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Summary

Summary

Classification of enzymes is performed by comm#teé the International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) and the International bimiof Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB). The assignment of EC-numbers is a comgdexcedure, which can not be performed by
single individuals. False assignments and enzymvbgh were grouped for historical reasons or
physiological aspects, lead to steadily updatab@enzyme list. New enzymes are added and false
classified enzymes are transferred or deleted cetelgl This extensive procedure was the
motivation for the present work to investigate arnomated system for the characterization of
enzymatic reactions. The Dugundji-Ugi-model dessileactions by mathematical operators named
transition or reaction matrices (R-matrices). Rnas represent electron shift patterns occurring
during reactions and allow an objective view on tiaction core. Nevertheless the model has not
been used excessively within the last years, bedcaisdifficult to handle without an assignmefit o
the educt atoms to the product atoms. For thisore&matrices have been generated manually in
the past.

In the present work a program has been developkeidhvealculates R-matrices automatically only
on the basis of the educt and product molecules. &fbm mapping problem is tackled by a MCS
algorithm (Maximal Gmmon_S$ibgraph), which determines maximal common substrastof two
input molecules. This newly developed algorithna ifexible approach, which is able to reproduce
complex changes of the structure and allows thepeoison of large metabolites as well. The MCS
algorithm is used to compare each educt moleculeatd product molecule. In the next step the
maximal common substructures of the different camspas are combined and assessed by a
ranking system, which calculates all possible atdom mappings. Due to the complexity of
various biochemical reactions, it was necessapxtend the system. Procedures were integrated to
find local symmetries, aromatic rings and cofact@mall molecules and remaining structures are
considered by further MCS methods. This systemsh&pavoid false assignments and to improve
the run time.

On the basis of a complete atom mapping it is coatpely simple to calculate the reaction matrix.
More complex is the identification of identical Ratrices. The comparison of R-matrices is
circumstantial according to the n! possible permoms. Due to the complex structure of
biochemical electron shift patterns it was necgstadevelop a new canonization algorithm, which
constructs a representative R-matrix for each i@acEinally the canonical matrices are converted
to R-strings. R-strings can be easily compared @lmv a new grouping of enzymatic reactions

according to their electron shift patterns.



Summary

The R-matrix calculator is tested for a set of 320@ymatic reactions, which covers 228 of 229
subsubclasses. A main objective of the analysisth@somparison of the Dugundji-Ugi-Model and
the EC-classification system. The subsubclassetheofEC-classification system were used as a
reference point. First the R-matrix identity withihe subsubclasses was examined. In the most
cases the R-matrices within a subsubclass are hemeogs. Nevertheless the system also reveals
subsubclasses with inconsistent electron shifepadt

In another examination R-matrices of different sudusasses were compared and grouped. For this
purpose for each subsubclass the R-matrix withhitjeest occurrence was investigated and used for
R-matrix comparisons. 121 subsubclasses have ajueiiR-matrix. This means enzymes of these
subsubclasses can be recognized by the corresgpRdmatrix with high probability. On the other
hand 107 subsubclasses do not have an unique RenTdtey form 26 groups, whereas each group
share an identical R-matrix. The R-matrices ofltrgest groups show basic electron shift patterns.
Although these subsubclasses have identical R-ceairithey sometimes belong to different main
classes within the EC-classification system. Obsipuhe electron shift patterns differ in many
aspects from the EC-classification system.

The results demonstrate the properties of the Ddjglugi-model as a rational system, which is not
constricted by prejudices of our experience anohallan objective view on biochemical reactions.

It could be used to support the EC-classificatigsteam, especially as it also considers the chemical
properties of the overall reaction. On the basithf model subsubclasses can be identified, which

can be partitioned into smaller groups or can beepbto new groups of identical reaction cores.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Einteilung enzymatischer Reaktionen erfolgt &asis des EC-Klassifikationssystems. Die
Einordnung neuer Enzyme ist hochkomplex und erfbrdiie Absprache von verschiedenen
Enzymkommissionen der Organisationen IUPAC und IUBNDieses zeitaufwendige Verfahren
war die Motivation fur die vorliegende Arbeit, eantomatisiertes System flr die Charakterisierung
enzymatischer Reaktionen zu entwickeln, das auf damgundiji-Ugi-Modell basiert. Hierbei
werden Reaktionen durch mathematische Operatorschbeben, die als Reaktionsmatrizen (R-
Matrizen) bezeichnet werden und das Elektronenfieamsister einer Reaktion kodieren. R-
Matrizen enthalten die Information, welche Bindumggspalten werden oder entstehen und welche
Atome an der Reaktion beteiligt sind. Das Errechden R-Matrizen erfordert allerdings eine
Atomzuordnung der Eduktatome auf die Produktatorbéese Zuordnung wurde in der
Vergangenheit immer mit hohem manuellem Aufwantkedts

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Programm entwWicldas die R-Matrizen nur anhand der
Edukt- und Produktmolekiile errechnet und ohne ménuénterstitzung auskommt. Kern des
Verfahrens ist ein MCS-Algorithmus__@timal Gmmon _Sibgraph), der die maximalen
gemeinsamen Substrukturen von 2 Molekilen errectidieser neu entwickelte Algorithmus ist
sehr flexibel und kann daher auch komplexe Veramdgan in der Molekulstruktur nachvollziehen.
Er wird dazu verwendet, die Eduktmolekiile mit derodektmolekilen zu vergleichen. Die
maximalen gemeinsamen Substrukturen aus den Melelglieichen werden kombiniert und durch
ein Rankingsystem bewertet, das alle moglichen &tmrdnungen errechnet. Bedingt durch die
Komplexitat vieler biochemischer Reaktionen, war eforderlich, das Verfahren um weitere
Algorithmen zu erweitern, um falsche Zuordnungernvetmeiden und die Laufzeit zu verbessern.
So wurden Verfahren zur Erkennung von lokalen Sytriere aromatischen Ringsystemen und
Kofaktoren integriert und eine weitere Molekllveighsebene eingefuhrt. Mit Hilfe dieses Systems
von verschiedenen Algorithmen wird eine vollstaedigomzuordnung generiert.

Auf Grundlage einer vollstandigen Atomzuordnungd& Berechnung der R-Matrizen schlief3lich
sehr einfach. Ein weiteres Problem stellte alleggider Vergleich der R-Matrizen dar, weil von
jeder R-Matrix n! mégliche Permutationen erzeugtdee konnen. Der Vergleich erfolgt mit Hilfe
eines neuen Kanonisierungsalgorithmus, der au¥id&rahl von Permutationen eine reprasentative
R-Matrix selektiert. Die Uberfiihrung der R-Matrizém R-Strings vereinfacht schlieBlich den
Vergleich und die Gruppierung von enzymatischen kReaen anhand ihres

Elektronentransfermusters.

\



Zusammenfassung

Auf der Grundlage eines Datensets, das 228 ded@fiSierten Subsubklassen abdeckt, wurden die
R-Matrizen von 3209 enzymatischen Reaktionen auteoraerrechnet. Neben der Analyse der R-
Matrizen selbst, standen bei der Auswertung digdBemgen zwischen dem Dugundji-Ugi-Modell
und dem EC-Klassifikationssystem im Vordergrunds Blezugspunkt wurden die Subsubklassen
des EC-Klassifikationssystems gewahlt, die bersittweit spezifiziert sind, dass hier eine hohe
Ubereinstimmung beider Systeme zu erwarten war.wseoden die Subsubklassen auf ihre
Homogenitat in ihren Elektronentransfermustern rsuteht. Die haufigsten R-Matrizen jeder
Subsubklasse wurden verglichen und Subsubklasgaedentischen R-Matrizen gruppiert.

Die Elektronentransfermuster innerhalb der Subsgsdn erwiesen sich in der Mehrzahl als
homogen. Allerdings wurden auch Subsubklassen naitinger Ubereinstimmung in den
Elektronentransfermustern gefunden, fur die eireeh® Homogenitat erwartet worden wéare. Der R-
Matrixvergleich der verschiedenen Subsubklasseraberglass 121 Subsubklassen bereits ein
spezifisches Elektronentransfermuster besitzen. $0ibsubklassen bilden hingegen Gruppen
verschiedener Grél3e. Einige Gruppen bestehen dasmiklassen von verschiedenen Hauptklassen,
obwohl sie nach ihren Elektronentransfermusterereidentischen Reaktionskern besitzen.

Die Ergebnisse machen die Eigenschaften des DugugdModells deutlich, das sehr rational und
unvoreingenommen die wesentlichsten Eigenschafiteer ®eaktion beschreibt. Ahnlich, wie das
EC-Klassifikationssystem, betrachtet es aber demibchen Eigenschaften der Gesamtreaktion. Es
konnte daher die Enzymklassifikation unterstitzedem es aufzeigt, welche Subsubklassen feiner
untergliedert oder zu grél3eren Gruppen zusammesgjefeerden konnten.

VIl
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Abkurzungsverzeichnis

Enzymklassifikation:

EC Enzyme Commission
IUPAC International Union of Pure and Applied Chstry
IUBMB International Union of Biochemistry and Moldar Biology

NC-lUBMB Nomenclature Committee of the Internatibbmion of Biochemistry and
Molecular Biology

JCBN Joint Commission on Biochemical Nomenclature
Datenbanken:

BRENDA Braunschweiger Enzymdatenbank

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Begriffe aus der Graphenthreorie und dem DugundjHWodell:

MCS Maximum Common Subgraph / Substructure
c-MCS connecteeMaximum Common Subgraph / Substructure
BE-Matrix Bindungs-Elektronen Matrix

R-Matrix Reaktionsmatrix

Metabolite:

H>O Wasser

NH3 Ammoniak

H> elementarer Wasserstoff

H* Proton

CoA Coenzym A

NDP Nukleosid-Diphosphat

NTP Nukleosid-Triphosphat

AMP Adenosin-Monophosphat

ADP Adenosin-Diphosphat

ATP Adenosint-Triphosphat

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FADH, Flavin-Adenin-Dinukleotid (reduziert)

FMN Flavin-Mononukleotid

FMNH, Flavin-Mononukleotid (reduziert)

NAD Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

NADH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduziert)
NADP Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (redargi

VIl



Einleitung

1. Einleitung
1.1 Enzyme und ihre Eigenschaften

Enzyme sind Proteine, die biochemische Reaktiorsalysieren. Sie beschleunigen Reaktionen,
indem sie die Aktivierungsenergie flr eine bestimmrtitemische Veranderung selektiv vermindern.
Die Geschwindigkeit der Reaktionen wird dabei msides um den Faktor eine Million erhoht.
Daher wirden ohne Enzyme selbst die einfachstezhbrischen Reaktionen ohne wahrnehmbaren
Effekt ablaufen (Voegt, 2004).

Enzyme bewirken und kontrollieren die verschiedemsAblaufe und sind der Schlissel zum
Verstandnis der Stoffwechselvorgéange in Organisnigzispielsweise katalysieren Enzyme die
Synthese und den Abbau von Biomolekilen oder b@nirttie Gewinnung und Umwandlung von
Energie (Photosynthese, Glycolyse, Citrat-Zyklusn@ngskette).

Sie sind aber nicht nur Katalysatoren, sondern ireg auch als raffinierte Umwandler von
Bewegung, als Signal-Verarbeiter, oder als Aktiveiobzw. Deaktivatoren und nehmen so Einfluss
auf nahezu alle dynamischen Prozesse der Zelle. Beispiel sind hunderte von Proteinkinasen in
eurkaryontischen Zellen in komplexen Netzwerken 8egnaltbertragung organisiert (Rodbell,
1980, Liet al, 2006). Diese Proteinkinasen vermitteln und veksté Signale aus der Zellumgebung
in die Zelle. Hierdurch beeinflussen sie den Zddlag (Morgan, 2007) und unterstitzen die
Koordinierung der Zellaktivitat. Diese vielfaltigeRunktionen von Enzymen machen deutlich,
warum Enzyme haufig einer komplexen Regulation nlietgen.

Die Wirkung der Enzyme lasst sich allgemein mit deraisprozess beschreiben. Danach bildet das
Enzym mit dem Substrat zunachst einen Enzym-Sulstnaplex, der durch die Reaktion in einen
Enzym-Produkt-Komplex tbergeht. Durch Zerfall demymn-Produkt-Komplexes wird das Produkt
freigesetzt und das Enzym ist fur weitere Umseteangerfigbar (Koshland, 1958).

Im Detail unterscheiden sich die Mechanismen daeryEre sehr. Dennoch lassen sich bei starker
Vereinfachung die enzymatischen Reaktionen auf geeRatalytische Grundstrategien reduzieren.
Eine Strategie beruht auf d&atalyse durch Anndherundpabei werden die Substrate so an das
Enzym gebunden, dass die reaktiven Gruppen derKil@leeine giinstige Orientierung zueinander
einnehmen. Eine gunstige Orientierung und Konfoionat der Molekile kann die
Reaktionsgeschwindigkeit deutlich erhéhen (Eiserseres al, 2002).

Bei derkovalenten Katalysbesitzt das aktive Zentrum des Enzyms eine stambist nukleophile
Gruppe, die temporar kovalent an das Substratmblekdet. Andere Enzyme besitzen Metallionen,
die als elektrophile Katalysatoren wirken oder eoklhile Gruppen erzeugen. Reaktionen dieser

Form werden unter dévletallionenkatalyseusammengefasst. Eine bedeutende Rolle spieltdiach
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Saure-Base-Katalysevo ein Aminosaurerest des Enzyms die FunktioesiProtonendonors oder -
akzeptors Ubernimmt.

Diese Strategien erlauben die Verminderung dervitingsenergie. Unter der Aktivierungsenergie
versteht man die Zusatzenergie, die ein Molekit dliee Grundzustand hinaus besitzen muss, um in
eine bestimmte chemische Reaktion einzutreten. @ibs-Energie fir die Reaktion andert sich
durch den Einsatz der Enzyme jedoch nicht. Vielnveénden Zwischenreaktionen eingegangen, die
eine niedrigere Aktivierungsenergie erfordern. Higch wird das Aufbringen der hohen
Aktivierungsenergie umgangen (Fersht, 1985, Gavdizea et al, 2004)

Enzyme konnen sich sehr in ihrem Aufbau untersareidBesteht ein Enzym aus einer
Polypeptidkette wird es als Monomer bezeichnet. dfoare kénnen eine oder mehrere Reaktionen
katalysieren. Sind Enzyme aus mehreren Polypeftetkeaufgebaut, ist das Enzym édigomer
und die Polypeptidketten werden als Untereinheibezeichnet. Manchmal treten Enzyme als
Multienzymkomplexuf. Dabei sind die Enzyme miteinander assoziiad katalysieren eine Kette
von aufeinander folgenden Reaktionen (SrivastavbBernhard, 1986).

Einige Enzyme, diHoloenzymg bendétigen Kofaktoren fur ihre Funktion. Kofaktorsind keine
Proteine sondern zumeist kleinere organische Mddekdie mit dem eigentlichen Protein
(Apoenzym) assoziiert sind. Ist der Kofaktor kowvdlean das Protein gebunden wird er als
prosthetische Gruppe bezeichnet. Wird der Kofaltier das Substrat in der Reaktion modifiziert,
werden die Kofaktoren auch als Kosubstrate bezeichhlierzu gehéren Energietrager wie
Adenosintriphosphat (ATP) oder Oxidations- bzw. d&dionsmittel wie beispielsweise
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+/NADH).

Die Bedingungen der Umgebung sind haufig ebenéaltscheidend fiir die enzymatische Aktivitat.
Viele Enzyme sind bei einer bestimmten Temperang ainem bestimmten pH-Wert besonders
aktiv. Zum Beispiel zeigen lysosomale Enzyme beeri pH-Wert von 4 ein Optimum in ihrer
Aktivitat, wahrend sie im Zytosol teilweise fasaktiv sind.

Da die enzymatische Aktivitat kennzeichnend furyne ist, erfolgte ihre Einteilung anhand ihrer

beobachtbaren Wirkungs- und Substratspezifitat.

1.2 Klassifikation und Nomenklatur von Enzymen nacnUPAC und IUBMB

Bis zur Mitte des letzten Jahrhunderts gab es keinkeitliche Einteilung oder Benennung von
Enzymen. Neu entdeckte Enzyme erhielten ihre Nadoech die jeweiligen Wissenschatftler, die an
der Endeckung beteiligt waren. Hierdurch konnte EBnzym verschiedene Namen erhalten, wenn
mehrere Gruppen die Entdeckung fir sich in Ansproehmen. Umgekehrt erhielten Enzyme
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verschiedenen Typs einen ahnlichen Namen. Hautgelegn Enzyme Namen wie Diaphorase,
Zwischenferment oder Katalase. Diese Namen gaben kanen Hinweis auf die Natur oder die
Funktion des Enzyms.

Im Jahre 1955 beschloss daher biiternational Union of BiochemistrlUB) eine internationale
Enzymkommission ins Leben zu rufen, die ein eiiiciés Benennungs- und Ordnungssystem fur
Enzyme erarbeiten sollte (Historical Introductid®92). Diese Kommission wurde 1956 unter dem
Namen International Commission on Enzym@aternationale Enzymkommission) gegrundet. In
enger Zusammenarbeit mit der Nomenklaturkommisgi@nlUPAC (nternational Union of Pure
and Applied Chemistjywurden in den folgenden Jahren systematische IRé&geein einheitliches
Ordnungssystem entwickelt. 1961 erfolgte eine evst®ffentlichung der neuen Enzymliste mit 712
Eintragen.

In den folgenden Jahren nahm die Anzahl der nedeekten Enzyme rasch zu, sodass es immer
wieder zu Umstrukturierungen des Enzymkomitees KE®@7 wurde dadlomenclature Committee
of IUB (NC-IUB; heute NC-ITUBMB) gegrundet (Keitat al, 2000). Dieses Komitee arbeitet eng
zusammen mit ddtJPAC-IUBMB Joint Commission on Biochemical Nomataie (JCBN).

Die Enzymliste unterliegt einer standigen Uberdthej. Neue Enzyme werden der Liste
hinzugefiigt, wéahrend andere Eintrdge geléscht daerigiert werden. Heute sind etwa 4000

Enzyme bekannt. Insgesamt wird geschéatzt, dass1eau10000 Enzyme geben kdnnte.

1.2.1 Klassifikation und Nomenklatur von Enzymen ahand der katalysierten Reaktion

Fur die Nomenklatur und Klassifikation wurden var &nzymkommission gemeinsame Richtlinien
erarbeitet, die im Wesentlichen 3 Prinzipien veyéol (Enzyme Nomenclature, 1992).

Nach dem ersten Prinzip erhalten einzelne Enzyméhiem systematischen Enzymnamen die
Endung ,-ase”. Wird eine Reaktion dagegen von nrenr&nzymen katalysiert, die in einem System
organisiert sind, wird die Bezeichnung ,System” ogéomplex“ in den Namen aufgenommen. Ein

Beispiel hierfur ist der Pyruvat-Dehydrogenase-Ktmpder Pyruvat decarboxyliert und Acetyl-

CoA erzeugt. In diesem System sind die Enzyme RyrDehydrogenase, Dihydrolipoamid-

Acetyltransferase und Lipoamiddehydrogenase orgahi®\ndere Beispiele fir Enzymsysteme sind
das Succinat-Oxidase-System, 2-Oxoglutarat-Dehrage-System und das

Fettsauresynthasesystem.

Das zweite Prinzip betrachtet die katalysierte Reakals eigentlichen Kern der Enzymbenennung
und Klassifizierung. Die katalysierte chemische IRiea ist das spezifische Merkmal von Enzymen
und bietet sich daher zur Unterscheidung und Ki&asion an. Auf Basis der formalen
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Reaktionsgleichung werden die Verdnderungen der duktmolekile gegentber den
Eduktmolekiilen abgeleitet. Uber welche Ubergandénde und Zwischenprodukte der
Reaktionsmechanismus verlauft wird nicht berickgithSomit lasst sich das Klassifikationssystem
der Enzyme ebenso als ein Ordnungssystem chemisamdttionen auffassen. Dieses Verfahren
setzt voraus, dass die enzymatische Reaktion &olgy beschrieben ist. Enzyme, flr die nur ein
Teil ihrer Reaktion bekannt ist, kdnnen zunachshinbenannt und klassifiziert werden, bis eine
Gesamtreaktion formuliert werden kann. Neben deentbchen Reaktion wurden weitere
Moglichkeiten der Klassifikation in Betracht gezogewie die chemischen Eigenschaften des
Enzyms. Beispielsweise kdonnte man einen Teil dezyfe anhand ihrer aktiven Zentren oder
prosthetischen Gruppen einteilen. Allerdings simchtnalle aktiven Zentren aufgeklart und nur ein
kleiner Teil der Enzyme besitzt prosthetische GeawmppDennoch werden diese Kriterien in
Ausnahmeféllen zur Klassifikation hinzugezogen, gmdlRere Enzymgruppen mit identischer
Reaktion zu unterscheiden.

Nach dem Schema des dritten Prinzips werden grdBengpen von Enzymen anhand des Typs der
Reaktion eingeordnet. Der Reaktionstyp dient zusammit den Namen der beteiligten Substrate als
Grundlage fur die Enzymbenennung. Auf diese Welkéleder Name der einzelnen Enzyme eine
Beschreibung und Klassifikation der Reaktion. Bigilspveise lasst sich am Namen der Homoserine-
Dehydrogenase ableiten, dass dieses Enzym Homodetigdriert. Aus dem Namen Lysine-
Decarboxylase wird hingegen ersichtlich, dass dieb@xylgruppe des Lysin abgespalten wird und
dieses Enzym zur Gruppe der Decarboxylasen gehort.

In manchen Fallen war es erforderlich, speziellggRezu entwickeln. So kdnnen einzelne Enzyme
auch sehr komplexe Reaktionen katalysieren, dier thehrere Teilschritte unterschiedlichen
Reaktionstyps verlaufen. Dabei kdnnen einige Zwasskhritte spontan ohne Beteiligung des
Enzyms ablaufen, wéhrend andere die Unterstutzwesg Ehzyms als Katalysator bendtigen. In
diesem Fall wird nur die erste Teilreaktion fir dfgassifikation herangezogen, die fur die
nachfolgenden Reaktionen von essentieller Bedeusing

Wichtig fur die Klassifikation und Namensgebung @ich die Frage nach der Richtung der
Reaktionen. Zur Vereinfachung wurde die Reakti@msung flr eine Enzymklasse vereinheitlicht,

auch wenn diese Richtung nicht fiir alle Enzyme gaahesen werden konnte.

1.2.2 Systematische Namen und Trivialnamen

Nach dem Nomenklatursystem der ersten Enzymkomomssihalten Enzyme einen systematischen

Namen und einen Trivialnamen.
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Bei den Trivialnamen handelt es sich haufig umréltéamen, die immer noch weit verbreitet sind.
Aus historischen Grinden wird in einigen Féllen tesdiin der Trivialname verwendet und auf
systematische Namen verzichtet, wie bei Trypsinr ddeymotrypsin. Obwohl Trivialnamen in
einigen Fallen nicht erkennen lassen, dass edsidtlieser Substanz um ein Enzym handelt, sind sie
in der Regel kiirzer und einfacher anzuwenden a&ssgstematischen Namen. Aus diesem Grund
werden sie auch von der Enzymkommission weiter gadet und folgen in der Beschreibung
unmittelbar auf die Klassifikationsnummern.

Die systematischen Namen werden nach definiertejelReaus dem Reaktionstyp und den Namen
der beteiligten Substrate gebildet. Beispielsweiggde flir das Enzym mit dem Trivialnamen
Alkohol-Dehydrogenasder systematische Namdkohol:NAD+ Oxidoreductasgewahlt, da es ein
Alkoholmolekil unter Reduktion von NAD+ zu einemdé&hydmolekil umwandeln kann. Durch
diese Formulierung des systematischen Namens wied katalysierte Reaktion spezifisch
beschrieben, sodass der systematische Name in dgel Roereits eine Identifizierung und
Klassifikation des entsprechenden Enzyms erlaubbmiS ist der systematische Name
vergleichsweise selbsterklarend und kann nachrbeggn Regeln durch die jeweiligen Entdecker
eines Enzyms selbst geformt werden. Der systenhati®éame bildet hdufig bei neu entdeckten
Enzymen auch die Grundlage fur den Trivialnamernbddavird der systematische Name auf die

wesentlichen Bestandteile verkurzt.

1.2.3 Klassifikationsschema nach IUPAC und IUBMB

Von der ersten Enzymkommission wurde ein numersdfiassifikationssystem ausgearbeitet, das
auf den sogenannten EC-(enghzZgme_(mmission) Nummern aufbaut. Formal setzt sich &@Ge
Nummer aus dem Prafix EC-und vier Zahlen zusammiendurch Punkte getrennt sind. Die erste
Nummer zeigt, welcher Hauptklasse das entsprech&mdgm angehort. Die Hauptklassen sind
gegliedert in Subklassen, die wiederum sind in Sbkiassen unterteilt sind. Dieser Gliederung
folgend reprasentiert die zweite Nummer die Sulddasvahrend die dritte Nummer fur die
Subsubklasse steht. Die vierte und letzte Nummereiilse Seriennummer des entsprechenden
Enzyms innerhalb der Subsubklasse. Auf diese Weigd die Klassifikation innerhalb des
Nummerncodes immer spezifischer. Beispielsweisealysiert die Glutamat-Dehydrogenase
(systematischer Name: ,L-glutamate:NAD+ oxidoredset) die Oxidation von Glutamat zu 2-

Oxoglutarat unter der Beteiligung von® und Abspaltung von Ammoniak.

L-glutamate + HO + NAD+ — 2-oxoglutarate + NH3 + NADH + H+
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Die EC-Nummer dieses Enzyms ist EC-1.4.1.2 undnrmgnit der Zahl Eins, da das Enzym der
Enzymhauptklasse der Oxidoreduktasen angehort.nBaehfolgenden Zahlen des Nummerncodes

werden in Abbildung 1 erlautert.

EC 1.4.1.2

Hauptklasse: Oxidoreduktasen J

Subklasse: Eine CH-NH2 Gruppe dient als Donor

Subsubklasse: NAD+ oder NADP+ dient als Akzeptor +———

Seriennummer des Enzyms «

Abbildung 1 : Bedeutung des EC-Nummerncodes furtsheym Glutamat-Dehydrogenase.

Neben der Hauptklasse der Oxidoreduktasen existi€reweitere Enzymhauptklassen. Einen
Uberblick tiber die Hauptklassen gibt Tabelle 1.Himzelnen unterscheiden sich die 6 Hauptklassen

durch folgende Merkmale:

1. Oxidoreduktasen
Die Enzyme dieser Hauptklasse katalysieren Redudtioxidations-Reaktionen (Redoxreaktionen).
Bei diesem Reaktionstyp werden Elektronen von eif@aktionspartner auf ein anderes Molekiil
oder Atom Ubertragen. Diese ElektronenibertragiRegktionen lassen sich allgemein wie folgt
beschreiben:

A+B—-A+B
Der Vorgang der Elektronenabgabe wird als Oxidationd das zugehorige Molekdl als
Elektronendonator bezeichnet. Die Reduktion bedahrehingegen den Prozess der
Elektronenaufnahme durch ein Akzeptormolekil. Dgstematische Name enthélt die Namen der
Donator- und Akzeptormolekile und basiert auf desheha Donor:Akzeptor Oxidoreduktase. Der
Trivialname endet in der Regel auf DehydrogenasduRtase oder Oxidase.
Von einigen Ausnahmen abgesehen hangt die zwestie $Ster EC-Nummer (Subklasse) davon ab,
welche Molekilstrukturen Elektronen abgeben und iscafs Elektronendonatoren fungieren.
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Beispielsweise dient bei der ersten Subklasse Aik@holgruppe als Elektronendonor, wahrend bei
der zweiten Subklasse Aldehyd- oder Oxogruppentiiakn abgeben.

Die dritte Stelle der EC-Nummer und somit die Subdasse hangt in der Regel von dem
Elektronenakzeptormolekil ab. Die Subsubklassesitiniy hangt entsprechend davon ab, ob

NAD(P)+, Cytochrom, molekularer Sauerstoff oderenedverbindungen Elektronen aufnehmen.

2. Transferasen
Transferasen  katalysieren die Ubertragung einerleklitstruktur von einem sogenannten
Donatormolekil zu einem anderen Akzeptormolekie Bystematischen Namen werden nach dem
Schema gebildet Donator:Akzeptor Gruppentransferdgsde Transferase-Reaktionen lassen sich
allgemein wie folgt formulieren:

A-C+B—-A+B-C
Hierbei wird die MolekullstrukturC von dem Donatormolekil auf das Akzeptormolel&il
Ubertragen. Der Donator ist oft haufig ein Koenzydre Subklasseneinteilung orientiert sich an der
Gruppe, die Ubertragen wird. So werden beispielssvbei allen Reaktionen der Subklasse EC-2.1
einzelne Kohlenstoffeinheiten auf andere Molekidangferiert, wahrend bei Reaktionen der
Subklasse EC-2.2 Aldehyd- oder Ketogruppen ubeztragerden. Die Ubertragenden Gruppen
werden fur die Subsubklasseneinteilung feiner giieetert und charakterisiert.

3. Hydrolasen
Das gemeinsame Merkmal der Hydrolasen ist die Gpgleiner Bindung unter Beteiligung eines
Wassermolekuls. Allgemein lasst sich die Reaktit@elgung wie folgt formulieren:

A-B + H,O — A-H + B-OH
Die Vertreter dieser Hauptklasse spalten Ether- Hsterbindungen, sowie glykosidische oder
Peptidbindungen und eine Reihe weiterer Bindundar. systematische Name endet immer mit
.Hydrolase", wahrend sich der Trivialname in vieleallen aus dem Substratnamen und dem Suffix
—ase zusammensetzt. Die Subklassen werden anhagdspaltenen Bindungen eingeteilt, wahrend

die dritte Stelle der EC-Nummer von den Eigensemaftes Substrats abhangt.

4. Lyasen

Lyasen ist ein Sammelbegriff fur alle Enzyme, dieoldkille ohne die Beteiligung von

Wassermolekilen spalten. Haufig entstehen bei kgakgéonen Doppelbindungen oder
Ringstrukturen. Unter diese Hauptklasse fallen adiehSynthasen, die ohne Verbrauch von ATP
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komplexe Molekulstrukturen aus einfachen Subsinawgten herstellen. In diesem Fall bezieht sich
die Bezeichnung ,Lyase" auf die Umkehrreaktion.

Die Subklasseneinteilung beruht auf dem Bindungstigy gespalten wird. Bei Subklasse EC-4.1
werden beispielsweise C-C-Bindungen gespalten.Raiaktionen von Subklasse EC-4.2 basieren
auf Spaltung einer C-O Bindung. Daneben gibt es Bgitene Subklassen. Bei der

Subsubklasseneinteilung wird der Molekdlteil, degespalten wird, charakterisiert.

5. Isomerasen

Enzyme dieser Hauptklasse katalysieren geometrisgbestrukturelle Anderungen von Molekiilen,
ohne dass sich dabei die Anzahl der Atome oderEtBenentzusammensetzung des betreffenden
Molekuls &andert. Unter Isomeren versteht man Mdkkiit gleicher Summenformel, aber
unterschiedlicher Strukturformel.

Die verschiedenen Formen der Isomerie spiegeln sicder Subklasseneinteilung wieder. Die
Subklasse EC-5.1 enthalt Racemasen, die eine Viemdmgl in der Stereo-Isomerie katalysieren.
Dabei wird das Wasserstoffatom am chiralen Koht#fesiom eines Moleklls umgelagert, wodurch
sich die optische Aktivitat verandert (Optischentguie). Die VerknUpfungen innerhalb des Edukt-
und Produktmolekiles &ndern sich nicht. Beide Milekverhalten sich aber wie Bild und
Spiegelbild (Spiegelbild-lIsomerie) und sind durafelung nicht ineinander Uberfuhrbar.

Subklasse EC-5.2 enthélt cis-trans Isomerasenheeale relative Stellung von zwei Substituenten
innerhalb eines Molekils verédndern. In die Sublda$sC-5.3 fallen die intramolekularen
Oxidoreduktasen, die Elektronentransferreaktionenerhalb eines Molekils katalysieren. Die
Subklasse der intramolekularen Transferasen (EL\e#dschiebt funktionelle Gruppen innerhalb
eines Molekuls an einen anderen Bindungsort (Mafagzhliel3lich gibt es noch die Subklassen der
intramolekularen Lyasen und eine Reihe weiteremm@asen.

Die Subsubklasseneinteilung erfolgt auf Basis ddrs8ateigenschaften.

6. Ligasen
Ligasen verknupfen Molekile unter Verbrauch von rgis#quivalenten. In den meisten Fallen
werden  Nukleosidtriphosphate (NTP) verbraucht, wolku sich folgende allgemeine

Reaktionsgleichungen formulieren lassen:

Molekul 1+ Molekil 2+ NTP — Molekul 1-Molekil 2+ NDP + P
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Manchmal wird Nukleosidtriphosphat auch zu Nukldosonophosphat und Pyrophosphat
umgesetzt. In anderen Reaktionen dient NAD als Kgpen Der systematische Name setzt sich aus
den beiden Molekilen zusammen, die verbunden werdém Kombination mit dem Suffix
.Ligase“. Fruher wurde haufig fur die Vidlnamen der Suffix ,Synthetase” verwendbés,
diese Endung durch das Nomenklatur Komitee abgéscivarde. Die Trivialnamen der 6.

Hauptklasse enden nun haufig auf ,Ligase®, ,Synthasler ,Carboxylase”.

Hauptklasse | Klassenname Funktion Vertreter
EC-l.a.b.c Oxidoreduktasen Katalyse von Reduktions-Monooxigenasen
Oxidations-Reaktionen Dioxygenasen
Oxidasen
Dehydrogenasen
Hydrogenasen
Hydroxylasen
EC-2.a.b.c Transferasen Ubertragung von Phosphotransferaser
Molekulstrukturen (enthalten Kinasen)
Methyltransferasen
Ethyltransferasen

Aminotransferasen
Polymerasen
EC-3.a.b.c Hydrolasen Hydrolytische Spaltung PieBaa
Peptidasen
Nukleasen
Phosphatasen
Glykosidasen
Esterasen
EC-4.a.b.c Lyasen Katalyse einer Decarboxylasen
Molekulspaltung Aldolasen
Dehydratasen
Synthasen
EC-5.a.b.c Isomerasen Katalyse geometrischer p&Racemasen
struktureller Veranderungen Epimerasen
innerhalb eines Molekils | Tautomerasen
Mutasen
Cycloisomerasen
Topoisomerasen

EC-6.a.b.c Ligasen Verknlpfen Molekile unteiSynthasen
Verbrauch von NTP Carboxylasen
Cyclasen

Tabelle 1: Uberblick tiber die Funktionen und Veter der 6 Enzymhauptklassen.
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Die zweite Stelle der EC-Nummer und somit die Sasg&tneinteilung hangt von den Bindungen ab,
die in der Reaktion gebildet werden. Bei den Realen der Subklasse EC-6.1 werden C-O-
Bindungen geformt, wahrend bei den nachfolgendebkl@ssen C-S, C-N, C-C oder andere
Bindungen gebildet werden. Fast alle Subklasserergliedern sich in nur eine weitere

Subsubklasse, abgesehen von Subklasse EC-6.3, @GieéBindungen gebildet werden.

1.2.4 Nachteile des EC-Klassifikationssystems

Haufig genannte Kritikpunkte des EC-Klassifikatisystems sind, dass es nicht die evolutiondren
Beziehungen oder die dreidimensionale Struktur Eeryme bertcksichtigt. Eine Analyse der
verwandtschaftlichen Beziehungen wirde zu eineemard Einteilung der Enzyme fiihren, ebenso
wie eine Gliederung nach Proteindoménen.

Die internationale Enzymkommission stellte hingegen katalysierte Reaktion der Enzyme in den
Vordergrund. Die katalysierte chemische Reaktiolaudt eine Darstellung der Wirkungs- und
Substratspezifitat, und damit eine Beschreibung spmzifischen Merkmale von Enzymen. Aus
diesem Grund erwies sich das EC-Klassifikationgsgsbisher als eine rationale Grundlage zur
Enzymbenennung und Klassifizierung.

Dennoch ist die Zuordnung von neuen EC-Nummern hachplex und wird nicht von einzelnen
Wissenschaftlern vorgenommen. Zustandig fur die tiBesung der EC-Nummer sind die
Kommissionen der IUPAC und IUBMB. Zum einen gibtdie gemeinsamdoint Commission on
Biochemical Nomenclatur@d CBN), die beiden Organisationen zuzuordnereigt) anderen gibt es
das Nomenclature Committee of IUBM@NC-IUBMB). Die Vergabe einer neuen EC-Nummer
erfordert die Absprache und das Einverstandnibdggiligten Kommissionen.

Ein anderes Problem neben der Komplexitat sind diuanrgen von Enzymen, die aus historischen
Grunden oder physiologischen Aspekten gruppieridenr Daher unterliegt die Liste klassifizierter
Enzyme einer standigen Uberarbeitung durch die Bkeynmissionen (WEBB EC, 1990). Neue
Enzyme werden der Liste hinzugefligt und falsch difaserte Enzyme werden transferiert oder
vollstandig gel6scht.

Aus diesem Grund ware ein System hilfreich, weldheder Lage ist, Reaktionen automatisch nach
ahnlichen Kriterien zu bewerten, wie das EC-Systéfrerdurch konnte die EC-Klassifikation

unterstitzt und vereinfacht werden.
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1.3 Dugundiji-Ugi-Modell

Das so genannte Dugundji-Ugi-Modell (Dugundji un@i,u1973) erlaubt eine Kodierung von
chemischen oder enzymatischen Reaktionen. Ahnliehdas EC-Klassifikationssystem betrachtet
dieses Modell die Gesamtreaktion und dessen cheeEigenschaften. Die Reaktionen werden mit
Hilfe mathematischer Operatoren beschrieben, di&kabktionsmatrizen bezeichnet werden und das
Elektronentransfermuster von Reaktionen repragentieUrspringlich wurde das Dugundiji-Ugi-
Modell fur die Beschreibung chemischer Reaktionawiekelt.

In diesem Modell werden Molekile mit Hilfe so genster Bindungselektronenmatrizen (BE-
Matrizen) dargestellt. BE-Matrizen sind zweidimemgle Matrizen, die auch als
Konnektivitatsmatrizen bezeichnet werden, da sidséhluss dariber geben, wie die Atome
innerhalb eines Molekils miteinander verbunden.sind

Abbildung 2 zeigt die BE-Matrix von DimetyletherieDAtome des Molekils sind entlang der Zeilen
und Spalten aufgetragen, wobei jede Zeile und &mait gleichem Index ein bestimmtes Atom des
Molekils reprasentiert. Die Werte innerhalb der mitageben das Bindungsverhéltnis wieder. So
bedeutet ein Matrixeintrag von Eins, dass die eatdsgenden Atome Uber eine Einfachbindung
miteinander verbunden sind. Ein Matrixeintrag vower steht fir eine Doppelbindung und ein
Eintrag von Drei fur eine Dreifachbindung. Die Weentlang der Hauptdiagonalen korrespondieren
mit den freien Valenzelektronen. BeispielsweisedstHauptdiagonaleneintrag des Sauerstoffatoms
O3 einen Wert von 4, da Sauerstoffatome in der Regeie Valenzelektronen besitzen.

Der Index der Atome entlang der Zeilen und Spak@mn verdndert werden, solange ein Atom die
gleiche Zeilen- und Spaltenposition einnimmt. Voimee BE-Matrix existieren daher n!
Permutationen, wobei n die Matrixdimension angiBE-Matrizen sind symmetrisch, kénnen
mehrere Molekile kodieren und erlauben die Anwegdwmn Regeln der allgemeinen Algebra. Zur
Darstellung von Reaktionen werden die Edukt- unodBktmolekile mit Hilfe von BE-Matrizen
kodiert. Die Reaktionen wurden durch die fundamer@&eichung 1 ausgedriickt:

B + R = E (1)

BE-Matrix B repréasentiert die Eduktmolekile und dvirEduktmatrix bezeichnet. Die
Produktmolekile werden durch die Produktmatrix Ek@igert. Matrix R ist die Reaktionsmatrix
(R-Matrix), die als Transformationsoperator die Kdoatrix in die Produktmatrix dberfuhrt.

Reaktionsmatrizen geben Aufschluss dariber, wdboh@ungen entstehen oder gespalten werden.

11
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Hs H4 Cl1 H2 O3 H4 H5 C6 H7 H8 H9
I I
Hg_ c|:6_ 03_?1_ H2 C1 1 1 1 1
H2 1
H, Hs
. o3| 1 4 1
Dimethylether
H4 1
H5 1
Cé6 1 1 1 1
H7 1
. H8 1
BE-Matrix von
Dimethylether H9 1

Abbildung 2: Struktur und BE-Matrix von Dimethyhedr.

Positive Eintrage stehen fur Bindungen, die gebiderden, wohingegen negative Werte Bindungen
reprasentieren, die gespalten werden. Ein Realktesisiel mit den zughorigen BE-Matrizen und der
R-Matrix zeigt Abbildung 3.

Es ist ebenso mdglich, enzymatische ReaktionerHiti¢ des Dugundji-Ugi-Modell zu beschreiben.
Abbildung 4 zeigt als Beispiel die Reaktion der Adpt Ammoniak-Lyase.

Die Summe aller Matrixeintrdge in R ergibt in deegel den Wert Null, denn die Anzahl der
Elektronen im Reaktionssystem bleibt konstant. Bmelung, die auf der Eduktseite gespalten wird,
fuhrt zur Entstehung einer neuen Bindung auf ded&ktseite oder &ufRert sich durch Zunahme der
freien Valenzelektronen eines Atoms.

Das System setzt voraus, dass die Edukt- und Phoditiix gleiche Dimension besitzen mussen.
Diese Vorrausetzung lasst sich in der Regel lectitllen, da die Anzahl der Atome im Verlauf der
Reaktion konstant bleibt. Wesentlich schwierigert idagegen, die Vorraussetzung der

Atomzuordnung zu erfullen.
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Abbildung 3: Chemische Reaktion von KohlendioxidduWasser zu Dihydrogencarbonat
(Kohlensaure). Durch Addition der Reaktionsmatrizir Eduktmatrix B kann die Produktmatrix E
errechnet werden.

1014

OH H H N C C H
/ 1001 1002 1005 1014

1002 e OH N10D1T 0 1 o0 0

cC102 1 0 1 0
O cC105 0 1 0 1 B

\ H114 0 0 1 0

H NH
1001 ° O

+

0 14 0 1

1 0 1 0

0 1 0
1 0 1 o0 R

OH H N C C H

2004 2001 3005 3002 2004
H H OH

~ . N2001 0 0 0 1
N 2001 + @) //3002 C30056 0 0 2 O E

3005 cC3m2 0 2 0 0

H2006 1 0 0 O

H H O

Abbildung 4: Reaktion der Aspartat Ammoniak-Lyd&€-4.3.1.1), die L-Aspartat zu Ammoniak
und Fumarsaure umsetB®.R undE beschranken sich auf den Reaktionskern.
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1.3.1 Vorteile und Schwachpunkte des Dugundji-UdiAodells

Das Dugundji-Ugi-Modell ist ein objektives Systendas sehr nilchtern das Muster des
Elektronenaustausches einer Reaktion beschreildr Binfache arithmetische Rechenoperationen
lasst sich der Reaktionskern mit den an der Realktéateiligten Atomen bestimmen. Als Grundlage
fur das System wurde ein mathematisches Konzeptalgewdas moglichst sachlich und
unvoreingenommen die wichtigsten Eigenschafterr éeaktion charakterisiert.

Aus diesem Grund wurde es als solide Basis furcigdene anwendungsbezogene Programme
verwendet. So wurden mit Hilfe des Dugundji-Ugi-Mdtld Methoden zur Reaktionsklassifizierung
und Dokumentation, zur Generierung von Reaktionah Aufklarung der beteiligten Mechanismen
entwickelt (Ugiet al, 1994). Ein Ansatz zur Klassifikation von chemisghReaktionen auf der
Grundlage von Elektronentransfermustern wurde dBrandtet al. (Brandtet al, 1981, Brandet

al., 1983) entwickelt. In diesen Arbeiten wurden Kas@rungsregeln definiert zur Erzeugung einer
eindeutigen R-Matrix aus der Menge von n! mégliclieiMatrizen, wobei n die Dimension der
entsprechenden R-Matrix angibt. Die resultierenteleutige R-Matrix wird als kanonische R-
Matrix bezeichnet.

In anderen Anwendungen wurde das Dugundji-Ugi-Miazlel Generierung von Reaktionen benutzt.
Die Programme IGOR (Bauet al, 1989) und RAIN (Fontain and Reitsam, 1991) siredftir zwei
Beispiele. IGOR (interactive generation of orgamactions) bendétigt eine gegebene R-Matrix und
errechnet mogliche BE-Matrix Paare von Edukt- unebdBktmatrizen. RAIN (reaction and
intermediates networks) errechnet Produktmatriaégndar Basis einer gegebenen B-Matrix. Beide
Programme arbeiten aber nur mit Hilfe so genantlieergangstabellen und einer Menge von
formalen Beschrankungen, um eine kombinatorischeldsion von Mdglichkeiten zu vermeiden
(Ugi et al, 1994).

Erstmals wurde das Dugundji-Ugi-Modell im Rahmemeei Diplomarbeit (Ludge, 2002) auf
biochemische Reaktionen angewandt. Fir jede Sulzsdekwurde eine R-Matrix manuell erstellt
und die R-Matrizen der Subsubklassen verglichedeneuesten Anwendung wurde das Dugundiji-
Ugi-Modell zur de novoSynthese von metabolischen Pfaden verwendet (Hatikatiset al,
2005). Diese Studie demonstriert, wie effektiv daggundji-Ugi-Modell zur Darstellung von
biochemischen Reaktionen benutzt werden kann. diflgs mussten die 250 Reaktionsmatrizen, die
in dieser Studie verwendet wurden, mit hohem maaéufwand erstellt werden.

Diese Beispiele machen deutlich, dass die Verwegdies Dugundji-Ugi-Modell fast immer nur mit
einschrankenden Regeln oder mit hohem manuellew#ad mdglich ist. Dieses erklart, warum die
Anzahl von Publikationen, die sich mit diesem Siysteefassen, stark rticklaufig ist.
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1.3.2 Begrenzung des Dugundji-Ugi-Modells durch daProblem der Atomzuordnung

Eines der gréRten Hindernisse im Umgang mit dem éldladt das Problem der Atomzuordnung.

Beispielsweise kann die R-Matrix einer Reaktioghéianhand von Gleichung 2 errechnet werden:
R=E-B (2)

Die Matrixwerte ergeben sich ays= g — b, wobei i und j die Indices der Matrix reprasentieren
Die Reaktionsmatrix wird durch Substraktion der Eduatrix von der Produktmatrix errechnet.
Wie in Abbildung 5 veranschaulicht, muss aber etam\innerhalb der Matrizen von B, E und R
den gleichen Index einnehmen. Ist die Zuordnungedierktatome auf die Produktatome unbekannt,

existiert kein nachvollziehbarer Reaktionsmechansnmund die Berechnung der R-Matrix ist

unmaglich.

H3 C4 H3 C4 H3 C4
00-1100 410100 411000
00000O00O 100000 1 00000
H3-10 0 0 0 1 — 30 00001 — H100000
c41 00001 c4a1 000 2 1 cC40 000 2 2
00000O00O 0002 40 0002 40
001-100 00110 4 00020 4
reaction matrix product matrix educt matrix

R = E - B

Abbildung 5: R-Matrix-Berechnung fur die ReaktioonvKohlendioxid und Wasser zu Kohlensaure.
Edukt- und Produktatome mussen innerhalb der Matrzigeordnet sein.

1.4 Zielsetzung

Die Einteilung der Enzyme beruht auf dem EC-Klakatfonssystem, das von Kommissionen der
Organisationen IUPAC und IUBMB erarbeitet wurde. Basiert im Wesentlichen auf den
chemischen Eigenschaften der Reaktion, die von Beaym katalysiert wird, denn diese erlauben

die Darstellung der Wirkungs- und Substratspetifidiese Eigenschaften sind die spezifischen
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Merkmale von Enzymen und eignen sich daher in loks@n Weise zur Klassifikation und
Enzymbenennung.

Dennoch ist die Zuordnung von neuen EC-Nummern lkochplex. Zustandig fur die Bestimmung
der EC-Nummer sind Enzymkommissionen, wie dieint Commission on Biochemical
Nomenclature (JCBN) oder dasNomenclature Committee of IUBMBNC-IUBMB), die eng
zusammen arbeiten. Meinungsunterschiede, hingibhtler Eingliederung von Enzymen, haben vor
allem in der Anfangszeit dazu gefiihrt, dass Enzymefir nach historischen oder physiologischen
Gesichtspunkten gruppiert wurden (WEBB EC, 1990) Enzymliste unterliegt daher einer
standigen Uberarbeitung. So werden nicht nur nengye der Liste hinzugefiigt, sondern auch

Eintrage verschoben oder vollstandig entfernt.

Die Komplexitat des EC-Klassifikationssystems unde dragwirdige Einordnung einiger
Enzymgruppen war eine Motivation fur die vorliegendrbeit, ein neues automatisiertes Verfahren
fur die Klassifikation von enzymatischen Reaktionginzusetzen. Dem Verfahren liegt das so
genannte Dugundji-Ugi-Modell (Dugundji und Ugi, B)7 zugrunde. Ahnlich dem EC-
Klassifikationssystem betrachtet dieses Systemchemnischen Eigenschaften der Gesamtreaktion.
Reaktionen werden durch mathematische Operatorsohbeben, die als Reaktionsmatrizen (R-
Matrizen) bezeichnet werden und die Elektronenfeansuster einer Reaktion kodieren. R-Matrizen
enthalten die Information, welche Bindungen gegpalterden oder entstehen und welche Atome an
der Reaktion beteiligt sind. Das Errechnen der RriZlen erfordert allerdings eine Atomzuordnung
der Eduktatome auf die Produktatome. Diese Zuorgnuuarde in der Vergangenheit immer mit

hohem manuellem Aufwand erstellt.

Somit bestand das primare Ziel dieser Arbeit in Betwicklung eines automatisierten Verfahrens,
das die R-Matrizen nur anhand der Edukt- und Privdalekile errechnet und ohne manuelle
Unterstitzung auskommt. Aul3erdem sollte ein geé&gn&ergleichssystem fur die R-Matrizen
entwickelt werden, dass einen effizienten Vergleiod die Gruppierung der R-Matrizen ermoglicht.
Schlief3lich ging es darum, abzuschatzen, inwietas System eine sinnvolle Gruppierung von
enzymatischen Reaktionen ermdglicht oder ob edJntierstitzung des EC-Klassifikationssystems

hilfreich sein kann.
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1.5 Vergleichende Arbeiten der ComputergestitzteAnalyse von Reaktionen

Die KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genonieenbank (Kanehisa&t al, 2008)
entwickelte ein Programm zur automatischen Vorlggrseon EC-Nummern, das 2004 publiziert
wurde (Koteraet al, 2004). In diesem Verfahren wird jede Reaktions#arin Sets zerlegt, die
jeweils aus den korrespondierenden Edukt- und Rtothlekilen bestehen. Die Zuordnung dieser
Reaktionspaare erfolgt manuell. In einem zweitehri8cwird das Strukturvergleichsprogramm
SIMCOMP (Hattoriet al, 2003). dazu verwendet, die Molekile der Reakpaase miteinander zu
vergleichen. Innerhalb dieser Methode erhélt je&tesn ein spezifisches Label je nachdem, welcher
funktionellen Gruppe es angehort. Der Algorithmessucht die Reaktionsstellen zu identifizieren
und gliedert die Atome in drei Klassen, je nachdeim,sie unmittelbar an das Reaktionszentrum
angrenzen, sich in der naheren Umgebung zu diessfindbn oder weiter entfernt sind. Die
Veranderungen werden jeweils in Form von numerisdBedes angegeben, die gesammelt und zu
sogenannten ,Reaction Classification® (RC) Nummkombiniert werden. Wie KEGG berichtet,
fuhrt diese Methode in vielen Féllen zu suboptimatggebnissen (Ot al, 2007). Aus diesem
Grund wurden die Molekulluberlagerungen, die durak Brogramm SIMCOMP errechnet wurden,
in den letzten Jahren manuell, Reaktion fir Reakiiberarbeitet.

Die Fehler liegen zum einen in dem Programm SIMCOBriundet, das fur den Molekilvergleich
einen Cliquenalgorithmus verwendet. Dieser benukt¢uristiken, die mit zunehmender
MolekulgroRe zu falschen Ausgaben filhren kdénnenm Zanderen genigt es nicht die
korrespondierenden Edukt- und Produktmolekile pemsev zu vergleichen, da es haufig zu
Uberlagerungen von Strukturen kommt.

Um solche Effekte zu umgehen, wird in der vorliedgm Arbeit ein Rankingsystem benutzt, das
Uberlagernde Strukturen erkennt und die entsprelgreAtome nur einmal eindeutig zuordnet (vgl.
2.2.2). Anstelle des SIMCOMP Programms wurde einene-MCS-Algorithmus entwickelt (vgl.
2.1.6), der auch grof3e Molekule vergleichen karnsh zudem flexibel genug ist, um auch komplexe
Veranderungen in der Struktur nachzuvollziehen. BasKEGG entwickelte Verfahren beruht nicht

auf dem Dugundji-Ugi-Modell und verwendet keine kitenentransfermuster.
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2. Methoden

Die Entwicklung eines automatisierten VerfahrensBerechnung von R-Matrizen erfordert zuerst
eine prazise Atomzuordnung der Eduktatome auf dieliktatome. Kern dieses Verfahrens ist ein
Algorithmus, der die grof3te gemeinsame SubstrukiarMolekilen bestimmt. Dartber hinaus war
die Entwicklung zahlreicher weiterer Module erfattd, die in das Programm integriert wurden.
Einen Uberblick liber die Gesamtstruktur des Programibt Abbildung 6.

Zusammengefasst folgt das Verfahren folgenden &ehriZunachst wird der Algorithmus zur
Bestimmung der grol3ten gemeinsamen Substruktur Yargleich der Eduktmolekile mit den
Produktmolekilen verwendet. Zwei Molekile besitzgéufig mehr als eine gréfite gemeinsame
Substruktur, sodass der Vergleich zu einem Segvodten gemeinsamen Substrukturen fuhrt.

Im néchsten Programmabschnitt wird eine Atomzuandnfilr die Reaktion generiert, indem die
groiten gemeinsamen  Substrukturen der verschieder@®is in  allen moglichen
Zusammenstellungen kombiniert werden. Dieser kox&pl&chritt erfordert den Einsatz eines
Rankingsystems und wird in Abschnitt 2.2.2 gendeschrieben.

Als Eingabe werden dem Programm sogenannte Moliiteergeben, die jeweils fir ein Molekdl
kodieren. Molfiles enthalten nur in Ausnahmefallaformationen tber die Wasserstoffatome des
Molekils. Daher werden die Wasserstoffatome miteHdler anderen Atome des Molekulrtickrats
erganzt und ebenfalls zugeordnet.

In einigen Fallen wurden spezielle Strategien is Baogramm integriert. Zum Beispiel koénnen
aromatische Ringe zu Pseudomustern in den R-Matrfidaren. Dieser Effekt hangt mit der
Molfilekodierung der Molekile zusammen und wirdAbschnitt 2.2.7 genauer erlautert. Es wurde
ein Modul programmiert und integriert, das aronwées Ringe auffindet und diese Effekte
ausschlief3t.

Ein anderes Beispiel ist der Vergleich von kleihdolekilen mit grof3en Molekilen. Der Vergleich
fuhrt haufig zu einer hohen Anzahl von gré3ten gessmen Substrukturen. Diese Zuordnungen
sind haufig nicht signifikant und besitzen aufgruricrer geringen Gro3e innerhalb des
Rankingsystems eine niedrige Prioritdt. Es werdeihed kleine Molekile zunadchst nicht
bertcksichtigt und spater mit Hilfe einer anderearigte des Bron-Kerbosch-Algorithmus
zugeordnet.

Wenn die Atomzuordnung abgeschlossen ist, konnkhe8tich die Edukt- und Produktmatrizen
generiert werden und die Berechnung der R-Matrirnkanhand von Gleichung 2 (vgl. 1.3.2)
erfolgen. In einigen Fallen existieren mehrere ajieiertige atomare Zuordnungen und somit R-

Matrizen fur eine Reaktion, wie in Abschnitt 2.X3bkrieben wird.
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Zuletzt erfolgt der Schritt der so genannten Kasienung. Dieses Verfahren ermdéglicht einen
besseren Vergleich und die Erzeugung einer einglmutk-Matrix. Problematisch flr den Vergleich
von R-Matrizen ist die hohe Anzahl von n! moglicheermutationen, wobei n die Matrixdimension
reprasentiert. Da es je nach Matrixdimension ztamévandig ist, alle n! moglichen Permutionen
einer R-Matrix zu generieren, wird nach bestimniRegeln die Ausgangsmatrix umgeformt, sodass

eine eindeutige, kanonische Matrix entsteht.

Alle Module wurden in C++ implementiert. Da rechenintensive Operationen innerhalb der R-
Matrix-Berechnung vorhersehbar waren, schiedemgrdégerende Sprachen, wie Python, Perl oder
Java aus. Daneben wurden kleine Programme in Pyahegefuhrt, die Datenbankabfragen oder
Progammaufrufe vornehmen. Die Verfahren und Alpongn, die den verschiedenen Modulen

zugrundeliegen, werden in den folgenden Abschngtsrau erlautert.

Hauptprogramm
Ubergabe der Edukt- || AUfruf i
9 : » | Klasse MolFileReader
und Produktmolekiile | Daten
E . Aufruf =Sets auslesen der Molekiildaten
Klasse Aromatic_Rings |« : Suche-nach ( Atome, Bindungen, stereo-
Ring || arpimatische:Ringen chemische Daten, Ladun-
suche nach Ringsystemen Daten || - gen etc.)
mit delokalisierten Elektronen Atomzuordnung
beteiligter Koenzyme
| || Aufruf Vergleich der
| Klasse MCS_SeaI’ch :" < | Molekiilstrukturen
| paarweiserVergleichvon  [| Li ' Naurrur -
Molekiilen durch Errechnen Sets von MCS aus > ‘ Klasse Reaction_Mapper
der maximalen gemeinsamen den Molekiilvergleichen|
| Substrukturen (MCS) Kombination der MCS aus den
——— = verschiedenen Sets
‘:”fr”ﬁ Selektion der Kombinationen
Klasse Bron_Kerbosch ‘ mit maximalen Zuordnungen
Vergleich sehr »| (Atomzuordnung der Eduktatom
kleiner Molekiile auf die Produktatome

v

Klasse Canonical_Matrix ‘

Errechnen der
Reaktionsmatrizen

Kanonisierung und Ausgabe
der kanonischen Matrix

Abbildung 6: Gesamtstruktur des Programms
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2.1  MCS Algorithmen

Eine wichtige Vorraussetzung fiir die R-Matrix-Bdreang ist eine genaue Atomzuordnung der
Edukt- und Produktatome. Eine solide Grundlageefiie korrekte Atomzuordnung sind Methoden,
die Molekilstrukturen vergleichen kénnen. Der giegdnde Gedanke ist hierbei, dass ein
Eduktatom einem Produktatom zugeordnet werden kaann das Atom sowohl vor als auch nach
der Reaktion der gleichen Molekulstruktur angehort.

Die effezientesten Algorithmen zum Vergleich von Ibkiilen basieren auf mathematischen
Verfahren. In der Graphentheorie wurden Algorithmear Bestimmung der maximalen
gemeinsamen Subgraphen von zwei Graphen entwickeke Algorithmen werden in der Literatur
haufig als MCS Algorithmen bezeichnet, wobei sicle dAbkirzung ,MCS* aus den
Anfangsbuchstaben der englischen BezeichnunaximMal Gommon_Sibgraph” ableitet.

2.1.1 Graphenbasierte Darstellung von Molekilen

Molektle lassen sich als Graphen reprasentierein. GEaphG ist ein Gebilde von Knotek (V
bedeutet Vertex“, deutsch Knoten), die Uber Kantéh (E bedeutet Edge”, deutsch Kante)

miteinander verdunden sind. Definiert ist ein Grafshein Paar zweier endlicher Mengen:
GraphG = (V,E)

Zudem besitzt jeder Graph eine auf der Kantenmé&ndgfinierte Abbildung?:
¥ E->V

Ein Beispiel fur die graphenbasierte Darstellungesi Moleklls zeigt Abbildung 7. Die
Kohlenstoff- und Sauerstoffatome von Propansaysgisentieren die Knoten des Graphen. Auf die
Darstellung der Wasserstoffatome wurde verzichHbeeé Kanten des Graphen werden hingegen
durch die Bindungen beschrieben. Die Kanten sirgkrohtet, aber gewichtet. Die Gewichtung der
Kanten gibt Aufschluss Uber die Anzahl der Bindungsvischen 2 Atomen. Die Atome sind
weitgehend Uber eine Einfachbindung verbunden, sdbge von der Bindung zwischen dem
Kohlenstoffatom C1 und dem Sauerstoffatom O4, ber &ine Doppelbindung verbunden sind.

Fur die vorliegende Arbeit wurden sogenannte Medfiverwendet, in denen Molekile in Form des
MDL-Formats kodiert sind. Dieses Speicherformatideidsich ebenfalls einer graphenbasierten

Darstellung von Molekilen. Aus diesem Grund lassieh die Sets vo und E eines Molekils
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unmittelbar aus den Dateien auslesen, sodass diéslekll als Graph weiterverarbeitet werden

kann.

04 Knotenset V: C1, C2, C3, O4, O5

1 1 2/ Kantenset E:
C3 C2 C1 Kanten Label
N c1.C2 | 1
C2,C3 1
05 C1, O4 2
c1,05 1

Abbildung 7: Darstellung von Propanséaure als Grapb.Atome reprasentieren die Knoten und die
Bindungen die Kanten des Graphen.

2.1.2 Bestimmung der maximalen gemeinsamen Substriuk

MCS Algorithmen erlauben den paarweisen Vergleidm raphen und die Bestimmung des
maximalen gemeinsamen Subgraphen. Das MCS-Proldemwie folgt definiert werden: Gegeben
seien 2 GrapherG; = (Vi,E) und G, = (V,,E;). Dann werden maximale gemeinsame Subgraphen
definiert alsH; = (V,E) , wobeiH isomorph zu SubgrapB'; = (V';,E1) von GraphG; und G'; =
(V'2,E'2) von GraphG; ist.

Da Molekille ebenfalls Graphen reprasentieren, istSdiche nach dem maximalen gemeinsamen
Subgraphen von zwei Graphen &aquivalent zu der Surded der maximalen gemeinsamen
Substruktur von zwei Molekilen. Aus diesem Grunadea MCS Algorithmen seit vielen Jahren
zum Vergleich von Molekilen eingesetzt (Hatterial, 2003, Marialkeet al, 2007,Raymondet

al., 2002, Garciat al, 2004, Duranckt al, 1999, McGregoet al, 1982,Bayadaet al, 1992).

Der Vorteil bei der Verwendung von MCS Algorithmést eine sehr genaue Uberlagerung der
Molekulstrukturen. Andererseits ist die MCS-Suclre dP-vollstandiges Problem (,NPbedeutet
~nichtdeterministisch polynomielle Z&it. Fir die Probleme dieser Komplexitatsklasse kennt
bisher kein Algorithmus gefunden werden, der ihrripfmblem in polynomieller Zeit I6sen kann.
Die Laufzeit ist exponentiell. Wahrend die Suche fkleine Eingabegraphen in akzeptabler Zeit
gelost werden kann, nimmt sie mit der Grol3e deg&begraphen exponentiell zu. Daher wird in
Bezug auf die Grol3e der Eingabegraphen sehr scamal Grenze erreicht, ab der eine MCS-

Berechnung nicht mehr effizient ist.
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Aus diesem Grund bedienen sich MCS Algorithmen isgscher Methoden. Bei den

Molekulvergleichalgorithmen kann die Laufzeit vesbert werden, indem zum Beispiel

Doppelbindungen, die atomare Umgebung oder diedidnensionale Struktur berlcksichtigt

werden. Diese zusatzlichen Daten erméglichen eiessdre Unterscheidung der Atome als
Eingabeknoten. Durch diese Einschrdnkungen wircersaits die Laufzeit verbessert, doch
andererseits fuhrt dies zu einer starkeren Begrenzder MCS GroRRe, je unéhnlicher die
Eingabemolekiile werden. Letzteres betrifft besonddie Edukt- und Produktmolekile von

Reaktionen. Im Verlauf einer Reaktion konnen Eihfandungen zu Doppelbindungen werden, die
atomare Umgebung der Atome kann sich &andern undka® zu Verdnderungen der

dreidimensionalen Struktur kommen. Somit gibt eseiKonflikt zwischen Laufzeitverbesserung
und der Flexibilitdt des Algorithmus.

Fur die Betrachtung enzymatischer Reaktionen werddlexibler Algorithmus benétigt, der auch

in der Lage ist, komplexe Verdnderungen der Molgtkiiktur nachzuvollziehen. Andererseits muss
auch ein Vergleich groRerer Metabolite mdglich séda ein entsprechender Algorithmus nicht
verfugbar war, wurde innerhalb dieses Projektesneiner Algorithmus entwickelt. Dieser neue
MCS-Algorithmus basiert auf zwei anderen gangige@3MAlgorithmen und kombiniert deren

verschiedene positiven Eigenschaften. Dabei hamgeliich um eine schnelle Variante des Bron-
Kerbosch-Algorithmus und den McGregor-Algorithmuser fir die Betrachtung chemischer
Reaktionen entwickelt wurde.

2.1.3 Bron-Kerbosch-Algorithmus

Der bekannteste und am weitesten verbreitete MQ@@+Ahmus ist der Bron-Kerbosch-
Algorithmus (Bron und Kerbosch, 1973). Dieser Algunus gehort zu den Verfahren, die das
MCS-Problem l6sen, indem sie es in das Cliguen{Brmoliberfihren. Dabei lasst sich das Problem
in zwei Schritten l6sen. Zunachst wird aus den daeidkingabegraphen ein lUbergeordneter
Produktgraphartnell et al, 1998)generiert. In einem zweiten Schritt erfolgt ein@@nsuche

in dem Produktgraphen. Die Generierung des Prodadgn, die Definition einer Clique und die
Suche nach den maximalen Cliquen werden in denste&ettbschnitten naher erlautert.
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Generierung des Produktgraphen:

Der Produktgraph gibt Aufschluss iiber die Ahnlidhé® zwischen einem Graph&y und einem
GraphenG,. Zugrunde liegt die Annahme, dass einige Knoted Hanten eines Graphe@;
kompatibel sind zu einigen Knoten und Kanten eirmgeiten GraphenG,. Alle diese
Kompatibilitdten werden in einem neuen Graphen spgjehert, indem das Produkt x G, aus
den beiden Eingangsgraphen gebildet wird. Der r@taph wird als Kompatibilitdtsgraph oder
Produktgraph bezeichnet. Dieser Graph wird anhastiramter Regeln aufgebaut.

Je nachdem, ob nach induzierten gemeinsamen Siegrager nach gemeinsamen Subgraphen
gesucht werden soll, wird entweder ein ,Knoten-RikdeGraph H, oder ein ,Kanten Produkt
Graph“He generiert. Im der vorliegenden Arbeit wurde eimtien-Produkt-Graph" verwendet, da
dieser direkt Ruckschlisse auf die atomaren Zuorgen erlaubt.

Zunachst wird das Knotens¥t; des Produktgraphed, gebildet auf Grundlage des kartesischen
Produktesvy = V(G;) x V(Gy). Hierbei werden aus den Knotenmengen der beidegaBgsgaphen
geordnete Paarel, (1) gebildet, wobeu O V(G;) undu' O V(Gy) ist, sowieu undu' gleiche Label
besitzen. Abbildung 8 zeigt ein Beispiel, wie diadten des Produktgraphen gebildet werden flr
den Vergleich von Propanol und Isopropanol. All@/e eines Elementes von Propanol werden
mit allen Atomen des gleichen Elementes von Isogmop gepaart. Jedes Kohlenstoffatom von
Propanol wird mit jedem Kohlenstoffatom von Isopopl zu einem Knoten gepaart. Da jedes
Molekul drei Kohlenstoffatome besitzt, entstehehdiase Weise 9 Knoten. Die Molekile besitzen
weiterhin je ein Sauerstoffatom, wodurch ein weité€noten entsteht.

Nach Bildung der Knoten folgt die Definition der itan. Bei Produktgraphen kénnen zahlreiche
Definitionen zur Festlegung der Kanten verwendetemr, die zu unterschiedlichen Graphen fihren
(Levi, 1972). Zwei Knoten yu’) und {,v) des Produktgraphen werden durch eine Kante

verbunden, wenru#v und u'# V' ist, und wenn gilt:

A) uist mitvin G; und u'ist mitv'in G, Uber eine Kante verbunden, oder

B) uist mitvin G; und u'ist mit v' inG, nicht verbunden

Die Kanten in dem Produktgraph werden alKanten (" bedeutet ,connectéd deutsch
~Zusammenhéangefidl bezeichnet, wenn Bedingung A erfullt wird. Beflliung von Bedingung B,
wird die Kante alsd-Kante bezeichnet ¢, bedeutet ,disconnectéd deutsch ,getrenfi). In
Abbildung 9 sind diec-Kanten innerhalb des Produktgraphen des Propanrsbpropanol -

Vergleiches grau gekennzeichnet. Rigkanten sind hingegen schwarz.
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®®@@

V(GT) x (G2) @ @
2
> (s
3 4

Isopropanol @ @ @

Abbildung 8: Bildung des Knotenseés des Produktgraphed, fir den Vergleich von Propanol
und Isopropanol. Die ellipsenférmigen Kreise beltdraje ein Atompaar der beiden Molekile. Die

grauen Nummern stehen fur die Atome des Proparidirend die schwarzen Nummern die Atome
des Isopropanol reprasentieren.

Abbildung 9: Bildung der Kanten fur den ProdukggranH, fur den Vergleich der Molekile
Propanol und Isopropanol. DieKanten sind grau und did-Kanten schwarz eingezeichnet.
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Cliquensuche innerhalb des Produktgraphen:

Eine Clique ist eine spezielle Teilmenge von Knoteimes ungerichteten Graphen. Diese
Knotenteilmenge reprasentiert einen vollstandigengifaphen. Dies bedeutet, dass jeder Knoten
mit jedem anderen Knoten innerhalb der Clique éee Kante verbunden ist. Eine Clique ist dann
maximal, wenn kein weiterer Knoten des GraphenCiigue hinzugefiigt werden kann.

Das so genannte Cliquenproblem beschéftigt sichderitFrage, ob ein Graph Cliquen der Grol3e k
enthalt, wobei k eine nattrliche Zahl reprasentidéufig geht es darum, die gréf3ten Cliquen eines
Graphen zu ermitteln. Das Cliquenproblem gehérnsbeu den NP-vollstandigen Problemen und
lant sich nicht fur beliebig groRe Graphen l6seanibch bietet die Suche nach den maximalen
Cliqguen eine elegante Losung fur das MCS-Probleme Wei Levi (1972) beschrieben,
korrespondieren Cliquen in dem Produktgrapit&mmit gemeinsamen Subgraphen der beiden
EingangsgrapherG; und G,. Dementsprechend korrespondieren maximale Clignefd mit
maximalen gemeinsamen Subgraphen von G1 und G2.

Abbildung 10 zeigt die maximalen Cliquen in dem diktgraphenH, aus dem Vergeich von
Propanol mit Isopropanol. In dem Produktgraphen ggh4 maximale Cliquen, die in der Abbildung
jeweils durch graue Kanten gekennzeichnet sinde Jadximale Cligue umfasst 3 Knoten und

korrespondiert mit einer MCS von Propanol und Ispanol.

MCS 1: MCS 3:

MCSs 2: MCS 4

Abbildung 10: Maximale Cliquen in dem Produktgraphgon Propanol und Isopropanol
korrespondieren mit maximalen gemeinsamen Subsirerktder beiden Molekiile.
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FUr die Suche nach maximalen Cliquen in Graphendemrverschiedene Algorithmen mit

exponentieller Laufzeit entwickelt. Der Bron-KerbbsAlgorithmus |0st dieses Problem tber ein
Rucksetzverfahren oder englisch Backtracking (éRgtkverfolgung).

Dieses Verfahren beruht auf dem Prinzip Versuch laridm und I&R3t sich héufig in Form eines

Suchbaumes darstellen. Ausgehend von einem Stattpuerden Teillosungen ausgetestet, die
schrittweise weiter ausgebaut werden. Abbruchbestiggn fir einen Suchweg innerhalb des
Suchbaumes werden definiert. Diese Bedingungen ema&enntlich, dass entweder eine neue
Gesamtlésung gefunden wurde oder ein Weg nicht raeheiner besseren Losung fihren kann.
Wird eine neue Gesamtlosung gefunden oder wircthgigih, dass der Weg zu keiner besseren
Losung fuhrt, erfolgt das Rucksetzen. Dabei wirdleteten Verzweigung zurtickgegangen und der
nachste Weg des Suchbaumes getestet. Auf diese eWeisrden systematisch alle

Loésungsmaglichkeiten geprift. Backtracking-Algoniten erlauben somit das Auffinden einer
Losung, falls es eine Losung gibt, oder eine Loskangn definitiv ausgeschlossen werden.

Der Bron-Kerbosch-Algorithmus |41t sich mittels Bedion implementieren. Rekursion ist eine
elegante Strategie zur Losung von komplexen ProdrerDer Pseudocode des Algorithmus wird
auf der néchsten Seite wiedergegeben (Algorithmugihmal aufgerufen, ruft sich die Funktion

"Errechne_Cliquen” selbst auf. Dabei entsprichejedufruf einer Verzweigung innerhalb eines

Suchbaumes, der durch den rekursiven Funktiondaafrigebaut und abgesucht wird, bis alle
maximalen Cliquen gefunden wurden. Die Knoten desp@en werden durch die Funktion in die
GruppenC, P ist Seingeteilt.

SetC: beinhaltet Knoten, die bereits betrachtet und gegenwartigen Cliquenset
hinzugefligt wurden

SetP: Knoten, die noch nicht betrachtet wurden, aoen gegenwartigen
Cliquenset (Set) hinzugefugt werden kénnten, da sie mit allen digjen
Knoten aus Sef tber eine Kante verbunden sind

SetS Knoten, deren Cliquen bereits betrachtet wungeahvon denen bekannt ist,

dass sie nicht zu S€thinzugefligt werden konnen

Diese Sets verédndern sich bei jedem Schritt inflerties Backtracking-Baumes in Abhangigkeit
von dem betrachteten SuchknotenZunéachst befinden sich alle Knoten in Betvahrend die Sets
C und S leer sind. Jeder Knoten afsdient als Startpunkt fir die Backtracking-Suchard/éin
Knoten u; ausP als Startpunkt gewahlt, ist er der erste Knotes désungssetf. Das SetP

reduziert sich bei jedem Schritt auf die Knoterg diit dem Suchknoten, benachbart sind. Die
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verbleibenden Knoten in S& dienen als Verzweigungen in dem folgenden SuclitcBei den
Knoten von SetS handelt es sich um Nachbarknoten des jeweiligechiSwtens, die auf der
jeweiligen Suchebene bereits betrachtet wurden.itSarden auch Ldsungen, die mit diesen
Knoten in Verbindung stehen, bereits betrachtet. Knoten au$ kénnen demnach in Verbindung
mit dem jeweiligen Suchknotan zu keiner neuen Losung fuhren. VoraussetzungdérAlffinden

einer neuen Losung ist somit, dass die SetsdP leer sind.

Errechne_Cliquen(C,P,S)

> errechne alle Cliquen eines beliebigen Graphen G

C: Knoten der gegenwartigen Clique

P: Knoten, die noch zu Set C hinzugeflgt werden kdénnen
S: Knoten, die nicht zu Set C hinzugefiigt werden kénnen
N[u]: Set von Nachbarknoten von Knoten u in G

01 P is the Set {uy,...,us}
02 if P=0 and S=0

03 then report Clique;

04 else fori«—1tok

05 do

06 P—P\{u,}

07 P'« P;

08 S'—S;

09 N—{vDOV]|{uv}OE}
10 Errechne_Cliquen(C O {ui}, P'nN, S'nN);
11 S« SUO{u}

12 od;

13 fi;

Algorithmus 1: Bron-Kerbosch-Algorithmus

Ein Beispiel fur eine Cliquensuche gibt Abbildungy Wieder. Der Graph besitzt 4 Knoten und
enthdlt 2 maximale Cliquen der Grol3e 3. Alle 4 Kmotdienen als Startpunkte fur die
Backtrackingsuche und stellen Verzweigungen auf etsten Suchebene dar. Der Algorithmus
vollzieht eine Tiefensuche und folgt zunachst immem ersten Zweig bis eine Gesamtlésung
gefunden wurde. Die erste Losung besteht aus deatelsetC = {1,2,3} und wird als beste

bisherige Losung abgespeichert. AnschlieRend drflag Ricksetzten bis zur letzten Verzweigung.
Die nachste Verzweigung fuhrt zum  LOsungset {$,3,4 die zur ersten
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Graph G &= r c={2 =3 C=[4
Ogw,, Oz Ogn Ogo
S=leer S={1} S={1,2} S={1,3}
2 3 4 3 4

(Oc=p1.2 =138 Qe Oc=ps Oc=p1.4

P={3} P={4} P=leer P=leer P=leer
S=leer S=leer S={3} S={1} S={1}
3 4
Oct128 Oc=1134
P=leer P=leer
S=leer S=leer

Abbildung 11: Backtracking Baum fir die Suche ndeim maximalen Cliquen von Graph G nach
dem Bron-Kerbosch-Algorithmus.

Gesamtloésung hinzugefiigt wird. Die nachfolgenderzieigungen werden nicht abgespeichert, da
sie weniger Knoten beinhalten und Semicht leer ist. Wie sich anhand des Beispiels tzeig
verhindert Set S, dass Lésungen abgesucht werdebedeits betrachtet wurden. Somit wird jede

Clique nur einmal gefunden und die Laufzeit reddzie

2.1.4 c-MCS-Algorithmus — eine Variante des Bron KerbosckAlgorithmus

Der Bron-Kerbsoch-Algorithmus ist einer der schstelh MCS Algorithmen (Brinet al, 1987,
Gerhardset al, 1979) und laf3t sich leicht modifiziern (Johnst@8y76). Eine Variante des Bron-
Kerbosch-Algorithmus beschréankt sich auf die Sucteeh zusammenh&ngenden maximalen
gemeinsamen SubgrapheKoch, 2001) die als c-MCS (,c“ bedeutet ,connectéd deutsch
»zusammenhéangefd bezeichnet werden. EineMCS wird durch eine so genannteClique im
Produktgraphen reprasentiert.

Eine besondere Bedeutung bei der Bildunga®iCS kommt derc-Kanten im Produktgraphen zu.
Die c-Kanten des Produktgraphen reprasentieren die Viddmheit von Atomen in den beiden
Ausgangsgraphen. Besteht eine Clique des Prodykignanur aus c-Kanten, so sind alle Knoten
des korrespondierenden gemeinsamen Subgraphemanideir verbunden. Dig-Kanten kommen

hingegen zustande, wenn die jeweiligen Knoten im daisgangsgraphen nicht miteinander
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verbunden sind. Sie reprasentieren Briiche in deximaden gemeinsamen Subgraphen. Enthalt
daher eine Cliqgue nui-Kanten, sind alle Knoten des gemeinsamen Subgnapicht miteinander
verbunden. Diel-Kanten spielen bei der Bildung deMCS eine untergeordnete Rolle.

Dagegen kommt den so genanntrfaden bei der Suche nactMCS eine zentrale Bedeutung zu.
Ein c-Pfad ist eine aufeinander folgende Sequenz wdfanten, die nicht durchd-Kanten
unterbrochen wird. 2 beliebige Knotarundv einerc-Clique mussen tber einerPfad miteinander
verknupft sein.

Wie das Beispiel in Abbildung 12 zeigt, kann eio€ligue nebenc-Kanten auchd-Kanten
enthalten. Die maximale-Clique wird durch die Knoten {1,3,4,8} gebildeteDzugehorige-Pfad
wird durch 3c-Kanten gebildet. Die 3 anderen Kanten dieser @ligjndd-Kanten.

Abbildung 12: Zusammenhang zwischeKanten,c-Pfaden una-Cliquen eines Graphea .

Der c-MCS-Algorithmus benutzt nuc-Kanten zur Erweiterung bestehender Teilldosungemrc
diese Eigenschaft folgt der Algorithmus deKanten in Graph G und untersucht atl®fade mit
den zugehoriger-Cliquen. Zu diesem Zweck unterscheidet die Brombidech-Variante zwischen
folgenden Sets:

SetC: beinhaltet Knoten, die bereits betrachtet und gegenwartigen Cliquenset
hinzugefiigt wurden
SetP: Knoten, die im nachsten Suchschritt noch zuCSeihzugefigt werden

kdnnen. Sie sind mit dem Suchknotegriiber einec-Kante verbunden.
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SetD: Knoten, die in einem der nachsten Suchschritt8etC hinzugefugt werden
konnten. Sie sind mit dem Suchknoteriber eined-Kante verbunden.
SetS Knoten, deren Cliquen bereits betrachtet wurgeshvon denen bekannt ist,

dass sie nicht zu S€thinzugefligt werden kdnnen.

Gegenuber dem urspriinglichen Bron-Kerbosch-Algorith besitzt Se® nur Knoten, die Ubet-
Kanten mit dem jeweiligen Suchknotenverbunden sind. Andere Knoten, die hingegen iaber
Kanten mit dem jeweiligen Suchknotenverbunden sind, werden zunachst Betugeordnet. In
Abhangigkeit davon, welcher Suchknotgrgewahlt wird, kénnen spater Knoten aus Beu SetP
ubergehen, wenn sie mit dem Knotgniber einec-Kante verbunden sind. Diese Zusammenhange
gehen auch aus dem Pseudocode @BECS-Algorithmus hervor. Zugrunde liegt der rekuesi

Aufruf der Funktion ,Errechne_c_Cliquen® :

Errechne_c_Cliquen(C,P,D,S)

> errechne alle c-Cliquen eines beliebigen Graphen G

C: Knoten der gegenwartigen Clique

P: Knoten, uber c-Kante mit u; verbunden

D: Knoten, Uber d-Kante mit u; verbunden

S: Knoten, die nicht zu Set C hinzugefiigt werden kénnen
N[u]: Set von Nachbarknoten von Knoten u in G

01 P is the Set {uy,...,ux}

02 if P=0 and S=0

03 then report Clique;

04 else fori« 1tok

05 do P «— P\Y{u.};

06 P'— P;

07 D'« D;

08 S' '« S;

09 N«—{vDOV]|{u,v}OE}

10 forallvOD’

11 do if sind v und u; benachbart Uber c-Kante
12 then P' — P’ O {v};

13 then D' — D’ \ {v};

14 fi;

15 od;

16 Errechne_c_Cliquen(C O {ui}, P'nN, D'nN, S'nN);
17 S« SUO{u}

18 od;

19 fi;

Algorithmus 2:c-MCS-Algorithmus
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Die Funktion [Errechne_c_Cliquen* wird zu Beginn durch die Initialisierungsfunktion
»INit_Algorithmus_2“ aufgerufen (Algorithmus 3). Bse Funktion betrachtet alle Knoten von
GraphG als mdgliche Startknoten fur deeMCS-Suche. Je nachdem welcher Startknatans dem
GesamtseV gewahlt wird, werden verschiedene Startset®fld undS gebildet. Die Funktion von
SetSin den Algorithmen 1 und 2 wird in ,Init_Algorithas_2“ teilweise von Sel ibernommen.
Knoten, die bereits betrachtet wurden, werden infTSmifgenommen (Zeile 18).

In Zeile 06 werden alle Nachbarknoten von Knotearmittelt und in der folgendefor-Schleife
(Zeile 07 bis 15) den verschiedenen Sets zugeartfaethbarknoten, die Uber eindkante mitu
verbunden sind und bereits betrachtet wurden, we&kt S zugeordnet (Zeile 09 und 10). Nur
Nachbarknoten, die noch nicht betrachtet wurden iilbel einec-Kante mit Knotenu verbunden
sind, werden SeP zugeordnet. SeD erhdlt die Nachbarknoten, die eimeKante mit dem
Startknoteru teilen (Zeile 13 und 14).

Init_Algorithmus_2 ()

Funktion: Initialisierung von Algorithmus 2

C: Enthéalt Startknoten fur die Cliquensuche

P: Knoten, die Uber c-Kante mit u; verbunden sind

D: Knoten, die Uber d-Kante mit u; verbunden sind

T: Knoten, die nicht zu Set C hinzugefluigt werden kénnen
N[u]: Set von Nachbarknoten von Knoten u in G

01 T« [0;

02 foralludVv

03 do

04 P« [;

05 S « [O;

06 Ne—{v OV |{u,v}OE}

07 foreach vON

08 do if u and v sind benachbart tber c-Kante
09 if vOT

10 then S « SO {v}

11 else P «— P O{v};

12 fi;

13 else if u and v sind benachbart tiber d-Kante
14 then D « D O {v};

15 fi od;

16 od;

17 Errechne_c_Cliquen({u},P,D,S);

18 T« T0O{u}

Algorithmus 3: Initialisierung von Algorithmus 2
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Der c-MCS-Algorithmus ist durch die Einschrankung decl®iauf zusammenhéngende maximale
gemeinsame Subgraphen wesentlich schneller alsirdpriingliche Bron-Kerbosch-Algorithmus.
Der Geschwindigkeitsvorteil macht sich umso mehrméxkbar, je gréRer die beiden
Eingangsgraphen bzw. die Molekiule werden. Wenn Eliggangsgraphen grol3 sind, steigt die
Wabhrscheinlichkeit an, dass die Knoten im Prodwfigen durchd-Kanten miteinander verbunden
sind. Wie in Tabelle 2, aufgefihrt besitzt der Riddraph bei dem Vergleich von Propanol mit
Isopropanol nur @l-Kanten und &-Kanten. Damit gibt es melwr als d-Kanten. Dies begrindet
sich mit der groRen Ahnlichkeit und der geringe@r der beiden Molekiile. ATP besitzt hingegen
bereits 31 Atome und AMP 23 Atome ohne Berucksightg der Wasserstoffatome. Obwohl ATP
und AMP sehr ahnliche Molekile sind, besitzt davdaktgraph bereits 189dKanten, aber nur
245 c-Kanten. FAD bzw. FADH bestehen aus 53 Ruckgratatomen. Der zugehorigiuRgyaph
besitzt 471127-Kanten und 134&-Kanten. Diese Zahlen machen den Geschwindigketisvo

deutlich, der sich aus der Suche nach den maxin@lgonen mit den langsteriPfaden ergibt.

Vergleichsmolekile d-Kanten (Anzahl) | c-Kanten (Anzahl)
Propanol Isopropanol 6 9
ATP AMP 18974 245
FADH, FAD 471127 1346

Tabelle 2: Beziehung zwischen der Anzahl deundd-Kanten des Produktgraphen und der GroRRe
der beiden Vergleichsmolekdle.

Obwohl der c-MCS-Algorithmus nur zusammenhangende maximale gesame Subgraphen
findet, erwies sich diese Eigenschaft fur die Giemeng einer Atom-Atom-Zuordnung von
Reaktionen als besonders vorteilhaft. Wie in Abgti2n2.2 noch genauer erlautert wird, war fur die
Atomzuordnung komplexerer Reaktionen eine BewerteigMCS nach ihrer Grol3e erforderlich.
Allerdings fiihrt diese Bewertungsmethode nur zu nifiganten Ergebnissen, wenn

zusammenhangende MCS betrachtet werden.

Nachteile des-MCS-Algorithmus:

Auch wenn derc-MCS-Algorithmus mit einer deutlich gunstigeren Emeit einhergeht, bleibt die
Laufzeit exponentiell. Somit ist nicht der Vergleibeliebig grol3er Molekile mdglich. Die Laufzeit
ist abhangig von der GrolRe der zu vergleichendefelite, ihrer Elementzusammensetzung, der
Molekulstruktur und anderer Faktoren. Ein effektiergleich groRer Metabolite ist mit dero-

MCS-Algorithmus daher noch nicht mdglich.
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Ein weiterer Nachteil des Algorithmus zeigt sich 8er Rekonstruktion komplexerer Reaktionen,
bei denen aromatische Ringe oder andere Ringssystmmpalten oder gebildet werden. Ein
einfacheres Beispiel hierfur ist die Reaktion dexteChol:oxygen 1,2-oxidoreductase, in der ein
aromatischer Ring gespalten wird (Abbildung 13 Winter der Beteiligung eines Wassermolekils
wird Catechol zu Muconat gespalten. Dabei gehen8&Mtome von Catechol in das Muconat tber.
Der c-MCS-Algorithmus generiert als Variante des Bromesch-Algorithmus allerdings 12
MCS, wobei jeweils nur 6 Atome des Catechols dentdat zugeordnet werden (Abbildung 13
B).

Es stellte sich heraus, dass die Ursache hierfiieiteebei der Generierung des Knoten-
ProduktgrapherH, entsteht. Dabei werden Einschrankungen vorgenommienteilweise zum
Fehlen entsprechender Kanten im ProduktgraphenefihDer Produktgraph stellt aber die
Grundlage fir alle Algorithmen dar, die das MCSHPem mit Hilfe des Cliquen-Problems I6sen.

A) O O
O O

LR N g \
Sauerstoffmolekiil Catechol:oxygen o o

1,2-oxidoreductase
Catechol cis,cis-Muconat

B)

O @]
e MCS Vergleich -
* O @]
O

O
mcs 1 >\ /
@]
@]
mMcs 2 >\ N
O O
@] O
McCs 3 5 /<
@]
MCS4 e > mcs 12

Abbildung 13: A) Reaktion der Catechol:oxygen 1yx@doreductase. B) Eine MCS-Suche mit Hilfe
desc-MCS-Algorithmus fihrt zu 12 MCS, wobei jeweils marAtome des Catechols dem Muconat
zugeordnet werden kdnnen.
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2.1.5 McGregor-Algorithmus

Im Zuge dieser Arbeit wurden noch weitere MCS Aijonen getestet. Ein sehr flexibler MCS-
Algorithmus, der fir den Vergleich von Molekulentwitkelt wurde, geht zurtick auf (McGregor,
1982). Bei diesem Algorithmus werden mittels eilBscktracking-Verfahrens systematisch alle
maoglichen Zuordnungen der Knoten des einen Graplhémen anderen Graphen ausprobiert. Die
Bindungen werden als Knoten betrachtet und die Bigen des einen Molekills werden gegen die
Bindungen des anderen Molekils in einer zweidinmraen Matrix aufgetragen. Abbildung 14
zeigt den Aufbau der zweidimensionalen Startmdtitxden Vergleich der Molekile Propanol und
Isopropanol. Beide Molekule verfiigen tber eine Gu@l zwei C-C-Bindungen. Da die C-C-
Bindungen von Propanol den C-C-Bindungen von Ispgnol zugeordnet werden kénnen, werden
die entsprechenden Positionen in der Startmatrix eimem Wert von ,1“ markiert. Auch die
Position, welche die Ubereinstimmung der C-O Birglumon Propanol und Isopropanol
kennzeichnet, erhalt den Eintrag einer ,1%. EintEag von ,1“ in der Startmatrix reprasentiert also
eine mdogliche Zuordnung und wird im folgenden Texich als ,Zuordnung“ bezeichnet. Die
restlichen Positionen erhalten einen Wert von 8" Zeichen daflr, dass hier keine Zuordnung

madglich ist.

C-O | CC c-C
2-4 1-2 1-3

2 C-O 14 1 0 0
M_o
Cc-C 1-2 0 1 1
3 4

Isopropanol| C-C 1-3 0 1 1

Startmatrix

Abbildung 14: Startmatrix des McGregor-Algorithméig die MCS-Suche von Propanol mit
Isopropanol.

Anschlie3end erfolgt eine Backtrackingsuche, diedam rekursiven Aufruf einer Funktion basiert,

ebenso wie bei dem in Abschnitt 2.1.3 beschriebeBem-Kerbosch-Algorithmus. An jedem
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Knotenpunkt innerhalb des Backtrackingsuchbaumegs $ch der Algorithmus auf mdogliche
Zuordnungen in der Matrix fest. Jedes mal, wenre einordnung gewéhlt wird, kbnnen andere
Zuordnungen ausgeschlossen werden. Die entspremmehabrdnungen in der Matrix werden dann
geléscht und es wird zu der nachsten Zuordnungergégangen, die tbrig geblieben sind und noch
nicht betrachtet wurde.

Gemal des McGregor-Algorithmus, stellt jede inMatrix verbliebene und noch nicht betrachtete
Zuordnung bei jedem Knoten innerhalb des Suchbawmesweitere Verzweigung dar. Dies fuhrt
zu einer explosionsartigen Ausweitung des Suchbaut@achpfade werden in unterschiedlicher
Reihenfolge der Knoten in hoher Anzahl betrachtet Ldésungen vielfach gefunden. Durch diese
rechenaufwendige Operation ist nur der Vergleich kteinen Molekilen moglich. Aus diesem
Grund wurde ein ,divide and conquer“-System (deutgeile und herrsche®) ausgearbeitet. Dieses
ermoglicht, dass jede Matrixkonstellation nur eihrbatrachtet und jede Ldsung nur einmal
gefunden wird.

Das ,divide and conquer“-System beruht auf dem dmst dass jede Zuordnung in der Matrix 2
Zustdnde annehmen kann. Zum einen kann eine Zuogdals Teillbsung angesehen werden und
den Wert ,1“ behalten. Die andere Moglichkeit dass eine Zuordnung den Wert ,0“ erhalt und
somit nicht als Teillésung betrachtet wird. In Hiok auf diese beiden Zustande, ergibt sich die
Mdoglichkeit, die Anzahl der Verzweigungen auf 2 reduzieren, wenn eine Zuordnung betrachtet
wird. In der ersten Verzweigung wird die rekursi¥inktion erneut aufgerufen unter der
Voraussetzung, dass die Zuordnung Teil einer Gé8anmg ist. Dabei werden alle Zuordnungen,
die sich nicht mit der Gewahlten vereinbaren lassgestrichen und es wird zur nachsten
verbliebenen Zuordnung Ubergegangen. In der zw&itgaweigung wird die Zuordnung nicht als
Teil einer Gesamtldsung angesehen. Daher wird @digikposition auf ,,0“ gesetzt und es wird zur
nachsten Zuordnung tbergegangen.

Abbildung 15 zeigt die 6 Losungsmatrizen, die bemdVergleich von Propanol mit Isopropanol
entstehen. Jede L&sungsmatrix reprasentiert ein&,Miéren Struktur neben der Lésungsmatrix
angegeben wird. Abbildung 16 veranschaulicht diemkEonsweise des ,divide and conquer“-
Systems. Nicht jede Zuordnung innerhalb der Startmadient als Anfangspunkt fir eine
Backtrackingsuche. Das System ermdéglicht es nuredsée Zuordnung als Ausgangsposition zu
verwenden, da auch die Mdoglichkeit betrachtet widldss diese Zuordnung nicht Teil einer
Gesamtlésung sein muss. Hierdurch lassen sich neit@lle moglichen Matrixkonstellationen

erzeugen. Dennoch werden alle mdglichen
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c-0 c-Cc c-Cc c-0 c-Cc c-Cc
2-4 1-2 13 2-4 1-2 13
c-0 14 0 0 0 c-0 14 0 0 0
c-C 1-2 0 1 0 c-C 1-2 0 0 1
c-C 13 0 0 1 c-C 13 0 1 0
2
MCS 1: > 1

co |cc | cc co | cc | ecC co | cc | ecC
244 | 12 | 13 224 | 12 | 13 224 | 12 | 13
co | 14 1 0 0 |+ 2y co | 14 1 0 o |—| co| 14 1 0 0
cc | 12 0 0 1 3>*_? cc | 12 0 1 1 cc | 12 0 1 0
cc | 13 0 0 0 Isopropanol | C-C | 13 0 1 1 cc | 13 0 0 0
MCs 3: 2\1_0 Startmatrix — 2&0
4 4
co | cec | cc co | cc | cc
2-4 | 12 | 13 -4 | 12 | 13
co | 14 1 0 0 co | 14 1 0 0
cc | 12 0 0 0 cc | 12 0 0 0
cc | 13 0 0 1 cc | 13 0 1 0
1 o 7
MCS5: 3/_4 MCS 6: 3/—3

Abbildung 15: Startmatrix und Losungsmatrizen desavkgor-Algorithmus fur den Vergleich von
Isopropanol und Propanol.

MCS 1 MCs 2
C-O|c-C|C-C C-O|C-C|C-C
2-411-2|1-3 2-4|1-2|1-3
C-O|14| 0 (0 ] 0O C-O[14|0 (0|0
C-Cl|1-2{ 0 |1 [0 CCl|1-2| 0 |0 |1
c-Cc[13[0 |0 [1 CCl13[0 [1] 0
> wiihle Zuordnung > wahle Zuordnung
> Uberarbeite Matrix > (berarbeite Matrix
Startmatrix > betrachte nachste Zuordnung > betrachte néchste Zuordnung
C-O|C-C|C-C c-0|c-C|c-C Cc-0|c-C|c-C C-O|C-C|C-C
2-411-2(1-3 2-4{1-211-3 o 2-411-2|1-3 " 2-4(1-2]1-3
CO[1-4] 1 [0 [0 | =M™, COM4]0 [0 [0 | — » [CO[14] 0 [0 [0 | —", [COM4|0 [0 [0 |—>
C-C[1-2[ 0 [ 1 | 1 | Zuordnung |C-C[1-2[ 0 [ 1 | 1 | Zuordnung |C_.C[1-2] 0 | 0 | 1 Zuordnung [C.C[1-2[ 0 [0 [0
C-C{1-3[ 0 |1 |1 C-C1-3[o0o |1 (1 C-Cl1-3[0 |1 [1 C-C[1-3] 0 |1 ]1
> wihle Zuordnung
> Uberarbeite Matrix

> betrachte niachste Zuordnung

C-O|C-C|C-C C-O|C-C|C-C C-O|C-C|C-C C-O|Cc-C|C-C
2-4(1-2(1-3| yerwerfe 2-4(1-2]|1-3 ., 2-411-21-3| | opwerfe 2-4|1-2]1-3
c-oj14|1|o0of0 | —» |CO|14[{1 |0 [0 | —>» [CO[14|1 [0 |0 | —» [COj14[1 |0 | O
C-C[1-2] 0 [ 1 [ 1 | Zuerdnung [E7C[1-2[ 0 | 0 | 1 | Zuerdnung [C-C[1-2]| 0 | 0 | 0 | Zuordnung [E.C[1-2[ 0 | 0 | 0
C-C{1-3[0 |1 ]1 CcCl1-3| 0 |1 ] 1 C-C[1-3] 0 |1 ] 1 C-C|1-3[0 [0 |1
> wihle Zuordnung > wihle Zuordnung > wahle Zuordnung L
> (iberarbeite Matrix > (iberarbeite Matrix > (berarbeite Matrix
> betrachte néchste Zuordnung > betrachte néchste Zuordnung > betrachte néchste Zuordnung
C-O|C-C|C-C C-O|C-C|C-C C-O|C-C|C-C
2-4|1-2 [1-3 2-4(1-2|1-3 2-4|1-2]1-3
C-O|1-4|/1]0]0 C-O|14|1 0] 0 CO[1-4|1 |0 ] 0
C-C[1-2| 0 (1 |0 cC-Ci1-2[{ 0 |0 [1 C-C|1-2{ 0 |0 (0
C-C[1-3J] 0 [0 |0 C-Cl1-3[0 o [0 C-C1-3| 0 |1 [0
MCS 4 MCS 3 MCS 6

Abbildung 16: Suchschema des ,divide and conqugst&ns fiir den Vergleich von Isopropanol
und Propanol.
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Losungswege betrachtet und der Algorithmus findée &CS des Beispiels nach wenigen
rekursiven Schritten.

Im Gegensatz zu den Cliquenalgorithmen, die auf Hewten-ProduktgrapheH, basieren, findet
der McGregor-Algorithmus 6 MCS. Der Knoten-Produkfghen H, enthalt hingegen nur 4
maximale Cliquen. Algorithmen, die auf einer Zuardg der Bindungen beruhen, erlauben ein
hoheres Mal? an Flexibilitat (Abschnitt 4.1.2.4)r Mergleich von Catechol und Muconat mit Hilfe
des McGregor-Algorithmus fuhrt zu 8 MCS, wobei jédwalle Atome des Catechol vollstdndig den

Atomen von Muconat zugeordnet werden (Abbildung 17)

MCS Vergleich O O
—» (McGregor Algorithmus) --—
l O O
O o]
MCS 1 N /
O
MCS 2 N \
0]
/O
MCS 3 i
0]
MCs4 0 -> MCS 8

Abbildung 17: Eine MCS-Suche mit Hilfe des McGregddgorithmus fuhrt zu einer vollstandigen
Zuordnung aller Catechol-Atome auf die Atome voncighat.

Nachteile des McGregor-Algorithmus:

Der McGregor-Algorithmus wird zur Zuordnung von Bungen benutzt. Einzelne Atome kdnnen
daher durch den Algorithmus nicht zugeordnet werdd@a Zuordnung einzelner Atome bendétigt

daher Zusatzfunktionen. Auch das Auslesen der Atmmdnungen aus den Bindungszuordnungen

erfordert einen Zusatzalgorithmus.
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Die Laufzeit ist exponentiell, wie bei allen ander&CS Algorithmen. Ein Vergleich von

Metaboliten mittlerer Grol3e ist somit bereits pewbétisch.

2.1.6 Kombination desc-MCS- und McGregor-Algorithmus

Nachdem zunachst Versuche unternommen wurden, Iderithmen einzeln zu optimieren, ergab
sich die Idee, die Schnelligkeit desMCS-Algorithmus mit der Flexibilitat des McGregor-
Algorithmus zu kombinieren.

Zu Beginn wird dem schnellereaMCS-Algorithmus Prioritéat eingerdumt. Zwei Molekiwerden
zunachst mit Hilfe des-MCS-Algorithmus verglichen. In vielen Fallen fulter Vergleich bereits
zuc-MCS, die sich nicht mehr erweitern lassen. Diebesonders offensichtlich, wenn sich bereits
alle Atome des einen Molekils in das andere Molekidrtragen lassen. Bleiben jedoch in beiden
Molekilen Atome und Bindungen gleichen Typs zurlgkgrden diese an den McGregor-
Algorithmus weitergegeben, der die Suche fortsddatmit weiterhin nach zusammenhangenden
maximalen gemeinsamen SubstrukturemCS, gesucht wird, werden nicht alle verbliebenen
Bindungen auf einmal an den McGregor-Algorithmudtevgegeben. Vielmehr werden in einem
iterativen Verfahren immer nur die Bindungen an d&eGregor-Algorithmus weitergegeben, die
unmittelbar an die bisher gefundene gemeinsameti®ihs angrenzen. Diese Vorgehensweise
wird in Abbildung 18 am Beispiel des Vergleichs v@atechol und Muconat ndher erlautert.
Zunachst wird durch den urspringlichenMCS-Algorithmus eine gemeinsame Substruktur
ermittelt. Ein Vergleich der verbliebenen Bindungemngt allerdings, dass noch Bindungen gleichen
Typs in beiden Molekilen vorhanden sind. Die Birngkem die an die gemeinsame Substruktur
angrenzen, werden ermittelt und dem McGregor-Atgarus tbergeben.

An diesen Bindungen sind Atome im Grenzbereich bisherigen gemeinsamen Substruktur
beteiligt. Die Grenzatome mussen die bisherige Atoondnung beibehalten und erhalten daher ein
spezifisches Label anstelle des Elementsymbols. Barspiel ist Atom 1 von Catechol dem Atom
8 von Muconat zugeordnet. Diese Atome erhaltenLddéel! ,X“. Ebenso ist Atom 5 von Catechol
dem Atom 2 von Muconat zugeordnet. Entsprechenalterhdiese Atome das Label ,Q".

Im ersten Suchschritt erweitert der McGregor-Altorius die gemeinsame Substruktur um eine Q-
C Bindung. Anschlie3end werden die Grenzbereiclregeeneinsamen Substruktur neu definiert
und Atom 2 von Catechol und Atom 1 von Muconat kemadas Label ,Q“. Es ergeben sich nun 2
Moglichkeiten, die gemeinsame Substruktur um eir® ®indung auszubauen. Danach lasst sich
die gemeinsame Substruktur nicht mehr erweiternaswerden 2-MCS ausgegeben. Ebenso baut
der McGregor-Algorithmus die anderen gemeinsamebpstBukturen aus, die als Grundlage von

dem urspringlichea-MCS-Algorithmus errechnet werden. Am Ende werderMBCS ermittelt.
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Abbildung 18: Funktionsweise des flexibleresMCS-Algorithmus, der aus der Verbindung des
ursprunglichere-MCS-Algorithmus und des McGregor-Algorithmus heeht.

Nicht in allen Fallen ist die Erweiterung der gensaimen Substrukturen so ubersichtlich, wie in
dem Beispiel von Abbildung 18. Haufig gibt es zaldhe Moglichkeiten die zugrunde liegende
Substruktur auszubauen. Aus diesem Grund werderhdeain Backtrackingverfahren alle
Moglichkeiten ausgetestet, die Substruktur duraihMeGregor-Algorithmus zu erweitern. Mit dem
ursprunglicherc-MCS-Algorithmus und dem McGregor-Algorithmus bealtet der neue-MCS-
Algorithmus somit 3 verschachtelte Backtrackingabrén. Das Ergebnis ist andererseits ein sehr
flexibler und schnellec-MCS-Algorithmus.
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Verbesserung der Laufzeit:

Die Kombination des urspriinglicheaMCS-Algorithmus mit dem McGregor-Algorithmus wurde
auch dazu benutzt, die Laufzeit fur den Vergleioh grol3en Molekllen zu verbessern. Der Ansatz
berunt auf der Annahme, dass es in einem erstenittS@usreichen sollte, gemeinsame
Substrukturen zu errechnen, da diese anschlie3d@ndilfe des McGregor-Algorithmus bis zuar
MCS erweitert werden kdnnen. Voraussetzung hiestigine ausreichende Grol3e der gemeinsamen
Substrukturen, die durch den urspringlicleeMCS-Algorithmus als Startstrukturen vorgegeben
werden. Hierdurch wird die Wahrscheinlichkeit erhttlass die Startstruktur im Bereich der
tatsachlichen MCS der Molekile liegt. In dieseml ladsen sich grol3ere Einschrankungen in den
Zuordnungsregeln des vorgeschaltetdCS-Algorithmus vornehmen.

Durch striktere Zuordnungsregeln kann der KnotesdBkt-GraphH, erheblich verkleinert werden.

In dem ursprunglichen-MCS-Algorithmus wurde nur der Elementtyp eines rAsoberucksichtigt
(Abschnitt 2.1.3). Jedes Kohlenstoffatom des einbwieklls bildet beispielsweise mit jedem
Kohlenstoffatom des anderen Molekils einen Knotem FProduktgraphen. Bei den neuen
Zuordnungsregeln wird bei grol3eren Molekilen auih Wimgebung der Atome bertcksichtigt.
Jedes Atom erhalt zunachst ein Label. Dieses beateheiner Zahlenfolge von 7 Zahlen. Jedem

Elementtyp wird eine bestimmte Zahl zugeordnet.

Label 2000001 o2 Label: 1000011

N

041

043

|
e el —— Label: 30001112

Label: 1000122

Label: 12003333

Abbildung 19: Die Atome des Ferrocytochroms erlmlt@bel, die Aufschluss Uber die atomare
Umgebung geben.
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In Abhangigkeit davon, von welchen Elementen einmAtumgeben ist, setzt sich die Zahlenfolge
anders zusammen. Nur Atome mit identischem Label&e im Produktgraphehl, zu neuen
Knoten zusammengefasst. Die Grof3e des Produktgraghenimmt hierdurch deutlich ab. Die
Verbesserung in der Laufzeit ist so erheblich, dassh der Vergleich von grof3en Metaboliten in
akzeptabler Zeit erfolgen kann. Bei groRen Metabolibetragt diee-MCS-Suche teilweise noch
mehr als eine Minute mit einem Pentium-Rechner @G#). Beispielsweise bendtigt der Vergleich
von GM1 und GM2 80 Sekunden. Ohne Beriicksichtigdeg\Wasserstoffatome besitzt GM1 91
Atome und GM2 80 Atome. Die Laufzeit hangt abehhicur von der Molekilgrol3e, sondern auch
von der Elementzusammensetzung und der Molekutsirukb. So bendtigt der Vergleich von
Vitamin B12 und Cob(Il)alamin nur 23 Sekunden, obhioeide Molekiile ohne Berucksichtigung
der Wasserstoffatome eine Grofe von 91 Atomen zZassitFur mittelgrol3e Molekile, wie
beispielsweise FAD und FADHmIit 53 Atomen, betragt die Laufzeit bereits dehtliveniger als
eine Sekunde. Diese und kleinere Molekile machemahrheit der Metabolite aus.

Bei dem Vergleich von kleinen Molekilen ist die Beksichtigung der atomaren Umgebung nicht
sinnvoll. Zum einen ist die Laufzeit auch ohne B&sichtigung der Umgebung ohnehin gering.
Andererseits andert sich im Verlauf von biochemeschReaktionen die atomare Umgebung
innerhalb kleiner Molekule haufig sehr. Die Wahesiatichkeit, falsche Zuordnungen zu treffen, ist
bei kleinen Molekilen daher zu hoch. Daher verzivgich das Programm in Abhangigkeit von der
GrolRe der betrachteten Molekile. Bei dem Vergleich kleinen Molekilen erfolgt bei dei
MCS-Algorithmus, der dem McGregor-Algorithmus vosgkaltet ist, keine Betrachtung der
atomaren Umgebung. Uberschreiten aber beide Eisgawigkiile eine GroRe von 40 Atomen, so

werden bei dem vorgeschalteten urspringlich®fCS die atomaren Umgebungen bertcksichtigt.

Eingangsmolekile c-MCS Algorithmus
2 ¢-MCS Algorithmus nach Koch et. al.
Molekdl 1 Molekiilgrée _(keine Betrachtung der atomaren Umgebung)

+ —p c-MCS
McGregor Algorithmus

— <40 Atome

¢-MCS Algorithmus nach Koch et. al.
MolekiilgroRe (Betrachtung der atfmaren Umgebung) MeS
M - > 40 Atome ; —>» c
olekll 2 McGregor Algorithmus

Abbildung 20: Der neuec-MCS-Algorithmus verzweigt sich in Abhangigkeit voder
Molektlgrofie.
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2.2 Atom-Zuordnung biochemischer Reaktionen

Der unter Abschnitt 2.1 beschriebene-MCS-Algorithmus dient als Grundlage, um
Atomzuordnungen fir biochemische Reaktionen zu gem®. Zu diesem Zweck wird mit Hilfe
desc-MCS-Algorithmus jedes Eduktmolektl mit jedem Prkitnolekil verglichen. Jeder einzelne
Molekulvergleich fuhrt zumeist zu einem Set votMCS. Nur in wenigen Fallen besitzen 2
Molekile eine eindeutige-MCS. Bei einer Reaktion mit mehreren Edukt- unddRktmolekilen
entstehen auf diese Weise mehrere SetscMdiCS. Um aus diesen Sets eine Atomzuordnung fur
die Gesamtreaktion zu generieren, missen schire@iec-MCS aus den verschiedenen Sets in
allen méglichen Kombinationen ausgetestet werdesi.ig& es dabei eine Kombination vorMCS

zu finden, bei der alle Edukt- und Produktatomeeder zugeordnet werden kénnen.

Je mehr Edukt- und Produktmolekile an der Reakbeteiligt sind, desto mehr nimmt auch die
Anzahl anc-MCS Sets zu und die Kombinationsmdglichkeiten wfachen sich. Um auch in
komplexen Fallen mit UberlappendenMCS eine Zuordnung der Edukt- und Produktatome
gewahrleisten zu kdnnen, wurde ein RankingsystemBawertung vonc-MCS fir das Modul
entwickelt. Auch heuristische Methoden helfen, dMazahl mdglicher Kombinationen zu
verringern. So werden lokale Symmetrien innerhab Molektle erkannt und redundaméCS
aus den Sets entfernt. Kofaktoren werden sepateddhet, um ihre Atome unabh&ngig von den
Ubrigen Molekilen zuzuordnen. Um falsche Zuordnungel vermeiden, war es weiterhin
erforderlich, einen Algorithmus zur Erkennung vomoaten und anderen Ringsystemen zu
entwickeln. Schlief3lich wurde auch eine Variante Beon-Kerbosch-Algorithmus hinzugeftugt, die
es ermoglicht die Zuordnung von Molekilen und eimze Atomen zu trennen. Die Funktionsweise
der Atomzuordnung und die einzelnen Optimierungayeen werden in den folgenden Abschnitten

genauer erlautert.

2.2.1 c-MCS-Kombination

Der neuec-MCS-Algorithmus stellt den Kern des Atom-Atom-Zdaungsprogramms dar. Er wird
dazu verwendet, jedes Eduktmolekil mit jedem Prodaolekil zu vergleichen. Ein einfacheres
Beispiel fir die Generierung einer Atomzuordnurellistie Reaktion der Pyruvatdecarboxylase dar
(Abbildung 21). Dieses Enzym ist fur die alkohotiecGarung verantwortlich und decarboxyliert
Pyruvat unter Entstehung von Kohlendioxid und Alcithyd. Die Reaktion kann stellvertretend fir
Reaktionen des Typs A. B + C angesehen werden. Pyruvat wird als Eduktkiblenit den

Produktmolekilen Kohlendioxid und Acetaldehyd vetygn. Durch die beiden Molektilvergleiche
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Abbildung 21: Edukt-Produkt c-MCS-Vergleichsschema anhand des Beispiels der
Pyruvatdecarboxylase. Es entstehen die beidenASatsl B mit jeweils mehrerectMCS.

entstehen 2 Sets vanMCS. Der Vergleich von Pyruvat mit Kohlendioxidntii zu 2c-MCS (Set

A), welche sich nur in der Orientierung untersckaidaber die gleichen Molekulbereiche abdecken.
Set B geht aus dem Vergleich von Pyruvat mit Adetiayd hervor und beinhaltetc4dMCS. Um
nun eine atomare Abbildung der Eduktatome auf doeléiktatome generieren zu kdnnen, stellt sich
die Frage, welche-MCS aus Set A und Set B kombiniert werden misdamit eine vollstdndige
Atomzuordnung entsteht. Zu diesem Zweck werdencalMCS-Kombinationen aus Set A und Set
B generiert. AnschlielRend werden die Kombinatioselektiert, die zu einer maximalen Anzahl von
Atomzuordnungen fihren. Es entstehectMCS-Kombinationen. Nur 2 Kombinationen fuhren zu
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einer vollstandigen Atomzuordnung, wahrend dielikgn Kombinationen Atomuberlagerungen
enthalten. Reaktionen, in denen ein Metabolit ieizMolekulfragmente zerfallt, lassen sich einfach

nachvollziehen. In diesem Fall lassen sich immemHKimationen finden, wo sich die beiden

Fragmente ohne Uberlagerung in das Ausgangsmaligitragen lassen.

@) @)
s ) \\ — 2 Uberlagerungen —» 4 Zuordnungen
Set A: ¢c-MCS 1 SetB: ¢-MCS 1
« o @)
'O ) k — 2 Uberlagerungen — 4 Zuordnungen
Set A: ¢-MCS 2 Set B: ¢-MCS 1
O
5 ) 5 ey — 2 Uberlagerungen — 4 Zuordnungen
Set A: ¢-MCS 1 Set B: ¢-MCS 2
%O ) & A — 2 Uberlagerungen — 4 Zuordnungen
Set A: ¢-MCS 2 Set B: ¢-MCS 2
O
p o
& ( —> vollstandig —»|6 Zuordnungen|
Set A: ¢c-MCS 1 SetB: ¢-MCS 3
vo ) (O —> vollstédndig —»|6 Zuordnungen
Set A: ¢c-MCS 2 SetB: ¢-MCS 3
@)
O) \/O — 2 Uberlagerungen — 4 Zuordnungen
Set A: ¢-MCS 1 Set B: ¢c-MCS 4

."’ O
L)
o

Set A: ¢c-MCS 2

Abbildung 22:

\

Set B: ¢c-MCS 4

— 2 Uberlagerungen —» 4 Zuordnungen

c-MCS-Kombinationen aus der Reaktion der Pyruvatdepnelase werden

untersucht, um Kombinationen ohne Atomuberlagerarageermitteln.
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2.2.2 Rankingsystem zur Rekonstruktion komplexer Raktionen

Die Atomzuordnung wird deutlich schwieriger, wenehrere Edukt- und Produktmolekile an der
Reaktion beteiligt sind. Haufig kommt es zu Ubeglamgen innerhalb derMCS-Kombination,
wobei zwei oder mehc-MCS die gleichen Atome beanspruchen kénnen. Une eimdeutige
Abbildung der Atome zu generieren, muss eine Ewridcimg getroffen werden, welchefMCS
schlie3lich die Atome zugeordnet werden. Bei emanuellen Zuordnung wirden gré3eceMCS
eine hohere Prioritdt eingerdumt werden als Klener Aus diesem Grund wurde ein
Rankingsystem erarbeitet, das di®ICS innerhalb einer Kombination nach ihrer Groléevértet.
GroRRerec-MCS erhalten Vorrang gegentber den kleineseviCS. Gibt es Atomuberlagerungen
zwischen groReren und kleinereiMCS, so werden die Atome der gro3eceMCS bericksichtigt,
wahrend die Atome aus den kleineeRICS entfernt werden.

Ein Beispiel fur die Funktion des Rankingsystemsbt gilie Reaktion der L-Arginin:Glycin-
Amidinotransferase (Abbildung 23). L-Arginin und y@in reagieren zu L-Ornithin und
Guanidinacetat. Damit besitzt die Reaktion die F&km B -~ C + D. Im ersten Schritt erfolgt ein
c-MCS-Vergleich von jedem Eduktmolekil mit jedem éuktmolekil. Hierdurch entstehenc4
MCS Sets. Bei dieser Reaktion fuhrt jeder Verglaich zu einerc-MCS. Hierdurch ergibt sich
zunachst nur eine Moglichkeit, die-MCS miteinander zu kombinieren. DieMCS dieser
Kombination werden entsprechend des Rankingsystecis inrer Grol3e sortiert. Hierbei zeigt sich
ein haufiger Problemfall. Die beidemMCS aus den Vergleichen von Molekul B und C, sowie
Molekul B und D sind gleich gro3. BeideMCS haben eine GroRe von 5 Atomen und besitzen
gleiche Prioritat. Das automatisierte Verfahrenrkannéchst nicht unterscheiden, welcher der
MCS Prioritat eingerdumt werden muss. Daher welé&ombinationen erzeugt, wobei zunachst
der einen, dann der andererMCS Vorrang gegeben wird. Generell werden alle lmbgn
Permutationen erzeugt und ausgetestet, wenn eimebiation mehrere&-MCS gleicher Grol3e
enthalt.

Wenn alle moglichers-MCS-Kombinationen erzeugt und nach ihrer GroR&esbmwurden, werden
die Atomzuordnungen schrittweise generiert (Abhbilgu24). Zunachst werden die Atome der
gréRtenc-MCS in die Losungsmenge aufgenommen und UberldgeAtome aus den kleineren
MCS entfernt. Hierdurch kdnnen sich die Grol3envanisse unter den verbliebenenMCS
verandern. Daher erfolgt ein erneutes Umsortieemvedrbliebenerc-MCS, bevor die Atome der
zweitgréRtenc-MCS zur Losungsmenge hinzugefiigt werden. Durclsedieiterative Verfahren
werden alle c-MCS der Kombination betrachtet und die Atomzuortnu schrittweise

vervollstandigt.
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Abbildung 23: Funktion des Rankingsystems anharsdRkaktionsbeispiels der L-Arginin:Glycin-
Amidinotransferase (EC-2.1.4.1).
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Abbildung 24: Das Schema verdeutlicht, wie diBICS der zweiten Kombination aus Abbildung
23 nacheinander in Abhangigkeit von der Grof3e beted und zur LOosungsmenge hinzugeflugt
werden.
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In anderen Fallen gibt es mehrere Mobglichkeitere diMCS aus den verschiedenen Sets
miteinander zu kombinieren. Es werden dann alle Koationen betrachtet und die Lésungen
abgespeichert, die zu einer maximalen Edukt/Produktomzuordnung fihren. In den meisten
Fallen wird durch dieses Verfahren eine vollstdadigomzuordnung generiert. Allerdings gibt es
Reaktionen, die sich ohne eine Erweiterung desa¥ieehs nicht nachvollziehen lassen. Weiterhin
konnen sich die Kombinationsmoglichkeiten explosantig vervielfachen, wenn viele Molekile an
der Reaktion beteiligt sind. Um diese Laufzeitpeobé zu umgehen, wurden heuristische Aspekte

in das Verfahren aufgenommen.

2.2.3 Erkennung lokaler Symmetrien

Der paarweise Vergleich der Molekle fuhrt zu eimeterschiedlichen Anzahl vanMCS. Vielec-
MCS beruhen dabei auf lokalen Symmetrien innerfib Molekile. Beispielsweise besitzen in
Abbildung 25 die Molekile A und B je zwei Methylgmen am C1-Atom. Aus
graphentheoretischer Sicht ergeben sich 2 Méglitdrkedie Methylgruppen der Molekile einander
zuzuordnen. Fir die Generierung einer Atomzuordnustg aber eine dieser aquivalenten
Moglichkeiten ausreichend. Es gibt viele ahnlichegpen, die bei vielen Molekulen zu finden sind
und die c-MCS-Anzahl wesentlich erhéhen kdnnen. Hierzu gehoKohlenstoffatome, die mit
Aminogruppen oder Hydroxylgruppen in Verbindunghste, sowie Stickstoff-, Schwefel- oder
Phosphatverbindungen. Es wurden daher Suchfunktionéegriert, die solche Gruppen in
Molekulen auffinden und sich auf eine Atomzuordnuiegtlegen. Auf diese Weise werden

redundante-MCS aus den Sets entfernt.

R4 R4
2 /h 3 C—MCS 1 /|'1\ 3
H3C CHj, H,C CH;
Molekul A
c-MCS
Vergleich R4
c-MCS 2: . /|1\ s
H;C CH,4

Abbildung 25: Eine lokale Symmetrie am C1-Atom fidw dquivalenten Atomzuordnungen.
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2.2.4 Atomzuordnung von Kofaktoren

An vielen enzymatischen Reaktionen sind Kofaktdveteiligt. Hierzu gehdren Energietrager wie
Adenosintriphosphat (ATP) oder Oxidations- bzw. ®&®awmnsmittel wie beispielsweise
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+/NADH). Einige Rktionen benétigen diese Energie- und
Reduktionsaquivalente in hoher Anzahl.

Diese Reaktionen kénnen daher fir das Atomzuordspnogramm ein Problem darstellen. Es muss
entsprechend vieleMCS-Vergleiche zwischen den Edukt- und Produktridien vornehmen und
die Anzahl mdglicher c-MCS-Kombinationen kann in einem MalRe zunehmen,s dd&
Atomzuordnung nicht mehr in akzeptabler Zeit eréoldcann.

Andererseits sind die Verdnderungen innerhalb deofalktoren bekannt. Sie bilden
korrespondierende Molekilpaare, die sich auf darkEdund Produktseite auffinden lassen. Diese
Eigenschaft lasst sich als heuristische InformationVerringerung der Laufzeit verwenden. Tritt
beispielsweise NAD+ als Edukt bei einer Reaktion Brscheinung und findet sich auf der
Produktseite das korrespondierende NADH Molekilassen sich die Molekile einander zuordnen

und von den Ubrigen Molekilen der Reaktion trennen.

Korrespondierende Kofaktoren:

NAD+ NADH

NADP+ NADPH
FAD FADH?2
FMN FMNH2

oxidiertes Flavodoxin

reduziertes Flavodoxin

oxidiertes Ferredoxin

reduziertes Ferredoxin

Ferricytochrom

Ferrocytochrom

Ferricytochrom c

Ferrocytochrom ¢

Ferricytochrom c-553

Ferrocytochrom c-553

Ferricytochrom bl

Ferrocytochrom bl

Ferricytochrom b5

Ferrocytochrom b5

Ferricytochrom b-561

Ferrocytochrom b-561

Fe(lll) Fe(ll)
ATP + HO ADP + Phosphat
ATP + HO AMP + Diphosphat

Tabelle 3: Auflistung der bertcksichtigten Kofakiolekile
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Tabelle 3 enthélt eine Auflistung der korresporelielen Kofaktoren. Werden entsprechende
Molekulpaare entdeckt, werden die Molekile duceMdCS-Suche verglichen und die zugehérigen
Edukt- und Produktatome zugeordnet. AnschlieRenddeve die Moleklile maskiert und dem

weiteren Molekilvergleich entzogen.

2.2.5 Bron-Kerbosch-Algorithmus

Der c-MCS-Algorithmus und das Rankingsystem erlaubeddan meisten Fallen eine vollstandige
Atomzuordnung aller Edukt- und Produktatome. Baiiggn Reaktionen reicht dieses Verfahren
allerdings nicht aus, um die Atomzuordnung abzusBkh. Problematisch sind Féalle, wo eine
besonders kleine Struktur von einem Molekil aufagideres Ubertragen wird, denn die tbertragene
Struktur muss nicht Bestandteil d@MCS beider Molekiile sein. Ein Beispiel flr dieseu&tion

gibt die Reaktion der Amino-acid N-Acetyltransfeda@bbildung 26). Dieses Enzym katalysiert
die Ubertragung einer Acetylgruppe von Acetyl-Ca# b-Glutamat. Deic-MCS-Vergleich von L-
Glutamat mit N-Acetyl-L-Glutamat ergibt eieMCS, die dem L-Glutamat Molekil entspricht, da
die Wasserstoffatome auf dieser Ebene noch nichiicksichtigt werden. Ebenso liefert der

Vergleich von Actyl-CoA mit CoA eine-MCS, die mit dem CoA Molekiilteil Gbereinstirim

OH

HN
L L-Glutamat ;4 h -
e H/{“ +H ° CH,

Amino-acid - + ¥
N-acetyltransferase ﬁ

Acetyl-CoA <\-J
CoA

Abbildung 26: Die Amino-acid N-Acetyltransferase GR2.3.1.1) ist ein Beispiel fir einen
Reaktionstyp, wo das Ranking-System nicht zu erm#standigen Atomzuordnung fuhrt.
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Diese beiden Strukturen werden durch das Rankitgsyszugeordnet. Nicht zugeordnet wird
hingegen die Acetylgruppe, die auf das L-GlutamateéMil Gbertragen wird. Ursache hierfir ist,
dass derc-MCS-Vergleich von Acetyl-CoA und N-Acetyl-L-glutaah zu einerc-MCS flhrt, die
nicht die Acetylgruppe des Acetyl-CoA beinhaltetelvhehr weist ein Bereich innerhalb des CoA-
Molekiilteils groRere Ahnlichkeit mit N-Acetyl-L-glamat auf.

Als Losung fur diesen Problemtyp wurde eine Aufteg des Molekulvergleichs in mehrere Ebenen
gewahlt. Fuhrt dec-MCS-Vergleich und das Rankingsystem zu unvolls@gem Atomzuordnung,
werden die verbliebenen Strukturen mit Hilfe eimeiteren Bron-Kerbosch-Variante verglichen.
Diese Variante entspricht weitgehend dem ursprihgh Bron-Kerbosch-Algorithmus (Abschnitt
2.1.3).

2.2.6 Vergleich von kleinen Molekilen durch den Bro-Kerbosch-Algorithmus

Anders als der schnelleceMCS-Algorithmus findet der urspriingliche Bron-Kedeh-Algorithmus
auch nicht-zusammenh&ngende MCS. Dies ist besohdigesch, wenn mehrere kleine Fragmente
oder einzelne Atome auf der Edukt- und Produktsaitéckbleiben.

Bei besonders kleinen Molekilen bietet es an, aufe ee-MCS-Suche auf der ersten
Molekulvergleichsebene zu verzichten und diese mistHilfe des Bron-Kerbosch-Algorithmus
nachtraglich zuzuordnen. Denn der Vergleich vorr sdé¢inen mit grél3eren Molekilen kann zu
einer hohen Anzahl voo-MCS fuhren. Beispielsweise entstehen eMCS, wenn Methan mit
einem groReren Molekil mit 40 Kohlenstoffatomengliehen wird. Hierdurch kann sich die
Anzahl der Kombinationen erheblich vervielfachenerw die c-MCS der verschiedenen
Vergleichsets kombiniert werden. Ein nachtraglicikesrdnen mit Hilfe des Bron-Kerbosch-

Algorithmus fihrt hier zu einer wesentlichen Vedersing der Laufzeit.

2.2.7 Erkennung von aromatischen Ringen

Aromaten sind eine Molekilklasse, die planare umg#ligche Ringsysteme mit konjugierten
Doppelbindungen enthalteblért, 2002) Alle Atome des Ringsystems sind sp2-hybridisiBies
bedeutet, dass sich 2 Elektronen der Doppelbinduragd besonders ginstigen Energieniveaus
befinden. Sie werden atsElektronen bezeichnet und sind nicht in de@rbitalen zwischen den
beiden C-Atomen lokalisiert, sondern verteilen dicleiner Elektronenwolke Uber die Atome des
gesamten aromatischen Systems. Die Wolke bilded@menanntes-System aus, das sich oberhalb

und unterhalb des Ringsystems befindet. Diese Hppung dern-Orbitale wird auch als

51



Methoden

Konjugation bezeichnet und verleihnt Aromaten spsaife chemische und physikalische
Eigenschaften. Hierdurch unterscheiden sich Aromataé den Ubrigen organischen Verbindungen,
den Aliphaten.

Aromatische Ringe werden haufig nicht gekennzeithiWenn gleich dier-Elektronen delokalisiert
vorliegen und sich nicht fest einer Bindung zuordiessen, werden aromatische Ringe zumeist als
Ringsysteme mit alternierenden Doppelbindungen gelgen. Die Zuordnung der Einfach- und
Doppelbindungen erfolgt willktrlich und bleibt defeichner des Molekils vorbehalten. Die in den
.Molfiles* kodierten Molekiile werden zunachst augbzeichnet und durch Programme, wie das
Programm MDL ISIS draw, in das Molfile-Format Uketez. Somit kénnen Doppelbindungen von
aromatischen Ringen in korrespondierenden Eduktd udrroduktmolekilen unterschiedlich
eingezeichnet sein. Die Folge ist in diesem Fallhssd spater fur den Ring ein
Elektronentransfermuster errechnet wird, obwohh&efAnderungen in der Elektronenverteilung
stattfinden.

In manchen Fallen bilden aromatische Ringe symsutte Strukturen. Hierdurch kdnnen
Atomzuordnungen entstehen, die zu falschen Ele&trvansfermustern fihren. Ein Beispiel hierfur
ist die Reaktion der Methylenetetrahydrofolat-Radsk (Abbildung 27), in der 5-
Methyltetrahydrofolat zu 5,10-Methylenetetrahydtafoumgewandelt wird. In der Molekulmitte
befindet sich ein aromatischer Ring, der aus deakien unverandert hervorgeht. DeiMCS-
Algorithmus bertcksichtigt keine Doppelbindungemaher stellt der aromatische Ring in dem
Molekul eine lokale Symmetrie dar. Wie in AbbilduB§ dargestellt, ergeben sich 2 Mdglichkeiten
die Ringatome der beiden Molekile einander zuziemdBei Moglichkeit A korrespondieren die
Atomzuordnungen mit den Doppel- und Einfachbindumgeie Doppel- und Einfachbindungen
sind einander zugeordnet und der Ring bleibt umdsé. Anders bei der zweiten Moglichkeit (B):
Hier werden die Atome so zugeordnet, dass die Dbpykingen an die Stelle der Einzelbindungen
treten und umgekehrt. Bei dieser Atomzuordnung gpdter ein Elektronenaustausch errechnet,
wobei 3 zusatzliche Bindungen entstehen und 3 Bigdn gespalten werden.

Um derartige falsche Zuordnungen auszuschlieRemgevein Algorithmus zur Erkennung von
aromatischen Ringen entwickelt. Dieser Algorithmusgde in C++ implementiert und als Klasse
JAromatic_Rings® in das Programm integriert. Der gatithmus beruht auf einer
Backtrackingsuche. Ausgehend von jeder Doppelbigdrines Molekils wird zunachst nach einer
alternierenden Folge von Einfach- und Doppelbindingesucht. Diese Folge von Bindungen kann
dann zum Ring geschlossen werden, wenn der Algoushnach einigen Schritten wieder zu der
Ausgangsbindung gelangt. Die gefundene Ringstrukivd dann auf die Aromatizitatskriterien

untersucht.
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pro ey

5-Methyltetrahydrofolat oH 5,10-Methylenetetrahydrofolat

Methylenetetrahydrofolate +
+ P
Reduktase
oxidiertes Ferredoxin reduziertes Ferredoxin

Abbildung 27: Reaktion der Methylenetetrahydrofdtaduktase (EC-Nummer 1.5.7.1).

\ 21

19 20

5-Methyltetrahydrofolat 5,10-Methylenetetrahydrofolat
19 A
B) —mesl—e R1—
17 18
5-Methyltetrahydrofolat 5,10-Methylenetetrahydrofolat

Abbildung 28: Der c¢-MCS-Algorithmus unterscheidetichh zwischen Doppel- und
Einfachbindungen. Es gibt daher 2 Madglichkeiten,n d&enzolring der Molekile 5-
Methyltetrahydrofolat und 5,10-Methylenetetrahydtaf aufeinander abzubilden. Bei der
Atomzuordnung der zweiten Moglichkeit (B) entstedtmeintlich ein Elektronenaustausch.

Nicht alle aromatischen Ringe beinhalten aussclidief@in System von alternierenden Doppel- und
Einfachbindungen. Es gibt auch aromatische lonemw, a&wuf eine Einfachbindung keine
Doppelbindung folgt, sondern ein positiv oder neggeladenes Kohlenstoffatom oder Heteroatom.
Entsprechende Heteroatome koénnen Stickstoff-, Stafer oder Schwefelatome sein. Hierzu

gehdren beispielsweise die kleineren Cycloproperiatze, die in ihrem Ring nur®2Elektronen
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und ein positiv geladenes Kohlenstoffatom enthalRositiv geladene Ringe findet man aber auch
bei Derivaten des Cycloheptatrien oder man mussmér negativen Ladung bei Cyclopentadien-
Derivaten rechnen. Der Algorithmus prift auch digkgglichkeiten. Wenn auf eine Doppelbindung
eine Einfachbindung mit einem geladenen Atom fodgt,wird im nachsten Schritt wieder nach
einer Einfachbindung mit einer darauf folgenden paipindung gesucht.

Neben den aromatischen lonen, gibt es zahlreicheeneeAusnahmen, wo freie Elektronenpaare
von Heteroatomen am Aufbau desSystems beteiligt sind. Aus diesem Grund mus®dzahl der
Bindungen, die von den Heteroatomen ausgehen, telimiterden. Bindungsanzahl und Ladung
eines Heteroatoms gibt Aufschluss dartber, ob dderblatom freie Elektronenpaare besitzt, die es
demn-System zur Verfiigung stellen kann. Aromaten didsgss sind beispielsweise Furan, Pyrrol
oder Thiophen, um nur einige zu nennen.

Gefundene Ringsysteme mit alternierenden Doppedt BHimfachbindungen, mit Ladungen, oder
Heteroatomen mit freien Elektronenpaaren werderdeuHuckel-Regel geprift. Danach sollen die
delokalisierten Elektronen des konjugierten Elek#msystems einer bestimmten Anzahl
entsprechen, die sich durch Formel (4n + 2) errechi@sst. Dabei gibt ,n“ die Anzahl der
Ringsysteme an. Entsprechend mussen zunachst 2op@ypen-Derivate) oder 6 delokalisierte
Elektronen in einem Ring vorhanden sein.

Das Auffinden von grofR3eren konjugierten Elektrorystesmen mit mehreren verbundenen Ringen
erfordert ein komplexeres Suchverfahren. Ein Beispeigt Abbildung 29, wo 2 aromatische Ringe
miteinander verbunden sind. Das konjugierte Eleldnsystem enthalt 10 delokalisierte Elektronen
und entspricht somit der Huckel-Regel. Ring A lasgth mit Hilfe des oben beschriebenen
Algorithmus auffinden. Der zweite Ring B hingegenht, denn die beiden Doppelbindungen des
Rings werden durch 3 Einfachbindungen voneinandsregnt. Ring B lasst sich daher nur
auffinden, wenn Ring A bereits als aromatischergRdentifiziert wurde. Denn in diesem Fall kann
die gemeinsame Bindung der beiden Ringe als Dopuklhg gewertet werden.

Die Suche nach verbundenen aromatischen Ringergerétaher in Form eines iterativen
Verfahrens. Zunachst werden mit Hilfe des besckneb Backtracking-Algorithmus Ringe
ausfindig gemacht, die alleine den Aromatizitatekren entsprechen. Die Bindungen dieser Ringe
werden in der Folge als Doppelbindungen gewertatschlieRend erfolgt eine neue Suche
ausgehend von den Doppelbindungen, die bislang hkeatem aromatischen Ring zugeordnet
werden konnten. Auf diese Weise wird nun auch Fregs aromatisch identifiziert. Neben Ring A
und B waren weitere aromatische Ringe denkbamndielem bisherigen Ringsystem in Verbindung
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R1 R2

Abbildung 29: Ring B lasst sich nur in Verbindung Ring A als aromatisch identifizieren.

stehen konnten. Deshalb fahrt das iterative Veefahsolange fort, bis fiir alle verbliebenen

Doppelbindungen definitiv ausgeschlossen werdem kalass sie einem konjugierten System
angehoren.

Neben den hier beschriebenen Aspekten fur die Swmelob Aromaten, lassen sich zahlreiche
komplexere Félle konstruieren, die man in die Sueimeziehen musste. Da diese Falle in der
Praxis bei biochemischen Molekilen aber nicht iscBeinung treten, werden sie durch den
Suchalgorithmus nicht berlcksichtigt (z.B. Pyrajenn Cytochromen).

Obwonhl sich der Algorithmus eines Backtrackingveréms bedient, werden die aromatischen
Ringsysteme aller Molekile ohne Laufzeitproblenmaigelt. Damit die Suche nicht mehrere Ringe
durchlauft, wird die Tiefensuche nach wenigen Stiabgebrochen. Hiermit erméglicht es der
Algorithmus, korrespondierende aromatische Ringe &elukt- und Produktseite einander

zuzuordnen. Wenn ein Ring vor als auch nach dekti@adie Kriterien flr einen aromatischen

Ring erfllt, kbnnen nicht-korrekte Bindungsaustdieserkannt und ausgeschlossen werden.

2.2.8 Addition und Zuordnung der Wasserstoffatome

Als Eingabe fur das Programm werden so genanntdil®olerwendet. Diese Textfiles enthalten
die Informationen Uber die Atome und Bindungen gihdoleklls. Dabei werden aber nur die
Atome und Bindungen der schwereren Atome des Mdla&kigrates beschrieben. Die kleineren
Wasserstoffatome sind hingegen nur in Ausnahmefétieden Molfiles enthalten. Eine Ausnahme
ist beispielsweise molekularer Wasserstoff,)(HWasserstoffatome kdnnen nur eine Bindung
eingehen und spielen beim Aufbau einer verzweidtetekllstruktur eine untergeordnete Rolle.

Den Kohlenstoffatomen und Heteroatomen kommt hiagegine grof3ere Bedeutung zu. Diese
Atome bilden das Molekulrickgrat. Die Wasserstoffia¢ verteilen sich entlang der

Ruckgratatome. Daher lassen sich die Wasserstofeatoit Hilfe der Ruckgratatome herleiten. Die

Anzahl der Wasserstoffatome eines Kohlenstoff- oHeteroatoms ist abhéngig von seinem
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Elementtyp, seiner Ladung und der Anzahl seinerd@&ngen zu den anderen Atomen des
Molekdlriickgrats.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Programmuidesichtigt zundchst nur die gréfieren

Atome aus den Molfiles fir die Generierung eineorAtruordnung der Eduktatome auf die

Produktatome. Erst wenn dieser Vorgang abgeschassewerden die Wasserstoffatome zu den
Molekulen addiert, um die Atomzuordnung zu vervéihgligen.

Abbildung 30 zeigt, welche Wasserstoffatome fiir Medekul 4-Aminobutanal bestimmt werden.

Das Molfile enthalt nur die 6 Atome des Molekilrgckts. Dieses besteht aus 4 Kohlenstoff-,
einem Sauerstoff- und einem Stickstoffatom. Kohieffisgehort der vierten Hauptklasse an und
besitzt 6 Elektronen. Die vier aul3eren Elektronen ziveiten Schale kdnnen je eine Bindung
eingehen, so dass in organischen Molekilen von éfsbffatomen in der Regel vier Bindungen
ausgehen. Die Kohlenstoffatome C2, C3 und C4 lesitzereits zwei Bindungen. Da diese
Kohlenstoffatome keine Ladung besitzen, kann daaosgegangen werden, dass noch zwei
Bindungen zu Wasserstoffatomen fehlen. Diese Bigdan werden zusammen mit den

Wasserstoffatomen ergéanzt. Kohlenstoffatom C5 gerhiereits tber drei Bindungen. Daher wird

eine Bindung mit einem Wasserstoffatom hinzugeflgt.

Abbildung 30: Molekil 4-Aminobutanal. Die Wasseffdtome sind nicht in den ,Molfiles”
kodiert. Sie werden mit Hilfe der Kohlenstoff- uh@teroatome hinzugeftgt.

Stickstoff gehort der flunften Hauptklasse an unditbe 5 Elektronen auf der dufR3ersten Schale.
Hierdurch entsteht eine %8 Elektronenkonfiguration. Zur Oktett-Komplettierukgnn Stickstoff
demnach drei kovalente Bindungen eingehen. Didiglesh beiden Elektronen liegen als freies
Elektronenpaar vor und kénnen als Base agieren.n\Wdas freie Elektronenpaar ein Hindet,
kénnen von dem Stickstoffatom auch vier Bindungesgahen. Das Stickstoffatom wird hierdurch
positiv geladen. In dieser Form liegt auch daskStaffatom von 4-Aminobutanal vor.

Sauerstoff besitzt 8 Elektronen, von denen sichfélee aulRere Schale verteilen. Das 2s-Orbital und

ein 2p-Orbital werden vollstdndig mit Elektronenfigke. Diese Elektronen treten als zwei freie
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Elektronenpaare in Erscheinung und tragen nicht8mdung bei. Die Bindungseigenschaften des
Sauerstoffs werden von 2 Valenzelektronen aus ge@rBitalen bestimmt. Hierdurch ist Sauerstoff
in der Lage, 2 Bindungen einzugehen. Das Saueasboff 6 von 4-Aminobutanal besitzt keine
Ladung und ist mit dem Kohlenstoffatom 5 tber zB&idungen verbunden. Hier kénnen keine
Wasserstoffatome hinzugefugt werden. Anders ist tieispielsweise bei Wassermolekilen. Das
Molfile von Wasser enthélt nur ein ungeladenes &ao#atom. Hier werden zwei
Wasserstoffatome mit entsprechender Bindung hirfgge In dieser Weise erfolgt auch das
Hinzufligen der Wasserstoffatome bei den andereterégomen organischer Verbindungen.

Wenn bei allen Molekiilen der Reaktion die Wasséettume hinzugefugt wurden, erfolgt die

Zuordnung der Eduktwasserstoffatome audfie Produktwasserstoffatome. Abbildundgl 3

3009 3010 3013 3014 3018
3007

1002 1003

N D AN
Hx XH + \O_O/ + |N3001 + 01
(@) 2001 2002
N
1001 Sauerstoff
Wasser 3008 3011 3012 3015 3016
Putrescin
Putrescin Oxidase
4018 4012 4013 a00x
4008 SRE]
H H—N—H L 5—o-
— v
N 4001 + 5002 5003 + H 9 Q H
o~ . 6003 6001 6002 6004

Wasserstoffperoxid
4009 5004

Ammoniak

4014 4015 4010 4011

4-Aminobutanal

Abbildung 31: Reaktion der Putrescin-Oxidase (EGrxer 1.4.3.10). Alle Atome besitzen eine
eindeutige Nummerierung, um Verwechslungen beiAdemzuordnung zu vermeiden.
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zeigt die Reaktion der Putrescin-Oxidase. Die Kostieff- und Heteroatome des Molekulriickgrats
wurden bereits durch dieMCS-Kombination zugeordnet. Diese Atomzuordnungdwdurch das
Programm schrittweise durchlaufen und dabei die Sétasoffatome zugeordnet. Ist beispielsweise
ein Kohlenstoffatom sowohl vor als auch nach derakRen mit zwei Wasserstoffatomen
verbunden, so koénnen diese einander zugeordnet ewerdie Zuordnung dieser zwei
Wasserstoffatome erfolgt willkirlich. Sie werdenf aweidimensionaler Ebene betrachtet und
unterscheiden sich nicht in den Eigenschaften.

In einigen Fallen stimmt die Anzahl der Wasserstoifne eines Rickgratatoms auf der Edukt- und
Produktseite nicht Uberein. Beispielsweise besitd Kohlenstoffatom 3002 auf der Eduktseite
zwei Wasserstoffatome. Auf der Produktseite besést als Atom 4005 dagegen nur ein
Wasserstoffatom. Offensichtlich wurde das WassHattom im Laufe der Reaktion abgespalten. In
anderen Fallen nimmt die Anzahl der Wasserstoffatam In dieser Reaktion besitzen die Atome
der Zuordnungen 2001:6001, 2002:6002, 3001:50016:3001 auf der Produktseite mehr
Wasserstoffatome als auf der Eduktseite. Diese Atomgehen neue Bindungen mit
Wasserstoffatomen ein.

Die Wasserstoffatome, die auf der Eduktseite alajesp werden oder auf der Produktseite neue
Bindungen eingehen, werden auf diese Weise ideietifiund gespeichert. Wenn der Vergleich der
Wasserstoffatome abgeschlossen ist, werden die spalgenen Edukt-Wasserstoffatome den
Wasserstoffatomen auf der Produktseite zugeordmegort eine neue Bindung eingehen. In vielen
Fallen kann hier eine 1:1 Zuordnung erfolgen ohmerzéhlige Wasserstoffatome.

Allerdings wurde mit der Putrescin-Oxidase eine K&ea gewahlt, bei der die Anzahl der
Wasserstoffatome nicht Ubereinstimmt. Auf der Pkiskite werden 4 Wasserstoffatome neu
gebunden, wahrend nur 3 Wasserstoffatome auf dekt&eite abgespalten werden. Auch insgesamt
stehen 14 Wasserstoffatomen auf der Eduktseite Hss@vstoffatome auf der Produktseite
gegeniiber. Der Reaktion liegt kein Fehler zugruMigmehr benétigt die Reaktion ein"Hon auf

der Eduktseite. Bei vielen Reaktionen tretenlbhen auf der Edukt- oder Produktseite in geringer
oder hoher Anzahl auf. Das Programm erkennt feldendi-lonen und fiigt sie dem
Reaktionssystem hinzu. Alle'Honen erhalten als Nummerierung die negative Zdfl1“, um sie

eindeutig von den Ubrigen Atomen des Reaktionssystal unterscheiden.
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2.3 R-Matrix-Berechnung

Das Generieren der Atomzuordnung ist der aufwemaligil der automatisierten R-Matrix-
Berechnung. Liegt eine 1:1 Zuordnung der Eduktatammedie Produktatome vor, lassen sich die
Eduktmatrix (B) und die Produktmatrix (E) erstellend die Reaktionsmatrix (R) anhand von

Gleichung 2 berechnen:

R=E-B (2)

Bei der Reaktion der Pyruvat-Decarboxylase werdemaehst die Metabolite durch deAMCS-

Algorithmus verglichen und eine atomare Zuordnuegegiert (Abbildung 32).

LAY

P t
o} e, o=c=0 + yl\
R Decarboxylase 2091 2002 | 2003
1005 - = O R
o) Kohlendioxid

3003 3001

1004 Aldehyd
2-Oxocarbonsaure

l Strukturvergleich

3004

o) 2\
0 R

1007 1001 :

H _ 3003 3001
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2002 C ¢
w01 () « ' l Atomzuordnung

R C (o] o] C (o] H
1005 1003 1006 1004 1002 1001 1007

R C (o} o} C 0 H
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Abbildung 32: Strukturvergleich und Atomzuordnuiig flie Metabolite der Pyruvat-Decarboxylase
(EC-Nummer 4.1.1.1).
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Produkt Matrix E

- R C O O C O H
3001 3002 3003 2001 2002 2003 3004
R 3001 0 1 0 0 0 0 0
C 3002 1 0 2 0 0 0 1
O 3003 0 2 4 0 0 0 0
O 2001 0 0 0 4 2 0 0
C 2002 0 0 0 2 0 2 0
O 2003 0 0 0 0 2 4 0
H 3004 0 1 0 0 0 0 0
Edukt Matrix B
- R C O O C O H
1005 1003 1006 1004 1002 1001 1007
R 1005 0 1 0 0 0 0 0
C 1003 1 0 2 0 1 0 0
O 1006 0 2 4 0 0 0 0
O 1004 0 0 0 4 2 0 0
C 1002 0 1 0 2 0 1 0
O 1001 0 0 0 0 1 4 1
H 1007 0 0 0 0 0 1 0
Reaktionsmatri x R
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 -1 0 1
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 -1 0 0 0 1 0
0 0 0 0 1 0 -1
0 1 0 0 0 -1 0

Abbildung 33: Die R-Matrix der Pyruvat-Decarboxyagrgibt sich aus der Substraktion der
Eduktmatrix von der Produktmatrix. Die Matrigite errechnen sich nach der Gleichupg r

ej — bj, wobei i und j die Indices der Matrix reprasentieren

Anschliel3end werden die Edukt- und Produktmatriregert und die Reaktionsmatrix errechnet
(Abbildung 33). Dabei nimmt jedes Atom der Reaktionerhalb der Matrizen von B, E und R den
gleichen Index ein. Um jedes Atom der verschiedeketekile unterscheiden zu kdnnen, erhéalt
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jedes Atom durch das Programm eine eindeutige Nuremeg. Durch die Molfiles wird eine
Nummerierung vorgegeben, die aber immer mit derl 2abeginnt und daher fir ein Set von
Molekulen nicht eindeutig ist. Daher wird bei jedéfolekil zu der Atomnummer des Molfiles ein
Wert hinzuaddiert. Ein Wert von Tausend wird zu déomnummern des ersten Molekils addiert,
das dem Programm Ubergeben wird. Bei dem zweitelkiMwird ein Wert von Zweitausend und
bei dem Dritten ein Wert von Dreitausend zu den#stammern der Molefiles addiert.

Die R-Matrix gibt Aufschluss dariiber, welche Binden entstehen oder gespalten werden. Positive
Eintrdge sehen fir Bindungen, die gebildet werddegative Werte reprasentieren hingegen
Bindungen, die gespalten werden. Die R-Matrix dgrui?at-Decarboxylase enthélt insgesamt vier
positive und vier negative Eintrdge. Damit werderi der Eduktseite 2 Bindungen gespalten,
wahrend auf der Produktseite 2 Bindungen neu dmsteDie Summe aller Matrixeintrage in R
ergibt den Wert Null.

Aus Abbildung 33 wird ersichtlich, dass die Reaksimatrix Zeilen und Spalten enthalt, die nur aus
Null-Eintragen bestehen. Die korrespondierendenm&tasind nicht an der Reaktion beteiligt. Bei
groReren Eingangsmolekilen sind die Matrixdimersnogrof3, obwohl nicht mehr Atome an der
Reaktion beteiligt sein mussen. Die redundanterzBilén und Spalten werden aus den R-Matrizen
entfernt. Die verkleinerte R-Matrix wird zusammerit mien Atomzuordnungen ausgegeben. Die
erste Zeile und Spalte enthalten die Eduktatomesédi Atomen zugeordnet befinden sich darunter
und daneben die korrespondierenden Produktatomig|(iing 34).

Die Zeile und Spalte eines Atoms lassen sich iralbrider R-Matrix beliebig verschieben. Um
dennoch einen effizienten Vergleich von R-Matrizan ermdéglichen, werden sie mit Hilfe eines
Verfahrens zur Kanonisierung umgeformt. Das Kanerusigsverfahren wird in Abschnitt 2.4

beschrieben.

. C C O H
1003 1002 1001 1007
C C O H
3002 2002 2003 3004

C 1003 C 3002
C 1002 C 2002 -
O 1001 O 2003
H 1007 H 3004

R OPEFr O

OPFr OoOPR

R OPEFr O
1

OPFr O

Abbildung 34: Ausgegebene R-Matrix der Pyruvat-Dboaylase.

61



Methoden

2.3.1 R-Matrix-Berechnung von Isomerasereaktionen

Die Enzyme der 5. Hauptklasse katalysieren geosotii oder strukturelle Anderungen eines
Molektls. Dabei entsteht eine isomere Verbindungiche die gleiche Summenformel besitzt. Dies
bedeutet, dass sich durch die Reaktion weder diezal®in der Atome noch die
Elementzusammensetzung des Ausgangsmolekils vetdnde

Einige Isomerasereaktionen lassen sich mit Hilfe Beigundji-Ugi-Modells beschreiben. Hierzu
gehotren die intramolekularen Oxidoreduktasen (Sadsd EC-5.3) oder die intramolekularen
Transferasen (Subklasse EC-5.4). Die ReaktioneRdeemasen lassen sich hingegen nicht mit dem
Dugundji-Ugi-Modell beschreiben. Diese Enzyme kamren eine Veranderung in der
Stereoisomerie. Die Substituenten eines chiralesmAt werden umgelagert. Hierdurch veréandert
sich die optische Aktivitdt (Optische Isomerie) udii Wechselwirkungen zu anderen chiralen
Molekulen. Die Konnektivitat zwischen den Atomemaenhalb des Edukt- und Produktmolekiils
andert sich hingegen nicht. Die Alanin-Racemase-Ko@mer 5.1.1.1) katalysiert die Umsetzung

von L-Alanin zu D-Alanin.

2006 1006 H
HO -
2003 2005 Alanin 1003 21002
e --HCH —_— : CH,
Racemase - 1005
2004 1004 NH,
2001 1001
L-Alanin D-Alanin
COOH
|
[} "’ H
NH,
Spiegelebene
(L) oder (S) - Alanin (D) oder (R) - Alanin

Abbildung 35: Substrat und Produkt der Alanin-Raasen verhalten sich wie Objekt und
Spiegelbild. Die Konnektivitdt der beiden Molekiit identisch. Beide Formen drehen aber die
Schwingungsebene von linear polarisiertem Licht Utmrzeigersinn (D-Form) oder dagegen (L-
Form).
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Wie in Abbildung 35 gezeigt, verhalten sich beidelékile wie Bild und Spiegelbild (Spiegelbild-
Isomerie) und sind durch Drehung nicht ineinandberfithrbar. Solche Molekile werden als
Enantiomere bezeichnet. Enantiomere drehen die iBghngsebene von linear polarisiertem Licht
in unterschiedlicher Orientierung. D-Alanin drehie dEbene des polarisierten Lichts im
Uhrzeigersinn und wird daher als rechtsdrehendtfdetatory) bezeichnet. Das L-Alanin dreht die
Ebene gegen den Uhrzeigersinn und ist somit desdmnehende (levorotatory) Enantiomer.

Um die absolute Konfiguration von Enantiomeren astimmen, wurde von Cahn, Ingold und
Prelog (Cahret al, 1966, Prelogt al, 1982) ein System entwickelt. Hierbei wird die Usbgng um
das Chiralitatszentrum betrachtet. Das Chiraligitszm wird in diesem Fall durch das
asymmetrische Kohlenstoffatom 1002 (L-Alanin) b2002 (D-Alanin) gebildet. Dieses Atom wird
von vier verschiedenen Substituenten umgeben, wlierschiedliche Prioritaten besitzen. Welche
Prioritdt ein Substituent erhalt, hangt von der drtyszahl der Atome ab. Die hdchste Prioritét
erhalt die Aminogruppe, da das Stickstoffatom dichste Ordnungszahl von 7 besitzt. Die
Carboxylgruppe besitzt die zweithdchste Prioritid, das Kohlenstoffatom mit Sauerstoffatomen
verbunden ist, die ebenfalls eine hohere Ordnumfsbesitzen. Das Kohlenstoffatom der
Methylgruppe ist hingegen nur mit Wasserstoffatonaerbunden. Die Methylgruppe erhalt daher
die dritthdchste Prioritat. Das Wasserstoffatomitbemit einer Ordnungszahl von 1 die niedrigste
Prioritat.

Um nun die absolute Konfiguration zu bestimmengvdas Molekil so gedreht, dass der Substituent
mit der geringsten Prioritat hinter die Betrachtsglgene tritt. Nimmt die Prioritat der Substituenten
im Uhrzeigersinn ab, besitzt das Chiralitdtszentdienabsolute Konfiguration R (rectus, lateinisch,
rechts). Eine S (sinister, lateinisch: links) Kgpfiation des Chiralitatszentrums liegt hingegenmdan
vor, wenn die Prioritat der Substituenten gegenUdierzeigersinn abnimmt.

Racemasereaktionen lassen sich mit dem DugundjMdgiell schwer beschreiben. Bei Racemase
Reaktionen kommt es weder zur Bildung oder Spaltumy Bindungen, noch kommt es zu einer
Erh6éhung oder Verminderung der Anzahl freier Vaddektronen. Die Reaktionsmatrix enthalt
somit zun&chst nur Nulleintrage. Es gibt aber diéghthkeit die absolute Konfiguration eines
Atoms entlang der Hauptdiagonalen einzutragen (k{i@§02). In der vorliegenden Arbeit wurde
eine S Konfiguration durch eine ,-10“ und eine R nfiguration durch eine ,10“ auf der
Hauptdiagonalen der Edukt- oder Produktmatrix gakeithnet. Andert sich die Konfiguration
eines Atoms von S nach R wird dies durch einen id&tritrag von 20 in der R-Matrix angezeigt
(Abbildung 36). Entsprechend wird eine Konformasié@anderung eines Atoms von R nach S durch

einen Eintrag von ,-20" gekennzeichnet.
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1002

2002
C 1002 C 2002 20

Abbildung 36: R-Matrix der Alanin-Racemase (EC-Nuerrf.1.1.1).

2.4 Kanonisierung

Auf der Basis einer vollstdandigen Atomzuordnungestvergleichsweise einfach, die Edukt- und
Produktmatrix zu generieren und die R-Matrix zuglsbnen (vgl. 2.3). Schwieriger ist es hingegen,
die Elektronentransfermuster der Reaktionen zuletgen. Die Position eines Atoms lasst sich
innerhalb einer R-Matrix verschieben, solange Zeihel Spalte des Atoms den gleichen Index
besitzen. Daher existieren n! mégliche Permutatiogieer R-Matrix, wobei n der Dimension der
R-Matrix entspricht. Um einen effizienten Vergleizh ermdglichen, wurde deshalb ein Verfahren

zur Kanonisierung von R-Matrizen verwendet.

2.4.1 Prinzipien der Kanonisierung

Die Elektronentransfermuster lassen sich nicht leerigen, indem alle R-Matrix Permutationen
erzeugt und auf Identitat gepruft werden. Zum eirs¢rdieses Verfahren aus Laufzeit-technischer
Sicht ungunstig. Beispielsweise besitzen R-Matrizent der Dimension 7 bereits 5040
Permutationen. Um zwei solche R-Matrizen auf Idénhtzu Gberprufen, wéaren maximal 25401600
Vergleiche erforderlich. Aus diesem Grund wurdeithfikanonisierungskriterien (Brandt al.,
1981, Brandtet al, 1983) entwickelt, die es erlauben, aus der Vidlzen Permutationen eine
reprasentative R-Matrix zu selektieren. Die kancmesMatrix soll zwei Kriterien erfillen.

1. kontinuierliche Folge von Eintragep# 0 entlang der ersten Nebendiagonalen

2. alternierende Vorzeichen der Eintrage beginmeit@éinem negativen Eintrag

Diese Kiriterien beruhen auf der Analyse von cheh@ac Reaktionen. Danach bildet das
Elektronentransfermuster einen Zyklus, wenn diedan Reaktion beteiligten Atome mit ihren
Austauschpartnern verkettet werden. Dieses Mustarltrert aus der Beobachtung, dass ein Atom,
das auf der Eduktseite an der Spaltung einer Bigdeteiligt war, mit hoher Wahrscheinlichkeit
eine neue Bindung auf der Produktseite eingeht.ADiene, mit denen es reagiert, sind wiederum

ihrerseits an der Spaltung und Entstehung von and@indungen beteiligt.
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Abbildung 37: Reaktion mit zugehoriger R-Matrixrd2-Hydroxyglutarat-Dehydrogenase. Die
Ubertragung der R-Matrix in einen R-Graphen zeigtvelcher Wechselbeziehung die Atome der

Reaktion stehen. Das Elektronentransfermusterasesite zyklische Struktur.

Die Wechselbeziehungen zwischen den Atomen, digleanReaktion beteiligt sind lassen sich

anschaulich anhand eines R-Graphen darstellen.

Abbildung 37 zeigt die R-Matrix der 2-Hydroxygluté&tDehydrogenase. Dieses Enzym katalysiert

die Oxidation von (S)-2-Hydroxyglutarat zu 2-Oxadglat, wobei in diesem Fall FAD reduziert
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wird. Die R-Matrix hat eine Dimension von 8, wori2320 Permutationen der R-Matrix existieren.
Die R-Matrix wird in einen R-Graphen ubertragen, beo die Atome die Knoten und die
Matrixeintrage die Kanten reprasentieren. Der Griapsitzt eine kreisformige Struktur, womit der
zyklische Charakter des Elektronen-Austauschmustiesishtlich wird. Der langste Pfad innerhalb
des R-Graphen gibt Aufschluss Uber die ReihenfdiyeAtome, die fiir eine Kanonisierung der R-
Matrix benétigt wird.

Auf der Grundlage von heuristischen Vermutungendearin der Vergangenheit Algorithmen zur
Kanonisierung entwickelt (Brandt al, 1981, Brandet al, 1983). Diese Annahmen gehen davon
aus, das Elektronentransfermuster sei zyklisch odmtiefe entlang eines einzelnen Pfades.
AuBerdem wird vorausgesetzt, dass sich immer enzéfchenwechsel fur die Eintradge entlang der
ersten Nebendiagonalen konstruieren lasst. Dieggorifthmen erwiesen sich jedoch fur die
Betrachtung biochemischer Reaktionen als unzuretthe Verzweigungen konnen zu
unterschiedlich langen Pfaden innerhalb eines Rpi@a fiihren. Das Elektronen-Austauschmuster
kann unterbrochen werden, wodurch mehrere Graphiate entstehen. In anderen Fallen ist es
erforderlich, aufeinander folgende positive Eing@mtlang der ersten Seitendiagonalen in Kauf zu
nehmen, damit eine fortlaufende Sequenz von Eietré&gzielt wird.

Aus diesen Grunden wurde ein neuer Algorithmuskamonisierung entwickelt. Wie die Gbrigen
Module des Programms, wurde der Algorithmus in Cimplementiert und als Klasse
~Canonical_Matrix“ in das Programm integriert. Hyelisetzt die R-Matrix in einen R-Graphen und
ermittelt mit Hilfe einer Backtracking-Suche aldngsten Pfade innerhalb des Graphen. Im Fall der
2-Hydroxyglutarat-Dehydrogenase ist der R-Graphliggh. Somit ist jeder der 8 Knoten ein
Ausgangspunkt fur zwei langste Pfade. Der Suchdlgous ermittelt daher zunachst 16 langste
Pfade (Abbildung 38). Davon beginnen 8 Pfade mnieenegativen Kante und erfillen somit die
beiden Kanonisierungskriterien. Um die Anzahl ddade weiter zu reduzieren, wurde das
Elementgewicht der beteiligten Atome bertcksichtiDanach werden die Pfade aus dem Set
selektiert, bei denen die schwersten Elemente wndere Position innerhalb des Pfades besetzen.
In den meisten Fallen kann auf diese Weise ein Bééektiert werden. Die Reihenfolge der Atome
entlang dieses Pfades ermoglicht schliellich diengtoaktion der kanonischen R-Matrix
(Abbildung 39).
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Abbildung 38: Der Backtracking-Algorithmus find&6é langste Pfade in dem R-Graphen der R-
Matrix. Durch Selektion von Pfaden mit einer Miriiante an erster Position und Bericksichtigung
der Elementgewichte werden redundante Pfade ausdgssen.
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N 4 C i € 4 N H 4 O € 4+ H

2012 2013 2006 2005 1011 1001 1002 1012

N c c N H o} c H

4008 4007 4006 4005 4058 3007 3006 4059
Konstruktion der

kanonischen R-Matrix

= N c Cc N H o c H
2012 2013 2006 2005 1011 1001 1002 1012
N c Cc N H o c H
4008 4007 4006 4005 4058 3007 3006 4059

N 2012 N 4008 0 =1 0 0 0 0 0 1

C 2013 C 4007 =L 0 1 0 0 0 0 0

C 2006 C 4006 0 1 0 ! 0 0 0 0

N 2005 N 4005 0 0 -1 0 1 0 0 0

H 1011 H 4058 0 0 0 1 0 -1 0 0

O 1001 O 3007 0 0 0 0 -1 0 1 0

C 1002 C 3006 0 0 0 0 0 1 0 =1

H 1012 H 4059 1 0 0 0 0 0 =1 0

Abbildung 39: Mit Hilfe des langsten Pfades, dee dKanonisierungskriterien erfillt, kann
schlie3lich die kanonische R-Matrix konstruiert deam.

Die Reaktion der 2-Hydroxyglutarat-Dehydrogenasescheeibt einen Idealfall, fir den
vergleichsweise einfach eine kanonische R-Matrise@met werden kann. Andere Falle sind
komplexer und erfordern zusatzliche Verfahren uredel8ionskriterien, die in dem folgenden
Kapitel erlautert werden.

2.4.2 Kanonisierung bei fragmentierten Elektronentansfermustern

Bei einigen Reaktionen ist das Elektronentransfsterunicht geschlossen. Haufig spielen hierbei
Metallatome, Wasserstoffatome oder Veranderungemean Stereoisomerie eine Rolle. Einige
Verbindungen enthalten Eisen-, Kupfer- oder Cobatte, die im Reaktionsverlauf reduziert oder
oxidiert werden. Die dabei aufgenommenen oder adfgawen Elektronen fihren nur zu einer
Erh6hung oder Erniedrigung der ValenzelektronenZatilwerden daher keine Bindungen gespalten
oder gebildet. Auch bei Veranderungen in der Stsomeerie andert sich die Konnektivitat
zwischen den Atomen innerhalb des Edukt- und Privdalekdils nicht. Diese Atome sind innerhalb
der R-Matrix isoliert und fuhren zwanglaufig zu eirFragmentierung des R-Graphen. Aber auch
andere Molekulrickgratatome kénnen den R-Graplegmientieren, wenn sie beispielsweise nach

Verlust einer Bindung eine Ladung annehmen, ansitaét neue Bindung einzugehen.
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H*-lonen entstehen durch Abspaltung von Molekiilerr eggrden an Molekiile angebunden. Wird
ein Wasserstoffatom von einem Molekul abgespalsenjst es einerseits an der Spaltung einer
Bindung beteiligt. Andererseits geht es aber aufgggeniberliegenden Seite keine neue Bindung
ein. Hierdurch entsteht ebenfalls ein Bruch in dehaktronentransfermuster. In einigen Fallen
entsteht hierdurch ein R-Graph mit linearer Forropi die Wasserstoffatome an den Enden des
Pfades stehen. Wenn aber mehrefddiien an einer Reaktion beteiligt sind, kommt esistnzu
einer Fragmentierung des R-Graphen.

Ein Beispiel hierfir ist die Reaktion der PyruvdteBphat-Dikinase (Abbildung 40). Die
Ubertragung der R-Matrix fuhrt zu einem nicht zussenhangenden Graphen, der aus 3
Fragmenten besteht. Der Backtracking-Algorithmueamet alle langsten Pfade innerhalb der
verschiedenen Graphfragmente. Die l&angsten Pfadenasich in vielfaltiger Weise verknupfen und
zu Gesamtlésungen ausbauen. Hierzu werden zundiehBtfade nach ihrer Grol3e sortiert. Dabel
wird den Pfaden von gréf3eren Fragmenten Vorrangeeitumt. Haufig kommt es vor, dass einige
Pfade gleich lang sind und alle mdglichen Permom&in konstruiert werden missen. Unter
Umstanden konnen so aus einer R-Matrix einige hwnBéadverknipfungen entstehen. Jede
Pfadverkntpfung entspricht einer Atomreihenfolge, @ls Kandidat fur eine kanonische R-Matrix
betrachtet werden kann.

In dem folgenden Schritt wird die Anzahl der Pfattvéipfungen reduziert. Nach Méglichkeit
werden Pfadverknipfungen selektiert, die mit eimegativen Kante beginnen. Weiterhin werden
Lésungen bevorzugt, die trotz der Umbriche demléegun Vorzeichenwechselmuster entsprechen.
Die Betrachtung des Elementgewichtes der beteailigidome hilft weiter, die Anzahl der
Pfadverknipfungen zu vermindern. Danach werderPéhelverknipfungen ausgewahlt, bei denen
die schwersten Elemente eine vordere Position Iralieder Atomreihenfolge besetzen.

Im vorliegenden Beispiel wird auf diese Weise ePkadverknipfung selektiert, aus der eine
kanonische R-Matrix konstruiert werden kann. Erglaler ersten Seitendiagonalen wird die Folge
von Eintrdgen zweimal durchbrochen. Das Elektraaesfermuster ist nicht zusammenhéngend,
wie dies bereits aus dem R-Graphen zu ersehen war.

Anhand der Beispiele wird das allgemeine Prinzip Kanonisierung ersichtlich. Ein anderer
wichtiger Aspekt bei der Kanonisierung ist die Zlmwng der Wasserstoffatome, die an der
Reaktion beteiligt sind. Wasserstoffatome, die @erf Eduktseite abgespalten werden und auf der
Produktseite eine neue Bindung eingehen, unterbresittht das Elektronentransfermuster. Anders
ist dies bei Wasserstoffatomen, die als-Iéhen in eine Reaktion eingehen oder aus ihr

hervor-
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P 1020 P 6006 -1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

O 3005 O 6008 0 1 0 -1 0 0 0 0 0 0 0 0

P 3002 P 5002 0 0 -1 0 1 0 0 0 0 0 0 0

0O 2003 O 5005 0 0 0 1 0 -1 0 0 0 0 0 0

C 2002 C 5006 0 0 0 0 -1 0 1 0 0 0 0 0

C 2001 C 5007 0 0 0 0 0 1 0 -1 0 0 0 0

H 2009 H -101 0 0 0 0 0 0 -1 0 0 0 0 0

O 1018 O 4022 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -1 0 0

H 1040 H -101 0 0 0 0 0 0 0 0 -1 0 0 0

O 2006 O 5010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -1

H 2010 H -101 0 0 0 0 0 (0] 0 0 0 0 -1 0

Abbildung 40: Aus der R-Matrix der Reaktion der tyat-Phosphat-Dikinase (EC-Nummer
2.7.9.1) wird systematisch die entsprechende kaobaiR-Matrix konstruiert.
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gehen. In einigen Fallen lassen sich Umbriiche i@r&hen vermeiden, wenn die Zuordnung der
Wasserstoffatome vertauscht wird. Hierbei kann id&son, das den Umbruch verursacht, an das
Ende des Elektronentransfermusters verschoben weidie beiden Graphfragmente hingegen
werden durch das Wasserstoffatom verbunden, wetoitedem H-lon vertauscht wurde.

Um mdglichst verbundene Elektronentransfermusterechalten, missen somit alle méglichen
Wasserstoffatomzuordnungen konstruiert und die hiiggen R-Matrizen errechnet werden.
Anschlie3end werden die R-Matrizen selektiert, zliemoglichst zusammenhangenden R-Graphen

fuhren. Die Kanonisierung folgt somit dem in Abhifdy 41 beschriebenen Verfahren.

R-Matrix

Wasserstoffatome der R-Matrix werden in allen
maéglichen Variantionen einander zugeordnet

Set von R-Matrizen

lUbersetzung der R-Matrizen in R-Graphen
R-Graphen

Suche nach allen langsten Pfaden
in allen Graphfragmenten

lSeIektion der R-Graphen mit wenigsten Umbrichen

- Vorzeichen der Kanten
- Elementgewicht

R-Graphen
‘..--‘"... :
R-Graph v R-Graph
R—Giraph l Sortierung der Pfade nach ihrer GroRe
A\ v
Liegen gleich grosse Pfade vor werden
¥ v alle moglichen Permutationen konstruiert
5 l Verkettung der Pfade
v l Selektion der Pfadverknupfungen nach:

l Konstruktion der kanonischen R-Matrix

L""-.,.,I.‘Entfernung redundanter / R-Matrizen
Kanonische R-Matrix/Matrizen

Abbildung 41: Kanonisierungsschema
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2.4.3 R-Strings

In den meisten Fallen erlaubt es die Kanonisiering eindeutige R-Matrix zu konstruieren. Nur
bei wenigen Reaktionen werden 2 oder 4 R-Matrizereugyt, die den Kanonisierungskriterien
entsprechen. Um den Umgang mit den Elektronengamsistern weiter zu vereinfachen wird die
kanonisierte R-Matrix in eine String-Notation Uligmft. Strings lassen sich einfacher vergleichen
und erleichtern die Gruppierung der Reaktionen adhérer Elektronentransfermuster. Zur
Erzeugung dieser R-Strings werden die Matrixelemersich einem definiertem System verkettet.
Ausgangspunkt ist der Matrixeintrag an der erstesit®n der ersten Seitendiagonalen. An diesen
werden die dbrigen Eintrdge entlang der ersten efdidigonalen angehangt. Die erste
Seitendiagonale wird um das Matrixelement erweitert, denn ein Eintrag r# O bedeutet, dass
das letzte Atom in der Matrix mit dem zweiten urmtlgtzten Atom lber einen Matrixeintrag in
Verbindung steht. Demnach fuhrt die Verkettung Eiemente der ersten Seitendiagonalen in dem
Beispiel von Abbildung 42 zu dem Substring ,ABCHf.ahnlicher Weise werden auch die anderen

Seitendiagonalen verlangert, um den Verlauf dektileentransfermusters nachzuvollziehen.

W A
X

Ea I R =
Vol i
Q/< © g
N Q) e

<o d
N Q) e

£
= W

Abbildung 42: Zur Erzeugung des R-Strings werdenkintrage der Seitendiagonalen so aus der R-
Matrix ausgelesen, als ob sich die untere Matrixb@n der rechten Seite der Matrix befande.

Durch Verkettung der Substrings der Seitendiagonalérd der String ,ABCFDEDEFABC*
generiert. Da die Matrix symmetrisch ist, lasshgier String ohne Verlust von Information auf den
Abschnitt ,ABCFDE" verkurzen.

Entlang der Hauptdiagonalen stehen die Veranderumgder Anzahl der freien Valenzelektronen
eines Atoms. Die Eintrage der Hauptdiagonalen wesgenfalls verkettet und zu dem String der
Seitendiagonalen addiert. Hierdurch entsteht eintegkr-String mit den Elementen
ZABCFDEWXYZ".

Neben dem Integer-String wird ein String aus Charéh erzeugt, in dem die Elementsymbole der
beteiligten Atome abgespeichert werden. Der Changbezieht sich auf die Eintrage des Integer-
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String. Fur die Seitendiagonalelemente der R-Mairexden 2 Elementsymbole in den Char-String
aufgenommen, da je 2 Atome an der Spaltung odestéining von Bindungen beteiligt sind. Die
Eintrage auf der Hauptdiagonalen der R-Matrix beamesich hingegen auf ein Atom, womit nur ein

Elementsymbol des dem Char-String hinzugefligt wecef.

- H o c H 5 c c N
2016 2006 2004 2012 1041 1040 1038 1036

H o c H c c c N
-101 4005 4004 3071 3041 3040 3038 3036

H 2016 H -101 0 -1 0 0 0 0 0 0

0 2006 O 4005 -1 0 1 0 0 0 0 0

C 2004 C 4004 0 1 0 -1 0 0 0 0

H 2012 H 3071 0 0 -1 0 1 0 0 0

C 1041 C 3041 0 0 0 1 0 -1 0 0

C 1040 C 3040 0 0 0 0 -1 0 1 0

C 1038 C 3038 0 0 0 0 0 1 0 -1

N 1036 N 3036 0 0 0 0 0 0 -1 2

0. -1 0 0 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0 o -1
0. -1 0 0 0 0 0 1
i 0 0 0 0 0 0o -1
0. -1 0 0 0 0 0 1
0 1 0 0 0 0 o -1
0. -1 0 0 0 0 0 1
2 0 0 0 0 0 0o -1

R-Strings
Int-String:
-11-11-11-1000000000000000000000OO0DO0OO0OO0O0OO0OO02

Char-string:
HOOCCHHCCCCCCNNHHCOHCCHCCCCNCHNOHHOCCCHCCNCHCONCHCOCCCHNHOCHCCCN

Abbildung: 43: Erzeugung der R-Strings fur die Rea der (R,R)-Butanediol-Dehydrogenase
(EC-Nummer 1.1.1.4). Die Eintrage entlang der Dreden werden verkettet und zu einem Integer-
String umgesetzt. Um zuséatzlich den Atomtyp zu tkesichtigen, wird ein Char-String aus den
Elementsymbolen der beteiligten Atome generiert.
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3. Ergebnisse

Das automatisierte Verfahren zur R-Matrix-Bereclgnermoglicht die Analyse eines grof3en Sets
von enzymatischen Reaktionen. Mit Hilfe der Kanarisng und der Konvertierung zu R-Strings

lassen sich Reaktionen einfach charakterisierervengleichen. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag

daher sowohl in dem Vergleich als auch in einereneGruppierung der Enzyme anhand ihres
Elektronentransfermusters. Um einen Vergleich deuen Gruppen gegeniber dem EC-
Klassifikationssystem zu ermdoglichen, wurden diedmschen R-Matrizen der neuen Gruppen
charakterisiert und die durch das EC-System votgagen Subsubklassen auf Homogenitat in ihren

Elektronentransfermustern untersucht.

3.1 Datenset

Die Grundlage fur die Berechnung der R-Matrizen URebtrings bildete ein Set von 3330
enzymatischen Reaktionen. Zu dem Set gehdren 386kkle, die in einem definierten Format
(MDL-Format) in Textdateien, den so genannten ,Medf, abgespeichert sind. Das Programm zur
R-Matrix-Berechnung bendtigt nur diese Textdateads) Eingabe zusammen mit der Information,
welche Molekiile die Edukte oder Produkte darstelas Datenset stammt aus der Braunschweiger
Enzymdatenbank BRENDA (Schomburg, 2004). Es wurdeden letzten Jahren kontinuierlich
erweitert und deckt 228 der bislang formulierterbSibklassen ab. Die Molekile wurden so
konstruiert, dass durch die Reaktion bedingte \d@&umgen automatisch erkannt werden kénnen.
In der ersten Phase der vorliegenden Arbeit wurtioifiles der KEGG-Datenbank (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) verwendet. [E&®:-Datenbank (Kanehisa, 2008) weist
ebenfalls ein umfangreiches Set enzymatischer Remkt auf. Allerdings werden viele
Subsubklassen nicht abgedeckt. Besonders bei Reahti wo langkettige Polymere beteiligt sind,
finden sich keine Molfiles oder die Molekile werdenf der Edukt- und Produktseite durch

identische Molekile beschrieben.

3.2 Matrixdimension der Subsubklassen

Die Subsubklassen werden in Tabelle 4 nach den m¥ioeen ihrer R-Matrizen eingeteilt. Fir jede
Subsubklasse wird die Dimension der haufigsten Rrikaaufgefuhrt. Die R-Matrixdimension
entspricht der Anzahl der Atome, die an der Reakbeteiligt sind. Bei 190 Subsubklassen und
somit bei dem Uberwiegenden Teil der Reaktionesspeitht die Matrixdimension einer geraden
Zahl. Die geraden R-Matrixdimensionen resultieraa der Begebenheit, dass bei der Entstehung

oder Spaltung einer Bindung je 2 Atome beajegsind. Ungerade R-Matrixdimensionen ergeben
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Matrixdimension

Subsubklassen

1 5.1.1.- 5.1.2.- 513 5.1.99.-

2 1.9.99.-

3 1.12.99.6-

4 1.1.99.- 2.3.2.- 2.7.13.- 3.1.16.- 3.4.19.- 3.10.1.-
1.2.99.- 2.4.1.- 2.7.99.- 3.1.21.- 3.4.21.- 3.11.1.-
1.3.99.- 2.4.2.- 2.8.2.- 3.1.25.- 3.4.22.- 41.1.-
1.7.99.- 2.4.99.- 2.8.3.- 3.1.26.- 3.4.23.- 4.1.2.-
1.11.1.-- 2.6.3.- 2.8.4.- 3.1.30.- 3.4.24.- 4.1.3.-
1.12.2.- 2.6.99.- 3.1.1.- 3.2.1.- 3.4.25.- 42.1.--
1.12.7.- 2.7.1.- 3.1.2.- 3.2.2.- 3.5.1.- 4.2.99.-
1.13.11.- 2.7.2.- 3.1.3.- 3.3.1.- 3.5.2.- 4.3.1.-
1.17.99.- 2.7.3.- 3.1.4.- 3.3.2.- 3.6.1.- 4.3.2.-
1.20.98.- 2.7.4.- 3.1.5.- 3.4.11.- 3.6.2.- 4.3.3.-
1.20.99.- 2.7.6.- 3.1.6.- 3.4.13.- 3.6.3.- 45.1.-
1.97.1.- 2.7.7.- 3.1.7.- 3.4.14.- 3.6.4.- 46.1.-
2.1.1.- 2.7.8.- 3.1.8.- 3.4.15.- 3.6.5.- 4.99.1.-
2.1.3.- 2.7.10.- 3.1.11.- 3.4.16.- 3.7.1.-
2.1.4.-- 2.7.11.- 3.1.13.- 3.4.17.- 3.8.1.-
2.3.1.- 2.7.12.- 3.1.15.- 3.4.18.- 3.9.1.-

5 1.6.99.- 1.15.1.- 5.2.1.- 54.1.- 5.99.1.-
1.8.99.- 2.6.1.- 53.2.- 54.4.-
1.12.1.- 3.13.1.- 5.3.3.- 5.5.1.-

6 11.2.- 1.3.3.- 1.14.99.- 2.2.1.- 3.12.1.- 6.2.1.-
1.1.3.-- 14.4.- 1.16.8.- 2.8.1.- 4.2.2.-- 6.3.1.-
1.2.2.- 1.4.99.- 1.17.4.-- 2.9.1.- 4.2.3.- 6.3.2.-
1.2.3.- 1.5.99.- 1.20.4.- 3.5.3.- 5.4.3.- 6.3.3.-
1.2.4.- 1.7.2.-- 1.21.99.- 3.5.4.- 5.4.99.- 6.4.1.-
1.3.2.- 1.12.98.- 2.1.2.- 3.5.99.- 6.1.1.-

7 1.1.4.- 1.8.3.- 1.13.99.- 1.18.1.- 3.1.27.- 5.3.1.-
1.6.2.- 1.8.4.-- 1.14.18.- 3.1.14.- 3.1.31.-
1.8.2.- 1.13.12.- 1.16.1.- 3.1.22.- 3.5.5.-

8 1.1.1.- 15.3.- 1.8.5.- 1.14.15.- 1.20.1.- 44.1.-
1.2.1.-- 1.6.3.- 1.8.98.- 1.14.16.- 2.3.3.- 6.3.4.-
1.3.1.-- 1.6.6.- 1.10.99.- 1.14.19.- 25.1.- 6.3.5.-
1.4.2.-- 1.7.3.- 1.12.5.- 1.17.1.- 2.7.9.-
1.4.3.- 1.8.1.- 1.14.11.- 1.17.3.-- 4.1.99.-

9 1.5.4.- 1.6.1.- 1.9.6.- 5.3.99.- 6.5.1.-

10 1.1.5.- 1.4.1.- 15.8.- 1.14.13.- 1.16.3.-
1.2.7.- 1.4.7.- 1.9.3.- 1.14.14.- 1.21.4.-
1.3.5.- 15.1.- 1.14.12.- 1.14.17 .- 54.2.-

11 1.10.2.-

12 1.3.7.- 1.5.5.- 1.6.5.- 1.14.20.- 1.14.21.-

15 1.7.1.-

16 15.7.- 1.10.1.-

18 1.17.5.- 1.21.3.-

21 1.7.7.-

22 1.8.7.- 1.10.3.- 6.6.1.-

24 1.19.6.-

90 1.18.6.-

Tabelle 4: Gliederung der Subsubklassen nach déiXdenension ihrer haufigsten R-Matrix.
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einer Bindung je 2 Atome beteiligt sind. UngeradéMBtrixdimensionen ergeben sich, wenn ein
Atom an der Entstehung bzw. Spaltung von mehreramduBigen beteiligt ist oder sich eine
Veranderung nur auf ein Atom auswirkt (Valenzelekémzahl, stereochemische Veranderungen).
93 Subsubklassen weisen eine R-Matrixdimensiondvanf. Bei den meisten Reaktionen mit dieser
Dimension werden 2 Bindungen auf der Eduktseitep@ésn, wahrend auf der Produktseite 2
Bindungen entstehen. Dieser Reaktionstyp ist udesr Enzymen am weitesten verbreitet. Die
niedrigste R-Matrixdimension von Eins besitzen &eaktionen der Subklasse 5.1.-.- Bei den
Reaktionen dieser Isomerasen andert sich nur deze@somerie eines Atoms. Die grofldte
Matrixdimension von 90 besitzt die Reaktion derrdgenase (EC-Nummer 1.18.6.1). Bei dieser
Reaktion reagieren 41 Eduktmolekiile und 8Adome zu 42 Produktmolekiilen. An der Reaktion
sind Uberwiegend Kofaktoren (ATP und Ferredoxirteligt.

An den Reaktionen der ersten Hauptklasse sind emsidgfofaktoren in geringer oder hoher Anzahl
beteiligt, die als Elektronendonatoren oder Akzegiofungieren. Kofaktoren haben bedeutenden
Einfluss auf die Matrixdimensionen. Beispielswegsboht die Umwandlung von NADzu NADH

die Matrixdimension um 5 Zeilen und Spalten, wéabdrdre Beteiligung eines Cytochrom-Molekiils
zu einer Erweiterung der R-Matrix um eine Zeile 8phlte fuhrt. Die Oxidoreduktasen sind daher
fast in allen vertretenen R-Matrixdimensionen zudén. Ab einer R-Matrixdimension von 10 sind
ausschlief3lich nur noch Oxidoreduktasen vertreten.

Die Transferasen, Hydrolasen und Lyasen besitzemwikgend eine Matrixdimension von 4. Beli
den Transferasereaktionen wird eine Molekulstruktom einem Molekul auf ein anderes Molekdil
Ubertragen. Hierzu ist meist auf der EduktseiteSpaltung von 2 Bindungen erforderlich, wahrend
auf der Produktseite 2 neue Bindungen entsteherh Alie Spaltung von Molekilen folgt im
Wesentlichen diesem Reaktionsmuster, ob nun miBa¢eiligung eines Wassermolekuls, wie bei
den Hydrolasen, oder ohne die Beteiligung einesséfaolekiils, wie bei den Lyasen.

3.3  Homogenitat der Subsubklassen

FUr die Subsubklassen war eine hohe HomogenitaElbdtronentransfermuster zu erwarten. Die
Reaktionen sind innerhalb der Subsubklassen beseitsveit spezifiziert, dass die beteiligten
Bindungen, Elektronenakzeptoren, Kofaktoren untestthemischen Veranderungen meist identisch
sind. Tatsachlich konnte eine durchschnittliche rgimstimmung der kanonischen R-Matrizen von
76 Prozent innerhalb der Subsubklassen errechndeweDas Kreisdiagramm in Abbildung 44 gibt
Aufschluss Uber die Verteilung der R-Stringidentiiéter den Subsubklassen. Mehr als 59 Prozent
der Subsubklassen haben jeweils ein fast idenssElektronentransfermuster. Die Identitat der R-
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Strings liegt zwischen 75 und 100 Prozent. Bei 28zént der Subsubklassen liegt die Identitat
immer noch zwischen 50 und 75 Prozent. 18 ProzenSdbsubklassen besitzen hingegen eine sehr
geringe R-Stringidentitat unterhalb von 50 Prozent.

50 -75 %
ldentitat

0-50%
Identitat

Abbildung 44: Verteilung der R-Stringidentitdét unteden Subsubklassen des EC-
Klassifikationssystems.

Bei der Analyse der R-Stringidentitait muss die sehterschiedliche Zusammensetzung der
Subsubklassen bertcksichtigt werden. Bei einigenyfgruppen sind nur wenige Vertreter eines
Reaktionstyps bekannt oder die katalysierte Reak#isst sich nur anhand einer allgemeinen Formel
beschreiben. Sechzig Subsubklassen des Datengésnwair durch die Reaktion einer EC-Nummer
vertreten (vgl. Tabelle 5). Wird die Anzahl der BOmmern jeder Subsubklasse entsprechend
gewichtet, ergibt sich eine durchschnittliche Rtgidentitat von 69,45 Prozent.

Die sehr geringe Homogenitéat einiger Subsubklagsétfinblick auf ihre Elektronentransfermuster
kann verschiedene Ursachen haben. BeispielswersgekOParallelreaktionen durch weitere an der
Reaktion Dbeteiligte Moleklile auftreten. Es kdnnemtetschiedliche Kofaktoren als
Elektronendonatoren oder Akzeptoren fungieren, wdeschiedene funktionelle Gruppen Ubertragen
werden.

Der Anteil von Subsubklassen mit geringer Homoggnénthalt einige Subsubklassen des Typs
a.b.98.- oder a.h.99.-. Diese Subsubklassen bestale enzymatischen Reaktionen, die zwar eine
gemeinsame Eigenschatft teilen, aber zum Teil veadehe Akzeptoren benutzen, andere Gruppen
Ubertragen oder sonstige Unterschiede aufweisenBé&ispiel hierfur ist die Subsubklasse 1.10.99.-,
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1021 H
>

1010 ) H1012

R-Matrix:
H.C R |- H o c H H o c H cu cu cu cu
3 1022 1011 1005 1013 1021 1010 1002 1012 2001 3001 4001 5001
H ° c H i 0 c H Cu Cu Cu Cu
-101 6011 6005 -101 -101 6010 6002 -101 10001 9001 8001 7001
K 1022 H -101 o -1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1011 o &011 -1 0 1 0 1] 1] 0 0 o 1] 1] 0
€ 1005 c 6005 0 1 0 -1 o 0 0 0 o 0 1] 0
HC _|n 1013w -101 [ 0 -1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 K 1021 H -101 o 0 0 0 0 -1 0 0 0 0 0 0
0 1010 © 6010 o 0 0 0 -1 o 1 0 0 0 0 0
1013 H C 1002 c 6002 1] 0 0 1} 1] 1 1] -1 0 [+] 0 0
K 1012 H =101 o o 0 0 0 o -1 0 0 0 0 0
1011 < Cu 2001 Cu 10001 O 0 0 0 o o 0 0 1 0 0 o Oeom
H1o22 |cu 3001 cu 3001 o 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 .
. Cu 4001 Cu 8001 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 Plastochinon
Plastochinol-1 Cu 5001 Cu 7001 o o ) 0 o o o 0 o 0 o 1
+ +
i 4 .
4 ox. Plastocyanin (Cu?*) 4 red. Plastocyanin (Cu*) + 4 H*

Abbildung 45: Die kanonische R-Matrix der PlastodtiPlastocyanin-Reduktase (EC-Nummer
1.10.99.1) ist auch innerhalb der Subsubklasse.9910einmalig. In keiner anderen Reaktion der
Subsubklasse ist Plastocyanin beteiligt oder we@i#frAtome reduziert.

R-Matrix:

b ] [ ] { c H [+] {3 c [ ] [ 1 [+] H
20070 1010 1015 1014 1013 1030 2007 2006 2005 2004 2003 2008 -101
H c

. ! 3010 3015 3014 3013 4013 4007 4006 4005 4004
Ein Chinon N 1010 N 3010 -2 [} [ 0
c 1015 ¢ 3015 -1
c 1014 < 2014
c 1013 c 3013

(] H
003 4008 4014

000000000 HOH

Ein Hydrochinon

+

CODO0O0OO0OHOHOOO
|

—JH 1030 H 4013
+ H* =+ o 2007 © 4007
c 2006 ¢ 4006
c 2005 c 4005
c 2004 c 4004
O O c 2003 C 4003
o 2008 © 4008
H -101 4014

1
coocoooororOO
|

cocorOrOOODOO

1

HorOoOCOODOOO

Co00Q0O0OO0O0QCOQOQOOW
CO00O00QC0OOHO
QOO0 OHOHOOO
|
00O+ OoOrOQO0OO
i

COHOHOOOODOO0DO
oHOOO0OO0OOO0ODOOO

H 1030

1-(beta-D-Ribofuranosyl)-1,4-Dihydronicotinamid 1-(beta-D-ribofuranosyl)nicotinamide

Abbildung 46: Kanonische R-Matrix der Reduktasesyddinydronicotinamid-Dehydrogenase (EC-
Nummer 1.10.99.2). Die Oxidation eines Chinons haitet andere Bindungsumbriiche als die
Oxidation von Plastochinol (EC-1.10.99.1) oder Abed (EC-1.10.99.3). Die R-Matrix ist

reaktionsspezifisch.
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3001
H K Ay
o O 3002 3003

1009 i 1010
H3- 01012 QX Hrois R-Matrix:
1020 1011 = H ) c c ) H o c c
1019 1011 1010 1009 1012 1020 2018 2016 2015
Ascorbat H o c ¢ o H 0 c c
3002 4012 4011 4009 4010 3003 3001 5035 5034

H 1019 H 3002 0 = o 0 0 0 1 0 o
0 1011 o 4012 -1 0 i 0 0 0 0 0 o
+ —]c 1010 c 4011 0 1 0 -1 0 0 ) 0 0

C 1009 C 4009 ) 0 -1 0 1 0 0 o o Dehydroascorbat
0 1012 © 4010 0 0 0 1 0 -1 0 0 0
H 1020 H 3003 0 0 0 0 -1 0 1 0 o

0 2018 o0 3001 1 0 o 0 0 1 0 -1 4, +
c 2016 ¢ 5035 ) 0 0 0 0 0 =1 0 1
c 2015 c 5034 0 0 0 0 0 0 -1 1 0
o CH3
5034
R 5035
H3C CHS
R
Violaxanthin H3C CH3

Antheraxanthin

Abbildung 47: Kanonische R-Matrix der Violaxantila-Epoxidase (EC-Nummer 1.10.99.3). Beide
Eduktmolektle der Violaxanthin de-Epoxidase werdgidiert. Dabei wird ein Sauerstoffatom des
Violaxanthin abgespalten, das zu einem Wassermbie#iziert wird.

die drei enzymatische Reaktionen enthalt. Die Emzyneser Subsubklasse gehdren zu den
Oxidoreduktasen und benutzen als gemeinsamaknél Diphenole oder verwandte Substanzen
als Elektronendonatoren. Wie in den Abbildungenbi$ 47 dargestellt unterscheiden sich alle
Reaktionen der Subsubklasse.

Als Donatoren und Akzeptoren dienen jeweils unta@estiiche Molekile. Dies fuhrt zu
verschiedenen strukturellen Veranderungen und Ele&htransfermustern. Es ergibt sich fur die
Subsubklasse nur eine Matrixidentitat von 33,3%&mb Sie enthalt ein Set von Reaktionen, die in
keine andere Subsubklasse der Subklasse eingeondmden konnten. Ebenso erklart sich die
geringe Homogenitat der Subsubklassen 1.2.993,99,-, 1.5.99.-, 1.7.99.-, 1.12.98.-, 1.13.99.-,
1.14.99.-, 1.17.99.-.

Neben den Subsubklassen der Form a.b.98.- od®&9a.finden sich noch weitere Subsubklassen
mit geringer Homogenitat in den Elektronentransigstarn. Die Grunde hierfir sind vielfaltig.
Haufig gibt es innerhalb einer Subsubklasse grofierd kleinere Gruppen mit identischer
kanonischer R-Matrix. Ein Beispiel hierfur ist d&ibsubklasse 1.8.4.-, die nur eine geringe R-
Stringidentitat von 27,27 Prozent aufweist. DaselDaét dieser Subsubklasse enthalt 11 Reaktionen,
die 6 Gruppen mit identischem R-String bilden I§Adung 48 bis 53). Bei fast allen Reaktionen
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H 1037 (2037)
(2020) 1020 sx 2 Y\N M
(0] o] ]
o}
041\/%] N WO R-Matrix: 34020
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0 N 2020 2037 3006 3005 1037 1020
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Abbildung 48: Reaktion der Glutathion-Homocystiraiishydrogenase (EC-Nummer 1.8.4.1). Die
kanonische R-Matrix reprasentiert auch die ReaktienGlutathion-Cystin-Transhydrogenase (EC-
Nummer 1.8.4.4).
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Abbildung 49: Reaktion der Glutathion-CoA-GlutathiTranshydrogenase (EC-Nummer 1.8.4.3).
Die kanonische R-Matrix dieses Enzyms ist innerhi@bSubsubklasse einmalig.
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Abbildung 50: R-Matrix und Reaktion der Enzym-thilanshydrogenase (EC-Nummer 1.8.4.7).
An der Reaktion ist ein allgemein formuliertes Agmrmolekil beteiligt. Es wird bei Enzymen
verwendet, die mehrere Elektronenakzeptoren odeaidoen verwenden kénnen oder bei denen die
Elektronentbertragende Gruppe noch nicht defimvarte.
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Abbildung 51: Reaktion der Phosphoadenylylsulfat&ktase (EC-Nummer 1.8.4.8). Die
kanonische R-Matrix repréasentiert auch die EC-Numnie8.4.9 und 1.8.4.10. Dieses Set bildet die
grofte Gruppe mit identischem R-String innerhalbSlésubklasse.
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Abbildung 52: Reaktion der Peptid-Methionin (S)-€8ebReduktase (EC-Nummer 1.8.4.11). Die
kanonische R-Matrix reprasentiert auch die Reaktoder Peptid-Methionin (R)-S-oxid-Reduktase
(EC-Nummer 1.8.4.12).
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Abbildung 53: Reaktion der L-Methionin (S)-S-oxickeuktase (EC-Nummer 1.8.4.13), die mit der
L-Methionin (R)-S-oxid-Reduktase (EC-Nummer 1.84.1die sechste Gruppe innerhalb der
Subsubklasse bildet. Inre R-Matrix entspricht davi&rix der Peptid-Methionin S-oxid-Reduktasen
in umgekehrter Richtung.

der Subsubklasse dient eine Schwefelgruppe alstreiendonator und Akzeptor. Bei allen
Reaktionen werden Disulfidbindungen gespalten apbildet. Insgesamt zeigen sich aber grol3e
Abweichungen bei den an der Reaktion beteiligtendBngen. Die Elektronen kdnnen aus SH-
Gruppen, Phosphatgruppen, Sulfit- und Wassermadekolder anderen Donatoren stammen. Die
gréf3te Gruppe enthalt 3 enzymatische Reaktionetelesd aus den EC-Nummern 1.8.4.8, 1.8.4.9
und 1.8.4.10 (Abbildung 51). Zwei enzymatische Riealen (1.8.4.3 und 1.8.4.7) besitzen
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eindeutige R-Strings (Abbildung 49 und 50). Dietlielsen 6 Reaktionen bilden Zweiergruppen
(Abbildung 48, 52 und 53).

Eine andere heterogene Gruppe unter den Oxidoraskiktist die Subsubklasse 1.7.1.- mit einer R-
Stringidentitat von 33,33 Prozent. Bei fast allesaRionen dieser Subsubklasse entsteht eine N-O
Bindung unter Reduktion von NADoder NADP. Das Datenset dieser Subsubklasse beinhaltet 6
Reaktionen, die sich fast alle in ihren Elektrom@msfermustern unterscheiden. NADnd NADP
fuhren zu identischen Eintrdgen in den R-MatriZBai einigen Reaktionen werden aber mehrere
dieser Molekile bendtigt. Bei anderen Reaktionetsteht keine N-O Bindung oder weitere
Bindungen werden gespalten oder entstehen. Die igeinzUbereinstimmung in den
Elektronentransfermustern besteht  zwischen denktRean der Hydroxylamin-Reduktase
(Abbildung 54) und N-Hydroxy-2-acetamidofluoren-R&thse (Abbildung 55).

Wie die Subsubklassen 1.7.1.- und 1.8.4.- wurdesh alie Ubrigen heterogenen Subsubklassen
genauer analysiert. Die teils groR3e Varianz in Bé&ktronentransfermustern lasst sich immer auf
signifikante Unterschiede in den Reaktionen zuriilckén. Eine Auflistung der R-Stringidentitat der

verschiedenen Subsubklassen findet sich in Tabelle
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Abbildung 54: Reaktion der Hydroxylamin-ReduktadeC{Nummer 1.7.1.10). Wie bei allen
Reaktionen der Subsubklasse 1.7.1.- kommt es ztstdbiung einer Stickstoff-Sauerstoffbindung,
wobei NAD+ oder NADP+ reduziert wird.
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Abbildung 55: Reaktion deM-Hydroxy-2-acetamidofluoren-Reduktase (EC-Nummet1l12). Wie
bei der Reaktion der Hydroxylamin-Reduktase wirdeumler Reduktion von NAD+ eine C-O und
O-H Bindung gespalten. Dabei entsteht eine N-O &ngound ein Proton wird freigesetzt.

Nur bei wenigen Reaktionen sind Fehler in den Higgdaten die Ursache fur die Heterogenitat der
Subsubklasse. Hierzu gehodren vor allem Reaktioreen5d Hauptklasse, deren Subsubklassen die
niedrigste Homogenitat in den Elektronentransfeterasaufweisen. Bei den Isomerasereaktionen
werden im Unterschied zu den tbrigen Hauptklassea@chemische Veranderungen bertcksichtigt.
Hierzu werden Eintrage in den Molfiles berlcksightivelche die absolute Konfiguration der Atome
kodieren. Ob ein Atom eine R-, S- oder keine Kamfagion besitzt, ist dabei aber nicht immer
korrekt in den Molfiles eingetragen. Die absolutenfguration wird durch das Zeichenprogramm
MDL ISIS Draw automatisch errechnet, wenn das Millegezeichnet und im Molfileformat
abgespeichert wird. Entscheidend fir die absolutafiguration ist, ob eine Bindung aus der
Molekulebene hervorsteht oder hinter die Ebenedtiitt. Hierbei kdnnen leicht Fehler entstehen,
die aber kaum erkannt werden, da die absolute Kordtion nur in sehr wenigen Anwendungen
bendtigt wird.

Ein Beispiel hierfur gibt die Reaktion der L-Riba&5-phosphat 4-Epimerase, in der L-Ribulose 5-
phosphat in die epimere Verbindung D-Xylulose S5qpiat umgewandelt wird. Beide Molekile

unterscheiden sich in der raumlichen Anordnungretdgdroxylgruppe an einem Kohlenstoffatom,
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Abbildung 56: Ein Reaktionsmechanismus fiir die btRose-5-phosphat 4-Epimerase (EC-Nummer

5.1.3.4). Durch die Reaktion verandert sich die efiterung der Hydroxylgruppe an dem
Kohlenstoffatom C 1006 von L-Ribulose 5-phosphatdurch D-Xylulose 5-phosphat entsteht.
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Abbildung 57: Die Eingabemolekile L-Ribulose-5-pplost und D-Xylulose-5-phosphat des
Datensets unterscheiden sich so sehr, dass daheete R-Matrix fur die L-Ribulose-5-phosphat 4-
Epimerase zahlreiche weitere Anderungen anzeigt.
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Subsub- | Reaktionen/| Identitat | Subsub- | Reaktionen/| Identitat | Subsub- | Reaktionen/| Identitat
klasse |Subsubklasse (%) klasse [Subsubklasse (%) klasse |Subsubklasse (%)

1.1.1.-- 265 86 1.7.2.- 1 100 1.14.20 1 10(
1.1.2.- 4 100 1.7.3.- 1 100 1.14.21 6 50
1.1.3-- 24 76 1.7.7.- 1 100 1.14.99 26 42
1.1.4.-- 2 50 1.7.99.- 5 20 1.15.1 2 50
1.1.5.- 1 100 1.8.1.- 11 73 1.16.1.- 7 33
1.1.99.- 27 85 1.8.2.- 1 100 1.16.3. 1 10(
1.2.1.- 63 73 1.8.3.- 4 40 1.16.8 1 104
1.2.2.- 3 66 1.8.4. 11 27 1.17.1 4 75
1.2.3.- 6 50 1.8.5. 1 100 1.17.3 2 50
1.2.4.- 3 100 1.8.7 1 100 1.17.4 2 100
1.2.7.- 8 62 1.8.98 1 100 1.17.5 1 100
1.2.99.- 6 50 1.8.99 1 100 1.17.99 4 50
1.3.1.- 67 59 1.9.3. 1 100 1.18.1. 4 50
1.3.2.- 1 100 1.9.6. 1 100 1.18.6 1 50
1.3.3-- 9 33 1.9.99 1 100 1.19.6. 1 100
1.3.5.- 1 100 1.10.1 1 100 1.20.1.- 1 10(
1.3.7.- 2 50 1.10.2 2 50 1.20.4 2 100
1.3.99.- 17 47 1.10.3 3 33 1.20.98 1 10(
1.4.1.-- 20 80 1.10.99 3 33 1.20.99 1 10(
1.4.2.- 1 100 1.11.1 14 18 1.21.3 6 33
1.4.3.- 15 93 1.12.1 2 100 1.21.4 3 67
1.4.4.- 1 100 1.12.2 1 100 1.21.99 1 10(
1.4.7.- 1 100 1.12.5 1 100 1.97.1 6 25
1.4.99.- 5 67 1.12.7 1 100 211 106 42
1.5.1.- 26 38 1.12.98. 2 50 21.2 2 100
1.5.3.- 9 56 1.12.99. 1 100 2.1.3. 8 75
1.5.4.- 1 100 1.13.11 47 26 2.1.4 1 10¢
1.5.5.- 1 100 1.13.12 5 40 221 8 50
1.5.7.- 1 100 1.13.99 2 50 231 131 38
1.5.8.- 2 100 1.14.11 22 59 2.3.2 4 50
1.5.99.- 10 40 1.14.12 16 56 2.3.3 13 86
1.6.1.- 2 100 1.14.13 91 63 2.4.1 129 73
1.6.2.- 1 100 1.14.14 2 50 24.2 21 46
1.6.3.- 1 100 1.14.15. 7 43 2.4.99 7 86
1.6.5.- 4 100 1.14.16 5 40 251 43 14
1.6.6.- 1 100 1.14.17 3 33 26.1 74 55
1.6.99.- 4 100 1.14.18 2 50 2.6.3 1 10¢
1.7.1.- 6 33 1.14.19 2 100 2.6.99 1 50

Tabelle 5a: R-Stringidentitat der Subsubklassen.
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Subsub- | Reaktionen/ | Identitat | Subsub- | Reaktionen/ | Identitat | Subsub-| Reaktionen/ | ldentitat
klasse | Subsubklasse (%) klasse | Subsubklasse (%) klasse | Subsubklasse (%)
2.7.1 109 82 3.21 31 63 4.1.99 4 50
2.7.2 13 92 3.2.2 12 67 42.1 86 42
2.7.3 8 88 3.3.1 2 50 4.2.2 1 100
274 19 84 3.3.2 9 56 423 21 17
2.7.6 5 80 3.4.11 20 100 4.2.99 1 100
2.7.7 42 54 3.4.13 12 100 4.3.1 16 38
2.7.8 11 78 3.4.14 9 100 4.3.2 2 50
2.79 5 25 3.4.15 3 100 433 2 50
2.7.10 2 100 3.4.16 4 100 441 15 19
2.7.11 28 100 3.4.17 19 100 45.1 4 25
2.7.12 2 100 3.4.18 1 100 46.1 6 67
2.7.13 2 100 3.4.19 9 100 4.99.1 3 100
2.7.99 1 100 3.4.21 98 100 51.1 15 47
28.1 5 40 3.4.22 50 100 5.1.2 6 100
2.8.2 23 91 3.4.23 38 100 5.1.3 14 18
2.8.3 14 50 3.4.24 80 100 5.1.99 4 67
284 1 100 3.4.25 1 100 5.2.1 10 100
29.1 1 100 35.1 76 81 5.3.1 21 52
3.1.1 57 82 3.5.2 15 71 5.3.2 2 100
3.1.2 20 100 3.5.3 19 68 5.3.3 14 38
3.1.3 61 71 3.5.4 24 58 5.3.99 7 14
314 6 100 3.55 6 80 541 1 100
3.15 1 100 3.5.99 5 40 5.4.2 10 20
3.1.6 10 90 3.6.1 30 83 5.4.3 7 29
3.1.7 2 100 3.6.2 2 100 544 3 67
3.1.8 1 100 3.6.3 44 97 5.4.99 14 7
3.1.11 6 100 3.6.4 11 100 55.1 12 50
3.1.13 5 100 3.6.5 6 100 5.99.1 1 100
3.1.14 1 100 3.7.1 10 80 6.1.1 21 90
3.1.15 1 100 3.8.1 6 50 6.2.1 29 100
3.1.16 1 100 3.9.1 1 100 6.3.1 8 87
3.1.21 7 100 3.10.1 2 100 6.3.2 17 94
3.1.22 4 100 3.11.1 2 100 6.3.3 2 50
3.1.25 1 100 3.12.1 1 100 6.3.4 8 40
3.1.26 11 100 3.13.1 1 100 6.3.5 6 33
3.1.27 10 100 41.1 69 80 6.4.1 5 100
3.1.30 2 100 4.1.2 30 60 6.5.1. 2 100
3.1.31 1 100 4.1.3 20 80 6.6.1 1 100

Tabelle 5b: R-Stringidentitat der Subsubklassen.
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wie dies auch aus dem Reaktionsmechanismus deblld®e-5-phosphat 4-Epimerase (Abbildung
56) zu ersehen ist. Die Strukturen der beiden Eiegwlekile gehen aus Abbildung 57 hervor. L-
Ribulose 5-phosphat ist in der zyklischen Form, uose 5-phosphat in der offenkettigen Form
gezeichnet worden. Kohlenhydrate konnen durch eimigamolekulare Reaktion von der
offenkettigen Form in die zyklische Form UbergehBrese Reaktion dominiert die R-Matrix. 3
Bindungen werden gespalten und 3 Bindungen entsteHeerner entsteht ein neues

Chiralitatszentrum. Hierdurch wird die eigentlidBgimerasereaktion tberlagert.

3.4  Gruppierung der Subsubklassen nach R-String Id#itat

Wie in Abschnitt 3.3 beschrieben, sind die Elekémimansfermuster innerhalb der Subsubklassen
sehr homogen. Eine Ausnahme bilden die enzymatiscReaktionen der unspezifischen
Subsubklassen (a.b.98 oder a.b.99) oder der 5.tklasge, wo zusétzlich die absolute Konfiguration
bertcksichtigt wird. Dennoch betragt die durchstthciie R-Stringidentitdt innerhalb der
Subsubklassen immerhin 76 Prozent. Um die Reakiiale® verschiedenen Subsubklassen besser
vergleichen zu kdnnen, wurde daher fir jede Suldagb& der haufigste R-String errechnet und als
reprasentativ fur die jeweilige Subsubklasse bateic

Die R-Strings der verschiedenen Subsubklassen wungkrglichen und Subsubklassen mit
identischen Elektronentransfermustern gruppierin den 228 untersuchten Subsubklassen besitzen
121 ein spezifisches Elektronentransfermuster.gtrings dieser Subsubklassen lassen sich nicht
gruppieren. Die ubrigen 107 Subsubklassen bildegdgen 26 Gruppen unterschiedlicher GroR3e.
Tabelle 6 zeigt die verschiedenen Gruppen von Sikgssen mit identischen R-Strings. Neben
jeder Gruppe sind die Veranderungen aufgelistet,ddis Elektronentransfermuster kennzeichnen.
Hierzu gehotren die Bindungen, die auf der Edulgsgéspalten werden oder auf der Produktseite
entstehen. Nimmt die Anzahl der ValenzelektronaregiAtoms ab oder zu, so wird dies durch
Punkte neben dem Atomsymbol gekennzeichnet. Dapeisentiert jeder Punkt ein Elektron.

Die Gruppen wurden nach ihrer Grol3e sortiert undmaeriert. Die gréf3ten Gruppen setzen sich aus
Subsubklassen zusammen, deren R-Matrizen die Dioren4 besitzen. Wie aus Tabelle 4
hervorgeht, ist diese Matrixdimension unter densbbklassen am haufigsten zu finden. Bei diesem
Reaktionstyp werden fast immer 2 Bindungen auf Hduktseite gespalten, wahrend auf der

Produktseite 2 Bindungen neu entstehen. Ribsubklassen der groReren Gruppen stammen
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Gruppen | Subsub- | gespaltene neue Gruppen | Subsub- | gespaltene neue
Nummer | klassen Bindungen / Bindungen / Nummer | klassen Bindungen / Bindungen /
abgegebene aufgenommene abgegebene aufgenommene
Elektronen Elektronen Elektronen Elektronen
1 2.4.1.- C-0, O-H C-0, O-H 6 5.1.1.- S-Konfiguration | R-Konfiguration
2.4.99.- 5.1.2.-
3.1.1.-- 5.1.3.-
3.1.3.- 5.1.99.-
gig 7 111- |CN,CC C- | CoO,CC, CH/
= 1.2.1.- H, C-H N:
3.1.7.- 117.1-
3.1.8.-
3.1.11.- 8 1.1.99.- C-H, O-H C-O, R-H
3.1.13.- 1.2.99.-
3.1.15.- 1.17.99.-
3.1.16.- 9 2.3.1.- S-C, O-H C-0O, S-H
3.1.21.- 3.1.2.-
3.1.25.- 3.3.1.-
3.1.26.- 10 282- | S0,0H S-0, O-H
3.1.30.-
3.1.6.-
3.2.1.- 362.-
3.3.2.- e
2 242. CN. OH CO NH 11 43.1.- C-N, C-H C-C, N-H
3.2.2- 4.3.2-
3.4.11.- 433-
3.4.13.- 12 6.3.1.- P-O, C-O, N-H P-O, N-C, O-H
3.4.14.- 6.3.2.-
3.4.15.- 6.3.3.-
3.4.16.- 13 1.1.2.- O-H, C-H C-O/ Fee
3.4.17.- 1.2.2.-
3.4.18.-
3.4.19.- 14 1.1.3.- 0-0, O-H, C-H C-O, O-H, O-H
3.4.21.- 123-
3.4.22.- 15 1.2.4.- S-S, C-C, O-H S-C, 0-C, S-H
3.4.23.- 1.4.4.-
3.4.24.- 16 141- | cCcC,CN, C=0, C-C, N-H,
3.4.25- 151- | C-N,OH, CH/N:
3.5.1- O-H, C-H
352~ 17 1.4.99 C-N, O-H C=0, N-H, R-H
3 g;% P-O, O-H P-O, O-H 1.5.99 - O-H, C-H
27.4- 18 1.5.3.- C-N, C-H, 0-0, | C=0, N-H, O-H,
27.6- 1.17.3- | O-H, O-H O-H
2.7.8.- 19 1.16.1.- N-C, C-C, Fes , C-C,C-H/N:
2.7.10.- 1.18.1.- Fee
2.7.11.-
2712.- 20 1.17.4.- S-S, O-H, C-H C-O, S-H, S-H
27.99.- 1.17.5.-
3.6.1.- 21 2.14.- C-N, N-H C-N, N-H
3.6.3.- 2.3.2.-
364- 22 2.7.3- P-O, N-H P-N, O-H
3.6.5.- 2.7.13.-
461 23 353 N-C,N-C, O-H, | C=0, N-H, N-H
4 3.1.14.- P-O, C-O, P-O, C-O, 354 O-H’ ' ' ' '
3.1.22.- O-H, O-H O-H, O-H
3.1.27.- 24 4.2.1.- O-C,C-H C-C, O-H
3.1.31.- 4.2.99.-
5 3.7.1.- C-C, O-H C-0, C-H 25 5.2.1.- C-C,C-H C-C,C-H
4.1.1.- 5.3.3.-
41.2- 26 5.3.2.- C-O,C-H C-C, O-H
4.1.3.- 5.5.1.-

Tabelle 6: Vergleich und Gruppierung der Subsubklassen nhokn R-Strings fihrt zu 26

Gruppen, die jeweils einen identischen R-Stringnaigen. Die 26 Gruppen setzen sich aus 107
innerhalb e@emppe koénnen unterschiedlichen
Hauptklassen des EC-Klassifikationssystems angehéif@ennoch besitzen sie

Subsubklassen zusammen.

Elektronentransfermuster.

Die Enzyme
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Uberwiegend aus den Hauptklassen der Transferbiahnplasen und Lyasen. Die gro3te Gruppe
setzt sich aus 18 Subsubklassen zusammen. Es haitieliberwiegend um Subsubklassen aus der
Hauptklasse der Hydrolasen. Daneben sind 2 Subssd#a aus der zweiten Hauptklasse beteiligt.
Die Reaktion der Glykogen Synthase aus Abbildungo&8der eine Glukoseeinheit Ubertragen wird,
gehort zu dieser Gruppe. Bei allen Reaktionen d&itgn Gruppe wird auf der Eduktseite eine C-O
und O-H Bindung gespalten, wéhrend auf der Proeitktsviederum eine C-O und O-H Bindung
entsteht. Diese Bindungstypen treten héaufig in Midlen auf und sind oft an Reaktionen beteilig.
Hierzu tragen vor allem die Sauerstoffatome benerseits mit ihren freien Elektronenpaaren,
andererseits mit ihrer Eigenschaft, Bindungseleldro an sich zu ziehen. Das
Elektronentransfermuster ist vergleichsweise emmfdes tritt bei vielen Spaltungsreaktionen auf,
insbesondere wenn Wassermolekile an der Spaltutegidiesind. Daher ist die Anhaufung der
Hydrolasereaktionen in Gruppe 1 nicht verwunderliBei den beiden Subsubklassen 2.4.1.- und
2.4.99.- aus der Hauptklasse der Transferasen hasdsich um Ubertragungsreaktionen, wobei ein

Teil eines Molekiils auf ein anderes Molekul Ubeygrawird.

o o
Pa@t
N
o N UDP /
© o Vo 0 u N’-é
0 1006 Oy = o . © o}
T o] R-Matrix: 0
1005 (o]
5 7 - o ¢ o = L0
1006 1005 2008 2042 o 4 %
& UDP-Glukose o ¢ o = O0xd o
_ 3021 4003 4020 3037 d
0 1006 © 3021 0 -1 0 1 |,_3°21
+ C 1005 C 4003 -1 0 1 0 L
0 2009 © 4020 0 1 o -1 +
H 2042 H 3037 1 0 -1 0 o
(0] 0 (n} 6]
o] 0
o 0 4020 © / g
o) 0 R o /O 5] ' [0y -}
L o] M VS o .
(o] = 4 4003 e 0
0
2042 . 0]
HZO {1.4-alpha-D-Glukosyl)n (1,4-alpha-D-glukosyl)n+1

Abbildung 58: Reaktion und R-Matrix der Glykogeng%e) Synthase (EC-Nummer 2.4.1.11). Eine
Glucoseeinheit wird von UDP-Glukose abgespalten aufdGlykogen tbertragen. Glykogen ist ein

Polysaccharid aus Glucose-Einheiten. Die Reakipnasentiert nicht nur die Subsubklasse 2.4.1.-,
sondern auch weitere 17 Subsubklassen mit ideetis@lektronentransfermuster.
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(0]
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0 H N c
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o “lo 1001 o 3006 0 -1 0 1 [ +
o] 0 H 1006 H 4011 -1 0 1 0 5 i &
2005 J\ N 2010 N 4005 0 1 0 =1 \f
C 2005 C 3005 1 0 -1 0
(o] N N % 4005
° g/& A Haonn
Uridin o] Uracil

Abbildung 59: Reaktion und R-Matrix der Uridin-Rphorylase (EC-Nummer 2.4.2.3). Die
Reaktion reprasentiert die zweitgrofdte Gruppe vorubs8bklassen mit identischem
Elektronentransfermuster.

Bei der Reaktion der Uridin-Phosphorylase (Abbilg&®) wird auf der Eduktseite eine C-N und O-

H Bindung gespalten. Auf der Produktseite entsasldererseits eine C-O und N-H Bindung. Dieses
Muster tritt bei allen 17 Subsubklassen der zwéidggn Gruppe auf. Die zweitgrof3te Gruppe setzt
sich ebenfalls aus Transferasen und Hydrolasemzusa.

Am heterogensten in Bezug auf die Hauptklassenzusasetzung ist Gruppe 3, die enzymatische
Reaktionen aus der zweiten, dritten und viertenptidasse enthalt. Die Abbildungen 60 bis 62

zeigen je eine Reaktion aus einer der drei verdehien Hauptklassen. Bei allen Reaktionen wird auf
der Eduktseite eine P-O und O-H Bindung gespaltéirend auf der Produktseite eine P-O und O-
H Bindung entsteht. Bei allen Reaktionen sind Phagpuppen beteiligt, die aufgespalten werden.
Die chemischen Eigenschaften der Molekulstruktudie am Reaktionskern beteiligt sind, sind

weitgehend identisch.

Unter den Gruppen von Subsubklassen mit identiséiekironentransfermustern gibt es insgesamt
13 Gruppen, die eine R-Matrixdimension von 4 besitund wo auf der Eduktseite 2 Bindungen

gespalten werden, wahrend auf der Produktseiten@uBigen entstehen. Dieses Muster ist typisch fur
Reaktionen, bei denen 2 Molekiile Atome oder fumdie Gruppen untereinander austauschen.
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ATP

D-Hexose
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P 0 H 0 ADP

] 4013 3023 3038 4006|
P 1028 P 4013 0 -1 0 1
0 1025 0 3023 -1 0 1 0 +
H 2017 H 3038 0 p 0 =1
0 2006 0O 4006 1 0 -1 0 O
THY O @]
0—PX0
4013|4008
¢ (@] (@]
(0]

D-Hexose 6-phosphate

Abbildung 60: Reaktion und R-Matrix der Hexoking&€-Nummer 2.7.1.1). Unter Verbrauch von
ATP wird D-Hexose zu D-Hexose 6-phosphat phospetyl
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O
H/ XH Wasser
1003

+
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| I
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R-Matrix: I
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Abbildung 61: Reaktion und R-Matrix der InorganisnhDiphosphatase (EC-Nummer 3.6.1.1), die
Diphosphat unter der Beteiligung von Wasser in @dphatmolekiile spaltet.
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Abbildung 62: R-Matrix und Reaktion der Adenylatkfgse (EC-Nummer 4.6.1.1), die unter
Abspaltung von Diphosphat das zyklische Adenosiropbosphat (CAMP) erzeugt. Die Reaktion
reprasentiert die 6 Reaktionen der Subsubklassd.4.®er Reaktionskern besitzt das gleiche
Elektronentransfermuster wie die Reaktionen deisBbklassen 2.7.1.- und 3.6.1.-.

Eine Ausnahme unter den Gruppen bilden die IsoraedRemktionen der Gruppe 6. Bei dieser
Gruppe andert sich lediglich die absolute Konfigoraeines Atoms von S nach R. Die zugehdrige
R-Matrix besitzt die Dimension 1 und beinhaltetegirMatrixeintrag von 20. Zu der Gruppe gehort
ebenfalls die Alanin-Racemase (EC-Nummer 5.1.1dBren Reaktion und R-Matrix in den

Abbildungen 35 und 36 (Abschnitt 2.3.1) dargeste#tden.

Die Isomerasereaktionen der Gruppen 25 und 26 akérhhingegen keine Verranderungen der
absoluten Konfiguration. Es handelt sich hierbei umramolekulare Veradnderungen, die

Bindungsumbriiche beinhalten. Hierzu gehéren inttakutare Oxidoreduktasen und Transferasen.

Die R-Matrix der Phenylpyruvat-Tautomerase (Abbid 63) reprasentiert die Reaktionen der

Gruppe 26.
R-Matrix: )
O
- o] C & H
1005 1004 1006 1015 0 iy 2003
/
10061004 @] o] c (& H 5002
2001 2002 2003 2013 2013
i Tlo10s 0200 0 -1 o 1 [T 4
1015 (@] C 1004 C 2002 -1 0 1 0 2001
1005 C 1006 C 2003 0 1 0 =1
H 1015 H 2013 1 0 =1 0
Keto-phenylpyruvat Enol-phenylpyruvat

Abbildung 63: Reaktion und R-Matrix dePhenylpyruvat-Tautomerase (EC-Nummer 5.3.2.1). Die
Umwandlung von Keto-Phenylpyruvat zu Enol-phenyiwat fuhrt zu keiner Verénderung der
absoluten Konfiguration.
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Abbildung 64: Die Alanin-Dehydrogenase oxidiert laAin unter der Beteiligung eines
Wassermolekils und NAD+ zu Pyruvat. Sie reprasgnte Subsubklasse 1.4.1.-, die mit der
Subsubklasse 1.5.1.- die Gruppe mit der komplereéRt#atrix bildet.
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Die Gruppe 16 wird aus den Subsubklassen 1.4.1-1u1.- gebildet. Die R-Matrix der Gruppe
beinhaltet die zahlreichsten Veranderungen unter $Sliébsubklassen, die an der Gruppenbildung
beteiligt sind. An allen Reaktionen der Gruppe it slie Kofaktoren NAD oder NADP beteiligt.
Hierdurch entstehen Uber die eigentlichen Zielmilekder Reaktionen hinaus die gleichen
Elektronentransfermuster. Da bei vielen ReaktiotenOxidoreduktasen Kofaktoren beteiligt sind,
besitzen sie haufig grél3ere Matrixdimensionen edRdMatrizen anderer Hauptklassen. Daher sind
Oxidoreduktase Reaktionen nicht an den grof3ten gamppeteiligt und lassen sich auch mit keiner
Subsubklasse anderer Hauptklassen gruppieren.

Die Oxidoreduktasen stellen hingegen den groRtemeiAmnter den Subsubklassen, die ein
spezifisches Elektronentransfermuster besitzen sidld nicht anhand ihrer R-Strings gruppieren

lassen.
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4. Diskussion

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Verfahremmdglicht eine automatisierte

Charakterisierung von enzymatischen ReaktionenGuihdlage des Dugundji-Ugi-Modells. Das
Elektronen-austauschmuster einer Reaktion wirdbkiedurch Reaktionsmatrizen (R-Matrizen)
ausgedruckt, die Aufschluss uber die Entstehung $daltung von chemischen Bindungen geben.

Die manuelle Konstruktion von R-Matrizen ist sebitaufwendig und erlaubt nur die Betrachtung
eines begrenzten Sets von enzymatischen Reakti@wama, 2002). Das Hauptziel dieser Arbeit
bestand daher zunéchst darin, die Vorraussetzufig da schaffen, dass R-Matrizen in grol3er
Anzahl automatisch berechnet werden kénnen. Inneipeeiten Schritt wurde das Programm zur
R-Matrix-Berechnung auf ein grof3eres Datenset vonohemischen Reaktionen angewendet. Von
besonderem Interesse waren hierbei die Charaldengl und der Vergleich der Reaktionen anhand

ihres Elektronentransfermusters.

4.1  Automatisierte R-Matrix-Berechnung

R-Matrizen lassen sich vergleichsweise einfachcamen, wenn eine Zuordnung der Eduktatome auf
die Produktatome vorliegt. Ohne Atomzuordnung UWesthingegen kein nachvollziehbarer
Reaktionsablauf. Die Lésung des Atomzuordnungsprobl erwies sich als sehr komplex und
vereinnahmte einen grol3en Teil des Projektes. Beentwickelte Algorithmus zur Bestimmung der
grofiten gemeinsamen Substruktur ist der Kern defaMens. Daneben war die Implementierung
weiterer Module erforderlich, beispielsweise zur wBgung der gréf3ten gemeinsamen
Teilstrukturen, zur Erkennung aromatischer Ringeradur Errechnung und Kanonisierung der R-

Matrizen.

4.1.1 MCS Algorithmen und Molekulstrukturvergleich

Das wichtigste Kernstiick des neuen Verfahrens atanaatisierten R-Matrixberechnung ist aer
MCS-Algorithmus (vgl. 2.1). Der Algorithmus basief graphentheoretischen Methoden, die zwei
Graphen G; und G, vergleichen und die maximalen gemeinsamen Subgrapfenglische
Bezeichnung ,Mwximal G®mmon_S$ibgraph®) der Eingabegraphen errechnen.

Da Molekile ebenfalls Graphen reprasentieren, weM€ES Algorithmen seit vielen Jahren zum
Vergleich von Molekilen verwendet (Hattai al, 2003, Marialkeet al, 2007,Raymondet al,
2002, Garciaet al, 2004, Durancet al, 1999, McGregoet al, 1982,Bayadaet al, 1992, usw.).

MCS Algorithmen erlauben einen sehr prazisen Vearylder Molekulstrukturen. Der wesentliche
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Nachteil des Verfahrens besteht allerdings damssdlie MCS-Suche zur Komplexitatsklasse der
NP-vollstandigen Probleme gehort. Zu diesen Proéfekonnten bisher noch keine Algorithmen
entwickelt werden, die das Problem in polynomieleit I6sen. Mit der GroRe der Eingabegraphen
nimmt die Laufzeit exponentiell zu. Aus diesem Gtuassen sich nicht Eingabegraphen beliebiger
GroRRe miteinander vergleichen. Mit zunehmender KkdgoRe und in Abhangigkeit von der
Molekulstruktur wird sehr schnell eine Grenze agi ab der die Laufzeit unvorstellbare
Dimensionen annimmt. Um dennoch Eingabegrapherei@ghg&nder Grol3e miteinander vergleichen
zu kénnen, werden haufig heuristische Informatiomenlie MCS-Suche integriert. So kann die
Betrachtung der atomaren Umgebung oder die Einbeag dreidimensionaler Informationen das
Laufzeitverhalten erheblich verbessern. Allerdifigisren diese zuséatzlichen Kriterien zu weiteren
Einschrankungen. Besonders bei der Betrachtung Reaktionen kdnnen diese Kriterien zu
falschen Schlussfolgerungen fuhren, denn die a@rdangebung eines Atoms kann sich in einer
Reaktion verandern und die dreidimensionale Strlidnn sich umformen.

Die Rekonstruktion von Reaktionen erfordert daheer flexiblen MCS-Algorithmus, der mit
wenigen Informationen auskommt, damit auch kompl&eranderungen der Molekdilstruktur
nachvollziehbar sind. Ein hohes Mal3 an Flexibilitéirt andererseits zu einer Verschlechterung des
Laufzeitverhaltens. Viele enzymatische Reaktioneinimlten aber die Umwandlung grol3er
Metabolite. Ein entsprechender MCS-Algorithmus, d#ese gegensatzlichen Eigenschaften
befriedigend vereinbart, war leider nicht verfigdar Rahmen dieses Projektes wurde deshalb ein
neuer MCS-Algorithmus entwickelt.

4.1.2 c-MCS-Algorithmus

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene MCSodtlgmen implementiert und getestet.

Keiner der Algorithmen erwies sich als ausreichamd,die gestellten Anforderungen zu erfullen.
Die Algorithmen waren entweder zu langsam oderr#ilexibel. Aus dieser Situation resultierte die
Idee, zwei Algorithmen mit ihren unterschiedlicheilgenschaften miteinander zu verknipfen. Der
erste schnellere Algorithmus basiert auf einer &fatg des Bron-Kerbosch-Algorithmus (Bron und
Kerbosch, 1973). Bei dem zweiten Algorithmus hanhdslsich um den so genannten McGregor-
Algorithmus (McGregor, 1982), der sehr flexibel ighd fir den Vergleich von Molekilen

entwickelt wurde.
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4.1.2.1 Variante des Bron-Kerbosch-Algorithmus

Der Bron-Kerbosch-Algorithmus und seine Variantéseh das MCS-Problem durch Uberfiihrung
in das Cliquen-Problem (vgl. 2.1.3). Ausgangspugmitl die beiden Eingabegraphen, die in diesem
Fall durch zwei Molekile repréasentiert werden. Ales beiden Eingabemolekilen wird zunachst
ein Ubergeordneter Produktgraph gebildet, der d@mngatiblen Bereiche der Molekile
widerspiegelt. Sind im Produktgraph zwei Knotenribme Kante miteinander verbunden, so ist
dies ein Indiz fur eine strukturelle Gemeinsamkigt beiden Molekule. Vollstandige Teilgraphen
innerhalb des Produktgraphen, die so genanntenu&liqgkorrespondieren mit gemeinsamen
Subgraphen (bzw. Substrukturen) der Molekile. MaxémCliquen korrespondieren daher mit
maximalen gemeinsamen Subgraphen (Levi, 1972).

Die Suche nach den maximalen Cliquen innerhalb Fexluktgraphen erfolgt mit Hilfe von
Rucksetzverfahren, die auch als Backtracking (enBlickverfolgung) Verfahren bezeichnet
werden. Der urspringliche Bron-Kerbosch-Algorithmugerscheidet nicht zwischen den beiden
Kantentypen des Produktgraphen. Die schnellereast®ihingegen unterscheidet zwischen cen
und d-Kanten. Die d-Kanten zeigen an, dass die Atome der beiden Eemalekile keine
strukturelle Ahnlichkeit zueinander aufweisen. R{Kanten (g steht fir ,connectéd deutsch
.zusammenhéngefig sind hingegen Ausdruck der Verbundenheit der pezathenden
Molekilbereiche.

Die Variante folgt bei der Backtrackingsuche deKanten und sucht nach maximalen Cliquen,
deren Knoten alle tber einerPfad miteinander verbunden sind. Auf diese Weisd die Suche
eingeschrankt. Das Ergebnis ist eine wesentlichefzegverbesserung. Andererseits findet die
Variante auf diese Weise lediglich zusammenhangemmeémale gemeinsame Subgraphen, die als
c-MCS bezeichnet werden (vgl. 2.1.4). Fir die Bdtragg von Reaktionen ist diese Einschrankung
allerdings kein Nachteil. Die Rekonstruktion komyaeer Reaktionen erforderte die Einfuhrung
eines Rankingsystems (vgl. 2.2.2), in demaMCS nach ihrer Grol3e sortiert werden. Bei dieser
Bewertungsmethode ist es sinnvoller, zusammenhéegeMCS eine héhere Prioritat einzurdumen
als unzusammenhangenden MCS, die in mehrere Fragmersplittert sein kbnnen.

Ein effizienter Vergleich von grof3en Molekilen miehr als 60 Atomen ist mit der Variante des
Bron-Kerbosch-Algorithmus allerdings noch nicht rg¢ly auch wenn sie eine deutliche
Laufzeitverbesserung mit sich bringt. Ebenso erwsegsh der Algorithmus zunachst als zu
unflexibel, um komplexere Reaktionen nachzuvolleighin denen Ringssysteme gespalten oder

gebildet werden. Ursache ist der zugrunde liegeRdeduktgraph, bei dessen Bildung starke
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Einschrankungen vorgenommen werden. Hierdurch fietieam Produktgraphen einige Kanten zur

Bildung der entsprechenden Cliquen (vgl. 2.1.4, ihing 13).

4.1.2.2 McGregor-Algorithmus

Der McGregor-Algorithmus ist ein flexibler MCS-Algthmus, der fir den Molekulvergleich
entwickelt wurde. Der Algorithmus benutzt ein Baekking-Verfahren, um systematisch alle
maoglichen Zuordnungen der Knoten des einen Grapluérden anderen Graphen auszuprobieren
(vgl. 2.1.5). Allerdings werden bei diesem Verfahdee Bindungen als Knoten betrachtet.

Der McGregor-Algorithmus ist auch in der Lage, Hietstehung oder Spaltung von Ringsystemen
nachzuvollziehen. Durch die Integrierung eines ighv and conquer® (englisch, ,teile und
herrsche*) Ansatzes in das Backtracking-Verfahremite die Laufzeit verbessert werden. Dennoch
ist nur ein Vergleich von kleineren Molekulen bis einer GroRe von etwa 30 Atomen maoglich.
Neben der Grél3e hat die Molekulstruktur und Zusans®iung Einfluss auf die Laufzeit.

4.1.2.3 Kombination der Algorithmen

Der letztlich fur den Molekulstrukturvergleich veemdete Algorithmus ist eine Kombination des
McGregor-Algorithmus und der Variante des Bron-Kesth-Algorithmus. Wie die Variante des
Bron-Kerbosch-Algorithmus ist auch die Kombinatiein c-MCS-Algorithmus. Dies bedeutet, der
Algorithmus errechnet die zusammenhéngenden magimgémeinsamen Substrukturen von zwei
Eingabemolekilen (vgl. 2.1.6).

Zu Beginn wird der schnelleren Variante des Brombigech-Algorithmus Prioritdt eingeraumt.
Diese errechnet zunachst zusammenhéngende gemeiSsdstrukturen. Diese Strukturen werden
an den McGregor-Algorithmus tGbergeben, der Ubetpoiif die gemeinsamen Substrukturen bereits
maximal sind oder ob sie sich weiter zu maximalemeginsamen Substrukturen erweitern lassen.
Dabei erweitert der McGregor-Algorithmus die Subkturen allerdings nur Uber benachbarte
Bindungen. Hierdurch wird sichergestellt, dass &réih nur nach zusammenhéangenden maximalen
gemeinsamen Substrukturen gesucht wird.

Die Kombination der beiden Algorithmen erlaubte faueine Laufzeitverbesserung fir den
Vergleich von grof3en Molektlen. Hierbei werden der Bron-Kerbosch-Variante neben dem
Elementtyp auch die atomaren Umgebungen bei der -B@®e bertcksichtigt (vgl. 2.1.6,
Abbildung 19). Die gemeinsamen Substrukturen, diefd die Bron-Kerbosch-Variante vorgegeben
werden, sind hierdurch zumeist nicht maximal. Estch den McGregor-Algorithmus werden die

Réander der Substrukturen erganzt und somit-dfkCS vervollstandigt.
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Bei kleinen Molekilen ist eine Betrachtung der aaoem Umgebung nicht sinnvoll. Im Verhéltnis
zur MolekulgroR3e ist der Anteil der Atome, die ar Reaktion beteiligt sind, hoher. Die atomaren
Umgebungen innerhalb des Molekils andern sichdrkstem Mal3e. Die Wahrscheinlichkeit ist
daher zu hoch, dass durch Betrachtung der atontéregebungen falsche Zuordnungen entstehen.
AulRerdem stellt der Vergleich von kleinen Molekilkgin Problem fir die Laufzeit dar. Das
Programm verzweigt sich daher in Abhangigkeit var MolekllgroRe. Die Umgebungen der
Atome werden nur bei dem Vergleich von groR3erendWidlen beriicksichtigt.

4.1.2.4 Bewertung und Eigenschaften desMCS-Algorithmus

Durch die Verknipfung des McGregor-Algorithmus udér Variante des Bron-Kerbosch-
Algorithmus lie3 sich eine sehr schnelle und flé&xilc-MCS-Variante entwickeln. Die
Laufzeitverbesserung erlaubt auch einen Verglegigdif3ten Molekulle des Datensets.

Bei grofieren Molekilen betragt dieMCS-Suche teilweise noch mehr als eine Minute emem
Pentium-Rechner (2,4 GHz). Der Vergleich von GM1 fMome ohne Wasserstoffatome) mit GM2
(80 Atome) betragt beispielsweise 80 Sekunden. [CHafzeit hédngt aber nicht nur von der
MolekulgroRe ab. Auch die Struktur und Elementzus@msetzung der Molekile haben grof3en
Einfluss auf die Laufzeit. Die MCS-Suche dauert amanger, je homogener ein Molekul
zusammengesetzt ist. Auch symmetrische und krem@@ér Strukturen innerhalb von Molekilen
fuhren zu einer hoheren Rechenzeit. So dauert degl®ch von Cytochrom mit sich selbst drei mal
so lange, wie der Vergleich von GM1 mit GM1, obw@htochrom nur 43 Ruckgratatome besitzt
und GM1 mit 91 Ruckgratatomen mehr als doppelt 83 gst. Cytochrom ist mit seinen vier
Pyrrolringen sehr symmetrisch aufgebaut, insbesendsenn zwischen den Doppel- und
Einfachbindungen nicht unterschieden wird. Allegdinbildet Cytochrom unter den mittelgrofRen
Molektlen eher die Ausnahme. Fir die meisten ngittéen Molekile (z.B. FAD und FADHNit

53 Atomen) betragt die Laufzeit deutlich wenigey @he Sekunde.

Die hohere Flexibilitdt geht auf den McGregor-Algomus zurlick. Der McGregor-Algorithmus
betrachtet die Bindungen als Knoten. Im Backtragi®uchbaum werden mdgliche
Bindungszuordnungen als Teilldosung angesehen. &eVdriante des Bron-Kerbosch-Algorithmus
wurde hingegen ein Knoten-Produktgraph als Gruredlagerwendet. Die Knoten des
Produktgraphen werden hierbei aus den Knoten delebeEingangsgraphen generiert. Fur den
Molektlvergleich bedeutet dies, dass die Knoten mudglichen Atomzuordnungen der beiden
Eingangsmolekile gebildet werden. Der Knoten-Preghaloh wurde als Basis gewahlt, da er
unmittelbar Aufschluss darliber gibt, welche Atormederc-MCS gehdren. Es ware allerdings auch
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maoglich gewesen, einen Kanten-Produktgraphen assBa verwenden, bei dem die Knoten durch
Bindungszuordnungen gebildet werden. Wie sich spzgggte, besitzt die Variante des Bron-
Kerbosch-Algorithmus eine hohere Flexibilitat, wesia auf einem Kanten-Produktgraphen basiert.
Der McGregor-Algorithmus ist somit nicht generddiXibler als die Varianten des Bron-Kerbosch-
Algorithmus. Entscheidend ist vielmehr, ob Atomep@indungszuordnungen betrachtet werden.
Fur den Molekilvergleich wurde weiterhin der aus @erschiedenen Algorithmen kombiniege
MCS-Algorithmus ~ verwendet. Entscheidend ist neberer dFlexibilitat auch der

Geschwindigkeitsvorteil, der sich aus der Komboagrgibt.

4.1.3  Atomzuordnung auf Grundlage des Rankingsysms

Der c-MCS-Algorithmus besitzt eine zentrale Bedeutungds Generierung der Atomzuordnung
fur enzymatische Reaktionen. Er ermoglicht einenrukdarvergleich der Edukt- und
Produktmolekile. Die Atomzuordnung wird mit Hilfénes Rankingsystems gebildet. Um auch
komplexere Falle oder Ausnahmen zu berucksichtiginde das System um zuséatzliche Verfahren
erweitert. Hierzu gehoren eine weitere MCS-Variamtes Bron-Kerbosch-Algorithmus, ein
Algorithmus zum Auffinden aromatischer Ringe, dastf&nen redundanter-MCS, die lokale

Symmetrien beinhalten, und eine separate Atomzumgider Kofaktoren.

4.1.3.1 Rankingsystem

Der c-MCS-Algorithmus ermoglicht einen Strukturvergleider Edukt- und Produktmolekiile, die
paarweise verglichen werden. Da zwei Molekile meshr als eine-MCS besitzen, entsteht bei
fast jedem Molekulvergleich ein Set vanMCS. Um Atomzuordnungen fir eine Reaktion zu
generieren, werden deMCS aus den Molekilvergleichen miteinander kondsiniAnschlie3end
werden diec-MCS-Kombinationen selektiert, bei denen maoglickiste Atome zugeordnet werden
konnen (vgl. 2.2.1). Wenn nur wenige Molekiile an Reaktion beteiligt sind, fuhrt haufig allein
die Kombination derc-MCS zu vollstdndigen Atomzuordnungen (vgl. Abbidu2l und 22,
Abschnitt 2.2.1).

Haufig sind aber mehr als 3 Molekile an der Reaktieteiligt. In diesen Féallen wird eine
Atomzuordnung deutlich schwieriger, da es haufiglberlagerungen der verschiedereMCS
innerhalb einer Kombination kommt. Dabei werdeniggnAtome durch zwei oder mekfMCS
beansprucht. Damit eine eindeutige Abbildung deom#¢ generiert werden kann, muss eine
Entscheidung getroffen werden, welckeviCS die Atome zugeordnet werden. Bei einer maeuell

Zuordnung wirden grolRereMCS eine hohere Prioritat erhalten als kleinerah® wurde ein
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Rankingsystem entwickelt, das dieMCS innerhalb einer Kombination nach ihrer Groéevértet
(vgl. 2.2.2). Dabei erhalten groRereMCS Vorrang gegenuber den kleinererMCS einer
Kombination. Wenn es Uberlagerungen zwischen kiemeind groReren-MCS gibt, werden die
entsprechenden Atome den groReceMCS zugeschrieben. Aus den kleineeMCS hingegen
werden die Atome entfernt.

Bei einigen Reaktionen gibt es mehrere Mdglichkeitdie Eduktatome den Produktatomen
zuzuordnen. Dies gilt besonders, wenn symmetriStheturen an der Reaktion beteiligt sind oder
einzelne Atome Ubertragen werden, die mehrere iBosit besetzen kénnen (vgl. 2.1.4, Abbildung
13 A). Alle verschiedenen Mdglichkeiten werden ereet und LOsungen mit maximaler
Atomzuordnung abgespeichert. Bei den meisten Raadti wird durch die-MCS-Berechnung und
das Rankingsystem eine vollstdndige Atomzuordnurmpugit. Andere Reaktionen erfordern
hingegen Erweiterungen des Verfahrens. Hierzu gghdor allem Reaktionen, bei denen eine hohe
Molekulanzahl zu einer explosionsartigen Vervidifacg der Kombinationsmaéglichkeiten fuhrt.
AulRerdem konnen Probleme bei Reaktionen auftreterkleinere Gruppen Ubertragen werden, die

keinerc-MCS angehdren.

4.1.3.2 Laufzeitverbesserung durch Entfernung reahdanter c-MCS, separate Zuordnung
der Kofaktoren und Ausschluss Uberfllissiger Molekitergleiche

Nach dem Molekdlstrukturvergleich ist die Kombiwatiderc-MCS in allen mdglichen Variationen
der zweite laufzeitbestimmende Faktor. In Abh&ngigkon der Anzahl der beteiligten Molekiile
und in Abhangigkeit davon, wievieleMCS bei den einzelnen Molekulvergleichen entstekann
die Anzahl derc-MCS-Kombinationen schnell sehr groRe Dimensionanebmen. Damit die

Anzahl vonc-MCS-Kombinationen nicht zu grof3 wird, wurden 3a&tgien entwickelt:

1. Entfernung redundantetMCS:

Die Anzahl derc-MCS, die ein Molekilvergleich hervorbringt, vartiesehr stark. Haufig decken
aber mehrere-MCS in den Molekilen die gleichen Strukturen ald sind im Grunde aquivalent.
In diesem Fall beruhen die verschiedeneMCS héufig nur auf lokalen Symmetrien. Zur
Erkennung lokaler Symmetrien wurde @M CS-Suche mit einer Postfilterfunktion verknipdte

symmetrische Strukturen auffindet und redundaf®CS aus dem Losungsset entfernt (vgl. 2.2.3).

2. Separate Atomzuordnung der Kofaktoren:
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Haufig sind Kofaktoren (vgl.1.1) an enzymatischen Reaktionen in hoher Anzaheéiligg.
Entsprechend erhohen sie die Anzahl vorMCS-Kombinationen. Andererseits sind die
Veranderungen der Kofaktoren bekannt. Werden awlk&dund Produktseite korrespondierende
Paare von Kofaktoren gefunden, lassen sich die hiitdeseparat zuordnen und stellen keine
Belastung bei des-MCS-Kombination dar (vgl. 2.2.4).

3. Ausschluss uberfliissiger Molekilvergleiche

Der Vergleich von kleinen Molekilen, wie Methan, $8ar oder Ammoniak, mit grof3en Molekilen
kann zu einer hohen Anzahl vaaMCS fihren. Denn die kleinen Molekile finden sichden
Strukturen der groR3eren Molekile haufig vielfacreddr. Diese Molekulvergleiche erhdhen die
Anzahl vonc-MCS-Kombinationen wesentlich, obwohl sie zumeishhsignifikant sind. Es macht
daher Sinn, den Vergleich von kleinen mit groRerdolekilen auf eine zweite
Molekulvergleichsebene zu verlagern. Kleine Molekgehoren daher zu den Strukturen, die mit

Hilfe des Bron-Kerbosch-Algorithmus zugeordnet vegrdvgl. 2.2.6).

4.1.3.3 Bron-Kerbosch-Algorithmus

Das Ranking-System (vgl. 2.2.2) ist bei einigen K&eaen nicht ausreichend, um die

Atomzuordnung abzuschliel3en. Insbesondere sindtiReek problematisch, wo kleine Gruppen
von einem Molekdl auf ein anderes Ubertragen we(dgin 2.2.5). Wenn diese beiden Molekile mit
Hilfe desc-MCS-Algorithmus verglichen werden, kann die erreztie c-MCS in einem anderen

Bereich der beiden Molekile liegen. Die kleinenuBturen, die tUbertragen werden, kénnen so
durch das Rankingsystem nicht zugeordnet werden. duoh solche Félle zu berlcksichtigen,
wurde dem Molekulvergleich eine weitere Ebene hyjetfiigt. Diese Vergleichsebene basiert auf
einer Variante des Bron-Kerbosch-Algorithmus, dieitgehend dem urspringlichen Bron-
Kerbosch-Algorithmus entspricht und somit auch nizasammenhangende MCS findet. Daher
kann diese Variante mehrere Strukturen gleichzeaitigrdnen. Der Algorithmus ist auch in der

Lage, einzelne Atome zu vergleichen, da er ebenéalf einem Knoten-Produktgraphen basiert.

4.1.3.4 Atomzuordnung aromatischer Ringe

Ein weiterer Problemfall bei der Atomzuordnung &tis durch aromatische Ringe (vgl. 2.2.7). Bei
aromatischen Ringen befinden sich 2 Elektronen reidmppelbindung auf glnstigeren
Energieniveaus und werden aisElektronen bezeichnet. Dia-Elektronen der Ringe sind
delokalisiert und verteilen sich in einer Elektrom@lke oberhalb und unterhalb der Ringebene.
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In den Molekuldateien, den so genannten Molfilesrden die Doppelbindungen allerdings auf
bestimmte Positionen festgelegt. Die Zuordnung lgtrfdabei willkirlich in Abh&ngigkeit vom
Zeichner. Die Doppelbindungen der aromatischen &ki@innen daher in den jeweiligen Edukt- und
Produktmolekilen unterschiedlich eingezeichnet .s&has Ergebnis ist, dass fir die Ringe
Bindungsumbriiche errechnet werden, obwohl sie aRdaktion keinen Anteil haben.

Um solche Fehler bei der R-Matrix-Berechnung audzief3en, wurde ein Algorithmus zur
Erkennung von aromatischen Ringen entwickelt. DelgoAthmus basiert auf einem
Backtrackingverfahren. Im Wesentlichen erfolgt diSuche auf der Grundlage der
Aromatizitatskriterien. Der Algorithmus ermdglices, die aromatischen Ringe der Eduktseite und
Produktseite einander zuzuordnen. Ist ein Ringal®rauch nach der Reaktion aromatisch, kdnnen
keine Bindungsumbriiche innerhalb des Ringes awfigetrsein. Mit Hilfe des Algorithmus kénnen

solche Féalle erkannt und ausgeschlossen werden.

4.1.3.5 Generierung und Zuordnung der Wasserstaitome

Das Addieren und die Zuordnung der Wasserstoffatechéel3t die Atomzuordnung ab (vgl. 2.2.8).
Die Molfiles der Molekile enthalten zumeist keinead8erstoffatome, bis auf wenige Ausnahmen,
wie elementarer Wasserstoff. Es sind vorwiegenddreischwereren Atome des Molekulriickgrates
in den Molefiles kodiert. Das Molekulriickgrat bddt@us Kohlenstoff- oder Heteroatomen, wie
beispielsweise Sauerstoff, Stickstoff oder Schwefel Gegensatz zu diesen Atomen kdnnen
Wasserstoffatome nur eine Bindung eingehen. Sisefasich daher bestimmten Atomen des
Molekulrtiickgrates zuordnen. Die Anzahl der Wasséietibome eines Rickgratatomes hangt ab von
seinem Elementtyp, seiner Ladung und der AnzalmeseBindungen zu den anderen Atomen des
Molekulriickgrats. Ebenso wie die Ruckgratatome lezhalie neu erzeugten Wasserstoffatome eine
eindeutige Nummer, um sie von allen anderen AtodemnReaktionssets eindeutig unterscheiden zu
konnen.

Wenn die Generierung der Wasserstoffatome abgessdmniast, werden die Eduktwasserstoffatome
den Produktwasserstoffatomen zugeordnet. Die Gagedlhierfir ist die Atomzuordnung des
Molekulriickgrates, die bereits durch das Rankingsyserrechnet wurde. Dabei werden die
Eduktwasserstoffatome eines Ruckgratatoms seineduRtwasserstoffatomen zugeordnet. Die
Wasserstoffatome werden auf zweidimensionaler Ebetechtet und unterscheiden sich nicht in
ihren Eigenschaften. Daher werden die Wasserstoffateines Riuckgratatoms der Nummerierung

folgend willkirlich zugeordnet.
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Die Anzahl der Wasserstoffatome eines Riuckgratatmnsind nach der Reaktion wird verglichen.
So kann festgestellt werden, ob ein Rickgratatom ®&asserstoffatom verloren oder
hinzugewonnen hat. Auf diese Weise werden die gladtenien Wasserstoffatome der Eduktseite
und die neu gebundenen Wasserstoffatome der Psmdigkidentifiziert.

Da die Wasserstoffatome, die auf der Eduktseite eggten werden, formal zu den
Wasserstoffatomen gehéren mussen, die auf der KRsaiie neue Bindungen eingehen, werden
diese Atome einander zugeordnet. Die Zuordnundggrémch hier willktrlich, denn es lasst sich in
der Regel schwer nachvollziehen, welche Position adgespaltenes Wasserstoffatom auf der
Produktseite besetzt - zumal sich die Molekiile &ssviger Losung befinden, di€-#bnen enthalt,
die in die Reaktion involviert werden kdnnen.

Bei vielen Reaktionen wurde mit diesem Schritt eingé Zuordnung der Atome erreicht. Dies
betrifft allerdings nicht Reaktionen, in die"#bnen eingehen oder freigesetzt werden. In diesem
Fall stimmt die Anzahl der Wasserstoffatome auf Bduktseite und Produktseite nicht Gberein.
Durch einen Abgleich der Wasserstoffatome der Riatk¢pme werden schnell die Stellen
identifiziert, wo die H-lonen abgespalten werden oder hinzukommen. Aufi@eeils gegeniiber
liegenden Seite wird dann ein’#bn hinzu addiert. Flonen erhalten alle die Atomnummerierung

,-101", um sie von den anderen regularen Atomemnscheiden zu kénnen.

4.1.4 Berechnung der R-Matrizen

Wenn eine Zuordnung der Eduktatome auf die Prodkta vorliegt, ist die R-Matrix-Berechnung
vergleichsweise einfach (vgl. 2.3). Die Atomzuordgiermdglicht es, die Eduktmatrix (B) und die
Produktmatrix (E) so zu konstruieren, dass die dgpondieren Edukt- und Produktatome den
gleichen Index erhalten. Die Berechnung der R-Matrfolgt anhand von Gleichung 2 (vgl. 1.3.2).
Die R-Matrix zeigt, wie die Elektronen zwischen d&tomen wahrend einer Reaktion ausgetauscht
werden. Sie gibt Aufschluss Uber die Spaltung unstéhung von Bindungen oder dariiber, ob sich
die Valenzelektronenzahl eines Atoms veréndert.

Die Matrizen B, E und R enthalten zun&chst sandlichtome von allen Molekilen des
Reaktionssets. Da haufig groRere Molekile in holerahl an einer Reaktion beteiligt sind,
entstehen leicht Matrizen mit einer Dimension voeghmeren hundert Zeilen und Spalten. Erst durch
die Berechnung der R-Matrix wird ersichtlich, wedcAtome in die Reaktion involviert sind. Da
zumeist nur wenige Atome an der Reaktion betesiigtl, bestehen die R-Matrizen tiberwiegend aus
Zeilen und Spalten, die nur aus Null-Eintragen desh (vgl. 2.3, Abbildung 33). Daher werden die
Matrizen auf die Atome reduziert, die an der Reakbeteiligt sind. Optional kann auch nur die R-
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Matrix zusammen mit den zugehdrigen Edukt- und 8ktatomen ausgegeben werden. Diese Art
der Darstellung erwies sich fir den Gebrauch amsidglichsten (vgl. 2.3, Abbildung 34).

Die Darstellung von einigen Isomerasereaktioneordefrte besondere Methoden (vgl. 2.3.1). Die
Reaktionen von einigen Isomerasen, wie die deranmdiekularen Oxidoreduktasen oder der
intramolekularen Transferasen, lassen sich zwardarh herkdmmlichen Dugundji-Ugi-Modell
beschreiben. Anders verhélt es sich mit den Isoseeeaktionen, die Verdnderungen der absoluten
Konfiguration katalysieren. Veranderungen in derer&isomerie lassen sich nicht Uber
Bindungsumbriiche oder eine Anderung der Valenzelekhzahl darstellen. Daher wiirde die R-
Matrix nur Nulleintrdge beinhalten.

Abweichend vom urspringlichen Modell wurde destdith absolute Konfiguration in das System
aufgenommen. Danach wird eine S Konfiguration dwicle ,-10“ und eine R Konfiguration durch
eine ,10“ auf der Hauptdiagonalen der B und E Matni gekennzeichnet. Anderungen in der
absoluten Konfiguration werden durch Werte, wieaer -20, in der R-Matrix ersichtlich (vgl.
2.3.1, Abbildung 36).

4.1.5 Kanonisierung der R-Matrizen
4.1.5.1 R-Matrix-Vergleichsproblem

Schwieriger als die R-Matrix-Berechnung ist der §feich der R-Matrizen. Von jeder R-Matrix
lassen sich n! mégliche Permutationen erzeugemja&eihenfolge der Atome beliebig verandert
werden kann. Um demnach zwei R-Matrizen auf Id&nhau Gberprifen, missten theoretisch alle n!
Permutationen beider R-Matrizen erzeugt und mitelea verglichen werden. Bei einer
Matrixdimension von 7 existieren aber bereits 5GErmutationen und mehr als 25 Millionen
Vergleiche sind maximal erforderlich, um beide Nt&n zu vergleichen. Da bei den biochemischen
Reaktionen des Datensets die Matrixdimension zwischund 90 variiert, ist eine solche Methode
nicht anwendbar.

Eine Losung fur dieses Problem bietet das VerfakdemKanonisierung (vgl. 2.4). Es erlaubt, aus
der Vielzahl von Permutationen eine reprasentaRvilatrix zu selektieren. Diese so genannte
kanonische R-Matrix enthalt eine kontinuierlichelgeovon positiven und negativen Eintragen
entlang der ersten Nebendiagonalen. Diese Eintsatien in den Vorzeichen alternieren und mit
einem negativen Eintrag beginnen. Diese Regeln bergesich aus den Analysen von
Elektronentransfermustern, die haufig eine zykkscBtruktur besitzen. Dies wird besonders
offensichtlich, wenn die Atome verkettet werdene dniteinander durch Bindungsumbriche in

Wechselbeziehung stehen.
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Diese Wechselbeziehungen der Atome lassen sicldaystellen, wenn die R-Matrix in einen R-
Graphen Ubertragen wird, wobei die Atome die Knated die Matrixeintrage die Kanten darstellen
konnen (vgl. 2.4.1). Der langste Pfad innerhalb BeSraphen gibt die Reihenfolge der Atome in
der kanonischen R-Matrix an.

Der R-Graph ist haufig linear oder zyklisch aufg#bdn diesem Fall lasst sich fur die erste
Nebendiagonale immer eine fortlaufende Folge varir&gen mit Vorzeichenwechsel konstruieren.
Auf dieser Annahme basieren altere Kanonisieruggssghmen (Brandet al, 1981, Brandet al,
1983). Die R-Graphen biochemischer Reaktionen semesich jedoch als komplexer. So kénnen
die R-Graphen Verzweigungen aufweisen und das Bleéhtransfermuster kann unterbrochen
werden, wodurch mehrere Graphfragmente entstehen.

Verzweigungen entstehen dann, wenn ein Atom auf Ethrktseite die Bindung zu mehreren
Atomen auflost oder auf der Produktseite mit medmweAtomen eine neue Bindung eingeht. Ein
nicht zusammenhéngender Graph aus mehreren Fragmemisteht, wenn Atome ausschlief3lich an
der Spaltung einer Bindung oder an der Entstehumer é8indung beteiligt sind. Hierzu zahlen
Metallatome, andere Atome des Molekulriickgrats wordallem H-lonen (vgl. 2.4.2).

Metallatome, wie Eisen-, Kupfer- oder Cobaltatos@elen als Reduktions- oder Oxidationsmittel
bei biochemischen Reaktionen eine Rolle. Die auwgenenen oder abgegebenen Elektronen
verandern allerdings nur die Valenzelektronenzahleinzelnen Metallatome. Ebenso beziehen sich
Veradnderungen in der absoluten Konfiguration nur eanzelne Atome. Daher sind diese Atome
innerhalb des R-Graphen isoliert. Hinzu kommen A¢ahes Molekulriickgrates, die beispielsweise
den Verlust einer Bindung lediglich durch eine Anaey der Valenzelektronenzahl kompensieren.
Am haufigsten filhren Hlonen zu einer Fragmentierung des R-GraphehloHen kénnen in
Reaktionen eingehen und werden dort an Molekuleumgén oder werden von Molekilen
abgespalten und freigesetzt. Dié-ldnen sind deshalb entweder nur an der Spaltueg Bidung
einer Bindung beteiligt. In wieviele Fragmente &rGraph gespalten wird, hangt zum einen von
der Anzahl der Frlonen ab. Wenn nur ein oder zwei-lbnen an einer Reaktion beteiligt sind, wird
ein zyklischer R-Graph lediglich linearisiert. Sgeiens, wenn 3 Honen an der Reaktion beteiligt
sind, ist die Fragmentierung in einen nicht zusanimtiagenden R-Graph unvermeidlich (vgl. 2.4.2,
Abbildung 40).

4.1.5.2 Kanonisierungsalgorithmus

Die unter Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Problemfélbchen die Notwendigkeit deutlich, warum

ein neuer Algorithmus fur die Kanonisierung von Rhizen biochemischer Reaktionen entwickelt
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wurde. Der Kanonisierungsalgorithmus basiert aném Backtracking Verfahren, das alle langsten
Pfade des R-Graphen errechnet. Wenn der R-Gragft micsammenhangend ist, werden alle
langsten Pfade innerhalb der verschiedenen Graph&ate errechnet. Die langsten Pfade der
Graphfragmente lassen sich in verschiedenen Railgemf und in verschiedenen Orientierungen
verknupfen. Hierdurch kénnen aus einer R-Matrixheieinige hundert verkettete Pfade konstruiert
werden. Aus den verketteten Pfaden lassen sichAthenreihenfolgen ableiten, die potentielle
Kandidaten fur die Konstruktion von kanonischen iizan darstellen. Um das Set von
Atomreihenfolgen zu verringern, wird die Anzahl deerketteten Pfade mit Hilfe der
Kanonisierungskriterien verringert.

So werden nach Mdoglichkeit Pfade selektiert, di¢ @mer negativen Kante beginnen. Aul3erdem
sollten die Kanten eines Pfades in ihren Vorzeichkarnieren. Manchmal ist dieses aber nicht
maoglich, wenn beispielsweise 2 positive Kanten iaafeder folgen oder wenn es sich um einen
verketteten Pfad aus mehreren Fragmenten handeltvétterer wichtiger Selektionsfaktor ist das
Elementgewicht der Atome. Dabei wird Pfaden Vorraiggerdumt, bei denen die schwersten
Elemente eine vordere Position innerhalb des Pfdolesetzen. Einen Uberblick tber das
Kanonisierungsschema gibt Abbildung 41 (vgl. 2.4A)f diese Weise gelingt es, fur die meisten
Reaktionen nur einen Pfad zu selektieren, aus deenkanonische Matrix aufgebaut werden kann.
Nur in wenigen Fallen entstehen 2, 3 oder 4 kanbteidatrizen.

Neben dem paarweisen Molekulvergleich durch d®hCS-Algorithmus und der Generierung der
Atomzuordnung durch das Rankingsystem bildet dasoKsierungsverfahren die dritte
laufzeitbestimmende Komponente des Programms. tigste Bestandteil der Kanonisierung ist
der Backtracking-Algorithmus, der alle langsten defainnerhalb des R-Graphen findet.
Backtracking Algorithmen stellen eine elegante laggdlr komplexe Probleme dar und werden
haufig in der Graphentheorie verwendet (vgl. 2.1A)erdings fiuhren komplexe Graphen schnell
zu sehr hohen Laufzeiten. R-Graphen sind allerdmgsst einfach aufgebaut. Sie besitzen haufig
eine lineare Struktur und beinhalten nur wenigezWeigungen. Ein grél3eres Problem stellen
hingegen nicht zusammenhangende R-Graphen daaudieielen Graphfragmenten gleicher Grol3e
bestehen. Hier ergeben sich haufig viele Moglictekei die langsten Pfade der Graphfragmente
miteinander zu verknipfen. Eine Rolle fir die Lasifzspielt auch die Zuordnung der
Wasserstoffatome, wenn “Honen an der Reaktion beteiligt sind. Je nachdemichven
Wasserstoffatomen die "Honen zugeordnet werden, kann der R-Graph mehr edmiger
fragmentiert sein (vgl. 2.4.2). Um die R-Graphenfingdlen, die am wenigsten fragmentiert sind,
missen daher alle mdglichen Wasserstoffatomzuogkrukonstruiert und analysiert werden. An

der Nitrogenase Reaktion sind allerdings 24 Watsétome beteiligt, womit 24! Mdglichkeiten
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existieren, die Wasserstoffatome einander zuzuordba dies nicht umsetzbar ist, wurde auf diese

Analyse verzichtet, wenn mehr als 6 Wasserstoffatamder Reaktion beteiligt sind.

4.1.5.3 Reaktionsvergleich auf der Basis vd®-Strings

Um den Vergleich der kanonisierten R-Matrizen Zeiehtern, werden sie in eine String-Notation
uberfuhrt (vgl. 2.4.3). Je R-Matrix werden 2 R-8@i8 generiert. Der erste ist ein Integer-String und
setzt sich aus den Matrixeintrdgen zusammen. Deitevstring, der Char-String, wird aus den
Elementsymbolen der beteiligten Atome gebildet. Dkar-String bezieht sich auf die Eintrage des

Integer-Strings. Er zeigt an, welche Atome mit demeiligen Matrixeintrag in Verbindung stehen.

4.2 R-Matrix-Berechnung biochemischer Reaktione

Auf der Basis eines groReren Datenseiss fast alle Subsubklassen des EC-Systems abdeckt,
wurden die R-Matrizen von mehreren tausend biocbeimen Reaktionen berechnet. Hiermit war es
maoglich, die Elektronentransfermuster der Enzyme vaugleichen und zu neuen Gruppen
zusammenzufassen. Da das Dugundji-Ugi-Modell ebemsalas EC-Klassifikationssystem auf den
chemischen Eigenschaften der Gesamtreaktion berwtdyen die Unterschiede und

Gemeinsamkeiten der beiden Systeme von besondateredse.

4.2.1 Das Datenset

Die enzymatischen Reaktionen und die zugehorigefellite stammen aus der Braunschweiger
Enzymdatenbank BRENDA (Schomburg 2004). Das Datereghalt 3330 enzymatische
Reaktionen und 3876 Molekile, die in Textdateieen dMolfiles, abgespeichert sind. Hiermit
enthalt das Datenset weniger als die etwa 4000nm¢é@a Enzyme. Allerdings wurde das Datenset
in den letzten Jahren standig erweitert. Heute tdesk 228 Subsubklassen der 229 bislang
formulierten Subsubklassen ab. Die Abdeckung dés@hoklassen war bei der Wahl des Datensets
besonders wichtig, da erwartet werden konnte, das<£lektronentransfermuster innerhalb einer
Subsubklasse bereits sehr homogen sind. Das EGit#tasonsystem sieht vor, dass die
Reaktionen dem EC-Nummerncode folgend immer spgehiéir eingeteilt werden. Auf der Ebene
der Subsubklassen sind die Reaktionen bereits seperzifiziert, dass die beteiligten Bindungen,
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Elektronenakzeptoren, Kofaktoren und stereocheraisdferanderungen meist identisch sind. Dem
Datenset fehlt lediglich eine Subsubklasse. Diesds@bklasse gehort zur Subklasse der
Intramolekularen Oxidoreduktasen. Es handelt simahdie Subsubklasse 5.3.4.-, die nur ein Enzym,
die Protein Disulfid-lIsomerase (EC-Nummer 5.3.4ehthélt. Diese katalysiert die Verlagerung von
Disulfid-Bindungen in Proteinen.

Die Moleklile der BRENDA-Datenbank wurden so konsity dass Veranderungen an den
Molekulen automatisch nachvollzogen werden konias ist ein weiterer wichtiger Vorteil des
BRENDA-Datensets. Zu Beginn der vorliegenden Arbeaitden das Reaktionsset und die Molfiles
der KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and GenorbDedgnbank verwendet. Die KEGG-
Datenbank (Kanehisa, 2008) verfuigt ebenfalls Uber uenfangreiches Set von enzymatischen
Reaktionen (~ 4300). Die Reaktionen des Datensetseh sich aber nicht immer automatisch
nachvollziehen. Beispielsweise werden langkettigigyRere auf der Edukt- und Produktseite durch

identische Molekile beschrieben.

4.2.2 Problemreaktionen

Von den 3330 zur Verfigung stehenden enzymatiséeaktionen des Datensets wurden die R-
Matrizen von 3209 Reaktionen automatisch errechDet. Ursachen hierfur sind im Einzelnen
vielfaltig. Im Wesentlichen handelt es sich um Lzaitiprobleme, die besonders bei zwei Verfahren
im Programm auftreten konnen.

Der erste Problembereich ist dieMCS-Kombination im Zusammenspiel mit dem Rankirsgsgn.
Wenn viele Edukt- und Produktmolekiille an der Reakbeteiligt sind, kbnnen einige Tausend
MCS-Kombinationen (vgl. 2.2.2) entstehen. Besongeoblematisch kann die Situation werden,
wenn es aulRerdem noch innerhalb emBICS-Kombination einige-MCS gleicher GroR3e gibt. Das
Ranking-System ordnet deMCS innerhalb einer Kombination nach ihrer Grofgebei grol3ere-
MCS Vorrang vor kleineren-MCS erhalten. Gibt es aber innerhalb einer Komimnamehrerec-
MCS, so kann zunachst keinetMCS Vorrang eingeraumt werden. In diesem Fall weralle
Moglichkeiten ausgetestet, die gleich groBeviCS nach Prioritat anzuordnen. Durch diesen Schrit
kann sich die Anzahl derMCS-Kombination explosionsartig vervielfachen.

Damit die Anzahl dec-MCS-Kombination nicht zu grol3 wird, wurden berdieuristische Aspekte
in das Verfahren integriert (vgl. 4.1.3.2). So werdei dem paarweisen Molekilvergleich durch den
c-MCS-Algorithmus lokale Symmetrien erkannt und nediante aus dem Lésungsset entfernt (vgl.
2.2.3). Die Atomzuordnung der Kofaktoren erfolgtrgant von den tbrigen Molektlen der Reaktion
(vgl. 2.2.4). Durch das Hinzufligen einer weitererorBKerbosch-Variante wurde eine weitere
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Molekulvergleichsebene geschaffen, die es erldddine Molekille zunachst der Atomzuordnung zu
entziehen (vgl. 2.2.6). Die Moglichkeiten, an dreSgelle weitere Verbesserungen vorzunehmen,
sind aber noch nicht ausgeschopft. So bringen Eewmigen des Datensets neue Kofaktoren mit
sich, die in das System integriert werden missene Bndere Mdglichkeit bestiinde in einer
grundlegenden Uberarbeitung desMCS-Kombinationssystems und des Rankingsystems.
Gegenwartig werden alle Moglichkeiten der Atomzumngg errechnet. Um die Laufzeit zu
verklrzen, ware es gunstiger, bei problematischi#iertdie Suche vorzeitig abzubrechen und sich
auf erste Losungen zu beschranken. Dies ist gegégwécht moéglich, da das Verfahren wie eine
Breitensuche angelegt ist.

Der zweite Problembereich des Verfahrens, der meneiProgrammabbruch fihren kann, ist die
Kanonisierung (vgl. 2.4). Das Hauptproblem sind K&eaen mit fragmentierten Elektronen-
austauschmustern. Hierbei ergeben sich haufig viMtiglichkeiten, die langsten Pfade der
Graphfragmente miteinander zu verkntpfen. Besondersn einige Graphfragmente die gleiche
GroRRe haben, werden alle mdglichen Permutationdesige. Reaktionen, bei denen eine hohe
Anzahl von H-lonen beteiligt sind, oder Isomerasereaktionerogahzu dieser Problemklasse (vgl.
4.1.5). Um die Laufzeitprobleme zu umgehen, wurdeich hier heuristische Verfahren in den
Kanonisierungsmechanismus integriert. Dennoch siadh weitere Verbesserungsmaoglichkeiten

vorstellbar.

4.2.3 Matrixdimensionen der Subsubklassen

Die Matrixdimension ist ein wichtiger Kennwert, danzeigt, wie viele Atome an der Reaktion
beteiligt sind. Die Matrixdimensionen biochemischeraktionen variieren zwischen 1 und 90 (vgl.
3.2). Eine Matrixdimension von 1 besitzen die Iscasereaktionen der Subklasse 5.1.-.-. Bei den
Enzymen dieser Subklasse handelt es sich um Raeandie Veranderungen in der Stereo-Isomerie
katalysieren. Dabei verandert sich die absolutefigaration eines Atoms. Die Matrixdimensionen 2
und 3 werden nur durch Oxidoreduktasen besetzt.

Dagegen ist die Matrixdimension von 4, mit 93 Sutkdassen, weitaus am haufigsten vertreten. Die
Subsubklassen mit der Matrixdimension 4 stammen @s ersten 4 Hauptklassen des EC-
Klassifikationssystems. Hierzu gehodren einige Sbkisissen aus der Hauptklasse der
Oxidoreduktasen.

Die Matrixdimension 4 ist aber am weitesten vetbteinter den Subsubklassen der Transferasen,
Hydrolasen und Lyasen. Bei vielen Reaktionen dié¢tauptklassen werden 2 Bindungen auf der
Eduktseite gespalten, wéahrend auf der Produktsgitd8indungen gebildet werden. Dieses
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Reaktionsmuster ist typisch fur viele biochemisdReaktionen. So Ubertragen Transferasen
Molekulstrukturen von einem Molekil auf ein anderéBerfir mussen auf der Eduktseite 2
Bindungen gespalten werden. Auf der Produktseiteteimen hingegen 2 Bindungen. Die Hydrolasen
und Lyasen, die Molekiile aufspalten, besitzen adieses Reaktionsmuster.

In der Regel sind an der Spaltung und EntstehungBinodungen je 2 Atome beteiligt. Daher besitzt
der Uberwiegende Teil der enzymatischen Reaktid®0 Subsubklassen) eine gerade R-Matrix
Dimension. Ungerade R-Matrixdimensionen findet mdagegen uberwiegend nur bei den
Oxidoreduktasen und Isomerasen. Es gibt verscheetlesachen fur ungerade Matrixdimensionen.
Sie entstehen beispielsweise, wenn ein Atom an Efgstehung oder Spaltung von mehreren
Bindungen zu mehreren Atomen beteiligt ist (vgB,3R-Matrix der Violaxanthin de-Epoxidase,
Abbildung 47). Eine andere Mdglichkeit kann darestehen, dass ein Atom eine Anderung seiner
Bindungsanzahl durch ein freies Elektronenpaarlaicsg (vgl. 3.3, R-Matrix der Phosphoadenylyl-
sulfat-Reduktase, Abbildung 51). Auch Veranderungaie sich nur auf ein Atom auswirken,
kdbnnen zu ungeraden R-Matrixdimensionen flihren. radie gehdren beispielsweise
Isomerasereaktionen, die Anderungen in der absolitenfiguration katalysieren, oder Oxido-
reduktasereaktionen, die Anderungen in der Valekoeinenzahl von Metallatomen beinhalten.

Die Subsubklassen der Oxidoreduktasen sind in ddsh vertretenen R-Matrixdimensionen zu
finden. An Oxidoreduktasereaktionen sind haufig déadren beteiligt, wie NAD, FAD oder ATP.
Diese Kofaktoren kdnnen in geringer oder hoher Ahaa Oxidoreduktasereaktionen beteiligt sein
und haben so mal3geblich Einfluss auf die Matrixdisnen. Die Subsubklassen der ersten
Hauptklasse bilden daher die Gruppe mit den hoohRtdatrixdimensionen. Aus diesem Grund
sind ab einer R-Matrixdimension von 10 nur nochdoxeduktasereaktionen zu finden. Die Reaktion
der Nitrogenase verfugt bei einer Dimension voruBér die grof3te R-Matrix. An der Reaktion sind
Uber 40 Molekiile beteiligt.

4.2.4 Homogenitat der Elektronentransfermuster innerhalbder Subsubklassen

Eine der besten Mdéglichkeiten, das Dugundji-Ugi-Mibdnit den EC-Klassifikationssystem zu
vergleichen, bietet eine Analyse der SubsubklasesnEC-Systems. Die EC-Klassifizierung wird
ausgehend von den Hauptklassen Uber die Subkldsisehin zu den Subsubklassen immer
spezifischer. Auf der Ebene der Subsubklassendimé@Reaktionen schon so weit spezifiziert, dass
sie weitgehend identisch sind in Hinblick auf dietdiligten Bindungen, Kofaktoren oder
stereochemischen Veranderungen. Aus diesem Grursdtemiauch die Elektronentransfermuster
innerhalb der Subsubklassen einheitlich sein. \&teletend fur die kanonischen Matrizen wurden
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die R-Strings innerhalb einer Subsubklasse verghichnd die R-Stringidentitat errechnet. Als R-
Stringidentitat wurde dabei der prozentuale Antieis h&ufigsten R-Strings an den Reaktionen der
Subsubklasse definiert.

Die Elektronentransfermuster innerhalb der Subsagddn erwiesen sich mit einer
durchschnittlichen Ubereinstimmung von 76 Prozelst komogen. Mehr als 59 Prozent der
Subsubklassen besitzen eine R-Stringidentitat he&rsc/5 und 100 Prozent. Bei 82 Prozent der
Subsubklassen liegt die R-Stringidentitat Uber s@zént. Allerdings variiert die Anzahl der EC-
Nummern bei den Subsubklassen sehr. Sechzig Subsebk sind nur durch die Reaktion einer
EC-Nummer vertreten. Bei diesen Subsubklassen diegR-Stringidentitat somit zwangslaufig bei
100 Prozent. Wenn die Anzahl der EC-Nummern eindas8bklasse als Gewichtung herangezogen
wird, betragt die R-Stringidentitat aber immerhoch 69,45 Prozent.

Bei 18 Prozent der Subsubklassen liegt die R-Sttergitat unterhalb von 50 % (vgl. 3.3, Abbildung
44). Hierzu gehoren unter anderem die SubsubkladesnTyps a.b.98.- oder a.b.99.-. In diesen
Subsubklassen werden Reaktionen zusammengefasstindikeine andere Subsubklasse der
Subklasse passen. Die unter 3.3 betrachtete Subsabkl.10.99.- ist ein gutes Beispiel hierfur. Sie
gehort der Subklasse 1.10.-.- an, die in 4 Subssbkh unterteilt ist. Die Enzyme dieser Subklasse
haben gemeinsam, dass Diphenole oder verwandtdaBabsa als Elektronendonatoren fungieren.
Die Subsubklasseneinteilung erfolgt auf Grundlagewrwendeten Elektronenakzeptoren. Bei der
ersten Subsubklasse dient NAD+/NADP+, bei der zmeffytochrom und bei der dritten Sauerstoff
als Elektronenakzeptor. In der vierten Subsubklds$6.99.- werden hingegen die Reaktionen der
Subklasse zusammengefasst, bei denen der Elekakaegtor nicht NAD+/NADP+, Cytochrom
oder Sauerstoff ist. Die Zuordnung erfolgt nach damschlussprinzip. Entsprechend heterogen sind
die drei Reaktionen dieser Subsubklasse, bei deeme der R-Matrizen tbereinstimmt (vgl. 3.3,
Abbildung 45 - 47).

Die niedrigste R-Stringidentitat besitzen die Sudkdassen der 5. Hauptklasse. Im Gegensatz zu
den anderen Hauptklassen wird bei den Isomeradeyeak die dreidimensionale Struktur
beriicksichtigt. Insbesondere Anderungen in derlatessoKonfiguration (vgl. 2.3.1) gehen in die R-
Matrizen ein. Die dreidimensionale Struktur einesldkils hangt vom jeweiligen Zeichner des
Molekils ab. Das Zeichenprogramm MDL ISIS Drawirsder Lage, die absolute Konfiguration
eines Atoms anhand der Molekilzeichnung automatiscarrechnen und entsprechend im Molfile
zu kennzeichnen. Fir die Berechnung der absolutenfiguration wird beriicksichtigt, ob
Bindungen aus der Molekllebene hervorstehen odeerndie Ebene zuriicktreten. Hierbei kdnnen
in Abhangigkeit vom Fachwissen des jeweiligen Zees Unterschiede bei korrespondierenden

Edukt- und Produktmolekilen auftreten, die Uberaigentlichen Verdnderungen hinausgehen. Das
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Ergebnis sind unterschiedliche R-Matrizen, die sietht gruppieren lassen. Aus diesem Grund
wurden Veranderungen in der absoluten Konfigurationbei der 5. Hauptklasse berucksichtigt.
Neben diesen beiden besonderen Gruppen von Subssbkl gibt es weitere Subsubklassen, die im
Detail genauer studiert werden mussen, um die geffomogenitat der R-Matrizen nachvollziehen
zu kénnen. Ein solcher Fall ist die Subsubklas8ett, die aus kleineren und grof3eren Gruppen mit
identischen R-Strings besteht. Von dieser Subsabé&lasind 11 Reaktionen in dem Datenset
enthalten. Bei fast allen Reaktionen werden Didblfidungen gespalten oder gebildet. Allerdings
zeigen sich grof3e Abweichungen bei den Ubrigen iigdn, die an der Reaktion beteiligt sind.
Daher gliedert sich die Subsubklasse in 6 Gruppeann die Reaktionen nach ihren R-Strings
gruppiert werden.

Die grof3te Gruppe enthalt 3 Reaktionen, womit diStinhgidentitat lediglich bei 27,27 Prozent
liegt. Bei allen Reaktionen dieser Gruppe kommtzaseiner Parallelreaktion, wobei sich ein
Sulfitmolekil an eine Phospatgruppe anlagert. Aeset Parallelreaktion stammen die Elektronen,
die eine Spaltung der Disulfidbindung ermdglichBei den anderen Gruppen der Subsubklasse
kénnen die Elektronen aber auch aus S-H-Bindun@éassermolekilen oder anderen Donatoren
stammen. Bei zwei Reaktionen wird das Sauerstaffaémmer S=O Bindung zu Wasser reduziert,
wobei eine Disulfidbindung gespalten wird. Es zaigh, dass sich die Reaktionen im Detail doch
sehr unterscheiden, auch wenn bei allen Reaktibmarifidbindungen beteiligt sind.

Neben der Subsubklasse 1.8.4.- gibt es zahlreiaghitene Subsubklassen mit sehr heterogenen
Elektronentransfermustern, die im Ergebnisteil atifgrt sind. Die Unterschiede resultieren meist
aus Parallelreaktionen von Kofaktoren oder andeévietekiilen. Wenn diese Parallelreaktionen
nicht auf Kofaktoren zurlickgehen, lassen sie sigtoraatisch schwer erkennen und von der
eigentlich relevanten Reaktion trennen. Anderesseimd auch die Parallelreaktionen Bestandteil

der Gesamtreaktion und machen einen Teil der Enazgmifstat aus.

4.2.5 Gruppierung der Subsubklassen nach R-String ldentt

Inwiefern das Dugundji-Ugi-Modell dazu beitragemika die EC-Klassifizierung zu unterstitzen,
zeigt am Dbesten eine neue Einteilung der enzynhatisc Reaktionen anhand ihrer
Elektronentransfermuster.

Um einen Ubersichtlichen Vergleich des Dugundji-Wgdells gegentiber dem EC-Klassifikations-
systems zu ermoglichen, wurden wieder die Subsab&taals Basis verwendet. Hierflr wurden die
R-Strings verglichen und fir jede Subsubklasse hderfigste R-Sting errechnet. Dieser R-String
wurde als reprasentativ fur die jeweilige Subsusdgaangesehen. Schliel3lich wurden die R-Strings
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der verschiedenen Subsubklassen verglichen unduBkiassen mit identischen R-Strings gruppiert
(vgl 3.4).

121 von 228 Subsubklassen besitzen ein spezifisehelsgronentransfermuster, das sich nicht
gruppieren lasst. Theoretisch lieRe sich bei deakiRmen aus dieser Gruppe die Subsubklasse
anhand ihres R-Strings mit hoher Wahrscheinlichkerhersagen, vorausgesetzt die Subsubklasse
ist sehr homogen.

107 Subsubklassen besitzen hingegen kein speafséihektronentransfermuster. Sie bilden 26
Gruppen verschiedener GroRe (vgl 3.4, Tabelle ®). d&n verschiedenen Subsubklassen einer
Gruppe werden die gleichen Bindungen gespalten gethildet. Zudem kann sich die
Valenzelektronenzahl eines Atoms gleichen Elempsttyn den gleichen Wert verandern, oder es
erfolgt eine identische Veranderung der absolutenfiguration.

Die grofdten Gruppen enthalten Subsubklassen ausideptklassen der Transferasen, Hydrolasen
und Lyasen. Wie in Tabelle 4 (vgl. 3.2) beschrielvard, besitzen die Subsubklassen dieser 3
Hauptklassen fast alle eine R-Matrixdimension vomdher verwundert es nicht, dass auch die R-
Matrizen der grof3ten Gruppen ebenfalls eine Dintension 4 haben. Diese Matrixdimension ist
typisch, wenn 2 Bindungen auf der Eduktseite géspalverden und 2 Bindungen auf der
Produktseite entstehen. Dies ist ein weit verbiestéluster unter biochemischen Reaktionen (vgl.
3.2 und 4.2.3). Daher besitzen immerhin 13 der B@p@en eine R-Matrixdimension von 4. Eine
Analyse der grof3ten Gruppen zeigt, dass die chaens&igenschaften der Molekulstrukturen, die
am Reaktionskern beteiligt sind, weitgehend idehtsnd.

Bei allen Reaktionen der gro3ten Gruppe wird auf Hduktseite eine C-O und O-H Bindung
gespalten, wahrend auf der Produktseite eine C4DQuH Bindung entsteht. Diese Bindungstypen
treten héaufig in Molekilen auf und sind oft an Realen beteilig. Daran haben vor allem die
Sauerstoffatome Anteil mit ihren freien Elektronaapen und dem elektronenziehenden Effekt auf
Bindungen. So zum Beispiel bei Hydrolasereaktioren,denen Wassermolekille zum Aufspalten
von Molekilen verwendet werden.

Die grofdte Gruppe setzt sich aus 18 Subsubklasgsanmnen, die aus den Hauptklassen der
Transferasen und Hydrolasen stammen.

Die zweitgro3te Gruppe ist mit 17 Subsubklassendagyrofd wie die grof3te Gruppe und setzt sich
ebenfalls aus Transferase- und Hydrolasereaktiansammen. Bei den Reaktionen dieser Gruppe
wird auf der Eduktseite eine C-N und O-H Bindungpgdten. Eine C-O und N-H Bindung entsteht
hingegen auf der Produktseite.

Die 14 Subsubklassen der drittgrof3ten Gruppe stammawis den Hauptklassen der Transferasen,

Hydrolasen und Lyasen. Damit ist sie in Bezug aid Hauptklassenzusammensetzung am
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heterogensten. Auf der Eduktseite dieser Reaktisngheine P-O und O-H Bindung gespalten. Auf
der Produktseite entstehen wiederum eine P-O urd Bihdung. Dieses Austauschmuster ist
typisch fur die Aufspaltung von Phosphatgruppen.

Die Subsubklassen der Oxidoreduktasen bilden keBrappen mit Subsubklassen anderer
Hauptklassen. Sie bilden nur Gruppen untereinandi&iufig beinhalten die Gruppen der
Oxidoreduktasereaktionen mehr Veranderungen alsilgigen Gruppen. Die Ursache hierfir sind
haufig Kofaktoren, die bei vielen Oxidoreduktasé&temen beteiligt sind. Diese fiihren haufig zu
gréReren Matrixdimensionen. Auch die Gruppe mit dehlreichsten Veranderungen innerhalb der
R-Matrix gehoért zu den Oxidoreduktasen. Hierbeidaines sich um eine Zweiergruppe aus den
Subsubklassen 1.4.1.- und 1.5.1.-. Bei den Readtiaieser Subsubklassen sind NAD oder NADP
als Kofaktor beteiligt (vgl. 3.4, Abbildung 64). ®imeisten Subsubklassen der Oxidoreduktasen
bilden keine Gruppen, sondern besitzen ein spehts Elektronentransfermuster.

Eine besondere Eigenschaft weisen die Subsubklassdaruppe 6 auf. Diese Gruppe setzt sich aus
den 4 Subsubklassen der Subklasse 5.1.-.- zusanBaeden Reaktionen dieser Gruppe kommt es

zu einer Veranderung in der absoluten Konfiguragimes Atoms von S nach R.

4.2.6 Bewertung des Programms und der Ergebnisse

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Programfaubt die automatische Berechnung von
Reaktionsmatrizen (R-Matrizen), die das Elektrorargfermuster einer Reaktion beschreiben. Die
Berechnung erfolgt lediglich auf der Grundlage @&sukt- und Produktmolekiile, welche dem
Programm in Form von Textdateien Ubergeben werden.anhand dieser Information werden die
Strukturen der Molekule verglichen, die Reaktioaelish ermittelt und die R-Matrizen errechnet. Um
einen Vergleich der R-Matrizen zu ermdglichen, veerdie R-Matrizen kanonisiert und in R-Strings
Ubersetzt. Obwohl einige Programme zur Modulation Reaktionen entwickelt wurden, ist das
vorliegende Programm zur R-Matrix-Berechnung aukiBades Dugundji-Ugi-Modells bislang
einzigartig. Der Grund hierfur ist, dass zunachsie eAtomzuordnung der Eduktatome auf die
Produktatome generiert werden muss. Diese Hurdegmsich als sehr viel komplexer als zunachst
vermutet. Biochemische Reaktionen weisen eineegyhdBlfalt der unterschiedlichsten Reaktionen
auf. Sie konnen viele verschiedene Edukt- und Rdodoiekile beinhalten mit komplexen
Veranderungen in der Molekulstruktur. Ringsysteminnen aufgespalten werden und einige
Enzyme Kkatalysieren mehrere aufeinander folgendeakti®@men. Haufig sind die
Elektronentransfermuster unterbrochen und die Rriktat kbnnen so leicht gré3ere Dimensionen

annehmen.
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Kern des Programms ist ein Algorithmus, der maxarggmeinsame Substrukturen erkennt. Dieser
ist schnell und flexibel genug, um auch grol3e Maleksergleichen zu kénnen und auch komplexe
Veranderungen in der Molekulstruktur erkennen kaiit. Hilfe eines Systems, das maximale
gemeinsame Substrukturen kombiniert, und eines iRgsystems werden alle mdglichen
Atomzuordnungen errechnet. An dieser Stelle korat®mr gravierende Laufzeitprobleme entstehen,
wenn es sehr viele Moglichkeiten gibt, die maximajemeinsamen Substrukturen zu kombinieren.
Daher war es unumganglich, auch heuristische Aspgakdas Verfahren zu integrieren.

Um einen Vergleich der R-Matrizen zu ermdglicherysste ein neues Kanonisierungsverfahren
entwickelt werden. Vorhergehende Algorithmen erefessich fur die Kanonisierung von R-
Matrizen biochemischer Reaktionen als unzureichebBée zugehotrigen R-Graphen kodnnen
fragmentiert und verzweigt sein. Wie das Atomzuardysproblem erwies sich auch das
Kanonisierungsverfahren als sehr komplex.

In der Regel erfolgt die Berechnung der R-Matrizewd die Kanonisierung in weniger als einer
Sekunde (Pentium-Rechner, 2,4 GHz). Sind groRerkekiite an der Reaktion beteiligt, kann die
Rechenzeit auch im Sekunden- oder Minutenbereggeh. Diese etwas langeren Laufzeiten stellen
aber kein gro3eres Problem dar, in Hinblick daraass die R-Matrix eines Enzyms nur einmal
berechnet werden muss. Ebenfalls stellt die GeRaiijgnit der die Atome zugeordnet werden, eine
erhebliche Leistung dar, gemessen an der komplef&esgangsituation und der Vielfalt

enzymatischer Reaktionen.

Mit Hilfe des Programms konnten die R-Matrizen féin gréf3eres Set von enzymatischen
Reaktionen errechnet werden. Bereits die R-Matmatfisionen der verschiedenen Subsubklassen
lassen interessante Rickschlisse auf die ReaktimnebDie R-Matrixdimension zeigt an, wieviele
Atome an der Reaktion beteiligt sind. Beispielsweist eine R-Matrixdimension von 1 ein
Anzeichen dafir, dass eine Veranderung in der ateolKonfiguration eines Atoms erfolgt. Am
haufigsten ist die R-Matrixdimension 4 vertreterei Bielen Reaktionen mit dieser Dimension
werden 2 Bindungen auf der Eduktseite gespaltemrem@l auf der Produktseite 2 Bindungen
entstehen. Fast alle Subsubklassen der Transfer&bgirolasen und Lyasen besitzen diese
Matrixdimension. Grof3e R-Matrixdimensionen komméeriviegend bei Oxidoreduktasereaktionen
vor, bei denen Kofaktoren die Matrixdimension eda®hEine ungerade Matrixdimension kann ein
Anzeichen dafiur sein, dass ein Atom an der Entsighader Spaltung von mehreren Bindungen
beteiligt ist oder eine Anderung seiner Bindungsaihdurch ein freies Elektronenpaar ausgleicht.
Die Subsubklassen erwiesen sich in der Regel alsnogen in Bezug auf die

Elektronentransfermuster ihrer Reaktionen. Dies war erwarten, da die EC-Klassifizierung
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ausgehend von den Hauptklassen Uber die Subklassemin zu den Subsubklassen immer
spezifischer wird. Auf der Ebene der Subsubklassed die Reaktionen bereits so weit spezifiziert,
dass sie weitgehend identisch sind. Die durch dagr&nm errechneten R-Matrizen zeigen deutlich,
bei welchen Subsubklassen eine hohe Homogenitiegbund wo erhebliche Unterschiede in den
Elektronentransfermustern einer Subsubklasse sarftréei den Subsubklassen des Typs a.b.98.-
oder a.b.99.- war eine geringe Homogenitat zu @éematAllerdings zeigen die Auswertungen auch
Unterschiede bei einigen Subsubklassen, fiir diesoast eine hhere Homogenitat erwarten wirde.
Eine andere interessante Fragestellung war, obdsgcklektronentransfermuster der Reaktionen mit
den Gruppen des EC-Klassifikationssystems deckerdi@dsem Zweck wurden die R-Matrizen der
verschiedenen Subsubklassen verglichen und Sulzmdeki mit identischem Elektronen-
austauschmuster gruppiert. Es zeigte sich, dass Qiisubklassen bereits ein spezifisches
Elektronentransfermuster besitzen. Die restlich€7 Bubsubklassen bilden hingegen Gruppen
verschiedener GroRe. Erstaunlicherweise beinhatlebei einige Gruppen Subsubklassen aus
verschiedenen Hauptklassen. So setzt sich diegmifdte Gruppe aus Subsubklassen der
Transferasen, Hydrolasen und Lyasen zusammen. &wspé&ktive des Dugundji-Ugi-Modells macht
diese Zuordnung Sinn, da der Reaktionskern der lguggen Enzyme identisch ist. Bei allen
Reaktionen werden Phosphatgruppen aufgespaltenvda®ugundji und Ugi entwickelte System
ist ein sehr rationales Modell, das sehr nichtemd unvoreingenommen die wesentlichsten
Eigenschaften einer Reaktion beschreibt. Die vesdemen Gruppen mit identischen
Elektronentransfermustern reprasentieren daher eayamz neue Einteilung enzymatischer

Reaktionen.

4.2.7 Ausblick

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit stand die Enkiing eines Programms zur automatischen
Berechnung von Reaktionsmatrizen biochemischer tReedn. Die R-Matrizen reprasentieren aber
nicht nur den Kern einer Reaktion. Sie enthaltereite die wichtigste Information, die benétigt

wird, wenn Reaktionen automatisch beschrieben west#ien. Der schwierigste Schritt bei der

automatischen Charakterisierung von Reaktionenliestidentifizierung der Reaktionsstellen. Auf

Grundlage dieser Information ist es einfach, di@ak®&enen sehr viel praziser zu charakterisieren.
Dies kann zum Beispiel hilfreich sein, wenn dast&ysfur eine Vorhersage der Subsubklasse
eingesetzt werden soll.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, besitzen 121 Soikdagsen bereits ein spezifisches
Elektronentransfermuster. Bei neuen Vertretern edieSubsubklassen ist damit schon eine
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Subsubklassenvorhersage anhand ihres Elektronsfgramusters moglich. Anders ist dies bei den
restlichen 107 Subsubklassen, die nicht Uber eaziipches Elektronentransfermuster verflgen.
Um hier eine Subsubklassenvorhersage zu ermdglichafissen weitere Informationen
hinzugezogen werden. Dies kdnnen Informationen dleemgebungen der Atome sein, die an der
Reaktion beteiligt sind. Wenn bekannt ist, welclhmktionellen Gruppen durch die Reaktion
ineinander Uberfuhrt werden, lasst sich die Reaktibesser charakterisieren und die
Subsubklassenvorhersage verbessern.

Neben einer Subsubklassenvorhersage kénnte dasnbjuglgi-Modell dazu verwendet werden,
das bestehende EC-Klassifikationsystem zu verbesBee Elektronentransfermuster der Enzyme
kénnten dazu beitragen, die Subsubklassen feinantargliedern oder Subsubklassen mit gleichen

Elektronentransfermustern zu grofReren Gruppen zusanzu fassen.

Um die R-Matrix-Berechnung zu ermdglichen, war Br@wicklung von Algorithmen erforderlich,
die ebenso zum Vergleich von Metaboliten oder zoalgse von metabolischen Pfaden verwendet
werden konnen. Mit Hilfe des-MCS-Algorithmus ist es moglich, die Substratmoleki
verschiedener Enzyme zu vergleichen. Verwenden Breyme ahnliche Substratmolekiile, kann
dies ein Hinweis darauf sein, dass sie eine ahmiRdaktion katalysieren.

Der c-MCS-Algorithmus wird in Zusammenwirken mit dessMCS-Kombinationssystem und dem
Rankingsystem dazu verwendet, eine atomare Zuogdrfiin biochemische Reaktionen zu
generieren. Hierdurch wird eine genaue Zuordnung Qteukturen der Eduktmolekile auf die
Strukturen der Produktmolekile erzeugt. So kannWleg eines einzelnen Atoms lber mehrere
Reaktionen hinweg nachvollzogen werden. Bislanlit € ein erhebliches Problem dar, den Weg
eines Molekuls durch den Stoffwechsel zu verfolgenGrunde wird jeder Metabolit umgewandelt
oder aufgespalten. Molekulstrukturen werden auf eesdMolekule Ubertragen und folgen
verschiedenen Verzweigungen innerhalb des Netzwevken metabolischen Pfaden. Bisherige
Arbeiten (Rahman, 2005) verwenden ungenaue Verfiahkeie Fingerprint Methoden im
Zusammenwirken mit dem Tanimoto-Ahnlichkeitskoaéfiten, um Molekilstrukturen im
Stoffwechsel zu verfolgen.

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Atomzuordyaverfahren kann daher zu erheblichen

Verbesserungen bei der Analyse von metabolischaedeRffihren.
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Anhang

Anhang:

Auf der CD befinden sich die Programme ,cMCS Searthnd ,Reaction Matrix Calculator:

cMCS Searcher:

Berechnet die zusammenhdngenden maximalen gemansgubstrukturen (cMCS) von 2
Molekulen. Der Algorithmus ist eine Kombination awsner Variante des Bron-Kerbosch-
Algorithmus und dem McGregor-Algorithmus.

Die cMCS werden in Form von Atomzuordnungen gespeicund in einer Liste von Integer
Vektoren abgelegt (Liste final MAPPINGS der Klas$@CS Search). Die Ausgabe der
Atomzuordnungen erfolgt mitunter als Standardausgaldie Konsole.

Reaction Matrix Calculator:

Das Programm berechnet die Reaktionsmatrizen vemigdchen oder biochemischen Reaktionen.
Die Berechnung erfolgt auf Basis der Edukt- unddBkdmolektile, die dem Programm als Parameter
Ubergeben werden. Die Molekile mussen in Form d&i NFformates als Molfiles vorliegen.
Nacheinander werden die Edukt- und Produktmolekpakrweise durch den cMCS-Algorithmus
verglichen, eine Atomzuordnung fur die Reaktion egeert, die Reaktionsmatrizen errechnet, die
Reaktionsmatrizen kanonisiert und in Reaktionsgsrinmgewandelt.

Die Reaktionsmatrizen werden in das Textfile ,firmdlutions.txt” und die Reaktionsstrings in das
Textfile ,Canonical_Vectors.txt“ ausgegeben.
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