstellt.
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2.2 Andere experimentelle Methoden

sermolekiile weisen sehr viel kiirzere Verweilzeiten auf als in Kavitéiten befindliche
Wassermolekiile. Fiir letztere 148t sich sogar eine Korrelation der Verweilzeiten mit
den kristallographischen B-Faktoren feststellen. Fiir an das Proteinriickgrat gebun-
dene Wassermolekiile wird der Einflul der Oberflichentopographie jedoch davon
iiberdeckt, dafl Wassermolekiile, die eine intramolekulare Wasserstoffbriicke im Pro-
tein vermitteln, lingere Verweilzeiten als andere aufweisen (Luise et al., 2000).
Wie erwartet korrelieren Besetzungszahlen von Wasserbindestellen entlang der Tra-
jektorie in MD-Simulationen mit dem mittleren Verschiebungsquadrat fiir die dort
befindlichen Wassermolekiile, welches die rdumliche Fluktuation beschreibt und sich
(in Analogie zu den Rontgenstrukturen) auch als Temperaturfaktor auffassen 1ifit.
Wihrend Wasserbindestellen mit geringer Mobilitit (geringem B-Faktor) aber bis-
weilen nur niedrige Besetzungszahlen aufweisen konnen, gehen hohe Besetzungszah-
len stets mit niedrigen B-Faktoren einher (Lounnas & Pettitt, 1994a).

Wendet man Molekulardynamik-Simulationen auf Proteinbindetaschen im komple-
xierten Zustand an, so kann die Bindung des Liganden niher charakterisiert werden.
Fiir Wasserstoffbriicken, die zur Ligandenbindung beitragen, 1d8t sich (analog zu
den Besetzungszahlen fiir einzelne Atompositionen in der Kristallographie) der zeit-
liche Anteil ermitteln, zu dem diese ausgebildet werden. Solche Ergebnisse konnen
wertvolle Beitriige zum Versténdnis von Affinitdtsdifferenzen innerhalb einer Ligan-
denserie liefern (Clarke et al., 2001).

Auch die Hydratation unpolarer Proteingruppen durch kristallographisch nicht de-
tektierbare Wassermolekiile kann mittels MD-Simulationen detailliert verfolgt wer-
den. Dabei stiitzen die Ergebnisse mehrerer Simulationsstudien das oben erwéihnte
Clathrat-Modell. Head-Gordon (Head-Gordon, 1995) fand jedoch neben einer do-
minanten Zahl an Wasserfiinfringen auch hohergliedrige Polygone in den Solvatati-
onsschalen aliphatischer Gruppen. Lounnas und Pettitt entdeckten viele pentago-
nale Wasserstrukturen in der Nihe unpolarer Seitengruppen, doch wurden dhnliche
Finfringe aus teils ungeordneten Wassermolekiilen auch um polare Gruppen beob-
achtet (Lounnas & Pettitt, 1994b).

Die aus Simulationen abgeleiteten Verteilungsfunktionen fiir Wassermolekiile an der
Proteinoberfliche bestéitigen den schalenartigen Aufbau der Hydratationsstruktur,
wie ihn Rontgenstrukturen wiedergeben (Brooks & Karplus, 1989; Lounnas & Pet-
titt, 1994b). Makarov et al. zeigten, daf§ die aus einer MD-Simulation gewonnenen
radialen Verteilungsfunktionen nichster Nachbarn die beobachteten Solvensdichten
rekonstruieren konnen und somit zur Vorhersage von Wasserpositionen herangezogen
werden kénnen (Makarov et al., 1998). Die Verfeinerung einer aus Simulationsda-
ten berechneten Elektronendichte erlaubt einen Vergleich isotroper und anisotroper
harmonischer Modelle zur Beschreibung von Fluktuationen der Wasserpositionen bei
der Strukturverfeinerung (Lounnas & Pettitt, 1994a). Durch Vergleich der Ergebnis-
se der Simulation eines Proteins in einer Wasserbox und in einer Kristallumgebung
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2 Charakterisierung von Wassermolekiilen in Proteinstrukturen

kann auch der Einfluf} von Kristallkontakten auf die beobachtete Solvatationsstruk-
tur direkt untersucht werden (Gu et al., 1996).

In Kombination mit thermodynamischer Integration (TT) kénnen MD-Simulationen
zur Berechnung freier Energiedifferenzen fiir die Hydratation von Proteinkavititen
verwandt werden. Bindetaschen, an deren Oberfliche kristallographisch detektierba-
re Wassermolekiile gebunden sind, kénnen so von solchen, die im Réntgenbeugungs-
experiment nicht hydratisiert erscheinen, energetisch unterschieden werden (Helms
& Wade, 1995; Wade et al., 1991). Ein dhnlicher Ansatz erlaubte auch die Bestim-
mung der Zahl der Wassermolekiile in der aktiven Tasche von Cytochrom P450cam
(Helms & Wade, 1998), die aufgrund ihrer Unordnung kristallographisch nicht auf-
gelost werden konnten.

2.3 \Vergleich der Hydratationsmuster in verschiedenen
Proteinstrukturen

Die Literatur bietet einen reichen Fundus an Studien, die sich mit dem Vergleich der
Solvensstruktur in gleichen oder verwandten Proteinen beschiftigen. Obwohl sich
diese Studien methodisch sehr #hneln (im allgemeinen wird nach Uberlagerung der
Strukturen verglichen, wie viele und welche Wassermolekiile innerhalb gewisser Di-
stanzgrenzen iibereinstimmen'?), kénnen ihre Motivationen doch sehr unterschied-
lich sein. Daher sollen der Vergleich von sequenzidentischen Proteinen, solchen, die
sich nur durch Punktmutationen unterscheiden, und solchen, deren Sequenzen nur
entfernt verwandt sind, hier einzeln behandelt werden. Besondere Bedeutung kommt
dem Vergleich von Wassermolekiilen in Proteinbindetaschen zu.

In all diesen Fillen wird die Ubereinstimmung von Wasserpositionen beim Vergleich
zweier Proteinstrukturen als Konservierung bezeichnet. Innerhalb einer Serie von
Proteinstrukturen beschreibt man eine signifikante Wiederfindungsrate als Konser-
vierung. Im Sinne einer solchen phinomenologischen Beschreibung wird der Begriff
auch in dieser Arbeit {ibernommen. Als Distanzgrenze hat sich eine Toleranz von
1.2A weitgehend durchgesetzt (Zhang & Matthews, 1994; Faerman & Karplus, 1995
Raymer et al., 1997). Legt man als effektive Radien der Wassermolekiile 1.4 - 1.6A
zugrunde, so kommt es bei dieser Distanz zu einer betriichtlichen Uberlappung zwei-
er Wasserpositionen und man kann davon ausgehen, in zwei iiberlagerten Strukturen
das gleiche Wassermolekiil zu beobachten. Einzelne Autoren haben niedrigere Gren-
zen von 1A (Wlodawer et al., 1986, 1987; Braden et al., 1995; Loris et al., 1994, 1999;

?Bisweilen werden auch die Wasserstoffbriickenmuster zu umgebenden Proteinatomen verglichen.

22



2.3 Vergleich der Hydratationsmuster in verschiedenen Proteinstrukturen

Poornima & Dean, 1995¢), andere hohere von 1.5A angesetzt (Finer-Moore et al.,
1992; Shaltiel et al., 1998).

2.3.1 \Vergleich sequenzidentischer Proteine

Die wesentliche Motivation eines Vergleichs mehrerer Strukturen des gleichen Prote-
ins besteht darin, abzuschéitzen, inwiefern eine Rontgenstruktur tatséchlich ein fiir
die Verhiltnisse in Losung relevantes Bild der Solvatation eines Proteins liefert. Die-
se Annahme setzt implizit voraus, dafl Faktoren wie die Qualitit des Datensatzes,
das Verfeinerungsprotokoll, die Kristallisationsbedingungen sowie Kristallkontakte
zwischen den einzelnen Proteinmolekiilen von geringem Einfluf} sind und daher in
guter Ndherung vernachléssigt werden kénnen.

Hahn und Heinemann liefen die gleichen Beugungsdaten' von drei Kristallogra-
phen, die drei unterschiedliche Verfeinerungsprogramme benutzten, unabhingig von-
einander verfeinern (Hahn & Heinemann, 1993). Von iiber 80 plazierten Wassermo-
lekiilen waren nur 15 iiber alle drei Strukturen konserviert, was den Einflul des
Verfeinerungsprotokolls demonstriert (allerdings wandten die Autoren eine Uber-
lappungsgrenze von nur 0.8A an).

Der Vergleich zweier unterschiedlicher Kristallformen von BPTI (Wlodawer et al.,
1987) sowie zweier bei unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen erhaltenen Struk-
turen von Ribonuclease A (Wlodawer et al., 1986) zeigte iibereinstimmend, daf} je-
weils nur die Hilfte aller Wasserpositionen in beiden Modellen zugewiesen worden
waren. In beiden Fillen erklirten Schwierigkeiten in der Interpretation der Elektro-
nendichten nur einen Teil der Unterschiede, reale Unterschiede in den Hydratations-
mustern wurden auf Kristallkontakte (Wlodawer et al., 1987) und unterschiedliche
Adjuvantien bei der Kristallisation (Wlodawer et al., 1986) zuriickgefiihrt.

Bei der Entwicklung eines Consensus-Modells fiir die Hydratation von Trypsin (Finer-
Moore et al., 1992) aus der Kombination von Rontgen- und Neutronenbeugungsda-
ten wurden zusétzlich zu 158 konservierten Wassermolekiilen in beiden Struktur-
modellen 53 weitere aufgenommen, deren Plazierung im Nachhinein beim Vergleich
mit den Originaldichten doch plausibel schien. Das schliellich erhaltene Modell
von 211 Wassermolekiilen umfafite 66% der urspriinglichen Wassermolekiile aus der
Neutronenstruktur und 91% derjenigen aus der Rontgenstruktur. Nur 7.5% der
Wassermolekiile in dem Modell hatten keinen Wasserstoffbriickenkontakt zum Pro-
tein.

Werden mehr als zwei Strukturen eines Proteins verglichen, so sinkt die Zahl der in

130bwohl es sich dabei um eine DNA-Struktur handelt, diirften die Ergebnisse zu einem hohen
Grad auch auf Proteinstrukturen iibertragbar sein.
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2 Charakterisierung von Wassermolekiilen in Proteinstrukturen

allen Strukturmodellen vorhandenen Wassermolekiile im allgemeinen deutlich. Beim
Vergleich von neun Strukturmodellen der RNAse T1 (Loris et al., 1999) waren nur
6 von 100 Wassermolekiilen vollstdndig konserviert, Zhang und Matthews fanden in
18 T4 Lysozym-Strukturen schlielich kein einziges in allen Fillen wiederkehrendes
Wassermolekiil (Zhang & Matthews, 1994).

Aus der Gesamtheit der Studien ergibt sich ein plausibles Bild, nach dem vor al-
lem fest an der Proteinoberfliche fixierte oder im Inneren des Proteins vergrabene
Wassermolekiile konserviert sind. Gleichzeitig berichten die Autoren von Schwie-
rigkeiten, die Frage, was die Konservierung eines Wassermolekiils bedingt, zufrie-
denstellend zu beantworten (Faerman & Karplus, 1995). Zusammenhinge wurden
hergestellt zwischen dem Konservierungsgrad eines Wassermolekiils und seinem B-
Faktor (Wlodawer et al., 1986, 1987; Hahn & Heinemann, 1993; Malin et al., 1991;
Loris et al., 1999), der Anwesenheit von mehreren Wasserstoffbriicken zum Protein
(Faerman & Karplus, 1995; Malin et al., 1991; Hahn & Heinemann, 1993), der Posi-
tionierung an den Termini von Helices (Zhang & Matthews, 1994) oder Faltblittern
(Loris et al., 1999; Finer-Moore et al., 1992) und der Vergrabenheit des Wassers
bzw. seiner Losemittelzuginglichkeit (Faerman & Karplus, 1995; Malin et al., 1991;
Loris et al., 1999; Zhang & Matthews, 1994). Doch sind diese Zusammenhinge
hiufig nur aus den Eigenschaften sehr weniger, hoch konservierter Wassermolekiile
abgeleitet, und unter den weniger konservierten Wassermolekiilen befinden sich vie-
le mit den gleichen Eigenschaften (Faerman & Karplus, 1995; Zhang & Matthews,
1994). Die generellen Trends sind in einzelnen Proteinen stark unterschiedlich aus-
gepragt. Bisweilen widersprechen die Daten sogar den aus anderen Studien belegten
Erwartungen. So bestreiten Faerman und Karplus eine Korrelation mit dem B-
Faktor der Wassermolekiile: unter den 45 am besten geordneten Wassermolekiilen
in acht FKBP12-Komplex-Modellen war fast die Hélfte in nur drei oder weniger
Strukturen zu finden. Loris et al. finden eine Korrelation der Konservierung mit der
losemittelzugidnglichen Oberfliche eines Wassermolekiils nur fiir den Vergleich nicht-
isomorpher Strukturen (Loris et al., 1999). Der Vorstellung, daf interne Wassermo-
lekiile streng konserviert sind, widerspricht die Studie von Zhang und Matthews.
Obwohl unbestritten ist, dafl Kristallkontakte eine Rolle spielen, herrscht iiber die
GroBe ihres Einflusses grofie Unsicherheit (Loris et al., 1999; Wlodawer et al., 1987;
Finer-Moore et al., 1992); mehrfach wurden einige stark konservierte Wassermo-
lekiile an Kristallkontakten gefunden (Loris et al., 1999; Finer-Moore et al., 1992).
Kontinuum-elektrostatische Rechnungen von Dennis et al. (Dennis et al., 2000) er-
gaben, daf} auch die freien Energien fiir konservierte und nicht-konservierte Wasser
innnerhalb einer Serie von 18 T4 Lysozym-Strukturen sich nur geringfiigig unter-
scheiden und keine zufriedenstellende Diskriminierung erlauben (vgl. hierzu Kap.
4).
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2.3.2 Vergleich von Proteinstrukturen mit Punktmutationen

Einzelne Punktmutationen in Proteinen verdndern im allgemeinen die Solvensstruk-
tur nur lokal (Zhang & Matthews, 1994), und Strukturvergleiche mit dem Wildtyp
konnen daher eingeordnet werden zwischen den Vergleich sequenzidentischer und
den entfernter sequenzverwandter Proteine. Die Motivation ist daher bei den mei-
sten Strukturvergleichen zwischen Proteinen, die sich nur in einzelnen Aminosiuren
unterscheiden, anders gelagert. Solche Mutationsstudien versuchen i.a., interne Was-
ser gezielt zu ersetzen oder kleinere Seitenketten einzufithren, um interne Kavitéten,
die hinreichend grof} fiir die Aufnahme eines neuen Wassermolekiils sein konnen, zu
bilden. Bisweilen riicken Wassermolekiile auch in den Blickpunkt, wo man dies gar
nicht vermutet hatte. So fithrte eine vermeintlich konservative Arg66— Lys-Mutation
in einem Antikérper-Lysozym-Komplex zur Einfiihrung eines Wassermolekiils. Wie
sich zeigte, wurde dadurch der Verlust an Wasserstoffbriicken zum Antikérper mi-
nimiert (Chacko et al., 1995).

Die Entfernung interner Wassermolekiile, oft kombiniert mit thermodynamischen
Messungen zur Stabilitit der Mutante, gibt Aufschluf} iiber ihre Bedeutung fiir die
Struktur (Luntz et al., 1989; Berndt et al., 1993; Lett et al., 1996) bzw. die Aktivitét
des Proteins (Pedersen et al., 1994; Zhang et al., 1999; Tuominen et al., 1998; Lang-
horst et al., 1999; Sage et al., 1996; Sainz et al., 2000). Bisweilen lassen sich sogar
Riickschliisse auf die Rolle einzelner Wassermolekiile bei der Proteinfaltung ziehen
(Pedersen et al., 1994). Die Freisetzung eines Wassermolekiils 148t einen entropischen
Gewinn erwarten, doch beeinflut auch eine verdnderte Zahl von Wasserstoffbriicken
die Stabilitdt der Mutante. Wahrend zusétzliche Wasserstoffbriicken die Stabilitat
erhohen (Vriend et al., 1991), fithrte die Entfernung eines internen Wassermolekiils
in BPTT durch eine Gly36—Ser-Mutation zu einer reduzierten Stabilitit infolge des
Verlustes einer Wasserstoffbriicke. Die eingefiihrte Serin-OH-Gruppe konnte - an-
ders als Wasser - nur noch zu einem der beiden Wasserstoftfbriickenakzeptoren in der
Umgebung eine Wasserstoftbriicke ausbilden (Berndt et al., 1993).

Auch die Untersuchung kavititsbildender Mutanten bot Uberrschungen. Zunéchst
waren fiir die Bildung hydrophober Taschen nur Fille bekannt, in denen Verschie-
bungen der umgebenden Seitenketten die Liicke ausgleichen (Eriksson et al., 1992;
Sekharudu et al., 1992). Interne Wassermolekiile traten nur auf, wenn sie in der
gebildeten Kavitit drei oder mehr Wasserstoffbriicken ausbilden konnten (Varadar-
ajan & Richards, 1992; Rashin et al., 1986). Zudem untermauerten theoretische
Untersuchungen, nach denen hydrophobe Taschen nur mit einer Wahrscheinlichkeit
von 1:20 000 durch Wassermolekiile besetzt wiirden (Wolfenden & Radzicka, 1994),
die Vorstellung, dafl hydrophobe Kavititen grundsétzlich nicht hydratisiert seien.
Doch wihrend in einer Mutationsserie in Barnase die Substitutionen Leul4—Ala,
[1e88— Ala und I1e96— Ala dem bekannten Schema folgten, wurde bei der Ile76— Ala-
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Mutation beobachtet, dafl die gebildete Kavitéit von einem Wassermolekiil besetzt
wird, welches eine einzige Wasserstoffbriicke zum Protein ausbilden kann (Buckle
et al., 1996). Die Struktur einer Val66— Glu-Mutante der Staphylokokken-Nuclease
zeigte sogar eine zuvor nie beobachtete Kette von Wassermolekiilen, die das vergra-
bene Glu66 mit dem Solvens der bulk-Phase verbindet (Dwyer et al., 2000). Sofern
eine solche Wasserpenetration ins Proteininnere als dynamischer Prozefl auch bei an-
deren Strukturen auftritt, sich dort aber wegen ungiinstigerer struktureller Voraus-
setzungen kristallographisch nicht zu erkennen gibt, bietet dies einen iiberzeugenden
Ansatzpunkt zur Erklirung der erhéhten effektiven Dielektrizitdtskonstanten im In-
neren aktiver Proteine verglichen mit experimentellen Werten von Proteinpulvern
(e =~ 4)'4.

Kavitétsbildende Mutationen kénnen jedoch nicht nur zur Einfithrung neuer Was-
sermolekiile, sondern auch zum Verlust kristallographischer Wasser fithren, wenn die
eingefithrte Aminosédure nicht als Wasserstoffbriickenpartner geeignet ist. Dies wur-
de fiir Tyr—Phe-Mutationen an den Beispielen von FKBP-12 (Connelly et al., 1994)
und Ratten-Cytochrom C (Luntz et al., 1989) gezeigt. In beiden Fillen fehlten der
Mutante die Wassermolekiile, die zuvor an die Tyr-OH-Gruppe gebunden waren.

2.3.3 Vergleich sequenzverwandter Proteine einer Proteinfamilie

Vergleiche der Wasserpositionen in unterschiedlichen Proteinen einer Proteinfamilie
wurden durchgefiihrt fiir Serinproteasen (Sreenivasan & Axelsen, 1992; Sanschagrin
& Kuhn, 1998; Krem & Di Cera, 1998), Aspartylproteasen (Prasad & Suguna, 2002),
MHC Klasse-I-Molekiile (Ogata & Wodak, 2002), katalytische Untereinheiten von
Protein-Kinasen (Shaltiel et al., 1998), Lectin-Strukturen (Loris et al., 1994) und
fettsdure-bindende Proteine (Likic et al., 2000). Um Verschiebungen in den Prote-
instrukturen aufgrund sequentieller Unterschiede gerecht zu werden, wurden dabei
die Distanzgrenzen zur Identifikation konservierter Wassermolekiile teils aufgeweicht
(Prasad & Suguna, 2002; Shaltiel et al., 1998), teils wurden sie durch Vergleiche der
mit der Umgebung ausgebildeten Wasserstoffbriicken ersetzt (Loris et al., 1999; Pra-
sad & Suguna, 2002), teils wurden alternativ Clusteralgorithmen angewandt (San-
schagrin & Kuhn, 1998; Ogata & Wodak, 2002).

Erwartungsgeméif korreliert die Zahl konservierter Wasser hierbei mit der Sequenz-
homologie der Strukturen (Loris et al., 1994). Wihrend in bakteriellen RN Asen 16
und in RN Asen aus Pilzen 8 konservierte Wasser zu finden sind, ist nur ein einziges
Wassermolekiil beiden Familien, die strukturverwandt sind, aber auflerhalb des akti-

Dije erhohten Dielektrizititskonstanten, die man bei Kraftfeldrechnungen annimmt, haben
dariiber hinaus noch einen anderen Ursprung. Sie werden als Ausgleich fiir die Vernachlissigung
jeglicher Polarisation in Paar-Potentialen verwendet.
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ven Zentrums praktisch keine Sequenzhomologie mehr aufweisen, gemeinsam (Loris
et al., 1999).

Anders als beim Vergleich sequenzidentischer Proteine kann aus der Konservierung
eines Wassermolekiils innerhalb einer Proteinfamilie die Vermutung abgeleitet wer-
den, dal diesem Wassermolekiil entweder eine strukturbildende Rolle (Loris et al.,
1994; Likic et al., 2000; Sreenivasan & Axelsen, 1992) oder eine funktionsgeben-
de Rolle (Shaltiel et al., 1998; Krem & Di Cera, 1998; Finer-Moore et al., 1992)
zukommt. In diesem Zusammenhang darf der Begriff der Konservierung bei Was-
sermolekiilen also dhnlich wie bei Aminosiduren interpretiert werden. Auffallend
viele Wassermolekiile, die in einer Serie verwandter Proteine konserviert sind, sind
interne Wassermolekiile (Baker & Hubbard, 1984, S.136) (Meyer, 1992; Loris et al.,
1999; Prasad & Suguna, 2002; Sreenivasan & Axelsen, 1992; Rose et al., 1983). Ein
Hinweis auf eine spezielle Bedeutung ergibt sich insbesondere, wenn ganze Wasser-
netzwerke konserviert erscheinen (Koellner et al., 2000; LaLonde et al., 1994; Krem
& Di Cera, 1998; Shaltiel et al., 1998; Loris et al., 1994; Sainz et al., 2000; Meyer,
1992; Derewenda et al., 1994). Wie am Beispiel der Serinproteasen gezeigt wurde
(Sreenivasan & Axelsen, 1992), kénnen aber auch hochkonservierte (strukturelle)
Wassermolekiile durch Seitenketten des Proteins ersetzt werden, wenn diese alter-
native Wasserstoffbriickenpartner zur Verfiigung stellen.

Uber jegliche Sequenzhomologie (und funktionelle Ahnlichkeiten) hinaus kénnen
konservierte Wasserbindestellen aber auch charakteristisch fiir ein bestimmtes Pro-
teinfaltungsmuster sein, wie am Beispiel der Dinukleotid-bindenden Doménen, die
eine sog. Rossmann-Faltung aufweisen, gezeigt wurde (Bottoms et al., 2002). Fiir
ein innerhalb der MHC Klasse-I-Proteine hochkonserviertes Wassermolekiil konn-
te gezeigt werden, dafl es auch in nicht sequenzverwandten Proteinstrukturklassen
das wiederkehrende Sekundéarstrukturmotiv der verdrillten 5-Schleife charakterisiert
(Ogata & Wodak, 2002).

2.3.4 Konservierung von Wasser in Ligandenbindetaschen

Im Hinblick auf das Drug Design sind Vergleiche der Solvensstrukturen in Bindeta-
schen offensichtlich von besonderer Bedeutung. Hierbei ist zu unterscheiden, ob die

15 zweier

Konservierung von Wassermolekiilen beim Vergleich zweier Apostrukturen
Komplex-Strukturen oder einer ligand-freien mit einer komplexierten Struktur er-
mittelt wird.

Zhang und Matthews beobachteten eine starke Konservierung von Wassermolekiilen

in den unbesetzten Bindetaschen von T4 Lysozym-Strukturen, und folgerten daraus,

5Der Begriff der Apostruktur wird in dieser Arbeit synonym mit dem der ligand-freien Struktur
verwendet.
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dafl Proteinregionen mit hochgeordneten Wasserstrukturen wahrscheinliche Angriffs-
orte fiir intermolekulare Wechselwirkungen darstellen (Zhang & Matthews, 1994).
Diese Vermutung steht dem Ansatz von Ringe et al. diametral gegeniiber, in de-
ren Arbeiten Proteinbindetaschen gerade dadurch erkannt wurden, daf} sie schwach
gebundene, teils ungeordnete und leicht von organischen Liganden verdringbare
Wassermolekiile enthielten (Ringe, 1995).

Beim Vergleich einer Serie von Komplexen mit der Apostruktur des Proteins kénnen
Wassermolekiile in allen Komplexen konserviert sein oder nur in einem Teil der
Komplexe beobachtet werden. Shaltiel et al. (Shaltiel et al., 1998) unterschieden in
diesem Zusammenhang ,.konservierte Wasser des aktiven Zentrums” und ,,liganden-
spezifisch konservierte Wasser”, welche beide in Protein-Kinasen A auftraten.
Werden Wassermolekiile aus der Apostruktur durch polare Atome eines Liganden er-
setzt, so spricht man von ,,Substrat-Mimikry durch das Solvens”. Fiir dieses Phéno-
men gibt es einzelne Belege in der Literatur (Shaltiel et al., 1998; Blake et al., 1983;
Koellner et al., 2000; James et al., 1980), insbesondere aus Protein-DNA-Komplexen
(Woda et al., 1998), aber auch Gegenbeispiele (Loris et al., 1999) sind bekannt ge-
worden. Die vorhandenen Beispiele haben einzelne Autoren dazu bewogen, auch
den Ersatz von Wasser durch polare Atome als Konservierung im weiteren Sinne
aufzufassen und bei statistischen Auswertungen als solche zu behandeln (Faerman
& Karplus, 1995; Raymer et al., 1997).

Dariiber hinaus konnen sich Wasserpositionen auch bei der Ligandenbindung ver-
schieben (Finley et al., 1999). Jedoch wurde kein Beispiel beschrieben, in dem die
Konservierung von Wasser innerhalb einer Serie von Komplexen nicht auch mit ei-
ner Konservierung dieses Wassermolekiils gegeniiber der Apostruktur einhergeht.
Implizit oder explizit gehen viele Studien zur Entwicklung neuer Liganden (Boehm
et al., 2000; Griineberg et al., 2001) davon aus, dafi der Versuch, Wassermolekiile
zu verdriangen, die in allen bekannten Komplexen konserviert sind, ein vergebliches
Unterfangen ist, da eine starke Bindung an das Protein und daraus resultierend ein
hoher enthalpischer Preis fiir ihre Ablosung vermutet wird.

Poornima und Dean (Poornima & Dean, 1995c) untersuchten die Konservierung von
Wassermolekiilen in Bindetaschen der Komplexe aus fiinf Serien homologer Proteine
aus unterschiedlichen Organismen. Der gefundene hohe Grad an Konservierung, ob-
wohl von der Sequenzhomologie abhéingig, unterstiitzt das Bild, dafl einzelne Was-
sermolekiile als intrinsischer Teil des Proteins aufzufassen sind, durch den Form
und Eigenschaften der Bindetasche mit geprigt werden. Gleichzeitig sind die Ami-
nosduren, die solche hochkonservierten Wasser binden, noch stirker als andere an
der Ligandenbindung beteiligte Aminosduren konserviert. Eine hohe Zahl polarer
Kontakte zum Protein sowie die Bindung in tiefen Spalten der Proteinoberfliche
begiinstigt die Konservierung von Wasser in einer Serie homologer Komplexe.
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Wasserpositionen in den aktiven Taschen entfernt sequenzverwandter Proteine wur-
den am Beispiel des Thrombin und Trypsin verglichen. Da einige der Wassermo-
lekiile innerhalb einer Serie von (sequenzidentischen) komplexierten und ligand-
freien Strukturen stark konserviert waren, in den Strukturen der jeweils anderen
Serinprotease jedoch nicht zu finden waren, vermuteten Sanschagrin et al. (Sanscha-
grin & Kuhn, 1998), daB solche Wassermolekiile zur Spezifitit der Ligandenbindung
beitragen konnten.

Die Untersuchung der Wasserkonservierung in Proteinstrukturen engt im Prinzip
den Blick auf nur einen der beiden Partner, die an einer Komplexbildung betei-
ligt sind, ein. Fiir kleine organische Liganden fehlen in der Regel Daten iiber ihre
Hydratation vor der Komplexbildung, doch kénnen fiir Protein-Protein-Aggregate
die Strukturen beider Ausgangskomponenten zum Vergleich mit der Komplexstruk-
tur herangezogen werden. Drei von sieben Wassermolekiilen im Bindungsepitop
zwischen Trypsin und BPTI waren an gleicher Stelle in einer der beiden Struktu-
ren fiir die unkomplexierten Proteine wiederzufinden, wihrend die restlichen vier
Wasserbindestellen erst bei der Komplexbildung zustande kamen (Sanschagrin &
Kuhn, 1998). Hingegen waren von 25 Wassermolekiilen, die die Bindung im Kom-
pex zwischen HEL und dem Antikérper FvD1.3 vermitteln, 20 bereits gegeniiber
mindestens einer der freien Proteinstrukturen konserviert (Braden et al., 1995). In
DNA-Protein-Komplexen wurde sogar beobachtet, dal Wasserpositionen im Bin-
dungsepitop auch fiir die Hydratation jedes einzelnen Partners definierte Wasser-
bindestellen darstellen. Die molekulare Erkennung der beiden Komponenten bein-
haltet somit eine Uberlagerung von korrespondierenden Wasserbindestellen, bei der
in der Bilanz ein Wassermolekiil freigesetzt wird und das zweite als Briickenglied im
Bindungsepitop verbleibt (Schwabe, 1997; Shakked et al., 1994).

2.4 Die Rolle von Wasser in Proteinstrukturen

Die Bedeutung von Wasser fiir die Struktur und Funktion von Proteinen ist in zwei-
facher Hinsicht zu betrachten: Zum einen stellt Wasser das Medium dar, in dem
sdmtliche biochemischen Prozesse ablaufen. Ohne dieses Losemittel wiirden Prote-
instrukturen kollabieren und Proteinfunktionen verlorengehen. Zum anderen kann
einzelnen Wassermolekiilen in Proteinstrukturen eine besondere strukturbildende
Rolle oder eine Beteiligung an der katalytischen Aktivitét eines Proteins zugeschrie-
ben werden. Die folgenden Abschnitte behandeln diese beiden Aspekte der Rolle von
Wasser in Proteinstrukturen getrennt voneinander. Besonderes Augenmerk verdient
jeweils die Beteiligung von Wassermolekiilen an der Protein-Ligand-Bindung.
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2.4.1 Wasser als Losemittel und der hydrophobe Effekt

Da die Biochemie der Proteine im allgemeinen eine Chemie in wifirigen Losun-
gen ist, spricht man von Proteinstrukturen, ohne jeweils zu betonen, dafl die im
wiflirigen Milieu stabile Struktur gemeint ist. Dabei bedingt erst das Wasser als
umgebendes Medium die Stabilitédt einer bestimmten rdumlichen Struktur, aus der
heraus ein Protein seine Funktion wahrnimmt. Eine Modulation der Eigenschaf-
ten dieses Mediums, z.B. durch Zusitze von (organischen) Fremdlésemitteln oder
pH-Wert-Verdnderungen, reicht aus, um Proteinstruktur und -funktion nachhaltig
zu beeinflussen. Dariiber hinaus bestimmt die Viskositéit des Wassers die Dynamik
aller Prozesse in wiflriger Losung.

Typischerweise findet man im Proteininneren bevorzugt unpolare Aminosiuren,
wéhrend an der Proteinoberfliche vor allem polare und geladene Seitenketten zum
Solvens exponiert sind, deren Wechselwirkungen untereinander durch die hohe Di-
elektrizitidtskonstante des Wassers abgeschwiicht werden (dielektrische Abschirmung).
Diese unterschiedlichen Solvatationspriferenzen der einzelnen Atome aller 20 Ami-
nosduren wurden von Holm & Sander statistisch erfaft und konnten erfolgreich
in einen Algorithmus zur Strukturvalidierung umgesetzt werden (Holm & Sander,
1992). Das Vergraben unpolarer Aminosiduren im Kern des Proteins, das die Zahl
ihrer Kontakte mit dem Lésungsmittel minimiert, ist also von grundlegender Bedeu-
tung fiir Proteinstabilitdt und Faltung.

Lange wurde der hydrophobe Effekt, der durch die besonderen Eigenschaften des
Wassers als Medium bedingt wird, als Hauptantriebskraft fiir die Proteinfaltung
angesehen (Dill, 1990). Anders als der Begriff Hydrophobie (,,Angst vor dem Was-
ser”) vielleicht vermuten 1d8t, sind die Dispersions-Wechselwirkungen von Wasser-
molekiilen und unpolaren Seitenketten jedoch durchaus energetisch giinstig. Doch
setzt die Solvatation einer unpolaren Substanz das Aufbrechen von H-Briicken in
dem Wasserstoffbriickennetzwerk des Wassers voraus. Frank und Evans entwickel-
ten in ihrem ,,Eisbergmodell” ein Bild von der Solvatation unpolarer Strukturen,
das auf molekularer Ebene die negativen Losungsenthalpien und -entropien sowie
die starke Zunahme der Wirmekapazitit beim Losen solcher Substanzen in Was-
ser erkldrte. Demnach wird eine unpolare Substanz von einer lokalen Kifigstruktur
aus Wassermolekiilen, deren Positionen stark fixiert (,,eingefroren”, AS<0'6) sind,
umspannt. Die Wasserstoffbriicken an dieser Grenzfliche sind stiarker als in der
Rein-Wasserphase, wodurch die geringere Zahl der von einem einzelnen Wassermo-
lekiil ausgebildeten Wasserstoffbriicken in der Enthalpie-Bilanz ausgeglichen wird.
Experimentelle Belege fiir eine solche Verstiarkung von Wasserstoffbriicken liefer-
ten verschobene Weitwinkel-Streuungsmuster in Neutronenbeugungsexperimenten

'8gegeniiber reinem Wasser
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(Pertsemlidis et al., 1996) sowie die Tieffeld-Verschiebung der 'H-Resonanzsignale
im NMR.

Doch auch alternative Erkldrungsansitze, die von dem Bild starrer Clathratstruktu-
ren abriicken (Blokzijl & Engberts, 1993; Muller, 1990), sind durch experimentelle
Daten und Ergebnisse von Computersimulationen (Kovacs et al., 1997) gestiitzt.
Die SP-Theorie (Scaled Particle) fithrt die negativen Losungsenthalpien allein auf
die geringe Grofle eines Wassermolekiils, die die Bildung von Hohlrdumen zur Auf-
nahme groferer Fremdsubstanzen erschwert, statt auf ,,strukturbildende” Effekte
zuriick (Blokzijl & Engberts, 1993).

Auch zur Proteinfaltung und -stabilitdt gibt es eine Reihe von Arbeiten, die die
dominante Rolle des hydrophoben Effektes - iiber eine sprachliche Verwirrungen
beseitigende, klare Abgrenzung von hydrophoben Wechselwirkungen hinaus - rela-
tivieren (Privalov & Makhatadze, 1993; Makhatadze & Privalov, 1993; Ratnaparkhi
& Varadarajan, 2000) und Beitrige durch die Vergrabung polarer Aminsiduren her-
vorheben (Pace, 2001).

Ansitze zur Abschitzung des energetischen Beitrags hydrophober Wechselwirkun-
gen zur Proteinstabilitéit setzen diesen hiufig als proprotional zu der bei der Pro-
teinfaltung vergrabenen hydrophoben Oberfliche an und verwerten experimentell
bestimmte freie Enthalpiedifferenzen aus Mutationsexperimenten. Die so erhaltenen
Werte liegen mit 0.08-0.64 kJ/(mol A?) etwa um den Faktor 5 iiber den Werten von
0.1-0.14 kJ /(mol A?) aus Loslichkeitsstudien an Kohlenwasserstoffen. Zur Erklirung
wurden sowohl kooperative Effekte herangezogen (Williams & Bardsley, 1999) als
auch Korrelationen mit der Gréfle der in Mutanten gebildeten Kavitidten aufgestellt
(Eriksson et al., 1992).

Der hydrophobe Effekt trigt ebenfalls zur Bindungsaffinitit von Liganden an Pro-
teine bei. Seine Gewichtung relativ zu polaren Bindungsbeitrigen ist weiterhin
Gegenstand wissenschaftlicher Dispute (Davis & Teague, 1999). Prinzipiell miissen
auch polare Gruppen in Protein und Ligand vor der Bindungsbildung desolvatisiert
werden, bevor sie miteinander Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kénnen, doch
wird deren Beitrag zur Affinitdt hiufig allein aus den Wechselwirkungen im Komplex
abgeschéitzt ohne die Desolvatation explizit zu beriicksichtigen. Der Beitrag hydro-
phober Wechselwirkungen wird - wie bei der Proteinfaltung - hiufig mit der ver-
grabenen hydrophoben Oberfliche (hier von Protein und Ligand) korreliert (Huang
et al., 1995). Obwohl die Daten fiir Protein-Ligand-Komplexe weniger umfangreich
sind, passen sich die erhaltenen Werte von 0.11-0.24 kJ/(mol A?) gut in das aus
den reinen Proteinstrukturen abgeleitete Bild ein (Williams & Bardsley, 1999). Da
fiir eine Reihe von Proteinen starke konformative Anpassungen an einen Liganden
(,,induced fit”) in hydrophoben Bereichen der Bindetasche beobachtet wurden (An-
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derson et al., 2001), wurde der hydrophobe Effekt auch als Induktor fiir ein solches
,»Zusammenklappen” des Rezeptors iiber dem Ligandenmolekiil diskutiert (Davis &
Teague, 1999).

2.4.2 Strukturbildende und funktionsbestimmende Wassermolekiile

Kombiniert man Strukturinformationen (z.T. wiederum aus Mutationsexperimen-
ten, vgl. oben) mit thermodynamischen Daten und/oder Messungen der Proteinak-
tivitét, so kann die Rolle einzelner Wassermolekiile niher beleuchtet werden. Sol-
che Wassermolekiile konnen strukturbildende oder funktionsbestimmende Bedeu-
tung haben, wobei eine scharfe Abgrenzung zwischen diesen beiden Aufgaben im
Einzelfall schwierig sein kann.

In vielen enzymatisch katalysierten Reaktionen wie hydrolytischen Bindungsspal-
tungen (z.B. Proteasen) oder Hydratationsreaktionen (z.B. Carboanhydrase) sind
Wassermolekiile unmittelbar beteiligt. Doch findet man hiufig neben katalytischen
Wassermolekiilen noch andere, die fiir die enzymatische Aktivitit wichtig sind. In
der Protein-Kinase A binden Wassermolekiile weiter von der aktiven Tasche entfernte
Aminoséduren in die Substraterkenung und sogar in den Katalysemechanismus selbst
mit ein (Shaltiel et al., 1998). Wassermolekiile dndern die lokale dielektrische Kon-
stante € in Protein-Bindetaschen!” und kénnen so zur riumlichen Verschmierung
vergrabener Ladungen beitragen, was insbesondere fiir katalytisch aktive Metallzen-
tren von Bedeutung ist (Franks, 1979a, S. 86;90). Wassermolekiile kénnen Edukte
und Zwischenstufen entlang des katalytischen Umsetzungsweges so stabilisieren, dafl
die jeweiligen Aktivierungsenergien gesenkt werden. Fiir ersteres ist die Stabilisie-
rung der Enolform des Substrats in der Dihydrofolat-Reduktase ein Beispiel (Ca-
sarotto et al., 1999), fiir letzteres die Stabilisierung des geladenen Intermediats im
katalytischen Mechanismus der Thymidylat-Synthase (Sage et al., 1996). Wasser-
molekiile, die die Struktur der aktiven Tasche stabilisieren (Prasad & Suguna, 2002;
Shaltiel et al., 1998; Okimoto et al., 2000) oder ihre fiir die (katalytische) Aktivitit
notige Dynamik gewahrleisten (Langhorst et al., 1999; Dencher et al., 2000; Koell-
ner et al., 2000; Prasad & Suguna, 2002), nehmen gleichzeitig strukturbildende und
funktionsbestimmende Bedeutung an.

Wasserkanéle sind ein gemeinsames Merkmal vieler Enzyme und kennzeichnen hiufig
besondere Transportwege (Meyer, 1992). Fiir P450 Enzyme wurde z.B. ein Mecha-
nismus postuliert, der das Entweichen von Wasser bei der Substratbindung iiber die

17Streng genommen ist € eine makroskopische physikalische Grofe und auf mikroskopischer Skala
nicht definiert; tatsichlich #ndern sich die atomaren Polarisierbarkeiten durch die Anwesenheit
eines Wassermolekiils in der Proteinbindetasche.
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Bildung eines Wasserkanals annimmt, der sich anschlieend wieder schliefit, um die
Redoxaktivitdt in der aktiven Tasche unter kontrollierten Bedingungen zu ermogli-
chen (Oprea et al., 1997). Wasserketten stellen durch den ,,Flip-Flop”-Mechanismus
ihrer Wasserstoffbriicken (und ihre Diffusion entlang Membranoberfichen (Dencher
et al., 2000)'8) sehr effektive Protonenshuttle dar (Meyer, 1992; Casarotto et al.,
1999; McTigue et al., 1992). Sie dienen daher hiufig dazu, Protoneniibertragungs-
schritte in katalytischen Mechanismen effizient zu gestalten.

Strukturelle Wassermolekiile sind in der Regel ganz oder teilweise im Protein vergra-
ben. Sie erfiillen jedoch nicht nur die Rolle eines Liickenfiillers, um im Proteininneren
Packungsdefekte auszugleichen, sondern vermitteln die Bindung zwischen Wasser-
stoffbriickenpartnern, die sich aus sterischen Griinden sonst nicht hinreichend nahe
kommen kénnten, um eine direkte Wechselwirkung auszubilden. Selbst Salzbriicken
konnen auf diese Art vermittelt werden, wie die Beispiele der Carboxypeptidase A
oder des Papains zeigen (Franks, 1979a, S. 89). Wasserverbriickte Wechselwirkun-
gen, insbesondere solche zwischen kleinen, polaren Aminosiuren, kénnen signifikant
zur konformativen Stabilitit von Proteinen beitragen (Petukhov et al., 1999).
Strukturelle Wassermolekiile konnen zur Verbriickung unterschiedlicher Doménen
dienen, wie z.B. in Protein-Kinase A (Shaltiel et al., 1998) und Actinidin (Edsall &
McKenzie, 1983, S.141). Sie verbinden hiufig Sekundérstruktureinheiten (Koellner
et al., 2000; Loris et al., 1994, 1999; Vrielink et al., 1991) und sind beispielsweise an
den Kontaktstellen in Lectin-Dimeren (Loris et al., 1994) sowie zwischen den a-f3
Untereinheiten in Methdmoglobin (Edsall & McKenzie, 1983, S.150) zu finden.
Nicht immer ist der Grund fiir die Konservierung eines strukturellen Wassermolekiils
offensichtlich (Luntz et al., 1989). Die hohe Konservierung eines Wassermolekiils in
RNAse T1 (Langhorst et al., 1999) lieB sich daraus erkliren, dafi die Substitution
durch eine Aminosiure-Seitenkette in der Evolution in jedem Fall zu einem teilwei-
sen Verlust der H-Briicken mit der Umgebung gefiihrt héitte, denn nur im Wasser
ist die Bifunktionalitit von zwei H-Donor- mit zwei H-Akzeptor-Eigenschaften an
einem gemeinsamen Zentrum verbunden.

Als Teil der Proteinstruktur beeinflussen strukturelle Wassermolekiile auch deren
Dynamik. Die Frage, ob Proteine durch stark gebundene, interne Wassermolekiile
flexibler oder rigider werden, wird jedoch in unterschiedlichen Studien, zum Teil
sogar fiir das gleiche Wassermolekiil (vgl. (Fischer & Verma, 1999) und (Mao et al.,
2000)) sehr unterschiedlich beantwortet. Bisher konnte keine verallgemeinerbare
Aussage abgeleitet werden.

8Dy die translationale Diffusion von Wassermolekiilen entlang einer Membran sehr viel schneller
als die Protonenwanderung an dieser Oberfliche ist, konnen Wassermolekiile als Vehikel den
Protonentransport beschleunigen.
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Wassermolekiile in der Protein-Ligand-Bindung

Eine vermittelnde Rolle nehmen Wassermolekiile auch bei der Bindung vieler Ligan-
den in Proteinbindetaschen ein. Die zusdtzlichen Wasserstoffbriicken kénnen sowohl
in der Bindetasche vollstindig vergraben sein (Maignan et al., 2000) als auch an
der Peripherie des Bindungsepitops, dem Lésemittel weiterhin zugénglich, auftreten
(Wang & Ben-Naim, 1996; Ladbury, 1996). Die Mehrzahl dieser Wassermolekiile
bildet jedoch drei oder mehr Wasserstoffbriicken aus, ist dabei in konkave Bereiche
der Proteinoberfliche eingebettet und weist B-Faktoren auf, die denen der umge-
benden Proteinatome vergleichbar sind (Poornima & Dean, 1995a,b). Die Anwe-
senheit solcher Wassermolekiile durchkreuzt die einfache Vorstellung sterischer und
chemischer Komplementaritit von Ligand und Protein (,,Schliissel-Schlo8-Prinzip”)
oder modifiziert diese zumindest, denn tatsichlich kénnen solche Wassermolekiile
auch eine sterisch oder elektronisch nicht optimale Pafiform auf die erforderliche
Komplementaritit im Bindungsepitop ergénzen (McPhalen & James, 1988). Hierzu
zdhlt sowohl die Vermittlung von bei direktem Kontakt repulsiven Wechselwirkun-
gen (Donor. .. Donor bzw. Akzeptor. .. Akzeptor) (Sleigh et al., 1999) als auch die
Verbesserung der elektrostatischen Komplementaritit (,,electrostatic fit”) in per se
attraktiven Wechselwirkungen (Nagy, 1988).

Wie bei der Untersuchung interner Wassermolekiile (vgl. oben) kénnen auch hier
Punktmutationen im Protein (Connelly et al., 1994; Chacko et al., 1995; Perona
et al., 1993) bzw. Modifkationen der Ligandenstruktur (Joachimiak et al., 1994;
Berndt et al., 1993; Huang et al., 1995) in der lokalen Umgebung des Wassers kom-
biniert mit thermodynamischen Messungen herangezogen werden, um die Bedeutung
eines einzelnen Wassermolekiils fiir die Protein-Liganden-Wechselwirkung zu kléiren.
Allerdings wird in der Literatur auch die Vorstellung vertreten, allein die Konser-
vierung eines Wassermolekiils in einer Serie unterschiedlicher Komplexe weise eine
solche Bedeutung nach (LaLonde et al., 1994).

Spezifitdt der Ligandenbindung Der Einflufl beteiligter Wassermolekiile auf die
Spezifitidt der Ligandenbindung ist hochst uneinheitlich, wie die folgenden Beispie-
le belegen. So ermoglichen Wassermolekiile in den Bindetaschen des Oligopeptid-
bindenden Proteins OppA (Tame et al., 1996) sowie in MHC Klasse I Molekiilen
(Smith et al., 1996) gerade die Bindung einer groflen sequentiellen Breite an Peptid-
liganden, d.h. sie stellen die strukturelle Basis fiir die Unspezifitit der Ligandenbin-
dung dar. Dabei weist OppA eine rigide Bindetasche und wohldefinierte Wasserbin-
destellen auf, die in unterschiedlicher Kombination besetzt werden kénnen, wihrend
die Anpassungsfihigkeit von MHC Klasse I Allel HLA-B53 auch auf der Moglichkeit
einer Verschiebung von Proteinseitenketten und Wassermolekiilen beruht.
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In dem L-Arabinose-bindenden Protein hingegen wird die Substratspezifitdit durch in
der Bindetasche gebundene Wassermolekiile bedingt (Quiocho et al., 1989). Auch die
sequenzspezifische intermolekulare Erkennung im Trp-Repressor-Operator-Komplex
beruht auf wasservermittelten Kontakten (Joachimiak et al., 1994). Gleichzeitig
konnen Wassermolekiile in anderen Protein-DNA-Komplexen aber auch nicht-spe-
zifische Bindungsmoden vermitteln (Schwabe, 1997).

Fir die wasservermittelte Bindung von Peptiden an SH2-Domé&nen wurden Affi-
nitdtsunterschiede zwischen spezifisch und nicht-spezifisch bindenden Peptiden dar-
auf zuriickgefithrt, daf} erstere ein Netzwerk von Wassermolekiilen, das in der akti-
ven Tasche iiber das Proteinriickgrat verankert wird, mittragen. Obwohl auch nicht
spezifisch bindende Peptide Wassermolekiile einschlielen, die ihre Bindung an das
Protein vermitteln, konnen sie aber das fiir die spezifische Erkennung und hochaffine
Wechselwirkung erforderliche Wassernetzwerk nicht korrekt ausbilden (Chung et al.,
1998).

Eine rezeptor-spezifische'® Bindung von Liganden, die durch Wassermolekiile be-
dingt ist, wurde am Beispiel des FKBP12-Proteins im Komplex mit FK506 und
Calcineurin beobachtet (Rejto & Verkhivker, 1997).

Affinitat der Ligandenbindung Der Beitrag einzelner Wassermolekiile zur Affinitét
eines Liganden ist nicht weniger schwierig abzuschitzen als der Beitrag durch hy-
drophobe Wechselwirkungen (vgl. oben). Betrachtet man den energetischen Beitrag
eines Wassermolekiils zur Bindung zunichst unabhingig davon, ob dieses Wassermo-
lekiil die sterische und chemische Komplementaritit zwischen Rezeptor und Ligand
erhoht, so scheint es giinstig, das Wassermolekiil in der Bindetasche zu belassen,
wenn seine Ablosung vom Protein mit einem stark positiven freien Enthalpiebei-
trag verbunden ist, der durch neu gebildete Wasserstoftbriicken zwischen Protein
und Ligand nicht kompensiert werden kann. Dabei wird das Aufbrechen des Was-
serstoffbriicken-Netzwerks mit dem Protein einen enthalpischen Aufwand bedeuten,
wéhrend man fiir die Freisetzung des Wassermolekiils aus der Bindetasche in die
umgebende Reinphase (bulk-Bereich) einen entropischen Gewinn erwarten darf. Der
entropische und der enthalpische Beitrag sind hierbei nicht unabhéngig voneinander.
Locker gebundene Wassermolekiile sind leichter abzul6sen, ihre schwichere Fixierung
in der Proteinbindetasche begrenzt jedoch auch die mogliche Entropiezunahme bei
ihrer Freisetzung bzw. fithrt zu entropischen Strafbeitrégen fiir die Immobilisierung,
wenn diese Wassermolekiile im Bindungsepitop vergraben werden. Hingegen ist bei

19Die Spezifitiit ist hierbei nicht dadurch gegeben, dafl die Affinitit bei strukturellen Verinderungen
des Liganden empfindlich sinkt, sondern daf ein Ligand an Mutanten des Wildtyp-Proteins nur
schwach bindet.
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fest gebundenen Wassermolekiilen, deren Freisetzung zu grofien endothermen AH-
Werten fithren wird, auch der entropische Gewinn durch zusétzliche Freiheitsgrade
besonders hoch. Diese Enthalpie-Entropie-Kompensation ist ein bekanntes Phéno-
men aller Komplexbildungen in biologischen (wéfrigen) Systemen (Gilli & Ferretti,
1994) und macht eine Abschitzung der energetischen Beitrige von Wassermolekiilen
zur Ligandenaffinitit schwierig. Dunitz (Dunitz, 1995) schlug ein einfaches thermo-
dynamisches Modell vor, nach dem die Enthalpie-Entropie-Kompensation eine Ei-
genschaft aller schwachen intermolekularen Wechselwirkungen und damit zunéchst
unabhiingig vom wifirigen Medium ist. In diesem einfachen Modell kompensieren
sich die beiden Teilbeitrige fiir die Bildung einer Wasserstoftbriicke bei etwa 300 K
gegenseitig, was die Schwierigkeit illustriert, den Beitrag solcher Wasserstoffbriicken
zur freien Enthalpie einer Komplexbildung bei Raumtemperatur abzuschitzen. Ob-
wohl damit den lokalen Eigenschaften der freien Enthalpiehyperfliche fiir ein ein-
zelnes Wassermolekiil grofle Bedeutung zukommt, denn erst sie bestimmen in der
Energiebilanz iiber das Vorzeichen von AG, erwartet man im allgemeinen von der
Verdringung eines Wassermolekiils einen affinititssteigernden Beitrag (AG < 0).
Vor allem das Beispiel der durch strukturbasiertes Design gefundenen neueren Ge-
neration von HIV-Protease-Inhibitoren, die ein in Komplexen mit peptidartigen Li-
ganden stets konserviertes Wassermolekiil ersetzen (Lam et al., 1994), wird in der
Literatur haufig bemiiht, um eine aus der Verdringung von Wassermolekiilen in der
Bindetasche resultierende Affinititssteigerung zu belegen. Da bei diesen Inhibitoren
jedoch ein vollig neues Grundgeriist konzipiert wurde, konnen die beobachteten Affi-
nitétssteigerungen keinesfalls allein dem verdringten Wasser zugeschrieben werden.
Dariiber hinaus sind aber auch Beispiele zu finden, die mit nur moderaten struktu-
rellen Anderungen einhergehen, so daB eine erzielte hohere Affinitit tatséichlich mit
der Wasserverdriangung korreliert werden darf (Ness et al., 2000; Chen et al., 1998;
Holdgate et al., 1997). Es finden sich jedoch auch zahlreiche Gegenbeispiele (Clarke
et al., 2001; Chung et al., 1998; Mikol et al., 1995; Campiani et al., 1998; Mattos
et al., 1995), in denen die Verdringung eines Wassermolekiils, das nicht sehr fest an
das Protein gebunden war, trotzdem zu einem schwicher affinen Inhibitor fiithrte.
Obwohl nicht in allen Fillen eine Erklirung gefunden wurde, kénnen nicht vor-
ausgesehene Destabilisierungen der Ligandenkonformation hierbei eine Rolle spielen
(Mikol et al., 1995; Watson et al., 1994). Verschiebt sich die Position eines Liganden
beim Anbau weiterer Fragmente in der Bindetasche, so kann die Schwichung zuvor
bestehender Wechselwirkungen den méglichen Entropiegewinn durch die Wasserfrei-
setzung in der Energiebilanz vollstindig kompensieren (Watson et al., 1994; Clarke
et al., 2001). Umgekehrt konnen Verschiebungen des Ligandengeriists in der Bin-
detasche, die mit der Verdringung von nicht optimal plazierten Wassermolekiilen
einhergehen, aber auch zu einem zusitzlichen Affinititsgewinn fiithren (Xiang et al.,
1995).
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Mutationen des Antikérpers in Fv-HEL-Komplexen, die spezifische Wasserstofl-
briicken zerstorten, fiihrten systematisch zu unerwartet geringen Affinitétsverlusten.
Grund hierfiir waren Entropiekompensationen durch Umordnungen in der Solvens-
struktur und eine Zunahme der Mobilitdt von Proteinseitenketten und Wassermo-
lekiilen im Bindungsepitop (Fields et al., 1996).

Perona et al. (Perona et al., 1993) leiteten aus den beobachteten Affinitdtsun-
terschieden fiir die Bindung unterschiedlicher Liganden an Trypsin und an seine
Asp189—Gly/Gly226— Asp-Doppelmutante ab, daf direkte Wasserstoffbriickenkon-
takte im Vergleich mit wasservermittelten die freie Enthalpie der Ligandenbindung
nicht erhéhen?’. Auch Watson et al. (Watson et al., 1994) folgerten aus der Unter-
suchung von Glucose-analogen Inhibitoren der Glycogen-Phosphorylase, dafl wasser-
vermittelte Wasserstoffbriicken etwa gleich stark sind wie direkte.

Versuche, die enthalpischen und entropischen Beitrige einzelner Wassermolekiile zur
Ligandenaffinitiit zu quantifizieren, stiitzen sich sowohl auf theoretische Uberlegun-
gen wie auf experimentelle Daten.

Fiir den entropischen Bindungsbeitrag lieferte Dunitz (Dunitz, 1994) eine elegante
Abschitzung, nach der ein Wassermolekiil im Protein kaum fester gebunden sein
kann als im Eis. Die Entropiednderung, die mit seiner Freisetzung in die Reinphase
verkiipft ist, mufl daher zwischen 0 und dem Wert von 7cal/(molK) (= 29.29J/molK)
fiir den Transfer aus dem Eiskristall in die fliissige Phase liegen.

Ein Vergleich der thermodynamischen Daten fiir die Bindung von Tacrolimus und
Rapamycin an FKBP-12 sowie seine Tyr—Phe-Mutante zeigte, dal die Bindung an
die Mutante, in der zwei im Wildtyp an das Tyr gebundene Wassermolekiile fehlten,
in der Enthalpiebilanz im Mittel um 15.1 + 2kJ/mol giinstiger und in der Entro-
piebilanz im Mittel um -59J/molK ungiinstiger ist (Connelly, 1997). Hieraus wurde
eine mit der Freisetzung eines Wassermolekiils verbundene Entropieinderung von

200bwohl das Ergebnis dieser vielzitierten Studie plausibel scheint, ist die Ableitung dieser Aussage
aus den vorliegenden Daten zu hinterfragen. Der interessierte Leser moge S.946 der Referenz
nachlesen: beide dort angefiithrten Vergleiche gehen von der Vermutung aus, daf§ nur die Stérke
der Ladung auf der Carboxylatgruppe des Asp von Bedeutung fiir die Affinitét ist. Die Ar-
gumentation hinsichtlich des Vergleichs struktureller Anderungen beim Ubergang zu den Mu-
tanten vernachldssigt, dafl die Arg-Gruppe des Liganden zwar einen direkten Kontakt verliert,
dafiir aber ein wasservermittelter Kontakt zum gleichen Carboxylat-Sauerstoff hinzukommt. Ei-
ne Vergleichbarkeit mit der Lys-Gruppe im BPTI-Liganden ist aber nur dann gegeben, wenn
man annimmt, dafl die Zahl der ausgebildeten Wasserstoffbriicken (neben dem verdnderten
elektrostatischen Feld der Carboxylatgruppe) keine Rolle mehr spielt. Nur unter dieser impli-
ziten Voraussetzung konnen auch die Wildtypen verglichen werden, denn das Arg bildet eine
zweizdhnige, nicht wasserunterstiitzte Wechselwirkung mit der Carboxylatgruppe aus, wihrend
der terminale Stickstoff des Lys nur iiber die Vermittlung eines Wassermolekiils an einen der
beiden Carbonylsauerstoffe bindet.
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< 30J/molK abgeleitet, in sehr guter Ubereinstimmung mit dem von Dunitz ange-
gebenem Wert (Dunitz, 1994). Setzt man, basierend auf thermodynamischen Daten
von kristallinen Salzhydraten, fiir die Enthalpiesinderung bei der Uberfithrung von
Wasser aus der Rein-Phase in die Proteinbindetasche einen Wert von 15 kJ/mol an,
so ist der fiir die gebildete Wasserstoffbriicke berechnete Wert ebenfalls in sehr guter
Uberinstimmung mit Literaturwerten (Connelly, 1997). Der sich hieraus bei 298K
ergebende Gesamtbeitrag zur freien Enthalpie liegt mit -7kJ/mol (Renzoni et al.,
1997) unter dem von Wang & Ben-Naim aus thermodynamischen Uberlegungen ab-
geschitzten Beitrag von <-3kcal/mol (= -12,55 kJ/mol) (Wang & Ben-Naim, 1996).
Unterschiedliche kalorimetrisch bestimmte Bindungsenthalpien fiir Komplexbildun-
gen in D20 und HoO wurden von Chervenak und Toone (Chervenak & Toone, 1994)
herangezogen, um den Beitrag der Solvens-Reorganisation zur Ligandenbindung
direkt zu bestimmen. Innerhalb einer Serie von sieben Protein-Ligand-Systemen
schwankten die erhaltenen Werte zwischen 25 und 100% der Bindungsenthalpien.
Schlechte Korrelationen experimenteller AC,-Werte mit der bei der Ligandenbin-
dung vergrabenen unpolaren bzw. polaren Oberfliche (Ladbury et al., 1994; Connel-
ly et al., 1993; Varadarajan et al., 1992) haben dazu gefiihrt, dal auch hierfiir ein
Beitrag durch im Bindungsepitop vergrabene Wasser angenommen werden muf. Ei-
ne erste Abschétzung hierfiir geht von -4 bis -34J /K pro Mol Wasser aus (Connelly,
1997).

Eine der umfangreichsten thermodynamischen Studien, von der man sich quanti-
tative Aussagen iiber die Beteiligung von Wasser an der Protein-Ligand-Bindung
erhoffte, wurde in der Gruppe von Ladbury durchgefiihrt. Die Bindung von 20 un-
terschiedlichen Tripeptiden Lys-X-Lys an das Oligopeptid-bindende Protein (OppA)
wurde durch isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) charakterisiert und die Daten
auf der Basis der von Tame et al. gelosten Komplexstrukturen interpretiert (Sleigh
et al., 1999; Tame et al., 1994, 1996). Bei einer Streuung der K;-Werte iiber drei
Groflenordnungen wird die Bindung der zentralen Aminosiure in allen Fillen durch
variable Kombinationen aus Wassermolekiilen in jeweils konservierten Positionen
(gegeniiber der Apostruktur) vermittelt. Trotz der sonst selten verfiigbaren Kom-
bination von Strukturinformation mit kalorimetrischen Daten, beides in Serien her-
vorragender Qualitéit, konnten aus dieser Studie keine quantitativen Aussagen zum
EinfluB} des Wassers auf die Thermodynamik der Liganden-Bindung abgeleitet wer-
den. Vielmehr wurde die Studie zu einem fundierten Beleg fiir die Liicken in unserem
Verstidndnis der Rolle des Wassers. Auch bei sorgfiltigster Analyse und Beriicksichti-
gung lokaler Unordnungen im Kristall scheinen die gemessenen Affinitéitsdifferenzen
im Falle einiger Strukturvergleiche nur schwer nachvollziehbar. Ersetzt man z.B. in
der zentralen Position die Aminosiure Ala durch Trp, so werden drei Wassermo-
lekiile, die jeweils nur iiber ein bis zwei Wasserstoffbriicken ans Protein gebunden
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sind, von der sterisch anspruchsvolleren Seitenkette verdringt. Da auch die bei der
Bindung vergrabene unpolare Oberfliche zunimmt, wurde eine Affinitétssteigerung
erwartet. Tatsichlich unterscheiden sich selbst die einzelnen Enthalpie- und Entro-
piebeitrige fiir Lys-Ala-Lys und Lys-Trp-Lys aber kaum, und die Gesamtaffinitit
ist sogar fiir Lys-Ala-Lys unwesentlich hoher!
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3 Aufbau einer Datenbank zur
Charakterisierung von Wassermolekiilen

Praktisch alle Wissenschaftsdisziplinen verzeichnen heute einen sich stetig steigern-
den Wissenszuwachs. Fiir die Biologie stellen Fortschritte im Bereich der Sequenzie-
rungsmethoden in den letzten Jahren jedoch einen Motor dar, der diese Entwicklung
in besonderem Mafle angetrieben hat. Die Moglichkeit der Entschliisselung ganzer
Genome, die zunichst auf einfache Mikroorganismen, aber lingst auch auf das Ge-
nom des Menschen angewandt wurde, hat die Entstehung ganzer neuer Wissenszwei-
ge mit sich gezogen. Den genmomics wurden bald die proteomics zur Seite gestellt,
um nicht nur DNA-Sequenzen, sondern auch die darin kodierten Proteine charakte-
risieren zu kénnen. Die Funktion vieler auf diesem Weg entdeckter Proteine ist noch
vollig unbekannt, doch gilt es, ihr mogliches Potential als neue pharmazeutische Tar-
gets zu erkennen und auszuschopfen. Bedingt durch die Hoffnung, da8 die Zahl der
bekannten Targets dhnlich rasant wie die der insgesamt bekannten Proteinstruktu-
ren ansteigt, wurden auch proteinkristallographische Methoden derart erweitert, dafl
sie heute im Hochdurchsatz betrieben werden koénnen (Chayen & Saridakis, 2002;
Blundell et al., 2002). Der Arzneistoffentwicklung eroffnen sich dadurch ganz neue
Horizonte.

Diesem Optimismus ist jedoch die erniichternde Einsicht gegeniiber zu stellen, daf}
die reine Anhiufung von Daten noch keinen Wissenszuwachs garantiert. Hochdurch-
satzverfahren haben Sequenz- und Proteindaten in einer Menge generiert, die in den
letzten fiinf Jahren explosionsartig angestiegen ist, ohne dafl ein Ende abzusehen
wire. Die Auswertung dieser riesigen, kaum mehr zu iiberblickenden Datenmenge
stellt jedoch den kritischen Engpa$ in der Kette ineinander greifender Verfahren dar.
Auch wenn sie nie vollstdndig automatisiert, im Hochdurchsatz und ohne jede ma-
nuelle Intervention durchgefithrt werden kann, ist ein technischer Rahmen, der die
Extraktion von relevantem Wissen aus dem Datenpool so effizient wie irgend moglich
zu gestalten hilft, von grofitem Interesse. Die Notwendigkeit der Handhabung grofler
Mengen komplexer biologischer Daten lidutete die Geburtsstunde der Bioinformatik
(Benton, 1996) ein. Diese versucht, diesen Datenpool derart zu verwalten, daf§
alle bekannten Daten eines Typs moglichst aus einer Quelle und in einheitlicher
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Form (6ffentlich) verfiigbar gemacht werden. Des weiteren werden Datenbanksyste-
me entwickelt, deren Funktionalitéit auf die Bediirfnisse einer definierten Gruppe von
Nutzern (aus einem Fachgebiet) abgestimmt ist. Im Idealfall existieren Verkniipfun-
gen zu Datenbanksystemen mit anderen Schwerpunkten, um auch interdisziplinére
Aspekte nicht auszuklammern. Von der Effizienz solcher Datenbanksysteme wird
es mafigeblich abhéngen, ob der argumentativ hiufig verkiirzt dargestellte Weg von
den entschliisselten Genen zu vielen neuen Wirkstoffen tatséchlich gangbar ist.

3.1 Einfiihrung: Strukturdatenbanken im Drug Design

Die Entwicklung eines neuen Arzneistoffes ist ein iterativer Proze8, in dessen Verlauf
sich die Art der Fragen, die an eine Datenbank gestellt werden sollen, verschiebt.
Geht es anfinglich darum, das Target-Protein unter Zuhilfenahme aller verfiigbaren
biochemischen und Strukturdaten zu charakterisieren, so beginnt mit der Bestim-
mung einer (neuen) Leitstruktur die Optimierung der Eigenschaften (Affinitéit, aber
auch ADMET-Parameter') neuer Liganden durch Modifikation der Struktur eines
aktuellen Arzneistoff-Kandidaten in mehreren Zyklen. Um zu kliren, welche struk-
turellen Abwandlungen, ausgehend von einer gelésten Komplexstruktur, zu einer
verbesserten Affinitdt fithren konnen, sind Datenbanken mit ganz anderen struk-
turbiologischen Informationen erforderlich als man sie zu Beginn eines Projektes
benétigt.

Da die Auswertung von strukturbiologischen Informationen offensichtlich von groflem
Nutzen fiir das Drug Design sein kann, wurde die Funktionalitdt mehrerer existen-
ter Datenbanken im Hinblick auf diese Anwendung erweitert. Die Datenbank, die
alle offentlich verfiigbaren Proteinstrukturen archiviert, ist die PDB (Protein Data
Bank) (Berman et al., 2002, 2000; Bernstein et al., 1977) [www.rcsb.org/pdb]. Un-
ter der Leitung des Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB)
wurden die Suchméglichkeiten in der PDB in den letzten Jahren stark erweitert, so
daB neben einfachen Stichwortsuchen jetzt auch Suchen nach Autor, Titel, experi-
menteller Technik etc. méglich sind, wobei mehrere Suchkriterien verkniipft werden
kénnen. Des weiteren kénnen Suchen eingeschrankt werden auf Eintrége, die be-
stimmte Merkmale aufweisen, z.B. auf solche, die Enzyme darstellen, oder solche, die
DNA/RNA enthalten bzw. gerade keine solchen Nukleinsduren enthalten. Die PDB
enthilt Querverweise (Links) zu den gingigen Datenbanken zur Klassifizierung von
Proteinen nach Sequenzhomologie und / oder Faltungsmuster wie CATH (Class,
Architecture, Topology and Homologous Superfamily) (Orengo et al., 1997), FSSP

'i.e. absorption (Aufnahme) , distribution (Verteilung), metabolism (Umsetzung), excretion (Aus-
scheidung), toxicity (Toxizitét)
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(Fold Classification based on Structure-Structure Alignment of Proteins) (Holm &

Sander, 1998), SCOP (Structural Classification of Proteins) (Murzin et al., 1995)

und VAST (Vector Alignment Search Tool) (Gibrat et al., 1996). Sie stellt dariiber
hinaus jedoch keine speziellen Tools zum Vergleich von (verwandten) Proteinstruk-

turen zur Verfiigung.

Dies hat die Entwicklung einer Reihe von Datenbanken angestofien, die sich jeweils
auf eine Proteinfamilie konzentrieren und gezielt Informationen zusammentragen,

die fiir die Forschung auf diesem Gebiet als relevant angesehen werden. In diesem Zu-

sammenhang sind zu nennen: die Protein Kinase Resource [www.sdsc.edu/kinases],

die ESTHER Datenbank fiir Esterasen und «/f-Hydrolasen [www.ensam.inra.fr/cgi-

bin/ace/index], eine Membran-Protein-Struktur-Datenbank [blanco.biomol.uci.edu/

Membrane_Proteins_xtal.html], eine Struktur-Bibliothek von EF-Hand-Calcium bin-

denden Proteinen [structbio.vanderbilt.edu/cabp_database], Prolysis und MEROPS

fiir Proteasen und Protease-Inhibitoren [Delphi.phys.univ-tours.fr/Prolysis] [www.

merops.co.uk], die Metalloprotein-Datenbank MDB [metallo.scripps.edu] und die
HIV Protease-Datenbank [www.nicfcrf.gov/HIVdb]. In der PROMISE Datenbank

[bmbsgill.leeds.ac.uk/promise] werden Proteine nach ihren prosthetischen Grup-

pen klassifiziert. Fiir Proteinklassen, fiir die bisher nur wenige Strukturen experi-

mentell gelost wurden, werden Strukturmodelle gesammelt, wie z.B. in der GPCR-

Datenbank [www.gpcr.org/7tm]. Die meisten dieser Datenbanken verfiigen wieder-

um iiber Links zu PDBSUM (Laskowski et al., 1997; Luscombe et al., 1998; Laskow-

ski, 2001), SCOP, FSSP, PQS (Protein Quarternary Structure)(Henrick & Thorn-
ton, 1998) etc. , so dafl der Vergleich von reinen Proteinstrukturen zumindest durch
die Verkniipfung mehrerer Datenbanken in vieler Hinsicht moglich ist.

Interessiert man sich jedoch nicht allein fiir Proteine, sondern fiir protein-gebundene
kleine organische Molekiile und die Wechselwirkung dieser Liganden mit einer Pro-

teinstruktur, so tut sich in den existierenden Strukturdatenbanken eine grofie Liicke
auf. Zwar gibt es die Binding Database [www.bindingdb.org/bin/index.jsp], wel-
che Bindungsaffinititen fiir zahlreiche Proteine und ihre Liganden archiviert. Doch
enthélt diese Datenbank nur ein Minimum an Strukturinformationen und erlaubt
z.B. nur Suchen nach Liganden-Annotationen und -Substrukturen. Zur Untersu-

chung der 3D-Wechselwirkung zwischen Ligand und Protein in Metalloproteinen ist
eine Visualisierung der Metall-Bindestellen, wie sie die MDB zur Verfiigung stellt,

hilfreich. Die Werkzeuge zur Analyse solcher Wechselwirkungen in der MDB sind
jedoch rudimentir. Das in der 3D Insight Datenbank enthaltene Modul ProNIT
[www.rtc.riken.go.jp/jouhou/3dinsight /3dinsight.html] zur Untersuchung von Pro-

tein-Nukleinsdure- Wechselwirkungen erlaubt hingegen immerhin die Suche nach Kon-
takten zwischen Aminosdure und Nukleinsiure, wobei neben den interagierenden
Atomen auch die Kontaktdistanz spezifiziert werden kann.

Der Mangel an mafigeschneiderten Datenbanken mit strukturbiologischen Informa-
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tionen, die das Drug Design unterstiitzen und beschleunigen kénnen, erfordert da-
her hiufig ein Zuriickgreifen auf Informationsquellen oder auf Methoden, die nicht
optimal sind. Obwohl es aufwendig und miihsam ist, kann man sehr wohl einen
Datensatz von Strukturen eines Zielproteins vom RCSB Server einzeln laden, mit
einem gingigen Molecular Modelling Software Paket iiberlagern und dann struk-
turelle Unterschiede zwischen komplexierter und liganden-freier Form (oder auch
zwischen unterschiedlichen Komplexen) manuell und durch visuelle Analyse unter-
suchen. Ebenso mag es méglich sein, durch eine Anfrage in einer Datenbank eine
Liste von Treffer-Strukturen (Hits) zu generieren, welche durch eine weitere An-
frage an eine zweite Datenbank nochmals gefiltert wird. Da die Entwicklung von
Interfaces zwischen den unterschiedlichen, in den Biowissenschaften verwendeten Da-
tenbanken aber erst in jlingster Zeit so forciert wurde, dafl datenbankiibergreifende
Navigationssysteme (Etzold et al., 1996; Zdobnov et al., 2002) zur Anwendungsreife
gelangen, wird dies hiufig noch die manuelle Ubertragung jedes einzelnen Hits im-
plizieren. Je nach Grofle der Hitliste mag dies praktikabel sein, Data Mining kann
man so jedoch sicher nicht betreiben. Modelling Software kann auch nicht einge-
setzt werden, um grofle Datenséitze z.B. nach typischen Wechselwirkungsgeometrien
zwischen zwei bestimmten interagierenden Fragmenten zu untersuchen. Derarti-
ge Information wurde in grofem Umfang fiir Kleinmolekiilstrukturen in der CSD
(Allen & Kennard, 1993) gesammelt. Kleinmolekiildaten, Proteinstrukturdaten und
durch ab initio-Rechnungen generierte Strukturen bieten zueinander komplementére
Informationen, aus denen sich bei Beachtung der Grenzen und Méglichkeiten der je-
weiligen Methoden ein konsistentes Bild ergibt (Bruno et al., 1997). Die Daten der
CSD sind daher zwar hilfreich fiir das Drug Design (Klebe, 1994; Pascard, 1995), sie
sind aber nicht unmittelbar auf Proteinstrukturen iibertragbar. Griinde hierfiir sind
neben der erreichbaren Datenqualitit?, die systematisch zu einer breiteren Streuung
der in den PDB-Daten beobachteten Geometrien fithren, der Einflul der Kristall-
packung, der bei den kleinerer Einheitszellen in Kleinmolekiilkristallen ausgeprégter
ist, und die Préavalenz hydrophober Wechselwirkungen in den Kristallstrukturen
von Proteinen (Boer et al., 2001). Die Datenbank Isostar (Bruno et al., 1997) ar-
chiviert Wechselwirkungsgeometrien von Molekiilfragmenten, die in der CSD und
in der PDB beobachtet werden. Sie erlaubt gerade deshalb auch den Vergleich der
in beiden Datenbanken beobachteten Geometrien. Der Einsatz im Drug Design ist
jedoch dadurch eingeschrinkt, daf die Interaktionsgeometrien nur fiir Paare (keine
Anordnungen mit mehr als zwei Fragmenten) von funktionellen Gruppen archiviert
wurden, und dafl die Daten nur fiir einen begrenzten Satz vordefinierter Fragmente

2Kleinmolekiilstrukturen weisen i.a. nicht nur héhere Auflosungen und deutlich geringere R-
Faktoren auf als Proteinstrukturen, die Kristalle wurden z.T. auch bei niedrigeren Temperaturen
vermessen, was Molekiilbewegungen im Kristall reduziert.
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zur Verfiigung stehen.

3.1.1 Die Datenbank Relibase

Die erste Datenbank, die speziell auf die Untersuchung von Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen zugeschnitten wurde, war Relibase (Hemm et al., 1995; Hendlich, 1998).
Die Entwicklung dieser Rezeptor-Ligand-Datenbank markiert einen Meilenstein fiir
den Einsatz von Datenbanken im Drug Design; und bis heute?® ist die Palette an
Funktionalitdten, die Relibase hinsichtlich strukturbasierter Fragen zur Verfiigung
stellt, konkurrenzlos. Als erste Datenbank klassifizierte Relibase Protein- und Li-
gandeninformation fiir simtliche bekannten Proteinstrukturen und stellte Metho-
den zur Verfiigung, die auch komplexe strukturbasierte Suchen fiir den gesamten
Datensatz und nicht nur eine Einzelstruktur ermoglichen. Relibase klassifiziert Li-
ganden nach ihrer 2D- und ihrer 3D-Struktur, erkennt intramolekulare Geometri-
en wie auch intermolekulare Wechselwirkungsgeometrien und unterscheidet Atom-
typen nach ihrer Hybridisierung. Als einzige Datenbank erlaubt Relibase durch
seine MolEd-Funktionalitit (Hendlich et al., 2003) die Suche nach dreidimensio-
nalen Wechselwirkungsmustern zwischen beliebigen Molekiilfragmenten, spezifiziert
durch geometrische Randbedingungen wie Distanzen, Bindungswinkel und Torsions-
winkel. Basierend auf der Erkennung von gleichen Molekiilfragmenten kénnen alle
Liganden nach ihrer 2D-Ahnlichkeit untereinander eingeordnet werden. Daneben
integriert Relibase aber auch Standard-Prozeduren, die andere Datenbanken genau-
so zur Verfiigung stellen (z.B. Sequenzvergleiche, Zuordnung von Sekundérstruk-
turen). Erst die Breite an unterschiedlichen Funktionalitdten, welche miteinander
kombiniert werden kénnen, zusammen mit der Tatsache, dafl Relibase sdmtliche
Struktur-Eintrige der PDB enthilt, macht echtes Data Mining in diesem reichen
Fundus an Strukturen moglich.

Keine der existierenden Datenbanken, Relibase eingeschlossen, widmet sich speziell
der Untersuchung von Wassermolekiilen in Proteinstrukturen und ihrer Rolle bei
der Bindung von Liganden, so daf} hier eine Neuentwicklung méglich und notwendig
wurde. Die in dieser Arbeit vorgestellte Datenbank mit Informationen zu Wassermo-
lekiilen aus Proteinstrukturen, welche diese Liicke schlie8t, wurde bewuflt nicht als

3Die vorliegende Arbeit bemiiht sich nicht um eine sprachlich klare Unterscheidung zwischen Re-
libase, der von M. Hendlich entwickelten und frei verfiigbaren Datenbank, und Relibase+, der
spiteren, von A. Bergner weiterentwickelten und vom CCDC kommerziell vertriebenen Version.
Der Grund hierfiir ist, daf} die Entwicklung des Wassermoduls zeitlich parallel zur Weiterent-
wicklung von Relibase in Relibase+ stattfand und auch inhaltlich z.T. mit dieser verwoben ist.
Wenn auf die Kerndatenbank Bezug genommen wird, so entspricht diese hiufig weder Relibase
noch Relibase+ im strengen Sinn, sondern einem nicht durch eine Versions-Nummer spezifizier-
baren Entwicklungsstadium.
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vollig eigenstindiges Programm konzipiert, sondern in das Relibase-System, die ge-
genwirtig méchtigste Datenbank mit strukturbiologischer Information fiir das Drug
Design, integriert. Dies war aus mehreren Griinden attraktiv: abgesehen davon, dafl
der Riickgriff auf das gleiche technische Konzept eine Erleichterung darstellt, wird
die wasserspezifische Funktionalitit erst in Kombination mit anderen Funktionen zu
einem so méichtigen Werkzeug. Gleichzeitig konnen Grundfunktionen, die im Hin-
blick auf die Untersuchung von Wasser implementiert wurden, auch fiir den Aufbau
anderer Funktionalititen (vgl. die Untersuchungen zur Proteinflexibilitét in 4.3.1)
herangezogen werden. Die vorliegende Arbeit beinhaltet also Weiterentwicklungen
an der Kerndatenbank Relibase wie auch die Ergidnzung eines neuen Moduls fiir
Wassermolekiile.

Da zum Zeitpunkt dieser Arbeit umfangreiche Publikationen zu Aufbau und Funk-
tionalitidt der Kerndatenbank bereits vorliegen (Bergner et al., 2002; Giinther et al.,
2003; Hendlich et al., 2003), werden hier nur die Aspekte des Datenbankaufbaus
ausgefiihrt, die fiir die Erweiterung der Funktionalitit um die Moglichkeiten, Was-
sermolekiile zu untersuchen, relevant sind.

Aufbau der Datenbank

Relibase wurde als eine objektorientierte Datenbank konzipiert. Alle Objekte werden
von einer C++ Klassenbibliothek verwaltet. Die Datenarchive weisen eine B-tree
Datenstruktur auf, die einen effizienten Zugriff auf einzelne Objekte gewéhrleistet.
Die Speicherverwaltung wird durch sog. pointer swizzling (Alger, 1995) optimiert.

Datenprozessierung

Da der Abschlufl des Data Curation-Projekts der PDB (Bhat et al., 2001), in dessen
Zuge sdmtliche alten PDB-Eintréige neu editiert, validiert und im mmCIF-Format
(Westbrook & Bourne, 2000) neu herausgegeben werden, mit dem Ende dieser Ar-
beit zeitlich zusammenfillt, soll nur die bisher iibliche Datenprozessierung, ausge-
hend von PDB-Dateien, hier behandelt werden.

Die Prozessierung von Relibase-Daten erfolgt in zwei Schritten. Im ersten Schritt
wird sdmtliche Information aus den PDB-Files eingelesen, die Daten werden durch
abgeleitete Zusatzinformationen (Atom- und Bindungstypen) angereichert und an-
schlieBend in XML-Format gespeichert. Relibase verfiigt iiber einen XML-Parser,
der diese Dateien einliest, um sie in das bindre Relibase-Format zu iibertragen.

Da die PDB-Dateien nur die Elementtypen fiir jedes Atom enthalten, zur Klassifi-
zierung der internen Stuktur von Liganden und ihrer Wechselwirkungen mit anderen
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Molekiilen jedoch Angaben iiber Hybridisierung der Atome, Bindungstypen und -
geometrien notwendig sind, werden mit dem Programm BALI (Hendlich et al., 1997)
Bindungswinkel und -lingen analysiert und anhand einer Reihe empirischer Regeln
funktionelle Gruppen, einschliefllich aromatischer Ringssysteme, erkannt. Die Anrei-
cherung der Datenqualitit gegeniiber den Rohdaten aus der PDB beinhaltet zudem,
dal die von BALI getroffene Zuweisung von Atomtypen und Bindungsordnungen
gemif der Sybyl-Notation (Sybyl, Tripos. Inc.) fiir jedes neue Ligandentemplat
(2D Struktur eines Liganden) manuell iiberpriift wird.

BALI iibernimmt auch die Klassifizierung von Molekiilen nach den Typen Prote-
in, Ligand und Solvens. Folgende Kriterien definieren die Zugehorigkeit zu den drei
Typen:

e Eine Polypeptidkette aus mindestens 21 Aminoséduren wird als Protein erkannt.
Dabei miissen alle Bausteine natiirliche Aminosduren darstellen. Dies impli-
ziert, da} kovalente Modifikationen von Aminosiuren (z.B. Cys-Oxidationen,
Glykosylierungen/Phosphorylierungen an Tyr/Ser) oder nicht-natiirliche Ami-
noséduren (z.B. Selenomethionin) ausgeschlossen werden. Ein posttranslational
modifiziertes Protein wird dementsprechend in einen Proteinteil und einen ko-
valent gebundenen Ligandenteil aufgespalten.

e Der Solvensanteil einer Proteinstruktur besteht aus Wassermolekiilen der che-
mischen Formel HoO oder D5O. Da in Rontgenstrukturen Information iiber
die Position von Wasserstoffatomen im allgemeinen nicht verfiigbar ist, stellen
Wassermolekiile separierte, nicht kovalent gebundenen Sauerstoffatome dar.
Details der Solvensdefinition, die eingefiihrt werden mufiten, um eine konsi-
stente Klassifizierung der Wassermolekiile aus allen PDB-Strukturen zu errei-
chen, werden in 3.2.1 beschrieben.

e Liganden sind definiert als alle Nicht-Protein und Nicht-Solvens Molekiile. Die-
se Definition umfafit neben kleinen organischen Molekiilen auch Nukleinsiuren,
Metallionen, kleine anorganische (Sulfat, Phosphat) oder organische Ionen
(Acetat) sowie organische Losungsmittel (DMSO, Ethanol), die im Kristal-
lisationspuffer enthalten sein kénnen. Peptide werden bis zu einer Linge von
20 (natiirlichen) Aminosiuren als Liganden behandelt (vgl. oben). Ligan-
den konnen auch kovalent mit dem Protein verkniipft sein, wie es z.B. bei
Selbstmord-Substraten oder glykosylierten Hydroxylgruppen des Proteins der
Fall ist.

Relibase unterscheidet zwischen einem Liganden-Templat und einer individuellen Li-
gandenstruktur. Durch das Templat ist die 2D-Struktur des Liganden beschrieben,
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und weitere Groflen wie die Molekiilmasse sind gleichzeitig damit festgelegt. Ver-
schiedene Liganden des gleichen Templats kénnen sich aber, wenn sie in unterschied-
lichen Proteinstrukturen oder -ketten auftreten, sehr wohl in ihrer Konformation,
in ihren B-Faktoren oder ihrer Losemittelzuginglichkeit unterscheiden. Die Zuord-
nung von Liganden zu einem gemeinsamen Templat verhindert auf der einen Seite
das Speichern von redundanter Information, sie ermdglicht aber auch eine Beschleu-
nigung der Bearbeitung von Suchanfragen, die sich auf Liganden beziehen oder diese
zumindest einschlieBen. Wo immer moglich, wird eine Suchanfrage zunéichst auf die
(kleinere) Liste aller Ligandentemplate angewandt, und fiir die Template, die als
Treffer ermittelt werden, werden dann die Listen aller zugehorigen individuellen Li-
ganden abgerufen.

Die XML-Dateien, die den Ausgangspunkt fiir den zweiten Schritt der Datenprozes-
sierung darstellen, kénnen auch von anderen Applikationssystemen genutzt werden,
da XML sich als Standard-Format fiir den Austausch von Informationen zwischen
unterschiedlichen Datenbanken etabliert hat. Bei der Ubersetzung in die biniren
Relibase-Dateien werden die hierarchischen Beziehungen (z.B. PDB-Struktur —
Proteinkette — Aminosdure — Atom — Koordinaten), die schon im Aufbau der
XML-Dateien zu erkennen sind, iibernommen. Gleichzeitig werden Querverbindun-
gen in Form von Zeigern entsprechend der internen Struktur der Klassenbibliothek
erginzt.

3.2 Konzeption und Entwicklung der Wasserdatenbank

Die Erweiterung der Relibase-Funktionalitit um ein neues Modul, das Informationen
itber Wassermolekiile speichern soll, setzt auf dem oben beschriebenen technischen
Konzept auf. Zur Ableitung dieser Daten werden die in den bindren Dateien der
Kerndatenbank gespeicherten Informationen abgerufen und mit Algorithmen, die
wiederum auf die gemeinsame Klassenbibliothek zuriickgreifen, verarbeitet. Hierzu
muf} zunichst eine korrekte Klassifizierung der Wassermolekiile in der Kerndaten-
bank bei der Prozessierung mit BALI gewéhrleistet sein (siche 3.2.1). Die in dem
neuen Modul gespeicherten Informationen umfassen einen Satz von Deskriptoren
fiir jedes einzelne Wassermolekiil, dessen Entwicklung in 3.2.3 beschrieben wird, so-
wie Wasserstrukturen, die im einzelnen in 3.2.4 und 3.2.5 ausgefithrt werden. Die
gesammelten Informationen werden in XML-Format ausgegeben, analog zur oben
beschriebenen Prozessierung der Kerndaten durch den XML-Parser eingelesen und
schliefflich in einer eigenen Datei mit bindrem Format und B-tree-Struktur abgelegt.
Die wichtigsten funktionellen Module, die auf die in der Wasserdatenbank gespei-
cherten Daten zuriickgreifen, werden in 3.2.6 und 3.2.7 beschrieben. Abschnitt 3.3
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illustriert die Anwendung der Datenbank auf ausgewéihlte Fragen der Hydratation
von Proteinen bzw. ihrer Ligandenbindetaschen.

3.2.1 Zuordnung von Molekiilen des Typs Solvens (MOL_SOLVENT)
in Relibase

Die einfachste und offensichtliche Beschreibung von Wassermolekiilen ist durch die
Summenformel HOH gegeben, die nach der Formatbeschreibung des aktuellen PDB-
Guide Version 2.2 auch als Dreibuchstabencode im PDB-file wiederzufinden ist. Die
Moglichkeit der Deuterierung erweitert dies auf Molekiile der Formel DOD. Soweit
reichen auch die in gingiger Software implementierten Algorithmen zur Erkennung
von Wassermolekiilen, und iiber 99% der in der PDB abgelegten Wassermolekiile
werden damit korrekt klassifiziert.

Ohne eine Erweiterung der Definition wiirde Relibase jedoch in Einzelfillen Was-
sermolekiile filschlicherweise als Liganden klassifizieren. Einzelne Autoren haben
weitere Dreibuchstabencodes eingefiihrt, um die Wassermolekiile innerhalb einer
Struktur in mehrere Untergruppen zu unterteilen. So werden Hydroxidionen bis-
weilen als HYD (z.B. pdblek4) oder OH (z.B. pdblxyl) bezeichnet, um eine Aus-
sage iliber den vermuteten Protonierungszustand zu treffen. Ungeordnete (,,disor-
dered”) Wassermolekiile werden mit DIS bezeichnet (z.B. pdblnib), wihrend fiir
gebundene Wassermolekiile (,,bound waters”) der Code MTO zu finden ist (z.B.
pdblcik). Die Bezeichnung TIP (z.B. pdb449d), die als einzige nicht konform mit
dem HET Group Dictionary (http://pdb.rutgers.edu/het_dictionary.txt) der PDB
ist, resultiert aus der Verwendung eines derartigen Jorgensen’schen Wassermodells
(Wallgvist & Mountain, 1999) wihrend der Verfeinerung.

Obwohl diese Unterscheidungen sicher in der guten Absicht geschahen, die Struk-
turdaten durch Zusatzinformationen anzureichern, welche bei der Beschiftigung mit
einer einzelnen Struktur auch durchaus hilfreich sein mégen, entstehen dadurch In-
konsistenzen in einem Datensatz, der alle Proteinstrukturen der PDB umfafit. Es
liegt nun nahe, einfach alle isolierten, nicht kovalent gebundenen Sauerstoffatome in
einer Struktur als Wasser zu klassifizieren. Dabei sollten die erwdhnten Sonderfille
mit erfafit werden. Ein solcher Ansatz setzt jedoch eine hinreichend hohe Datenqua-
litdt voraus, um eindeutig kovalente von nicht-kovalenten Bindungen unterscheiden
zu konnen. Hiervon kann fiir Wassermolekiile aufgrund der inhérenten Unsicherheit
ihrer Positionen in Proteinstrukturen und der groflen Spannweite ihrer beobachte-
ten, teils sicher fehlerbehafteten interatomaren Kontaktdistanzen aber nicht ausge-
gangen werden. Dieser Punkt erhilt besondere Bedeutung dadurch, daf kovalente
Modifikationen an oxidierten Cystein-Seitenketten, die relativ hiufig auftreten (z.B.
pdblhiv), genau ein Sauerstoffatom umfassen. Wiahrend die Behandlung dieser Sau-
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erstoffatome als Ligand unbefriedigend sein mag und in der Weiterentwicklung von
Relibase sicher einer Verbesserung bedarf, stellen diese doch eindeutig keine Was-
sermolekiile dar und diirfen auch nicht mit solchen verwechselt werden.

Daher wurden die alternativen Dreibuchstabencodes explizit in das BALI-Programm
zur Identifikation von Wassermolekiilen mit aufgenommen. Diese Methode mag we-
nig elegant erscheinen, sie ist aber sehr verldfllich. Sofern die Liste der Alternativ-
codes durch einen Autor erweitert werden sollte, wiirde Relibase darin ein neues
Ligandentemplat erkennen, das manuell iiberpriift wiirde. Dabei wiirde die Fehlzu-
weisung erkannt werden, und der neue Code konnte in BALI ergénzt werden.

Ein weiterer Fall, in dem die Erkennung von in einer PDB-Struktur abgelegten
Wassermolekiilen nach Standardprotokollen miflingt, betrifft Wassermolekiile bzw.
Hydroxidionen in der Koordinationssphire von Metallionen. Metalle wie Mg?*,
Cu?t, Mn?* etc. werden von einigen Autoren zusammen mit ihrer Hydrathiille als
eigene Heteroatomgruppe behandelt und abhéngig von der Zahl gebundener Wasser-
molekiile durch einen neuen Dreibuchstabencode beschrieben. Dem liegt die sicher
richtige Idee zugrunde, daf} solche Wassermolekiile so fest an das Metall gebunden
sind, dafl der Komplex als eine Einheit aufgefafit werden kann und daf} sich diese
Wassermolekiile in ihren Eigenschaften substantiell von anderen, auf der Proteino-
berfliche zu findenden, unterscheiden. Wie bei den oben diskutierten Gruppen sind
auch diese Bezeichungen, obwohl sie nur in vergleichsweise wenigen PDB-Dateien
verwendet werden, in das HET Group Dictionary der PDB aufgenommen worden®.
Daher ist auch im Zuge des Data Uniformity Projects nicht zu erwarten, dafl man
von diesen Typen grundsétzlich abriickt. Wiederum miissen solche Wassermolekiile
jedoch bei der Prozessierung von Relibase-Daten konsistent als Teil des Solvens er-
kannt werden.

Dabei ist zu beachten, daf nicht jedes Metallion, das von Sauerstoffen umgeben ist,
notwendigerweise von Wassermolekiilen komplexiert wird. Abhéngig von der Na-
tur des zentralen Metalls und seiner Oxidationsstufe kann es sich auch um ein Oxo-
(oder Peroxo-) Anion des Metalls handeln. So sind zum Beispiel viele Vanadat-Ionen
in Proteinstrukturen enthalten (z.B. pdblvom), aber auch Wolframate (pdblwod),
Molybdate (pdb1h9j) und Borate (pdb1b33) sind zu finden. Die Tatsache, da§ Pro-
teinstrukturen empfindlich gegen Oxidationsmittel sind, bedingt, daf z.B. Chromat
oder Permanganat-Ionen in PDB-Strukturen nicht anzutreffen sind. Dies erleichtert
die korrekte Erkennung der Bindungsverhéiltnisse, da sonst denkbare Verwechslun-
gen (z.B. zwischen Cr(H20)43" und CrO42~) mit diesem Argument ausgeschlossen

“Dabei ist zu beachten, daf§ die Terminologie nur teilweise intuitiv ist. Wahrend Magnesium und
Calcium-Ionen mit 1-6(7) Wassermolekiilen als MO1-MO6 und OC1 - OCT7 bezeichnet werden,
stellt OF1 Fe3T mit einem Wasser, OF3 aber Fe?t mit ebenfalls einem Wasser dar. Auch ZN3
bindet nur ein Wassermolekiil. Véllig verwirrend ist die Bezeichnung von Cobaltionen: OCL(1
Wasser), OCM(3 Wasser), OCN(2 Wasser), OCO (6 Wasser).
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werden konnen. Daher wurde das BALI-Programm so modifiziert, dal eine Ein-
teilung der Metalle in Oxoanionbildner und Aquokomplexbildner erfolgt. Fiir die
ersteren wird die jeweilige Heteroatomgruppe als ein Ligand in Relibase aufgenom-
men, fiir die letzteren wird nur das Metallzentrum als Ligand aufgefafit, wihrend die
umgebenden Sauerstoffatome formal abgetrennt und als Wassermolekiile klassifiziert
werden. Diese Prozedur war als Voraussetzung fiir die Entwicklung des Algorithmus’
in Kap. 7 von Bedeutung.

3.2.2 Zugriff auf ein einzelnes Wassermolekiil in der Datenbank

Typischerweise numeriert ein Kristallograph alle Wassermolekiile in einer Struktur
durch, und auch in Publikationen greift man auf diese Numerierung zuriick, so dafl
ein Wassermolekiil z.B. als Wasserl oder WAT2 oder HOH3 beschrieben wird. Die-
se Numerierung findet sich im PDB-File in der Spalte 23 - 26 und entspricht somit
den Nummern fiir die Aminosiuren einer Kette. Beide werden in der Relibase-
Terminologie als unit_number bezeichnet. Prinzipiell sollte ein Wassermolekiil da-
durch eindeutig zuzuordnen sein. Allerdings finden sich einzelne PDB-Eintréige, bei
denen das nicht der Fall ist und mehrere Wassermolekiile die gleiche unit_number
haben. Dies ist meist gegeben, wenn ein Protein aus mehreren identischen Ketten
besteht, deren Solvatationshiille von einander entsprechenden Wassermolekiilen auf-
gebaut wird, welche vermutlich auch bei der Verfeinerung nicht unabhéngig vonein-
ander behandelt wurden (nicht-kristallographische Symmetrie). Die PDB-Dateien
listen solche Wassermolekiile hiufig im Zusammenhang mit dem Namen der Pro-
teinkette. Die einzige sichere Unterscheidungsmoglichkeit stellt in diesem Fall die
Atom-Nummer (atom_number) in den Spalten 7-11 dar, welche in jedem Fall inner-
halb einer PDB-Datei einmalig ist. Obwohl die Verwendung dieser Nummer unty-
pisch ist, beruht die Identifikation eines Wassermolekiils und der Zugriff auf alle ihm
zugehorigen Daten in Relibase auf der Angabe von unit_number und atom_number.
Wihrend die Ausgaben fiir den Benutzer im GUI nur die vertrauten unit_numbers
umfassen, wird die atom_number jeweils mitprozessiert. Innerhalb des Python-
Interfaces kann ein Wassermolekiil explizit iiber beide Kennummern angesprochen
werden; wenn der Benutzer nur eine unit_number vorgibt, wird die Anfrage aber
auch bearbeitet. In der Regel ist diese Angabe ja bereits eindeutig, und nur wenn
die Uberpriifung ergibt, daf mehrere Wassermolekiile in Frage kommen, wird eine
Riickfrage an den Benutzer gestellt.
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3.2.3 Deskriptoren fiir Wassermolekiile

Zur Charakterisierung jedes Wassermolekiils in der Datenbank wurde ein Satz von
Deskriptoren entwickelt, die vorberechnet und permanent gespeichert werden. Die
Deskriptoren greifen einerseits kristallographische Daten wie den B-Faktor des Was-
sermolekiils auf. Sie beschreiben jedoch vor allem die rdumliche Umgebung des
Wassermolekiils, wobei zwischen der ersten und der zweiten Koordinationssphére
unterschieden wird. Ausgehend von einer moglichst einfachen Beschreibung wurden
fiir die Eigenschaften, die sich als wichtig erwiesen (vor allem fiir die Untersuchun-
gen zur Konservierung von Wassermolekiilen, vgl. Kap. 5), nachfolgend detailliertere
Charakterisierungen entwickelt. Der gegenwértige Deskriptorensatz 148t diese Ent-
wicklung unschwer erkennen. Im einzelnen umfafit er folgende Deskriptoren:

Kristallographischer B-Faktor (BF) Der Temperaturfaktor (B-Faktor) eines Atoms
ist ein Ergebnis des Verfeinerungsprozesses und spiegelt wider, wie weit die Elektro-
nendichte, die einem bestimmten Atom zugeordnet wird, rdumlich verschmiert ist.
Er ist nach

8w (Ar)?
3

mit dem mittleren Verschiebungsquadrat eines Atoms verkniipft. Da sowohl die

B (3.1)

thermische Bewegung von Strukturelementen (z.B. flexible Schleifen oder bewegli-
che Wassermolekiile) als auch eine unzuldngliche Datenqualitit in bestimmten Struk-
turbereichen zu einer Verschmierung der Elektronendichte fithren kénnen, kann der
B-Faktor nicht unmittelbar als ein Maf fiir die Mobilitdt eines Wassermolekiils ange-
sehen werden. Dies gilt insbesondere fiir den Vergleich unterschiedlicher Strukturen,
die sich in Auflésung, experimenteller Temperatur bei der Messung, Verfeinerungs-
protokoll und Anzahl der gesetzten Wassermolekiile (pro Aminosdure) unterschei-
den.

Mobilitdt eines Wassermolekiils (MOB) Da die Ermittlung von Temperaturfak-
toren wihrend der Verfeinerung stark von der der Besetzungszahlen (occupancies)
abhingt, sofern diese mitverfeinert werden, mufl ein Maf fiir die Mobilitdt eines
Wassermolekiils nicht nur den B-Faktor auf den mittleren B-Faktor (B) aller Was-
sermolekiile in der jeweiligen Struktur normieren, sondern auch die Besetzungszahlen
occ mit einbeziehen. Eine von Sanschagrin und Kuhn (Sanschagrin & Kuhn, 1998)
eingefithrte Definition beriicksichtigt dies und wurde hier iibernommen.

B;/{B)

Mobilitit (Wasser i) = 5
(3

(3.2)
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Freilich bleibt es die jeweilige Entscheidung des Kristallographen, ob und wievielen
Maxima in der Elektronendichte Wassermolekiile zugeordnet werden (vgl. 2.1.1),
und dieser individuelle Einflu} in jeder Struktur bleibt trotz obiger Normierung
bestehen.

Zahl der polaren Kontakte eines Wassers zu Partnern in der Umgebung (PK,
LK, WK, GK) Ein einfaches Maf dafiir, wie fest ein Wassermolekiil durch seine
Umgebung gebunden wird, ergibt sich durch Zihlen der polaren Kontakte, i.e. der
polaren Atome in der Umgebung, die als Wechselwirkungspartner fiir eine Wasser-
stoffbriicke in Frage kommen. Als polare Atome werden Sauerstoff und Stickstoff an-
gesehen, wihrend die Polaritidt von Schwefel in aller Regel nicht ausreicht, um einen
starken Wasserstoffbriickenpartner darzustellen. Mit Ausnahme von Chlor werden
Halogene nur dann als polare Atome angesehen, wenn sie in anionischer Form (also
ohne kovalente Verkniipfung zu anderen Atomen) in der Struktur auftreten®. In
Ubereinstimmung mit gingigen Distanz-Grenzwerten fiir Wasserstoffbriicken in der
Literatur (Savage & Wlodawer, 1986; Thanki et al., 1988; Koellner et al., 2000; Blake
et al., 1983; Teeter, 1991; Baker & Hubbard, 1984; Edsall & McKenzie, 1983) wurde
als Linge eines solchen polaren Kontaktes ein Wert von 2.4 - 3.3A angesetzt. Die
Unterscheidung zwischen ,,Wasserstoffbriicken” (i.e. polaren Kontakten, die iiber
ein Wasserstoffatom iibermittelt werden) und ,,polaren Kontakten”, die auch direkt
zwischen unterschiedlich polarisierten Atomen ausgebildet werden kénnen, betont,
daB es a priori aus einer Rontgenstruktur nicht mdéglich ist, Wasserstoftbriicken zu
bestimmen. Dies rithrt zum einen daher, dafl Wasserstoffatome aufgrund ihres gerin-
gen Streuvermogens bei der iiblicherweise mit Proteinkristallen erzielten Auflésung
nicht detektiert werden kénnen. Zudem kann die fiir Wassermolekiile zu erwartende
Koordinationszahl von vier sowohl unter- als auch iiberschritten werden (vgl. Kap.
3.3.2). Im letzteren Fall ist anzunehmen, daf§ das Wassermolekiil zeitlich gemittelt
mehrere Konfigurationen einnimmt. Die Berechnung der energetisch giinstigsten
Konfiguration bedarf daher der Beriicksichtigung des Wasserstoffbriickennetzwerks
im Protein iiber die lokale Umgebung des Wassermolekiils hinaus (Dramburg, 2003;
Hooft et al., 1996a) .

Je nach Zugehorigkeit des Wechselwirkungspartners innerhalb 3.3A zu Protein, Li-
gand oder Solvens in der Proteinstruktur werden die polaren Kontakte eines Was-
sermolekiils zu seiner Umgebung unterteilt in polare Kontakte zu Proteinatomen
(PK), polare Kontakte zu Ligandenatomen (LK) und polare Kontakte zu anderen
Wassermolekiilen (WK). Thre Summe stellt die Gesamtzahl polarer Kontakte (GK)
dar, die ebenfalls als Deskriptor gespeichert wird. Nach Bedarf kénnen aus den po-

Fluoratome in organischen Verbindungen weisen praktisch keine H-Akzeptoreigenschaften auf
(Dunitz & Taylor, 1997).
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laren Kontakten zu Ligandenatomen Kontakte zu Ionen, die als isolierte Atome in
der Struktur erscheinen, separiert werden. Dies umfaf3t neben Metallionen z.B. auch
Halogenide. Wihrend im allgemeinen bei Unterschreitung der Kontakt-Distanzen
von 2.4A eine Warnung vermerkt wird, wird bei offensichtlich ionischen Wechselwir-
kungspartnern darauf verzichtet. Insbesondere bei mehrfach geladenen Metallionen
sind extrem kurze Kontaktdistanzen bekannt und keinesfalls ein Hinweis auf mogli-
che Fehler in den Daten. Da jedoch Protonierungszustinde und Ladungen in Pro-
teinkristallstrukturen im allgemeinen nicht direkt aus den experimentellen Daten
abzulesen sind, ist eine eindeutige Unterscheidung zwischen ungewdhnlich kurzen
Distanzen, bedingt durch eine starke Wechselwirkung der Partner, und tatséchli-
chen Fehlern in den Daten, bedingt durch Fehlinterpretation der Elektronendichte,
nicht moglich. Die Warnung weist den Benutzer der Datenbank lediglich darauf hin,
dieser Besonderheit gegebenenfalls sein Augenmerk zu schenken. Mit zunehmendem
Einsatz von Proteinstruktur-Validierungsprogrammen vor dem Ablegen einer Struk-
tur in der PDB ist zu hoffen, dal die Zahl der unbemerkt gebliebenen, fehlerhaften
Atom-Atom-Kontakte sinken wird.

Polaritit der Umgebung des Wassermolekiils (POL) Zusétzlich zu der Zahl der
polaren Kontakte zu Nachbaratomen wurde ein Maf} fiir die Polaritit der loka-
len Umgebung eines Wassermolekiils eingefiihrt. Dieser Deskriptor charakterisiert
weniger, ob die Wasserstoffbriickenkapazitidten eines Wassermolekiils ausgeschopft
wurden, als vielmehr, wie polar die Eigenschaften der Wasserumgebung insgesamt
sind. Er liefert in zweierlei Hinsicht eine verfeinerte Beschreibung. Zum einen wich-
tet er die Beitrige einzelner Atomtypen unterschiedlich und beriicksichtigt dadurch
auch schwach polare Wechselwirkungen. Zum anderen verzichtet er auf eine harte
Distanz-Obergrenze d; pq; fiir die Beriicksichtigung von Nachbaratomen 7 und wird
daher der Unsicherheit in den Atompositionen, die sich bei Proteinstrukturen zu
1/6 des Werts der kristallographischen Auflssung abschiitzen 148t%, eher gerecht.
Der Beitrag eines Atoms zur Polaritit der Umgebung eines Wassermolekiils ergibt
sich durch Multiplikation eines distanzabhingigen und eines atomtypspezifischen
Faktors.

Polaritat = Z 0(d;) - w(Atomtyp;) (3.3)

i € Nachbarn

Wihrend man bei Distanzen von >3.3A kaum mehr von einer Wasserstoffbriicke
spricht, ist die Wechselwirkung zwischen polaren Partnern bei dieser Distanz zwar

SDemnach sind in einer Proteinstruktur von 2.5A Auflssung die Atompositionen etwa auf 0.4A
genau bestimmbar. Allerdings darf nicht unterschitzt werden, wie wenig diese Faustregel iiber
eine einzelne, konkrete Atomposition aussagt (Janin, 1990; Dauber-Osguthorpe et al., 1988;
Kossiakoff et al., 1992).
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deutlich vermindert, jedoch nicht Null. Die Beitrige von Atomen, die streng genom-
men auflerhalb der ersten Koordinationssphére des betrachteten Wassermolekiils lie-
gen, zur Polaritdt seiner Umgebung werden daher durch eine Wichtungsfunktion &
beschrieben, die zwischen 3.3 und 3.7A linear von 1.0 auf 0.0 abfillt. Des weiteren
werden einzelnen Atomtypen unterschiedliche Gewichte w zugeordnet. Wihrend
Sauerstoff- und Stickstoffatome mit 1 gewichtet werden, wird Schwefelatomen ein
Gewicht von 0.5 zugeordnet, entsprechend ihrer schwécher polaren Natur. Da auch
aromatische Ringsysteme als schwache H-Briickenakzeptoren auftreten konnen, und
in jedem Fall weniger unpolar als aliphatische Kohlenstoffatome sind, wurde ihnen
ein Gewicht von 0.15 (etwa 1/6) zugeordnet. Der Wert korrespondiert mit einer
Abschitzung von Levitt und Perutz, nach der die Wechselwirkungsenergie eines
Wassermolekiils mit einer CH-Gruppe eines Phenylrings sich auf etwa -1 kcal/mol
belduft (zum Vergleich Wasser ... Wasser: -6.6 kcal/mol; NH ... CO: -5.8 kcal/mol)
(Levitt & Perutz, 1988). Metallionen werden entsprechend ihrer formalen Ladung
gewichtet und kénnen damit einen héheren Beitrag zur Polaritét liefern als Stickstoff-
und Sauerstoffatome, die zwar partielle Ladungen tragen kénnen, deren Gréfle aber
schwerer abzuschétzen ist.

Andere Wassermolekiile in der Umgebung werden zunichst in die Berechnung der
Polaritdt mit einbezogen. Es steht jedoch auch ein modifizierter Deskriptor zur
Verfiigung, der nur polare Atome von Protein und Ligand beriicksichtigt.

Potentialwerte aus wissensbasierten Paarpriferenzen (Drugscore, DS) Zur Ab-
schitzung der Wechselwirkungsenergie zwischen einem Wassermolekiil und Atomen
in seiner Umgebung verwendet man (in der 2-Teilchen-Ndherung) Paarpotentiale.
Durch Aufsummieren der Wechselwirkungsbeitrige wird ein Gesamtenergiewert er-
mittelt, der die Bindung des Wassers an seine Umgebung charakterisiert. Sehr
populér im Hinblick auf Wassermolekiile sind die von P. Goodford in seinem GRID-
Kraftfeld entwickelten Potentiale, welche an Kleinmolekiilstrukturen parametrisiert
wurden (Goodford, 1985; Boobbyer et al., 1989).

Zur Implementierung in die Datenbank und Anwendung auf alle darin enthaltenen
Wassermolekiilen wurde hier ein Ansatz gewihlt, der als wissensbasierte Methode
urspriinglich selbst aus Relibase-Daten abgeleitet wurde: H. Gohlke entwickelte aus
wissensbasierten Paarpriferenzen fiir Protein-Ligand-Wechselwirkungen die Scoring-
Funktion DrugScore (Gohlke et al., 2000a), die in Kap. 6 nidher beschrieben wird.
Diese Paarpréferenzen kénnen wie Potentiale behandelt werden, obwohl sie streng
physikalisch gesehen keine sind. Sie werden iiber ausgezihlte Hiufigkeiten, in der
Datenbank ein Atom vom Typ i in einem bestimmten Abstand zu einem Partnera-
tom vom Typ j eines anderen Molekiils zu finden, unter Anwendung eines ,,inversen
Boltzmann-Ansatzes” abgeleitet. Als Referenz wird dabei die beobachtete Distanz-
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verteilung fiir Kombinationen von Atompaaren beliebigen Atomtyps herangezogen.
Die Hiufigkeiten fiir Distanzen innerhalb [1A, 6A) werden in Distanzintervallen von
0.1A zusammengefaBt und die Rohdaten gemif (Gohlke, 2000) geglittet.

) . Ni’H20(’r) / 47‘!‘7‘2
900 = 5 Voo r) 7 47%) o4

AW; m,0(r) = Wimo(r) — W(r) = —zngﬂgzif)(” (3.5)

_ > Zj 9i,j(r)

glr) = = (3.6)

Analog zu den Potentialen fiir die Beschreibung der Protein-Ligand-Wechselwirkun-
gen lassen sich so auch Potentiale fiir die Wechselwirkungen Protein-Wasser und
Ligand-Wasser ableiten, wenn man einen der Atomtypen dem Sauerstoffatom eines
Wassermolekiils zuweist. Hierzu wurden die gleichen 1376 gutaufgelosten Strukturen
(Auflésung < 2.5A) von Protein-Ligand-Komplexen benutzt wie bei der Ableitung
von DrugScore. Die Anzahl der unterschiedenen Atomtypen n; bzw. n; steigt damit
von 17 auf 18.

Zusétzlich wurde jedoch eine Unterscheidung zwischen Wassermolekiilen getroffen,
die Protein und Ligand unmittelbar verbriicken (Verkniipfungsmuster PWL"), und
solchen, die nur iiber eine Kette von zwei Wassermolekiilen den Kontakt herstellen
(PWWL). Fiir die beiden Klassen von Wassermolekiilen wurden aus der Wissensba-
sis getrennte Potentialsitze entwickelt. Die Anwendung von Filterkriterien wie einer
Obergrenze fiir den B-Faktor der Wassermolekiile bei der Ableitung der Potentiale
ist zusdtzlich moglich (vgl. Kap. 6.4). Fiir die in der Datenbank gespeicherten Po-
tentialwerte (Scores) wurde von dieser Moglichkeit jedoch Abstand genommen (s.
Kap. 6.4).

Ahnlich wie bei den polaren Kontakten kénnen auch bei diesen Deskriptoren die
Gesamt-Potentialwerte DS unterteilt werden in Einzelbeitrdge von Protein (DSP),
Ligand (DSL) und anderen Wassermolekiilen (DSW) in der Umgebung. Zu beachten
ist hierbei, daf} die von Gohlke bei der Ableitung der Potentiale verwendete Klassi-
fizierung von Molekiilen als zum Protein bzw. zum Liganden gehorig sich nicht mit
der in Relibase (und iiber weite Strecken in dieser Arbeit) verwendeten deckt. Daher
miifiten streng genommen fiir Kofaktoren und Metallionen in der Umgebung eines
Wassers die Protein- Wasser-Potentiale herangezogen werden. Da eine systematische
Klassifizierung von Kofaktoren zwar auf einem begrenzten Datensatz wie dem bei

"kurz fiir Protein-Wasser-Ligand.
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der Ableitung der Potentiale verwendeten moglich ist, aber nicht fiir eine gesam-
te Datenbank automatisiert werden kann (vgl. 4.2.1), wurden bei der Berechnung
der Wasser-Scores Kofaktoren wie Liganden behandelt. Die formale Inkonsistenz
ist praktisch nur von eingeschrinkter Relevanz, da sich die Potentiale fiir analo-
ge Atomtypen sehr dhneln (vgl. 6.4). Fiir Metallionen hingegen wurden stets die
Protein-Wasser-Potentiale verwendet.

Atomdichte in der lokalen Umgebung (AD1,AD2) Neben der Abschitzung von
Energiebeitrigen aus einzelnen Paarwechselwirkungen spielt die Vergrabenheit eines
Wassers in der Proteinoberfliche eine grofie Rolle fiir dessen Charakterisierung. Ob-
wohl die Zusammenhénge im Detail keinesfalls verstanden sind, wird die Energetik
sdmtlicher Wechselwirkungen durch den lokalen Wert der Dielektrizitdtskonstante
moduliert, welche im Proteininneren sehr viel niedriger als in der reinen Wasserpha-
se ist.

Die einfachste Charakterisierung der Vergrabenheit eines Wassers in der Proteino-
berfliche ist angelehnt an eine Definition von Raymer et al. (Raymer et al., 1997).
Die Autoren bestimmten die Atomdichte in der lokalen Umgebung eines Wassermo-
lekiils durch Auszihlen der Schweratome (Nicht-Wasserstoff-Atome) innerhalb eines
Radius von 3.6A. Zur Beriicksichtigung der inhiirenten Unsicherheit in den Atom-
positionen der Protein-Kristallstrukturen wurde, analog zur Definition der Polaritét
(s.0.), die Distanzobergrenze weicher definiert und ein distanzabhingiges Gewicht
0 < 6§ < 1.0 fiir Atome innerhalb 3.3 - 3.7A eingefiihrt. Sofern Ligandenatome in
der Umgebung des Wassers auftreten, wurden auch diese mit beriicksichtigt, denn
ein Wassermolekiil kann auch in der Ligandenoberfliche bzw. im Bindungsepitop
von Protein und Ligand vergraben sein. Die so erhaltene Atomdichte AD1 charak-
terisiert, wie vergraben ein Wassermolekiil in seiner lokalen Umgebung ist, d.h. sie
beschreibt dessen Mikrokavitdt. Um in einer dhnlichen Vereinfachung zu beschrei-
ben, ob ein Wasser sich in einer grofieren Kavitit (z.B. einer Ligandenbindetasche)
befindet oder auf einem eher konvex geformten Teil der Proteinoberfliche plaziert
ist, kann die Distanzobergrenze angehoben werden und die Schweratome innerhalb
der ersten beiden Koordinationssphiren des Wassers gewichtet werden. Die Gewich-
tungsfunktion zur Bestimmung der Atomdichte innerhalb der beiden Koordinations-
sphiren AD2 weist einen linearen Abfall zwischen 6.5 und 7.0A auf.

Losungsmittelzugdngliche Oberfliche (SAS) Eine detailliertere Beschreibung der
Vergrabenheit eines Wassermolekiils in der Proteinoberfliche erhélt man durch die
Berechnung seiner losungsmittelzuginglichen Oberfliche (solvent accessible surface
- SAS). Wihrend eine solche Beschreibung géngig ist fiir Protein- und Liganden-
atome, scheint sie auf den ersten Blick ungewthnlich fiir ein Wassermolekiil, das ja
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selbst Solvens ist und damit typischerweise die Sonde, die die Oberfliche anderer
Molekiile abtastet. Im Prinzip 148t sich jedoch das einzelne zu charakterisierende
Wassermolekiil wie ein Sauerstoffatom von Protein oder Ligand behandeln, wihrend
alle anderen Wasser wie bei der Berechnung einer SAS iiblich aus der Struktur ent-
fernt werden. Der so erhaltene zugéngliche Oberflichenanteil, der nicht durch andere
in der Proteinkristallstuktur 6rtlich lokalisierte Atome abgedeckt wird, ist maximal
fiir ein Wassermolekiil im bulk-Bereich und sinkt auf Null fiir ein véllig im Protein-
inneren (oder zwischen Protein und Ligand) vergrabenes Wassermolekiil.
Grundsitzlich kann man sich die Oberfliche eines Molekiils als aus den Auflenflichen
der kugelférmig gedachten Atome zusammengesetzt vorstellen. Zur Berechnung der
molekularen Oberfliche werden die Van-der-Waals-Radien der Atome um den Ra-
dius eines Wassermolekiils, der in der Regel mit R=1.4A angegeben wird (Lee &
Richards, 1971), vergrolert. Eine alternative Moglichkeit besteht in der Berechnung
einer 16semittelzugidnglichen Oberfliche, die den Mittelpunkt einer kugelférmigen
Sonde verfolgt, welche die Molekiiloberfliche tatsdchlich abrollt (Connolly, 1983).
Der wesentliche Unterschied besteht darin, dafl die 16semittelzugéngliche Oberfliche
schmale Spalten, in die z.B. eine Wassersonde nicht eindringen kann (,,re-entrant
surface”), ausschlieffit. Diese Beschreibung ist formal exakter, allerdings auch mit
deutlich hoherem Rechenaufwand verbunden. Daher verwendet man h#ufig ein-
fache l6semittelzugingliche Oberflichen. Bedenkt man, dafl Proteine dynamische
Strukturen sind und die Gestalt ihrer Oberfliche sich zeitlich veréndert, so ist jedes
statische Bild der Oberfliche ohnehin eine Ndherung, und die Unterschiede zwischen
den einzelnen Methoden zur Oberflichenberechnung verlieren an Relevanz.

Fiir die Implementierung in Relibase wurde daher ein Algorithmus gewéhlt, der
eine molekulare, solvenszugéingliche Oberfliche annidhert und sich durch sehr ge-
ringen Rechenaufwand auszeichnet. Der Algorithmus wurde von M. Rarey bei der
Implementierung des SAS-abhéingigen Terms der Scoring-Funktion DrugScore in
das FlexX Docking Programm (in Abwandlung zu (Gohlke, 2000)) verwendet. Die
sphéirische Gestalt der Atome wird dabei anfinglich durch Tkosaeder angenihert,
wobei die Feinheit der Beschreibung iiber die angestrebte Zahl der dufleren Drei-
ecksflichen des Polyeders angepat werden kann (aus einer Dreiecksfliche kann je-
weils eine weitere kleinere Dreickfliche herausgehoben werden, so dafl die duflere
Gestalt sich der Rundung einer Kugel immer weiter annihert). Hierdurch ist eine
problemangepafite Optimierung zwischen Feinheit der Beschreibung und Verkiirzung
der Rechenzeit moglich. Fiir die einmalige Berechnung der permanent gespeicher-
ten Deskriptoren wurden die Parameter fiir einen hohen Niherungsgrad (high le-
vel approzimation, SAS MAX_LEVEL = 4, SAS_ MIN_LEVEL=3) verwendet. Die
jedem Wassermolekiil zugeordnete SAS wird in einer Prozentangabe, die den lose-
mittelzuginglichen Teil der Oberfliche des Sauerstoffatoms wiedergibt, festgehalten.
Sowohl fiir das betrachtete Wasser, das fiir die SAS-Berechnung als Teil der Pro-
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teinstruktur angesehen wird, als auch fiir die Wassersonde wurde ein Radius von
1.4A angesetzt. Da die Sonde polarer Natur ist, wurden die Van-der-Waals-Radien
von Stickstoff- und Sauerstoffatomen gemifl den Regeln von Li und Nussinov (Li &
Nussinov, 1998) um 0.2A vermindert.

Beschreibung der Koordinationsgeometrie eines Wassermolekiils (RMSD;,; /)
Wenn die Wasserstoffbriickenkapazitit eines Wassermolekiils voll ausgenutzt ist und
die H-Briicken zu den Wechselwirkungspartnern optimale Geometrie zeigen, ist das
Wasser tetraedrisch koordiniert. Starke Abweichungen von der tetraedrischen Geo-
metrie fithren dazu, dafl das Wasser nicht alle Wechselwirkungen gleichzeitig in der
maximalen Stirke ausbilden kann. Ahnlich wie Wassermolekiile, die weniger als vier
Koordinationspartner in ihrer Umgebung finden, kénnten auch Wassermolekiile mit
verzerrten Koordinationsgeometrien oder solche, die mehr als vier Wechselwirkungs-
partner vorfinden, stirkere Rotationen ausfithren. Auch die Anordnung in Protein-
Wasser-Ligand Wasserstoftbriicken mufl mit der internen tetraedrischen Geometrie
des Wassers vereinbar sein, um eine optimale Weitergabe der Wechselwirkung zu
erzielen. Daher sollte die Datenbank dem Benutzer einen Deskriptor zur Verfiigung
stellen, der charakterisiert, inwiefern die Koordinationsgeometrie an einem Wasser-
molekiil einem Tetraeder entspricht.

Wie in Abschnitt 7 ausgefiihrt, konnen oktaedrische Koordinationsgeometrien bei
einem Wassermolekiil ein Hinweis auf eine Fehlzuweisung sein, da sich an dieser Stel-
le in Wirklichkeit ein Natrium- oder Magnesium-Ion befinden kann. Da diese Ionen
i.a. Geometrien nahe der idealen Oktaedergeometrie annehmen, ist es notwendig zu
quantifizieren, wie gut die beobachtete Koordinationsgeometrie durch einen Okta-
eder beschrieben werden kann.

Trotz unterschiedlicher Motivation gleichen sich diese beiden Probleme darin, dafl
die Koordinationsgeometrie an einem Wassermolekiil durch den Vergleich mit einem
Polyeder, der der Idealvorstellung entspricht, charakterisiert werden soll. Daher
werden sie durch den gleichen algorithmischen Losungsansatz behandelt. Der beob-
achtete Koordinationspolyeder, der durch alle polaren Kontakte (s.0.) des Wassers
aufgespannt wird, wird mit einem idealen Tetraeder / Oktaeder iiberlagert und der
RMSD-Wert der optimalen Uberlagerung berechnet. Da, eine Abhingigkeit von Bin-
dungsliangen nicht erwiinscht ist, werden die beobachteten Bindungsldngen zunéchst
normiert®. Bei der Uberlagerung ist auch die interne Symmetrie der Polyeder zu be-
achten: Die Liste der Substituenten allein charakterisiert z.B. den Aufbau eines
Tetraeders noch nicht hinreichend. Zu einem Tetraeder mit vier unterschiedlichen
Substituenten gibt es bekanntlich zwei spiegelbildliche Formen, die hier beide mit

8Unabhiingig davon, ob ein Wassermolekiil ein echtes Wasser ist oder ein Ion, werden beide z.B.
eine kiirzere Bindung zu einem Carboxylat ausbilden als zu einem Carbonyl-Sauerstoff.
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der Referenz iiberlagert werden miissen. Der kleinere der beiden erhaltenen Werte
wird gespeichert. Bei der Uberlagerung mit einem idealen Oktaeder wird die Zahl
notwendiger Permutationen dadurch gesenkt, dafl zunéchst eine Achse des vermute-
ten Oktaeders gesucht wird, charakterisiert durch zwei Atome, die mit dem zentralen
Sauerstoffatom des Wassers einen Winkel moglichst nahe 180° einschlielen. Diese
Achse wird dann explizit mit einer Achse des idealen Oktaeders iiberlagert, so daf}
nur fiir die vier Atome in der Ebene senkrecht dazu Permutationen durchgefithrt
werden miissen.

Uberschreitet die Zahl der beobachteten Koordinationspartner die zum Aufbau des
Polyeders notwendige, so werden alle Kombinationen von Wechselwirkungspartnern
durchpermutiert (z.B. gibt es (2) = 15 Maoglichkeiten, vier aus sechs Wechselwir-
kungspartnern auszuwihlen und mit einem idealen Tetraeder zu iiberlagern). Alter-
nativ zu dem RMS-Fit kann man auch die beobachteten Bindungswinkel am Wasser
mitteln und zur Charakterisierung heranziehen. Bei mehreren Moglichkeiten kom-
men die beiden Algorithmen meist, aber nicht immer, zu dem gleichen Ergebnis,
welche Kombination von Wechselwirkungspartnern der tetraedrischen Geometrie am
nichsten kommt. Die mittlere Abweichung der Winkel vom idealen Tetraederwinkel
korreliert sehr gut mit dem RMSD,;-Wert (Korrelationskoeffizient 0.901). Mit Hilfe
von Abb. 3.1 lassen sich die numerischen RMSDy.;-Werte derart veranschaulichen,
daB als Faustregel ein RMSDyz-Wert von 0.1A etwa einer Winkelabweichung von
7°, ein Wert von 0.15A einer Abweichung von 10° und ein Wert von 0.2A einer
Abweichung von 14° entspricht. Die numerische Angabe des RMSD-Werts kann
auch unterstiitzt werden durch eine Visualisierung der Uberlagerung mit dem idea-
len Tetraeder / Oktaeder, was den Informationsgehalt fiir den Betrachter steigert.

Verwendung der Deskriptoren Der dargestellte Satz an Deskriptoren kann fiir
eine ganze Reihe von Anwendungen herangezogen werden, welche hier nur stich-
punktartig aufgezidhlt seien, mit Hinweisen auf die in dieser Arbeit zu findenden
Beispiele. Alle Information, von denen man erwartet, dal ein Benutzer sie mogli-
cherweise iiber ein bestimmtes Wassermolekiil haben mdéchte, werden ihm in Form
der Deskriptoren (iiber das graphische Benutzer-Interface von Relibase per Mouse-
click) zur Verfiigung gestellt. Uber das Python-Interface kénnen auch fiir groBere
Datensétze von Wassermolekiilen einzelne oder alle Deskriptoren in automatisierter
Weise erhalten, gespeichert und beliebig weiterverarbeitet werden.

Die Deskriptoren der Wassermolekiile kénnen als Randbedingungen verwendet wer-
den, um aus einem Datensatz von Wassermolekiilen eine Untermenge zu definieren.
Diese Moglichkeit wurde auch in die MolEd 3D-Suchen von Relibase implementiert,
so daf} z.B. nach bestimmten Wechselwirkungsmustern von Wassermolekiilen, die als
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Abbildung 3.1: Korrelation der mittleren Winkelabweichung mit dem RMSDyi-Wert beim
Vergleich des Koordinationspolyeders von Wassermolekiilen mit einem idealen Tetraeder.
Die Datenpunkte beschreiben 356 Wassermolekiile aus 8 untereinander nicht sequenz-
oder faltungshomologen Proteinstrukturen mit Auflosung < 1.5A (2end, 1hnj, lctq, lrcf,
2cte, 1xso, 1ple, 2olb).

Randbedingung einen hinreichend niedrigen B-Faktor haben miissen, gesucht wer-
den kann.

SchlieBlich kénnen Datenbank-Anfragen auch allein iiber die Kombination bestimm-
ter Deskriptoren aufgesetzt werden und die Frage stellen, ob bestimmte Phinomene
existieren oder sich fiir bestimmte strukturelle Zusammenhéinge Beispiele finden las-
sen. Dies dient insbesondere der Suche nach Wassermolekiilen mit ungewhnlichen
oder iiberraschenden Eigenschaften. Als Beispiel seien die Suchen nach Wasser-
molekiilen, die zwei Moglichkeiten anndhernd tetraedrischer Koordination besitzen,
genannt, welche zur Detektion von gegabelten (,,bifurcated”) Wasserstoffbriicken
fithren.

Schliefllich k6nnen die Deskriptoren aber auch herangezogen werden, um Datenséitze
von Wassermolekiilen zu charakterisieren, die auf anderem Wege zusammengestellt
wurden. Zum Beispiel wurden die Wassermolekiile, die sich zu Ringstrukturen grup-
pieren, nach der Polaritit ihrer Umgebung untersucht (Kap. 3.3.2). Wie in Kap.
5.3 ausgefiihrt, korrelieren die Deskriptoren untereinander. Sie kénnen aber auch
mit anderen Parametern, insbesondere solchen aus statistischen Untersuchungen
(Wahrscheinlichkeit, daf ein Effekt oder Ereignis XY auftritt), korreliert werden.
Die Untersuchungen zur Konservierung von Wassermolekiilen in Kap. 4 verwenden
die Deskriptoren in dieser Weise und versuchen, sie fiir Vorhersagen, die auf neue

Strukturen angewandt werden konnen, nutzbar zu machen.
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3.2.4 Detektion von Wasserclustern und -ringstrukturen

Wasserringe Die Aufmerksamkeit, die zahlreiche Kristallographen den méglicher-
weise in ihren Proteinstrukturen auftretenden Wasser-Fiinfringstrukturen gewidmet
haben, 148t keinen Zweifel daran, dafl solche clathratartigen Strukturen kein typi-
sches Merkmal fiir die Solvatation von hydrophoben Bereichen in Proteinstrukturen
sind (s. Kap. 2.1.1). Dies bedarf auch keiner statistischen Uberpriifung. Allerdings
kann aus der Tatsache, daf solche Strukturen selten in Rontgenstrukturen beob-
achtet werden, noch nicht geschlossen werden, dal das Modell generell unzutreffend
ist. Zum einen sind Hydratationsmuster um unpolare Gruppen generell schlechter
aufzul6sen, und allenfalls verbesserte experimentelle Techniken kénnen zur Klirung
dieses Problems in Zukunft beitragen. Wenn Ringstrukturen auftreten, so stabili-
sieren sie sich ja gerade nur in sich selbst und nicht durch eine verankernde Wech-
selwirkung mit dem Protein, die den Ring rdumlich an der Struktur fixieren wiirde.
Dies ist Teil des Clathratmodells und steht keinesfalls im Widerspruch dazu. Zum
anderen gibt es kein anderes Strukturmodell fiir die Hydratation unpolarer Ober-
flichen, dessen Auftreten man mit dem der Fiinfringe vergleichen kénnte. Solange es
dieses aber nicht gibt, ist die Aussage, dafl nur wenige Fiinfringe beobachtet werden,
relativ wertlos.

Als Vergleichsgrofie konnte man das Auftreten anderer Ringgréfien nehmen und un-
tersuchen, ob Fiinfringe besonders hiufig vorkommen. Dies impliziert, dafl andere
Ringgroen zufillig auftreten, das heiflt, dafl sich aus mehreren Wasserstoffbriicken
zwischen einzelnen Wassermolekiilen zufillig ein Ring ergibt, ohne daf} die Ringgrdfie
eine in der Chemie begriindete Erklirung findet.

Fiir eine zufillige Verteilung von Ringgriflen wire zu erwarten, dafl grofle Ringe
seltener als kleine auftreten, da die Wahrscheinlichkeit, mehrere verbriickte Was-
sermolekiile zu finden, die alle kristallographisch detektiert werden kénnen, mit der
Zahl der Molekiile sinkt. Gleichzeitig sollten ausgedehntere Aggregate von Was-
sermolekiilen formal auch grofie Ringe enthalten, die sich aber aus kleineren Ring-
einheiten zusammen setzen und folglich nicht gezihlt werden diirfen®. Nicht jede
beliebige Kombination von n Wassermolekiilen ergibt ja einen Ring, sondern die
Auflenkanten des Rings miissen die Wasserstoffbriicken innerhalb des betrachteten
Clusters vollstindig beschreiben. Aus dieser Uberlegung heraus wire zu erwarten,
daB die statistische Hiufigkeit des Auftretens bestimmter Ringgréflen mit zunehmen-
der Ringgrofle sinkt. Stellt die Haufigkeit von Wasser-Fiinfringen einen Ausreifler
in dieser Verteilung dar, so konnte dies einen Hinweis auf clathratartige Strukturen
darstellen.

Dieser Aspekt wird von Head-Gordon (Head-Gordon, 1995) korrekt behandelt, von Lipscomb
(Lipscomb et al., 1996) aber vollig ignoriert!
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Ein rein statistischer Ansatz ignoriert offensichtlich jegliche Stereochemie. Wihrend
grofle Ringe hinreichend flexibel sein sollten, um dem einzelnen Wassermolekiile Ko-
ordinationswinkel um 109° zu ermoéglichen, ist dies bei kleinen Ringen zu hinter-
fragen. Die bekannte breite Streuung der fiir Wasser beobachteten Koordinations-
winkel deckt Winkel um 90°, wie sie in einem Vierring auftreten konnten, sicherlich
ab. Ein Dreiring wiirde jedoch unter hoher konformativer Spannung stehen. Al-
lerdings liefern Neutronenstrukturen Hinweise darauf, dal nicht nur Anordnungen
mit drei Wassermolekiilen in Wasserstoffbriickendistanz zueinander gefunden wer-
den, sondern daf} die Anordnung der Protonen diese Molekiile auch zu einem realen,
ringformigen Wasserstoffbriickennetzwerk verkniipfen kann (Habash et al., 2000).
Die Frage, welche Verteilung der Ringgréflen bei einer zufilligen Verteilung zu er-
warten wire, ist also keinesfalls trivial und schon aufgrund der sterischen Rand-
bedingungen einer Ringbildung nicht durch ein einfaches statistisches Modell zu
erfassen. Auch Ringstrukturen, die neben Wassermolekiilen auch Proteinatome
mit einschlielen, sind als Referenz ungeeignet, da solche Semiclathrate auch aus
Kleinmolekiilstrukturen bekannt sind und ebenfalls bevorzugt Fiinfringe ausbilden
(Jeffrey, 1997, Kap.9) (Davidson, 1973). Alternativ konnte die Verteilung fiir die
in reinem, fliilssigen Wasser auftretenden Ringgréflen herangezogen werden. Eine
solche Verteilung wurde aus Molekular-Dynamik-Simulationen erstellt (Rahman &
Stillinger, 1973), aufgrund einer markanten Abhingigkeit von der gewihlten Ener-
giegrenze fiir eine Wasserstoffbriicke sollten die Ergebnisse jedoch nur qualitativ
interpretiert werden. Als Gegenpol zur reinen Wasserphase kann die Hydratations-
struktur um kleine, organische, unpolare Molekiile betrachtet werden. Hierzu stehen
Daten aus einer Molekulardynamiksimulation von Methanmolekiilen in Wasser zur
Verfiigung (Head-Gordon, 1995), so daf auf der Basis eines qualitativen Vergleichs
der erhaltenen Verteilungsdiagramme eine Einordnung der Ergebnisse aus den Pro-
teinstrukturdaten (s. Abschnitt 3.3.2) mdoglich sein sollte.

Wassercluster Die Tatsache, dafl das Dipolmoment von Wasser in kondensierter
Phase etwa 40% grofer als das eines isolierten Wassermolekiils ist, macht versténd-
lich, daf sich Wassercluster ganz anders verhalten als isolierte Wassermolekiile und
zu rdumlichen Gebilden unterschiedlicher Geometrie und Stabilitéit aggregieren (Gre-
gory et al., 1997; Plumridge & Waigh, 2002). In Proteinstrukturen kénnen Wasser-
cluster durch Wasserstoftfbriicken an weitere polare Partner angekoppelt sein, was
die stark kooperative Natur der Bindungen in solchen Wassernetzwerken (Saenger,
1987) noch verstirkt. Fiir die Beteiligung von Wassermolekiilen an funktionellen
Einheiten der Proteinstruktur spielt diese Kooperativitit eine entscheidende Rolle.
Obwohl Proteinmolekiile auch im Kristall in der Regel von einem Kontinuum von
Wasser umgeben sind, erleichtert die begrenzte kristallographische Auflosbarkeit es,
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einzelne Wassercluster auch als solche in der Struktur zu identifizieren. Dies gilt
insbesondere fiir Solvenskanile, die die Struktur durchziehen (Edsall & McKenzie,
1983, S. 119). Wassercluster wurden analysiert fiir Trypsin (Finer-Moore et al., 1992)
und verwandte Serin-Proteasen (Krem & Di Cera, 1998; Meyer, 1992), Glutathion-
Reduktase (Karplus & Schulz, 1987), Acetylcholinesterase (Koellner et al., 2000),
Ribonuclease T1 (Malin et al., 1991), Cytochrom P450 Enzyme (Oprea et al., 1997)
und Lipid-bindende Proteine (LaLonde et al., 1994) (siche auch die Reviews (Franks,
1979a, S. 106) (Edsall & McKenzie, 1983, S. 137, 133 ) (Rupley & Careri, 1991, S.
147)). Besonders ausgedehnte, vollstindig vergrabene Wassercluster wurden in Aco-
nitase (17 Wassermolekiile) und Cholesterinoxidase (13 Wassermolekiile) (Vrielink
et al., 1991) gefunden (Williams et al., 1994).

Algorithmische Umsetzung TUm eine solche Analyse fiir beliebige Proteinstruktu-
ren der Datenbank zu erleichtern, wurde ein Algorithmus zur Detektion von Wasser-
clustern implementiert. Die Liste der Wassermolekiile in einem Cluster erlaubt dem
Benutzer iiber das GUI, die jeweiligen Wassermolekiile in der Rasmol-Darstellung
zu selektieren und (z.B. farblich) visuell hervorzuheben. Ein Cluster beinhaltet
mindestens drei Wassermolekiile, die in beliebiger Topologie untereinander iiber ein
Wasserstoffbriickennetz verkniipft sind. Freilich wird jede dabei gewéhlte Distanz-
grenze fiir Wasserstoffbriicken der Dynamik der Wasserstrukturen nur begrenzt ge-
recht, doch kann man gerade aufgrund der Kooperativitét in den Wasserstoffbriicken
erwarten, dafl innerhalb funktioneller Einheiten die Distanzen der Wasser-Wasser-
Kontakte 3.3A in der Regel nicht iiberschreiten. Des weiteren mufi auch erwihnt
werden, daB ein Ubersihen der Proteinstruktur mit Wassermolekiilen, deren Po-
sitionen die Elektronendichte in der Regel nur begrenzt belegen kann, zu der ir-
refithrenden Auffassung fithren kann, die gesamte Wasserstruktur stelle einen zu-
sammenhingenden Cluster (oder einige wenige Cluster) dar. Dies wire jedoch ein
inhirentes Problem des jeweiligen Wassermodells und seiner Interpretation und we-
niger eine Unzuldnglichkeit des verwendeten Algorithmus. Die Erfahrung belegt die
Brauchbarkeit des hier gewihlten Ansatzes insofern als in der Literatur als zusam-
menhingende Einheiten beschriebene Wassercluster in vielen Fillen auch als solche
erkannt werden.

Der Algorithmus zur Detektion von Clustern bietet gleichzeitig den Ausgangspunkt
fiir die Erkennung von Wasser-Ringen. Wéahrend jedoch die Nachbarschaft zweier
partiell besetzter Wasserbindestellen fiir die Detektion eines Clusters relativ un-
wichtig wire, ist es fiir die Erkennung von Ringen von Bedeutung, dafl nur reale
Wasserstoffbriicken (zwischen zwei Positionen, die gleichzeitig von je einem Wasser-
molekiil besetzt sein konnen) beriicksichtigt werden. Daher werden Wasserpositio-
nen mit Besetzungszahlen <0.5 ignoriert. Des weiteren werden alle Wassermolekiile,
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die sich auBerhalb eines 5.0A-Radius vom Protein (und einem Liganden) befinden,
ausgeschlossen, da Wasserringe an der Proteinoberfliche und nicht in der Reinphase
(bulk) betrachtet werden sollen. Bei der Iteration iiber alle (echten) Nachbarn k des
zuletzt in den Cluster aufgenommenen Wassermolekiils j tritt nun der Fall auf, daf}
das betrachtete Molekiil k bereits in den Cluster aufgenommen wurde. Dies kann
zum einen in dem trivialen Fall auftreten, daf es sich um das Wasser i handelt (i=k),
das in der Reihenfolge genau vor j aufgenommen wurde!?. In jedem anderen Fall
wurde jedoch ein Ringschluf} innerhalb des betrachteten Wasserstoffbriickennetzwer-
kes detektiert, der rekursiv zuriickverfolgt werden kann. Solche Ringe kénnen freilich
noch intern verbriickt sein. Daher miissen aus der Menge aller detektierten Ringe
noch diejenigen ausgeschlossen werden, die sich aus der Addition bzw. der Kan-
tenverkniipfung von zwei anderen kleineren Ringen ergeben. In einem Norbornan-
analogen Verkniipfungsmuster wiirden beispielsweise nur die beiden Fiinfringe, nicht
aber der Sechsring gezdhlt. Da der Algorithmus zur Streichung von Ringen auf der
Aufspaltung in jeweils zwei Unterringe beruht, ist es wichtig, zunéchst alle Ringe zu
detektieren und erst anschlieend die intern verbriickten zu streichen. Auch Rin-
ge, die selbst in kleinere Ringe gespalten werden kénnen, werden unter Umsténden
noch benétigt, um groBere Ringsysteme zu streichen. Die Erkennung einer inter-
nen Verbriickung in einem Ringsystem beruht auf der Detektion eines gemeinsamen
Abschnitts 1 von mindestens drei verkniipften Wassermolekiilen in zwei Ringen A
und B der Ringgréflen ns und np. Ist ein solcher Abschnitt der Linge n; gefunden,
so leitet sich aus der Verkniipfung der beiden Ringe formal ein dritter Ring ab der
Grofle ng = ng + np -2*n; +2, der die Auflenkanten von A und B einschliefllich der
Randelemente des Abschnitts 1 umfafit. Der gréfite der drei Ringe A, B, und C wird
nun gestrichen, da er aus zwei kleineren aufgebaut werden kann. Im Falle einer ein-
fachen Kantenverkniipfung (iiber nur zwei identische Wasermolekiile) zweier Ringe
A und B wiirde der Ring C mit A bzw. B eine Kante der Linge >3 teilen, so daf} die
Verkniipfung in jedem Fall detektiert wiirde. Die Forderung nach einem gemeinsa-
men Abschnitt von drei (statt wie denkbar 2) Wassermolekiilen vermeidet unnétig
viele Analysen von Ringiiberlappungen und der resultierenden Restringe und spart
Rechenzeit. Der Ring C kann einem ,,realen” Ring entsprechen, muf} es aber nicht.
Zum Beispiel kann der formale Restring C die Grofle sechs haben und aus zwei
eckenverkniipften Dreiecken (und damit auch effektiv nur fiinf Wassermolekiilen)
bestehen.

¥Das heifit, j war als Nachbar von i aufgenommen worden.
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3.2.5 Detektion von wasservermittelten polaren Kontakten zwischen
Protein und Ligand

Die Bindung von Liganden an ein Protein ist hiufig durch Wassermolekiile ver-
mittelt, welche Wasserstoffbriicken zwischen polaren Partnern weiterreichen, deren
rdumliche Entfernung eine direkte Wechselwirkung nicht erlaubt. Wassermolekiile
konnen zudem bestehende direkte Wechselwirkungen erginzen und zusitzlich un-
terstiitzen. Solche Wassermolekiile konnen iiber ihre Deskriptoren gezielt angespro-
chen werden, da sie sowohl durch die Zahl ihrer Protein- als auch ihrer Liganden-
kontakte >1 gekennzeichnet sind. Allerdings finden sich in wasservermittelten Bin-
dungsmoden zuweilen auch Briicken von zwei (oder mehr) Wassermolekiilen, durch
die der Kontakt hergestellt wird. Ganze kleine Cluster und Wassernetzwerke wurden
in Proteinbindetaschen beobachtet, von denen einzelne Wassermolekiile méglicher-
weise einfach die Positionen der verbriickenden Wassermolekiile stabilisieren (Poor-
nima & Dean, 1995b,a). Innerhalb einer Kette verbriickender Kontakte kann ein ein-
zelnes Wassermolekiil auch nur zum Protein bzw. nur zum Liganden direkten Kon-
takt haben, wenn durch seine Wassernachbarn die Verbindung weitergereicht wird.
Um auch solche Wassermolekiile als relevant fiir wasservermittelte Ligandenbindung
an das Protein zu kennzeichnen, wurden fiir jeden Liganden'! iiber polare Kontakte
(2.4-3.3A) vermittelte Wechselwirkungsmuster der Form P ... (Hy0), ...L berech-
net und gespeichert. P symbolisiert dabei ein polares Proteinatom, L ein polares
Ligandenatom. Die Zahl der Wassermolekiile in einer solchen Wechselwirkungskette
wurde festgelegt auf Werte zwischen 1 (einfache Verbriickungen sind also eingeschlos-
sen) und 4 (lingere Ketten werden vernachlissigt). Da ein Wassermolekiil mehrere
Wasserstoffbriicken zum Protein (bzw. zum Ligand) ausbilden kann, kénnen die En-
den solcher Ketten hiufig verzweigt sein, d.h. als Ausgangspunkt (oder Endpunkt)
stehen mehrere Proteinatome (bzw. Ligandenatome) zur Verfiigung, welche die glei-
che Wasserkette verankern.

Die Quantifizierung der Beteiligung von Wasser an der Protein-Ligand-Wechsel-
wirkung, wie sie in 3.3.2 dargestellt wird, greift auf die so generierten Listen der
wasservermittelten Kontakte jedes Liganden zuriick. Dariiber hinaus stellt die Was-
serdatenbank innerhalb des GUI von Relibase zu jedem Liganden einen Uberblick
iiber solche Kontakte dar, so dal der Benutzer, der speziell nach solchen wasserver-
mittelten Bindungsmustern sucht, sofort sieht, welche Liganden hinsichtlich dieses
Aspekts interessant und welche uninteressant sind.

"Da auch wasservermittelte Kontakte von Metallen, Kofaktoren etc. von Interesse sein kdnnen,
wurde hier die Relibase-interne Ligandendefinition (RELI_LIGAND) ohne weitere Eingrenzun-
gen zugrunde gelegt.
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3.2.6 Untersuchung von Wechselwirkungsgeometrien

Uber den Java-basierten Molekiileditor MolEd erlaubt Relibase dem Benutzer, Mo-
lekiilfragmente zu definieren, nach denen er isoliert suchen oder deren Wechselwir-
kung untereinander er ndher betrachten kann. Dabei kann er beliebige Fragmente
zeichnen und ist nicht auf eine vorgegebene Fragmentbibliothek beschrinkt. Die
Wechselwirkungsgeometrien kénnen durch Randbedingungen wie Ober- und Unter-
grenzen fiir Distanzen, Bindungs- und Torsionswinkel definiert werden. Als Anker-
punkte konnen dabei nicht nur Atompositionen verwendet werden, sondern auch
z.B. der geometrische Schwerpunkt einer Gruppe von Atomen oder der Normalen-
vektor auf eine Molekiilebene. Fiir jede vorgebene Menge von Molekiilfragmenten
wird unter den gegebenen Randbedingungen in der gesamten Datenbank oder in ei-
ner vom Benutzer spezifizierten Untermenge dieser Daten nach Molekiilen gesucht,
deren Wechselwirkung das vorgegebene Muster abbildet. Auf diese Art und Wei-
se kann die Hiufigkeit, mit der eine bestimmte Wechselwirkung auftritt, bestimmt
werden. Ferner kann untersucht werden, ob sie in bestimmten Proteinfamilien oder
abhingig etwa von der Strukturbestimmungsmethode oder der Auflésung gehiuft
gefunden wird.

Neben solchen quantifizierenden Aussagen iiber die Zahl der Treffer einer Suche
sind jedoch auch Aufschliisselungen der Wechselwirkungsgeometrien méglich. Dabei
konnen iiber die Definition von drei Referenzatomen die Strukturen aller gefundenen
Treffer rdumlich iiberlagert werden. Die Anordnung der Wechselwirkungspartner
um ein fixiertes Zentralfragment 148t dann Bereiche bevorzugter Wechselwirkung
erkennen und zeigt gleichzeitig, wie grof die beobachteten Abweichungen von einer
erwarteten, idealen Wechselwirkungsgeometrie sein kénnen.

Die Grundfunktionalitéit, welche das Abbilden einer vom Benutzer definierten Wech-
selwirkungsanordnung auf die in der Datenbank enthaltenen Strukturen sowie die
Uberlagerung von Molekiilfragmenten beinhaltet, ist v6llig unabhingig davon, wel-
chen Typs die betrachteten Molekiile sind und erfordert keine Modifikation, wenn
man Wassermolekiile als mogliche Molekiilfragmente mit einschlie$t. Allerdings ist
es gerade bei der Untersuchung von Wassermolekiilen hiufig wiinschenswert, weitere
Randbedingungen vorzugeben, die iiber die in MolEd implementierten Mo6glichkei-
ten (Beschrinkung der Auflosung, des Molekulargewichts des Liganden etc.) hin-
ausgehen. So mochte man bisweilen nur Wassermolekiile betrachten, deren Position
kristallographisch hinreichend gesichert ist, die hinreichend in der Proteinstruktur
vergraben sind, so daf sich ihre Eigenschaften markant von denen des bulk-Wassers
unterscheiden, oder deren Wasserstoffbriicken-Kapazitéit nicht ausgeschopft scheint.
Daher wurde ein Filter entworfen, der wasserspezifische Eigenschaften, wie sie in
den Deskriptoren aus der Wasserdatenbank kodiert sind, als zusitzliche Randbe-
dingung einfithrt und Treffer verwirft, wenn das involvierte Wassermolekiil diesen
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Bedingungen nicht geniigt. Dadurch ist gleichzeitig die Moglichkeit gegeben, eine
eventuell vorhandene Abhéngigkeit der beobachteten Wechselwirkungsgeometrien
von den Eigenschaften des Wassermolekiils zu untersuchen.

3.2.7 Vergleich der Solvatationsstrukturen in Bindetaschen homologer
Proteine

Ein grofler Teil der in der Literatur (siche Kap. 2) beschriebenen Studien zur Un-
tersuchung von Wassermolekiilen in Proteinen beschéiftigt sich mit dem Vergleich
der Solvatationsstrukturen in unterschiedlichen Proteinstrukturen. Die Bandbreite
dieser Studien gibt gleichzeitig einen Rahmen vor fiir die Funktionalitéit, die eine
auf Wassermolekiile fokussierte Datenbank bieten sollte, um derartige Untersuchun-
gen einfach und systematisch durchfithren zu kénnen. Dies schliefit den Vergleich
sequenzidentischer Proteine wie auch den von Proteinen mit niedrigeren Sequenzho-
mologien ein. In Relibase wurde daher eine Funktion zur Uberlagerung von Prote-
instrukturen implementiert, basierend auf einer von ALIGN berechneten paarweisen
Sequenziiberlagerung (alignment) von Proteinketten. Anhand einer solchen Uberla-
gerung konnen unterschiedliche strukturelle Anderungen, wie sie die Bindung eines
Liganden in einer Proteinbindetasche hervorrufen kann, analysiert und visualisiert
werden. Dies schlieft neben verinderten Hydratationsmustern auch konformative
Anpassungen (induced fit) ein, auf die hier nur kurz in Kap. 4.3.1 eingegangen wer-
den soll.

Die Uberlagerung zweier Ketten basierend allein auf einem Sequenzalignment wird
sehr gute Ergebnisse liefern fiir hohe Sequenzhomologien, wihrend fiir nur weit ent-
fernt verwandte Proteinketten andere Informationen (z.B. iiber Sekundérstruktur-
muster oder multiple Sequenzalignments) mit einbezogen werden sollten. Typischer-
weise werden wichtige, innerhalb einer Proteinfamilie hochkonservierte Aminosiuren
als Referenzkoordinaten verwandt, die dann einzeln spezifiziert werden miissen. Das
Ziel einer Datenbank wie Relibase ist nicht, fiir solche Spezial- und Grenzfiille ein
automatisiertes Verfahren zur Verfiigung zu stellen, von dem man nur schlechtere Er-
gebnisse erwarten kann als von einer detaillierten Einzelanalyse. Wo diese notwendig
ist, mufl der Benutzer wieder auf die Benutzung von Modelling Software verwiesen
werden. Im Hinblick auf die Analyse von Proteinbindetaschen ist das Manko an
Funktionalitdt in Relibase jedoch ein scheinbares, denn die Algorithmen der von
Stefan Schmitt entwickelten Cavity-Datenbank (Cavbase) (Schmitt, 2000; Schmitt
et al., 2001, 2002) implementieren Verfahren zur Detektion von dhnlichen Bindeta-
schen in nicht sequenzverwandten Proteinen und erlauben auch eine Uberlagerung
solcher Bindetaschen allein auf der Basis korrespondierender physikochemischer Ei-
genschaften.
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Die Uberlagerung zweiter Ketten in Relibase greift auf die mit ALIGN berechneten
Sequenziiberlagerungen zuriick, durch die festgelegt ist, welche Aminosiure der Refe-
renzkette mit welcher aus der {iberlagerten Struktur moglichst optimal zur Deckung
gebracht werden muf. Nacheinander werden drei Uberlagerungen durchgefiihrt, die
jeweils die mittlere quadratische Abweichung korrespondierender C'a-Koordinaten
fiir eine gegebene Menge an Aminosiuren minimieren. Bei der ersten Uberlage-
rung werden alle Aminosduren beriicksicht und der RMSD fiir das Gesamtprotein
(RMSD g¢samt) berechnet. Da die Bewegung einzelner flexibler Doménen oder Schlei-
fen eine solche Uberlagerung artifiziell zu einer Seite hin verzerren kann, ermittelt
man hieraus den sog. Protein-Core, definiert als die 60% der Aminosiuren, die die
geringsten RMSD-Werte aufweisen. Nur diese werden bei einer zweiten Uberlage-
rung, der Core-Uberlagerung, zur Berechnung der optimalen Transformationsma-
trix herangezogen. Der RMSD . fiir eine Uberlagerung ist daher immer niedriger
als der RMSDgyesame. Die letzte Uberlagerung, die berechnet wird, minimiert den
RMSD-Wert nur fiir die Aminoséuren, die innerhalb der Relibase-Bindetasche (7A-
Ausschnitt um einen Liganden) liegen (RMSDpr). Hierbei wird ignoriert, daf8 die
Uberlagerung der restlichen Aminosduren durch die gleiche Transformationsmatrix
moglicherweise zu einem sehr schlechten Ergebnis fithren wiirde. Die Uberlage-
rungsfunktionen in Relibase kénnen damit prinzipiell fiir jede Art von Uberlagerung
eingesetzt werden. Innerhalb des GUI sind die Moglichkeiten jedoch darauf einge-
schriankt, ausgehend von einem gewéhlten Referenzliganden dessen Bindetasche mit
der aus anderen, homologen Proteinen zu vergleichen. Die Referenzstruktur ist da-
durch immer ein Komplex. Kontaktiert der Ligand mehr als eine Proteinkette oder
bindet gerade an der Kontaktfliche zwischen zwei Proteinketten (wie z.B. in der
HIV-Protease), so kann der Benutzer eine der Ketten als Referenz wihlen. Aus der
Menge aller zur Referenzkette homologen Ketten, die nach Auflésung und Grad der
Sequenzhomologie gefiltert werden kénnen, kann eine Serie von Ketten ausgewéhlt
werden. Jede dieser Ketten wird in einem paarweisen Strukturvergleich mit der
Referenzkette iiberlagert. Dabei werden jeweils fiir alle drei dargestellten Uberlage-
rungsmodi die RMSD-Werte berechnet. Der Benutzer kann jedoch wéhlen, ob er die
Koordinaten aus der Core-Uberlagerung oder aus der Bindetascheniiberlagerung vi-
sualisieren und ndher analysieren méchte. Auch der Visualisierungsausschnitt kann
von dem Vorgabe-Wert von 4.0A um den Liganden angehoben werden.?

Innerhalb des gewihlten Uberlagerungsmodus werden verschiedene Aspekte des
Strukturvergleichs ausgewertet. Hierzu gehoren die Analyse der Solvatationsstruk-
tur im Hinblick auf die Konservierung von Wassermolekiilen bzw. ,,Substrat-Mimikry”
durch das Solvens, der Hinweis auf Sequenzunterschiede (Mutationen, Insertionen,

2Dabei ist zu beachten, daf# der oben diskutierte RMSDpr stets fiir den Auschnitt mit dem
konstanten Radius von 7A um einen Liganden berechnet wird.
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Deletionen) in der Bindetasche, ferner die Analyse moglicher Proteinflexibilitdt im
Riickgrat und in den Seitenketten sowie die Detektion sterischer Uberlappungen
zwischen Liganden aus iiberlagerten Strukturen bzw. zwischen Liganden und der in
einer anderen Struktur beobachteten Proteinkonformation.

Analyse der Wasserpositionen Zunichst werden alle Wassermolekiile in der Binde-
tasche der Referenzstruktur mit den Wasserpositionen in der iiberlagerten Struktur
verglichen. Findet man dabei ein Wassermolekiil innerhalb eines 1.2A-Radius, so
gilt das Wassermolekiil in der Referenzstruktur als konserviert hinsichtlich dieses
Strukturvergleichs. Innerhalb einer Serie iiberlagerter Strukturen wird ausgewertet,
in wievielen der durchgefiihrten Strukturvergleiche ein solches Wassermolekiil kon-
serviert erscheint.

Des weiteren wird iiberpriift, ob ein Fall von ,,Substrat-Mimikry” durch das Solvens
vorliegt, d.h. ein Wassermolekiil in einer Struktur unmittelbar durch ein (polares)
Ligandatom in einer anderen ersetzt wird. Hierzu werden die Ligandpositionen in
der Referenz-Komplexstruktur mit denen der Wassermolekiile in einer iiberlager-
ten (moglicherweise ligand-freien) Bindetasche verglichen. Als Distanzkriterium fiir
einen direkten Ersatz werden, in Analogie zur Analyse der Wasserkonservierung,
1.2A angesetzt. Da auch der in der Referenz gebundene Ligand Teile der Bindeta-
sche unbesetzt, d.h. solvatisiert, lassen kann, die von anderen Liganden in homologen
Komplexen besetzt werden, wird auch der umgekehrte Vergleich durchgefiihrt fiir
Wassermolekiile in der Referenz, welche durch Ligandenatome iiberlagerter Kom-
plexe ersetzt werden konnen. Die Ausgabe spezifiziert jeweils das Wassermolekiil,
den Atomnamen des Ligandenatoms sowie dessen Atomtyp in der Sybyl-Notation.

Analyse der Proteinflexibilitdt Verschiebungen in den Positionen von Aminoséur-
en beim Vergleich zweier Strukturen werden zundchst aufgeschliisselt nach Bewegun-
gen im Proteinriickgrat und Bewegungen in den Seitenketten. Weicht die Position
des Ca-Atoms einer Aminosdure um mehr als einen vom Benutzer vorgegebenen
Wert von der des C'a-Atoms der korrespondierenden Aminosdure ab, so wird dies
registriert. Obwohl die Ausgabe generell auf die Analyse der Bindetasche beschrinkt
ist, wird verfolgt, ob Verschiebungen des Riickgrats sich iiber mehrere aufeinander-
folgende Aminosduren in der Sequenz auch auflerhalb der Bindetasche erstrecken.
Reicht der Bereich beobachteter Verschiebungen iiber den gewahlten Bindetaschen-
bereich hinaus, wie es bei der Bewegung ganzer Doménen oder Schleifen der Fall ist
(z.B. Citrat-Synthase: vgl. pdb2cts / pdb5csc), so wird der Benutzer darauf hinge-
wiesen und kann entsprechend einen gréfileren Bindetaschenausschnitt zur Analyse
wéhlen.

Die Seitenketten identischer Aminosduren werden zunéchst daraufhin verglichen, ob
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sich ihr geometrischer Schwerpunkt um mehr als einen bestimmten Grenzwert ver-
schiebt. Solche Verdnderungen sind relativ markant, da sie Bewegungen, die z.B.
allein die Enden hochflexibler und kristallographisch hiufig schlecht auflésbarer lan-
ger Seitenketten (Lys, Arg, Glu) betreffen, in der Regel nicht beriicksichtigen. Sofern
keine signifikante Verschiebung des Seitenkettenschwerpunkts vorliegt, kann zuséitz-
lich analysiert werden, inwiefern sich einzelne Atompositionen innerhalb der Seiten-
ketten markant von einer Struktur zur anderen verschieben. Die dritte Moglichkeit,
Flexibilitdt von Seitenketten zu analysieren, besteht darin, die Torsionswinkel in
flexiblen Teilen der Seitenketten'® zu vergleichen und Abweichungen oberhalb eines
gewdhlten Grenzwerts zu registrieren.

Analyse sterischer Uberlappungen von Molekiilen Sterische Uberlappungen zwi-
schen Molekiilen aus unterschiedlichen, homologen Strukturen werden im Hinblick
auf zwei Fragen analysiert. Zum einen wird ermittelt, zu welchem Prozentsatz zwei
unterschiedliche Liganden, die in die Bindetasche des gleichen Proteins binden, auch
das gleiche Volumen besetzen. Zum anderen wird ermittelt, ob ein Ligand aus der
Referenzstruktur (in der dort beobachteten Konformation) auch in die Bindetasche
einer iiberlagerten Struktur passen wiirde (und umgekehrt). Kommt es dabei zu un-
erlaubten Uberlappungen der Atome, so kann dies ein Hinweis sein auf strukturelle
Unterschiede, die die Spezifitit der Ligandenbindung in unterschiedlichen Proteinen
einer Familie bestimmen. Es kann aber auch ein Hinweis auf ligandeninduzierte
Flexibilitit sein oder einfach auf eine konformative Fixierung flexibler Seitenketten
in der Apostruktur hindeuten. In der Kombination mit den anderen Aspekten des
Strukturvergleichs, wie ihn Relibase analysiert, 148t sich dies im Einzelfall interpre-
tieren.

Die Uberlappung von Ligand- und Proteinatomen wird gepriift, indem die Summe
der Van-der-Waals-Radien zweier Atome mit ihrer Kontaktdistanz nach der Uberla-
gerung verglichen wird. Dabei werden die Van-der-Waals-Radien fiir polare Atome
gemif Li und Nussinov (Li & Nussinov, 1998) in Abhingigkeit von der Natur des
Wechselwirkungspartners definiert. Unterschreitet die Kontaktdistanz den berech-
neten Minimalwert signifikant, so wird eine Uberlappung ( Clash) vermerkt. In einem
solchen Fall kann die betrachtete Rezeptorstruktur ein ungeeignetes Modell fiir das
Docking des betrachteten Liganden darstellen, sofern nicht Algorithmen, die die Re-
zeptorflexibiliéit explizit beriicksichtigen kénnen, angewandt werden.

Im Gegensatz zur Uberlappung von Protein und Ligand wird die Uberlappung von
zwei Liganden quantitativ im Sinne eines Uberlappungsvolumens ausgewertet. Um

13 Abweichungen, welche allein auf kristallographische Probleme hinweisen wiirden, aber nicht auf
echte konformative Flexibilitdt (z.B. das Fehlen einer aus den Bindungsverhiltnissen abzulei-
tenden Planaritét), werden ignoriert.

71



3 Aufbau einer Datenbank zur Charakterisierung von Wassermolekiilen

eine zeiteffiziente Berechnung zu erreichen, wurde ein N#herungsansatz gewéihlt,
der die einzelnen Atome durch Gaufifunktionen reprisentiert, was ihrer Natur als
Elektronendichteverteilung auch niher kommt als eine Beschreibung in Form ein-
facher Kugeln. Der Van-der-Waals-Radius eines Atoms bestimmt dabei die Breite
der GauB-Funktion. Um eine konsistente Beschreibung fiir alle Strukturen zu errei-
chen, werden Wasserstoffatome grundsitzlich nicht beriicksichtigt. Die Uberlappung
zweier GauBlkurven ergibt sich aus dem Integral des Produkts der beiden Funktionen
iiber den Raum, das analytisch einfach zu bestimmen ist. Beschreibt man nun ein
Molekiil als die Summe der GauBfunktionen aller Einzelatome, so kann sowohl die
Uberlappung zweier Molekiile A und B als auch das Volumen jedes Einzelmolekiils
(entsprechend der Uberlappung mit sich selbst), niherungsweise berechnet werden'4.
Die Ausgabe listet alle drei dieser Volumina, so dafi das Uberlappungsvolumen als
Prozentanteil relativ zum Eigenvolumen eines Referenzliganden ausgedriickt werden
kann.

3.3 Anwendungsbeispiele

Das folgende Kapitel soll anhand einer Reihe ausgewihlter Beispiele illustrieren,
welche Moglichkeiten zur Untersuchung von Wassermolekiilen in Proteinstrukturen
sich mit der entwickelten Wasserdatenbank ertffnen, aber auch, wo die Methoden
an ihre Grenzen stoflen. Dabei gliedern sich die Unterkapitel zunéchst nach den
funktionellen Modulen und weniger nach chemischen Fragestellungen.

3.3.1 Untersuchung von Wassermolekiilen mit der MolEd-Funktion

Die nachfolgenden Beispiele versuchen, die Bandbreite der Suchméglichkeiten nicht
nur formal abzudecken, sondern auch exemplarisch zu verdeutlichen, wie man eine
Suchanfrage so maBschneidert, daf} sie tatséichlich geeignet ist, die Ausgangsfrage
zu beantworten. Es gehort zu den Charakteristika der hier dargestellten Funktio-
nalitit, daf} ein solches Anpassen der formulierten Suchanfrage nur iterativ, durch
Auswertung der erhaltenen Treffer und entsprechende Abwandlung der Suchanfra-
ge moglich ist. Des weiteren soll auch gezeigt werden, dafl nicht in jedem Fall das
Auftreten der untersuchten Wechselwirkung problemlos im Sinne der chemischen
Fragestellung quantifiziert werden kann.

4 Gemeinsame Uberlappungen zwischen mehr als zwei Atomen werden dabei vernachlissigt.
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CH ... O-Wasserstoffbriicken zu Wassermolekiilen in der
Protein-Ligand-Wechselwirkung

Als " unhappy waters” bezeichnet man bisweilen Wassermolekiile, die in ihrer rdum-
lichen Umgebung weniger als vier klassische Wasserstoffbriickenpartner finden, so
dafl Donor- und / oder Akzeptoreigenschaften ungenutzt bleiben. Dies kann bei
Wassermolekiilen in Proteinbindetaschen ihre Verdringung durch einen Liganden
explizit begiinstigen, weshalb solche Wassermolekiile auch als ,,aktivierte Wassermo-
lekiile” bezeichnet wurden (Koellner et al., 2000). Findet man eine solche fehlende
Absittigung von Wasserstoffbriickeneigenschaften allerdings bei Wassermolekiilen,
die nach erfolgter Ligandenbindung in der Proteinbindetasche vergraben werden, so
wire diese Situation ungiinstig. In Kleinmolekiilstrukturen aus der CSD wurde ge-
funden, dafl Wassermolekiile, denen ein Wasserstoffbriickendonor in der Umgebung
zu fehlen scheint, diesen tatséchlich hiufig in einer (geeignet vorpolarisierten) CH-
Gruppe finden (Steiner, 1995; Steiner & Saenger, 1993). Fiir die C ... O-Distanzen
in solchen Wasserstoffbriicken werden typische Werte um 3.3A gefunden (Steiner,
1995; Jiang & Lai, 2002). Auch in Proteinstrukturen legen die Geometrien vieler
auffallend kurzer CH ... O-Kontakte (insbesondere zu Carbonylgruppen) die Exi-
stenz von Wasserstoffbriicken nahe (Derewenda et al., 1995; Jiang & Lai, 2002). Ab
initio-Berechnungen, nach denen sich die Wechselwirkungsenergien fiir H-Briicken
zwischen der C,H-Gruppe von Aminosiuren und einem Wassermolekiil zwischen
1.9 und 2.5kcal/mol bewegen'®, liefern mit 3.32A einen sehr dhnlichen Wert fiir die
Lénge einer solchen Wasserstoffbriicke (Scheiner et al., 2001).

Ubertriigt man diese Beobachtung auf Protein-Ligand-Wechselwirkungen, so kann
man fragen, ob auch hier unhappy waters zu finden sind, die durch CH ... O-
Kontakte zum Liganden ihre Akzeptorfunktionalitit abséittigen. Die Betrachtung
von Proteinstrukturen impliziert dabei zum einen, dafl die Wasserstoffpositionen in
aller Regel unbestimmt bleiben und nicht in allen Féllen aus geometrischen Betrach-
tungen abgeleitet werden kénnen. Zum anderen gestaltet sich die Charakterisie-
rung von unhappy waters schwieriger, weil andere, kristallographisch nicht aufgeléste
Wassermolekiile aus dem bulk-Bereich moglicherweise als Wasserstoffbriickenpartner
dienen konnen. Um den Besonderheiten der Proteinstrukturen gerecht zu werden,
werden daher folgende Randbedingungen beim Aufbau der Suche beriicksichtigt:

e Die Gesamtzahl der Kontakte zu polaren Nachbarn GK wird fiir unhappy wa-
ters auf Werte zwischen Null und drei eingeschriankt. Damit dieser Deskriptor
jedoch eine Aussage iiber die Vollstindigkeit der Koordination zulisst, soll-
ten die Wassermolekiile hinreichend vergraben in ihrer Umgebung sein. Als

5Die Wechselwirkung zwischen der CoH-Gruppe eines geladenen Lysins mit Wasser ist noch stirker
und iibertrifft sogar konventionelle OH ... O-Wasserstoffbriicken!
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zusitzliches Filterkriterium wird daher eine Losemittelzuginglichkeit < 25%
eingesetzt.

e um die Position der betrachteten Wassermolekiile hinreichend genau bestim-
men zu kénnen, sollte ihr Temperaturfaktor < 30A2 liegen.

e um der hoheren Unsicherheit gerecht zu werden, mit der Atompositionen und
interatomare Distanzen in Proteinstrukturen behaftet sind, wird die Obergren-
ze fiir die C ... O-Distanz mit 3.4A relativ niedrig gewiihlt. Auf diese Art und
Weise findet man nur besonders markante Fille von CH ... O-Briicken. Um
allzu kurze Distanzen auszuschlielen, die allein auf kristallographische Fehler
zuriickzufiihren sind, wird eine Untergrenze von 2.8A gewihlt.

e des weiteren wird die Untersuchung auf hochaufgeléste Rontgenstrukturen mit
einer Auflésung < 2.0A eingeschriinkt.

e entsprechend der geringeren Auflésung, die fiir Proteinstrukturen im Vergleich
zu Kleinmolekiilstrukturen erreicht wird, und angesichts der fehlenden Infor-
mation iiber Wasserstoffpositionen wird keine geometrische Einschrinkung der
Bindungswinkel vorgenommen.

Mit diesen Suchkriterien findet man insgesamt 2041 Hits. Die visuelle Inspektion
der erhaltenen Treffer legt jedoch Modifikationen der Suchanfrage nahe. So er-
kennt man, dafl eine Reihe der gefundenen kurzen C ... O-Kontakte allein darauf
zuriickzufiihren ist, dafl das Wassermolekiil sowie das in seiner Niahe befindliche Li-
gandenatom nicht mit einer Besetzungszahl von 1.0 verfeinert wurden. In diesem
Fall interagieren die gefundenen Fragmente gar nicht notwendigerweise miteinan-
der. Daher wird die weitere Suche eingeschrinkt auf Wassermolekiile mit einer
Besetzungszahl > 1.0'®. Es verbleiben weiterhin 1237 Treffer.

Betrachtet man aus dieser Serie wieder einzelne Liganden, so findet man in der Tat
Beispiele, die die Existenz einer C-H ... HyO-Wasserstoffbriicke stark vermuten las-
sen. Unterdessen erhilt man aber den Eindruck, dafl sich nur hinter einem Teil der
so gefundenen Treffer tatsichlich die vermutete Wechselwirkung verbirgt. Bisweilen
entstehen vollig abwegige Koordinationsgeometrien am Wassermolekiil. Die alterna-
tive Koordination eines polaren Partners, der sich nur leicht auierhalb der fiir einen
polaren Kontakt angesetzten Distanzgrenze befindet, scheint deutlich wahrschein-
licher, oder andere Beobachtungen (wie eine energetisch ungiinstige Konformati-
on des Liganden oder Van-der-Waals-Uberlappungen mit Proteinatomen) erwecken
trotz der insgesamt hohen Auflésung ein gewisses Mifitrauen in die geometrischen
Details des in der Struktur festgehaltenen Bindungsmodus’. Es ergeben sich jedoch

'Bei Werten > 1 handelt es sich freilich um Verfeinerungsartefakte.
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an dieser Stelle keine einfachen Anséitze mehr, diese fragwiirdigen Treffer durch die
Anwendung zusétzlicher programmierbarer Filterkriterien zu eliminieren.

Die beschriebene Suche ist ein Beispiel dafiir, dafl MolEd-Suchen mit Relibase
manchmal ein Werkzeug zur gezielten Suche von Beispielen fiir eine bestimmte
Wechselwirkung darstellen ohne quantitative Aussagen zuzulassen. Die Suche stellt
lediglich einen Vorfilter dar, und das Einzelbeispiel sollte erst nach visueller Inspekti-
on, evtl. auch durch Hinzuziehen der jeweiligen Literaturstelle, interpretiert werden.
Dabei ist nur teilweise das Fehlen weiterer Moglichkeiten zur Einschrinkung der
Relibase-Suche die Ursache solcher Unzulidnglichkeiten, hiufig sind die Schwichen
vielmehr in den abgelegten Strukturmodellen selbst zu suchen.

Trotzdem erscheinen eine Reihe von Treffern der hier diskutierten Suche nach C-H

. HoO-Wasserstoftbriicken durchaus iiberzeugend. Dabei handelt es sich um Fille,
in denen die beschriebene Wechselwirkung von den strukturellen Eigenschaften her
plausibel erscheint oder auch in Kleinmolekiilstrukturen beschrieben wurde. Dies
trifft zum einen auf CH-Bindungen des Liganden zu, die aufgrund ihrer chemischen
Umgebung stark polarisiert sein diirften. So findet man in der 2-Oxy-glutarsiure,
die an Clavaminat-Synthase (1dry /1dsl) bindet, ein Wassermolekiil (361/430), das
in einer Distanz von 3.3 bzw. 3.4A an das Kohlenstoffatom in a-Stellung zur Car-
bonylfunktion bindet und dadurch eine nahezu perfekt tetraedrische Koordination
erreicht (siehe Abb. 3.2). Ein Strukturfragment, das eine gewisse CH-Aciditét ver-
muten 148t, findet sich in der Struktur 2oat der Ornithin-Aminotransferase. Der
gebundene Ligand (Dreibuchstabencode PFM) weist eine a-S-ungesittigte Keto-
gruppe auf, die dariiber hinaus in Resonanz mit einem aromatischen Ring steht. Das
Kohlenstoffatom in a-Stellung zur Carbonylfunktion befindet sich im Abstand von
3.0A zu einem Wassermolekiil (550), das iiber Wasserstoffbriicken an die terminale
Carboxylat- und Phosphatgruppe des Liganden sowie an ein weiteres Wassermolekiil
bindet. Einen zweiten H-Donor findet es offensichtlich in der CH-Gruppe, durch die
seine Koordination zu einem abgeflachten Tetraeder ergéinzt wird.

Relaxiert man die Randbedingungen fiir die Auflésung der betrachteten Struk-
turen etwas, so findet man ein weiteres sehr interessantes Beispiel in der Struktur
der Glutamin-Amidotransferase lecg (Auflosung 2.3A). Dieses Strukturbeispiel war
bereits in einer anderen Suche nach Wechselwirkungen zwischen zwei Carbonylfunk-
tionen (Bergner et al., 2002) aufgefallen. Die Tatsache, daff das a-stindige Kohlen-
stoffatom zur Carbonylfunktion im Abstand von 3.3A ein Wassermolekiil (978) bin-
det, bietet einen weiteren Beleg dafiir, dafl diese Carbonylfunktion stark polarisiert
sein muf}. Die Proteinumgebung, die iiber drei Carbonylgruppen in CO ... CO-
Wechselwirkungen mit dem Liganden tritt, stabilisiert diese Polarisation und un-
terstiitzt damit auch die C-H ... HsO-Wasserstoffbriicke. Umgekehrt trigt diese
auch zur Ladungsverschiebung in den Carbonylfunktionen bei, so dafl man koope-
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Abbildung 3.2: C-H ... HyO-Wasserstoftbriicke in der Clavaminat-Synthase-Struktur 1dry.
Gemif der in Relibase iiblichen Darstellungsweise ist das Kohlenstoffgeriist des Liganden
in griin dargestellt. Kohlenstoffatome, die zum Protein gehoren, sind hingegen in weif}
dargestellt.

rative Effekte vermuten kann, durch die zwei dem Typ nach schwache Wechselwir-
kungen sich gegenseitig verstirken. Auch peptidische bzw. peptiddhnliche Ligan-
den befinden sich unter den gefundenen Treffern. Die Ausbildung von C,H ... O-
Wasserstoffbriicken wie in der Cyclophilin A-Struktur lawr (Wasser 7012, 7015), die
ein Hexapeptid bindet, unterstiitzt die Befunde aus ab initio-Berechnungen (Schei-
ner et al., 2001).

Wasserstoffbriicken zu CH-Gruppen in aromatischen Ringen sind ein weiteres Mo-
tiv, das sich in mehreren Strukturbeispielen antreffen 148t. Diese finden sich z.B.
in der Glycogen-Phosphorylase-Struktur lexv (Wasser 2182), der Struktur 6gsv der
Glutathion-Transferase (Wasser 50,15), in der Struktur des Histokompatibilitéts-
komplexes lagd (Wasser 163) oder in der Carboanhydrase-Struktur 1g4o (Wasser
291)!7. Eine Wasserstoffbriicke scheint jeweils vorzuliegen, da die Wassermolekiile
sich zum einen nahezu perfekt in der Ebene des aromatischen Systems befinden, sich

"Es ist jedoch zu vermerken, daB in anderen Komplex-Strukturen dieser Carboanhydrase, deren
Liganden das gleiche Phenyl-Sulfonamid-Fragment enthalten, ein zusdtzliches Wassermolekiil
(siche z.B. Wasser 423 in 1g45) detektiert wurde. Obwohl der Kontakt zu der CH-Gruppe
des Liganden unverdndert innerhalb der gewdhlten Distanzgrenze liegt, erhdlt das betrachtete
Wassermolekiil dadurch jedoch einen vierten polaren Partner in der Umgebung und fillt nicht
mehr unter die Definition eines unhappy water.
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Abbildung 3.3: C-H ... H,0O-Wasserstoftbriicke in der Struktur lecg der Glutamin-
Amidotransferase. Die starke Polarisation der Carbonylfunktion des Liganden resultiert
mafgeblich aus mehreren Wechselwirkungen mit Carbonylgruppen des Proteins, wobei
zwischen einer annihernd linearen (in tiirkis dargestellt) und einer antiparallelen Anord-
nung (in violett dargestellt) der CO-Gruppen zu unterscheiden ist.
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zum anderen aber auch exakt in Richtung der Wasserstoffatome (120°-Winkel zu den
C-C-Bindungen im Ring) orientieren. Die C ... O-Distanzen bewegen sich zwischen
3.1 und 3.2A. Obwohl C-H ... H,0-Wasserstoffbriicken bei der Ligandenbindung

Abbildung 3.4: C-H ... Hy0-Wasserstoffbriicke in der Struktur der humanen Carboanhy-
drase IT 1g4o

nicht mit einer Hiufigkeit und Systematik auftreten, die diesen nicht-klassischen
Wechselwirkungen eine dhnlich dominante Rolle wie bei der Stabilisierung von Pro-
teinstrukturen zuschreiben wiirde (Derewenda et al., 1995; Jiang & Lai, 2002), steht
auler Zweifel, daf} sie in einer nicht ganz kleinen Zahl von Fillen relevante Bin-
dungbeitrige liefern kénnen bzw. zu Bindungmoden fiihren, die ohne die Existenz
dieser H-Briicken schwer nachvollziehbar (und bestimmt nicht vorhersagbar) wéren.
Daf} die momentan existenten Methoden des rationalen Drug Designs Wasserstoff-
briicken zu C-H-Gruppen vernachlissigen, wird dazu fithren, dafl computergestiitzt
entworfene Liganden tendenziell ohnehin wenige solcher H-Briicken ausbilden (schon
gar nicht iiber Wassermolekiile vermittelt). Wihrend von einem Austausch des Koh-
lenstoffatoms gegen einen potenteren H-Donor zurecht eine Affinitétssteigerung er-
wartet werden darf, bleibt in Féllen, wo dieser Austausch nicht moglich ist (weil
er z.B. zur Instabilitdt des Molekiils fithrt) Potential zur Weiterentwicklung dieser
Programme ungenutzt, solange die schwicheren H-Briicken grundsitzlich nicht in
Erwigung gezogen werden.
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Verteilungsmuster von Wassermolekiilen am Bespiel der Hydratation von
Adenin-Liganden

Die Konservierung von Wassermolekiilen in Proteinbindetaschen (vgl. Kap. 4.3.2)
belegt, daf} in der Regel die Proteinoberfliche und die von ihr exponierten physi-
kochemischen Eigenschaften die Positionen moéglicher Wasserbindestellen festlegen.
Natiirlich hat auch der Ligand einen Einflu}, denn im Idealfall fallen die ,,Hot Spots”
der Hydratationsmuster um Protein und Ligand in diesen Positionen zusamimen.
Das Hydratationsmuster des Liganden ist nicht weniger definiert, allerdings ist nur
selten eine Kleinmolekiil-Hydrat-Struktur des isolierten Molekiils bekannt, aus der
es direkt abgeleitet werden koénnte.

Will man bevorzugte Hydratationsmuster um einen Kleinmolekiil-Liganden aus Pro-
teinkomplexstrukturen ableiten, so setzt dies voraus, dafl der Einflufl der Proteinbin-
detasche nicht zu dominant ist bzw. die intermolekularen Wechselwirkungen in einem
Kristallverband und in einem Protein-Ligand-Komplex vergleichbar sind. Dies sollte
vor allem in den Fillen gegeben sein, in denen prinzipiell mehrere polare Gruppen
des Liganden an das gleiche Wassermolekiil binden kénnen, so da} ein relevanter
Anteil der polaren Kontakte des Wassermolekiils zum Liganden ausgebildet werden.
Als Beispiel soll hier die Verteilung von Wassermolekiilen um das exozyklische Stick-
stoffatom N6 von Adeninliganden analysiert werden. Da ein solches Molekiilfrag-
ment nicht in der IsoStar-Fragmentbibliothek enthalten ist, erlaubt nur Relibase eine
automatisierte Untersuchung dieser Wechselwirkung. Von 2477 in Relibase enthal-
tenen Rontgenstrukturen, die einen Liganden mit Adenin(fragment) enthalten, ist
in 657 Fillen ein Wassermolekiil innerhalb von 3.3A (D1) um N6 zu finden (siehe
Abb. 3.5).

Obwohl Kofaktoren wie FAD- (134 Treffer), NAD- (84), ADP- (115) und ATP-
Molekiile (41) in der Hitliste dieser Liganden deutlich iiberrepriisentiert sind ge-
geniiber einfacheren Liganden ohne Zucker- und/oder Phosphatgruppen (siehe z.B.
1b42), entstammen die Treffer einer Vielzahl von Proteinfamilien. So findet man
z.B. ATP in Strukturen von Chaperonin (lder), Adenosyltranferase (1g64), Ac-
tin (1dej) bzw. Myosin (1fmw), Pyruvat-Kinase (1a49), Thymidylat-Kinase (1e2q),
Serin/Threonin-Kinase (1qmz), ATP-Phosphorylase (1€79), NAD+Synthetase (1nsy),
ATP-Synthase (1nbm), Helicase (1j7k) oder Histidin-Permease (1bOu). Die anderen
Kofaktoren sind in einer nicht weniger breiten Zahl von Proteinstrukturen vertre-
ten.

Dariiber hinaus ist eine hinreichende Diversitdt der Adeninumgebungen auch da-
durch gegeben, dafl das untersuchte Stickstoffatom N6 in allen Kofaktoren am Mo-
lekiilterminus plaziert ist. Seine Umgebung ist dort unbeeinflufit von der Natur des
Zuckerrestes, der an N9 gebunden ist und von N6 wegweist. Zudem sind viele der
Kofaktor-Molekiile iiber den Phosphatrest (hdufig an einem Metallzentrum) in der
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Abbildung 3.5: Suchanfrage zur Detektion von Wassermolekiilen in Kontakt mit exozykli-
schen Stickstoffatomen N6 von Adeninliganden. Die orange gefirbten Atome dienen als
Referenzpositionen fiir die riumliche Uberlagerung der gefundenen Treffer.

Bindetasche verankert, so daB der Adeninrest zur Offnung der Bindetasche hin ori-
entiert ist (s. z.B. lbup, lyag, 1rkd, 1ih8, 112t). Daneben gibt es allerdings auch
Strukturen, die ein an N6 koordiniertes Wassermolekiil im Proteininneren vergraben
(s. z.B. 1vpe, 1i59).

Bei Einschrinkung der Treffer auf Rontgenstrukturen mit einer Auflésung < 2.0A
verbleiben 330 Adeninliganden mit einem an N6 koordinierten Wassermolekiil. Be-
trachtet man die rdumliche Uberlagerung dieser Ergebnisse, wobei das Kohlenstoff-
atom C6 und seine beiden Partner im Ring als Referenzatome verwendet werden,
so erkennt man die bevorzugten Wasserbindestellen (Abb. 3.6). Diese formen in der
Ebene des aromatischen Ringsystems zwei Cluster, welche beide in einem Winkel
von ca. 120° zur N6-C-Bindung - entsprechend der Ausrichtung der Protonen der
Aminogruppe - positioniert sind. Nur einige Ausreifler befinden sich in der direkten
Verlingerung der N6-C-Bindung. Die Mehrzahl der Wassermolekiile ist zudem auf
der Fiinfringseite des Adeningeriists zu finden, und eine Abschétzung ihrer Distan-
zen zu N7 im Ring 148t vermuten, daf ein Grofteil dieser Wassermolekiile gleichzeitig
an dieses Stickstoffatom koordiniert. Prinzipiell wurde die gleiche Wasserbindestel-
le auch in Untersuchungen an DNA-Strukturen identifiziert, in Ubereinstimmung
mit theoretischen Vorhersagen (Eisenhaber et al., 1990). Allerdings 1a8t sich bei
den DNA-Strukturen erkennen, daf} es sich um zwei dicht beeinander liegende Was-
serpositionen handelt, die jeweils zu N6 bzw. N7 eine Wasserstoffbriicke ausbilden.
Anders als bei Guanin ist die Distanz zwischen diesen Wasserpositionen zu kurz fiir
eine HoO ... HyO-Wasserstoffbriicke (Schneider & Berman, 1995; Schueider et al.,
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1993)'8, so daB vermutlich ein ungeordnetes Wassermolekiil die beiden Positionen
abwechselnd besetzt.

Die Zahl der Wassermolekiile auf der anderen Seite (rechter Hand in Abb. 3.6) ist
im Vergleich dazu geringer'?. Dies ist erstaunlich, wenn man bedenkt, da8 in den
meisten Komplexen diese dem Rest des Molekiils abgewandte Seite noch besser 16se-
mittelzugénglich ist. Doch binden diese Wassermolekiile bis auf wenige Ausnahmen
auch nur an N6. Dies ist dadurch zu erkldren, dafl bei gleichzeitiger Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke zu N1 eine Vierringgeometrie entstehen wiirde, welche aufgrund
des zu kleinen Bindungswinkels am Wasser ungiinstig erscheint. Zudem ist der Stick-
stoff im Diazinring weniger basisch. Die Koordination an N7 hingegen resultiert in
einer Finfringgeometrie und vermeidet Winkelspannungen, entsprechend hiufiger
wird sie ausgebildet. Auch die Fixierung der Wasserpositionen in der Ringebene ist

fiir die an N7 bindenden Wassermolekiile stirker ausgeprigt (s. Abb. 3.6)%0.

Verteilungsmuster von Wassermolekiilen am Beispiel der Hydratation von
Phenylringen in Liganden

Auch fiir Molekiilfragmente, die eine schwichere Wechselwirkung mit Wassermo-
lekiilen eingehen und daher weniger lokalisierte Verteilungen erwarten lassen, kénnen
Muster bevorzugter Hydratationsstellen mit Relibase untersucht werden. Als einfa-
ches Beispiel soll hier die Hydratation von Phenylringen untersucht werden, fiir die
sowohl Daten aus Kleinmolekiilstrukturen (Atwood et al., 1991; Steiner et al., 1998)
wie auch theoretische Untersuchungen (Suzuki et al., 1992; Cheney et al., 1988) be-
kannt sind. Die Interaktionen von Phenylalanin-Seitenketten in Proteinstrukturen
wurden in einer Studie von Flanagan et al. (Flanagan et al., 1995) untersucht. Zwei
kiirzlich publizierte Analysen von Steiner fokussieren auf Wasserstoftbriicken zu den
w-Zentren aromatischer Akzeptorsysteme in extrem hochaufgelosten (Auflosung <
1.1A) Proteinstrukturen (Steiner & Koellner, 2001), wobei Wassermolekiile als Do-
noren ausfithrlich untersucht werden (Steiner, 2002). Steiner fand, dafl etwa ein
Viertel der gefundenen Wassermolekiile innerhalb von 3.5A zum Zentrum eines aro-
matischen Rings eine aromatische Wasserstoffbriicke ausbildeten, fiir ein weiteres
Viertel konnte ausgeschlossen werden, daf} es sich bei dem Kontakt um eine H-Briicke
handelt, und bei den verbleibenden Féllen war die Zuweisung unklar (Steiner, 2002).

18Dieser Befund revidiert die Ergebnisse einer fritheren Studie (Schneider et al., 1992).

197u dem qualitativ gleichen Ergebnis kommt man auch, wenn man Kleinmolekiildaten aus der
CSD analysiert. Allerdings umfafit die Datenbasis hier nur 18 Strukturen, in denen sechs mal
das Wassermolekiil auch an N7 und ein mal auch an N1 koordiniert.

20 Allerdings ist die Streuung in DNA-Strukturen, wo fiir die an N7 koordinierenden Wassermo-
lekiile ein Torsionswinkel mit der Ringebene von im Mittel 6° bestimmt wurde, noch geringer
(Schneider et al., 1993).
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(a) Frontansicht

(b) Seitenansicht

Abbildung 3.6: Hydratationsmuster um das exozyklische Stickstoffatom N6 in Adeninligan-
den
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Eine erste Suchanfrage umfafit alle Phenylringe in Liganden, die einfach substituiert
sind?!. Diese Eingrenzung empfiehlt sich, um zu verhindern, daf jeder Ring sechs-
fach auf das vorgegebene Templat abgebildet werden kann. Des weiteren kommt
gerade bei der Untersuchung schwacher Wechselwirkungen der Datenqualitit der
betrachteten Strukturen eine grofie Rolle zu, da bei hoherer Auflésung die Was-
serpositionen mit gréferer Genauigkeit bestimmt werden kénnen. Deshalb werden
nur Rontgenstrukturen mit einer Auflésung < 2.0A betrachtet. Die Wassermolekiile
sollten von dem Zentrum des Phenylrings nicht weiter als 5.0A entfernt sein, was
den Suchraum auf stirkere Wechselwirkungen einschréinkt und rein zufillige Nach-
barschaften reduziert.??

Mit den genannten Suchkriterien findet man 287 Treffer. Die resultierende Distanz-
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Abbildung 3.7: Suchanfrage zur Detektion von Wassermolekiilen in Kontakt mit Phenylrigen

verteilungskurve steigt monoton an, d.h. die hier untersuchte Wechselwirkung weist
(anders als z.B. eine Wasserstoftbriicke) kein ausgeprégtes Potentialminimum bei ei-
nem fiir die Wechselwirkung charakteristischen Abstand auf. Wahrend die rdumliche
Verteilung bei einer oberen Distanzgrenze von 5.0A noch relativ kugelsymmetrisch

*1Die angefiigten Wasserstoffatome am Kohlenstoffgeriist werden von Relibase keinesfalls so inter-
pretiert, dafl nur Strukturen, in denen explizit Wasserstoffe positioniert wurden, beriicksichtigt
werden kénnen. Vielmehr wird auf diese Art die Information, daf§ dort kein Schweratom (Nicht-
Wasserstoffatom) kovalent gebunden sein darf, kodiert. Wiirde man die Wasserstoffatome weg-
lassen, so wire damit ein Phenylring beschrieben, der einfach oder mehrfach substituiert sein
kann. Diese Suchmoglichkeit stellt einen wichtigen Unterschied im Vergleich zur Funktionalitét
von IsoStar dar. Wi&hrend IsoStar iiber eine Bibliothek vordefinierter Fragmente verfiigt, die
weder ergidnzt noch modifiziert werden kann, sind Fragmente in Relibase frei definierbar. Die
Moglichkeit, durch die Zusammenfassung mehrerer Atomtypen Suchanfragen zu erweitern, ist
besonders dann hilfreich, wenn fiir die untersuchte Wechselwirkung nur wenige Strukturbeispiele
verfiigbar sind und die Suchkriterien sinnvoll ausgedehnt werden kdnnen.

*Diese Distanzgrenze ist enger als die von Flanagan angesetzte (7A), aber nicht so eng wie die von
Steiner verwendete (3.5A).
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und wenig strukturiert erscheint, wird sie etwas markanter bei Beschrinkung auf die
203 Wassermolekiile, deren kristallographische Positionen aufgrund eines Tempera-
turfaktors < 30A2 weniger unsicher erscheinen (Abb. 3.8). In der Nihe der Substi-

Abbildung 3.8: Raumliche Verteilung von Wassermolekiilen mit B-Faktoren < 30A? um
monosubstituierte Phenylringe

tutionsstelle ist die Wasserkoordination zuriickgedrdngt, da die hier angrenzenden
Molekiilteile diese Positionen sterisch blockieren. Aus Analysen der CSD-Daten ist
bekannt, dafl die Mehrzahl der Wassermolekiile in Kontakt mit Phenylringen als H-
Donor mit einzelnen aromatischen Bindungen interagiert, d.h. die Wasserstoffatome
sind jeweils auf den Mittelpunkt einer C-C-Bindung ausgerichtet. Die oben erwdhn-
te Ausbildung von H-Briicken, bei denen Wasser von aromatischen CH-Gruppen
ein Proton akzeptiert, ist demgegeniiber der seltenere Fall?3. In Analogie hierzu
zeigt auch Abb. 3.8 eine Anhdufung der Wasserpositionen in der Nachbarschaft der
C-C-Bindungen, wenngleich diese schwach ausfillt. Insgesamt dhnelt die Wasser-
verteilung um die Phenylringe aus Liganden deutlich der fiir die Hydratation von

237Zudem konnten die hier gewshlten Distanzkriterien einige dieser Wechselwirkungen bereits aus-
schlielen, da der Abstand der Wassermolekiile zum Zentrum des Phenylrings dabei tendenziell
grofler ist als bei klassischen aromatischen Wasserstoffbriicken.
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Phenylalaninresten in Proteinen gefundenen (Flanagan et al., 1995), so dal Prote-
indaten fiir die hier betrachtete Wechselwirkung in erster Ndherung auf Liganden
iibertragbar erscheinen. Die gréflere Streuung gegeniiber den CSD-Daten kann in
beiden Féllen auf die inhirent niedrigere Datenqualitit in Proteinstrukturen zuriick-
gefithrt werden. Hinzu kommt, dafl in der ndheren Proteinumgebung in der Regel
auch polare Atome zu finden sind, die in Wechselwirkung mit dem Wassermolekiil
treten. Diese konnen die Position der Energieminima auf der ohnehin flachen Po-
tentialfliche (Cheney et al., 1988) leicht verschieben. In Ubereinstimmung hiermit
befinden sich die Wasserpositionen auch nicht streng in der Ringebene, sondern
weisen eine betrichtliche Streuung oberhalb und unterhalb auf. Betrachtet man
einzelne Strukturbeispiele, so ist es in vielen Fillen in der Tat schwierig zu entschei-
den, ob ein Kontakt eine Wasserstoffbriicke darstellt oder nicht. Obwohl hier keine
Quantifizierung vorgenommen wurde, deckt sich dies mit den Beobachtungen von
Steiner zur Wechselwirkung von Wassermolekiien mit aromatischen Systemen der
Proteinstruktur (Steiner, 2002). Ein Beispiel, bei dem die lokale Umgebung stark
darauf hindeutet, dal die Wechselwirkung zwischen dem betrachteten Wassermo-
lekiil und dem Phenylring des Liganden eine Wasserstoffbriicke darstellt, ist in Abb.
3.9 dargestellt.

Neben diesen Effekten ist jedoch festzuhalten, da hier die Haufigkeitsverteilung
gegeniiber einer Dichtekonturierung die graphisch weniger aufschlufireiche Darstel-
lung erscheint. Dies illustriert ein Vergleich mit den Konturplots aus IsoStar fiir
die Verteilung von Wassermolekiilen um Phenyl-Fragmente (Abb. 3.10)?*. Die Kon-
turplots, welche die relevante Information geschickter graphisch umsetzen, lassen
auch erkennen, wie beim Ubergang von CSD- zu PDB-Daten (Abb. 3.10) die Dich-
te der Wasseratome in der Ringebene abnimmt und sich zwei Maxima ober- und
unterhalb der Ringebene herausbilden?®. Auch die Wasserbindestelle direkt ober-
halb des Phenylring-Zentrums, die auch in Kleinmolekiilen gefunden wird (Steiner
et al., 1998) und die nach ab initio-Berechnungen ein deutlich tieferes Energiemini-
mum darstellt als die Positionen an den Ringkanten (Flanagan et al., 1995), ist in
beiden Konturdiagrammen erkennbar, wihrend sie in der Relibase-Darstellung voll-
kommen untergeht. Diese Bindestelle ist in Proteinstrukturen nur relativ schwach
populiert, da hydrophobe Seitenketten tendenziell im Proteininneren vergraben wer-
den (Flanagan et al., 1995). Allerdings 148t ein Vergleich mit dem Isostar-Konturplot

24Vernachlissigt man, dal in die IsoStar-Suchen keine zusitzlichen Filterkriterien wie Aufldsung,
B-Faktor etc. mit aufgenommen werden kénnen (welche hier jedoch zur Strukturierung der Ver-
teilung beitragen!) und dafi die Ergédnzung der aktuellsten PDB-Daten in beiden Datenbanken
nicht streng synchronisiert ist, so verwenden beide Datenbanken die gleichen Strukturdaten.

%Dies illustriert, da die geplante Erweiterung der Visualisierungsmoglichkeiten in Relibase auf
feldbasierte Darstellungen eine Entwicklung ist, von der die Anwendungen, die Wasserstrukturen
analysieren, ganz besonders profitieren werden.
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[ ™

Abbildung 3.9: Das Wassermolekiil 551 aus der Hydroxylase-Struktur 1dob bildet zu drei
polaren Atomen Kontakte aus, deren Geometrie jeweils die Existenz einer Wasserstoff-
briicke nahelegen. Mit den beiden NH-Gruppen des Proteinriickgrats wechselwirkt das
Wassermolekiil als H-Akzeptor, mit der Carbonylgruppe des Liganden als H-Donor. In
der Richtung, in die aufgrund des tetraedrischen Aufbaus eines Wassermolekiils das zweite
Proton weisen muB, befindet sich im Abstand von 3.2A das Zentrum des Phenylrings eines
zweiten Liganden. (Der Winkel zwischen der Normalen auf die Ebene des Phenylrings
und dem Verbindungvektor zwischen der Wasserposition 551 und dem Zentrum des Phe-
nylrings betrigt 16°.) Daher kann auch fiir diese Wechselwirkung angenommen werden,
daB es sich um eine Wasserstoffbriicke handelt.

fiir Phe-Seitenketten (nicht gezeigt) erkennen, daf§ die Besetzung dieser Bindestelle
bei Liganden noch stéirker als bei Proteinseitenketten zuriickgedringt wird. In bei-
den Fillen bevorzugen Phenylringe Wechselwirkungen mit meist hydrophoben Part-

nern26

im Protein, und nur wenn diese nicht verfiigbar sind, wird eine schwichere
Wechselwirkung mit Wassermolekiilen eingegangen. Wiahrend die Stabilitdt einer
Proteinstruktur jedoch eine lokale, nicht optimale Kombination von Wechselwir-
kungspartnern hiufig toleriert, da sie fiir die Gesamtenergetik des Systems eine sehr
kleine Rolle spielt, kann die Bindung eines Kleinmolekiilliganden dadurch bereits

empfindlich gestort werden.

26 Allerdings sind auch kationische Strukturen wie z.B. quartire Amine starke Konkurrenten um
die Bindestelle im Zentrum eines Phenylrings (Burley & Petsko, 1986; Hendlich et al., 2003;
Verdonk et al., 1993).
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(a) CSD

(b) PDB

Abbildung 3.10: Bevorzugte Hydratationsmuster von Phenylgruppen in Réntgenstrukturen
aus der CSD und aus der PDB
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Vermittlung von Salzbriicken zwischen Protein und Ligand durch
Wassermolekiile

In Proteinstrukturen wie der der Carboxypeptidase A oder der des Papains (Franks,
1979a, S. 89) wurde beobachtet, dafl auch starke Wechselwirkungen wie Salzbriicken
von Wassermolekiilen vermittelt werden kénnen, wenn kein hinreichend kurzer un-
mittelbarer Kontakt der interagierenden Partner hergestellt werden kann. An diese
Beobachtung 148t sich die Frage kniipfen, ob auch bei der Protein-Ligand-Bindung
derartige wasservermittelte Salzbriicken auftreten. Im Detail kénnen hierbei wasser-
vermittelte und wasserunterstiitzte Salzbriicken unterschieden werden, je nachdem,
ob zusédtzlich zu der Wasserbriicke noch ein direkter Kontakt vorliegt, der ledig-
lich unterstiitzt wird, oder nicht. Eine Untersuchung dieser Frage mit der MolEd-
Funktion in Relibase dient als Beispiel fiir die Betrachtung von Wechselwirkungen
zwischen drei Fragmenten (jeweils unterschiedlichen Typs, i.e. Protein, Ligand und
Solvens).

Die in Abb. 3.11 dargestellte Anfrage sucht nach Wechselwirkungen zwischen

Abbildung 3.11: Suchanfrage zur Detektion von wasservermittelten Salzbriicken

Carboyxlatgruppen des Proteins und Amidin-Funktionen von Liganden, also Salz-
briicken, die prinzipiell zweizihnig sein kénnen. Jedoch wird nur fiir einen der
N ... O-Kontakte eine Distanzobergrenze D1 von 3.2A%7, entsprechend einer di-
rekten Wechselwirkung, festgelegt. Zunichst wird nach Féllen gesucht, fir die der
andere N ... O-Kontakt (beliebiger Linge D2) durch ein Wassermolekiil vermittelt
wird, das sich im Abstand von (D3,D4) < 3.3A zu beiden Partnern befindet. Die Su-
che wird auf Kristallstrukturen mit einer Auflosung < 2.5A eingeschrinkt, und man
findet 33 Treffer. Dabei handelt es sich ausschlieBlich um vergrabene Salzbriicken,
und alle betrachteten Wassermolekiile weisen eine 16semittelzugéingliche Oberfliche
< 25% auf. Die Distanzverteilungen fiir D1 und D2 weisen beide ein Maximum bei

*"Dieser Wert 148t sich aus einer Distanzverteilung fiir zweizihnige Salzbriicken ableiten, welche
ein Maximum bei 2.8A aufweist und bei 3.2A steil abfillt.
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2.8A auf. Tatsichlich finden sich nur zwei Treffer, in denen D2 >3.24 iibersteigt,
so daB keine direkte N ... O-Wechselwirkung angenommen werden kann. Wahrend
dabei in der Thrombin-Struktur 1qjl die N ... O-Distanz D2 mit 3.35A nur we-
nig iiber dem festgelegten Grenzwert liegt, so dafl man die Wechselwirkung als eine
stark verzerrte zweizidhnige Salzbriicke ansehen kann, liegt in der Struktur 1nsa der
Procarboxypeptidase B (siehe Abb. 3.12) eine einzdhnige Salzbriicke vor, bei der der
zweite Carboxylat-Sauerstoff von der Amidinfunktion abgewandt ist (D2=4.8A). Al-
le anderen 31 Treffer stellen zweizdhnige Salzbriicken dar, die durch eine zusétzliche
Wasserbriicke noch verstirkt werden.

Abbildung  3.12: Procarboxypeptididase B (1nsa): Nur eines der Carboxylat-
Sauerstoffatome steht in direkter Wechselwirkung mit einem Amidin-Stickstoffatom des
Liganden, doch beide Sauerstoffatome konnen iiber ein verbriickendes Wassermolekiil
(29) auch das zweite Stickstoffatom kontaktieren (Wasserstoffbriicken in gelb, lingere
Kontakte in violett).

Die raumliche Uberlagerung der 33 Hits ist in Abb. 3.13 dargestellt, wobei die Ami-
dingruppe des Liganden die drei Referenzatome definiert. Die Struktur lnsa ist
sofort als Ausreifler zu erkennen. Interessanterweise stellt diese Struktur nicht nur
die einzige eindeutig einzdhnige Salzbriicke dar, sie ist dariiber hinaus auch das
einzige gefundene Strukturbeispiel, das nicht der Proteinfamilie der trypsin-artigen
Serinproteasen angehort?®. Alle anderen Treffer, die damit Serinproteasen darstel-

287u diesem Ergebnis kommt man, wenn man zuniichst eine Proteinhitliste aller Serinproteasen
erstellt, die zu Trypsin eine mefibare Sequenzhomologie aufweisen, diese Proteinhitliste dann
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len, zeigen eine Strukturanordnung, bei der das Wassermolekiil in spitzem Winkel
oberhalb der Ebene der wechselwirkenden N ... O-Kontakte zu finden ist. Die bei-
den Wassermolekiile, deren Position sich etwas abseits des dichten Wasserclusters
befindet, stammen aus den Strukturen 1c5y (CO-Ho0O-Winkel 168°) und 1lhe (CO-
HyO-Winkel 149°)%9.

Abbildung 3.13: Uberlagerung der 33 Hits, die wasservermittelte bzw. -assistierte Salz-
briicken zwischen Protein und Ligand aufweisen.

Die Tatsache, daf} die Carboxylat- und die Amidingruppen sich nicht in einer Ebene
befinden, wie man aus den CSD-Daten in IsoStar sowie aus theoretischen Berech-
nungen (Mitchell et al., 1992) vermuten wiirde, ist jedoch nicht auf den Einfluf} des
Wassers zuriickzufithren, denn sie wird auch bei nicht wasserassistierten Salzbriicken
in Protein-Ligand-Komplexen bevorzugt beobachtet (Uberlagerung nicht gezeigt).
Vielmehr liegt die Vermutung nahe, daB dies eine Folge der Uberreprisentation von
Serinproteasen in der PDB ist, bei denen die Aspl189-Seitenkette schrig in die S1-

in eine entsprechende Ligandenhitliste konvertiert und fiir letztere die Schnittmenge mit der
betrachteten Hitliste aller Liganden in einer wasservermittelten Salzbriicke ermittelt.

Dieses Wassermolekiil (508) ist beim Vergleich mit anderen a-Thrombin-Bindetaschen auffillig
schlecht konserviert. Seine Position fillt genau zwischen die Zentren zweier gut populierter
Cluster aus iiberlagerten Wassermolekiilen, so daf§ evtl. auch Probleme bei der Verfeinerung zu
der ungewohnlichen Geometrie beitragen kdnnen.
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Tasche hineinragt. Diese Aussage muf} jedoch in sofern eingeschrinkt werden, als
auch zweizdhnige Salzbriicken in reinen Proteinstrukturen (i.e. zwischen Arg- und
Glu/Asp-Gruppen) keine ausgepriigte Priferenz fiir eine koplanare Anordnung zei-
gen. Abweichungen bis etwa 20° sind sehr hiufig zu beobachten und scheinen daher
energetisch gegeniiber einer koplanaren Geometrie nicht wesentlich benachteiligt zu
sein (Giinther et al., 2003).

Auch die Tatsache, daB sich die Wassermolekiile etwas oberhalb der Ebene der Car-
boxylatgruppe befinden, ist unabhingig von dem dritten Partner (hier dem Ligand)
und charakteristisch fiir die Hydratation dieser Gruppe in Proteinstrukturen. In-
teressanterweise unterscheiden sich die Hydratationsmuster von Carboxylatgruppen,
wenn man PDB- mit CSD-Daten vergleicht (Abb. 3.14). Zum einen liegen die Vertei-
lungsmaxima bei den CSD-Daten tatséchlich in der Ebene der Carboxylat-Einheit,
obwohl diese Anordnung entropisch benachteiligt ist (nur eine Realisierungsmoglich-
keit!), zum anderen sind die Wechselwirkungen mit den vier Elektronenpaaren etwa
gleich hiufig vertreten. Bei den PDB-Daten hingegen sind die nach innen weisen-
den Elektronenpaare selten in Kontakt mit Wasser, was zeigt, daf ein Ligand, der
iiber eine Carboxylatgruppe verfiigt, diese in der Regel auch fiir eine direkte Wech-
selwirkung mit den Gruppen des Proteins nutzt. Nur die dufleren, nicht sterisch
blockierten anti-Elektronenpaare stehen daher noch fiir eine mégliche Wechselwir-
kung mit Wassermolekiilen zur Verfiigung. In Ubereinstimmung mit diesem Befund
werden auch fiir die Koordination von Carboxlatgruppen an Metallzentren bevor-
zugt die syn-Elektronenpaare, fiir die in quantenmechanischen Studien auch eine
hohere Basizitit berechnet wurde, herangezogen (Glusker, 1995).

Auch die Verteilung von Wassermolekiilen um Amidinogruppen in der PDB zeigt
generell Maxima ober- und unterhalb der Ebene der NCN-Einheit, jedoch stehen
nur wenige Strukturbeispiele aus der CSD zum Vergleich zur Verfiigung.

3.3.2 Untersuchung von Wassermolekiilen iiber das Python-Interface

Das von I. Dramburg entwickelte Python-Interface (Dramburg, 2003) erdffnet ne-
ben der graphischen, webbasierten Benutzeroberfliche einen zweiten Zugang zu den
Relibase-Daten. Die moglichen Navigationswege durch die Datenbank sind auf-
grund der zahlreichen Hyperlinks und des Hitlisten-Konzepts zwar umfangreich,
aber dennoch endlich. Nicht jede mogliche Verkniipfung von Daten, die prinzipi-
ell verfiigbar sind, ist auch iiber das GUI moéglich. An dieser Stelle eréffnet das
Python-Interface dem Benutzer die Moglichkeit, iiber einfache, intuitiv aufgebau-
te Skripte seine Suchanfrage individuell zu formulieren, ohne da hierzu profunde
Programmierkenntnisse oder ein tieferes Verstdndnis der internen Datenstrukturen
notwendig wére. Auch die systematische Wiederholung einer Suchanfrage unter Va-
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(a) CSD

(b) PDB

Abbildung 3.14: Bevorzugte Hydratationsmuster von Carboxylatgruppen in Rontgenstruk-
turen aus der CSD und der PDB
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riation eines einzelnen Parameters ist so bequem moglich. Zu den weiteren Vorteilen

der Python-Anbindung fiir die Gesamtdatenbank siehe (Dramburg & Klebe, 2003).

Quantifizierung der Beteiligung von Wassermolekiilen an der
Protein-Ligand-Bindung

Das graphische Benutzer-Interface von Relibase zeigt dem Benutzer bei jedem Pro-
teinstruktureintrag an, ob und ggf. durch welche Wassermolekiile die Bindung eines
vorhandenen Liganden vermittelt wird. Eine der einfachsten und offensichtlichsten
Fragen, die sich daran anschliefen, kann jedoch iiber das GUI nicht beantwortet
werden: wie hiufig ist iberhaupt eine Ligandenbindung durch Wassermolekiile ver-
mittelt und in wievielen Fillen greift das einfache Schliissel-Schlof-Modell, ohne dafl
Wassermolekiile involviert sind? Oder ganz allgemein formuliert: welches Ausmafl
hat die Problematik der Beteiligung von Wasser bei der Ligandenbindung und wie
schwerwiegend wére der Fehler, das Wasser komplett zu vernachléssigen?

Die einzige technische Hiirde, die verhindert, dafl diese Frage iiber das Relibase-
GUI beantwortet werden kann, ist eine fehlende Schleife iiber alle PDB-Strukturen,
um die fiir jede Einzelstruktur vorberechneten wasservermittelten Ligandenkontakte
nacheinander zu betrachten. Eine solche Schleife ist einfach in einem Python-Skript
zu formulieren, zusitzlich kann die Suche durch die Anwendung weiterer Filterkri-
terien verfeinert werden.

Relibase enthilt 4744 Strukturen, die mit einer Auflésung von mindestens 2.0A
gelost wurden und die mindestens einen Liganden enthalten. Von diesen findet man
in 3154 Komplexen (66%) wasservermittelte Protein-Ligand-Kontakte. Bei Herab-
setzung der Auflssungsgrenze auf 1.8A sinkt der Prozentsatz geringfiigig auf 64%.
Dabei ist jedoch zu beachten, dafl solche Kontakte auch von Wassermolekiilen ge-
bildet werden kdnnen, die sich ganz an der Proteinoberfliche befinden und nur
durch die beiden Kontakte zu Protein- bzw. Ligandenatom soweit fixiert werden,
daf} sie kristallographisch charakterisiert werden konnen. Solche Wassermolekiile
verstirken hiufig auch nur bestehende, direkte Wasserstoffbriicken. Daher ist nicht
in allen Fillen davon auszugehen, dafl Wassermolekiile eine wichtige Rolle bei der
Bindung des Liganden spielen. Filtert man nun die gefundenen Treffer nach den
Strukturen, in der die verbriickenden Wassermolekiile (und zwar alle in einer Kette)
nur maximal 25% losemittelzugingliche Oberfliche aufweisen diirfen, so sinkt der
Prozentsatz um drei Prozentpunkte ab, doch es verbleiben immer noch 63% Struk-
turen mit wasservermittelten Kontakten.

Um eine fiir das Drug Design relevante Aussage zu erhalten, besteht eine weitere,
sinnvolle Eingrenzung des Datensatzes darin, nur solche Strukturen als Komplexe
aufzufassen, die einen kohlenstoffhaltigen Liganden binden. Dadurch werden die
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Strukturen ausgeschlossen, die lediglich ein anorganisches Anion oder ein metalli-
sches Kation enthalten. Gerade letztere koordinieren hiufig Wassermolekiile, die
auch ans Protein binden, und kénnten daher die Statistik beeinflussen.

Unter den 3560 dann verbleibenden Komplexen weisen 2767 (78%) wasservermit-
telte Bindungen auf, 2571 (72%) sogar durch vergrabene Wassermolekiile (SAS <
25%) vermittelte Kontakte. Die Relevanz des Problems der Wasserbeteiligung fiir
die Ligandenbindung wird durch den Ausschlufl der Ionen sogar noch betont. Selbst
wenn man nur wasservermittelte Kontakte, bei denen die Wassermolekiile nahezu
vollstédndig vergraben sind (SAS < 5%) z#hlt, findet man, dafl 53% der kohlen-
stoffhaltigen Liganden mindestens einen wasservermittelten Kontakt zum Protein
aufweisen. In mehr als der Hilfte aller Komplexe findet man also Bindungsmo-
den, die durch vergrabene Wassermolekiile vermittelte Wasserstoffbriicken zwischen
Protein und Ligand aufweisen.

Charakterisierung der Koordinationsgeometrie von Wassermolekiilen in
Proteinstrukturen

Viele methodische Ansétze zur Betrachtung von Proteinstrukturen sind aus Klein-
molekiildaten abgeleitet worden, insbesondere zu der Zeit, als Proteinstrukturen
noch in geringer Zahl und im Mittel schlechterer Auflésung zur Verfiigung standen.
Davon sind auch Wassermolekiile in Proteinstrukturen nicht ausgenommen worden
(Franks, 1979a, S.54). Das aus Kleinmolekiildaten gewonnene Bild zeigt Wassermo-
lekiile in der Regel in einer Umgebung, in der die beiden Donor- und die beiden
Akzeptoreigenschaften in einer insgesamt tetraedrischen Umgebung von komple-
mentiren Akzeptor- bzw. Donor-Gruppen koordiniert werden, so wie es auch in allen
bekannten Eismodifikationen (Kamb, 1983) der Fall ist. Lediglich bei den Hydraten
anorganischer Salze mit hochgeladenen Metallkationen liegt héufig keine tetraedri-
sche, sondern eine trigonal planare Koordination vor (Falk & Knop, 1973)3°. Eine
gewisse Verzerrung der idealen Tetraedergeometrie ist durchaus géngig, sie 148t sich
vielfach systematisch in Form von Korrelationen zwischen Bindungsléngen und Bin-
dungswinkeln beschreiben und einordnen (Chiari & G., 1982; Ferraris & Franchini-
Angela, 1972). Wihrend die H-Donor-Eigenschaften eines Wassermolekiils praktisch
immer abgesittigt werden, steht zur Absdttigung der Akzeptoreigenschaften nicht
immer ein klassischer Wasserstoffbriickendonor zur Verfiigung (Jeffrey & Maluszyns-
ka, 1990; Gorbitz & Etter, 1992). Allerdings laft sich nachweisen, dal diese Was-
sermolekiile in systematischer Weise nicht-klassische Wasserstoftbriicken, v.a. mit
vorpolarisierten CH-Gruppen, eingehen (Steiner, 1995), was das oben beschriebene

30Djese Ausnahmefille sind jedoch im Hinblick auf Proteinstrukturen von geringer Bedeutung.
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Bild zwar modifiziert, aber ihm nicht grundsétzlich widerspricht. Stirkere Abwei-
chungen von der tetraedrischen Geometrie wie z.B. gegabelte Wasserstoffbriicken
stellen die Ausnahme dar (Gorbitz & Etter, 1992), wenngleich zu bemerken ist,
dal unter den Kleinmolekiilen mit bekannter Hydratstruktur gerade die biologisch
relevanten (z.B. Peptide) dadurch auffallen, daf8§ sie iiberraschend variable Koordi-
nationsgeometrien an den Wassermolekiilen aufweisen (Jeffrey, 1997, S.148 ff).

Das Bild des tetraedrisch koordinierten Wassermolekiils, das bei ndherer Betrach-
tung schon beziiglich der Kleinmolekiilstrukturen als Vereinfachung anzusehen ist,
ist auch auf Methoden zur Behandlung von Wasser in Proteinstrukturen iibertragen
worden (teils ohne da der Transfer explizit als solcher wahrgenommen wurde).3!
Tatsdchlich lohnt es sich, dies einmal in Frage zu stellen und die Koordinationszah-
len und -geometrien von Wassermolekiilen in Proteinkristallstrukturen systematisch
zu untersuchen.

Betrachtet man zuniichst alle Wassermolekiile in Proteinstrukturen mit Auflésun-
gen < 2.0A, so findet man eine Verteilung fiir die Zahl polarer Nachbarn, die ihren
Maximalwert bei zwei Kontakten aufweist und nur fiir 15% der Wassermolekiile vier
oder mehr Kontakte verzeichnet (sieche Abb. 3.15). Auch bei Einschrinkung des Da-
tensatzes auf Strukturen mit einer Auflésung von mindestens 1.8 bzw. 1.6A steigt
der statistische Mittelwert der Kontakte von 2.2 nur auf 2.3 bzw. 2.4 an. Vergleicht
man diese Werte mit einer dlteren Statistik (Baker & Hubbard, 1984, S.136), wel-
che 13 Proteinstrukturen umfafite, so stellt man eine deutliche Verschiebung hin zu
grofleren Werten fest. Dies ist darauf zuriickzufithren, dafl die heute zur Verfiigung
stehenden Proteinstrukturdaten von ungleich hoherer Qualitiit sind. In Uberein-
stimmung hiermit zeigt der Vergleich von Abb. 3.15 mit einer analogen Statistik,
die Wassermolekiile aus nur einer einzigen Lysozymstruktur (Auflésung von 1.6A)
betrachtete (Blake et al., 1983), trotz des vergleichsweise geringen Datenumfangs
qualitativ recht gute Ubereinstimmung.

Die Unterschreitung der zu erwartenden Kontaktzahl von vier ist vor allem darauf
zuriickzufithren, daf} fiir einen groflen Teil der Wassermolekiile auf der Proteino-
berfliche weitere Wasserstoffbriickenpartner nicht mehr kristallographisch charak-
terisierbar sind, da sie in einen Teil der Hydratationsschale des Proteins fallen, wo
aufgrund mangelnder Periodizitit im Kristall keine kohédrente Streuung mehr zu-
stande kommt. Zudem bleiben Koordinationspartner jenseits eines Kristallkontakts
zunichst unberiicksichtigt. Beschrinkt man die Statistik auf Wassermolekiile, de-

3'Dabei wird auch leicht iibersehen, daf8 systematische Untersuchungen an CSD-Daten in aller Regel
auf Datensétzen beruhen, bei deren Zusammenstellung die angewandten Filterkriterien beziiglich
der Auflésungen und R-Faktoren sich in einer Griofle bewegen, die bei Proteinstrukturen kaum
zu erreichen ist. Dadurch werden Strukturen mit kristallographischer Unordnung eliminiert,
obwohl es diese (gerade mit ungeordneten Wasserstrukturen!) sehr wohl auch in der CSD gibt,
und der Vergleich mit PDB-Daten wird verzerrt.
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Abbildung 3.15: Verteilung der Gesamtzahl polarer Kontakte bei Berticksichtigung aller
Wassermolekiile aus Strukturen mit Auflssungen < 2.0A

ren nicht von anderen Atomen bedeckte Oberfliche (SAS) unter 25% liegt, so daB
man in guter Ndherung annehmen kann, daf§ moégliche Wasserstoffbriickenpartner
auch aufgelost sind, so verschiebt sich die Verteilung derart zu hoheren Kontakt-
zahlen, daf8 der Mittelwert auf 3.0 (3.1/3.2 bei Auflésungen < 1.8/1.6A) ansteigt.
Gleichzeitig 148t sich abschitzen, daB fiir 68% (66%/61%) der Wassermolekiile H-
Donor- und / oder Akzeptoreigenschaften ungenutzt bleiben oder zumindest nicht
durch klassische Partner mit komplementéiren Wasserstoffbriickeneigenschaften ab-
gesittigt werden (vgl. 3.3.1). Diese Befunde stehen qualitativ und quantitativ in
guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Williams et al., die in innere Pro-
teinkavitaten eingeschlossene Wassermolekiile aus 75 Strukturen mit Auflésungen <
2.5A untersuchten (Williams et al., 1994).

8.4% (9.1%/11.0%) der Wassermolekiile weisen mehr als vier polare Kontakte auf.
Bei ihnen kann es sich damit prinzipiell um gegabelte Wasserstoffbriicken handeln,
wie man sie auch bei Wassermolekiilen in Kleinmolekiilkristallen findet®?. Ferner ist
die Dynamik der Struktur zu beachten, die mehrere Konfigurationen erlaubt, von der
die Kristallographie nur ein zeitlich gemitteltes Bild aufnimmt. Obwohl dieser Effekt
gleichermaflen in Kleinmolekiilstrukturen auftritt, gewinnt er bei Proteinstrukturen
dadurch noch an Bedeutung, dafl diese Kristalle z.T. bei héheren Temperaturen
vermessen werden. Es 148t sich eine Analogie zu der fliissigen Wasserphase ziehen,
in der die Zahl nichster Nachbarn um ein Wassermolekiil 4.4 betridgt und ansteigt,
je weiter man sich vom Schmelzpunkt entfernt (Edsall & McKenzie, 1978). Die
zusitzlichen (fiinften) Koordinationspartner sind auch im fliissigen Wasser nicht

32Gegabelte Wasserstoffbriicken konnten jedoch auch systematisch in a-Helices und B-Faltblittern
nachgewiesen werden, wo sie zur internen Stabilisierung von Proteinstrukturen beitragen (Preis-
sner et al., 1991).
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durch gegabelte Wasserstoffbriicken gebunden, sondern besetzen interstitielle Posi-
tionen in einem Netzwerk, das immer noch tetraedrische Grundeinheiten erkennen
1aBt (Kusalik & Svishchev, 1994). Dies korrespondiert mit der Beobachtung, da8
sich auch in Proteinen Beispiele finden lassen, die in der Tat gegabelte Wasserstoff-
briicken suggerieren, daf} es in vielen Féllen jedoch als wahrscheinlich gelten darf,
dafl das Wassermolekiil einfach ungeordnet rotiert, um die verschiedenen Koordi-
nationspartner abwechselnd zu bedienen, wobei die Bindungen im zeitlichen Mittel
unterschiedlich stark sein kénnen. Als dritte Moglichkeit, wie es zu Kontaktzah-
len grofler vier kommen kann, ist schlieflich noch in Erwégung zu ziehen, daf} es
sich bei dem fiinften Partner um ein polares Atom handelt, das nur zufillig in den
3.3A-Radius um das Elektronendichtemaximum, das dem Wassermolekiil zugewie-
sen wurde, fillt. Da die Wechselwirkungsgeometrien in Proteinstrukturen diffuser
verteilt sind als in Kleinmolekiilstrukturen, ist eine solche Interpretation nur in ein-
zelnen Fillen zuldssig. Trotzdem gibt es Kontaktgeometrien, die extrem abwegig
sind und daher als Wasserstoffbriicke ausgeschlossen werden kénnen, insbesondere
wenn die wirklichen Wasserstoffbriickenpartner auch fiir das andere polare Atom
leicht auszumachen sind. Es muf} jedoch betont werden, daf} solche Fille auch fiir
Wassermolekiile mit einer Gesamtkontaktzahl GK < 4 existieren, in denen der Aus-
schluf} eines der Kontakte dann dazu fithrt, daf# man sich von dem erwarteten Bild
weiter wegbewegt.

Eine weitere interessante Untermenge von Wassermolekiilen in der Datenbank sind
die Molekiile, die an der Vermittlung von Wasserstoffbriicken zwischen Protein und
Ligand beteiligt sind. Die hierfiir ermittelte Statistik ist markant zu hoheren Kon-
taktzahlen verschoben, was zu erwarten ist, da diese Wassermolekiile tendenziell
starker als andere vergraben sind. Der Mittelwert liegt bei 3.7 polaren Kontakten
(3.8 bei Auflssungen < 1.8/1.6A). Bei Einschriinkung auf Wassermolekiile, deren Ko-
ordinationssphére vermutlich vollstindig kristallographisch charakterisiert ist (SAS
< 25%), findet man sogar Mittelwerte von 3.9 (4.0/4.1) Kontakten. Obwohl dieser
Zahlenwert markant die Dominanz einer Vierfachkoordination zu belegen scheint,
darf die hohe Standardabweichung der Verteilung von 1.2 Kontakten nicht aufler
acht gelassen werden. Sie fithrt dazu, daf immer noch nur 39% (40%/41%) der
Wassermolekiile in der Protein-Ligand-Bindung mit SAS < 25% exakt vier polare
Partner in ihrer lokalen Umgebung finden (s. Abb. 3.16) .

Beschriankt man sich auf die Wassermolekiile mit vier oder mehr Partnern, deren Ko-
ordinationsgeometrie mit einem idealen Tetraeder verglichen werden kann, so findet
man fiir die Gesamtheit der Wassermolekiile aus Strukturen mit Auflésung < 2.0A
eine Verteilung der RMSD-Werte, die ihren Mittelwert bei 0.28A hat und nur 27%
der Wassermolekiile im Wertebereich unter 0.1A bzw. 51% unter 0.18A zeigt. Die
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Abbildung 3.16: Statistiken zur Beschreibung der Koordination von Wassermolekiilen, die
die Protein-Ligand-Wechselwirkung vermitteln und deren lsemittelzugéngliche Ober-
fliche 25% nicht iiberschreitet. Obwohl diese Untergruppe der untersuchten Wassermo-
lekiile dem aus Kleinmolekiildaten abgeleiteten Bild noch am ehesten entspricht, ist eine
Vierfachkoordination mit ann&hernd tetraedrischer Anordnung der Kontaktpartner eher
die Ausnahme.
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Abweichung von der idealen tetraedrischen Geometrie verdndert sich kaum (und
unkorreliert), wenn man zu besser aufgelosten Strukturen iibergeht. Die Wasser-
molekiile, fiir die genau vier polare Partner gefunden wurden, weisen mit einem
mittleren RMSD;.;-Wert von 0.30A eine stirker verzerrte Geometrie auf als solche
mit fiinf oder mehr Kontakten (0.24A).

Dies zeigt, daf} vierfach koordinierte Wassermolekiile keinesfalls immer tetraedrisch
koordiniert sind. Die Anwesenheit weiterer polarer Partner innerhalb der ersten
Koordinationsschale erhoht die Wahrscheinlichkeit, eine anndhernd tetraedrische
Koordination zu finden, weil einfach mehr Méglichkeiten existieren, vier (aus n)
Partnern zu kombinieren. Gleichzeitig wird der Eindruck gestiitzt, den man auch
bei der Inspektion von Einzelbeispielen erhélt, daf keinesfalls in allen Féllen mit fiinf
oder mehr Kontakten gegabelte Wasserstoffbriicken vorliegen. Bei Beschrinkung auf
Wassermolekiile mit eingeschrinkter Losemittelzugéinglichkeit findet man nur mini-
mal kleinere RMSD;.;-Werte (0.27A). Auch die Wassermolekiile, die in die Protein-
Ligand-Bindung involviert sind, weisen im Mittel einen RMSD;,;-Wert von 0.26A33
(0.25A bei SAS < 25%) auf und entsprechen daher keinesfalls dem einfachen Bild
vom tetraedrisch koordinierten Wassermolekiil.

Obwohl die niedrigeren RMSD-Werte fiir Wassermolekiile mit fiinf oder mehr Part-
nern suggerieren, dafl der fiinfte gefundene Partner auch ein Artefakt sein kann
und moglicherweise nicht wirklich mit dem Wassermolekiil wechselwirkt, beweist
dies nicht, da8 es in Proteinstrukturen keine gegabelten Wasserstoffbriicken gébe.
Abschlielend soll daher untersucht werden, ob sich nicht auch Koordinationsgeo-
metrien finden lassen, die die Existenz solcher gegabelter Wasserstoffbriicken nahe-
legen. Hierzu wird eine andere Moglichkeit herangezogen, die in der Wasserdaten-
bank gespeicherten RMSD;.;-Werte fiir eine Charakterisierung der Koordinations-
geometrie zu nutzen. Diese besteht darin, fiir jedes Wassermolekiil nicht nur den
minimalen RMSD-Wert, sondern auch den RMSD-Wert fiir die zweitbeste Uberla-
gerungsmoglichkeit mit dem idealen Tetraeder zu betrachten. Sind beide Werte sehr
niedrig (das heifit es existieren zwei plausible Moglichkeiten, auf die beobachteten
Koordinationsgeometrien einen Tetraeder abzubilden), so hat man méglicherweise
eine gegabelte Wasserstoffbriicke gefunden. Wenn die sonstige Koordinationsgeo-
metrie des Wassers nicht sehr verzerrt ist, was eine Interpretation der Bindungs-
verhiltnisse ohnehin vereitelt, kann jeder der Koordinationspartner an der Gabel
zusammen mit den drei anderen Koordinationspartnern einen anndhernd tetraedri-
schen Polyeder aufbauen.

Diese Art von Suchanfrage stellt (dhnlich wie eine der oben beschriebenen MolEd-
Suchen) ein Beispiel dafiir dar, da§ man lediglich einen Vorfilter, aber keinen geziel-

33Zur Erinnerung: Nach der Korrelation in Abb. 3.1 entspricht dies einer mittleren Abweichung
vom Tetraederwinkel von 18°!
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ten Filter fiir die gestellte Fragestellung anwenden kann. Entsprechend findet man
eine klare Antwort auf die Frage, ob es ein bestimmtes Strukturmuster gibt, und
gef. eine Reihe illustrativer Einzelbeispiele, aber man erhélt keine gesicherte Aussa-
ge iiber die Haufigkeit des untersuchten Strukturmusters. Im hier untersuchten Fall
wurden all jene Wassermolekiile aus hochaufgelosten Strukturen (< 2.0A) extra-
hiert, deren beide kleinste RMSDy.:-Werte unter 0.15A liegen. Betrachtet man die
gefundenen Treffer, so findet man Wassermolekiile unterschiedlicher Charakteristik,
und nicht alle lassen gegabelte Wasserstoffbriicken vermuten. Wo beide Positio-
nen, die alternativ in dem Tetraeder benutzt werden, Wasserbindestellen darstellen
(wat94 1d5i, wat165 1dlw), ist es z.B. moglich, dafl diese Wasserpositionen in ei-
nem dynamischen Austauschprozel abwechselnd von nur einem Wassermolekiil, das
jeweils den vierten Koordinationspartner darstellt, besetzt werden. Des weiteren
findet man eine Reihe von Wassermolekiilen, die in der Ndhe metallischer Zentren
binden und daher extrem viele polare Partner in ihrer Umgebung finden (z.B. wat91
1loc, wat9 1wgj, watl 1xgs, watl 2mat), wobei die verkiirzten Kontaktdistanzen in
ladungsassistierten Wechselwirkungen noch zusétzlich dafiir sorgen, daf} viele Atome
in den 3.3A-Radius fallen. Auf diese Art und Weise entstehen Kontaktzahlen bis zu
10 (z.B. watl 1xgs), und es ist rein statistisch nicht verwunderlich, wenn bisweilen
nicht nur zwei, sondern sogar drei Kombinationsméglichkeiten existieren, einen Te-
traeder auf eine Auswahl von vier dieser Partner in guter Niherung abzubilden.

Unter den Strukturen, die tatséchlich gegabelte Wasserstoffbriicken zeigen kénn-
ten, fillt auf, daf} die alternativ zu besetzenden Positionen in dem Tetraeder fast
immer von Atomen einer funktionellen Gruppe stammen, also auch untereinander
verkniipft sind. Von auffallender Dominanz sind dabei Carboxylatgruppen von Asp
oder Glu-Seitenketten, deren terminale Sauerstoffatome beide die vierte Tetraeder-
position darstellen konnen (z.B. watl64 lgup, wat612 ldxr, wat56 le2i, wat989
lone, wat597 lytb, wat204 2vhb). Seltener findet man die Stickstoffatome von Arg-
Seitenketten in der gleichen Rolle (z.B. wat342 1sbp), doch auch in diesem Fall
sind die beiden alternativen Partner gleichen Typs. Dagegen findet man keine Bei-
spiele, in denen ein H-Donor- und ein H-Akzeptoratom die vierte Tetraederposition
alternativ besetzen kénnten, obwohl Asn- und Gln-Seitenketten, die diese Funkti-
on erfiillen wiirden, in Proteinstrukturen vielfach vorhanden sind. Der Befund, daf}
das Wasser die beiden Positionen an der Gabel stets mit der gleichen Funktionalitét,
entweder als Donor oder als Akzeptor, bedient, belegt, dal der hier gewéihlte Ansatz
tatsdchlich geeignet ist, um gegabelte Wasserstoffbriicken zu finden. Freilich wird
es auch bei Wassermolekiilen, deren Gesamt-Koordinationsgeometrie von einem Te-
traeder stark abweicht, solche Wasserstoffbriicken geben. Diese sind nur schwer zu
finden bzw. man ist allein auf Plausibilitdtsbetrachtungen im Einzelfall angewiesen.

Insgesamt ist festzuhalten, dafl das eingingige Bild vom tetraedrisch koordinierten
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Abbildung 3.17: Gegabelte Wasserstoftbriicke zwischen Wasser164 und einer Asp-Seitenkette
in der Struktur 1gup. Beide Carboxylat-Sauerstoffatome siittigen erst durch die H-Briicke
zu dem Wasser, das als H-Donor fungiert, ihre Akzeptoreigenschaften ab.

Wassermolekiil, das schon Kleinmolekiilstrukturen nur eingeschrinkt beschreiben
kann, auf Proteine kaum adidquat anzuwenden ist. Dieses hier festzuhaltende Ergeb-
nis wird in Kapitel 6 im Zusammenhang mit den algorithmischen Grundannahmen
des Particle Concepts aufgegriffen. Sowohl die Unter- als auch die Uberschreitung
einer Zahl von vier moglichen Wasserstoffbriickenpartnern sind nicht nur mdoglich,
sondern gingig. Das Wassermolekiil, dessen Koordination in guter Anndherung als
tetraedrisch beschrieben werden kann, ist eher die Ausnahme. Gerade in Protein-
strukturen, wo die Einheitszellen im Kristall ungleich groflere Molekiile bzw. Mo-
lekiilgruppen enthalten als in einer Kleinmolekiilstruktur, kann es fiir die energeti-
sche Stabilitidt des Ensembles relativ unwichtig sein, ob ein einzelnes Wassermolekiil
eine optimale Umgebung findet. Dagegen ist es entscheidend, dafl das Protein sich
in seiner charakteristischen Weise faltet, wofiir Wasser in doppelter Hinsicht eine
groBe Rolle spielt (vgl. Kap. 2). Obwohl Wassermolekiile bisweilen eine entscheiden-
de Rolle spielen kénnen, um wichtige, stabilisierende polare Wechselwirkungen zu
vermitteln, sind sie an anderen Stellen hiufig einfach ,,Liickenbiifler”: dort wo nichts
anderes ist, ist immer Wasser, denn es kann keine Vakuum-Bereiche geben. Der de-
stabilisierende Beitrag eines unhappy water zur Gesamtstruktur wird aber - und
auch dieser Effekt fillt bei Proteinstrukturen noch stirker als bei vielen Kleinmo-
lekiilstrukturen ins Gewicht - auch dadurch begrenzt, daf} seine schwéchere Bindung
mit einer hoheren Mobilitdt verbunden ist, wie man sie in fliissigem Wasser, aber
nicht in Eis finden wiirde. Die stindige Fluktuation der Wasserstruktur ermoglicht
(z.T. auch im Proteinkristall) die Bewegung ganzer Proteinteile (Mattos, 2002),
die mehrere Schichten von Wassermolekiilen mit sich ziehen. Diese Mobilitit von
Wassermolekiilen liefert entropische Beitrége, die sich giinstig auf die Stabilitidt des
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aus wifirigem Milieu kristallisierten Proteins auswirken. Wassermolekiile, die fester
gebunden sind oder deren Umgebung rigider ist (ob nun an anderer Stelle in der
Proteinstruktur oder in einem Kleinmolekiilkristall) verlieren hingegen mehr Frei-
heitsgrade gegeniiber dem Zustand in reinem fliissigen Wasser und liefern negative
Entropiebeitrige (vgl. auch Kap.2).

Wasserringstrukturen und das Clathratmodell

Clathratartige Strukturen zeichnen sich durch die Anordnung von Wassermolekiilen
in Fiinfringen aus, deren Kanten Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen zwei Was-
sermolekiilen darstellen. Daher 148t das Auftreten von Fiinfringen in Proteinstruk-
turen Riickschliisse darauf zu, ob Clathrate ein geeignetes Modell zur Beschreibung
der Hydratation von unpolaren Gruppen in Proteinen darstellen.

Aus den Polaritdten der Umgebungen jedes einzelnen Wassermolekiils 148t sich ei-
ne mittlere Polaritét fiir die Proteinumgebung eines Wasserrings, im weiteren kurz
als ,,Ringpolaritdt” bezeichnet, ermitteln. Mittelt man alle so erhaltenen Ring-
polarititen fiir Ringe jeweils einer vorgegebenen Grofle, so ldit sich erkennen, ob
bestimmte Ringgroflen tendenziell hdufiger als andere in unpolarer Umgebung auf-
treten. Mit Hilfe des Python-Statistik-Moduls lassen sich sowohl die Hiufigkeits-
verteilung fiir das Auftreten bestimmter Ringgrofien, die Polaritédtsverteilung der
Umgebungen fiir diese Ringgroflen als auch die Ringgréfenverteilung in bestimmten
Polaritétsbereichen analysieren.

Diese Verteilungen werden in Abhéngigkeit von zwei Parametern untersucht: zum
ersten die kristallographische Auflosung (1.6, 1.8, 2.0A) und zum anderen die Di-
stanzgrenze von der Proteinoberfliche (4.0, 5.0, 6.6A), ab der Wassermolekiile als
zur bulk-Phase zugehorig angesehen werden und nicht mehr bei der Ermittlung der
Ringstrukturen beriicksichtigt werden. Die Distanzgrenze von 4.0A liegt knapp iiber
dem Maximum der Distanzverteilungskurve fiir CHs ... HoO-Kontakte von 3.8A, zu
héheren Distanzen fillt diese Kurve jedoch flach ab und steigt erst ab 4.8A wieder
leicht an. Eine weiter gefafite Distanzobergrenze fiir die erste Koordinationssphire,
die die breite statistische Verteilung angemessen beriicksichtigt, wird daher bei 5.0A
angesetzt. Bei einem Abstand von 6.6A konnte ein Wassermolekiil bereits iiber
ein zweites verbriickt an die Proteinoberfliche binden, es gehort somit bereits zur
zweiten Hydratationsschale. Der Distanzparameter ist deshalb von Einfluf}, weil die
Polaritatsdefinition andere Wassermolekiile, die in der Umgebung eines betrachte-
ten Wassermolekiils auftreten kénnen, nicht beriicksichtigt®*. Deshalb sind weiter

34Diese in Abschnitt 3.2.3 erwihnte modifizierte Form des Polarititsdeskriptors wird verwendet,
um keine artifiziellen Unterschiede zwischen Wassernachbarn, die kristallographisch aufgeldst
wurden, und anderen, die nicht kristallographisch lokalisiert wurden, in die Berechnung einzu-
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von der Proteinoberfliche entfernte und entsprechend mit weniger polaren Partnern
umgebene Wassermolekiile nach dieser Definition in einer unpolareren Umgebung.
Folglich erscheinen auch die Umgebungen der Wasserringe immer unpolarer, je wei-
ter man sich von der Proteinoberfliche entfernt. Um diesen Effekt, der in den
Ringstrukturdaten bei der Standard-bulk-Grenze von 5.0A versteckt enthalten ist,
besser einschitzen zu konnen, wird die Verdnderung bei Anheben oder Absenken
dieser Grenze mit untersucht.

Die gemittelten Ringpolarititen sinken, je grofler die betrachteten Ringe sind. Die-
ser Trend ist durchgéngig fiir alle untersuchten Auflésungs- und bulk-Grenzen zu
beobachten, die Abweichungen bei sehr grofien Ringen sind auf mangelnde Qualitit
der Statistik (d.h. zu wenige solcher Ringe) zuriickzufithren (Abb. 3.18). Der Ab-
fall der Kurven ist bei einer bulk-Grenze von 6.6A stirker ausgeprigt als bei 4.0A
(Daten nicht gezeigt). Da bei groBeren Ringen die Wahrscheinlichkeit, dal eines
der enthaltenen Wassermolekiile sich aulerhalb der gesetzten Distanzgrenze befin-
det, relativ hoch ist, sind grofie Ringe im Vergleich zu kleinen eher in der Nihe der
zweiten Hydratationsschale und selten dicht an der Proteinoberfliche zu finden. Es
gehort zu den Defiziten des gewédhlten Algorithmus’, dafl sie schon dadurch tenden-
ziell als ,,unpolarer” angesehen werden. Der Effekt verliert sich aber auch bei der
engen 4.0A-Distanzgrenze nicht, was einen weiteren Erklirungsansatz fordert. Zu
vermuten ist, daf} polare Oberflichen, die auf engem Raum mehrere polare Atome
zum Solvens hin exponieren, Wassermolekiile so positionieren, daf diese in ein Ener-
gieminimum zwischen zwei polare Proteinatome fallen. Die sich dabei ergebenden
Wasser-Wasser-Abstéinde sind in aller Regel nicht sehr groff und fallen in den Be-
reich einer Wasserstoffbriicke. Deshalb werden an polaren Oberflichen aufgespannte
Wassernetzwerke auch in tendenziell kleinere Ringeinheiten, v.a. Dreiringe, zerlegt.
Die starke Wechselwirkung mit den Proteinatomen kompensiert mogliche Ringspan-
nungen®® in den Wasserringen selbst. An unpolaren Oberflichen hingegen spielt das
Protein eine geringere Rolle fiir die Bestimmung der Wasserpositionen. Wassermo-
lekiile ordnen sich tendenziell eher so an, dafl die entstehenden Wasserstrukturen
sich in sich selbst stabilisieren. Dabei entstehen gréflere, meist fiinf- oder sechsglied-
rige Ringsysteme.

Obwohl diese Argumentation konform mit dem Clathratmodell ist, stellen die Po-
pulationen fiir die gemittelten Polaritdten der Fiinfringe keine Ausreiffer in dem
Diagramm dar. Daher ergibt sich aus den Verteilungen fiir die Ringpolaritéiten kein

tragen.

3%Diese Spannung ist natiirlich eine andere als bei kovalent verkniipften Ringsystemen, wie sie
die organische Chemie kennt. Hier koénnen nicht alle einzelnen Wasserstoffbriicken im Ring
gleichzeitig in optimaler Wechselwirkungsgeometrie ausgerichtet werden. Daraus resultiert -
ganz analog zu kovalenten Ringspannungen - ein energetischer Strafterm, der die Anordnung
destabilisiert.
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Hinweis darauf, daf§ Fiinfringe in auffillig unpolarer Umgebung auftreten.
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Abbildung 3.18: Gemittelte Polaritiiten fiir Wasserringstrukturen innerhalb 5.0 A von der
Proteinoberfliche. Zudem ist die Zahl der Ringe angegeben, deren Polarititen in die
Statistik eingegangen sind.

Betrachtet man das Auftreten bestimmter Ringgréfien insgesamt, so findet man
einen Trend, nach dem Dreiringe am héufigsten auftreten und gréfere Ringe mit
zunehmender Grofle seltener werden. Dies ist nicht verwunderlich, wenn man be-
denkt, dafl die Hydratation der Proteinoberfliche bei der Auflésung der betrachte-
ten Strukturen nicht liickenlos beschrieben werden kann und somit auf Teilen der
Oberflache keine definierten Wassermolekiile plaziert wurden. Entsprechend ist es
wahrscheinlicher, eine Kombination von drei Wassermolekiilen in rdumlicher Nihe
zu finden als ein groBeres Ensemble. Die Hiufigkeitsverteilung fiir bestimmte Ring-
groflen zeigt jedoch eine interessante Abhéngigkeit von der bulk-Grenze. Wahrend
die Hiufigkeitsverteilung bei 4.0A zwischen den Ringgréfen vier und sechs nahe-
zu linear abfillt, findet man bei 5.0A annihernd gleich viele Vier- und Fiinfringe
und bei 6.6A iibertrifft die Zahl der Fiinfringe die der Vier- und der Sechsringe.
Je weiter man die bulk-Grenze also von der Proteinoberfliche hinausschiebt, um so
hiufiger findet man Fiinfringe im Vergleich zu anderen RinggréBen. Dies ist nicht
verwunderlich, wenn man sich in Erinnerung ruft, da die Bildung von Fiinfringen
eine bekannte und beschriebene Charakteristik der reinen Wasserphase ist. Je nach
Studie wird angenommen, dafl ihre Zahl der der Sechsringe etwa gleich ist (Rah-
man & Stillinger, 1973) oder diese signifikant iibersteigt (Head-Gordon, 1995). Die
Dominanz von Fiinfringen ist damit aber nicht notwendigerweise ein Beleg fiir das
Clathratmodell.

Um dieses zu belegen, mufl man speziell die Ringgréfenverteilung an unpolaren
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Abbildung 3.19: Grofenverteilung der Wasserringe bei Fokussierung auf unpolare Umgebun-

gen

105



3 Aufbau einer Datenbank zur Charakterisierung von Wassermolekiilen

Oberflichen betrachten. Beriicksichtigt man hierzu nur die Ringe, fiir die die Pola-
ritdt der Umgebung unter 1.0 liegt, so findet man nicht nur bei einer bulk-Grenze
von 6.6A, sondern bereits bei 5.0A ein Maximum der Hiufigkeitsverteilung bei den
Fiinfringen (Abb. 3.19 (b)). Dieser Befund scheint das Clathratmodell zunéchst zu
stiitzen. Allerdings ist kein systematischer Trend nachzuweisen, nach dem der Anteil
der Ringe mit Polaritdten unter 1.0 an der Gesamtzahl der Ringe einer bestimm-
ten Grofle bei Fiinfringen generell hoher als bei anderen Ringgrofien wire. Viel-
mehr erhilt man stark schwankende, kaum interpretierbare Kurven, insbesondere
bei 4.0A, wo auch die verfiigbare Datenmenge kaum mehr eine signifikante Statistik
erlaubt. Auch bei einer bulk-Grenze von 5.0A findet man aber den héchsten Anteil
unpolarer Ringe bei den Sechs- und nicht bei den Fiinfringen (Abb. 3.19 (c)). Damit
kann die Relevanz des klassischen Clathratmodells fiir die Hydratation von Protei-
noberflichen nicht sauber nachgewiesen werden, wenngleich klar zu belegen ist, dafl
auch an hydrophoben Oberflichen Fiinfringe auffallend hiufig gefunden werden.
Zieht man allerdings die Simulationsergebnisse von Head-Gordon (Head-Gordon,
1995) heran, die versuchte, den Begriff der ,,clathratartigen Solvatationsstruktur”
auf mikroskopischer Ebene zu kliren, so findet man bemerkenswerte Ubereinstim-
mungen. Auch dort wurden neben Wasserfiinfringen signifikante Beitridge von Po-
lygonen hoherer Ordnung gefunden. Insbesondere konnte nur fiir die engste Schale
(2.5A) um die Methanmolekiile nachgewiesen werden, daB Fiinfringe hiufiger als
Sechsringe auftreten, in der nichsten Schale, die bis 5.5A definiert wurde, kehren
sich die Verhiltnisse (je nach Wahl der energetischen Parameter) zum Teil bereits
um?3%. Des weiteren legen die in der Publikation abgebildeten Hiufigkeitsverteilungs-
Diagramme nahe, daf auch die Uberreprisentation bestimmter Ringréfen an hydro-
phoben Oberflichen relativ zur bulk-Phase bei groeren Ringsystemen noch stérker
ist als bei Fiinfringen. Auffillig im Vergleich zu den hier vorgestellten Ergebnissen
ist jedoch, dal Dreierringe an hydrophoben Oberflichen im Vergleich zu anderen
Ringgroflen deutlich seltener sind. Dies unterstreicht, dafl viele der Kontakte in
diesen Ringen vermutlich keine Wasserstoffbriicken darstellen, was anders als in ei-
ner MD-Simulation, wo die Wasserstoffpositionen ermittelt werden konnen, in einer
gingigen Proteinstruktur jedoch nicht unterschieden werden kann.

Freilich ist in Anbetracht dieser nicht eindeutigen Antwort auf die Frage nach der
Validitdt des Clathratmodells zu diskutieren, ob die hier betrachteten Proteindaten
nicht noch weiter verfeinert oder reduziert werden konnen, so da} man zu klareren
Aussagen gelangt. So wiren eine Einschrinkung auf die bestaufgeldsten Struktu-
ren und eine Fokussierung auf noch unpolarere Umgebungen (z.B. Polaritit < 0.5),

36 Leider wurde eine Analyse der Wasserringstrukturen, die diese beiden von Head-Gordon definier-
ten Schalen zusammenfafit, nicht durchgefiihrt - diese Ergebnisse wéren mit den hier erhaltenen
sicher am unmittelbarsten vergleichbar.
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um den Einflu} polarer Proteinatome, die hydrophobe Oberflichen flankieren, auf
deren Solvatationsstruktur (Nakasako, 1999) zu minimieren, sicherlich sinnvoll. Der-
artige Ansétze liefern aber (gegenwértig) keine aussagekriftigeren Ergebnisse, weil
der Datensatz seine statistische Aussagekraft verliert. Daraus folgt zum einen, dafl
sich eine Wiederholung der Untersuchung lohnt, wenn die Datenmenge an hoch-
aufgelosten Strukturen in der PDB signifikant gestiegen ist. Dies empfiehlt sich
besonders, wenn auch die Implementierung der Algorithmen zur automatischen Ge-
nerierung der Kristallumgebung fiir alle Strukturen (incl. der Wassermolekiile) in
Relibase abgeschlossen ist. Es erscheint klar, da} die zu untersuchenden Differenzen
zwischen polaren und unpolaren Bereichen der Proteinoberfliche relativ gering sind.
Deshalb sollte ein Verrauschen der Daten, wie es die Vernachlissigung von Kristall-
kontakten moglicherweise eintrigt, sinnvollerweise vermieden werden.

3.3.3 Untersuchung von Wassermolekiilen in Bindetaschen homologer
Proteine im Hinblick auf ihre Behandlung beim Docking

Bei der Untersuchung der grolen Menge verfiigbarer Proteinstrukturen, fiir die der
liganden-gebundene und der freie Zustand kristallographisch charakterisiert wurde,
stellt man fest, auf welch unterschiedliche Weise sich die Solvatationsstruktur eines
Proteins bei der Bindung eines Liganden dndern kann. Einfache Regeln aufzustellen,
wie sich Wassermolekiile in den Bindetaschen bei der Ligandenbindung verhalten,
erweist sich als duflerst schwierig bzw. gar als aussichtslos (vgl. hierzu Kapitel 4).
Entsprechend schwierig ist es aber auch, Docking-Programme zu entwerfen, die diese
Wassermolekiile addquat behandeln konnen. Gerade weil sich von Protein zu Protein
ein anderes Szenario bietet, ist eine sorgfiltige Analyse der Hydratationsstruktur in
der Bindetasche des speziellen Zielproteins extrem wichtig fiir das DrugDesign, um
ein fiir den Einzelfall geeignetes Docking- oder Screening-Tool auswihlen zu kénnen.
Anhand dreier ausgewahlter Beispiele soll hier gezeigt werden, wie die in Relibase
implementierte Analyse iiberlagerter homologer Bindetaschen zu diesem Zweck ein-
gesetzt werden kann. Da allgemeine Betrachtungen zu den Solvatationsstrukturen
dieser Proteine in der Literatur zu finden sind (Trypsin: (Nakasako, 1999; Finer-
Moore et al., 1992; Kossiakoff et al., 1992), OppA (Sleigh et al., 1999; Tame et al.,
1994, 1996; Davies et al., 1999), Thrombin (Krem & Di Cera, 1998; Sanschagrin &
Kuhn, 1998)), soll hier nur im Mittelpunkt stehen, welche moglichen Konsequen-
zen sich aus einer solchen Analyse der Bindetasche fiir die Anwendung rationaler
Designmethoden ergeben konnen. Hochkonservierte Wassermolekiile verdienen eine
andere Behandlung als nur teilweise konservierte Wassermolekiile, und eine Solvata-
tionsstruktur mit leicht verschiebbaren, variablen Wasserpositionen stellt schlieflich
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eine echte Herausforderung fiir etablierte Docking-Algorithmen dar.

Ein vom Ansatz her vollig gleiches Verfahren empfiehlt sich auch, um die Flexibi-
litdt des jeweils betrachteten Proteins durch ein geeignet zu wihlendes Programm
behandeln zu kénnen (Giinther et al., 2003).

Trypsin

Fiir die Serinprotease Trypsin, die im Verdauungssystem eine Rolle spielt, sind, be-
dingt v.a. durch die relativ einfache Kristallisierbarkeit des Proteins, mittlerweile
itber 200 Rontgenstrukturen in der PDB abgelegt worden. Wiahlt man den Kom-
plex 1mtw des bovinen Trypsins mit dem Liganden DX9056A, der urspriinglich
als Faktor Xa-spezifischer Inhibitor entwickelt wurde, als Referenzstruktur, so fin-
det man in Relibase 104 100%-homologe Proteinketten, deren Struktur mit einer
Auflssung von 2.0A oder besser gelést wurde. Etwa zwei Drittel dieser Struktu-
ren binden ebenfalls einen kleinen organischen Liganden, wéhrend das letzte Drittel
unbesetzte Bindetaschen aufweist. Uberlagert man alle diese Ketten basierend auf
dem Sequenzalignment auf die gewihlte Referenz, so werden durch die automatische
Analyse von Proteinbewegungen in Relibase sechs Strukturen als Ausreifler gekenn-
zeichnet, da sie deutliche Bewegungen im Proteinriickgrat (> 1.0A) aufweisen. Eine
ndhere Analyse dieser Relibase-Eintrige zeigt, dafl sie alle Strukturen des Tryp-
sinogens darstellen. In dieser inaktiven Vorform, aus der das aktive Trypsin erst
nach Abspaltung eines Hexapeptids entsteht, ist die aktive Tasche noch nicht aus-
gebildet. Die sechs Trypsinogen-Strukturen werden daher von der weiteren Analyse
ausgeschlossen.

Betrachtet man die Solvatationsstruktur in den iiberlagerten Trypsin-Bindetaschen,
so findet sich die Mehrzahl der Wassermolekiile am Rande der Bindetaschendffnung,
wo sie zum Solvens hin exponiert sind. Tatséichlich bedecken diese Wassermolekiile
meist die Oberfliche der jeweiligen Liganden. Da die Grofle der Trypsinliganden
stark unterschiedlich sein kann und dariiber hinaus die am oberen Ende der S1-
Tasche plazierten Strukturfragmente auch sehr variabel sind, verwundert es nicht,
daB die Solvatationsstruktur in diesem Bereich kaum bevorzugte Wasserbindestellen
erkennen Lift. Dies ist fiir Docking-Experimente vollig unkritisch, da Wassermo-
lekiile auf der Ligandenoberfliche ja die Form der Proteinbindetasche, wie sie sich
dem Liganden prisentiert, nicht verdindern. Solche Wassermolekiile miissen bzw.
kénnen auch beim Docking nicht vorplaziert werden, sie sollten nicht einmal bei der
Affinitdtsberechnung beriicksichtigt werden, da die Solvatationssituation des Ligan-
den in diesem Bereich ja der vor der Komplexbildung recht &hnlich ist. Dies trifft
auch fiir das Wassermolekiil 914 aus der Referenzstruktur 1mtw zu, das zwar formal
eine Protein-Ligand-Wechselwirkung vermittelt, mit einer SAS iiber 30% jedoch nur
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schwach vergraben ist. Zudem verstirkt es nur eine direkte Wasserstoffbriicke, wel-
che beim Docking ohnehin gefunden werden sollte.

Lenkt man den Blick nun auf die Wassermolekiile, die bei der Ligandenbindung ver-
graben werden, so fillt am Boden der S1-Tasche ein Cluster von Wassermolekiilen
auf, dessen Position in der Referenzstruktur durch das Wassermolekiil 416 beschrie-
ben wird. Dieses Wassermolekiil ist das zweite Wassermolekiil, das einen Kontakt
des Liganden zum Protein vermittelt. Es verbindet iiber Wasserstoffbriicken ein
Stickstoffatom der Amidinogruppe des Liganden mit den Carbonyl-Sauerstoffatomen
von Val227, Trp215 und Ser190.0~. Tatsdchlich ist dieses Wassermolekiil hochkon-
serviert und wird in 101 der betrachteten 104 Strukturen gefunden (Abb. 3.20).
Waihrend die Position korrespondierender Wassermolekiile in der Mehrzahl dieser
Strukturen von der des Wassers 416 um weniger als 0.5A abweicht, sind etwas groBere
Abweichungen (die jedoch auch noch unter der Erfassungsgrenze von 1.2 A liegen) in
Strukturen wie 1tnh/1tng zu finden, wo nur ein Stickstoffatom der Amidino-Gruppe
eine Salzbriicke zu Aspl89 ausbildet. Bemerkenswerterweise verdringt keiner der
betrachteten Liganden Wasser 41637,

Sicherlich ist bei der Interpretation des hohen Konservierungsgrades dieses Wasser-
molekiils zu beachten, dafl der betrachtete Datensatz durch Molekiile, die mit einer
basischen Gruppe in der S1-Tasche verankert sind, dominiert wird. Allerdings ist
diese Uberreprisentation nicht ohne Grund, denn die Salzbriicke zu Asp189 am Bo-
den der S1-Tasche liefert vermutlich einen substantiellen Beitrag zur Bindung von
Trypsin-Liganden. Es erscheint daher durchaus legitim, auch beim Entwurf neuer
Liganden auf einen solchen basischen Anker nicht unbedingt verzichten zu wollen.
Dariiber hinaus legt auch die Wasserstoffbriickenbindung des Wassermolekiils 416 an
das Protein (PK=3) nahe, daf es sich um ein stark gebundenes Wassermolekiil han-
delt, dessen Ablésung mit einer betrichtlichen Desolvatations-Enthalpie verkniipft
sein diirfte, welche sich ungiinstig auf die Ligandenaffinitit auswirkt. Fiir diese
Vermutung spricht, dafl Amidoxime und Amidrazone, welche das basische Geriist
eines Benzamidins um ein Sauerstoff- bzw. Stickstoffatom erweitern und dadurch
in den Bereich der Bindestelle von Wat416 vordringen kénnen, schlechtere Trypsin-
Inhibitoren als die analogen Benzamidine sind (Stiirzebecher, 2001).
Zusammenfassend scheint es sinnvoll, bei einem Docking- oder Screening-Lauf zur
Suche nach neuen Trypsin-Inhibitoren die Position des Wassermolekiils 416 in der
Struktur 1mtw von Anfang an durch ein Wassermolekiil zu besetzen, so dafl die-

3"Nur wenn man die Auflésungskriterien relaxiert, findet man bei einer Auflssung von 2.1A die
Struktur 1ql7, in der der Inhibitor ZEN bei pH=8 mit seinem Chloratom dieses Wassermolekiil
verdringt, da er ,kopfiiber” in einem Modus bindet, bei dem die Chlornaphthylgruppe in die
S1-Tasche ragt. Allerdings tritt bei pH=7 wieder der ,,gewohnliche” Bindungsmodus auf (1q18),
und der basische Pyridin-Anker des ZEN-Liganden bindet in die S1-Tasche unter Konservierung
des Wassermolekiils.
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ses als integraler Bestandteil der Proteinbindetasche behandelt wird. Obwohl man
freilich nicht vollstdndig ausschlieflen kann, dafl bestimmte an Trypsin bindende Li-
ganden dadurch nicht mehr als Treffer gefunden werden kénnen, scheint es sehr
unwahrscheinlich, daf} es sich dabei um viele oder um hochaffine Liganden han-
deln wiirde. Die Vorplazierung von Wassermolekiilen wird heute in praktisch allen
Docking-Programmen erméglicht, daher sollte im Falle des Trypsins als Zielprote-
in die geeignete Anpassung eines Standardverfahrens geniigen, um aussichtsreiche
Liganden-Kandidaten zu finden.

Abbildung 3.20: Solvatationsstruktur in {iberlagerten Trypsin-Bindetaschen. In den vergra-
benen Bereichen der Bindetasche ist eine deutliche Clusterung von Wassermolekiilen er-
kennbar, aufgrund derer Wasserpositionen, die bei einem Docking-Experiment vorplaziert
werden sollten, identifiziert werden konnen. Aufgrund seines hohen Konservierungsgrades
sollte das Wassermolekiil 416 (in tiirkis dargestellt) am Fufle der S1-Tasche als fester Teil
der Trypsinbindetasche aufgefaBt werden. Im oberen Bereich der Abbildung, zur Offnung
der Bindetasche hin, wird die Wasserstruktur diffuser. Dort befindliche Wassermolekiile
sind bei Docking-Experimenten irrelevant, da sie zwar evtl. geringe Bindungsbeitrige
liefern, den Bindungsmodus aber praktisch nicht mitbestimmen.

Oligopeptid-bindendes Protein

Fiir das Oligopeptid-bindende Protein OppA wurden die Strukturen einer Serie von
20 Komplexen mit Tripeptidliganden vom Typ KXK bestimmt. Die Autoren verwen-
deten grofie Sorgfalt auf die Analyse der Solvatationsstruktur (Sleigh et al., 1999).
Bei all diesen Peptiden sind vergrabene Wassermolekiile in die Bindung involviert.
Verwendet man die Struktur 1b31 (Kette C) mit dem kleinsten der Peptide, KGK,
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als Referenz fiir eine Relibase-Suche, so findet man bei einer Auflésungsgrenze von
2.3A, die der Obergrenze der in dieser Serie erreichten Auflésungen entspricht, ins-
gesamt 32 homologe OppA-Ketten. Zuséitzlich zu der Sleigh-Serie beinhalten diese
weitere Tripeptide, welche auch nicht-natiirliche Aminosiduren als Bausteine enthal-
ten, sowie zwei Tetrapeptide (1lola,lolc).

Uberlagert man diese mit der Referenz und vergleicht die Wasserpositionen, so fin-
det man unter der groflen Anzahl der vollstindig vom Lésungsmittel abgeschirmten
Wassermolekiile in der Bindetasche durchaus einige, die in einer dem obigen Trypsin-
Beispiel vergleichbaren H&ufigkeit konserviert sind. Diese befinden sich vor allem
in der Néihe der Lys-Seitenketten an den Peptidtermini. Auf der anderen Seite des
Peptids, im Bereich der mittleren Aminosiure(n), zeigt die Uberlagerung jedoch
auch eine deutliche Clusterung von Wasserbindestellen. Interessanterweise folgen
diesem Muster auch die Tetrapeptidstrukturen. Wie bereits von Davies bemerkt
(Davies et al., 1999), deuten die Elektronendichten einiger der Komplexe mit nicht-
natiirlichen Aminoséuren, fiir deren Bindung das Protein nicht evolutionér optimiert
wurde, in Teilbereichen eine kristallographische Unordnung der Wasserstruktur an.
Trotzdem bleiben die Abweichungen der Wasserpositionen in diesen Strukturen von
denen in der Referenz noch unter der Erfassungsgrenze von 1.2A. Insgesamt er-
scheinen die Wassermolekiile aus der Referenzstruktur 1b3l in anderen Komplexen
entweder konserviert oder durch Seitenkettenatome der Peptide verdriingt. Dabei
kommen zum Teil bevorzugt polare (Wasser 47), zum Teil bevorzugt unpolare Li-
gandenatome (Wasser 165) in der Wasserposition zum Liegen. So ist zum Beispiel
Wasser 11 in den meisten Strukturen konserviert, es kann allerdings durch lange
Seitenketten wie im Arg (1gka) oder Lys (20lb) verdringt werden. Wasser 64 wird
nur bei Bindung sterisch anspruchsvoller Seitenketten wie im Naphthylalanin (1bOh)
oder Trp (1jev) aus dem Bindungsepitop freigesetzt. Hingegen wird Wasser 46 von
allen Peptiden aufler KGK verdringt. Komplexer ist die Situation bei Wasser 165.
Dieses ist in 1b51, wo es eine Wasserstoffbriicke zu dem zentralen Serinrest des
KSK-Liganden ausbildet, konserviert. Die Wasserposition wird jedoch in der Struk-
tur 1jet mit dem kleineren KAK-Liganden, welcher allerdings hydrophober ist, nicht
wieder gefunden. Wasser 165 wird des weiteren auch durch die Thr-Seitenkette in
KTK (1b52) verdringt, welche eine andere Konformation als die Serin-Seitenkette
in KSK (1b51) annimmt.

Aufgrund der komplexen Solvatationsstruktur in der OppA-Bindetasche gestaltet
sich die Vorhersage korrekter Bindungsmoden schwierig. Zwar ist die Struktur inso-
fern gut definiert, als mdgliche Wasserbindestellen relativ gut auszumachen sind und
keine Verschiebungen von Wasserpositionen beobachtet werden®. Diese Wasserposi-

38Die einzige Ausnahme hiervon stellt das Wassermolekiil 328 in der Tetrapeptidstruktur lola dar,
welches gegeniiber Wasser 255 aus 1b3l 1.28A versetzt plaziert ist und Wasser 76 bis auf 1.60A
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tionen treten nicht nur in den Komplexen immer wieder auf, sondern kénnen bereits
in der ligand-freien Struktur identifiziert werden. Allerdings benutzt das Protein
Kombinationen dieser potentiellen Wasserbindestellen in einer ausgeprigten Varia-
bilitéit, um so sein grofles Spektrum unterschiedlicher Peptidliganden zu binden. Auf
diese Weise pafit sich die Bindetasche dem Liganden an, ohne daf es zu Umordnun-
gen in der Proteinstruktur selbst kommt.

Prinzipiell kann ein partiell konserviertes Wassermolekiil beim Docking so behan-
delt werden, daBl man es in zwei getrennt voneinander gestarteten Liufen einmal
in der Bindetasche vorplaziert und einmal entfernt. Die Liganden, deren Bindung
durch das Wassermolekiil vermittelt wird, kénnen auf diese Weise in dem ersten
Lauf besser entdeckt werden; die anderen, die das Wasser verdridngen, sollten in
dem zweiten Lauf gefunden werden. Im Fall des OppA ist die Zahl partiell kon-
servierter Wassermolekiile jedoch so hoch und die Vielfalt an bereits experimentell
beobachteten Kombinationen so grof, dafl ein solches Vorgehen unpraktikabel er-
scheint. Zudem gibt es keinen Grund anzunehmen, dafl sich durch neu entworfene
Peptidseitenketten nicht noch weitere Besetzungskombinationen realisieren lassen.
Anstatt eine zweistellige Zahl von sequentiellen Docking-Laufen aufzusetzen, emp-
fiehlt es sich hier, ein Programm zu wéhlen, das zwar einerseits die Information
iiber mogliche Wasserpositionen aus den experimentellen Daten verwertet, ande-
rerseits jedoch bei jedem betrachteten Liganden flexibel auswéhlen kann, welche
einzelnen Wassermolekiile zum Aufbau eines energetisch giinstigen Bindungsmodus
herangezogen werden. Eine solche Moglichkeit wurde in dem Screening-Tool SLIDE
(Schnecke & Kuhn, 1999) implementiert, welches daher als eine geeignete Wahl bei
der Suche nach neuen OppA-Liganden erscheint.

Thrombin

Ein weiteres Enzym in der Gruppe der Serinproteasen, deren Hauptvertreter das
oben erwdhnte Trypsin darstellt, ist Thrombin. Thrombin ist als Element der Blut-
gerinnungskaskade vielfach als pharmazeutisches Target bearbeitet worden, und fiir
eine Reihe von Thrombin-Inhibitor-Komplexen wurde auch eine Rontgenstruktur
verOffentlicht.

Zur Untersuchung der Solvatationsstrukur in Thrombinbindetaschen wird die Re-
ferenzstruktur letr mit dem Liganden Argatroban gewihlt. Diese Struktur stellt
ein interessantes Beispiel dar, weil Argatroban bei seiner Bindung drei Wassermo-
lekiile (616, 561, 574) vergribt, die Wasserstoffbriicken zwischen Protein und Ligand
vermitteln. Zu der H-Kette dieser Referenzstruktur lassen sich in Relibase 14 se-
quenzidentische Ketten aus Réntgenstrukturen mit einer Auflésung < 2.3A finden.

nahe riickt.
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Mit Ausnahme der Prothrombin-Ketten 1mkw-K und 1mkx-K liefern alle Struktur-
Uberlagerungen mit letr RMSD-Werte < 0.6A fiir die Residuen der Bindetasche.
Die {iibrigen Strukturen werden von Thrombin-Inhibitor-Komplexen mit besetzter
aktiver Tasche dominiert, nur 1mkx und 1mkw binden iiberhaupt keine Liganden.
Vergleicht man die drei vergrabenen Wasserpositionen in letr mit den Hydratations-
stellen in den beiden unbesetzten Thrombintaschen, so ist zwar Wasser 561 wieder
zu finden, doch ergibt sich kein Hinweis auf Wasserbindestellen in der Ndhe der Posi-
tionen von Wasser 616 und 574 aus letr. Aus den bekannten Apostrukturen hitten
diese Wasserpositionen also kaum abgeleitet werden kénnen. Doch auch ein Ver-
gleich mit den Hydratationsmustern im Bindungsepitop anderer Komplexe 148t nur
bedingte Ubereinstimmungen erkennen. Wasser 616, welches zwei Ligandenatome
itber Wasserstoffbriicken am Protein verankert, ist kein einziges Mal in einer anderen
Struktur wieder zu finden. In der Struktur lets, in der dieses Wassermolekiil durch
ein Ligandenatom ersetzt wird, nimmt seinen Platz ein aromatisches Kohlenstoff-
atom ein. Wihrend Wasser 561 dhnlich wie in den ligandenfreien Strukturen auch
in 9 Komplexen konserviert ist, werden zu Wasser 574 nur in den Ketten aus lucy
und 1bbr korrespondierende Wassermolekiile gefunden.

Daf der teilweise schwache Konservierungsgrad dieser Wassermolekiile in der Throm-
binbindetasche kein Artefakt ist, das aus der vergleichsweise geringen Anzahl homo-
loger Strukturen resultiert, zeigt sich, wenn man vom bovinen Thrombin letr zu
der Struktur des humanen Thrombin ldwc iibergeht, welche ebenfalls Argatroban
bindet. Obwohl die Struktur 1dwc nur mit einer kristallographischen Auflésung von
3.0A gelost werden konnte, scheinen zumindest die Positionen von zwei (47, 39) der
insgesamt vier vergrabenen Wassermolekiile (23,47,39,62)3, die Wasserstoffbriicken
zwischen Protein und Ligand vermitteln*?, aufgrund ihrer niedrigen B-Faktoren hin-
reichend verldflich, um einen Vergleich mit homologen Bindetaschen vorzunehmen.
Es finden sich 94 sequenzidentische Ketten in Relibase aus Strukturen mit Auflésung
< 2.8A, darunter neun mit unbesetzter aktiver Tasche (1lihs, 2hnt, 1qur, 1c5], 1hah,
1hgt, 1hxf, 1thr, 1ths)*!. In diesen wird zu Wasser 47 (entsprechend 616 in letr) nur
in der Struktur 2hnt ein korrespondierendes Wassermolekiil im Abstand von 1.1 A
gefunden, Wasser 39 (entsprechend 651 letr) erscheint immerhin in drei Féllen (1hxf,
1qur, 2hnt) konserviert, wobei in zwei der drei Fillen die Distanz zu der gefundenen
Wasserposition > 1.1A ist. Auch in den Komplexen treten diese Wassermolekiile
nur zu einem duflerst geringen Anteil wiederholt auf. Wasser 47 ist nur in ladw,

39Die Liicke an der Position von Wasser 561 (letr) legt nahe, daf sich auch hier ein Wassermolekiil
befinden kénnte, welches ggf. kristallographisch nicht aufgelést werden konnte.

“0Bei einer Uberlagerung fallen diese mit den Wassermolekiilen 651 und 616 aus letr zusammen.

“IDie Prothrombinstruktur 1hag wird wegen eines RMSD gt von 2.4A ausgeschlossen.
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leoj, leol und 1fpc konserviert, es wird in fast allen anderen Komplexen verdringt,
wobei meist sogar ein Kohlenstoffatom des Liganden in seiner Position zum Liegen
kommt. Wasser 39 ist insgesamt in 24 der 93 Strukturen konserviert, was seine
Position auch nicht als besonders bevorzugte Hydratationsstelle charakterisiert. In
vielen Komplexen findet man an seiner Stelle ein aromatisches Kohlenstoffatom ei-
nes Liganden. Beide Wassermolekiile fallen in einen Bereich der Bindetasche, wo das
Hydratationsmuster (anders als am Fufy der S1-Tasche, wo die Situation dhnlich wie
beim Trypsin liegt) nur vage definiert ist und die Energieminima flach erscheinen.
Eine Auswahl von Wassermolekiilen, die beim Docking vorplaziert werden sollten,
scheint in dieser Situation allgemein sehr schwierig. Dafl dabei jedoch die fiir letr
bzw. 1dwc relevanten Wasserbindestellen beriicksichtigt wiirden, ist extrem unwahr-
scheinlich bzw. aus der statistischen Konservierung dieser Wasserbindestellen im
Vergleich zu anderen, umliegenden Stellen nicht zu begriinden.

Es mag iiberraschen, daf sich die Hydratation in den doch eng verwandten Bin-

Abbildung 3.21: Solvatationsstruktur in iiberlagerten Thrombin-Bindetaschen. Die Wasser-
bindestellen in unterschiedlichen Strukturen clustern deutlich weniger als bei Trypsin. Die
Wassermolekiile aus der Referenzstruktur 1dwec, die in tiirkis hervorgehoben sind, und die
bei einem Docking zumindest teilweise vorplaziert werden miifiten, stechen aus der ins-
gesamt diffusen Wasserstruktur keinesfalls hervor und wiren daher aus einem derartigen
Strukturvergleich kaum als besonders identifiziert worden.

detaschen von Thrombin und Trypsin so unterschiedlich gestaltet, und man muf
hinterfragen, inwiefern dieses Bild allein aus der hier getroffenen Wahl von Refe-
renzstrukturen resultiert. Dazu sind mehrere Aspekte anzufiihren:

Bezogen auf die Wassermolekiile 47 (1dwc) bzw. 616 (letr) mag die gewéhlte Refe-
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renzligandenstruktur tatsichlich insofern einen besonderen Fall darstellen, als diese
Wassermolekiile auch eine Wasserstoffbriicke innerhalb des Liganden vermitteln, wo-
bei sie seine Konformation in der Bindetasche stabilisieren. Allerdings gingen, wenn
man diese Wassermolekiile vernachléissigen wiirde, auch gleich zwei Protein-Ligand-
Kontakte verloren.

Des weiteren erscheint es moglich, von den iibrigen Wassermolekiilen aus der Re-
ferenz einzelne zu vernachléissigen und trotzdem noch einen nativ-dhnlichen Bin-
dungsmodus beim Docking ermitteln zu kénnen. Z.B. ist das Wasser 39 mit einer
losemittelzugénglichen Oberfliche von 15% nicht vollstdndig vergraben, und es wird
sicher in anderen Trypsin-Strukturen (aufler 1mtw) auch Wassermolekiile geben, fiir
die sich die Situation dhnlich darstellt. Doch fillt ohne dieses Wassermolekiil auch
die Salzbriicke zu Lys60 weg, fiir die ein nicht ganz unwesentlicher Beitrag zur Af-
finitdt angenommen werden kann. Die Vernachlissigung aller Wassermolekiile wird
in jedem Fall den Erfolg eines Docking-Experiments in Frage stellen.

SchlieBlich ist unbestritten, daf es auch im Falle des Thrombins bekannte Inhibitor-
klassen gibt, fiir die ein Docking ohne Beriicksichtigung der Wassermolekiile gelingt.
Allerdings ist es ja das Ziel, ein Docking-Experiment so aufzusetzen, dafl dabei fiir
alle bekannten Inhibitoren prinzipiell eine dem experimentell bestimmten Bindungs-
modus nahe kommende Geometrie gefunden werden kénnte. Dies ist tatsdchlich im
Falle des Thrombins einfacher als in dem des Trypsins, fiir das dhnlich komplexe
Hydratationsstrukturen wie in letr (zumindest in den bisher in der PDB publizier-
ten Strukturen) nicht existieren.

Selbst wenn man den Trypsinliganden FD1 (1k1i) betrachtet, der zu Argatroban
die hochste 2D-Ahnlichkeit (Tanimoto-Koeffizient 0.54) aufweist, so vergriibt die-
ser allenfalls zwei Wassermolekiile (407, 505). Davon entspricht Wasser 407 dem
Wasser 561 aus letr und ist in 120 von 127 sequenzidentischen Trypsinstrukturen
(Auflssungen < 2.3A) konserviert. Das nur sehr schwach vergrabene Wassermo-
lekiil 505 (SAS 30.2%), das dem Wasser 64 aus 1dwc entspricht, ist in einer Position
plaziert, wo in vielen Strukturen (auch Apostrukturen) ein Sulfation zu finden ist,
dessen eines Sauerstoffatom exakt mit dem Wassermolekiil zusammenfillt. Die for-
mal niedrige Konservierung in nur 18 Strukturen ist daher weniger kritisch als man
auf den ersten Blick vermuten konnte. Das Wassermolekiil 505 wird zwar auch von
einigen Liganden - insbesondere von solchen, die die Sulfatgruppe gezielt durch ei-
ne Borat- oder Carboxylatgruppe zu ersetzen versuchen - verdringt, doch kommen
bis auf nur 2 Ausnahmen (lqcp, 1tpp) lediglich Sauerstoffatome des Liganden in
dieser Wasserposition zum Liegen. Diese ist damit als mogliche Wasserbindestelle
oder (allgemeiner formuliert) als Bindestelle fiir polare Atome charakterisiert, was
die Behandlung beim Docking erleichtert (vgl. oben).

Die Unterschiede in der Solvatation der Bindetaschen von Trypsin und Thrombin las-
sen sich vielleicht am besten erfassen, wenn man in der Darstellung der iiberlagerten
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Bindetaschen die Protein- und Ligandenmolekiile ausblendet und nur die Wassermo-
lekiile betrachtet. Die in Abb. 3.21 gezeigte Uberlagerung beriicksichtigt alle 111 zu
1dwc sequenzidentischen Ketten unabhiingig von ihrer Auflésung®2. Die Unterschie-
de zu der Uberlagerung einer ganz dhnlichen Zahl von Trypsinketten sind markant.
Im Fall des Trypsins ist eine deutliche Clusterung von Wassermolekiilen zu beob-
achten, die nur zum oberen Rand der Bindetasche hin diffus wird. Betrachtet man
einzelne Bindetaschen, die in diesem Bereich Wassermolekiile aufweisen, so erkennt
man, dafl diese Wassermolekiile nur die Oberfliche der Liganden bedecken, ohne
deren Bindungsmodus mitzubestimmen. Im Falle des Thrombins gibt es zwar auch
einen Cluster von Wassermolekiilen am Boden der S1-Tasche (Wasser 561, letr), der
bei einer Uberlagerung von Thrombin- und Trypsintaschen dem Wassermolekiil 416
aus lmtw entspricht. Jedoch ist die Solvatationsstruktur in der gesamten Bindeta-
sche (und nicht nur an deren oberem Rand) diffuser und die Wasserpositionen sind
rdumlich stirker verschmiert. Es ist per se schwieriger, mdgliche Wasserbindestel-
len in dieser Tasche zu definieren, auf die der Suchraum eingeschrinkt werden soll,
und andere als nicht in Frage kommend auszuschliefen. Trotz mehrerer Wasserstoff-
briicken der betrachteten Wassermolekiile zum Protein hingt es auch vom Liganden
ab, ob und wo genau in diesen Subtaschen Wassermolekiile binden.

Soll also eine Suche nach neuen Thrombinliganden ohne einschrinkende Kriterien
aufgesetzt werden, durch welche bereits ein Teil der bekannten Inhibitoren ausge-
schlossen wiirde, so zeigt der Fall des Argatroban-Komplexes, fiir den die korrek-
te Vorhersage des Bindungsmodus ohne Einbeziehung der Wassermolekiile kaum
moglich ist, dafl hierzu ein Docking-Programm benétigt wird, das Wassermolekiile
erst wihrend des Aufbaus des Liganden in der Bindetasche (ohne notwendige Vor-
definitionen) plaziert und so das Hydratationsmuster an Protein und Ligand anpas-
sen kann. Einen solchen Ansatz stellt das Particle Concept als Modul des FlexX-
Programms (Rarey et al., 1999) dar, dessen Anwendung hier am adidquatesten er-
scheint.

3.4 Ausblick

Eine wesentliche Stidrke von Relibase beruht darauf, viele unterschiedliche Metho-
den in einem technischen Rahmen zur Verfiigung zu stellen, der die Verkniipfung
der unterschiedlichen Funktionalitidten erlaubt. Daher werden die Moglichkeiten der
Untersuchung von Wassermolekiilen in Zukunft auch dadurch weiter verbessert wer-

*2 Auch bei dieser Auswertung ist Wasser39 nur in 27 Strukturen, Wasser47 nur in 5 Strukturen
konserviert.
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den, dafl andere Module hinzukommen, die rein technisch von der Wasserdatenbank
unabhéngig sind.

Zum ersten sind hier die bereits oben erwidhnten Verbesserungsmoglichkeiten in der
graphischen Darstellung iiberlagerter Hits aus MolEd-Suchen zu erwéihnen. Neben
der Darstellung als Scatterplot wéire auch eine Konturplot-Darstellung wiinschens-
wert. Das gegenwirtig integrierte Visualisierungsprogramm Rasmol ist auf atom-
basierte Darstellungen zugeschnitten und fiir feldbasierte Darstellungen weniger ge-
eignet. Von der Implementierung eines flexibleren Visualisierers in Relibase, der
zur Darstellung von Oberflichen und Feldern aus Cavbase benétigt wird, wird die
Untersuchung von Wechselwirkungsgeometrien mit MolEd generell profitieren. Die
Untersuchungsmoglichkeiten von Wassermolekiilen in Relibase werden dadurch so-
gar in mehrfacher Hinsicht erweitert: Wihrend die Berechnung von Energiebeitrigen
fiir eine Wassersonde an beliebigen Punkten im Raum bereits jetzt auf der Basis der
Wasserpotentiale moglich ist, wird dem Benutzer dieser Wert nur fiir die Positionen
kristallographisch bestimmter Wassermolekiile zugénglich gemacht. Es ist jedoch
interessant, diese Werte fiir viele Punkte auf einem dreidimensionalen Gitter zu be-
rechnen und in einem Konturplot zu verarbeiten. Eine derartige Anwendung wird
auch in Kap. 6.2.2 dieser Arbeit beschrieben. Bisher miissen jedoch zur Visualisie-
rung solcher Konturflichen stets Visualisierungsprogramme auflerhalb von Relibase
herangezogen werden. Sobald ein geeigneter Visualisierer zur Verfiigung gestellt ist,
sollte dem Benutzer auf Mouseclick eine Kontur fiir jede Ligandenbindetasche ange-
zeigt werden, die erkennen 148t, wie sich die Energielandschaft fiir ein Wassermolekiil
gestaltet, d.h. wie tief die Minima erscheinen, in denen sich einzelne Wassermolekiile
befinden, und wie scharf oder ausgedehnt sie im Raum definiert sind.

Weitere Moglichkeiten zur Untersuchung von Wassermolekiilen ergeben sich durch
die Entwicklung von Secbase, einem Relibase-Modul zur Untersuchung von Protein-
Sekundéirstrukturen (Block, 2002). Wie bereits die Arbeiten von Thanki belegen,
sind die Hydratationsmuster der 20 Aminosduren massiv davon abhingig, in wel-
che Sekundéirstruktur die betrachete Aminosiure eingebunden ist (Thanki et al.,
1991, 1990). Diese wichtige Randbedingung konnte bislang in MolEd-Queries nicht
beriicksichtigt werden, dies ist jedoch einfach moglich, wenn jede Aminosdure in der
Datenbank einem Sekundérstrukturtyp zugeordnet wird.

Die Vorhersage von Wahrscheinlichkeiten, mit der Wassermolekiile verdriangbar sind
bzw. konserviert werden, durch den Consolv-Ansatz, welche in Kap. 5 beschrieben
wird, bezieht seine Daten zwar aus Relibase, technisch ist der knn-Algorithmus im
Moment jedoch als separates ausfiihrbares Programm realisiert und nicht in Relibase
integriert. Der Python-Toolkit stellt aber eine elegante Moglichkeit dar, diese Funk-
tionalitét in Zukunft benutzerfreundlich auch innerhalb der Relibase-Oberfléiche zur
Verfiigung zu stellen.

Wie bereits erwéhnt, lassen sich Wasserstoffatome in Proteinstrukturen anders als
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in Kleinmolekiilen allein auf experimenteller Basis nicht erkennen. Wihrend fiir vie-
le Donor-Akzeptor-Paare im Protein die Bildung einer Wasserstoffbriicke aufgrund
der geometrischen Verhéltnisse leicht abgeschétzt werden kann, ist die Situation bei
Wassermolekiilen schwieriger, da aufgrund mangelnder kovalenter Bindungen zu an-
deren Schweratomen zunichst kein Anhaltspunkt fiir die rdumliche Ausrichtung der
Donor- und Akzeptoreigenschaften abzuleiten ist. In giinstigen Fillen ergibt sich
diese aus der Natur der umgebenden Proteinatome. Sobald jedoch die Zahl der po-
laren Partner vier iibersteigt, muss man elektrostatische Rechnungen heranziehen
und aus dem stabilsten Wasserstoffbriickennetzwerk (Hooft et al., 1996a) auf die
tatséchlichen Wasserstoffbriickenpartner des Wassermolekiils schlieBen*3. Aufgrund
dieser Zusammenhinge ermoglicht die gesamte Visualisierung von Ligandenbinde-
taschen in Relibase bislang nur die Darstellung von Kontakten, nicht aber Wasser-
stoffbriicken. Letztere sind jedoch Gegenstand einer Arbeit von Ingo Dramburg und
fithrten zur Entwicklung eines weiteren Relibase-Moduls, Hydrobase. Wahrend auch
von diesem Modul viele Funktionalitéiten in Relibase profitieren werden, gilt dies fiir
Wassermolekiile besonders, da sich hier der Mangel an Wissen (iiber Wasserstoffpo-
sitionen) besonders gravierend auswirkt und die Notwendigkeit der Extrapolation
besonders grof} ist.

Im Hinblick auf eine Validierung der Proteinstrukturmodelle, welcher gerade bei
der Betrachtung von Wasserbindestellen eine groie Bedeutung zukommt (vgl. Kap.
2.1.1), wire eine Erweiterung des Deskriptorsatzes durch sog. Dichte-Indices an-
zustreben. Diese sind Teil der Ausgabe des SFCHECK-Strukturvalidierungspro-
gramms (Vaguine et al., 1999) und quantifizieren die lokale Ubereinstimmung des
Modells mit der Elektronendichteverteilung. Zwar wird diese Information zu jeder in
der PDB abgelegten Struktur berechnet, sie wird jedoch bisher nur an die Autoren
weitergeleitet und nicht verdffentlicht.

Die gegenwirtige Version von Relibase+ enthélt vorberechnet die kristallographi-
sche Umgebung fiir alle Ligandenbindetaschen, wodurch allein packungsbedingte
Effekte der Ligandenanordnung beim Drug Design erkannt werden kénnen. Aller-
dings ist die Information iiber Kristallkontakte nicht fiir die gesamte Proteinober-
fliche und damit auch nur fiir einen Teil der Wassermolekiile vorhanden. Es wire
technisch sehr einfach, alle Wasserdeskriptoren, die sich aus dem Aufbau der rdum-
lichen Umgebung des Wassermolekiils ergeben, auf Kristallkontakte zu erweitern
bzw. zwei Deskriptorensitze (mit und ohne Beriicksichtigung der Kristallkontakte)
zur Verfiigung zu stellen. Dadurch wiirde man im Moment jedoch Inkonsistenzen
in den Gesamtdatensatz eintragen, da nicht fiir alle Wassermolekiile die Infomati-
on iiber die Kristallpackung vorhanden ist. Nichtsdestotrotz sollte dies sobald wie

“3Freilich kann sich auch dann jede Aussage nur auf die im zeitlichen Mittel hiufigste, stabilste
Konfiguration beziehen.
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moglich nachgetragen werden, da sich damit wichtige Moglichkeiten ergeben, den
Einflul der Kristallpackung auf die Proteinhydratation zu untersuchen.
Insbesondere wiirden die Moglichkeiten zur Untersuchung der Konservierung von
Wassermolekiilen davon profitieren. Zum einen wiirde eine Konservierung von Was-
sermolekiilen auch dann erkannt werden, wenn das korrespondierende Wassermo-
lekiil in der iiberlagerten Struktur bereits in eine andere asymmetrische Einheit
fallt, zum anderen liefle sich aber auch die sehr spannende Frage, inwieweit Kristall-
packungseffekte fiir Unterschiede in der Solvatationsstruktur identischer Proteine
verantwortlich sind, systematisch untersuchen.

Abschlielend ist anzumerken, daf} diese Arbeit zu einem Zeitpunkt ausgefiithrt wur-
de, zu dem die Zahl verfiigbarer Proteinstrukturen erstmals grof genug ist, um
auch seltenere Hydratationseffekte (wie die der Wasser-Fiinfringe) systematisch zu
untersuchen. Fiir andere Fragestellungen lassen sich nun diverse und immer noch
hinreichend grofle, reprisentative Datensitze extrahieren. Dies heifit jedoch nicht,
daB es sich nicht lohnen wiirde, die durchgefiihrten Untersuchungen nach einiger
Zeit zu wiederholen. Wir verzeichnen die erfreuliche Entwicklung, da8 nicht nur die
Datenmenge, sondern (bedingt durch Verbesserungen von Kristallisations- und Ver-
feinerungstechniken, v.a. aber die vermehrte Nutzung von Synchrotronstrahlung)
auch die Datenqualitéit der Proteinstrukturen steigt (Weissig et al., 1998; Kleywegt
& Jones, 2002). Damit nimmt auch die Aussagekraft jeder Untersuchung zu, die auf
solchen Daten basiert. Moglicherweise lassen sich mit hochaufgelosten Daten Effekte
nachweisen bzw. finden, die bei schlechteren Auflésungen nicht zu Tage treten. In
Bezug auf die vorliegende Arbeit liegt es besonders nahe, den in Kap. 7 dargestellten
Algorithmus zur Erkennung fehlzugewiesener Wassermolekiile nochmals zu repara-
metrisieren, sobald mehr hochaufgeldste Strukturen dafiir zur Verfiigung stehen. Da
dieser Algorithmus bereits in Relibase implementiert ist, ist dies technisch, nachdem
das Python-Interface zur Verfiigung steht, recht einfach.
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4 Strukturelle Anderungen in der Form
und Solvatation von Proteinbinde-
taschen bei der Ligandenbindung

4.1 Motivation

Da die Rolle von Wassermolekiilen in der Protein-Ligand-Wechselwirkung aus theo-
retischer Sicht schlecht verstanden ist (Cho et al., 1996), und eine verlifiliche Vorher-
sage von wasservermittelten Bindungsmoden weiterhin anspruchsvoll bleibt (siehe
Kap. 6), kommt der sorgfiltigen Analyse aller fiir das jeweilige Zielprotein verfiigbha-
ren Daten besondere Bedeutung zu.

Der strukturelle Vergleich von Proteinbindetaschen in Relibase erméglicht, Unter-
schiede in der Solvatationsstruktur vor und nach der Ligandenbindung zu analysieren
und auch andere strukturelle Anderungen des Proteins (ligandeninduzierte Flexibi-
litdt) mit einzubeziehen. Der Vergleich einer Serie von Komplexen eines Proteins
zeigt, welche Wassermolekiile in allen Komplexen konserviert sind, welche nur bei der
Bindung bestimmter Liganden verdriingt werden, und in welchen Bereichen die Sol-
vatation der Bindetasche keinem eindeutigen, energetisch festgelegten Muster folgt,
so daf8 die Wassermolekiile nach der Uberlagerung schlecht clustern. In Kap. 3.3.3
wurde bereits anhand ausgewihlter Einzelbeispiele gezeigt, wie die Uberlagerungs-
funktion in Relibase das Drug Design an einem speziellen Zielprotein unterstiitzen
kann und welche Design-Strategien angesichts der Datenlage in unterschiedlichen
Féllen aussichtsreich erscheinen.

In diesem Kapitel soll der Fokus nicht mehr auf einem einzelnen Protein liegen.
Stattdessen werden Statistiken iiber grofle Datensétze aufgestellt, welche die Unter-
suchungsmoglichkeiten mit der Benutzeroberfliche von Relibase iibersteigen. Derar-
tige statistische Analysen sind fiir die Verbesserung existierender Methoden im Drug
Design beziiglich der Handhabung von Wassermolekiilen von Bedeutung. Sie zei-
gen auf, welche Ansitze prinzipiell (unabhingig von der konkreten algorithmischen
Implementierung) geeignet sein konnen, die Mehrzahl bekannter Protein-Ligand-
Komplexe korrekt zu beschreiben, wenn die Methode nicht fiir jedes Zielprotein
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individuell angepafit werden kann.
Im einzelnen sind die nachfolgenden Statistiken durch unterschiedliche Fragestellun-
gen motiviert.

4.1.1 Strukturvergleiche zwischen Komplexen als Referenz und ihren
sequenzhomologen ligand-freien Strukturen

Mit Ausnahme des in FlexX implementierten Particle Concepts (Rarey et al., 1999)
koénnen gingige Docking-Programme Wassermolekiile, die Bindungen zwischen Pro-
tein und Ligand vermitteln, nur dann beriicksichtigen, wenn vor dem Docking Was-
sermolekiile positioniert werden, die fortan als Teil der Proteinbindetasche angesehen
werden und dann weder verschoben noch ersetzt werden kénnen.

Sofern eine Struktur des unkomplexierten Target-Molekiils vorliegt, wird man die
dort in der Bindenische gebundenen Wassermolekiile einzeln daraufhin untersuchen,
ob sie vermutlich bei der Ligandenbindung konserviert bleiben. Auch wenn verlafli-
che Kriterien zur Auswahl solcher Wassermolekiile bekannt wéren, kann eine solche
Vorplazierung auf der Basis der Wasserpositionen in der ligand-freien Struktur aber
nur dann erfolgreich sein, wenn sich die Wassermolekiile nicht durch die Bindung des
Liganden in ihrer Position markant verschieben, so daf} sie mit keinem Wassermo-
lekiil aus der unkomplexierten Struktur mehr korrespondieren. Von der Moglichkeit
des Proteins, seine Bindetasche auf diese Weise fiir unterschiedliche Liganden anzu-
passen, wurde in einzelnen Fillen berichtet (Finley et al., 1999); jedoch fehlt bisher
eine Abschéitzung, wie hiufig dieser Effekt beobachtet werden kann.

Die in Relibase implementierte Funktion zur sequenzbasierten Uberlagerung von
Proteinstrukturen wird daher eingesetzt, das Auftreten der Konservierung bzw. der
Verschiebung von Wasserpositionen bei der Ligandenbindung zu quantifizieren. Aus
den Ergebnissen kann dann abgeschitzt werden, ob die Vorplazierung von Was-
sermolekiilen auf der Basis einer bekannten ligand-freien Struktur beim Docking
prinzipiell erfolgversprechend erscheint. Dieser Ansatz kann wasservermittelte Bin-
dungsmoden fiir die Mehrzahl bekannter Komplexstrukturen nur dann erfolgreich
reproduzieren, wenn die Verschiebung von Wassermolekiilen gegeniiber der Konser-
vierung die Ausnahme bleibt. Dabei bleibt die Frage nach geeigneten Auswahlkrite-
rien fiir die Wassermolekiile aus der ligand-freien Struktur, welche in die Bindetasche

mit einbezogen werden, zunichst ausgeklammert.
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4.1.2 Strukturvergleiche zwischen ligand-freien Strukturen als Referenz
und ihren homologen Komplexen

Es erscheint plausibel und entspricht der in Docking-Studien angewandten Praxis
(Minke et al., 1999), bei der Auswahl von Wassermolekiilen aus der ligand-freien
Struktur eines Zielproteins nur solche Wassermolekiile als Teil der Bindetasche zu
beriicksichtigen, von denen angenommen werden kann, daf sie sich durch eine beson-
ders starke Bindung ans Protein auszeichnen. Ein solches Vorgehen setzt implizit
voraus, dafl der Konservierungsgrad eines Wassermolekiils aus einer ligand-freien
Struktur im Vergleich mit sequenzhomologen Komplexstrukturen mit der Wechsel-
wirkungsenergie der Bindung ans Protein korreliert. Da der Deskriptorensatz (s.
Kap. 3.2.3) eine zur Beschreibung von Energiewerten entwickelte Grofie in Form der
aus der Addition der Paarpotentiale berechneten Scores enthélt, eréffnet sich die
Moglichkeit, durch eine Korrelation mit dem Konservierungsgrad diese Hypothese
zu untermauern. Gleichzeitig konnen andere Eigenschaften des Wassers daraufhin
itberpriift werden, inwiefern sie eine Diskriminierung von bei der Ligandenbindung
verdrangten und konservierten Wassermolekiilen erlauben.

4.1.3 Strukturvergleiche zwischen homologen Komplexstrukturen

Schliefllich mufl erwéihnt werden, daf} fiir eine Reihe von pharmazeutisch relevanten
Zielproteinen bisher keine Rontgenstruktur des unkomplexierten Proteins erhalten
werden konnte, und das Drug Design daher ganz auf die Informationen aus Kom-
plexstrukturen mit unterschiedlichen Liganden angewiesen ist (als Beispiel kann auch
hier wieder die HIV-Protease angefiihrt werden). Ahnlich stellt sich die Situation
dar, wenn eine ligand-freie Struktur des Zielproteins aufgrund eines extremen in-
duced fit fiir strukturbasierte Design-Verfahren nicht verwendbar ist. Daher stellt
sich die Frage, ob nicht aus den Strukturen bekannter Komplexe auch relevante
Information iiber Wasserpositionen erhalten wird, die den Entwurf neuer Liganden
unterstiitzen kann. Dariiber hinausgehend kénnen zusdtzliche Informationen aus
Komplexserien auch dann hilfreich sein, wenn die Struktur des umkomplexierten
Proteins bekannt ist. Aus solchen Uberlegungen heraus 148t sich die Frage formulie-
ren, wie viele und welche Wassermolekiile beim Vergleich verschiedener Komplexe
untereinander konserviert erscheinen. Dies 148t sich beantworten aus einer Statistik
der paarweisen Uberlagerungen von sequenzhomologen Komplexstrukturen.
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4.1.4 Substrat-Mimikry durch Wassermolekiile

Fiir einzelne Komplexstrukturen 1i8t sich bei der Uberlagerung mit einer sequenz-
homologen ligand-freien Struktur beobachten, dafl polare Atome des Liganden oder
Substrats genau die Positionen besetzen, die zuvor von Wassermolekiilen eingenom-
men wurden. In diesem Fall liefern also die beobachteten Wasserbindestellen in der
Apostruktur dem Wirkstoffentwickler bereits wertvolle Hinweise, wo er (beim De no-
vo Design eines Liganden) polare Atomgruppen in der Bindetasche plazieren sollte.
Bislang wurde das Phinomen der Substrat-Mimikry durch das Solvens jedoch nur an
einzelnen Proteinen als besondere Eigenschaft beschrieben, ein Versuch der Quanti-
fizierung innerhalb eines groBeren Datensatzes wurde noch nicht unternommen. Mit
Relibase soll daher untersucht werden, ob dieses Phénomen als allgemeineres Prinzip
angesehen und im Drug Design ausgenutzt werden kann und ob es dariiber hinaus
fiir bestimmte Atomtypen des Liganden hiufiger als fiir andere beobachtet werden
kann.

4.1.5 Protein-Flexibilitat

Die konformative Flexibilitdt von Proteinbindetaschen stellt neben der Einbeziehung
von Wassermolekiilen eine der gegenwértigen Herausforderungen fiir die Entwicklung
verbesserter Docking-Methoden im Drug Design dar. Da in einer formverdnderten
Bindetasche auch das Muster von Wasserbindestellen kaum erhalten bleiben kann,
ist die Proteinflexibilitidt ein Phinomen, das allen Vergleichen der Wasserstrukturen
in Bindetaschen iiberlagert ist. Dabei ist zu unterscheiden zwischen einer Flexibi-
litdt, die sich auf Seitenketten beschrinkt und die bereits von mehreren existierenden
Docking-Programmen behandelt werden kann (Schnecke & Kuhn, 1999; Anderson
et al., 2001; Leach, 1994), und einer Verschiebung des Proteinriickgrats, wie sie bei
ausgeprigten strukturellen Anpassungen der Bindetasche an den jeweiligen Ligan-
den auftritt.

Sofern eine ligand-freie mit einer komplexierten Struktur verglichen wird, ist die
Interpretation dadurch erschwert, dafl unterschiedliche Orientierungen von Seiten-
ketten z.T. keinen echten induced fit widerspiegeln, sondern nur ein Resultat der
hohen inhirenten Beweglichkeit von Seitenketten sind, die erst durch die Liganden-
bindung rdumlich fixiert werden. Da kristallographische Strukturdaten aber feste
Atomkoordinaten angeben, und eine Unordnung sich in der Regel allenfalls iiber
hohe Temperaturfaktoren ausdriickt, ist dies nicht sofort erkennbar.

Es ist daher hilfreich fiir den Modeller, alle verfiigbaren Strukturen in einen Struk-
turvergleich mit einzubeziehen (so wie es die graphische Benutzeroberfliche von
Relibase auch bei der Behandlung eines einzelnen Proteins vorsieht). Ahnlich wie
Wasserbindestellen meist weder 100% konserviert noch zufillig verteilt sind, sind
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auch Proteinstrukturen von variablem Flexibilitétsgrad, den es innerhalb eines hin-
reichend grofien Datensatzes zu quantifizieren gilt. Ein Docking in die Bindetasche
einer ligand-freien Struktur wére besonders dann problematisch, wenn Konformati-
onsénderungen im gebundenen Zustand gegeniiber allen bekannten Apostrukturen
auftreten.

4.2 Methoden

Eine systematische Untersuchung der oben beschriebenen Effekte in grofien Da-
tensétzen erfordert einige Modifikationen und Erginzungen der in 3.2.7 beschriebe-
nen Funktionalitit zur Uberlagerung sequenzhomologer Proteine.

4.2.1 Klassifikation der Proteinketten

Die Klassifikation der durchzufithrenden Strukturvergleiche setzt voraus, dal die
Referenzproteinkette und die iiberlagerte Kette jeweils als komplexiert oder als
ligand-frei eingeordnet werden. Die in Kap. 3.1.1 beschriebene Zuordnung von Mo-
lekiilen zum Typ Ligand (,,RELI.LIGAND”) muf} in diesem Zusammenhang als
sehr unbefriedigend angesehen werden, denn nicht jede Struktur, die einen solchen
Liganden enthilt, sollte als Komplex betrachtet werden. Strukturen, die einen Ko-
faktor wie HEM binden, sollten z.B. als ligand-freie Struktur klassifiziert werden,
solange sie nicht einen weiteren organischen Liganden binden. Obwohl eine strin-
gente Identifikation von Kofaktoren in der gesamten Datenbank nicht méglich ist,
konnen zumindest die gingigsten Kofaktoren ausgeschlossen werden. Hierzu wurden
HEM, FAD, ADP, ATP, Cobalamin (Dreibuchstabencode B12), Thiamidinphosphat
(TPP), Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP), die Eisenschwefelcluster der Formel Fe4S4 und
Fe3S4 (FS3, FS4), Flavin-Mononukleotid (FMN), Biotin (BTN), KoenzymA (COA),
NAD und NADP (NAP) gezidhlt. Des weiteren wurde ein Filter angewandt, nach
dem ,,echte” Liganden mehr als fiinf Schweratome (Nicht-Wasserstoff-Atome) auf-
weisen miissen, so dafl auch die Anwesenheit von kleinen Ionen (Sulfat, Phosphat)
oder organischen Losemitteln (Ethanol, DMSO) eine Struktur noch nicht der Kate-
gorie der Komplexe zuordnet.

4.2.2 Klassifikation moglicher Anderungen der Wasserstruktur

Des weiteren soll die Klassifikation der Ereignisse, die charakterisieren, was mit
einem Wassermolekiil bei einer Ligandenbindung (bzw. allgemeiner bei einem be-
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liebigen Vergleich zweier Strukturen) passieren kann, erweitert werden. Bisher
wurden die Fille betrachtet, dafl die Positionen zweier Wassermolekiile nach der
Strukturiiberlagerung innerhalb einer Distanzgrenze dy,q; von 1.2A iibereinstimmen
(Wasserkonservierung) oder daf innerhalb der gleichen Distanzgrenze ein Atom ei-
nes Liganden ein Wassermolekiil ersetzt. Die Moglichkeiten der Verdriangung von
Wassermolekiilen miissen zunéichst ergénzt werden um den Fall, dafl Bewegungen in
der Proteinstruktur (in der Regel der Seitenketten) dazu fiithren, da8§ ein Protein-
atom in der urspriinglichen Position des Wassermolekiils zu liegen kommt !.

Des weiteren ist zu bedenken, daf} fiir alle drei der diskutierten Félle auch eine ab-
gewandelte Situation denkbar ist, in der nach der Strukturiiberlagerung zwar kein
Atom innerhalb des Distanzradius dpqg von 1.2A um das Wassermolekiil zu finden
ist, sich aber innerhalb des doppelten Radius von 2.4A, der auch als Untergrenze
fiir eine starke Wasserstoffbriicke angesehen werden kann, ein korrespondierendes
Atom finden 148t. Entspricht dieses Atom einem anderen Wassermolekiil, so ist
dies als eine Verschiebung der Wasserposition gegeniiber der Referenzstruktur zu
betrachten. Handelt es sich um ein Liganden- oder Proteinatom, so entspricht dies
einer induzierten Verdringung des Wassermolekiils, das (obwohl nicht unmittelbar
ersetzt) in seiner irspriinglichen Position Van-der-Waals-Uberlappungen mit die-
sem Atom aufweisen wiirde. Findet sich auch innerhalb des 2.4A-Radius kein Atom
in der {iberlagerten Struktur, so kann dem Wassermolekiil kein korrespondierendes
Atom zugeordnet werden. Moglicherweise befindet sich jedoch in dem (scheinbar)
unbesetzten Volumen auch ein Wassermolekiil, das mit Partnern auBerhalb der 2.4A
in Wechselwirkung treten kann, das aber kristallographisch nicht aufgelést wurde.

4.2.3 Uberlagerung

Zur Uberlagerung der jeweiligen Referenz- und Vergleichskette wird eine Core-Uber-
lagerung angewandt. Diese Art der Uberlagerung, bei der der RMSD-Wert fiir die
60% der am besten aufeinander abbildbaren Aminosiuren minimiert wird, hat den
Vorteil, daf} sie zum Vergleich aller Wassermolekiilen der Struktur, auch derer weit
aufBerhalb der Bindetasche, herangezogen werden kann. So kénnen Unterschiede in
der Solvatation der Bindetasche im Vergleich zum Gesamtprotein untersucht wer-
den. Dabei wird in Kauf genommen, da die Uberlagerung fiir die Aminoséiuren in
der Bindetasche moglicherweise nicht ganz so gut ist, wie sie es bei Minimierung des
RMSD-Werts fiir nur diese Aminosduren wire. Der Unterschied ist jedoch in der

'Bei Strukturvergleichen nicht 100% sequenzidentischer Proteine sind dabei die Fille, bei denen
am Ort der Mutation z.B. eine groflere Seitenkette ein Wassermolekiil verdréngt, auszuschliefien,
da sonst die Proteinflexibilitéit iiberschitzt wiirde.
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Mehrheit der Fille minimal. Gerade fiir Proteine, die einen induced fit der Bindeta-
sche zeigen, ist die Core-Uberlagerung sogar geeigneter, strukturelle Verschiebungen
herauszuarbeiten, da die berechnete Transformationsmatrix dabei nicht durch die
Bewegung einzelner Aminoséuren systematisch verzerrt wird.

4.2.4 Datensatz

Um eine hohe Qualitit der Strukturdaten und eine geringe Unsicherheit in der Be-
stimmung der Atompositionen zu gewihrleisten, werden in allen Statistiken nur
hochaufgeléste Strukturen mit einer Auflésung < 2.0A beriicksichtigt. Dies gilt fiir
die Referenz- wie auch die iiberlagerte Struktur.

Ein Vergleich der Solvatationsmuster zweier Proteinstrukturen setzt voraus, daf} die
Proteinstrukturen selbst sich in ihrem dreidimensionalen Aufbau nicht oder nur mi-
nimal unterscheiden. Um sequentiell bedingte Unterschiede zu minimieren, wurden
nur Strukturen mit einer Sequenzidentitit > 95% paarweise verglichen.

Nur bei den Untersuchungen zur Strukturflexibilitit wurde die Homologiegrenze auf
100% Sequenzidentitit angehoben, um Verschiebungen, die durch sequentielle Un-
terschiede bedingt sind, auszuschlieen. Bereits einzelne Punktmutationen kénnten
durch den unterschiedlichen Raumbedarf der Seitenketten leichte Verschiebungen im
Riickgrat bewirken, und ein Vergleich der Seitenkettenorientierungen wire in einem
solchen Fall nicht sinnvoll durchzufiihren. Gleichzeitig wurde die Auflésungsgrenze
auf 2.5A relaxiert. Dies ist vertretbar, da die untersuchten Verschiebungen lokaler
Strukturelemente hier meist grofer sind als bei der Fokussierung auf Wassermo-
lekiile, wo eine interatomare Distanzgrenze von 1.2A zur Unterscheidung konser-
vierter und nicht-konservierter Wassermolekiile verwendet wird.
Kristallographische Strukturmodelle, in die keine Wassermolekiile aufgenommen
wurden, werden (als Referenz wie auch als iiberlagerte Struktur) bei allen Untersu-
chungen zur Solvatation grundsitzlich ausgeschlossen. Alle Uberlagerungen beruhen
auf einem Sequenzaligment, das jeweils nur eine Proteinkette der Referenzstruktur
beriicksichtigt. Daher kann bei Proteinstrukturen mit mehreren Untereinheiten die
lokale Qualitiit der Uberlagerung fiir andere Ketten, die nicht als Referenz verwendet
wurden, sehr viel schlechter sein. Um die Statistik einzuschrinken auf Wassermo-
lekiile in der Umgebung der Referenzkette, wurden nur Wassermolekiile innerhalb
eines Radius von 7A zu dieser Referenzkette betrachtet. Dieser Grenzwert beriick-
sichtigt auch Wassermolekiile in Proteinbindetaschen, welche an der Grenzfliche von
zwel Einzelketten liegen, und nur den Liganden direkt kontaktieren.

Grundsitzlich werden alle Strukturvergleiche zwischen Strukturpaaren in Relibase,
die diese Kriterien erfiillen, ausgefithrt und ausgewertet. Durch die Uberreprisen-
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tation von bestimmten Proteinfamilien in der PDB kénnten die erhobenen Daten
jedoch beeinfluft und die daraus ermittelten Ergebnisse verfilscht sein. Um dies so
weit als moglich auszuschlieBen?, wurde parallel ein Datensatz untersucht, der nur
Strukturen aus der von WHATIF verwendeten SequencelUniqueDatabase (SUD)3
untereinander nicht sequenzhomologer Sequenzen (Sequenzidentitit < 30%) enthilt.
Der verfiigbare Datensatz mit Strukturen der Auflésung <2.0A verwendet als zweites
Kriterium einen R-Faktor < 0.21, welches auf den Relibase-Datensatz nicht ange-
wandt werden kann, da diese Gréfie nicht durchgéngig fiir alle PDB-Strukturen do-
kumentiert ist. Der SU D-Datensatz ist bei Anwendung hinreichend breiter anderer
Filterkriterien noch grof genug, um den Einflu§ der Uberreprisentation bestimmter
Sequenzmuster in der PDB auf die Ergebnisse abschétzen zu kénnen, kann jedoch
zu manchen Details keine statistisch signifikanten Aussagen mehr liefern. Hierbei
muB man sich dann darauf verlassen, daB die prinzipiell gezeigte Ubertragbarkeit
der Ergebnisse aus dem Relibase-Datensatz auch fiir Untermengen des Datensatzes
gegeben ist.

4.2.5 Filterkriterien

Die erhaltenen Daten kénnen nach verschiedenen Kriterien gefiltert werden, welche
fiir jede Uberlagerung mit zugeordnet und in der Ausgabe dokumentiert werden.
Die Groflen, deren Einflul so untersucht werden kann, umfassen:

e die Distanz dp,,; des Wassermolekiils in der Referenzstruktur zum Protein,
gemessen als kiirzeste aller Distanzen zu Schweratomen (i.e. Nicht-Wasserstofi-
Atomen) der Referenzproteinkette. Wie oben diskutiert, werden alle Wasser-
molekiile der Struktur nach dp,o; < 7A vorgefiltert.

e die Distanz dr;y jedes Wassermolekiils in der Referenzstruktur zum néchsten
,,echten” Liganden, gemessen als kiirzeste aller Distanzen zu Schweratomen
des bzw. der Liganden in der Referenz (bei Komplexstrukturen) oder in der
iiberlagerten Komplexstruktur (bei ligand-freier Referenz). Diese Distanz de-
finiert den Ausschnitt um den Liganden, innerhalb dessen Wassermolekiile als
zur Bindetasche gehorend klassifiziert werden.

e Auflésungen von Referenz und iiberlagerter Proteinstruktur

%Es sei jedoch daran erinnert, dal die Gesamtheit der in der PDB abgelegten Proteinstrukturen
die ,,Proteinwelt” nur unzureichend abbildet (indem z.B. membranstindige Proteine stark un-
terreprésentiert sind), so daf jegliche Untersuchung von Proteinréntgenstrukturen nicht frei von
Verzerrung ist!

3http://www.cmbi.kun.nl/whatif /select
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e Sequenzidentitit der iiberlagerten Ketten

e Kennzeichnung U A, ob eine Unabhingigkeit der Autoren angenommen wer-
den kann. Dabei wird ein Sortieralgorithmus angewandt, um zu analysieren,
welche Strukturen von den gleichen Kristallographen gel6st wurden und daher
durch die Anwendung der gleichen oder dhnlicher Kristallisations- bzw. Ver-
feinerungsprotokolle moglicherweise nicht vollstdndig unabhéingig voneinander
sind. Der Algorithmus gruppiert Ketten, die zu einer betrachteten Referenz
sequenzhomolog sind. Autoren, die mindestens eine der betrachteten Struk-
turen gemeinsam publiziert haben, werden in einer Gruppe zusammengefafit.
Bei der Iteration iiber alle Strukturen resultiert am Ende eine Verteilung, bei
der keiner der Autoren in einer Gruppe A jemals eine Struktur (des betrach-
teten Proteins) mit einem beliebigen anderen Autor der Gruppe B zusammen
publiziert hat. Mit UA gekennzeichnete Statistiken beziehen nur Strukturen

von unabhiingig arbeitenden Autorengruppen in die Vergleiche mit ein.*

e RMSD der Ca-Atome fiir die Uberlagerung beider Ketten unter Beriicksichti-
gung aller Aminoséduren bei Minimierung der Positionsverschiebungen korre-
spondierender Atompaare (RMSD)

e RMSD der Ca-Atome fiir die Core-Uberlagerung beider Ketten (RMSD¢ore)

e RMSD der Ca-Atome in der Bindetasche (7A-Ausschnitt) des zu einem Was-
sermolekiil aus der Referenz rdumlich nichsten Liganden, der bei Komplex-
strukturen ebenfalls aus der Referenz, bei ligand-freier Referenz aber aus der

iiberlagerten Komplexstruktur stammt. Der RMSD wird ermittelt bei Core-
Uberlagerung beider Ketten (RMSD 7).

e RMSD aller Schweratome in der Bindetasche (7A-Ausschnitt) des zu einem
Referenz-Wassermolekiil rdumlich nichsten Liganden aus der Referenz (bei
Komplexstrukturen) oder in der iiberlagerten Komplexstruktur (bei ligand-
freier Referenz), ermittelt bei Core-Uberlagerung beider Ketten (RMSD BT,all)-
Dieser Wert ist sensitiv auf Bewegungen der Seitenketten in der Bindetasche,
selbst wenn eine sehr gute Uberlagerung des Proteinriickgrats vorliegt.

“Es ist offensichtlich, da$f ein solcher Filter das Problem der Beeinflussung von Strukturdaten
durch die Verfeinerung nur eingeschrinkt angehen kann. Es ist selbstverstdndlich moglich, daf
sich Autoren bei der mehrfachen Strukturaufklarung ein und des selben Proteins bemiihen, zwei
voneinander unabhingige Modelle zu erstellen. Gleichermaflen kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dafl Kristallographen auf die Modelle ihrer Kollegen zuriickgreifen, auch wenn sie mit diesen
nicht unmittelbar zusammenarbeiten. Des weiteren ist mir auch bewufit, daff die Identitit eines
Kristallographen iiber den im Kopf (Header) der PDB-Datei angegebenen Namen keinesfalls
eineindeutig bestimmbar ist. Der Ansatz rechtfertigt sich daher zunichst aus dem Mangel an
gezielteren Filtermdoglichkeiten bzw. durch die unten beschriebenen Ergebnisse.

129



4 Strukturelle Anderungen in Proteinbindetaschen

e Kennzeichnung SUD, die den Satz der Referenzstrukturen auf die in der von
WHATTIF verwendeten SequenceUniqueDatabase beschrinkt. Der verfiigbare
Datensatz mit Strukturen der Auflésung <2.0A verwendet als zweites Kriteri-
um einen R-Faktor < (.21.

Fiir den Vergleich zweier Strukturen, die beide einen Liganden binden, kénnen
zusitzlich folgende beiden Gréflen angegeben werden:

e der Tanimoto-Koeffizient, der die 2D-Ahnlichkeit der beiden Liganden in der
Bindetasche der Referenz und der iiberlagerten Struktur durch einen Wert
zwischen 0 (keine gemeinsamen Strukturfragmente) und 1 (identische 2D-
Strukturen) charakterisiert®

e das vom Referenzliganden bzw. vom Liganden im iiberlagerten Komplex in
der jeweiligen Bindetasche eingenommene Volumen V,.; bzw. V,

e der Volumeniiberlapp AV fiir die beiden Liganden in der Bindetasche der
Referenz und der iiberlagerten Struktur nach der Uberlagerung, berechnet aus
dem Integral iiber das Produkt der Gaufifunktionen der einzelnen Liganden
(vgl. Kap. 3.2.7)

Betrachtet man anstelle der Wasserpositionen Ligandenatom-Positionen in der Re-
ferenzstruktur, so wie in Abschnitt 4.3.1 beschrieben, so ist in diesen Definitionen
die Position des Wassermolekiils durch die des Ligandenatoms entsprechend zu er-
setzen.

Die Angabe von atom_number und unit_number fiir jedes betrachtete Wassermo-
lekiil erlaubt eine eindeutige Identifikation und damit die Zuordnung aller in der
Datenbank gespeicherten Deskriptoren, welche dann ebenso als Filterkriterien ein-
gesetzt werden konnen. Fiir Ligandenatome sind allein der Elementtyp und der
Atomtyp in der Sybylnotation verfiigbar.

4.2.6 Verwendung von Standardfilterkriterien

Jede der im folgenden Kapitel aufgefithrten Tabellen geht von einem Satz von Stan-
dardkriterien ST D aus, die in der Uberschrift der jeweiligen Tabelle (4.1 bis 4.18,

5Da Relibase fiir Nukleotide keine Tanimoto-Koeffizienten berechnet, werden Liganden, die reine
Nukleotidstrukturen darstellen, ausgeschlossen, sobald dieser Wert als Filterkriterium eingesetzt
wird.
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siehe Kapitelende) definiert werden und den ersten Tabelleneintrag charakterisie-
ren. Von diesem Standard ausgehend werden Modifikationen vorgenommen und der
Einfluf} einzelner Parameter untersucht. Nachfolgende Zeilen listen dann (in Spalte
1) nur die Abweichungen der Filterkriterien von dieser Referenz bzw. zusitzlich an-
gewandte Randbedingungen. Eine Ausnahme hiervon stellen nur die mit RELAX
gekennzeichneten Eintrége dar, bei denen die Filter, die RMSD-Werte heranzie-
hen, auf die angegeben Kriterien beschrinkt wurden (andere Filter wie dpmaz, drig,
Auflésungen etc. werden gegeniiber dem Standard beibehalten).
Grundsétzlich schrénken die definierten Standardkriterien die Statistik ein auf Struk-
turiiberlagerungen von sequenzhomolgen Proteinen (Sequenzidentitit > 95%) mit
RMSD¢ore <0.6A und RMSD<1.0A. Betrachtet man speziell die Bindetasche, so
wird diese in dem jeweiligen Standard als 5A-Ausschnitt um den Liganden defi-
niert. Zusétzlich wird bei der Untersuchung der Bindetaschen-Wassermolekiile nach
RMSDpr <1.0A gefiltert.
Diese Kriterien sind - ebenso wie der einheitliche Uberlagerungsalgorithmus - den
Standardfiltern zu unterschiedlich klassifizierten Strukturvergleichen bei der Was-
seruntersuchung gemein®. Dadurch werden die Ergebnisse fiir unterschiedlich klas-
sifizierte Referenzen z.T. auch untereinander vergleichbar.
Allerdings kann diese Vergleichbarkeit bei Hinzunahme weiterer Filterkriterien nicht
immer erhalten werden, da Wassermolekiile in einer ligand-freien Struktur z.T. an-
ders charakterisiert werden miissen als solche in einer Komplexstruktur. Insbeson-
dere gilt dies fiir die Untermenge der Wassermolekiile, die als vergraben bezeichnet
werden. Als ,,vergrabene” Wassermolekiile in einer Komplexstruktur werden hier
solche mit einer SAS <5% bezeichnet. Dabei handelt es sich um praktisch nicht
mehr solvenszugingliche (also stark vergrabene) Wassermolekiile (s. Abb. 4.1).
Auch bei der Betrachtung der Wasserstruktur in einer ligand-freien Bindetasche
mochte man wieder jene Wassermolekiile herausfiltern, die bei der Ligandenbindung
vergraben werden und daher beim Docking moglicherweise in der Bindetasche vor-
plaziert werden miifiten. Dies ist im Fall einer ligand-freien Struktur als Referenz
jedoch nicht trivial, da die Wassermolekiile ja erst in der entsprechenden Kom-
plexstruktur eine starke Vergrabenheit aufweisen, erkennbar z.B. an einer niedrigen
solvenszugéinglichen Oberfliche. Man kann sich dadurch behelfen, dal man an-
nimmt, die Wassermolekiile, die bei der Ligandenbindung vergraben werden, seien
auch vorher schon eher am Boden der Bindetasche als an ihrem Rand plaziert, so
daB sie eine erhohte Atomdichte innerhalb des 7A-Radius (AD2) aufweisen sollten
(s. Abb. 4.1). Bei Anwendung eines solchen groben Filters ist darauf zu achten,

5Bei den Untersuchungen zur Proteinflexibilitéit werden die Bedingungen auf RMSDcore <2.0A
und RMSD <3.0A relaxiert, um Strukturpaare mit gréferen gegeneinander verschobenen Struk-
tureinheiten nicht von vornherein auszuschlieflen.
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Abbildung 4.1: Auswahl ,vergrabener” Wassermolekiile bei unterschiedlichen Referenz-
strukturen. Die von dem jeweils angewandten Filter erfafliten Wassermolekiile sind rot,
die nicht erfaflten rosa dargestellt.

Wassermolekiile, die bei der Ligandenbindung vergraben werden, kénnen anhand einer
sehr geringen losemittelzugéinglichen Oberfliche (SAS) leicht identifiziert werden. In
Abhingigkeit vom jeweils gebundenen Liganden konnen dabei unterschiedliche Wasser-
bindestellen innerhalb der gleichen Tasche erfafit werden (s. oben).

Bei einer ligand-freien Struktur als Referenz kann hingegen nur abgeschiitzt werden, wel-
che Wassermolekiile bei der Bindung eines Liganden vergraben werden kénnten und somit
eine wichtige Rolle fiir die Ligandenbindung spielen konnten. Dies ist am wahrscheinlich-
sten fiir am Boden der Bindetasche plazierte Wassermolekiile. Solche Wassermolekiile
konnen durch einen Filter, welcher eine Mindestzahl von Proteinschweratomen innerhalb
der ersten beiden Koordinationsschalen fordert, ausgewahlt werden. Dabei wird in Kauf
genommen, dafl einige Wassermolekiile am oberen Rand der Bindetasche ausgeschlossen
werden, obwohl sie zum Teil (bei der Bindung grofierer Liganden) noch vergraben werden
konnen.
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dafl man tendenziell eher zuviele als zuwenige Wassermolekiile ausschlieit, so dafl
die erhaltenen Ergebnisse zwar auf einem eingeschrénkten Datensatz beruhen, aber
weniger verrauscht sind. Wassermolekiile, die in sehr flachen Ligandenbindetaschen
gebunden sind, wie sie z.B. zuckerbindende Proteine hiufig aufweisen, werden sicher
bei einem solchen Ansatz ungerechtfertigterweise ausgeschlossen. Auf der anderen
Seite wird es selten vorkommen, dafl ein Ligand bindet, ohne vorhandene tiefere
Einbuchtungen in der Bindetasche dabei auch auszufiillen.

4.2.7 Auswertung

Bei den Auswertungen der Daten, auf denen die nachfolgenden Statistiken beruhen,
wird fiir jedes Wassermolekiil in der angegebenen Reihenfolge iiberpriift, ob es kon-
serviert ist oder durch ein Ligandenatom bzw. ein Proteinatom direkt ersetzt wird
(vgl. 3.2.7). Ist keine der drei Moglichkeiten zutreffend, so wird innerhalb des 2.4A-
Radius der kiirzeste Abstand zu einem Atom in der iiberlagerten Struktur gesucht.
Abhéngig von der Natur dieses Atoms wird das Wassermolekiil als verschoben oder
als durch Ligand bzw. Protein induziert verdringt betrachtet. Findet sich auch in-
nerhalb des 2.4A-Radius kein Atom, so wurde moglicherweise ein korrespondierendes
Wassermolekiil in der iiberlagerten Struktur kristallographisch nicht aufgelost.

Die Spalten 2 und 3 der jeweiligen Tabelle geben an, wieviele Wassermolekiile in die
Statistik mit einbezogen wurden, und wieviele Strukturvergleiche (summiert iiber all
diese Wassermolekiile) die angewandten Filterkriterien passieren konnten und somit
ausgewertet wurden. Der Quotient der beiden Groflen gibt also an, mit wievielen
iiberlagerten Strukturen ein Wassermolekiil aus der Referenzstruktur im Mittel ver-
glichen wurde.

Die Auswertung der erhaltenen Haufigkeiten erstellt zundchst eine Statistik fiir jedes
Wassermolekiil und mittelt anschlieflend iiber alle betrachteten Wassermolekiile.
Existiert ein Wassermolekiil w in einer Referenzstruktur, welches die angewandten
wasserspezifischen Filterkriterien (dpyot, drig, SAS etc.) passiert, so mufl auch die
Zahl der Strukturiiberlagerungen, welche den iiberlagerungsspezifischen Filterkrite-
rien (RM SD-Werte) geniigen, > 0 sein, damit dieses Wassermolekiil in die Statistik
eingehen kann. Unter den n Strukturvergleichen wird ausgezihlt, wieviele Male das
Wassermolekiil konserviert, verschoben, vom Liganden direkt verdringt etc. wird.
Division durch n ergibt dann den Prozentsatz der Konservierung, Verschiebung etc.
fiir das betrachtete Wassermolekiil w.

In einem zweiten Schritt wird abschliefend das arithmetische Mittel iiber alle prozen-
tualen Konservierungen aller Wassermolekiile berechnet. Dabei ist zu beachten, daf§
die einzelnen Daten, die in die Gesamtstatistik eingehen, auf unterschiedlich vielen
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Strukturvergleichen, welche fiir ein einzelnes Wassermolekiil durchgefithrt werden
konnten, beruhen. Wihrend die Konservierung eines Wassermolekiils fiir den Fall,
daBl nur eine Vergleichsstruktur zur Verfiigung steht, entweder 0 oder 100% sein
muf, sind bei 10 Vergleichsstrukturen Abstufungen in 10%-Schritten moglich. Ana-
loges gilt fiir die anderen moglichen Ereignisse (Verschiebung, Verdringung etc.).
Dabher ist fiir keinen der schlieBlich erhaltenen Prozentwerte eine sinnvolle Angabe
einer Standardabweichung moglich. Wéhrend eine Standardabweichung bei einem
Satz von Daten, innerhalb dessen die betrachtete Grofie kontinuierliche Werte an-
nehmen kann, eine relevante Aussage iiber die Streuung der Verteilung und damit
iiber die statistische Relevanz einer Aussage zulafit, ist die Standardabweichung
zur Beschreibung der Verteilung einer Grofle, die nur bindre Werte annehmen kann
(Ja/Nein-Entscheidung), ungeeignet (sie ist eine reine Funktion des Mittelwertes).
Die hier aufgestellte Statistik sollte als Modifikation des zweiten Falls angesehen
werden, bei der man versucht, wo immer es die Datenlage erlaubt, von einer bindren
Werteverteilung weg zu feiner abgestuften Werten zu gelangen. Von einer quasikon-
tinuierlichen Werteverteilung ist man dabei (von wenigen, extrem stark in der PDB
vertretenen Proteinen abgesehen) jedoch weit entfernt.

Statistische Signifikanz Betrachtet man die Verdnderung der statistischen Kon-
servierung von Wassermolekiilen, so geht man von einem nach den oben erlduterten
Standardfilterkriterien zusammengestellten Datensatz aus, auf den spezifische Filter
angewandt werden. Dabei stellt sich die Frage, inwieweit die beobachteten Differen-
zen statistisch signifikant sind oder mit welcher Wahrscheinlichkeit (p-Wert) sie auch
rein zufillig bedingt sein konnten. Die Auswahl eines statistischen Signifikanztests
zur Beurteilung der Abweichung der Mittelwerte aus zwei Datenséitzen zur Was-
serkonservierung wird durch mehrere Faktoren kompliziert: zunichst ergibt sich
aus dem oben beschriebenen Verfahren der Mittelung (zunichst iiber alle Struk-
turvergleiche zu einem Wassermolekiil, dann iiber alle Wassermolekiile), da§ die
Datenpunkte (Konservierungshiufigkeiten) z.T. nur Ordinalskalenniveau aufweisen.
Neben Zahlenwerten, die nur bindre Werte darstellen, gehen andere mit Intervall-
Abstufungen unter 1% ein (s.0.). Es existiert kein einfaches statistisches Modell zur
Beschreibung einer derartigen Verteilung.

Des weiteren setzen literaturbekannte Signifikanztests (auch solche, die ohne An-
nahmen beziiglich der zugrundeliegenden Verteilung auskommen) stets voraus, da8
die einzelnen Datenpunkte innerhalb eines Datensatzes als voneinander unabhéngig
angesehen werden konnen. Auch wenn die Ergebnisse aus dem SU D-Datensatz
belegen, daf die Uberrerprisentation bestimmter Sequenzmuster in dem Gesamt-
datensatz die Ergebnisse nicht wesentlich verzerrt (s.u.), konnen Wassermolekiile
aus zwei Referenzstrukturen, die das selbe Protein beschreiben, nicht als statistisch
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unabhingig voneinander angesehen werden. Das bekannte Konzept der Wasser-
Konservierung selbst, nach dem Wasserpositionen eben nicht zuféllig auf der Prote-
inoberfliche verteilt auftreten, widerspricht dem.

Folglich kann der statistische Test auf Signifikanz der Differenz zweier Proportionen
(Bruning & Kintz, 1987) hier allenfalls als qualitativer Hinweis dienen, welche der
gezogenen Vergleiche kritischer als andere zu betrachten sind. Von einer direkten
Ableitung des p-Werts ist jedoch Abstand zu nehmen, selbst wenn man die Zahl der
Datenpunkte in einem Datensatz um die mittlere Zahl der Strukturvergleiche pro
Protein korrigieren konnte.

Eine alternative, verldflliche (wenngleich rechenzeitintensive) statistische Metho-
de, die auch ohne Annahmen iiber die einzelnen Datenpunkte auskommt, stellen
Resampling-Verfahren dar. Bei einem Resampling werden aus einem Datensatz
nach dem Zufallsprinzip Einzelelemente ausgewihlt (,,gezogen”)” und zu einem neu-
en Datensatz zusammengestellt, fiir den sich wiederum der Mittelwert beziiglich der
betrachteten Zielgrofe errechnen 148t. Die Mittelwerte aus einer Reihe derart zusam-
mengewiirfelter Datenséitze kénnen daraufhin mit dem fiir den Ausgangsdatensatz
errechneten Mittelwert verglichen werden.

Um die Hypothese zu iiberpriifen, ob eine (nach einem spezifischen Filter aus-
gewihlte) Untermenge aus N Elementen eines betrachteten Ausgangsdatensatzes
nur zufillig, d.h. aufgrund des geringeren Umfangs an Daten, einen vom Gesamt-
datensatz (mit pges) abweichenden Mittelwert p; aufweist, werden zuféllige Unter-
mengen dieses Datensatzes von je N Elementen zusammengestellt. Die Zahl der
derart zusammengestellten Datensitze hingt davon ab, wie genau man den p-Wert
bestimmen mochte. Die errechneten Mittelwerte werden nach ihrer numerischen
Grofe sortiert, und p; wird in diese Reihung eingegliedert. Wie weit p; zu einem
der Extremwerte der Skala hin verschoben ist, gibt an, wie (un)wahrscheinlich es
ist, daf} dieser Mittelwert rein zufillig fiir eine Untermenge von N Elementen des
Ausgangsdatensatzes angenommen wird. Wird z.B. nur in einem von 100 zufillig
zusammengestellten Datensétzen ein Mittelwert von p; (bzw. jenseits davon) ange-
nommen, so betrigt die geschitzte Wahrscheinlichkeit dafiir, dal der angewandte
Filter (hier z.B. kristallographische Auflésung der Struktur, Vergrabenheit von Was-
sermolekiilen, Zugehorigkeit der Kristallographen zu einer Autorengruppe) gar keine
GroBe beschreibt, die mit der Zielgrofle (hier: Wasserkonservierung) korreliert, 1%.
Mit anderen Worten: der Unterschied der Mittelwerte fiir den Gesamtdatensatz und
den gefilterten Datensatz ist auf einem 99%-Niveau signifikant.

Betrachtet man nicht einen Datensatz und eine Untermenge desselben, sondern zwei
unabhingige, d.h. nicht iiberlappende Datensétze, so ist wie folgt zu verfahren:

"Anders als bei den in Kap. 5 angewandten bootstrap-Liufen handelt es sich hier stets um ein
,,Ziehen ohne Zuriicklegen”.
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nachdem die beiden Datensitze mit einer Kennzeichnung (label), z.B. ,,A” und ,,B”
versehen worden sind, werden diese labels innerhalb des Gesamtdatensatzes rando-
misiert, wobei die jeweilige Zahl der zugewiesenen labels gegeniiber der Ausgangslage
beibehalten wird. Wieder werden die Mittelwerte aus einer Reihe solcher randomi-
sierter Datensétze je einer Kennzeichnung gereiht, und der urspriingliche Mittelwert
eingeordnet, um den p-Wert zu ermitteln.

Fiir die nachfolgenden Untersuchungen ist vor allem der erste Fall (Vergleich eines
Datensatzes mit einer Untermenge) relevant, denn er gibt an, welche beobachteten
Trends innerhalb einer Tabelle als nicht-zufillige Effekte interpretiert werden diirfen.
Die Anwendung des Resampling-Verfahrens zeigt, dafl dank der i.a. sehr groflen Zahl
von mehreren Tausend Datenpunkten die statistische Signifikanz fiir die grofle Mehr-
zahl der untersuchten Effekte als unkritisch anzusehen ist, da die p-Werte deutlich
unter 5% liegen. Tatséchlich tritt fiir viele der untersuchten Mittelwertsdifferenzen
in keinem der jeweils 1000 durchgefithrten Resampling-Laufe ein Wert jenseits des
zugrundegelegten p;-Wertes auf. Viele statistisch signifikante Unterschiede sind so
gering, daf} sie beziiglich der Verwendung der Ergebnisse bei der Weiterentwicklung
von rationalen Designmethoden als praktisch nicht mehr relevant anzusehen sind.
Daher wurden nur bei einzelnen Betrachtungen (aufgrund sehr geringer Verinderun-
gen der Zielgrofe oder aufgrund nicht eindeutiger Interpretation der beobachteten
Effekte aus strukturbiologischer oder chemischer Sichtweise) die p-Werte explizit
angegeben.

Proteinflexibilitdit FEntsprechend der in 3.2.7 dargestellten Klassifikation moglicher
Konformationséinderungen in der Proteinbindetasche wird fiir alle Aminoséuren in-
nerhalb des 7A-Ausschnitts um den Liganden analysiert, wie stark sich die Ca-
Positionen verschieben, wie stark sich der geometrische Schwerpunkt der Seitenkette
verschiebt® und welche Torsionswinkelinderungen auftreten. Kettenabschnitte von
Aminoséuren, deren Ca-Positionen um mehr als 2.0A voneinander abweichen, wer-
den registriert, sofern mindestens eine der Aminoséuren in den Bindetaschenbereich
(7A) fallt. Dabei kann die geforderte Mindestlinge des Segments variiert werden.

Analog zu der Auswertung der Wasserstrukturinderungen wird die Zahl der Struk-
turvergleiche, die einer bestimmten Bedingung geniigen, ausgezihlt. Anders als der
Konservierungsgrad eines Wassermolekiils wird die Flexibilitédt einer Aminosédure
oder einer ganzen Bindetasche jedoch nicht als Prozentwert angegeben, sondern
es wird lediglich registriert, ob eine bestimmte Art von Flexibilitit (s.u.) jemals
beobachtet wurde oder nicht. Dementsprechend wird ausgewertet, in wievielen Ver-
gleichen irgendeine Ca-Positionsverschiebung > einer Distanzobergrenze dy,q, auf-

8Ist eine Seitenkette in einer der Strukturen nur unvollstinidg aufgelést, so werden nur die in
beiden Strukturen bestimmten Atompositionen in die Schwerpunktsberechnung mit einbezogen.
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tritt. Die Mittelung iiber alle Vergleiche erlaubt eine Aussage dariiber, in wieviel
Prozent der Strukturiiberlagerungen eine derartige Bewegung des Proteinriickgrats
festzustellen ist. Des weiteren lassen sich alle Strukturvergleiche zu einem Referenz-
komplex mit n sequenzidentischen ligand-freien Strukturen derart auswerten, dafl
die Zahl der Fille k betrachtet wird, bei denen dabei eine signifikante Verschiebung
eines Ca-Atoms beobachtet wurde. Im Falle k& = 0 erscheint das Proteinrickgrat
starr, fiir k > 0 erscheint eine Riickgratverschiebung maglich, fiir k < n tritt sie aber
nicht in allen Fillen auf, d.h. das Proteinriickgrat kann auch starr bleiben. Auf diese
Art und Weise lassen sich Hinweise gewinnen, ob es sich bei den beobachteten Bewe-
gungen tatsichlich um ligandeninduzierte Konformationsénderungen handelt oder
ob die ligand-freie Struktur die Form der Bindetasche einfach noch nicht im Detail
festlegt, so da auch unter mehreren Kristallstrukturen Unterschiede moglich sind.
Die gleichen Unterscheidungen werden fiir Bewegungen der Seitenketten, die deren
Schwerpunkt um mehr als eine Obergrenze d;,,q. s verschieben, getroffen. Dabei ist
zu beachten, dal diese nur fiir Aminosduren, bei denen die Hauptkette sich nicht
bewegt, ausgewertet wird, da ansonsten schon die Verschiebung der Ca-Position die
Verlagerung der Seitenkette mit sich zieht. Dieses Problem wird umgangen, wenn
man Torsionswinkeldnderungen > tor,,q,; untersucht. Allerdings kénnen sich lange
Seitenketten auch signifikant durch mehrere aufeinander folgende, kleine Torsions-
winkeldnderungen verschieben, was dann nur durch die Schwerpunktsverlagerung
erfafit wird. Fiir beide Aspekte der Seitenkettenflexibilitit wird untersucht, wie
hiufig welche Aminoséduretypen davon betroffen sind.

4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Strukturvergleiche zwischen Komplexen als Referenz und ihren
sequenzhomologen ligand-freien Strukturen

Die Konservierung von Wassermolekiilen aus einer Komplexstruktur wurde aus der
Core-Uberlagerung aller hochaufgelsten Komplexstrukturen (Auflésung < 2.0A)
mit ihren sequenzhomologen ligand-freien Strukturen (Sequenzidentitit > 95%) er-
mittelt. Der SU D-Datensatz geht von 80 Komplex-Referenzstrukturen aus.

Die Tabellen 4.1 bis 4.6 (s. Kapitelende) listen die Statistiken zur Charakterisierung
der Wassermolekiile aus Komplexstrukturen zusammen mit den angewandten Fil-
terkriterien auf.

Bei der Interpretation der statistischen Daten wird der Einfluf} einzelner Parameter
auf die ermittelten Konservierungshiufigkeiten diskutiert. Auch die visuelle Be-
trachtung einer Reihe von Einzelbeispielen kann jedoch hilfreich sein, um durch die
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vorgenommenen Parametervariationen nicht oder nur mittelbar erfaite Einflufifak-
toren zu erkennen. Hierzu koénnen die einzelnen Datensétze in Form von Relibase-
Hitlisten gespeichert und verarbeitet werden.

Es wird sowohl der Konservierungsgrad von Wassermolekiilen auf der gesamten Pro-
teinoberfliche wie auch der von Wassermolekiilen in Ligandenbindetaschen unter-
sucht. Ein Vergleich der Ergebnisse zeigt auf, wodurch sich die Bindetasche bzw. ihre
Solvatationsstruktur von der des Gesamtproteins unterscheidet. Speziell fiir Binde-
taschenwassermolekiile werden die relativen Héufigkeiten der Wasserkonservierung
und der Verschiebung von Wasserpositionen daraufthin betrachtet, welche Schluf}-
folgerungen sich fiir eine erfolgreiche Behandlung der Wassermolekiile im Rahmen
strukturbasierter Designmethoden ziehen lassen.

Abschlieflend sind der Betrachtung von Substrat-Mimikry sowie Proteinflexibilitéit
in der Bindetasche jeweils ein Abschnitt gewidmet.

Statistik: Wassermolekiile auf der gesamten Proteinoberfliche

Tabelle 4.1 zeigt, dafl Wasser-Konservierungen um 50%, wie sie auch an BPTI (Wlo-
dawer et al., 1987) und Ribonuclease A (Wlodawer et al., 1986) beschrieben worden
sind, insgesamt als repridsentativ angesehen werden konnen. Beschrinkt man die
Statistik auf Wassermolekiile, die sich innerhalb der ersten Hydratationsschale der
Referenzkette befinden (Tab. 4.2), so steigt die Konservierung auf fast 60%. Gleich-
zeitig sinkt die Zahl der verschobenen Wasserpositionen von 7.6 auf 6.6%. Was-
sermolekiile in der zweiten Hydratationsschale scheinen insgesamt sehr viel weniger
geordnet. Wihrend der Einflul von Kristallkontakten dort sicher markanter ist als
fiir Wassermolekiile in der ersten Hydratationsschale, diirfte die reduzierte Konser-
vierung vor allem darauf zuriickzufiihren sein, daf} die schwichere Lokalisierung der
Elektronendichte die Zuordnung von Wasserpositionen erschwert (Blake et al., 1983;
Jiang & Brunger, 1994; Savage & Wlodawer, 1986; Schoenborn et al., 1995).

Die Ubereinstimmung der gefundenen relativen Hiufigkeiten mit denen, die nur fiir
den SUD-Datensatz ermittelt wurden, ist sehr zufriedenstellend. Tatséichlich liegen
die Konservierungswerte fiir diesen eingeschrinkten Datensatz etwa 2 Prozentpunk-
te (und damit signifikant, p < 1%) hoéher als bei Einbeziehung aller Strukturen
aus Relibase (Tab. 4.1, 4.2). Dieser Effekt, der auch in den folgenden Szenarien
(Abschnitt 4.3.2, 4.3.3) beobachtet wird, ist jedoch darauf zuriickzufiihren, daf§ G.
Vriend bei der Erstellung dieses Datensatzes nach Auflésungen <2.0A und R-Faktor
<0.21 filterte®. Das zweite Kriterium erhoht die Anforderungen an die Qualitiit der
Struktur zusitzlich. Wie die Daten zeigen, ist der Effekt etwa vergleichbar einer Ein-

°Da R-Faktoren in Relibase nicht systematisch fiir alle Strukturen verfiigbar sind, kann der
Relibase-Datensatz nicht nach diesem Zusatzkriterium gefiltert werden.
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schrinkung auf noch bessere Auflosungen <1.8 A, fiir die die Hiufigkeiten bis auf
0.5 Prozentpunkte genau mit denen aus dem SU D-Datensatz iibereinstimmen. Ins-
gesamt wird deutlich, daB die Uberreprisentation bestimmter Sequenzmuster in der
Datenbank die Statistik der Anderungen der Wasserstruktur nicht verfilscht, was
die Abhéngigkeit der Solvatationsstruktur von der lokalen Umgebung (vgl. Kap. 2)
unterstreicht.

Die Distanzgrenze dyq; fiir eine Konservierung / direkten Ersatz stellt keinen kri-
tischen Parameter dar. Eine Erniedrigung auf 1.0A veriindert die Ergebnisse nur
um ca. 2 Prozentpunkte (Tab. 4.1, 4.2), was zeigt, dal konservierte Wasserposi-
tionen in der Regel unmittelbar aufeinander fallen. Auch die Einbeziehung von
Strukturvergleichen fiir Proteine mit 95%> Sequenzidentitit > 100% veridndert die
Verteilung kaum, wihrend sich die Statistik verbessert (die Zahl der einbezogenen
Strukturvergleiche vervierfacht sich fast). Relaxiert man die Bedingungen fiir die
Strukturiiberlagerung soweit, daf einzig ein RM SDcore<1.0A gefordert wird, so
veriandert auch dies die Statistik nur moderat, was vor allem darauf zuriickzufithren
ist, daB die meisten Strukturvergleiche bereits den strengeren Kriterien geniigt haben
und daher nur wenig Vergleiche hinzukommen. Visuelle Inspektion dieser Vergleiche
zeigt, dafl dabei vielfach Abweichungen in einzelnen Dominen allein fiir die etwas
schlechtere Uberlagerung verantwortlich sind, so daff die Hinzunahme dieser Verglei-
che keinesfalls nur Rauschen in den Datensatz einbringt.

Zu den Parametern, die einen deutlichen Einflufl auf die erhaltenen Statistiken ha-
ben, gehort die kristallographische Auflésung der Strukturen. Da die inhdrente Un-
sicherheit in den Wasserpositionen bei hoher aufgelosten Strukturen geringer wird,
sind beim Vergleich hochaufgeloster Strukturen mehr Wassermolekiile konserviert.
Wird die Auflssung beider verglichener Strukturen auf 1.6A eingeschriinkt wird,
steigt der Konservierungsgrad um 5-6 Prozentpunkte (Tab. 4.1, 4.2). Gleichzeitig
nimmt die Zahl der kristallographisch nicht aufgelésten Wasser wie erwartet ab.
Daneben spielt es eine wichtige Rolle, ob die verglichenen Strukturen von unabhingig
voneinander arbeitenden Kristallographen stammen oder nicht. Der angewandte
Filter, der Autoren danach gruppiert, ob sie jemals gemeinsam eine Struktur des
betrachteten Proteins in der PDB abgelegt haben, ist sicher mit Unzulidnglichkei-
ten behaftet. Trotzdem zeigt ein Absinken des Wasser-Konservierungsgrades bei
ausschlieflichem Vergleich der Strukturen unabhingiger Autoren um mehr als 10
Prozentpunkte (Tab. 4.1, 4.2), da§ die getroffene Unterscheidung relevant ist. Der
Effekt geht einher mit einer signifikanten Zunahme (p < 1%) der beobachteten Was-
serverschiebungen, die jedoch unter einem Prozentpunkt liegt, und einer markanten
Zunahme des Anteils nicht aufgeloster Wassermolekiile um 8-9 Prozentpunkte. Wel-
che Faktoren genau (und in welchem Ausmaf}) sich in dieser Abhingigkeit vom
Autor widerspiegeln, kann auf der Basis der vorliegenden Daten nicht geklirt wer-
den. Sicher kommt dem im Einzelfall gewéhlten Verfeinerungsprotokoll, in dem sich
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sowohl die Methodik des angewandten Programms (implementiertes Kraftfeld etc.)
wie auch die personliche Arbeitsweise des jeweiligen Kristallographen widerspiegeln,
grofle Bedeutung zu (Hahn & Heinemann, 1993; Kleywegt & Jones, 2002). Daneben
ist zu hinterfragen, inwieweit sich bereits die Protokolle zur Proteinaufreinigung, die
iiber die Qualitét der erhaltenen Kristalle mitbestimmen, und/oder die Kristallisati-
onsbedingungen (Puffer, pH-Wert etc.), die einzelne Gruppen bei der Kristallisation
eines bestimmten Proteins verwenden, systematisch unterscheiden kénnen. Sofern
solche Bedingungen auch unterschiedliche Raumgruppen der erhaltenen Kristalle
zur Folge haben, spielen unterschiedliche Kristallkontakte sicher eine wichtige Rol-
le. Schliefilich kann auch die Qualitit der zur Verfiigung stehenden Rontgenquelle
bzw. die Meftechnik (Kryobedingungen) die erhaltenen Strukturdaten beeinflus-
sen. Doch erst wenn die neu aufbereitete Version der PDB (curated version) zur
Verfiigung steht und alle darin verzeichneten Informationen auch bei der Prozes-
sierung der Relibase-Daten (vgl. Kap. 3.1.1) beriicksichtigt werden, werden diese
Parameter (zumindest teilweise) einer getrennten Untersuchung zuginglich.

Statistik: Wassermolekiile in der Bindetasche

Abbildung 4.2: Charakterisierung der Wassermolekiile aus Komplexstrukturen bei Uberla-
gerung mit sequenzhomologen ligand-freien Strukturen. Die Werte entsprechen denen aus
Tabelle 4.4.

Im Vergleich zur Gesamtproteinoberfliche ist die Bindetasche eines Proteins ein Be-
reich, in dem schon in der ligand-freien Struktur mit héherer Wahrscheinlichkeit
kleine Molekiile bzw. Tonen gebunden werden. Obwohl die absoluten Wahrschein-
lichkeiten dafiir, daB8 die Position eines Wassermolekiils in einer Komplexstruktur
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in der ligand-freien Struktur durch einen solchen kleinen Liganden!? besetzt ist,
sehr gering sind, steigen sie von 0.3% (Tab. 4.1, 4.2) auf 1.2% (Tab. 4.3, 4.4, p
< 1%), wenn man die Bindetasche fokussiert. Auch die Wahrscheinlichkeit, daf§
ein Wassermolekiil durch eine Bewegung des Proteins verdringt wird, steigt von
5-6% (Gesamtprotein) auf das doppelte an. Die Bindetasche erscheint daher als ein
besonders beweglicher Bereich des Proteins. Das Ausmaf} dieser Bewegungen ist je-
doch beschriankt, was sich dadurch zeigt, daf§ die Forderungen nach RMSD-Werten
unter 1A fiir alle Atome der Aminosiuren in der Bindetasche die Zahl der Struk-
turvergleiche nur unwesentlich senkt und nicht einmal die Zahl der beobachteten
Wasserverdrangungen durch das Protein markant abfillt.

Relaxiert man die RMSD-Grenzwerte fiir die Uberlagerung und beschrinkt sich auf
die Forderung RMSDpr < 1.0A, so nimmt die Zahl der Strukturvergleiche nur
unwesentlich zu (Tab. 4.3 - 4.6). Nicht unerwartet liefern Uberlagerungen, die die
Bindetaschen der beiden Proteine gut aufeinander abbilden, in der Regel auch in
der Gesamtstruktur niedrige RMSD-Werte.

Innerhalb des Bindetaschenbereichs in einer Komplexstruktur ist die Konservierung
von Wassermolekiilen im Mittel um mehr als 10 Prozentpunkte niedriger als auf der
gesamten Proteinoberfliche (Tab. 4.3, 4.4). In Ubereinstimmung hiermit nimmt der
Konservierungsgrad zu, je grofler man den Bindetaschenausschnitt um den Referenz-
liganden wihlt. Innerhalb von Wasserstoffbriickendistanz (3.4A) zum Referenzligan-
den sinkt er um weitere 2-3 Prozentpunkte (p < 1%). Von markantem Einfluf ist
auch in der Bindetasche, ob die betrachteten Wassermolekiile in die erste Hydrata-
tionsschale der Referenzkette fallen. In diesem Fall steigen die Konservierungswerte
um 9 Prozentpunkte (Tab. 4.4) und damit noch stirker als bei Anwendung des glei-
chen Filters auf die Gesamtproteinoberfliche (7 Prozentpunkte) (Tab. 4.2).

Die Ubereinstimmung mit den fiir den SUD-Datensatz ermittelten Werten ist im-
mer noch sehr gut, wenngleich die Beschrinkung auf 648 Wassermolekiile in Tab.
4.3 fiir seltene Ereignisse wie die Verdréangung durch Protein bzw. Ligand keine sehr
aussagekriftige Statistik mehr liefert.

Der Einflul der Distanzgrenze fiir die Konservierung ist wie bei der Betrachtung
der Gesamtproteinoberfliche unkrititsch, ebenso wie eine Herabsetzung der Homo-
logiegrenze auf 95% Sequenzidentitit. Der Einfluf} einzelner Autoren(-gruppen) ist
immer noch markant (6-7 Prozentpunkte Unterschied, p < 1%, s. Tab. 4.3, 4.4),
wenngleich schwécher als im Vergleich zur Gesamtheit aller Wassermolekiile (Tab.
4.2).

Betrachtet man speziell die Wassermolekiile, welche bei einem Docking-Experiment
vermutlich vorplaziert werden miiten, da sie den Bindungsmodus des Liganden mit-

Djeser Ligand ist dann nach der oben eingefiihrten Klassifizierung kein ,,echter” Ligand, sonst
wire die Vergleichsstruktur als Komplex eingeordnet worden.
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bestimmen, so sollten diese im Bindungsepitop vergraben sein und weniger an der
gemeinsamen, 16semittelzugéinglichen Oberfliche von Protein und Ligand Kontakte
herstellen. Nutzt man den Deskriptor der SAS fiir jedes Wassermolekiil als Filter,
so stellt man fest, dal der Konservierungsgrad tatsédchlich mit dieser Eigenschaft
stark korreliert ist (Tab. 4.3, 4.4). Der Konservierungsgrad von Wassermolekiilen
in der Bindetasche steigt mit zunehmender Vergrabenheit und erreicht fiir nahe-
zu vollstindig vergrabene Wassermolekiile mit fast 70% einen Wert deutlich iiber
dem Durchschnitt aller Wassermolekiile der Proteinstruktur. Konzentriert man sich
nun auf Wassermolekiile mit einer SAS <5% (Tab. 4.5), die etwa ein Viertel der
Bindetaschenwasser (innerhalb des 5A-Ausschnitts) ausmachen, so sind die Trends
(Homologie, Bindetaschenausschnitt, Konservierungsdistanz d,,,q,) im wesentlichen

tll

die gleichen wie oben diskutiert **. Der Einfluf} der kristallographischen Auflésung

Abbildung 4.3: Verinderung der Hiufigkeiten von Wasserkonservierung und Verschiebung
von Wasserpositionen in Abhingigkeit von der Vergrabenheit des Wassers

ist nur bei einer Untergrenze von 1.6A (Tab. 4.5) stéirker ausgeprigt als bei Be-
trachtung aller Bindetaschenwasser (Tab. 4.3) bzw. aller Wassermolekiile auf der
Proteinoberfliche (Tab. 4.1). Wassermolekiile in der Bindetasche der ligand-freien
Struktur (Tab. 4.3) sind insgesamt etwas haufiger als auf der Gesamtproteinober-
fliche (Tab. 4.1) kristallographisch nicht aufgelést, was den ordnenden Einflu} des
Liganden auf die Wasserstruktur der Bindetasche demonstriert; doch sind stark ver-
grabene Wassermolekiile bereits in der ligand-freien Struktur zu 90% aufgelost (Tab.
4.5). Der Einflufl der Autoren sinkt fiir die tief vergrabenen Wassermolekiile auf 1.5
Prozentpunkte Unterschied und kann somit vernachlissigt werden (Tab. 4.5, p =
7%). Auch bei Beschrinkung auf Wassermolekiile in der ersten Hydratationsschale
der Referenzkette sinkt die Konservierung nur noch um 2 Prozentpunkte (Tab. 4.6,

"Die Anwendung eines so engen Filters auf den -Datensatz a8t bei nur noch 100 in die Sta-
tistik eingehenden Wassermolekiilen keinen aussagekréftigen Vergleich mit den Relibase-Daten
mehr zu.
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p < 1%).

Im Bereich der Bindetasche verschieben sich 11% der Wassermolekiile in ihrer Po-
sition relativ zum nicht-komplexierten Zustand, wohingegen 49% konserviert sind
(Tab. 4.4). Auch bei hoher aufgelosten Strukturen (< 1.8A) ist die Konservierung
von Wasser gegeniiber der Positionsverschiebung nur um den Faktor 5 wahrscheinli-
cher, im Vergleich zum Faktor 7 bzw. 9 fiir alle Wassermolekiile bzw. die Oberfliche
der Proteinreferenzkette. Dies demonstriert den Einfluf} des Liganden auf die Solva-
tationsstruktur. Das Verhiltnis Konservierung / Wasserverschiebung steigt jedoch
deutlich an, sobald man sich auf die vergrabenen Wassermolekiile konzentriert (Tab.
4.4). Fir Wassermolekiile, die im Komplex prakisch nicht mehr solvenszuginglich
sind (SAS <5%), ist eine Konservierung gegeniiber der ligand-freien Struktur mit
70% (Tab. 4.6) um den Faktor 11 wahrscheinlicher als eine Verschiebung der Wasser-
position (6.3%). Bei Einschrinkung der Auflésung fiir die verglichenen Strukturen
auf 1.6A steigt das Verhiltnis sogar auf 23 (Tab. 4.6). Die Wasserpositionen in
einem Komplex, welche zwischen Protein und Ligand vergraben werden und da-
her bei einem Docking-Experiment vorplaziert werden miiiten, entsprechen also in
sehr guter Niherung Wasserpositionen in der ligand-freien Struktur der Bindeta-
sche. Unter den verbleibenden Wassermolekiilen im Komplex, deren Position nicht
aus der ligand-freien Struktur abgeleitet werden kann, wird die Mehrzahl deshalb
nicht an der gleichen Stelle wiedergefunden, weil die Proteinbindetasche sich be-
wegt. Wihrend die Proteinflexibilitdt damit ohne Zweifel ein relevantes Problem
beim Docking darstellt, soll dieses hier von der Wasserproblematik zunichst abge-
koppelt werden. Eine getrennte Behandlung ist in Abschnitt 4.3.1 zu finden.

Substrat-Mimikry durch Wassermolekiile

Alle bisherigen Untersuchungen von Proteinbindetaschen wurden aus dem Blickwin-
kel eines Wassermolekiils (aus der Referenzstruktur) aufgenommen, und die seiner
Bindestelle entsprechende Position in der iiberlagerten Struktur wurde daraufhin
untersucht, was sich dort befindet. Fiir Komplexstrukturen als Referenz ist die
Sicht damit eingeengt auf den Bereich um den Liganden. Um exakt den Bereich
zu untersuchen, den der Ligand besetzt, mufl man die Sichtweise umkehren und die
Ligandenatome nacheinander betrachten. Der Fall, daf§ sich in der Position eines
Ligandenatoms vor der Komplexierung ein Wassermolekiil befunden hat, ist dann
nur eine Moglichkeit. Weitere bestehen darin, dal das Protein diesen Bereich be-
setzt hat oder sich dort ein kleines Molekiil (Ion) befand, wobei wiederum zwischen
direktem Ersatz der Position und einer Positionsverschiebung zu unterscheiden ist.
Sofern das Konzept der Substrat-Mimikry durch Wassermolekiile fiir eine relevante
Anzahl von Komplexen tragfahig ist und man die Wasserbindestellen aus der Apo-
struktur als Hinweis verwenden kann, in welche Positionen ein Ligand polare Atome
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plazieren sollte, so sollten die polaren Atome des Liganden zu einem relevanten An-
teil (und in jedem Fall signifikant stéirker als unpolare Atome) bei der Uberlagerung
mit einem Wassermolekiil der ligand-freien Struktur zusammenfallen.

Tabelle 4.7 listet, wie sich die Positionen von Ligandenatomen, aufgesplittet nach
Atomtypen (in der einfachen Element- und in der Sybylnotation), beim Vergleich
mit der ligandenfreien Bindetasche klassifizieren lassen.

Die Zahl der Kohlenstoffatome des Liganden, die direkt auf eine Wasserposition
in der Bindetasche der ligand-freien Struktur fallen, fillt mit 7% niedrig aus, was
den hydrophoben Eigenschaften des Kohlenstoffs entspricht. Allerdings liegt der
Wert fiir Stickstoffatome mit 10% nur wenig hoher, und selbst der Prozentsatz fiir
Sauerstoffatome (11%) ist nur 1.6 mal so hoch wie der fiir Kohlenstoff. Die Unter-
schiede zwischen polaren und unpolaren Atomen sind insgesamt also nur schwach
ausgeprigt. Gleichzeitig fillt jedoch auf, daf} die weitere Unterteilung nach dem Hy-
bridisierungszustand der Atome innerhalb einer Atomgruppe durchaus Unterschiede
erkennen 148t, wie man sie erwarten wiirde.

So entspricht der grofleren Hydrophobizitidt von C.3 im Vergleich zu C.2 ein niedri-
gerer Anteil von durch Wassermolekiile ersetzten Positionen, gleichzeitig sind fiir die
korrespondierenden Positionen in der ligand-freien Struktur hiufiger keine Atome
aufgelost. Die wenigen C.1 Atome in der Statistik gehoren grofitenteils (ebenso wie
die N.1-Atome) zu Cyanogruppen (z.B. 109m) oder Kohlenmonoxid-Molekiilen (z.B.
lajg), welche an das metallische Zentrum von HEM-Komplexen binden und deren
Position meist bereits in der unkomplexierten Struktur von Cyanidionen oder CO
eingenommen wurde. Kationische Kohlenstoffatome C.cat sind mit einer Hiufigkeit
von 26%, die nur noch von kationischen Stickstoffatomen iibertroffen wird, in Was-
serpositionen zu finden.

Insgesamt findet man bei den Stickstoffatomen eine bemerkenswert grofie Bandbreite
an Eigenschaften. Besonders hiufig in der Position von Wassermolekiilen zu finden
sind aromatische Stickstoffe N.ar (23%) und quartire, also positivierte Stickstoffe
N.4 (43%), wihrend N.3 nur in 6% der Fille ein Wassermolekiil ersetzt. Auch die
Bandbreite der kristallographisch nicht aufgelésten Postitionen reicht von 41% (N.2)
bis 7% (N.4).

Bei den Sauerstoffatomen fillt auf, dafi diese in fast der Hilfte der Fille (45% -
d.h. noch hiufiger als Kohlenstoffatome (42%)) in kristallographisch nicht charak-
terisierte Positionen der ligand-freien Struktur fallen. Dies erklirt den niedrigen
Prozentsatz der ersetzten Wasserpositionen mit. Auch die O.3-Atome, fiir die man
aufgrund der iibereinstimmenden Hybridisierung mit Sauerstoffatomen in Wasser-
molekiilen vielleicht vermuten kénnte, dafl sie besonderes hiufig unmittelbar die
Position eines Wassermokekiils einnehmen, tun dies nur in 11% der Fille; in 53%
der Fille ist die korrespondierende Position in der ligand-freien Struktur hingegen
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kristallographisch nicht charakterisiert. Offensichtlich ragt ein groBer Teil dieser Li-
gandenatome ins Solvens und damit in einen Bereich, der in der Kristallstruktur des
ligand-freien Proteins keine scharfe Elektronendichte zeigt. Insbesondere die Viel-
zahl von in der PDB vertretenen Zuckermolekiilen, die reich an O.3-Atomen sind und
in typischerweise sehr flache Bindetaschen binden, untermauert diesen Eindruck.
Es wire sicher interessant zu wissen, wie sich die Statistik verdndert, wenn man nur
vergrabene Ligandenatome einbezieht. Dies scheitert leider im Moment daran, daf§
die 16semittelzugingliche Oberfliche nur fiir die Wassermolekiile in der Wasserda-
tenbank, nicht aber fiir jedes Atom in Relibase als Deskriptor verfiigbar ist. Die
Integration des Algorithmus’ in die Prozessierung der Kerndatenbank empfiehlt sich
als eine technisch einfach zu realisierende Erweiterung, von der eine Vielzahl von
Anwendungen profitieren kénnen, fiir die zukiinftige Entwicklung von Relibase.
Insgesamt unterscheiden sich die verschiedenen Sauerstofftypen untereinander we-
niger als die Stickstofftypen. Auffillig ist noch der hohe Anteil (23%) an O.co2-
Atomen, an deren Position bereits in der unkomplexierten Struktur ein Liganden-
atom zu finden war. Untersucht man diese Fille ndher, so findet man bereits in der
ligand-freien Struktur iiberwiegend (50%) O.co2-Atome (z.B. von Acetationen) in
dieser Position. Offensichtlich kénnen Subtaschen, die bevorzugte Bindestellen fiir
polare Atome darstellen, zum Teil deutlich diskriminieren zwischen kleinen Ionen, die
der Kristallisationspuffer enthilt, und Wassermolekiilen. Sofern in der ligand-freien
Struktur die Besetzung einer Bindetasche durch eine Carboxylatgruppe energetisch
glinstiger als ihre Hydratation erscheint, ist es ratsam, auch beim Entwurf eines
Liganden in diese Subtasche wieder eine Carboxylatgruppe zu plazieren.

Ein den O.co2-Atomen sehr #hnliches FEigenschaftsprofil zeigen die S.02-Atome.
Auch hier findet man mit groBer Haufigkeit (20%), daB bereits in der unkomple-
xierten Struktur ein Ligandenatom in dieser Position zu finden war; und die indu-
zierte Verdringung von Wassermolekiilen (25%) ist hiufiger als der direkte Ersatz
einer Wasserposition (10%). Letzterer Effekt ist noch markanter als bei den O.co2-
Atomen. In den Fillen, in denen S.02-Positionen bereits in der ligand-freien Struktur
durch Liganden besetzt waren, findet man in 21% der Fille ein O.2-Atom, in 20% der
Fille ein S.02-Atom und in 15% der Fille ein O.co2-Atom an der betrachteten Stelle.
Offensichtlich korrespondieren Bindestellen von Sulfationen in der unkomplexierten
Struktur hiufig mit dhnlichen Strukturfragmenten von Liganden im Komplex. S.3-
Atome besetzen, obwohl sie nur eine mittlere Polaritit aufweisen, in 16% der Fille
Wasserpositionen aus der ligand-freien Struktur. Dieser vergleichsweise hohe Wert
geht einher mit einem geringen Prozentsatz (21%) von S.3-Atomen, deren Positi-
on in der Apostruktur unbesetzt erscheint und daher nicht charakterisiert werden
kann, so dal zu vermuten ist, daf} eine vergleichsweise starke Vergrabenheit dieser
Ligandenatome in der Bindetasche zu dem Befund beitrigt. In den Fillen, in denen
auch in der ligand-freien Struktur ein Ligandenatom an der S.3-Position zu finden
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war, entspricht dieses in 70% der Fille auch wiederum einem S.3-Atom, welches in
einem Biotin-Kofaktor oder in einem 3-Mercaptoethanol-Molekiil auftritt'?.

Die unterschiedlichen polaren Eigenschaften der Halogene spiegeln sich darin wieder,
daB Chloratome sehr viel hiufiger als Brom oder Fluor in einer Wasserposition zu
liegen kommen. Fiir alle drei Atomtypen ist die induzierte Wasserverdringung aller-
dings héufiger als der direkte Ersatz. Dies ist besonders ausgepréigt bei Bromatomen,
deren Grofle im Vergleich zu einem Wassermolekiil hierfiir vor allem verantwortlich
sein diirfte.

Den metallischen Kationen ist gemein, daf} sie in aller Regel bereits in der ligand-
freien Struktur an gleicher Stelle zu finden waren, was die Vorstellung untermauert,
daB sie als fester Teil einer Proteinstruktur aufzufassen sind.

Statistiken zur Proteinflexibilitdt in der Bindetasche

Die Statistiken zur Proteinflexibilitdt (Tab. 4.8 - 4.12) schliisseln die Bewegungen
von Aminosduren in Liganden-Bindetaschen gegeniiber dem ungebundenen Zustand
auf. Sie ergeben ein umfassenderes Bild von der Flexibilitédt in Bindetaschen als
es obige, auf Wassermolekiile fokussierte Analysen kénnen, da bereits der Ansatz,
Wasserbindestellen zwischen zwei Strukturen zu vergleichen, voraussetzt, dafl die
lokale Proteinumgebung eine geeignete Referenz darstellt und sich nicht selbst mar-
kant verschiebt. Anhand der Statistiken kann daher abgeschétzt werden, ob dieses
Ausblenden der Rezeptorflexibilidt als weiteres Problem beim Docking eine leichte
oder eine grobe Vereinfachung darstellt.

Die Filterkriterien fiir die Uberlagerung zweier Bindetaschen wurden entsprechend
stark relaxiert, um nicht durch zu enge Grenzen fiir die RMSD-Werte die Proteine,
die starke Bewegungen vollfithren kénnen, von vornherein auszuschliefen'?. Die Un-
terscheidung zwischen zwei Datensédtzen, die alle Strukturen bis zu einer Auflésung
von a) 2.0A (1313 Referenzketten) und b) 2.5A (3392 Referenzketten) umfassen,
erweist sich als relevant. Wihrend wie zu erwarten Bewegungen in den Seitenketten
stets hiufiger als solche im Proteinriickgrat zu finden sind (bezogen auf die aus-
gewerteten Bindetaschenvergleiche ergibt sich ein Faktor von etwa 1.7 -1.8), sind

2In manchen dieser Fille st6B8t die sinnvolle Unterteilung von Komplexen und ligand-freien Struk-
turen an ihre Grenzen. So wird Biotin als Kofaktor erkannt, 2-Iminobiotin gilt aber als ,,echter”
Ligand und kennzeichnet eine Proteinstruktur als Komplex. Mercaptoethanol wird aufgrund
seiner geringen Zahl von nur vier Schweratomen nicht als ,,echter” Ligand gez&hlt und darf in
unkomplexierten Strukturen enthalten sein, das Disulfid-Addukt zweier solcher Molekiile iiber-
schreitet jedoch bereits die Grenze von fiinf zugelassenen Schweratomen.

!3Bei einer Umordnung grofler Dom#nen kann jedoch auch die hier gewihlte Grenze von
Core <20 iiberschritten werden, vgl. z.B. die Adenylatkinase-Strukturen lake/4ake
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Verschiebungen der C,-Atome wie auch der Seitenketten hiufiger anzutreffen, wenn
man die Auflésungsgrenzen fiir die Strukturen enger fait (vgl. Tab. 4.8 und 4.9).
Dabei kann die hohere Flexibilitét in den Seitenketten teilweise dadurch erklirt wer-
den, daf} erst bei hoherer Auflésung auch fiir die Apostruktur eine bevorzugte Sei-
tenkettenkonformation bestimmt werden kann, wihrend man bei schlechter lokaler
Qualitét der Elektronendichte stark auf Kraftfeldrechnungen oder den Vergleich mit
sequenzhomologen Strukturen angewiesen ist. Doch bemerkenswerterweise erstreckt
sich der Effekt auch auf das Proteinriickgrat und verliert sich auch fiir drastische
Verschiebungen (> 3.0A), fiir die Fehlinterpretationen der kristallographischen Da-
ten sehr unwahrscheinlich sind, nicht.

Fiir die Aminoséuren in direktem Kontakt mit dem Liganden (dr;q < 4.04) ist eine
Verschiebung ihrer C,-Atome um mehr als 1.5A in 9-12% der Fille zu beobachten.
Verschiebungen um 2.0A und mehr, welche auf einen markanten induced fit hinwei-
sen, sind in 7-9% der Fille festzustellen (s. Abb. 4.4). Dabei sind in der Mehrzahl

Abbildung 4.4: Haufigkeit der Bewegungen von Proteinriickgrat und Seitenketten in der Pro-
teinbindetasche (4.0A-Ausschnitt um Liganden) gegeniiber der Apostruktur. Die Daten
sind Tabelle 4.9 entnommen.

dieser Fille gleich mehrere Aminoséduren aus einer Bindetasche betroffen. Eine Be-
wegung von Segmenten mit mindestens fiinf Aminosiuren'? ist mit 4.3% noch recht
hiufig. Die Verschiebung grofierer Segmente bis hin zu ganzen Doménen wird mit
zunehmender Linge des Sequenzabschnitts unwahrscheinlicher, Verschiebungen von
mehr als 10 Aminosduren sind nur noch in einem Prozent der Bindetaschenverglei-
che zu finden.

4yon diesen muf aber nur eine in den Bindetaschenausschnitt von 7.0A fallen.
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Mit Verschiebungen von Seitenkettenschwerpunkten > 1.0A ist in mindestens 20%
der Fille zu rechnen (es sei daran erinnert, daf§ auch die Seitenketten von Ami-
noséuren, deren C,-Position sich verschiebt, zusétzlich noch flexibel sein kénnen,
was hier ausgeblendet wird). Verschiebungen > 1.5A, von denen man annehmen
kann, daB sie die Gestalt der Bindetasche, wie sie sich fiir einen Liganden darstellt,
nachhaltig beeinflussen kénnen, sind in 15% aller Bindetaschenvergleiche zu finden,
wobei sich in den betroffenen Bindetaschen dann im Mittel 1.4 Seitenkettenschwer-
punkte derart verlagern. Wiahrend die Konnektivitidt des Proteinriickgrats erzwingt,
dafl C,-Verschiebungen auch mehrere Aminosiduren (im Mittel 2-3, abhingig von
Stérke der Verschiebung) pro Bindetasche betreffen, sind Seitenkettenverschiebun-
gen untereinander weniger stark gekoppelt. Allerdings ist bei der Betrachtung der
Zahl einzelner Aminosduren pro Bindetasche, die eine Seitenkettenverschiebung zei-
gen, wiederum zu beachten, dafl nur im Riickgrat nicht verschobene Aminosiduren
beriicksichtigt werden. Dadurch erscheinen die Riickgratverschiebungen héiufiger als
die Seitenkettenverschiebungen, was bezogen auf alle Aminosiduren in Ligandenbin-
detaschen jedoch nicht der Fall ist.

Wihrend die Beschreibung von Seitenkettenflexibilitéit iiber eine Verschiebung des
Schwerpunktes ihre Berechtigung aus dem pragmatischen Ansatz ableitet, dafl die
verdnderte Form der Bindetasche (und die Mdglichkeit unterschiedlich langer Sei-
tenketten, darauf Einflul zu nehmen) dadurch besser erfafit wird, bietet die Be-
trachtung einzelner Torsionswinkel den Vorteil, dafl sie die Flexibilitéit auf atomarer
Ebene beschreibt. Zudem kann bei der Betrachtung von Torsionswinkeln die Sei-
tenkettenflexibilitdt unabhingig von der des Proteinriickgrats analysiert werden.
Betrachtet man Torsionswinkelinderungen von > 25°, so treten diese bereits im
4A-Ausschnitt um den Liganden fiir im Mittel 1.5 bis 1.8 Aminoséuren auf. Selbst
Torsionswinkeldnderungen von 75° und mehr treten im Schnitt 1.2 (Tab. 4.9) bzw.
1.0 (Tab. 4.8) mal pro Bindetasche auf. In Anbetracht dieser Daten erscheint die
Flexibilitdt von Seitenketten als ein sehr hiufig auftretendes Phinomen, und man
konnte schluifolgern, die Anwendung von Docking-Algorithmen, die auf einem star-
ren Rezeptormodell basieren, sei prinzipiell inaddquat. Dabei wiirde jedoch aufler
acht gelassen, dal Torsionswinkeldnderungen in langen Seitenketten den Bindungs-
modus des Liganden zum Teil gar nicht betreffen, weil nur ein Teil der Seitenkette
in Kontakt mit dem Liganden ist und der Terminus auch immer noch frei beweglich
bleiben kann. Zum anderen umfafit die Mittelung ja komplett starre Bindetaschen
(vgl. unten) ebenso wie solche mit vielen flexiblen Seitenketten.

Eine Abschitzung, welches Ausmafl an Rezeptorflexibilitit beim Docking mit einem
starren Rezeptormodell noch vernachlissigt werden kann, 148t sich nicht in allgemei-
ner Form geben. Hier wére fiir das einzelne Protein zu untersuchen, wie sich die Zahl
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der aktiven Liganden, fiir die noch eine nativihnliche Losung (d.h. eine Losung mit
einem RMSD von typischerweise < 2.5A zur Kristallstruktur) vorgeschlagen wird,
verdndert, wenn die Proteinkonformation im unkomplexierten Zustand von der im
komplexierten zunehmend abweicht. Allerdings belegen die Ergebnisse aus den Ta-
bellen 4.8 und 4.9 klar, da8 konformative Anderungen in der Proteinbindetasche
mit einer Hiufigkeit und in einem Ausmaf auftreten, die fiir eine relevante Zahl
von Zielproteinen Schwierigkeiten erwarten laft, wenn eine ligand-freie Struktur zur
Beschreibung der Bindetaschenform verwendet wird (bzw. werden muf) und gleich-
zeitig mit einem starren Rezeptormodell gearbeitet wird. Dies unterstreicht die
Bedeutung der Entwicklung von Algorithmen, die zumindest die Flexibilitdt von
Seitenketten zu modellieren erlauben. Auch der Behandlung von Verschiebungen
des Proteinriickgrats kommt praktische Bedeutung zu, da derartige Verschiebungen
um mehr als 1.5A in 9% der Fille auftreten.

Im Hinblick auf die obigen Analysen zur Verdnderung der Solvatationsstruktur bei
der Ligandenbindung ist festzuhalten, dafl die dabei vorgenommene Beschrinkung
auf die Betrachtung relativ rigider Bindetaschen bereits eine Vereinfachung der Si-
tuation darstellt. Fiir eine nicht zu vernachlidssigende Zahl von Zielproteinen er-
scheint die Behandlung der Rezeptorflexibilitét als das vornehmlich zu l6sende Pro-
blem.

Aufschliisselung nach Aminosduretypen Sofern nur eine ligandenfreie Struktur zu
einem Zielprotein bekannt ist, kann bereits der Aufbau der Bindetasche erste Hinwei-
se liefern, ob und ggf. bei welchen Resten mit einer Flexibilitidt zu rechnen ist. An-
hand der aufgenommenen Statistik 148t sich verfolgen, wie hdufig welche Aminoséur-
en in eine Verschiebung der Hauptkette involviert sind oder ihre Seitenketten reori-
entieren. Da die Ergebnisse fiir unterschiedliche Auflésungsgrenzen sehr gut iiberein
stimmen, sind in Tabelle 4.10 nur die Daten fiir eine Obergrenze von 2.5A aufgeli-
stet. Exemplarisch wurden dabei Distanzgrenzen fiir Atom(gruppen)verschiebungen
von 2.0A und eine geforderte Torsionswinkelinderung von mindestens 50° heraus-
gegriffen.

Verschiebungen der C,-Position werden vor allem bei kleinen Aminoséduren beob-
achtet. Tatsédchlich verschieben sich fast 4% aller Alanin- und Valin-Reste innerhalb
eines 5A-Ausschnitts um den Liganden in den betrachteten Komplexen. Dabei ist
der Einflufl auf andere Aminoséduren in der Umgebung meist begrenzt, wihrend die
Reorientierung von Aminosduren mit voluminésen Seitenketten bisweilen auch eine
Verdnderung der Packung in der lokalen Umgebung mit sich zieht.
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Insgesamt findet man fiir die Anteile beweglicher Aminosiuren'® folgende Reihung:
Ala > Val > Asn  Gly > Ser

Eine andere Reihung ergibt sich, wenn man Verschiebungen von Seitenkettenschwer-
punkten um > 24 (bei starrem Proteinriickgrat) betrachtet. Naturgemifi miissen
dabei Aminosiuren mit langen Seitenketten stérker auffallen als solche mit kleinen,
deren Schwerpunkt sich nah an der C,-Position befindet. Insofern ist es wenig ver-
wunderlich, dafl Arginin, welches nicht nur die lingste, sondern auch eine am Ende
verzweigte Seitenkette trigt, die Liste anfithrt. Das Ausmaf seiner Beweglichkeit ist
jedoch beeindruckend: fast 10% aller Arginin-Seitenketten verschieben sich um mehr
als 2A, wenn man die Koordinaten aus den Kristallstrukturen fiir den komplexierten
und den liganden-freien Zustand vergleicht. Es ist zu vermuten, dafl ein Grofiteil
dieser Ketten zumindest in der Apostruktur ungeordnet vorliegt und ihr Konforma-
tionsraum erst durch die Bindung eines Liganden eingeschrinkt wird. Trotz seiner
langeren Seitenkette rangiert Lysin hinter Glutamin. Insgesamt ergibt sich folgende
Reihung:

Arg > Gln > is > Lys > Ser,

wobei sich die Positionen von Ser und Lys umkehren, wenn man nur Strukturen mit
einer Auflésung < 2.0A berachtet.

Auch wenn man die Torsionswinkeldinderungen in den Seitenketten betrachtet, fithrt
Arg die Reihung an, hier allerdings gefolgt von Lys, das ebenfalls vier drehbare Bin-
dungen aufweist. Glutamin mit drei rotierbaren Bindungen findet sich erst auf Rang
drei, wenn man die Gesamtzahl der Torsionswinkel&inderungen zugrunde liegt.
Arg > Lys > Gin > Glu > P e Asn > Met

Es riickt jedoch vor Lysin, wenn man eine Skalierung nach der Zahl flexibler Bin-
dungen einfiihrt.

Arg > Giln  Lys > Ser Cys>P e Asn Glu

Die konsistent hoheren Flexibilitdten von Asn im Vergleich zu Asp und Gln im Ver-
gleich zu Glu unterstreichen, dafy die an den terminalen Amidgruppen befindlichen
Donor- und Akzeptoreigenschaften einer Proteinbindetasche gezielt dazu eingesetzt
werden konnen, sich einem Liganden anzupassen (s. Abb. 4.5)%6.

Die zweite der oben angegebenen Reihungen kann zum Vergleich mit den Ergebnis-
sen einer Studie von Najmanovich et al. herangezogen werden (Najmanovich et al.,
2000). Gewisse qualitative Ubereinstimmungen sind zu verzeichnen, z.B. werden
die gleichen drei Aminosiduretypen als am flexibelsten identifiziert, nur ihre Reihung

15Die Summation, welche die Beteiligung der Aminossuretypen an den betrachteten Bindetaschen
verzeichnet, wird iiber alle paarweisen Vergleiche von Proteinbindetaschen (d.h. nicht iiber die
Referenzstrukturen) gefiihrt.

16Weitere Beispiele, die die den Einflul unterschiedlicher Liganden auf die Orientierung von Gln-
Seitenketten illustrieren, sind die Elastase-Strukturen lela, lelc (GIn200A) oder die Thrombin-
strukturen 1aq7, 1kln, 1mts, 1lqnb (GIn192).
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Abbildung 4.5: Durch die Ligandenbindung induzierte Reorientierung einer Gln-Seitenkette
in der Thymidinkinase. Die in der ligand-freien Struktur (1le2h, cyan) ausgebildete Was-
serstoffbriicke zum Carbonylsauerstoff von Alal68A bleibt im Komplex le2k (orange)
erhalten, durch die unterschiedliche rdumliche Position der Wasserstoffbriickenpartner
im Liganden der Struktur lghi (griin) erfolgt jedoch eine Bewegung der Seitenkette
von GInl125A, die auch die Ausrichtung der Donor- bzw. Akzeptorfunktionalitit um-
kehrt. In der Darstellung wurden zum Zweck der Ubersichtlichkeit alle Bindetaschen-
Wassermolekiile weggelassen, Liganden sind durch eine stirkere Stabdicke gekennzeich-
net.

untereinander fillt bei Najmanovich etwas anders aus (Lys > Arg > Gln Met).
Allerdings treten auch einige markante Unterschiede zu Tage. So wird in der hier
vorliegenden Studie die Flexibilitit von Cys'” und Phe hoher eingeschiitzt, die von
Met dagegen niedriger. Fiir die Aminosduren Cys und Met konnen ihre Hiufigkeiten
von nur etwa 200 Residuen in dem Datensatz von Najmanovich als Erklarungsansatz
herangezogen werden. Fiir Phe, welches in der zitierten Studie als die am wenigsten
flexible aller Aminosiure erschien, fehlt jedoch ein iiberzeugender Erklirungsansatz
fiir die beobachteten Differenzen.

Die Auswertung, aufgeschliisselt nach Bindetaschenvergleichen, wie sie in Tab. 4.8
und 4.9 dargestellt ist, vernachlissigt zundchst, dal zu einem Targetprotein mehrere
mogliche Referenzstrukturen zur Verfiigung stehen konnen. In einem solchen Fall
konnte bereits ein Vergleich dieser Strukturen untereinander wichtige Hinweise auf
mogliche Proteinbewegungen geben. Im giinstigen Fall kann man aus den verfiigba-

"Senkt man die Aufldsungsgrenze im Datensatz auf 2.0A, erscheint die Flexibilitit von Cys-
Seitenketten noch ausgeprigter, und diese rangieren in der skalierten Reihung noch vor Lys!
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ren Strukturen bereits eine auswéhlen, die zum Docking besonders geeignet scheint,
und so das Problem, dafl zum Einpassen des Liganden einzelne Seitenketten reorien-
tiert werden miissen, von vornherein minimieren. Aus diesem Blickwinkel ergibt sich
die Fragestellung, wie sich die Flexibilitdt von Proteinbindetaschen gestaltet, wenn
man jede Referenzkomplexstruktur mit allen verfiigbaren Apostrukturen vergleicht,
um so eine Unterscheidung treffen zu konnen, ob Verschiebungen in der Hauptkette
oder den Seitenketten vereinzelt beobachtet werden (also mdoglich sind) oder ob sie
in allen Fillen auftreten, so daf sich tatséchlich ein induced fit-Mechanismus bei der
Ligandenbindung andeutet.

Die Ergebnisse einer solchen Aufschliisselung sind in den Tabellen 4.11 und 4.12
zusammengefafit. In die Statistik einbezogen sind dabei auch solche Strukturen, fiir
die nur eine Vergleichsstruktur zur Verfiigung steht, was aber eine nicht ungewhn-
liche Situation im Drug Design darstelt.

Wenig iiberraschend ist, dafl es fiir ca. 90% der Strukturen moglich erscheint, daf
das Proteinriickgrat sich nicht wesentlich verschiebt (Ad(Ca) < 1.0A). In diesen
Féllen konnte man vermutlich (zumindest bei geeigneter Auswahl der Apostruktur)
auch mit einem starren Rezeptormodell neue aktive Liganden finden. Uberraschend
ist dagegen, daf in fast der Hilfte der Fille eine Verschiebung von C,-Positionen
um 1.5A oder mehr auch nicht ausgeschlossen werden kann, d.h. bei Verwendung
eines starren Rezeptormodells kann allenfalls fiir einen Teil der bekannten aktiven
Liganden die Bindung korrekt modelliert werden. Der Befund, dafl Verschiebungen
des Proteinriickgrats so hdufig moglich sind, scheint zunéchst die Ansicht, dal man
Proteinbindetaschen als flexibel oder starr charakterisieren kann, grundsétzlich in
Frage zu stellen. Obwohl eine solche Einteilung tatséichlich weiterer Differenzierung
bedarf, sollte das Konzept nicht a priori abgelehnt werden. Die hier vorliegen-
den Daten kénnen die Beweglichkeit des Proteinriickgrats insofern iiberbetonen, als
zu einigen Proteinfamilien, die in der Datenbank stark vertreten sind, zymogene
Formen existieren, fiir die durch FA eine Sequenzidentitit von 100% zu den
Komplexen des aktiven Enzyms ermittelt wird. In diesen Féllen liegt allerdings
auf der Hand, dafl die Aminosduren in der Bindetasche, welche noch nicht in der
aktiven Geometrie vorliegt, bei der Strukturiiberlagerung markant verschobene Po-
sitionen aufweisen. Solche Fille konnte man nur dadurch herausfiltern, dafl man fiir
die zu vergleichenden Strukturen auch exakt gleich lange Sequenzen fordert. Ein
solcher Filter hitte jedoch gleichzeitig noch einen anderen Effekt: man wiirde die
ihrer Natur nach flexiblen Strukturen, die bewegliche Schleifen aufweisen, welche
hiufig auch in der Kristallstruktur nur unzureichend bestimmt werden kann, von
vornherein ausschliefen, wann immer der Kristallograph darauf verzichtet hat, diese
Schleifen (vollstindig) zu modellieren. Auch dadurch wiirde das Bild, das man von
der Flexibilitit von Proteinstrukturen erhéilt, verfilscht.

In all den Féllen, in denen eine Flexibilitit des Proteinriickgrats (unter den diskutier-
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ten Randbedingungen) moglich erscheint, besteht die Aussicht, dafi die Integration
verschiedener Strukturmodelle der Bindetasche in das rationale Drug Design (z.B.
durch einen Ensemble-Ansatz beim Docking) die Erfolgschancen erweitert. Fiir 7-8%
der Proteine wird in allen Strukturvergleichen eine Verschiebung von C,-Positionen
um mindestens 1.5A beobachtet. Solche Verschiebungen sind weitaus groBer als
die Unsicherheiten, mit den kristallographische Positionen bei den vorgegebenen
Auflsungsgrenzen behaftet sind (Janin, 1990). Formuliert man daraus die Erwar-
tung, daB die Verformung der Bindetasche eine notwendige Voraussetzung fiir die
Bindung des jeweiligen Liganden ist, so mufl bei solchen Targets fiir ein erfolgrei-
ches Docking- oder Screening auf Basis der ligand-freien Struktur ein Programm
auswihlt werden, das auch Flexibilitéit im Proteinriickgrat modellieren kann.
Betrachtet man die Verschiebung von Seitenketten-Schwerpunkten, so fillt zunéchst
auf, daf§ diese in iiber 80% der Fille (und damit fast ebenso hiufig wie das Prote-
inriickgrat) starr sein kdnnen. Allerdings kann man sich auf diese Rigiditdt nur
in halb so vielen Fillen wie bei der Hauptkette auch verlassen, fiir zwei Drittel
der betrachteten Strukturen sind Seitenkettenbewegungen gegeniiber der liganden-
freien Struktur moglich. In vielen der dabei erfaiten Fille erscheint die Anwendung
eines Programms, das eine solche Seitenkettenflexibilitit modellieren kann, vorteil-
haft, wenn nicht gar notwendig. Allerdings ist zu vermuten, dafl eine Unordnung
von Seitenketten in der Apostruktur hiufig den Grund fiir ermittelten Seitenket-
tenreorientierungen bei der Ligandenbindung darstellt, denn nur in 11% der Fille
wird eine Seitenkettenflexibilitit > 1.5 A gegeniiber allen verfiigbaren ligandenfrei-
en Bindetaschen ermittelt, und selbst in diesen Fillen kénnen es unterschiedliche
Aminosiuren sein, die sich gegeniiber der Referenzstruktur verschieben.
Bemerkenswert ist, dafl die Rolle der Seitenkettenflexibilitit in dem Datensatz, der
nur Strukturen mit Auflésungen < 2.0A beinhaltet, deutlicher zu Tage tritt. Die
Prozentwerte verschieben sich gegeniiber dem Datensatz mit Auflssung < 2.5A um
etwa 4 Prozentpunkte. Dies kann nicht allein auf die im Mittel gréfere Zahl von
Vergleichsstrukturen zu jedem Komplex zuriickgefithrt werden, denn fiir die Ver-
schiebungen des Proteinriickgrats ist ein solcher Effekt nicht zu beobachten. Wie
bereits oben erwdhnt ist zu hinterfragen, inwiefern eine unzureichende kristallogra-
phische Auflésbarkeit von Seitenketten nicht dazu fithren kann, dafl diese tendenziell
eher so modelliert werden, daf3 ihre Konformation der in anderen Strukturen ent-
spricht.
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4.3.2 Strukturvergleiche zwischen ligand-freien Strukturen als Referenz
und ihren sequenzhomologen Komplexen

Nach den obigen Ergebnissen (Abschnitt 4.3.1) beschreiben Wasserpositionen in der
Bindetasche einer Apostruktur einen Satz von mdglichen Wasserpositionen in der
Struktur mit dem Liganden. Hieran schliet sich unmittelbar die Frage an, welche
Eigenschaften von Wassermolekiilen in der ligand-freien Struktur eine Konservie-
rung bzw. eine Verdringung durch den Liganden begiinstigen. Im speziellen soll
untersucht werden, welche der Deskriptoren fiir Wassermolekiile als Filterkriterium
geeignet sein konnten, Wassermolekiile, die mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht vom
Liganden verdréingt werden, zu identifizieren.

Es wurden alle hochaufgelosten (Auflésung < 2.0A) in Relibase zu findenden Kom-
plexstrukturen mit ihren jeweiligen homologen (Sequenzidentitit > 95%) ligand-
freien Strukturen (Auflssung < 2.0A) iiberlagert, wobei der RMSD fiir die 60% der
Aminoséuren, deren riumliche Anordnung die groBte Ubereinstimmung zeigt, mini-
miert wird (Core-Uberlagerung).

Innerhalb des SU D-Datensatzes nicht homologer Sequenzen reduziert sich die Zahl
der Referenzstrukturen auf einen Satz von 90 ligand-freien Strukturen.

Durch visuelle Inspektion von Einzelbeispielen wurde eine verniinftige Untergrenze
fiir die Vergrabenheit des Wassermolekiils innerhalb eines 7A-Radius fiir die Protei-
numgebung zu AD2 > 35 bestimmt. Bei Anwendung dieser Grenze liegt die Zahl der
Strukturvergleiche, bei denen eine Wasserkonservierung gefunden wird, etwa doppelt
so hoch wie bei Verwendung von Komplexstrukturen als Referenz mit SAS < 5%
und sonst gleichen Filterkriterien. Diese Zahl miifite genau gleich grof sein, wenn
man exakt die selben korrespondierenden Paare von Wassermolekiilen wie in Kap.
4.3.1 herausfiltern kénnte. Dies ist jedoch nicht méglich, weil nur niherungsweise
angenommen werden kann, da der SAS-Wert fiir ein Wassermolekiil in der Kom-
plexstruktur mit der Atomdichte AD2 fiir das korrespondierende Wassermolekiil
in der ligand-freien Struktur korreliert, und der Einflul des individuellen Ligan-
den, dessen Lage in der Bindetasche die SAS eines Wassermolekiils mitbestimmt,
vollkommen ausgeblendet wird. Zudem ist die 5%-Grenze fiir die l6semittelzuging-
liche Oberfliche ein sehr rigides Filterkriterium. Da bei den Vergleichen mit einer
ligand-freien Referenzstruktur ein d&hnlich zielgenaues Ausfiltern der besonders inter-
essierenden Wassermolekiile nicht moglich ist, wurde eine im Vergleich gréfiere Zahl
von Wassermolekiilen zugelassen, welche als vergrabene Wassermolekiile betrachtet
werden konnen.
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Statistik: Wassermolekiile in der Bindetasche

Betrachtet man den Anteil der Wassermolekiile in der Bindetasche der ligand-freien
Struktur, welche bei der Bindung eines Liganden konserviert bleiben, so liegt dieser
bei 35.8% (Tab. 4.13) und steigt auf 41.3% (Tab. 4.14) bzw. 45.4% (Tab. 4.15), wenn
man nur Wassermolekiile in Kontakt mit dem Protein bzw. vergrabene Wassermo-
lekiile betrachtet (s. Abb. 4.6). Diese Werte erscheinen relativ hoch, wenn man von
der Vorstellung ausgeht, daf ein Ligand bei seiner Bindung den Grofiteil der Was-
sermolekiile aus der Bindetasche verdringt. Dabei ist jedoch zweierlei zu beachten.
Zum ersten ist die Bindetasche hier definiert als Ausschnitt um den Liganden, und
beim Ubergang von dem 5A- zu einem 3.4A-Ausschnitt fillt der Konservierungs-
grad auch gleich markant um 9.4 (Tab. 4.13) bzw. 10.2 (Tab. 4.14) Prozentpunkte
ab. Zum zweiten ist zwar das gesamte im Komplex vom Liganden ausgefiillte Vo-
lumen in der ligand-freien Struktur mit Wasser gefiillt, jedoch sind nicht alle Was-
sermolekiile in diesem Bereich hinreichend geordnet, um kristallographisch aufgel6st
werden zu kénnen und damit in die Statistik einzugehen. Sowohl der Kontakt zum
Protein (Tab. 4.14) als auch eine stirkere Vergrabenheit in der Bindetasche (Tab.
4.15) fithren zu einer hoheren Konservierung, wihrend der Anteil vom Liganden ver-
dringter Wassermolekiile nahezu konstant bleibt und sich innerhalb eines Wertebe-
reichs von 27.7% (Tab. 4.14) bis 31.2% (Tab. 4.15) bewegt'®. Bei Einschrinkung der
Bindetasche auf den 3.4A-Ausschnitt um den Liganden verschiebt sich erwartungs-
gemif auch das Verhiltnis von verdringten zu nicht verdringten (i.e. konservierten
und verschobenen) Wassermolekiilen. Wahrend bei Anwendung des STD-Filters die
Verdringung durch den Liganden noch um den Faktor 1.5 mal seltener ist (Tab.
4.13), kehrt sich das Verhéltnis bei Betrachtung des 3.4A-Ausschnitts genau um,
und die Verdrdngung wird 1.5 mal wahrscheinlicher als Konservierung oder Ver-
schiebung der Wasserposition (Tab. 4.13). Unter den vergrabenen Wassermolekiilen
mit dr;, < 3.4A (Tab. 4.15) werden schlieBlich nahezu die Hilfte (49%) vom Ligan-
den verdridngt. Das Verhéltnis von direkt zu indirekt durch Ligandenatome ersetzten
Wassermolekiilen bewegt sich zwischen 1.5 und 2; es steigt mit abnehmendem Bin-
detaschenradius und mit zunehmender Vergrabenheit des Wassers.

In den hier betrachteten, relativ rigiden Proteinbindetaschen (RMSDgy < 1.0A)
werden insgesamt 6.6% der Wassermolekiile aus ligand-freien Bindetaschen durch
Bewegungen des Proteins bei der Ligandenbindung verdringt. Wie oben erwéhnt

18Der Anteil der vom Liganden verdringten Wassermolekiile nimmt in unmittelbarer Nihe (3.4A
Radius) zum Protein ab, weil wasservermittelte Bindungsmoden meist iiber ein, seltener iiber
mehrere verbriickende Wassermolekiile aufgebaut werden.
Die Zunahme der Verdréngung bei vergrabenen Wassermolekiilen zeigt, dafl ein Ligand, wann
immer moglich, bis in die Tiefen der Bindetasche vordringt.
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Abbildung 4.6: Charakterisierung der Wassermolekiile aus ligand-freien Strukturen bei
Uberlagerung mit sequenzhomologen Komplexstrukturen. Die Werte entsprechen denen
aus Tabelle 4.14.

(Abschnitt 4.3.1), ist dabei jedoch nicht in jedem Fall von einem echten induced fit
auszugehen.

Vergleicht man nur Strukturpaare, die durch unabhingig voneinander arbeitende
Autorengruppen gelost wurden, so sinkt - analog zu Kap. 4.3.1 - der Anteil konser-
vierter Wassermolekiile um 3-3.5 Prozentpunkte (Tab. 4.13, 4.14); fiir vergrabene
Wassermolekiile verliert sich der Einflu} (Tab. 4.15, p=73%; Tab. 4.16, p=>53%).
Wie auch in Kap. 4.3.1 festgestellt, verindern sich die Ergebnisse kaum, wenn man
die Distanzgrenze dpq; auf 1.0A herabsetzt oder Sequenzunterschiede bis zu einer
Sequenzidentitit von 95% zuldft. Etwa 95% der betrachteten Wasserbindestellen
entsprechen einer korrespondierenden Wasserposition in der Komplexstruktur auch
auf 1.0A genau, so daff sich die Angaben nur um 2.5-3 Prozentpunkte verschieben
(Tab. 4.13 - 4.16). Im gleichen Bereich liegen die Verschiebungen bei Sequenziden-
titaten >95%; allerdings sind vergrabene Wassermolekiile, deren Konservierung um
4-5 Prozentpunkte abnimmt (Tab. 4.15, 4.16), hier stirker betroffen. Ebenfalls in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Kap. 4.3.1 ist die Feststellung, daB durch
eine Relaxierung der geforderten RMSD-Grenzen auf RMSDpr < 1.0A nur wenige
Strukturvergleiche hinzugenommen werden und sich die Konservierungshaufigkeiten
nur um einen Prozentpunkt verschieben (Tab. 4.13). Bezieht man neben den Ca-
Atomen auch alle anderen Schweratome der Aminosiduren der Bindetasche in die
Berechnung des RMSD-Werts mit ein (RMSD g7 q) < 1.04), so fithrt auch dies nur
zu einer moderaten Verdnderung der Haufigkeitsverteilungen. Wahrend der Anteil
konservierter Wassermolekiile um 2-3 Prozentpunkte steigt (Tab. 4.13, 4.14), werden
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immer noch ca. 4% der Wassermolekiile durch Proteinbewegungen verdringt, wobei
es sich jetzt nur noch um lokal begrenzte Bewegungen z.B. von Seitenkettenenden
handeln kann.

Der Einflul der kristallographischen Auflésungen der in die Strukturvergleiche ein-
bezogenen Proteinstrukturen gestaltet sich komplexer als in Kap. 4.3.1. Wahrend
der Konservierungsgrad bei Einschrinkung auf Strukturen mit Auflésung <1.8A
erwartungsgemif steigt'®, sinkt er fiir die vergrabenen Wassermolekiile (Tab. 4.15,
4.16) bei weiterer Einschrinkung auf Auflésungen <1.6A wieder (p < 1%). Wihrend
zundchst also die Positionen aller Wassermolekiile genauer bestimmt werden kénnen
und eine Ubereinstimmung der Positionen gegeniiber einer Verschiebung wahrschein-
licher wird, kénnen bei 1.6A Auflésung vermutlich auch Wassermolekiile in unpolarer
Umgebung kristallographisch aufgelost werden. Deren Positionen sind wenig fixiert,
und die Wassermolekiile konnen leicht von einem Ligandenatom verdringt werden.

Der Vergleich mit den Daten aus der SequenceUniqueDatabase zeigt wiederum eine
zufriedenstellende Ubereinstimmung und unterstreicht, daB die Uberreprisentation
bestimmter Proteinsequenzen in der PDB nicht zu einer markanten Verfilschung
der Ergebnisse fithrt (p=37% Tab. 4.14, p=4% Tab. 4.15). Wie auch in Kap. 4.3.1
entsprechen die ermittelten Hiufigkeiten, soweit der Stichprobenumfang auch fiir
seltene Ereignisse eine Aussage zuldfit, denen fiir eingeschrinkte Auflésungen noch
besser als den bei Anwendung der STD-Kriterien ermittelten. Dies ist wie erwidhnt
darauf zuriickzufithren, daf§ die Strukturen der SU D zusétzlich das Qualitéitskriteri-
um eines R-Faktors <0.21 erfiillen. Die ausgeprigte Zunahme des Anteils direkt vom
Liganden verdréingter Wasser sowie die Abnahme des Anteils konservierter Wasser-
molekiile riickt die SUD-Daten dabei in die Nihe der Daten mit Auflssung <1.6A.

Korrelationen mit Deskriptoren fiir Wassermolekiile in der Bindetasche

Um mogliche Korrelationen aufzustellen zwischen den Eigenschaften eines Wasser-
molekiils und der Hiufigkeit, mit der es konserviert, von Liganden ersetzt etc. wird,
wurden drei Datensétze verwendet. Entsprechend den Standardfiltern, die fiir die
Tabellen 4.13, 4.15 und 4.16 angewandt wurden, kénnen Wassermolekiile in der
Bindetasche, vergrabene Wassermolekiile in der Bindetasche und vergrabene Was-
sermolekiile in der Bindetasche in Kontakt mit der Proteinoberfliche unterschieden
werden. Es zeigte sich jedoch, daf} alle Datensétze grundsétzlich die gleichen Korre-
lationen zeigen bzw. nicht zeigen, und auch die Stéirke der Korrelationen lassen keine

Der Anstieg ist mit p 5% signifikant fiir alle Tabellen mit Ausnahme von Tab. 4.15, hier betriigt
p=31.5%.
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relevanten Unterschiede erkennen. Daher bezieht sich die folgende Diskussion auf die
Daten fiir alle oder alle vergrabenen Bindetaschen-Wassermolekiile, die Ergebnisse
sind jedoch qualitativ iibertragbar auf die nicht explizit erwdhnten Datensétze.
Innerhalb jedes Datensatzes wird eine Korrelation mit den drei Wasserdeskriptoren
(vgl. Abschnitt 3.2.3)

e Zahl der polaren Kontakte zum Protein < 3.3A
o Lisemittelzugingliche Oberfliche (SAS)

e DrugScore-Energiewert fiir die Bindung ans Protein?’

untersucht.

Wasserkonservierung Die Héufigkeit, mit der ein Wassermolekiil aus einer ligand-
freien Struktur auch in einem sequenzhomologen Komplex konserviert ist, korreliert
sowohl mit der Zahl seiner polaren Kontakte zum Protein als auch seiner SAS und
seinem Energiewert fiir die Bindung ans Protein. Wie erwartet begiinstigen eine
stirkere Bindung ans Protein und eine hohe Vergrabenheit die Konservierung. Al-
lerdings sind die einzelnen Deskriptoren unterschiedlich aussagekriftig.

Wie aus Abb. 4.7 zu erkennen ist, sind Wassermolekiile mit keinem oder nur einem
Kontakt zum Protein nur selten konserviert. Obwohl damit fiir einen betrichtlichen
Prozentsatz der Wassermolekiile eine recht eindeutige Aussage gemacht werden kann,
ist diese eher trivial. Ebenso ist es wenig verwunderlich, dafl Wassermolekiile mit
sechs oder mehr Kontakten, wenn sie denn auftreten, in aller Regel konserviert sind.
In dem Bereich zwischen zwei und fiinf Proteinkontakten, der fiir den Modeller kri-
tisch ist und in dem eine Abschitzung weniger einfach erscheint, diskriminiert die
Haufigkeitsverteilung allerdings nur sehr schwach. Daher ist es kaum moglich, eine
Faustregel abzuleiten, ab wievielen Protein-Kontakten ein Wassermolekiil vermut-
lich konserviert ist und daher beim Docking vorplaziert werden sollte.

Die Korrelation der Konservierungshiufigkeiten mit der 16semittelzugéinglichen Ober-
fliche SAS ist etwas stirker ausgeprigt (Abb. 4.8). Wihrend die Extreme der Skala
wiederum relativ verldfiliche Aussagen erlauben, ist die Diskriminierung im mittle-
ren Wertebereich (hier insbesondere fiir Werte zwischen 20% und 40%) eher schlecht.
Obwohl - anders als bei den beiden anderen Deskriptoren - zumindest der unterste

20Gofern in der ligand-freien Struktur kleine Ionen oder Kofaktoren - also formal Liganden - in der
Umgebung des Wassermolekiils auftreten, wird auch deren Energiebeitrag addiert. Umgebende
Wassermolekiile werden jedoch nicht in dem Energieterm beriicksichtigt.
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Abbildung 4.7: Korrelation der Zahl polarer Kontakte zum Protein mit der Wahrscheinlich-
keit der Wasserkonservierung

Wertebereich sehr stark populiert ist - ist fiir einen grofien Teil der betrachteten
Wassermolekiile eine Aussage wiederum schwierig.
Insbesondere bei der Betrachtung vergrabener Wassermolekiile in der Bindetasche
(AD2 >35) 2! liegen fiir die meisten Wassermolekiile die Wahrscheinlichkeiten fiir
eine Konservierung um 50% (Daten nicht gezeigt).

Der Energiewert ist wohl der Deskriptor, fiir den man eine Korrelation mit den
Konservierungshiufigkeiten am stirksten erwartet. Tatsédchlich findet man auch ei-
ne ausgeprigte Korrelation (siche Abb. 4.9). Allerdings ist zu beachten, daf die
Verteilungsfunktion fiir die Haufigkeit, mit der bestimmte Energiewerte auftreten,
hier relativ symmetrisch um ein zentrales Maximum ist. Obwohl die Abhéingigkeit
der Konservierungswahrscheinlichkeit von den Energiewerten in diesem Bereich nicht
schwicher ausgeprigt ist als in anderen Bereichen, sind gerade unter den vergrabe-
nen Wassermolekiilen in der Bindetasche (AD2 > 35) die meisten mit einer Wahr-
scheinlichkeit von etwa 50% konserviert (siche Abb. 4.9). Dieser Wert ist freilich
als Entscheidungshilfe bei der Plazierung von Wassermolekiilen im Docking wenig
hilfreich. Recht eindeutige Aussagen sind wiederum nur fiir Extremwerte, die selten
angenommen werden, moglich. Hierbei ist anzumerken, dafl die Haufigkeitsvertei-
lung der Vorstellung, dafl Wassermolekiile ab einer gewissen Stéirke der Bindung
ans Protein nicht mehr verdringt werden kdnnen, klar widerspricht. Dies mag in

*'Da hohe AD2-Werte auch generell niedrigere SAS-Werte bedingen, ist diese Verteilung insgesamt
zu kleineren SAS-Werten hin verschoben.
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Abbildung 4.8: Korrelation der 16semittel-zuginglichen Oberfliche mit der Wahrscheinlich-
keit der Wasserkonservierung

einigen Fillen auf Unzuldnglichkeiten in der Beschreibung der tatséchlichen energe-
tischen Verhéiltnisse durch eine relativ einfach aufgebaute Funktion wie DrugScore
zuriickzufiithren sein. Doch selbst die am stéirksten gebunden erscheinenden Wasser-
molekiile sind in 30% der Strukturvergleiche nicht konserviert. Damit bleibt jede
abgeleitete Regel eine Faustregel bzw. eine rein statistische Aussage.

Abbildung 4.9: Korrelation der -Werte mit der Wahrscheinlichkeit der Wasser-
konservierung
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Auch die Hiufigkeit, mit der sich Wasserpositionen bei der Ligandenbindung ver-
schieben, korreliert mit allen drei betrachteten Deskriptoren, wobei die Korrelation
mit der SAS am schwichsten ausgeprigt ist. Je stirker ein Wassermolekiil ans
Protein gebunden ist und je vergrabener es ist, um so unwahrscheinlicher ist eine
Verschiebung seiner Position im Komplex.

Abbildung 4.10: Korrelation der -Werte mit der Wahrscheinlichkeit der Verschie-
bung von Wasserpositionen

rsatz durch Ligandenatome Betrachtet man den direkten Ersatz eines Wasser-
molekiils durch beliebige Ligandenatome, so korrelieren die Hiufigkeiten weder mit
der Zahl der Proteinkontakte noch mit der SAS in signifikanter Weise. Hingegen 148t
die Korrelation mit den DrugScore-Werten erkennen, dafl lose gebundene Wasser-
molekiile mit erhohter Wahrscheinlichkeit verdréngt werden (Abb. 4.11). Betrachtet
man nur die Fille, in denen ein polares Ligandenatom das Wassermolekiil ersetzt, so
verschwindet auch diese Korrelation und man findet eine Wahrscheinlichkeitsvertei-
lung mit einem Maximum bei den am stérksten populierten, mittleren Energiewerten
(siehe Abb. 4.12)?2. Der insgesamt flache Kurvenverlauf deutet darauf hin, daf§ der

27ur Uberpriifung der statistischen Signifikanz des Anstiegs bzw. Abfalls zu den beiden Sei-
ten des zentralen Maximums hin wurde ein Jonckheere-Terpstra-Test durchgefiihrt (Leh-
mann, 1975). Dabei wurden nur Bins mit mindestens 100 Datenpunkten einbezogen,
d.h. es wurde zum einen das Bin mit dem Maximalwert sowie die vier darunterliegenden
(Energiewertebereich -21000;-6000 ) und zum anderen das Bin mit dem Maximalwert samt den
vier darauffolgenden (Energiewertebereich -9000;6000 ) untersucht. Der Jonckheere-Terpstra-
Test testet die Nullhypothese ”"kein Unterschied zwischen den Gruppen” gegen die geordnete
Alternative ”wachsender / sinkender Median mit wachsender Gruppennummer (Energiewerte-
bereich)” bei Verwendung der Wilcoxon-Mann-Whitney-Statistik. Fiir den Aufwirtstrend zum
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Ersatz eines (polaren) Wassermolekiils durch ein polares Atom in der Energiebilanz
statistisch keine grofien Beitrige liefert, was in Ubereinstimmung mit den Betrach-
tungen zur Enthalpie-Entropie-Kompensation (s. Kap. 2) steht. In erster Ndherung
werden beide Atome an der betreffenden Stelle dhnlich stark an das Protein gebun-
den. Der Abfall der Kurve 4.12 zu beiden Seiten des Maximums hin ist vermutlich
dadurch zu erkliren, dafl noch schwicher gebundene Wassermolekiile sich in relativ
unpolarer Umgebung befinden und daher eher von unpolaren Ligandenatomen ver-
dringt werden, wahrend noch stirker gebundene Wassermolekiile tendenziell eher
konserviert sind.

Abbildung 4.11: Korrelation der -Werte mit der Wahrscheinlichkeit des direkten
Ersatzes von Wassermolekiilen durch Ligandenatome.

Ebenso wie die Verschiebung von Wasserpositionen nimmt auch die Wahrschein-
lichkeit, dal ein Wassermolekiil indirekt (in versetzter Position) durch ein polares
Ligandenatom ersetzt wird zu, je schwicher das Wassermolekiil in der ligand-freien
Struktur gebunden ist (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dafl keiner der vorgestellten Deskriptoren hin-
reichend stark mit der Hiufigkeit einer Wasserkonservierung korreliert, um verlafli-
che Aussagen dariiber zu erlauben, ob ein Wassermolekiil in einer Proteinbindeta-
sche bei der Ligandenbindung vermutlich konserviert ist oder nicht. Als aussage-

Maxmimum hin gibt es sehr starke Evidenz (p  0.0001). Gegen die Nullhypothese im Fall
der Energiewerte von -9000 bis 6000 gibt es ebenfalls Evidenz (p=0.0366), so dafl bei einem
Fehlerniveau von 5% auch ein Abwirtstrend angenommen werden kann.
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Abbildung 4.12: Korrelation der -Werte mit der Wahrscheinlichkeit des direkten
Ersatzes von Wassermolekiilen durch polare Ligandenatome.

kriftigster Deskriptor erscheint der DrugScore-Energiewert, doch auch die 16semit-
telzugéngliche Oberfliche des Wassermolekiils scheint eine Rolle zu spielen.

Welche Moglichkeiten zur Abschitzung sich aus der Kombination der beiden Des-
kriptoren ergeben, ist Gegenstand der Untersuchungen in Kap. 5.

4.3.3 Strukturvergleiche zwischen homologen Komplexstrukturen

Sofern zu einem Zielprotein mehrere Strukturen mit unterschiedlichen Liganden be-
kannt sind, kénnen auch die Wasserstrukturen innerhalb dieser Komplexserie un-
tereinander verglichen werden. In Fillen, wo keine Apostruktur bekannt ist, stellt
dies die einzige Moglichkeit dar, konservierte Wasserpositionen zu identifizieren, in
allen anderen Féillen eroffnet dies eine zusitzliche Moglichkeit, von der zu kliren ist,
wie hilfreich sie im Vergleich sein kann. Vergleiche der Bindetaschenstrukturen in
mehreren Komplexen erlauben es weiterhin zu untersuchen, wie stark die Liganden-
struktur das Solvatationsmuster beeinflufit.

Die Auswahl von Standardkriterien fiir den Vergleich von Wasserpositionen in se-
quenzhomologen Komplexstrukturen ist weniger trivial als es zunéchst erscheinen
mag. Sinnvollerweise ist der Vergleich auf Komplexe eines Proteins, die unterschied-
liche Liganden binden, zu beschrinken. Da es zum Beispiel 9 Trypsinstrukturen mit
einem (unsubstituierten) Benzamidinmolekiil in der PDB gibt, wiirde die Statistik
verfilscht und zu hohe Konservierungswerte ermittelt, wenn Vergleiche praktisch
identischer Bindetaschen nicht unterbunden wiirden. Hierzu wurde in den folgen-
den Statistiken der Tanimoto-Koeffizient herangezogen, welcher ein Maf fiir die
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2D-Ahnlichkeit zweier Liganden, basierend auf der Bewertung identischer Subfrag-
mente, darstellt. Die Verwendung des Tanimotokoeffizienten hat den Vorteil, dafl
nicht nur Paare identischer Liganden ausgeschlossen werden kénnen, sondern die Er-
gebnisse fiir die iibrigen Ligandenpaare auch danach aufgeschliisselt werden kénnen,
wie hoch deren strukturelle Ahnlichkeit ist.

Betrachtet man nur noch Vergleiche von nicht identischen Liganden, i.e. T'animoto <
1, so schliefit man jedoch auch alle Paare aus, bei denen der gleiche Ligand, aber
unter anderen Bedingungen bindet. Der Vergleich der beiden Trypsinstrukturen
1ql7/1q18 illustriert zum Beispiel, daf§ allein eine Verschiebung des pH-Wertes den
Bindungsmodus eines Liganden vollig verdndern kann. Des weiteren ist zu beach-
ten, daBl auch der Tanimoto-Koeflizient kein immer verlédliches Maf} zur Erkennung
der Identitit von Ligandenstrukturen darstellt?®. Zwei Liganden kénnten sich bei-
spielsweise allein darin in ihrem Aufbau unterscheiden, dal gleiche Fragmente un-
terschiedlich verkniipft sind. Binden zwei solche Liganden an das gleiche Protein, so
wiére auch dies wieder ein hochst interessanter Strukturvergleich, den man allerdings
mit dem Filter Tanimoto < 1 ausschliefen wiirde.

Obwohl ein solcher Filter bisweilen zuviele (und dabei sogar noch besonders inter-
essante) Strukturvergleiche ausschlieflen mag, wird dies die Statistik jedoch kaum
beeinflussen, denn solche Spezialfille sind die Ausnahme. Ein Verzicht auf die An-
wendung des Filters hingegen wiirde die Statistik massiv verfilschen (s. Tab. 4.17
bis 4.18).

Als weiterer Aspekt bei der Bestimmung der Kriterien, die bereits in den ST D-Filter
eingehen sollten, ist zu beachten, dafl auch ein aus einer einzelnen Proteinkette auf-
gebautes Protein bisweilen mehrere Bindetaschen aufweisen kann. Der Vergleich
zweier jeweils als Komplexstruktur charakterisierten Proteinketten garantiert daher
noch nicht, daf§ auch die gleiche Bindetasche besetzt ist. So gibt es z.B. Thrombin-
strukturen, in denen nur die aktive Tasche (active site) von einem Liganden besetzt
wird (z.B. 1dm4), und andere, in denen nur die ezo-site besetzt ist (z.B. 1ths).
Ubersieht man dies, so fithrt man, wenn die Liganden an jeweils unterschiedliche
Bindetaschen binden, de facto einen Vergleich Apostruktur / Komplex durch. Um
eine hinreichende rdumliche Nihe der beiden Liganden zu gewihrleisten, kann ein
Uberlapp AV > 0 der Ligandenvolumina nach der Uberlagerung gefordert werden.
Auch dieser Filter ist nicht perfekt und birgt die Gefahr, im Einzelfall, der beson-
ders interessant sein kann, zu viele Strukturvergleiche auszuschlieBen. Dies wére
zum Beispiel gegeben, wenn ein Protein eine besonders grofie Substratbindetasche
besitzt, von der Ligand A nur eine Subtasche, Ligand B jedoch eine andere be-

23 Allerdings ist der Dreibuchstabencode der Liganden, der sich als Alternative anbietet, ein noch
unsichereres Masf.
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setzt?*. Allerdings toleriert die Beschreibung der Einzelatome als GauBfunktionen
eine gewisse positionelle Verschiebung der Liganden gegeneinander, ohne dafl das
Uberlappungsvolumen gleich auf Null sinkt. Die Statistik wird in jedem Fall durch
die Anwendung des Filters AV > 0 weniger verfilscht als bei Verzicht auf diesen
Filter.

Die nachfolgenden Tabellen dokumentieren fiir beide der diskutierten Filter, in wel-
cher Weise sie den Datensatz einschrianken bzw. welchen Effekt ein Ignorieren der
jeweiligen Randbedingung hat.

Statistik: Wassermolekiile in der Bindetasche

Wassermolekiile in Ligandenbindetaschen sind innerhalb eines 5A-Radius um den Li-
ganden mit iiber 50%iger Wahrscheinlichkeit konserviert (Tab. 4.17). Fiir Wassermo-
lekiile innerhalb von Wasserstoffbriickendistanz zum Protein steigt diese Haufigkeit
auf 60% (Tab. 4.17) und fiir vergrabene Wassermolekiile sogar auf fast 80% (Tab.
4.19). Da gerade letztere die Wassermolekiile darstellen, die beim Docking eines
Liganden vorplaziert werden miifiten, scheint eine bekannte Komplexstruktur (mit
einem anderen Liganden) in jedem Fall eine Hilfe, selbst wenn auch eine ligand-freie
Struktur des Proteins gelost wurde.

Der Konservierungsgrad von Wassermolekiilen innerhalb einer Reihe von Komplex-
strukturen ist generell noch héher als gegeniiber der jeweiligen ligand-freien Struktur
(vgl. Tab. 4.3 - 4.5). Diese Differenz umfafit 11-12 Prozentpunkte und ist somit mar-
kant. Sie spiegelt jedoch wider, daf die bekannten Liganden zu einem Protein hiufig
hohe strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen und sich im Bindungsmodus insofern glei-
chen, als sie die gleichen Wassermolekiile involvieren. Dies la8t sich auch dadurch
belegen, daf bei Einschrinkung der Vergleiche auf Proteine, die Liganden mit gerin-
ger 2D-Ahnlichkeit binden, die Zahl der Strukturvergleiche deutlich sinkt (Tab. 4.17
- 4.19). Unter den Strukturvergleichen, die nur Bindetaschen unterschiedlicher Li-
ganden (Tanimoto < 0.99) beriicksichtigen, gehen weniger als ein Viertel von vollig
uniihnlichen Ligandenstrukturen (T'animoto < 0.2) aus®.

Zudem fillt der EinfluBl der Autoren, welche die Struktur gelést und publiziert ha-
ben, stark ins Auge, da er mit Anderungen der Konservierungshiufigkeiten um 10
(Tab. 4.19) - 16 Prozentpunkte (Tab. 4.17) einhergeht. Auch dies muf§ im Lichte der

*4Gerade die NMR-Spektroskopie (,,SAR-by-NMR”-Verfahren) wird hiufig eingesetzt, um gezielt
die Bindung kleiner Molekiile in einer Proteinbindetasche zu charakterisieren. Hochaffine Li-
ganden lassen sich bisweilen dadurch entwerfen, dafi einzelne solcher Bausteine iiber geeignete
Linker miteinander kovalent verkniipft werden.

%5Ein Verzicht auf dieses Filterkriterium ( Tanimoto) verdoppelt die Zahl der untersuchten Was-
sermolekiile und wiirde dementsprechend zu einer massiven Beeinflussung der Statistik fiithren,
was durch die um 5-8 Prozentpunkte héheren Konservierungsgrade unterstrichen wird.
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Abbildung 4.13: Charakterisierung der Wassermolekiile beim Vergleich von Komplexstruk-
turen, die unterschiedliche Liganden binden. Die Werte entsprechen denen aus Tabelle
4.18.

strukturellen Ahnlichkeiten der Liganden interpretiert werden und ist hier nicht in
erster Linie auf Schwierigkeiten in der genauen Bestimmung der Wasserpositionen
aus der Elektronendichte zuriickzufithren. Die Unempfindlichkeit der Werte geniiber
dimaz, welche hier noch stirker ausgeprigt ist als in allen vorangegangenen Untersu-
chungen (nur max. 2.6 Prozentpunkte Unterschied), zeigt, dal die Wasserpositionen
durchaus mit hinreichender Genauigkeit bestimmt werden kénnen. Die Daten be-
legen daher vielmehr, daf§ Liganden zu einem Protein hiufig in Serien strukturell
verwandter Molekiile entworfen werden, wobei jeweils ein Kristallograph (oder ei-
ne Gruppe) die Rontgenstrukturen der Komplexserie 16st. Hat noch eine andere,
unabhingige Gruppe von Autoren an dem selben Zielprotein gearbeitet, so ist es
wahrscheinlich, da8 deren Liganden sich stirker von dem betrachteten Referenzli-
ganden unterscheiden als ein Ligand der gleichen Serie.

Wihrend also die Gesamtdatenlage durch eine Dominanz dhnlicher Ligandenstruk-
turen innerhalb einer Komplexserie bestimmt ist, erhilt man durch Anwendung eines
Filters, welcher eine niedrigere Obergrenze fiir den Tanimoto-Koeffizienten festlegt,
davon nicht (oder immer schwécher) beeinfluite Werte. Die Wahrscheinlichkeit, daf
ein Wassermolekiil aus Komplex A auch in Komplex B wieder an der gleichen Stel-
le zu finden sein wird, korreliert stark mit der Ahnlichkeit der Ligandenstrukturen
in A und B. Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit dem empirischen
Befund, dafl bei rationalen Designverfahren allein durch die An- oder Abwesenheit
eines Wassermolekiils in der betrachteten Bindetasche hiufig ganz neue Liganden-
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Strukturklassen zuginglich werden (Mancera, 2002). Die beobachteten Konservie-
rungshiufigkeiten sinken deutlich ab, wenn man zunehmend unihnlichere Liganden-
strukturen vergleicht (Tab. 4.19 - 4.17). Die Beschriankung auf den Vergleich von
Komplexen, deren Liganden praktisch keine 2D-Ahnlichkeit (Tanimoto < 0.2) zu-
einander aufweisen, geht mit einer Reduktion der Zahl betrachteter Wassermolekiile
auf ein Drittel und der Zahl der Strukturvergleiche auf ein Viertel des ST D-Wertes
einher und senkt die Konservierungswahrscheinlichkeit um 12 Prozentpunkte (Tab.
4.17). Dies belegt den Einfluf} eines individuellen Liganden auf die Positionen der
Wassermolekiile, die seine Bindung zum Protein vermitteln. Die fiir T'animoto < 0.2
gefundenen Konservierungshéufigkeiten entsprechen in allen drei Tabellen nahezu
exakt den Werten, die beim analogen Vergleich der Komplexe mit ihren sequenz-
homologen ligand-freien Strukturen gefunden werden (vgl. Tab. 4.3 - 4.5). Sofern
also fiir ein Zielprotein keine Réntgenstruktur des nicht komplexierten Proteins vor-
liegt, statt dessen aber eine beliebige Komplexstruktur verfiigbar ist, kénnen die
dort beobachteten Wasserpositionen ebenso gut als Referenz herangezogen werden.
Man kann aus ihnen nicht besser, aber auch nicht schlechter abschitzen, wo sich
Wassermolekiile an der Bindung eines neuen Liganden beteiligen kénnten.
Indessen belegen die hier aufgefithrten Daten, dal nicht nur das Protein, dessen

Abbildung 4.14: Abhangigkeit des Konservierungsgrades von Wassermolekiilen in sequenz-
homologen Komplexen eines Proteins von strukturellen Unterschieden bzw. unterschied-
lichen Groflen der gebundenen Liganden. Die Werte sind Tabelle 4.18 entnommen.

Einflu} in Kap. 4.3.2 durch die herangezogenen Deskriptoren beschrieben wurde,
sondern auch der individuelle Ligand iiber Wasserpositionen im Bindungsepitop mit-
bestimmt. Prinzipiell kann dieser Einflufl auf unterschiedliche Effekte zuriickgehen.
Im einfachsten Fall kénnen Unterschiede in der Solvatationsstruktur zweier Ligan-
denbindetaschen dadurch erklirt werden, dafl die Liganden sich in ihrer GroBe stark
unterscheiden. Moglicherweise dringt nur einer der beiden in bestimmte Bereiche
der Bindetasche vor, wihrend der andere dort befindliche Wassermolekiile gar nicht
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verdringen kann. Wann immer der Ligand aus der iiberlagerten Struktur sich in
Bereiche ausdehnt, die vom Referenzliganden nicht besetzt werden, ist zu erwar-
ten, da} die Konservierung der Wassermolekiile aus dem Referenzkomplex abfillt.
Umgekehrt sollte sie steigen, wenn der Referenzligand sich weit iiber das gemeinsa-
me Uberlappungsvolumen hinaus erstreckt. Daher sollte eine GréBenabhingigkeit
zu einer Korrelation des Konservierungsgrads von Wassermolekiilen in einer Refe-
renzstruktur mit der Differenz der Volumina der betrachteten Liganden Vg — V;.ef
fithren?. Wie aus den Tabellen 4.17 bis 4.18 zu erkennen ist, wird ein solcher Effekt
- wenngleich schwach - auch beobachtet. Fordert man, dafl der Vergleichsligand um
einen Mindestbetrag grofer ist als der Referenzligand, so sinkt der Konservierungs-
grad leicht. Umgekehrt steigt er auch leicht an, wenn man nur Vergleichsliganden
zuldBt, die ein kleineres Volumen als der Referenzligand besetzen. Je nachdem, ob
der Referenzligand (Vg1 — Ve < 0)27 oder der Vergleichsligand (Vogt = Vieg > 0)28
grofer ist, tritt ein Unterschied von etwa zwei Prozentpunkten auf (Tab. 4.17, 4.18).
Zwar kann ein Vergleich mit dem Einflufl des Tanimoto-Koeffizienten nur mittel-
bar gezogen werden, doch 148t sich vergleichen, wie stark sich der Konservierungs-
grad dndert, wenn man durch unterschiedliche Filterkriterien eine gleich starke Ein-
schrankung des Datensatzes bewirkt. In erster Ndherung verzeichnet man dabei
vergleichbar starke Verdnderungen der Statistik. Tatséichlich bietet sich in Tabelle
4.18 ein besonders geeignetes Wertepaar zum Vergleich an. Sowohl die Beschrinkung
auf Vergleiche mit T'animoto < 0.2 als auch der Filter Vg — Vi.ey > 250V E sen-
ken den Konservierungsgrad von 60.8% auf 48.0% bzw. 47.9%. Diese Verdnderung
geht jedoch im ersten Fall einher mit einer Beschrinkung des Datensatzes auf 38%
der Wassermolekiile und 24% der urspriinglichen Strukturvergleiche, wihrend im
zweiten Fall eine quantitativ gleich starke Senkung erst bei Einschrinkung auf 29%
der Wassermolekiile und 20% der Strukturvergleiche erreicht wird. Insofern ist der
EinfluBl des Tanimoto-Koeffizienten noch etwas markanter, mit anderen Worten: es
muB auch ein grofenunabhingiger Effekt vorliegen.

Ein anderer Ansatz, solche Effekte zu erkliren, bezieht die lokale chemische Struktur
des Liganden in Kontakt mit dem betrachteten Wassermolekiil mit ein. So ist es
moglich, dafl bestimmte funktionelle Gruppen der Liganden die Bindung eines Was-
sermolekiils begiinstigen, wihrend die Plazierung anderer funktioneller Gruppen in
die gleiche Subtasche eine Verdringung nahezu fordert. Eine solche Vermutung 148t
sich zum Beispiel belegen an den Trypsinstrukturen, fiir die das Wassermolekiil 6

26Tn diesen Differenzvolumina ist allerdings nicht beriicksichtigt, wie nah die Schwerpunkte beider
Liganden réumlich zusammen liegen. Die Konservierung von Wassermolekiilen wird aber stérker
zuriickgedriingt, wenn der Vergleichsligand den Referenzliganden nach der Uberlagerung zentral
iberdeckt als wenn er ihn um den gleichen Betrag nur zu einer Seite hin {iberragt.

2Tp < 7% fiir Tab. 4.17 - 4.19 bezogen auf jeweiligen STD-Filter
28p < 3% fiir Tab. 4.17 - 4.19 bezogen auf jeweiligen STD-Filter
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(1f0u) am Boden der S1-Tasche hoch konserviert scheint. Diese Konservierung kor-
reliert jedoch mit der Anwesenheit von Amidingruppen oder &hnlichen basischen
Ankern, die an Aspl89 binden (in 1fOu eine Benzamidingruppe). Da diese Salz-
briicke einen hohen Beitrag zur Affinitit gewéhrleistet, wurden viele Trypsinligan-
den mit einem solchen Grundgeriist entworfen, wodurch das Wassermolekiil stets
konserviert scheint. Zwar stellen Amidoxime (auch Oxamidine genannt) und Ami-
drazone aus chemischer Sicht denkbare Modifikationen an diesem Grundgeriist dar,
welche die Wechselwirkung mit Aspl89 beibehalten und gleichzeitig das Wasser-
molekiil verdréingen kénnten. Doch zeigen beide Substanzklassen am Primértarget
eine niedrigere Affinitét als die analogen Benzamidinverbindungen, und Amidoxime
spielen lediglich als Prodrugs eine Rolle??. Betrachtet man nun aber die Struktur
1ql7, deren Uberlagerung mit 1f0u einen Volumeniiberlapp der beiden Liganden von
86% bzw. 87% ergibt, so ersetzt die Chlornaphtylgruppe in der S1-Tasche dieses
Wassermolekiil, da der Ligand von dem etablierten (und bewihrten) Muster eines
basischen Ankers abweicht und einen véllig anderen Bindungsmodus aufweist.
Solche Beispiele zeigen, dafi (auch wenn das vom Liganden zu besetzende Volumen
wohl definiert ist) das Spektrum mdoglicher Bindungsmoden fiir unterschiedliche Li-
ganden in einer Proteinbindetasche Vorhersagen zur Konservierung eines Wassermo-
lekiils erheblich erschwert. Auch giinstige Wechselwirkungen zwischen Ligandenfrag-
menten und einzelnen Proteingruppen, welche die Beteiligung eines Wassermolekiils
implizieren, kénnen aufgegeben werden, wenn andere Wechselwirkungen fiir eine
insgesamt hohe Affinitét der Liganden sorgen. Dies kann sogar sinnvoll sein, wenn
sich dadurch der Weg in eine neue Liganden-Strukturklasse (z.B. mit verbessertem
ADMET-Profil) eroffnet. Die Konservierung als Zahlenwert, wie sie sich aus einer
Datenbank-Statistik ableitet, kann fiir ein einzelnes Wassermolekiil praktisch nicht
vorhergesagt werden, da jede Serie bekannter Inhibitoren fiir ein Protein zunichst
nur widerspiegelt, was beim gegenwirtigen Stand der Forschung experimentell gete-
stet und charakterisiert wurde. Um auch eine Aussage dariiber machen zu konnen,
was moglich oder (energetisch) giinstig ist, mufl diese Serie nicht nur hinreichend
grof}, sondern auch hinreichend divers sein. Das Arsenal funktioneller Gruppen, das
dem Chemiker zur Verfiigung steht, ist jedoch in jedem Fall so grof}, daf} er es weder
systematisch noch vollstindig absuchen kann!

Die Problematik der Verallgemeinerung von Aussagen, die aus Statistiken in be-
grenzten Datensitzen abgeleitet werden, soll an einem weiteren Beispiel belegt wer-
den. Ein Wassermolekiil, das allein aufgrund seiner hohen Konservierung in vielen
bekannten Komplexstrukturen in der Literatur als strukturelles Wasser (Lam et al.,
1994) bzw. Teil der Proteinstruktur bezeichnet wurde, ist das Wassermolekiil 1 in der

2Dje Situation verschiebt sich jedoch, wenn man Thrombin betrachtet, da hier die Amidrazone
potente Inhibitoren darstellen.
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Bindetasche der HIV-Protease (pdblhiv), das die Bindung peptidischer Liganden an
die Stickstoffatome von Ile50 in der A- und der B-Kette vermittelt. Seitdem die aus
dem strukturbasierten Design entstandenen Inhibitoren mit einem Harnstoffgeriist,
in welchem der Carbonylsauerstoff dieses Wasser verdringt, hohe Affinitéiten zeigten,
scheint die Suche nach Inhibitoren mit peptidartigem Grundgeriist deutlich unat-
traktiver geworden zu sein. Gleichzeitig werden sehr viele Strukturen mit Inhibitoren
der neuen Generation gelost. Dies hat dazu gefiithrt, dal der Konservierungsgrad
dieses Wassermolekiils, ermittelt durch den Vergleich mit allen jeweils bekannten
HIV-Protease-Strukturen, iiber die Jahre hinweg eine interessante Entwicklung er-
fahren hat. Lag er anfangs mit 100% so hoch, daf§ dies vorschnell als Zeichen der
festen Bindung an das Protein interpretiert wurde, so fillt der Konservierungsgrad
dieses Wassermolekiils immer weiter und betrigt derzeit 65%.

Dieses Beispiel zeigt, daBl der Konservierungsgrad eines bestimmten Wassermo-
lekiil zunichst wenig aussagt, wenn nicht die zugrundeliegenden Strukturvergleiche
sorgfiltig ausgewihlt und in die Interpretation mit einbezogen werden.3’

Trotzdem ist die Konservierung eines Wassermolekiils auch kein willkiirlich auftre-
tendes Ereignis. Zwar sagen selbst die iiber eine Ligandenserie fiir ein bestimmtes
Protein gemittelten Werte unter Umsténden noch wenig aus, doch ist die Hoffnung
begiindet, daf} sich iiber mehrere, méglichst diverse Serien fiir unterschiedliche Pro-
teine hinweg die Effekte, welche die Daten verrauschen, gegenseitig aufheben und
die Mittelung wieder Trends erkennen 148t, die im Drug Design ausgenutzt werden
kénnen. Schon die gezeigte Korrelation des Konservierungsgrades eines Wassermo-
lekiils im Vergleich zur unkomplexierten Struktur mit dem Energiescore legt dies
nahe. Ein Algorithmus, der diesen Ansatz weiter verfolgt, wird im folgenden Kapi-
tel beschrieben.

4.4 Anhang: Ergebnistabellen

30 Aus eben diesem Grund habe ich auch darauf verzichtet, fiir jedes Wassermolekiil in der Daten-
bank einen Konservierungsgrad als Deskriptor zu definieren und vorzuberechnen. Dies wiirde
suggerieren, dafl diese Groflen pauschal als Datenfilter 0.4. eingesetzt werden kdnnen. Die ge-
genwirtige Implementation erlaubt dem Benutzer sehr wohl, diese Groflen abzuleiten, zwingt
ihn aber, den Datensatz selbst zusammenzustellen und visualisiert auch automatisch die erhal-
tene Uberlagerung, wodurch eine Uberrepriisentation z.B. bestimmter Ligandenfragmente dem
wachsamen Auge auffallen miifite.
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