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Kurzzusammenfassung

Enzyme sind auflerordentlich effiziente Biokatalysatoren und beschleunigen als
solche nahezu samtliche biochemischen Reaktionen in biologischen Systemen.
Neue Enzyme entstehen nicht de novo, sondern entwickeln sich schrittweise
durch Abwandlung der bereits vorhandenen Enzyme. Daher lassen sich die
Reaktionen des Grundstoffwechsels der Zellen trotz ihrer Vielfalt auf relativ
wenige Grundtypen zuriickfithren. Diese Tatsache hat man teilweise bei der
EC-Klassifikation der Enzyme beriicksichtigt. Die Einordnung in EC-Klassen
erfolgt jedoch im allgemeinen nicht aufgrund von gemeinsamer Abstammung
oder @hnlichen Reaktionsmechanismen, sondern iiberwiegend nach enzymolo-
gischen Kriterien wie der Wirkungs- und Substratspezifitat. Infolgedessen wei-
sen Enzyme der gleichen EC-Klasse hiufig keine strukturelle Ahnlichkeit zu-
einander auf, wodurch impliziert wird, dafs diese Enzyme eher durch Kon-
vergenz als durch Divergenz entstanden sind, wahrend umgekehrt Enzyme
gemeinsamen evolutiondren Ursprungs oftmals ganz unterschiedlichen EC-
Klassen angehoren. Letzteres fiihrte zur Annahme, daf Enzyme trotz gemein-
samer Abstammung ganz verschiedene Funktionen haben konnen. Es gibt je-
doch Hinweise darauf, dafS diese Enzyme dhnliche Reaktionsmechanismen zur
Realisierung der verschiedenen Funktionen verwenden. Wihrend die EC-
Klassifikation alle an sie gestellten Anforderungen erfiillt, besteht somit Bedarf
fiir ein alternatives, komplementares Klassifizierungssystem, das nicht auf einer
empirischen Einteilung der beobachteten Reaktionen, sondern auf der evolutio-
ndren Verwandtschaft der Enzyme beruht und infolgedessen Riickschliisse auf
die zugrundeliegenden Reaktionsmechanismen zulafst.

In der vorliegenden Dissertation wurde untersucht, ob eine auf Sequenzho-
mologie basierende Einteilung der Enzyme mit den von den Enzymen verwen-
deten Reaktionsmechanismen korreliert. Ziel war die systematische Clusterung
und Analyse aller bekannten Enzymsequenzen zur Identifizierung von gemein-
samen oder dhnlichen Enzymmechanismen. Vorbedingung zur Bearbeitung des
Problems war die Entwicklung einer Methode zur Identifizierung modular auf-
gebauter Proteinen, die aus mehreren, evolutiondr oftmals unabhéngigen Se-
quenzdomaénen bestehen. Da solche modularen Enzyme in unterschiedlichen

Bereichen Ahnlichkeit zu verschiedenen Enzymfamilien aufweisen konnen,
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implizieren sie hdufig ein scheinbares, tatsachlich jedoch nicht vorhandenes
gemeinsames Auftreten von Enzymaktivitaten in einem Sequenzcluster.

Die Domanenstruktur wurde mittels der Lage und Ausdehnung lokaler Se-
quenzalignments ermittelt. AnschlieSfend wurden die so bestimmten Sequenz-
bereiche entsprechend ihrer Sequenzdhnlichkeit zu Gruppen homologer Se-
quenzabschnitte zusammengefafst. Hierzu wurde die Methode der Clustera-
nalyse verwendet. Die Analyse erfolgte bei verschiedenen Grenzwerten, um
eine hierarchische Strukturierung des Sequenz-Raumes zu erhalten. Hierbei
zeigte sich, dafd abhangig vom verwendeten Grenzwert bis zu 40% der generier-
ten Sequenzcluster Enzyme verschiedener Enzymklassen, teilweise sogar ver-
schiedener EC-Hauptklassen enthielten. Bei der Analyse zeigte sich jedoch, daf3
in allen betrachteten Fallen trotz auf den ersten Blick unterschiedlicher Katalyse

der Reaktionsmechanismus oder aber die Substratspezifitat dieser Reaktionen
sehr dhnlich sind.
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Abstract

Enzymes are highly efficient biocatalysts that accelerate almost all biochemical
reactions in biological systems. New enzymes do not arise de novo but have de-
veloped in a stepwise manner from pre-existing forms. Therefore the main reac-
tions in cellular metabolism, despite their great variety, can be grouped into a
small number of basic reaction types. This phenomenon has partially been ta-
ken account of in the EC system for enzyme classification. The allocation to EC
classes, however, is not based on common ancestry or similar reaction
mechanisms but rather on substrate specificity. Hence the enzymes in a class
often fail to show structural similarity to each other; this implies that they have
developed convergently and not divergently, whereas enzymes of common ori-
gin often belong to different EC classes. The latter has led to the assumption
that enzymes, despite their common origin, may have completely different
functions. However these enzymes might apply similar catalytic mechanisms
for their various functions. Whilst the EC classification does everything it was
intended to do, an alternative complementary concept based on the evolution-
ary relationships of the enzymes, and not on the empirical classification of reac-
tions, is required in order to allow conclusions to be drawn on the underlying
reaction mechanisms.

This work examines whether a correlation can be made between a grouping
of enzymes based on their sequence homology and their catalytic mechanisms.
The aim has been systematically to cluster and analyse all known enzyme se-
quences in order to identify common or similar enzyme mechanisms. A prereq-
uisite has been the development of a method for the identification of proteins,
which are composed of multiple sequence domains that have arisen independ-
ently of evolution. As such enzymes may show similarities with diverse do-
mains of other enzyme families; this implies that they exhibit an apparent, but
illusionary, common enzyme activity in one sequence cluster.

The structure of the domains has been determined by the position and exten-
tion of local sequence alignments. Subsequently, the sequence regions obtained
by this method have been classified with regard to their sequence similarity to
groups of homologous protein sections by using cluster analysis. This analysis

has been carried out by applying different boundary conditions in order to ob-
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tain a hierarchical structure of the sequence space. Depending on the condi-
tions, up to 40% of such generated clusters contain enzymes from different en-
zyme classes, some even from different major EC classes. The analysis,
however, has shown that, for all cases examined, the reaction mechanism or the

substrate specificity is similar, irrespective of the different function.
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1 Einleitung

1.1 Enzyme

Enzyme sind auflerordentlich effiziente Biokatalysatoren und beschleunigen als
solche nahezu samtliche chemischen Reaktionen in biologischen Systemen. Oh-
ne Katalysatoren laufen die meisten chemischen Umsetzungen unter physiolo-
gischen Bedingungen nur in geringem Umfang ab. Enzyme bewirken jedoch
eine Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit um mindestens den Faktor
10° [1]. Enzyme sind iiberdies an vielen Regulationsmechanismen beteiligt, die
es ermoglichen, den Stoffwechsel an verdanderte Bedingungen anzupassen. Tat-
sachlich ist der organisierte Ablauf der zahlreichen chemischen Prozesse nur
moglich, weil jede Zelle iiber eine eigene, genetisch determinierte Enzymaus-
stattung verfligt. Erst dadurch kommt es zu koordinierten Reaktionsfolgen, die

in ihrer Summe den Stoffwechsel eines Organismus ausmachen.

1.1.1 EC-Klassifikation der Enzyme

Zu Beginn der Enzymologie wurden Enzyme — meist nach Belieben der Entdek-
ker — mit Trivialnamen benannt. Da es keine einheitliche Regelung zur Benen-
nung von Enzymen gab, kam es gelegentlich vor, dafs mehrere verschiedene
Bezeichnungen fiir dasselbe Enzym verwendet wurden, wahrend umgekehrt
verschiedene Enzyme denselben Namen erhielten. Uberdies liefen viele En-
zymnamen, wie zum Beispiel , Katalase”, keinen Riickschlufs auf die katalysier-
te Reaktion zu [2].

Zur Verbesserung der Situation und Aufstellung von Regeln fiir eine ratio-
nelle Namensgebung der schnell wachsenden Anzahl neu entdeckter Enzyme,
etablierte die Enzymkommission (Enzyme Commission = EC) der International
Union of Biochemistry (IUB; heute IUBMB) im Jahre 1964 eine Schema fiir die
systematische funktionelle Klassifizierung der Enzyme. Dieses als EC-
Klassifikation bezeichnete Schema klassifiziert Enzyme entsprechend der Natur
der von ihnen katalysierten chemischen Reaktionen [3].

Jedes Enzym wird unter zwei Namen und einer vierstelligen EC-Nummer im
Enzym-Katalog gefiihrt. Der empfohlene Name entspricht haufig dem friiher

benutzten Trivialnamen. Der systematische Name eines Enzyms wird verwen-
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det, um Zweideutigkeiten zu vermeiden und wird aus der Bezeichnung des
Substrates, des beteiligten Co-Enzyms (Co-Substrates) und des Reaktionstyps

des Enzyms abgeleitet. Die vierstellige EC-Nummer ergibt sich wie folgt:

Das Enzym ATP-Glucose -Phospho-Transferase katalysiert die Reaktion
ATP + D-Glucose = ADP + D-Glucose-B-Phosphat

Klassifizierungscode: 2711

LD—GMDGSE als Phosphatgruppenakzeptor

Sub-Subklasse: Phosphotransferase
mit Hydroxylgruppe als Akzeptor

Subklasse: Phospholransferase
Hlassenbezeichnung Transferase

Abbildung 1-1: Beispiel fiir die Klassifizierung des EC-Systems.

Die erste Ziffer gibt die Zugehorigkeit zu einer der sechs Hauptklassen an, in
denen jeweils Enzyme dhnlicher Wirkungsspezifitat zusammengefafst sind (vgl.
Tabelle 1-1). Die nachsten beiden Ziffern definieren Sub- bzw. Sub-Subklassen
und ergeben sich aus dem umgesetzten Substrat, dem beteiligten Co-Enzym
oder Akzeptor und weiteren Kriterien. Die letzte Ziffer ist schliefSlich die lau-

fende Nummer des Enzyms innerhalb seiner Sub-Subklasse.

Die Einordnung in die EC-Klassifikation erfolgt aufgrund der beobachteten
Wirkungs- und Substratspezifitit der Enzyme. Ihre evolutiondre Beziehung
oder der zugrundeliegende Reaktionsmechanismus werden dagegen nicht be-
riicksichtigt. Dies fithrt dazu, daf$ nichtverwandte Enzyme, welche die gleiche
Reaktion mittels unterschiedlicher Mechanismen realisieren, die gleiche
EC-Klassifikation erhalten, wahrend Enzyme gemeinsamer Abstammung, die
dhnliche Mechanismen zur Katalyse unterschiedlicher Reaktionen verwenden,
verschiedenen EC-Klassen zugeordnet werden.

Wiahrend die EC-Klassifikation alle an sie gestellten Anforderungen erfiillt,
besteht somit Bedarf fiir ein alternatives, komplementdres Klassifizierungs-
system der Enzyme, das nicht auf einer empirischen Einteilung der beobachte-
ten Reaktionen, sondern auf der evolutiondren Verwandtschaft der Enzyme
beruht und infolgedessen Riickschliisse auf den zugrundeliegenden Reakti-

onsmechanismus zulafst.
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Tabelle 1-1: Einteilung der Enzyme gemafs EC-Klassifikation. Enzyme wer-

den entsprechend ihrer katalytischen Funktion in sechs Haupt-
klassen eingeteilt.

Enzym-Klasse Subklassen Reaktionstyp
Elektronentransfer zwischen zwei
Oxidoreduktasen De}‘iydrogenasen Substrat.en bzw. einem Substrat
Oxidasen und einem Co-Enzym (Co-
Substrat)
Kinasen Transfer von Gruppen von einem
Transferasen Acejfyl-, Methyl-, ]?onor (oft ein Co-Fnzym) auf
Aminotransferasen | einen Akzeptor (meist das Sub-
Polymerasen strat)
Proteasen
Esterasen
3 | Hydrolasen Nukleasen hydrolytische Spaltung
Glucosidasen
ATPasen
Decarboxylasen Abspalt G h
spaltung von Gruppen nac
Aldehydlyasen ] P .g 'pp
4 | Lyasen einem nicht-hydrolytischen Me-
Hydrolyasen )
chanismus
Synthasen
Racemasen intramolekularer Transfer von
5 | Isomerasen Epimerasen Gruppen, ohne daf$ sich die Brut-
Isomerasen toformel des Substrates @ndert
Bildung von C-C-, C-N-, C-O-
. oder C-S-Bindungen durch Kon-
6 | Ligasen Synthetasen ]
densation unter Spaltung ener-
giereicher Phosphatbindungen

1.2 Analyse von Proteinsequenzen

Proteine sind trotz ihrer funktionellen Vielseitigkeit eine relativ homogene
Klasse von Molekiilen. Sie alle sind lineare, unverzweigte Polymere, die sich
aus verschiedenen Kombinationen der gleichen 20 proteinogenen Aminosauren
zusammensetzen [4]. Sie unterscheiden sich im wesentlichen nur in der Anzahl
sowie der Abfolge, mit der die einzelnen Aminosauren zu polymeren Ketten
verkniipft sind.

Die funktionelle Vielseitigkeit der Proteine ist zum Teil auf die unterschiedli-
chen chemischen Eigenschaften der verschiedenen Aminosduren zuriickzufiih-

ren. Sie beruht jedoch vor allem auf der spezifischen dreidimensionalen
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Struktur, die sich - in Abhangigkeit von der jeweiligen Aminosduresequenz -
durch die Faltung der linearen Polypeptidkette ergibt. So ergaben Denaturie-
rungs- und anschliefende Renaturierungsversuche, daff die Aminosaure-
sequenz (Primarstruktur) indirekt auch die hoheren Ebenen der Proteinstruktur
(Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur) determiniert [5]. Die Aminosaure-
sequenz bestimmt somit sowohl die strukturellen als auch die funktionellen
Eigenschaften eines Proteins. Daher ist die Analyse der Sequenz ein grundle-

gender Schritt bei der Charakterisierung eines Proteins.

1.2.1 Strukturelle und funktionelle Verwandtschaft hongeo Proteine

Eine isolierte Betrachtung der Primarstruktur vermag nur wenig Aufschlufs
tiber die strukturellen und funktionellen Eigenschaften eines Proteins zu geben.
Die Aminosdauresequenz kann jedoch zur Charakterisierung eines Proteins bei-
tragen, wenn die Sequenz homolog zu der eines anderen Proteins bekannter
Struktur und Funktion ist, da homologe Proteine die gleiche raumliche Struktur
und haufig auch identische oder verwandte Funktionen besitzen [6, 7].

Homologe Proteine gehen auf einen gemeinsamen ,Vorfahr” zuriick, aus
dem sie durch divergente Evolution hervorgegangen sind [8]. Im Laufe der
Evolution akkumulierten die codierenden Gene jedoch Mutationen und brach-
ten so Variationen der Proteine hervor, die zwar haufig noch die gleiche biolo-
gische Funktion erfiillen, sich aber mehr oder minder in ihrer Primarstruktur
unterscheiden. Das Ausmafi der Sequenzunterschiede hangt einerseits davon
ab, inwieweit die Mutationen die Proteinfunktion beeinflussen, da Mutationen,
die eine Beeintrachtigung oder gar den Verlust der Funktion zur Folge haben,
meist der natiirlichen Selektion unterliegen und andererseits davon, wie lange
die evolutiondre Divergenz der codierenden Gene bereits zurtickliegt. Die Se-
quenzen homologer Proteine konnen daher nahezu identisch, bis zu einem ge-
wissen Grad ahnlich, oder aufgrund weitreichender Mutationen bis auf wenige
essentielle Positionen vollkommen verschieden sein.

Bei relativ nah verwandten Proteinen kann Homologie iiber einen Sequenz-
vergleich aufgedeckt werden. Zeigen zwei Sequenzen eine signifikante Se-
quenzdhnlichkeit zueinander, kann nahezu sicher von Homologie ausgegangen

werden, denn angesichts der grofien Anzahl theoretisch moglicher Protein-



1 Einleitung 5

sequenzen' erscheint es unwahrscheinlich, dafs sich eine signifikante Sequenz-
ahnlichkeit zufallig oder unter dem Selektionsdruck fiir die gleiche Funktion
aus evolutiondr unabhéangigen Sequenzen entwickelt hat (konvergente Evoluti-
on). Hohe Sequenzdhnlichkeit ist daher stets ein Indikator fiir die Verwandt-

schaft der Sequenzen [9].

1.2.2 Sequenzalignment als Methode zur Identifikation dlmger Pro-
teine

Um den Grad der Ahnlichkeit zwischen zwei oder mehr Proteinsequenzen zu
ermitteln, verwendet man die Methode des Sequenzalignments. Es stehen eine
Reihe verschiedener Algorithmen und Programme zur Verfligung, um Sequen-
zen miteinander zu vergleichen. Die ersten und noch immer verwendeten Al-
gorithmen zur Berechnung eines Alignments stammen aus den friihen siebziger
und achtziger Jahren des 20. Jahrhundert und basieren auf einem dynamischen
Programmieralgorithmus [10, 11]. Sie sind darauf ausgerichtet, ein mdoglichst
optimales Alignment der Sequenzen zu berechnen. Ist das Ziel eines Sequenz-
vergleichs weniger das eigentliche Alignment, sondern die Identifikation homo-
loger Sequenzbereiche, konnen geschwindigkeitsoptimierte Verfahren wie
FASTA [12] und BLAST [13] verwendet werden. Die biologische Signifikanz der
Sequenzahnlichkeit ist statistisch gut untersucht [14, 15].

1.2.2.1 Statistische Signifikanz eines Alignments als ladidk fir Ho-
mologie

Beim Alignmentverfahren wird ein Maf fiir die Ahnlichkeit zweier Sequenzen
ermittelt, welches den Grad der Ubereinstimmung zwischen den beiden Se-
quenzen angibt. Wenn die Sequenzen iiber weite Bereiche identisch sind, kann
nahezu sicher davon ausgegangen werden, dafy die Proteine homolog zueinan-
der sind und infolgedessen eine dhnliche Faltung und Funktion besitzen. Die

Interpretation schwacher Sequenzidentitit ist hingegen nicht eindeutig.

1 Wenn man eine durchschnittliche Sequenzlédnge von 300 Aminosauren zugrundelegt, so erge-
ben sich bei 20 verschiedenen Aminosduren, die jede der 300 Positionen einnehmen konnen,
20%, also insgesamt iiber 10 Kombinationen fiir Proteinsequenzen dieser Lange. Die Zahl
derzeit bekannter Sequenzen liegt indes bei etwa 10°.
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Es lafit sich nur schwer ein Grenzwert fiir die Sequenzidentitdt definieren, der
erforderlich ist, um zweifelsfrei die Homologie zweier Sequenzen zu belegen,
da dieser sowohl von der Lange als auch der Aminosdurezusammensetzung
der Sequenzen abhiangig ist [16]. Wenn alle 20 Aminosauren mit derselben Hau-
figkeit vorkommen, dann erwartet man bei zufillig gewadhlten Sequenzen, die
nicht miteinander verwandt sind, eine Ubereinstimmung in 5% der Aminosau-
rereste [17]. Fiir lange Sequenzen mit einer typischen Aminosaurezusammen-
setzung wird im allgemeinen eine Ubereinstimmung in mehr als 30% der
Aminosaurereste als wahrscheinlicher Beleg fiir eine dhnliche Struktur [16, 18,
19] und Funktion [7] angesehen .Der Bereich von 15-30% Sequenzidentitat wird
indes als "twilight zone" bezeichnet [20], da in diesem Bereich oftmals keine klare
Aussage iliber eine Homologie der Sequenzen getroffen werden kann. Es sind
jedoch Proteine bekannt, die bei gleicher Faltung nur noch eine sehr geringe
Sequenzahnlichkeit besitzen [6]. Diese Falle konnen durch einfache Sequenz-

vergleiche nicht erfafst werden.

1.2.3 Identifizierung entfernt homologer Proteine

Homologie ist eine transitive Beziehung. Wenn Sequenz A zu Sequenz B homo-
log ist und Sequenz B zu Sequenz C, dann besteht zwangslaufig auch eine evo-
lutiondre Verwandtschaft zwischen den Sequenzen A und C, auch wenn diese
keine signifikante Sequenzéahnlichkeit mehr zueinander aufweisen sollten [7, 9].

Die Transitivitat der Homologie kann genutzt werden, um verwandte Se-
quenzen {iiber ein Maf§ der direkten Sequenzidentitdt hinaus zu ermitteln. Der
Nutzen der Transitivitdt, um Homologie zwischen entfernt verwandten Protei-
nen abzuleiten, wurde bereits in verschiedenen Arbeiten demonstriert [6, 7, 21-
25]. Eine auf diesem Wege nachgewiesene Homologie kann beispielsweise
durch Strukturahnlichkeit bestatigt werden.

Die dreidimensionale Struktur von Proteinen ist evolutionar starker konser-
viert als die Sequenz [16]. Die Ursache hierfiir besteht darin, daf$ die Funktion
eines Proteins im wesentlichen eine bestimmte Struktur erfordert, diese aber
tiber verschiedene Sequenzen realisiert werden kann. Es ist daher moglich,
durch einen Strukturvergleich entfernte evolutiondre Verwandtschaften festzu-
stellen, die auf Sequenzebene nicht mehr nachzuweisen sind [26]. Da die expe-

rimentelle Bestimmung einer Proteinstruktur in der Regel jedoch weitaus
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schwieriger und zeitaufwendiger als die Bestimmung einer Sequenz ist, stehen
der Menge bekannter Proteinsequenzen nur vergleichsweise wenige aufgeklar-
te Strukturen gegentiber.

Eine weitere Moglichkeit, um schwach konservierte Homologien zwischen
Proteinsequenzen zu belegen, ist die Verwendung charakteristischer Sequenz-
motive und —profile. Diese Motive und Profile setzen sich aus invarianten und
konservativ substituierten Aminosdurepositionen zusammen, die fiir die Aus-
tibung einer Funktion meist von essentieller Bedeutung sind, und daher wah-
rend der Evolution konserviert wurden. Solche Motive lassen sich haufig auch
dann noch identifizieren, wenn die {ibrigen Bereiche der Sequenz bereits keine

nachweisbare Ahnlichkeit mehr aufweisen.

1.2.4 Clusteranalyse als Methode zur Gruppierung homolBgateine

Will man die Transitivitit der Homologie nutzen, ist die Clusteranalyse eine
geeignete Methode, um auch entfernt verwandte Sequenzen zu identifizieren.
Die Clusteranalyse ist ein Verfahren zur Gruppenbildung und gehort zu den
explorativen Methoden der Statistik. Sie befafit sich mit dem Problem, homoge-
ne Teilmengen (Cluster) in einer insgesamt heterogenen Gesamtmenge von Ob-
jekten zu erkennen und zusammenzufassen, so daff die Mitglieder einer
Gruppe einander in Bezug auf im voraus bestimmte Kriterien moglichst ahnlich
sind (interne Homogenitat), wahrend zwischen den Gruppen eine moglichst
geringe Ahnlichkeit besteht (externe Heterogenitit). Ziel der Gruppierung ist
eine Reprasentation der im Datensatz inhadrent enthaltenen Struktur, um so Be-
ziehungen zwischen den Objekten herauszustellen.

In der theoretischen Proteinforschung ist die Clusteranalyse eine haufig ver-
wendete Methode und bildet die Grundlage fiir die Erstellung verschiedener
Datenbanken. So bietet beispielsweise die PIR-Datenbank (Protein Information
Resource) eine Klassifikation von Proteinen in Proteinfamilien anhand einer
Sequenz-Clusterung [28]. Das Gruppieren von Sequenzen in Familien hat sich
bereits als hilfreich fiir die Studie und das Verstdndnis der funktionellen sowie
strukturellen Verwandtschaft von Proteinen erwiesen [29, 30]. So kann die mit-

tels Clusteranalyse erhaltene Gruppierung genutzt werden, um

* den Sequenzraum zu strukturieren,
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 die Datengrundlage fiir evolutiondre Untersuchungen zu erstellen und

* eine Hilfestellung fiir die Erstellung multipler Alignments zu bieten.

1.2.5 Proteindomanen als Bausteine modularer Proteirtakthr

Sequenzvergleichsmethoden ermoglichen es, homologe Sequenzen zu identifi-
zieren und zu gruppieren. Oftmals konnen Methoden des Sequenzvergleichs
aber nur eine partielle Ahnlichkeit zwischen den Sequenzen zweier Proteine
feststellen. Dies ist auf die modulare Struktur vieler Proteine zuriickzufiihren.

Proteine bestehen haufig aus Kombinationen mehrerer gleich- oder verschie-
denartiger Substrukturen, oder Domanen [31, 32]. Diese werden daher auch als
Mosaik- oder Multidoméanenproteine bezeichnet. Manche der Proteindoménen
konnen als evolutiondr mobile Module angesehen werden, da sie in verschie-
denen Proteinen in unterschiedlichem Doméanenkontext auftreten [31, 33].

Die Wiederverwendung von Doménen spielt vor allem in der Evolution von
Proteinen multizelluldrer Organismen eine wichtige Rolle. Es wird vermutet,
daff Multidoméanenproteine durch einen als domain shuffling bezeichneten Pro-
zefs entstehen [34]. Dabei werden vorhandene Module spezifischer Funktionen
neu gruppiert, so daf$ ein neuartiges Protein mit neuen Eigenschaften entsteht,
welche sich aus der Kombination der Einzeldoménen ableiten.

Da die aus mehreren evolutiondr mobilen Domdnen zusammengesetzten
Proteine in unterschiedlichen Bereichen Ahnlichkeit zu verschiedenen Domé-
nen anderer Proteinen aufweisen, stellt die Domanenstruktur ein erhebliches
Erschwernis fiir die Klassifizierung der Proteinsequenzen dar. Aus diesem
Grund ist die Kenntnis und entsprechenden Beriicksichtigung der modularen
Domanenarchitektur eine grundlegende Voraussetzung, um Sequenzen korrekt

zu klassifizieren.

1.3 Zielsetzung

Biochemische Systeme sind trotz ihrer funktionellen Vielfalt stets auch 6kono-
mische Systeme. Neue Enzyme und Stoffwechselwege entstehen nicht de novo,
sondern entwickeln sich schrittweise durch Abwandlung der vorhandenen und

bereits bewahrten Systeme [35]. Daher lassen sich die Reaktionen des Grund-
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stoffwechsels der Zellen trotz ihrer Vielfalt auf relativ wenige Grundtypen zu-
rickfithren. Diese Tatsache hat man teilweise bei der EC-Klassifikation der En-
zyme Dbertiicksichtigt. Die Einordnung in EC-Klassen erfolgt jedoch im
allgemeinen nicht aufgrund von gemeinsamer Abstammung oder dhnlichen
Reaktionsmechanismen, sondern iiberwiegend nach enzymologischen Kriterien
wie etwa der Wirkungsspezifitit. Infolgedessen weisen Enzyme der gleichen
EC-Klasse hiufig keine strukturelle Ahnlichkeit zueinander auf, wodurch im-
pliziert wird, dafy diese Enzyme eher durch Konvergenz (Analogie) als durch
Divergenz entstanden sind, wahrend umgekehrt Enzyme gemeinsamen evolu-
tiondren Ursprungs oftmals ganz unterschiedlichen EC-Klassen angehoren.
Letzteres fiihrte zur Annahme, daf Enzyme trotz evolutiondrer Verwandtschaft
ganz unterschiedliche Reaktionen katalysieren konnen. Es gibt jedoch Hinweise
darauf, daf3 trotz auf den ersten Blick unterschiedlicher Katalyse der Reakti-

onsmechanismus dieser Reaktionen oftmals sehr dhnlich ist [36].

Die vorliegende Dissertation geht der Frage nach, ob eine auf Sequenzhomolo-
gie basierende Einteilung der Enzyme mit den von den Enzymen verwendeten
Reaktionsmechanismen korreliert und somit zur mechanistischen Klassifizie-
rung der Enzyme verwendet werden kann. Ziel ist die systematische Cluste-
rung und Analyse aller bekannten Enzymsequenzen zur Identifizierung von
gemeinsamen oder dhnlichen Enzymmechanismen.

Vorbedingung zur Bearbeitung des Problems war die Entwicklung einer Me-
thode zur Identifizierung modular aufgebauter Proteine, die aus mehreren, evo-
lutiondr oftmals unabhdngigen Sequenzdoménen bestehen. Da solche
Multidoménensequenzen in unterschiedlichen Bereichen Ahnlichkeit zu ver-
schiedenen Enzymfamilien aufweisen konnen, implizieren sie haufig ein
scheinbares, tatsachlich jedoch nicht vorhandenes gemeinsames Auftreten von

Enzymaktivititen in einem Sequenz-Cluster.
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Abbildung 2-1: Schema des methodischen Gesamtverlaufs der Arbeit
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In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob Enzyme, die einen ge-
meinsamen phylogenetischen Ursprung haben, aber gemafs EC-System unter-
schiedliche Reaktionen katalysieren, ahnliche enzymatische Reaktions-
mechanismen zur deren Realisierung verwenden. Zur Kldarung dieser Frage
wird folgende Strategie verfolgt (vgl. Abbildung 2-1):

Zunachst wird auf der Grundlage der Proteinsequenzdatenbanken Swiss-
Prot und TrEMBL [37] ein Enzymdatensatz erstellt. Dieser enthilt jene Se-
quenzeintrage aus beiden Datenbanken, die entsprechend des Enzymkataloges
der IUBMB [38] klassifiziert sind und eine vollstindige vierstellige EC-Nummer
besitzen. Gleichzeitig werden alle EC-Nummern auf ihre Giiltigkeit gepriift und
gegebenenfalls nach den Vorgaben der IUBMB aktualisiert.

Um festzustellen, welche Enzyme eine signifikante Sequenzahnlichkeit zu-
einander aufweisen, die auf eine evolutiondre Verwandtschaft schliefSen 1afst,
werden alle Enzymsequenzen zweier vollstandiger ,alle vs. alle”-Sequenz-
alignments unterzogen, bei denen jede Sequenz paarweise mit allen {ibrigen des
Datensatzes verglichen wird. Eines der ,alle vs. alle”-Alignments erfolgt unter
Verwendung der unveranderten Originalsequenzen, wie sie aus Swiss-Prot und
TrEMBL extrahiert wurden. Fiir das andere werden die Enzymsequenzen zu-
nachst mit einem Sequenzfilter prozessiert. Dieser maskiert jene Sequenzberei-
che der Enzymsequenzen, die eine ungewdhnliche Aminosaure-
zusammensetzung aufweisen und infolgedessen zu Bildung zufalliger
Sequenzpaarungen tendiert, so dafs diese beim Alignment unberiicksichtigt
bleiben. Im Anschlufs daran werden die Ergebnisse beider ,alle vs. alle”-
Alignments miteinander abgeglichen.

Die Maskierung von Sequenzbereichen geringer kompositorischer Komplexi-
tat verhindert das Zustandekommen von Alignments, die auf zufilliger Se-
quenzdhnlichkeit beruhen, kann aber auch das Alignmentergebnis tatsdchlich
homologer Sequenzen beeinflussen. Da jedoch im folgenden anhand der Positi-
on und Ausdehnung der lokalen Alignments auf die modulare Struktur der
Enzymsequenzen geschlossen werden soll, ist dieser Effekt unerwiinscht. Daher
werden anhand des gefilterten Alignmentlaufes zunachst die Sequenzpaarun-
gen ermittelt, deren Sequenziibereinstimmungen nicht allein auf zufalliger Se-
quenzdhnlichkeit beruhen. Anschliefend werden genau diese Sequenz-
paarungen aus dem ungefilterten Alignmentlauf ausgelesen. Es werden also

nur jene Sequenzpaarungen des ungefilterten Laufes verwendet, die auch bei
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Verwendung des Sequenzfilters zustande kommen. Die so erhaltenen lokalen
Sequenzalignments dienen schliefSlich zur Ermittlung der Domanenstruktur
aller im Datensatz enthaltenen Enzymsequenzen, wahrend die beim Alignment
ermittelten Werte fiir die statistische Signifikanz der Sequenzidentititen zur
anschlieSfenden Gruppierung (Clusterung) der detektierten Doménen verwen-
det werden.

Anhand des Ergebnisses der Clusterung wird schliefilich eine Auswahl von
Clustern getroffen, deren Enzymzusammensetzung aufgrund ihrer funktionel-

len Diversitat interessant erscheint und daher naher untersucht werden soll.

2.2 Implementierung und Speicherung

Das in dieser Arbeit entwickelte Programm wurde in der Programmiersprache
Python implementiert. Eine Auflistung der verwendeten Module und benétig-
ten Bibliotheken finden sich im Anhang A dieser Arbeit. Bei Verwendung be-
stehender Programme, die nicht auf eigenen Entwicklungen beruhen, wird

explizit darauf verwiesen.

Die lokale Speicherung samtlicher wahrend eines Programmlaufs extrahierten
und generierten Daten erfolgt in dem relationalen Datenbanksystem MySQL
(Version 3.23.45). Dies erleichtert den Zugriff auf die umfangreiche Daten-
sammlung und ermoglicht iiberdies eine Verkniipfung der unterschiedlichen
Informationen. So konnen Zusammenhinge zwischen den unterschiedlichen
Enzymklassen leichter aufgedeckt werden. Ein Datenbankschema findet sich im

Anhang unter B.

2.3 Erstellung eines Enzymdatensatzes

2.3.1 Verwendete Sequenzdatenbanken

Zur Erstellung eines Datensatzes klassifizierter Enzyme werden die Proteinse-
quenzdatenbanken Swiss-Prot und TrEMBL [37] verwendet.

Swiss-Prot ist eine kurierte Sequenzdatenbank mit geringer Redundanz und
umfangreicher, manuell erstellter Annotation. So enthélt sie neben der reinen

Sequenzinformation beispielsweise auch Angaben zur biologischen Quelle (Or-



2 Daten, Algorithmen und Methoden 13

ganismus, Gewebe), der Funktion, zu eventuell bendtigten Cofaktoren oder
posttranslationaler Modifikationen. Dariiber hinaus umfafit sie eine Vielzahl
von Verkniipfungen zu anderen Datenbanken.

Die Proteinsequenzdatenbank TrEMBL (Translated EMBL) ist eine Compu-
ter-annotierte Erganzung zu Swiss-Prot und enthalt all jene in den Proteincode
tibersetzten Nukleotidsequenzen aus EMBL, die noch nicht Bestandteil von

Swiss-Prot sind.

2.3.2 Aktualisierung der Datenbankversionen

Das implementierte Programm ist so konzipiert, dafs es - als cronjob* gestartet -
in regelméfiigen Intervallen den FTP-Server von EXPASY (Expert Protein Ana-
lysis System) [39] kontaktiert und priift, ob neuere als die zuletzt verwendeten
Versionen der Sequenzdatenbanken verfligbar sind. Erfahrungsgemaf ist dies
etwa alle 12 bis 14 Tage der Fall.

Der Vergleich der Datenbankversionen erfolgt tiber die Dateigrofsen. Die lo-
kal abgelegte Datei ,,.former_sizes.tmp” enthilt die Grofsen der zuletzt verarbei-
teten Datenbankversionen. Diese werden mit den Dateigrofien der auf dem
Server verfiigbaren Datenbanken verglichen. Unterscheiden sich die Werte,
werden die aktuellen Fassungen automatisch zur Verarbeitung heruntergela-
den und die lokale Referenzdatei wird entsprechend der neuen Dateigrofien
aktualisiert. Selbiges geschieht auch, wenn keine lokale Referenzdatei zum Ver-
gleich vorliegt, wie dies zum Beispiel beim ersten Programmlauf der Fall ist.

Neben den beiden Sequenzdatenbanken wird {iiberdies die Datei ,relda-
te.txt” vom Server heruntergeladen, die Informationen zur jeweiligen Versions-
nummer der Datenbanken enthdlt. Alle in dieser Arbeit prasentierten

Ergebnisse beruhen auf Swiss-Prot Version 43.0 und TrEMBL in Version 25.13.

2.3.3 Extraktion klassifizierter Enzymsequenzen

Swiss-Prot und TrEMBL enthalten eine Vielzahl unterschiedlichster Proteine.

Um unter diesen die Enzymsequenzen zu identifizieren, werden sukzessiv alle

2 Der Cron Daemon ist eine Jobsteuerung von Unix bzw. Unix-artigen Betriebssystemen wie Li-
nux, die wiederkehrende Aufgaben oder Befehle zu einer bestimmten Zeit ausfiithren kann.
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Sequenzeintrage beider Datenbanken mittels eines reguliren Ausdrucks® auf das
Vorkommen einer oder mehrerer EC-Nummern gepriift. Verlduft die Priifung
erfolgreich, kommen weitere Kriterien zur Anwendung.

Da moglichst nur solche Enzymsequenzen Bestandteil des Datensatzes wer-
den sollen, deren Klassifizierung experimentell ermittelt wurde, bleiben En-
zymeintrage, deren deskriptives Feld (DE) darauf schlieffen 1afit, dafd es sich
lediglich um eine hypothetische Zuordnung handelt, unbertiicksichtigt. Des
weiteren gilt ein Langenkriterium, das Sequenzfragmente ausschliefit, bzw. eine
Mindestlange garantiert. Tabelle 2-1 enthilt eine Zusammenfassung aller fiir

die Erstellung des Datensatzes geltenden Kriterien.

Tabelle 2-1: Kriterien fiir die Erstellung des Enzymdatensatzes

EC-Klassifikation * mindestens eine vollstindige, vierstellige EC-Nummer

ohne unspezifizierte Ziffern (-)

» die Beschreibung des Sequenzeintrages enthalt keinen
der Begriffe HYPOTHETICAL, POSSIBLE, POTEN-
TIAL, PROBABLE oder PUTATIVE

Lange  die Beschreibung des Sequenzeintrages enthélt nicht
den Begriff FRAGMENT

 die Sequenzlange betragt mindestens 100 Aminosduren

2.3.4 Aktualisierung der EC-Klassifikation

Die EC-Klassifikation unterliegt standigen Anderungen und Aktualisierungen.
Um sicherzustellen, dafs die verwendete Einteilung tatsdchlich der derzeit aktu-
ellen entspricht, werden alle im Datensatz vorkommenden EC-Nummern auf
ihre Giiltigkeit gepriift und gegebenenfalls aktualisiert.

Die Aktualisierung erfolgt mittels einer manuell erstellten Referenzdatei
(transferred_ec_numbers.dat). Die IUBMB veroffentlicht in unregelmafliigen
Abstanden Erganzungen (supplements) zur bestehenden Klassifikation. Da diese
aber weder einer vorgegebenen Form noch einem kontrollierten Vokabular un-

terliegen, miissen Anderungen zur Zeit manuell ergénzt werden. Der derzeitige

3 Die Verwendung Regqulirer Ausdriicke ermoglicht es dem Anwender, gezielt nach Zeichenket-
ten zu suchen, die einem bestimmten Muster entsprechen.
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Stand der zur Aktualisierung verwendeten Datei entspricht Supplement 1 bis 9
der IUBMB.

Sequenzen, die lediglich von einer EC-Nummer zu einer anderen transferiert
wurden, werden entsprechend aktualisiert, wobei auch mehrfach aufeinander-
folgende Anderungen beriicksichtigt werden. Wurden hingegen bisher unter
einer gemeinsamen EC-Nummer gefiihrte Sequenzen auf mehrere unterschied-
liche EC-Nummern verteilt, so kann zu diesem Zeitpunkt nicht entschieden
werden, welcher neuen EC-Nummer eine jeweilige Sequenz nun angehort. Da-
her wird der bisherigen Nummer lediglich eine fithrende Null zur Kennzeich-
nung vorangestellt (z. B. 02.1.1.24). Die endgiiltige Zuordnung der Sequenzen
ergibt sich in diesem Fall bei der abschlieflenden Clusterung. Sequenzeintrage,
deren EC-Nummer ersatzlos geloscht wurde, werden aus dem Datensatz ent-

fernt.

2.4 Sequenzalignment

2.4.1 Theoretische Grundlagen

Das Sequenzalignment dient als Methode, um homologe Proteinsequenzen zu
identifizieren. Dazu wird die zu betrachtende Sequenz (Query) mit allen Se-
quenzen einer spezifizierten Datenbank verglichen. Die Sequenzen werden ein-
ander gegeniibergestellt und so gegeneinander ausgerichtet, daff moglichst
viele dhnliche Aminosadurepositionen miteinander gepaart (aligniert) werden.
Die Ahnlichkeit zwischen zwei Aminoséuren bezieht sich hierbei auf ihre phy-
sikalisch-chemischen Eigenschaften. Zu deren Bewertung werden sogenannte
Substitutionsmatrizen verwendet, die die Ahnlichkeit der einzelnen Aminosiu-
ren zueinander beschreiben. Anhand dieser Matrizen wird jeder moglichen
Aminosiurepaarung ein festgelegter Ahnlichkeitswert (score) zugewiesen.
Positionen, die aufgrund von Insertionen bzw. Deletionen in einer der beiden
Sequenzen nicht mit einer entsprechenden Position in der andern Sequenz ge-
paart werden konnen, werden als gaps bezeichnet. Um die Anzahl sowie die
Lange der gaps in einem biologisch vertretbaren Rahmen zu halten, werden die-
se mit , Strafpunkten” belegt. Da ein einzelnes Mutationsereignis die Insertion
bzw. Deletion von mehr als einem Aminosaurerest verursachen kann, wird der

Existenz einer Insertion/Deletion mehr Bedeutung zugeschrieben als deren
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Lange. Daher wird das Einfiigen eines gaps mit einem hohen Strafwert belegt,
wahrend die Verlangerung um jeden weiteren Aminosdurerest einen geringe-
ren Strafwert erhélt. Die Ahnlichkeit zweier Sequenzen ergibt sich schliellich
als Summe der scores der gepaarten Aminosauren abziiglich der Insertions- und

Deletionsstrafen.

Prinzipiell konnen zwei Klassen von Alignmentalgorithmen unterschieden
werden: lokale und globale. Im ersten Fall werden optimal passende Subse-
quenzen ermittelt, im letzteren die Ahnlichkeit iiber die gesamte Sequenz. Da
viele Enzyme eine modulare Struktur und infolgedessen nur partielle Ahnlich-
keit besitzen, wird in der vorliegenden Arbeit ein lokaler Alignmentalgo-

rithmus verwendet.

2.4.2 Basic Local Alignment Search Tool

Zur Durchfiihrung der Sequenzvergleiche wird eine lokale Installation des Basic
Local Alignment Search Tools, kurz BLAST, in der Version 2.2.6 verwendet, das
am National Center for Biotechnology Information (NCBI) entwickelt wurde [40].

Das BLAST-Softwarepaket umfafst eine Reihe verschiedener Programme, die
fiir den Vergleich unterschiedlicher Sequenzarten ausgelegt sind. Im vorliegen-
den Fall wird das Programm BLASTP verwendet, das fiir den Vergleich einer
Proteinsequenz gegen eine Proteinsequenzdatenbank konzipiert ist.

Im Gegensatz zur Internetversion von BLAST, bei der nur vorgegebene Se-
quenzdatenbanken nach homologen Sequenzen durchsucht werden konnen,
ermoglicht es eine lokale Installation, eigene Sequenzdatenbanken zu erstellen,
die ausschliefilich vom Anwender spezifizierte Sequenzen enthalten.

Da die von BLASTP erzeugten lokalen Alignments die Grundlage fiir alle
weiteren Schritte der Methode bilden - von der Ermittlung der Doméanenstruk-
tur bis hin zur Clusterung der korrespondierender Sequenzabschnitte — soll im

folgenden die Funktionsweise von BLASTP kurz erlautert werden.
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2.4.2.1 Der BLASTP-Algorithmus

BLASTP basiert auf einem heuristischen Verfahren und verwendet eine
,Wort“-basierende Suchprozedur, um Bereiche lokaler Sequenzidhnlichkeit zu

identifizieren. Der Algorithmus gliedert sich in vier Schritte:

1) Verarbeitung der Suchsequenz

Um die Sequenz eines Proteins gegen die Eintrdage einer Sequenzdatenbank zu
vergleichen, ermittelt BLASTP zundchst eine Liste aller mdglichen Teilsequen-
zen (vom BLAST-Autor als ,Worte” bezeichnet) der Lange w, die in der Such-
sequenz (Query) enthalten sind (vgl. Abbildung 2-2). Fiir Proteinsequenzen
betragt die Lange w 3 Aminosduren [40]. Die maximale Anzahl moglicher Wor-

te ergibt sich aus L-w+1, wobei L der Lange der Suchsequenz entspricht.

Puerr GSYEDTTGIOSLAANKCETPOQGORRLYNQUIKQPLMDENRI . . .
GSV
SVE
VED
EDT

etc. ..

Abbildung 2-2: BLASTP erstellt zu Beginn eine Liste aller in der Query ent-
haltenen Teilsequenzen der Lange w =3

Parallel dazu werden alle Aminosdaurekombinationen der Lange w = 3 generiert,
die mittels der 20 proteinogenen Aminosauren gebildet werden konnen (20° =
8000 Kombinationen) und unter Verwendung eines Grenzwertes T mit jedem
Wort der Suchsequenz verglichen. Fiir jede Position der Suchsequenz ergibt
sich so eine Liste von Worten, die, wenn sie anhand der verwendeten Ahnlich-
keitsmatrix (standardmaéfig die Blocks Substitution Matrix 62, kurz BLOSUM62
[41]) mit dem Wort der Suchsequenz verglichen werden, mindestens einen score
von T = 11 erreichen (vgl. Abbildung 2-3) [40]. Die dhnlichen Worte werden

auch als ,,Nachbarn” bezeichnet.
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Vort des Puwarp (w=3)
{frErr GSVYEDTTGSOSLAANKCETPOGORELYVHOWIKQPFLMDEHRI | . .
POG 18
FEG 15
PRG 14
FPEG 14
Liste der "Hachbarn" PHG 13
PDG 13
FHi: 13
PHG 13
PSG 13 Grenzwert (T=13)
FOA 12
POG 12
etc. ..

Abbildung 2-3: BLASTP erstellt fiir jedes Wort des Query eine Liste von
»Nachbarn” der Linge w = 3, die mindestens einen Ahn-
lichkeitswert von T erreichen, wenn sie mit dem Wort des
Query verglichen und mittels der Ahnlichkeitsmatrix be-
wertet werden. Dieser ProzefS ist zur Anschauung fiir das
Wort ,POG” und einem Grenzwert von T = 13 dargestellt.
Die zur Bewertung verwendete Ahnlichkeitsmatrix ist die
Blocks Substitution Matrix 62, kurz BLOSUMS62 [41].

2) Lokalisation identischer Worte in den Datenbanksequenzen

Nach dem ersten Schritt wird die Suchsequenz nun durch die Liste der , Nach-
barn” fiir jede Position reprasentiert. Um die Suchsequenz mit einer Sequenz
der Datenbank zu vergleichen, wird nach Ubereinstimmungen zwischen den
,Nachbarn” und den Worten der Datenbanksequenz gesucht. Wenn ein Wort
der ,Nachbarn” identisch mit einem Wort der Datenbanksequenz ist, wird ein
Treffer (hit) verzeichnet. Auf diese Weise werden alle hits zwischen Suchse-
quenz und Datenbanksequenz ermittelt. Ein hit ist jeweils durch seine Position

in jeder der beiden Sequenzen charakterisiert.

3) Auswahl und Erweiterung primarer hits

Um festzustellen, ob ein hit Teil eines grofseren Bereichs der Sequenziiberein-
stimmung zwischen Suchsequenz und der Datenbanksequenz ist, wird dieses
Segment kurzer Ubereinstimmung ohne Einfiigen von gaps in beide Richtungen
verlangert. Die Verlangerung erfolgt solange, bis der fiir die Sequenziiberein-

stimmung errechnete Ahnlichkeitswert — in Bezug auf den hdchsten Wert, der
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bis dahin wahrend der Verlangerung erreicht wurde — um mehr als X abfallt.
Der Wert X ist ein Parameter des Programms und kann vom Anwender be-
stimmt werden. Das Resultat der Verlangerung ist ein lokaler Bereich optimaler
Sequenzpaarung, der mindestens einen hit beinhaltet. Liegt der dafiir errechne-

te score iiber einem gesetzten Grenzwert, wird er als High-scoring Segment-Pair
(HSP) bezeichnet.

a) b) _—-
404 C . 140 4
201 - T ¢ 120
100 1 Lo 100
80 * 80
60 ' / 60
o 'a J
" 40 . - 1]
] |
5 20 S 20
: g
ol | § o T
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Sequenz A Sequenz A

Abbildung 2-4: a) BLAST identifiziert zunachst primare hits (durch Punkte
dargestellt). Im vorliegenden Beispiel ist lediglich ein Paar
von hits auf derselben Diagonale lokalisiert und besitzt ei-
nen Abstand kleiner A. Dieses wird zu einem HSP (High-
scoring Segment-Pair) verlingert. b) Fiir HSPs mit einem
score grofier S; wird ein gapped-Alignment berechnet. Die
Berechnung beginnt vom Aminosdurepaar, das als seed be-
zeichnet wird (siehe unten) und endet, wenn der score des
Alignment unter einen vorgegebenen Grenzwert abfillt.

Hits, die nicht durch eine Verlangerung ohne gaps miteinander verbunden wer-
den konnen, konnen Teil desselben mit gaps versehenen Alignments sein. Daher
miissen nicht notwendigerweise alle zuvor ermittelten primaren hits verlangert
werden. Um die Geschwindigkeit von BLASTP zu erhéhen, erfolgt daher eine
Auswahl von primaren hits, die fiir eine Verlangerung in Frage kommen. Fiir
die Auswahl gelten folgenden Kriterien: Es mufs zu einem hit einen weiteren
nicht-tiberlappenden hit geben, der - in Bezug auf die Matrix des Smith-
Waterman-Algorithmus [11] - auf derselben Diagonalen lokalisiert ist (vgl.
Abbildung 2-4a). Der raumliche Abstand dieser hits zueinander mufs kleiner A

sein, wobei A den Abstand zwischen den ersten Positionen der beiden hits be-
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zeichnet. Fiir den Vergleich von Proteinsequenzen betragt A standardmafsig 40
[40]. Alle hits, die diese Kriterien erfiillen, werden wie beschrieben zu einem

HSP verlangert.

4) Verkniipfung der HSPs unter Beriicksichtigung moglicher Insertionen und

Deletionen

Die aus den hits generierten HSPs dienen, sofern sie einen vorgegebenen
Grenzwert Sg erreichen, als Ausgangspunkt fiir die Ausfithrung eines dyna-
misch programmierten lokalen Alignments. Der Algorithmus, der zur Berech-
nung dieser lokalen, mit gaps versehenen Alignments verwendet wird, ist eine
Modifikation des Smith-Waterman-Algorithmus [11].

Anfangs wird ein Startpunkt (seed) innerhalb des HSPs festgelegt (vgl.
Abbildung 2-4b). Dazu wird innerhalb des HSPs das Segment der Lange 11 be-
stimmt, dafs den hochsten score erreicht [40]. Das mittlere Aminosaurepaar die-
ses Elfer-Segments ist der Startpunkt. Wenn das HSP kiirzer als 11 sein sollte,
wird dessen zentrales Aminosaurepaar als seed gewahlt. Von diesem Punkt
ausgehend wird das Alignment in beide Richtungen verlangert. Die Suche nach
dem optimalen Verlauf ist auf bestimmte Bereiche der Matrix beschrankt, so
dafS der score des Alignments - im Vergleich zum besten Wert, der bis dahin

wahrend der Verlangerung erreicht wurde - nicht um mehr als den Wert X; ab-
fallt [40].

2.4.2.2 Bewertung der Alignments

BLASTP errechnet fiir jeden Sequenzvergleich vier Werte, die den Grad der

Ahnlichkeit zwischen Suchsequenz und Datenbanksequenz widerspiegeln:

* identity: Die Identitdt gibt den prozentualen Anteil identischer Aminosau-
repositionen zwischen Query und Datenbanksequenz im alignierten Se-

quenzbereich an.

* raw score: Der raw score eines Alignments errechnet sich als die Summe der
scores der alignierten Aminosdurepositionen abziiglich der Insertions- und
Deletionsstrafen. Je hoher der Alignment-score, desto grofser ist die Se-

quenzahnlichkeit. Der score sij eines alignierten Aminosaurepaares i und j
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wird der verwendeten Substitutionsmatrix entnommen, in der jeder mogli-
chen Aminosdure-Substitution unter Beriicksichtigung ihrer physikalisch-
chemischen Eigenschaften ein Ahnlichkeitswert zugewiesen wird. BLASTP
verwendet standardmafiig die Blocks Substitution Matrix 62, kurz BLO-
SUMe62 [41].

bit score: Das zugrundeliegende statistische Modell basiert auf der Annah-
me, dafd jede Aminosaure 7 in allen Positionen der Proteinsequenz mit der
gleichen Wahrscheinlichkeit P; auftritt. Uberdies wird angenommen, daf§
der erwartete score fiir zwei zuféllige Aminosauren (vgl. Gleichung 1) nega-

tiv ist.

> PPs, (1)
ij

Bei gegebenen Werten fiir Pi und sij, bietet die zugrundeliegende Theorie
[15] zwei Parameter A und K, die genutzt werden kénnen, um den raw score
in einen normalisierten score umzuwandeln. Normalisierte scores konnen im
Gegensatz zu raw scores unabhiangig vom verwendeten Bewertungssystems
direkt miteinander vergleichen werden. Der normalisierte score S» ergibt sich

aus:

_AS-InK

2 (2)

S

Wenn der Logarithmus zur Basis 2 zur Berechnung verwendet wird, ist die

Einheit des scores bit [15, 42].

E-value: Um signifikante Sequenzidentitit von zufilliger Ahnlichkeit zu un-
terscheiden, wird die statistische Signifikanz jedes Alignments in Form ei-
nes Erwartungswertes (Expectation value bzw. E-value) berechnet. Der E-
value flir ein Alignment mit dem score S gibt an, wie haufig Alignments mit
gleichem oder einem besseren score als S zu erwarten sind, wenn zufallig
gewdhlte Sequenzen der gleichen Lange und Aminosdurezusammenset-
zung wie Suchsequenz und Datenbanksequenz miteinander verglichen

werden. Je niedriger der E-value, desto signifikanter ist das ermittelte
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Alignment. Wenn zwei zuféllige Sequenzen der Langen m und n miteinan-
der verglichen werden, ergibt sich die Anzahl E der HSPs mit einem norma-
lisierten score von mindestens Si, deren Auftreten zuféllig erwartet wird,

aus der Naherungsgleichung;:

E= (3)

N entspricht hierbei dem Produkt aus m und n. Gleichung 3 kann nach
Sw=10g2 (N / E) umgeformt werden, woraus sich der normalisierte score Sn

ergibt, der einen bestimmten E-value entspricht.

2.4.2.3 Ausfuhrung der Sequenzalignments

Waéhrend eines Programmlaufes werden zwei vollstandige ,alle vs. alle”-
Alignments ausgefiihrt, bei denen jeweils jede Sequenz paarweise mit allen an-
deren des Datensatzes verglichen wird. Die Ausfithrung erfolgt mittels zweier
Shell-Skripte und unter Verwendung unterschiedlicher Parameter.

Fiir eines der Alignments werden die Sequenzen zuvor mit dem in BLASTP
integrierten Sequenzfilter SEG [43, 44] prozessiert. Dieser Filter dient zur Mas-
kierung von Sequenzbereichen geringer kompositorischer Komplexitat (low
complexity region) und verhindert so, dafs diese in das Alignment eingehen.
Das andere Alignment erfolgt unter Verwendung der unveranderten Original-
sequenzen, wie sie aus Swiss-Prot und TrEMBL extrahiert wurden.

Um die fiir die Alignments benottigte Rechenzeit zu reduzieren und inner-
halb eines ,alle vs. alle”-Alignments wiederholte Vergleiche derselben Se-
quenzpaarung zu vermeiden, werden die Sequenzen nach Lange getrennt
prozessiert, so daf$ die Sequenzen einer jeweiligen Lange immer nur gegen sol-
che gleicher oder geringerer Sequenzlange verglichen werden. Um trotz wech-
selnder Grofle der zum Vergleich verwendeten Sequenzdatenbank
vergleichbare E-values zu erhalten (vgl. Abschnitt 2.4.2.2), wird die tatsdchliche
Gesamtgrofse des Sequenzdatensatzes als Parameter an BLAST tibergeben und

zur Berechnung des E-values verwendet.
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Eine weitere Reduktion der Rechenzeit wird dadurch erzielt, dafs die Suchse-
quenzen einer jeweiligen Sequenzlange auf Dateien mit je 25 Sequenzen verteilt

werden, von denen mittels Threading je vier zeitgleich verarbeitet werden.

Nach Abschlufs beider ,alle vs. alle”-Sequenzalignments werden anhand des
mit SEG gefilterten Alignments zundchst die Sequenzpaarungen ermittelt, de-
ren Sequenzahnlichkeit nicht ausschliefllich auf Sequenzbereiche geringer
kompositorischer Komplexitat beruhen. Anschlieffend werden die Sequenzpaa-
rungen des ungefilterten Alignments ausgelesen und mit denen des gefilterten
Alignments abgeglichen. Um fiir eine weiter Verarbeitung in Frage zu kommen,
muf’ eine Sequenzpaarung des ungefilterten Alignmentlaufes folgende Kriteri-

en erfiillen:

* die Paarung kommt auch bei Verwendung des Sequenzfilters zustande
* der fiir die Sequenzpaarung errechnete E-value ist kleiner als 10

» die miteinander gepaarten Sequenzbereiche beider Sequenzen umfassen

mindestens 60 Aminosauren

2.5 Ermittlung der Domanenstruktur

Die Bestimmung der Sequenzdomanenstruktur erfolgt mittels der Position und
Ausdehnung der von BLASTP erzeugten lokalen Alignments und verlduft in

drei Schritten:

1) Zunachst werden alle zu einer Sequenz verfiigbaren Alignments ermit-
telt. Dies schliefSt auch jene Alignments ein, bei denen die Sequenz nicht
als Such- (Query), sondern als Datenbanksequenz fungiert. AnschliefSfend
werden die N- und C-Termini der lokalen Alignments auf die Lange der
zu betrachtende Sequenz projiziert (vgl. Abbildung 2-5). Infolgedessen
ergibt sich ein charakteristisches Peak-Muster. Die Positionen der Peaks
kennzeichnen die Lage der N- und C-Termini der lokalen Alignments
innerhalb der Sequenz, wahrend ihre Hohe die Haufigkeit angibt, mit

der eine Position als Anfang bzw. Ende eines Alignments dient. Ist eine
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Sequenzposition sowohl Start- als auch End-Terminus von Alignments,

so ergibt sich die Hohe ihres Peaks als Summe beider Haufigkeiten.

———— ]

!

|

|

I
Abbildung 2-5: Die graphische Darstellung zeigt anhand eines fiktiven Bei-
spiels, wie die Start- (blau) und End-Termini (rot) der zu ei-
ner Sequenz verfiigbaren lokalen Alignments (m) auf die
betrachtete Sequenz (0) iibertragen werden.

Die nun folgenden zwei Schritte dienen dazu, das Muster der Peaks zu , glat-
ten”, um so die Grenzen zwischen den Domanen herauszuarbeiten. Zu diesem
Zweck werden alle Alignmentregionen, die im wesentlichen denselben Se-
quenzabschnitt umfassen, zu einer einzigen Region zusammengefafit, die fortan
all diese Varianten reprasentiert. Infolgedessen verringert sich die Gesamtzahl

der zu betrachtenden Regionen.

2) Wahrend des ersten Schrittes der Zusammenfassung werden N- und C-
Termini der Alignments getrennt voneinander betrachtet. Dazu wird ein
Raster mit einer Fenstergrofie von 15 Aminosduren tiber die Sequenz ge-
legt. Beginnend mit den N-Termini der Alignments werden alle Peaks,
die innerhalb desselben ,Fensters” liegen, zu einem einzelnen Peak ver-
eint, der von da an alle N-Termini innerhalb dieses Bereiches reprasen-
tiert. Die Position des neuen Peaks entspricht der Sequenzposition

innerhalb des ,Fensters”, die am haufigsten als N-Termini dient. Die
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Hohe des neuen Peaks ergibt sich indes als die Summe aller Haufigkei-
ten der vereinten Peaks (vgl. Abbildung 2-6a). Mit den C-Termini der
Alignments wird anschlieSend auf dieselbe Weise verfahren. Existieren
innerhalb eines , Fensters” mehrere Maxima gleicher Grofie, so werden
die daran angrenzenden Positionen zur Bestimmung der Lage des neuen
Peaks herangezogen (vgl. Abbildung 2-6b). Zunachst werden die Hau-
figkeitswerte der jeweils direkt links und rechts an die Maxima angren-
zenden Positionen ermittelt und deren jeweilige Summen miteinander
verglichen. Sollte auch dies kein Entscheidung bringen, wird der be-
trachtete Bereich sukzessive um je eine weitere Position in beide Rich-
tungen erweitert, bis schliefilich eindeutiges Maximum bestimmt oder
aber das Ende der Sequenz erreicht ist. In letzteren Fall wird automatisch
die Position des Maximums gewahlt, die dem Sequenzende am nachsten

liegt.

Im letzten Schritt des Verfahrens werden die Alignmentregionen nicht
mehr nach N- und C-Termini getrennt verarbeitet, sondern in ihrer Ge-
samtheit betrachtet. Nachdem im vorherigen Schritt alle geringfiigigen
Variationen der Start- bzw. End-Termini durch einzelne Reprdsentanten
ersetzt wurden, werden nun grofiere Variationen der Doménenlange be-
riicksichtigt. Ziel ist es, alle Langenvarianten einer Domédne zusammen-
zufassen, ohne dabei benachbarte Doménen zu inkorporieren. Zu diesem
Zweck werden alle deckungsdhnlichen Alignmentregionen unter Ver-
wendung der Clusteranalyse gruppiert. Eine detaillierte Beschreibung
der Vorgehensweise findet sich im Abschnitt , Clusteranalyse” im Ab-
schnitt 2.6.2.1.
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Abbildung 2-6: a) Es wird ein Raster mit einer Fenstergrofse von 15 Amino-
sduren iiber die zu betrachtende Sequenz gelegt. Beginnend
mit den N-Termini der Alignments werden alle Peaks, die
innerhalb desselben ,Fensters” liegen, zu einem einzelnen
Peak vereint, der von da an alle N-Termini innerhalb dieses
Bereiches reprasentiert. Die Position des reprisentierenden
Peaks entspricht der Position mit der grofiten Haufigkeit in-
nerhalb des , Fensters”, wihrend sich seine GrofSe als Sum-
me der Haufigkeiten aller vereinten Peaks ergibt. Mit den C-
Termini der Alignments wird anschliefend auf dieselbe
Weise verfahren. b) Bei mehreren identischen Maxima in-
nerhalb eines ,Fensters” werden die flankierenden Positio-
nen zur Entscheidungsfindung hinzugezogen. Dazu werden
ihre Haufigkeitswerte ermittelt und die Summen miteinan-
der verglichen. Fiithrt auch dies nicht zu einer Entscheidung,
wird der betrachtet Bereich sukzessive um je eine weitere
Positionen in beide Richtungen erweitert (durch Klammern
angedeutet), bis ein eindeutiges Ergebnis erzielt wird.
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2.6 Clusteranalyse

2.6.1 Theoretische Grundlagen

Die Literatur unterscheidet zwischen hierarchischen und nicht hierarchischen
Clusterverfahren, wobei erstere nochmals nach divisiven und agglomerativen
unterschieden werden. Da in der vorliegenden Arbeit nur das hierarchisch ag-
glomerative Verfahren verwendet wurde, soll hier nur auf dieses eingegangen

werden.

Abbildung 2-7: Graphische Repridsentation des Gruppierungsverlaufs beim
agglomerativ hierarchischen Clusterverfahren (O: Cluster; m:
zu gruppierende Objekte). Der Prozef kann solange fortge-
fithrt werden, bis ein vorgegebenes Abbruchkriterium er-
fiillt ist (gestrichelte Linien), oder alle Objekte in einem
einzigen Cluster enthalten sind.

Beim hierarchischen Klassifizierungsverfahren wird eine baumahnliche, hierar-
chische Struktur der Objekte erstellt. Bei der Clusterung wird iterativ vorge-
gangen, d. h. die Gruppierung entsteht schrittweise durch Vergleich jedes
einzelnen Objekts mit allen anderen Objekten bzw. mit den in den vorangegan-
genen Teilschritten bereits aufgebauten Gruppierungen.

Die Ausgangsposition ist dadurch charakterisiert, dafd jedes einzelne Objekt
zundchst als ein eigenstandiges Cluster (Einheitscluster) verstanden wird, das
im zweiten Schritt mit dem ihm &hnlichsten Einheitscluster zu einem Zweiele-
ment-Cluster zusammengefiihrt wird (vgl. Abbildung 2-7). Im darauffolgenden

Schritt wird diesem neuen Cluster ein Objekt hinzugefiigt oder es werden zwei
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weitere Einheitscluster miteinander fusioniert. Durch wiederholtes Berechnen
der Distanz und Fusionierung der ,nachsten” Objekte, respektive Cluster ent-
steht dabei ein bindrer Baum, der die Distanz der einzelnen Objekte zueinander

veranschaulicht.

Voraussetzung fiir eine Clusterung ist, daf man ein quantitatives Mafs fiir den
Grad der Ahnlichkeit zwischen den Objekten hat, anhand dessen eine Eintei-
lung erfolgen kann. Dartiber hinaus wird aber noch ein weiters Distanzmaf3
benotigt. Lafst sich der Abstand zweier Objekte eindeutig festlegen, so gilt dies
fiir die Distanz zwischen Clustern, die mehrere Objekte enthalten, nicht. Viel-
mehr existieren eine Vielzahl denkbarer Mdoglichkeiten, den Abstand zwischen
den einzelnen Gruppen von Objekten zu definieren. Die Wahl des Kriteriums
bestimmt im wesentlichen die Art der Clusteranalyse, denn es entscheidet dar-
tiber, welche Cluster zusammengefiigt werden. Je nachdem wie man den Ab-
stand zweier Cluster definiert, konnen sich die Ergebnisse einer Clusteranalyse
mitunter erheblich voneinander unterscheiden. Welches Distanzmaf} am geeig-

netsten ist, ergibt sich aus den jeweiligen Anforderungen.

2.6.2 Ausfuhrung der Clusterung

Die Methode der Clusteranalyse kommt im Verlauf des Programms zweimal
zur Anwendung. Sie wird zum einen bei der Ermittlung der Sequenzdomanen
und ihrer Grenzen und zum anderen bei der abschliefflenden Gruppierung kor-
respondierender Domadnenabschnitte verwendet. Fiir die unterschiedlichen
Aufgaben kommen verschiedene Distanzmafle zum Einsatz, um die Ahnlich-

keit zweier Cluster zu beschreiben.

2.6.2.1 Ermittlung der Sequenzdomanen und ihrer Grenzen

Um die Sequenzdomanenstruktur der Enzyme zu ermitteln, wird das soge-
nannte complete linkage Verfahren verwendet. Fiir diese Methode ist die Distanz
zwischen zwei Clustern als die langste Distanz zwischen einem Objekt im er-

sten und einem Objekt im zweiten Cluster definiert (vgl. Abbildung 2-8).
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d(r,s) = max(dist(x,,x,))
clusterr

cluster s

Abbildung 2-8: Graphische Reprisentation des Distanzmafies zwischen zwei
Clustern fiir die complete linkage Methode. Die Distanz der
Cluster entspricht der laingsten Distanz zwischen den Objek-
ten beider Cluster.

Die Ausfiihrung der Clusterung gestaltete sich wie folgt: Nachdem im ersten
Schritt der Zusammenfassung alle geringfligigen Abweichung der Start- und
End-Termini angeglichen wurden (vgl. Abschnitt 2.5), werden nun auch grofie-
re Variationen der Doméanenlange berticksichtigt. Dazu werden alle nach dem
ersten Schritt verbliebenen Alignmentregionen zu einer Sequenz miteinander
verglichen, um festzustellen, ob sie einander iiberlappen. Ist dies der Fall, so
wird fiir diese die Anzahl der nicht-iiberlappenden Aminosdurereste bestimmt.
Je geringer diese ausfillt, desto dhnlicher sind sich zwei Alignmentregionen.
Anschlieffend werden die {iberlappenden Regionen schrittweise gruppiert, wo-
bei mit den Alignmentregionen begonnen wird, die den geringsten Unterschied
zueinander aufweisen. Um Regionen nicht schon bei geringfiigiger Uberlap-
pung zu gruppieren, sondern den Prozef§ auf deckungsdhnliche Alignmentbe-
reich zu beschrianken, wird ein Schwellwert verwendet, der die maximal
zuldssige Abweichung definiert. Demnach werden nur solche Alignmentregio-
nen in einem Cluster zusammengefaft, die sich N- wie C-terminal jeweils nicht
mehr als 45 Aminosaurereste voneinander unterscheiden.

Nachdem alle Regionen zu einer Sequenz auf diese Weise gruppiert worden
sind, werden die in einem jeweiligen Cluster enthaltenen Varianten einer
Alignmentregion durch eine einzige Region ersetzt, die fortan all diese Varian-
ten reprasentiert (vgl. Abschnitt 2.5). Die Grenzen der neuen Region entspre-
chen dem N- bzw. C-Terminus mit der jeweils grofiten Haufigkeit innerhalb des
Clusters. Anschlieflend wird die Prozedur fiir die so erhaltenen Regionen wie-

derholt. Dies erfolgt solange, bis schliellich keine Anderung mehr eintritt und
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alle Langenvarianten einer Alignmentregion durch eine einzige Region repra-

sentiert werden.

2.6.2.2 Gruppierung korrespondierender Sequenzabschnitt®loger
Enzyme

Die Clusterung der korrespondierenden Sequenzabschnitte in homologen En-
zymen erfolgt unter Verwendung der single linkage Methode. Im Gegensatz zur
complete linkage Methode definiert diese die Distanz zwischen zwei Clustern als
die kiirzeste Distanz zwischen einem Objekt im ersten und einem Objekt im

zweiten Cluster (vgl. Abbildung 2-9).

d(r,s) = min(diist(x ;X))
cluster r

cluster s

Abbildung 2-9: Graphische Reprasentation des Distanzmafies zwischen zwei
Clustern fiir die single linkage Methode. Die Distanz der Clu-
ster entspricht der kiirzesten Distanz zwischen den Objekten
beider Cluster.

Nachdem bei der Ermittlung der Domaénenstruktur alle deckungsdhnlichen
Alignmentregionen zu einer Sequenz durch einzelne Reprasentanten ersetzt
worden sind, ergibt sich nun fiir jede Sequenz eine tiberschaubare Anzahl von
verschiedenen Regionen, iiber die sie Ahnlichkeit zu anderen Sequenzen be-
sitzt. Die Gesamtzahl all dieser Regionen fiir alle im Datensatz enthaltenen Se-
quenzen bildet die zu gruppierende Objektmenge.

Es wird mit der Sequenzpaarung begonnen, welche die groite Ahnlichkeit
besitzt, wobei der beim Alignment ermittelte Wert fiir den E-value verwendet
wird, um den Grad der Identitdt zu quantifizieren. Das dazugehorige lokale
Alignment gibt Auskunft dariiber, welche der fiir beide Sequenzen zur Verfii-

gungen stehenden Regionen einander entsprechen. Diese werden daraufthin zu
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einem Cluster zusammengefafit. Im nachsten Schritt wird der Signifikanzlevel
schrittweise erniedrigt, und es werden nach und nach weitere Ahnlichkeiten
berticksichtigt.

Um die Entwicklung der Clusterbaumes verfolgen zu kénnen, werden Zwi-
schenergebnisse fiir insgesamt zehn verschiedene Grenzwerte gespeichert. Die
Grenzwerte fiir den E-value betragen 10, 10-11°, 10-%°, 10-%°, 10-%5, 1025, 10-15, 1019,
105 und 102

2.7 Untersuchung der Clusterergebnisse

Anhand des Clusterergebnisses soll geklart werden, ob eine auf Sequenzhomo-
logie basierende Einteilung der Enzyme mit den von den Enzymen verwende-
ten Reaktionsmechanismen korreliert. Zur Klarung dieser Frage wird eine
Auswahl von Clustern getroffen, deren Enzymzusammensetzung aufgrund
ihrer funktionellen Diversitat interessant erscheint und daher auf das Vorliegen
ahnlicher Reaktionsmechanismen untersucht werden soll. Die Untersuchung

der Cluster erfolgt anhand verschiedener Kriterien.

2.7.1 Identifizierung der Domanenfunktion

Zu Beginn der Untersuchung muf geklart werden, ob die im Cluster enthalte-
nen Sequenzabschnitte tatsachlich die katalytischen Doménen der Enzyme um-
fassen. Dies geschieht mittels bestehender Sequenzdoméanensammlungen.
Sequenzdomanen werden in Form ihrer Domanendeskriptoren von wenigen
Institutionen katalogisiert und tiber das Internet zuganglich gemacht. Zu nen-
nen ist das SIB (Swiss Institute of Bioinformatics), das die sogenannte PROSITE-
Datenbank [45] pflegt und erweitert, und das Sanger-Zentrum, das mit der
Pfam-Datenbank [46] eine noch grofiere Sammlung anbietet, die aber nicht im-
mer die Sensitivitdt der analogen PROSITE-Profile erreicht. Beide Profilsamm-
lungen tiberschneiden sich zum Teil, beinhalten aber auch fiir die jeweilige
Sammlung spezifische Profile. Daneben existieren noch Profilsammlungen von
SMART [47], PRINTS [48] und BLOCKS [49], die im Rahmen dieser Arbeit je-

doch nicht verwendet wurden.
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2.7.2 ldentifizierung konservierter Sequenzpositionen

Wenn das zu betrachtende Cluster die katalytische Doménen der Enzyme ent-
halt, wird ein multiples Sequenzalignment (MSA; eine Erweiterung des paar-
weisen Alignments, bei dem drei und mehr Sequenzen miteinander aligniert
werden) der gruppierten Sequenzabschnitte erstellt.

Es stehen eine Reihe verschiedene Programme zur Erzeugung multipler
Alignments zur Verfiigung. Das verbreiteste unter ihnen ist ClustalW [50], das
ein geschwindigkeitsoptimiertes, heuristisches Verfahren verwendet und daher
auch fiir groflere Sequenzzahlen einsetzbar ist. In der vorliegenden Arbeit wur-
de jedoch dem langsameren Programm TCoffee [51] der Vorzug gegeben, da
dieses haufig Alignments besserer Qualitat erzeugt [52]. Im Falle sehr grofser
Cluster, die mehrere hundert Sequenzen enthalten, wurde indes auf das Pro-
gramm MUSCLE [53] zuriickgegriffen, das sowohl in Geschwindigkeit als auch
Alignmentqualitdt in etwa zwischen ClustalW und TCoffee rangiert.

Anhand der multiplen Sequenzalignments konnen konservierte oder kon-
servativ substituierte Aminosdurepositionen identifiziert werden, die fiir die
Funktion haufig von essentieller Bedeutung sind. So ergeben sich erste Hinwei-

se auf moglicherweise katalytisch aktive Aminosaurereste.

2.7.3 Lage der konservierten Sequenzpositionen in daesiruktur

Wenn fiir die im Cluster enthaltenen Sequenzen dreidimensionale Proteinstruk-
turen verfligbar sind, wird die Lage der im vorrangegangenen Schritt identifi-
zierten Aminosaurepositionen innerhalb der Strukturen betrachtet.

Anhand der Strukturen kann tiberpriift werden, ob die konservierten Reste
innerhalb der verschiedenen Enzyme in vergleichbarer Orientierung und Ab-
stand zueinander vorliegen. Dies ist Voraussetzung fiir einen dhnlichen Reakti-

onsmechanismus.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Praktische und theoretische Probleme der Protasifileation

Die klassische Methode, die Eigenschaften eines Proteins vorherzusagen, ba-
siert auf seiner Ahnlichkeit zu den Sequenzen bereits charakterisierter Proteine
[54]. Die zugrundeliegende Hypothese besagt, daff Eigenschaften wie Struktur
und Funktion zwischen homologen Sequenzen transferiert werden kénnen, da
diese wahrend der Evolution konserviert wurden. Diese Annahme kann im Fall
der Proteinstruktur bestatigt werden, fiir die ein direkter Zusammenhang zwi-
schen Sequenzdhnlichkeit und Konservierung der Struktur nachgewiesen wur-
de [55,56]. Im Fall der Proteinfunktion wird eine &hnliche Beziehung
angenommen, erscheint aber weit weniger gerechtfertigt [57]. So wurde bei-
spielsweise untersucht, inwieweit Sequenzahnlichkeit geeignet ist, um Enzym-
sequenzen einer spezifischen EC-Klasse zuzuordnen. Je nach verwendeten
Methoden und Bewertungskriterien erwies sich Sequenzédhnlichkeit jedoch in
bis zu 60% der Falle als unzureichend, um eine eindeutige Zuordnung

vorzunehmen [58, 59].

Die Schwierigkeiten dieses Prozesses beruhen zum Teil auf der theoretischen
Definition der Funktion, sind zum Teil aber auch auf praktische Probleme zu-
riickzufiihren [60]. Einige von ihnen, die sich aus den Analysewerkzeugen und

Datenbanken ergeben, sind

die Identifizierung dhnlicher Sequenzen in grofien Datenbanken,

» systematische Fehler bei der Detektierung von Homologen,

talsch annotierten Sequenzen in den Datenbanken und

die modulare Doméanenarchitektur vieler Enzyme.

Neben diesen praktischen Problemen erweist sich die Definition der Funktion
selbst als problematisch. Die funktionelle Klassifizierung des EC-Systems ist
eine empirische Einteilung und basiert auf den beobachteten Reaktionen. Sie ist
somit unabhdngig von der evolutiondren Abstammung oder den Reaktionsme-

chanismen der Enzyme. Infolgedessen erhalten analoge Enzyme, welche die
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gleiche Reaktion mittels verschiedener Mechanismen katalysieren, die gleiche
EC-Klassifikation, wahrend homologe Enzyme, die dhnliche Mechanismen zur
Katalyse unterschiedlicher Reaktionen verwenden, verschiedenen EC-Klassen
zugeordnet werden. Signifikante Sequenzahnlichkeit deutet also in erster Linie
auf eine dhnliche Struktur, aber nicht notwendigerweise auf eine identische
biochemische Funktion hin. Aufgrund von Sequenzhomologie lafst sich fiir ein
Protein aber oftmals die Zugehorigkeit zu einer Proteinfamilie vorhersagen.
Auch ist innerhalb einer Proteinfamilie haufig ein allgemeiner biochemischer
Wirkmechanismus, wie zum Beispiel ein enzymatischer Reaktionsmechanismus
oder die Rolle als Bindungspartner fiir einen Co-Faktor konserviert [61]. Diese
Beziehung wird in der vorliegenden Arbeit genutzt, um — unter Vermeidung
der zuvor genannten praktischen Probleme - eine auf Homologie basierende
Einteilung der Enzyme zu erstellen, die der Hypothese nach auch mit den Re-

aktionsmechanismen der Enzyme korreliert.

3.2 Der Enzymdatensatz

Die im folgenden prasentierten Ergebnisse beruhen auf UniProt Release 1.6 be-
stehend aus Swiss-Prot in Version 43.0 und TrEMBL in Version 25.13 [37]. Diese
Fassungen der Sequenzdatenbanken enthalten 146.720 bzw. 1.069.649 Sequenz-
eintrdge. Anhand des Keyword-Feldes (KW) konnen insgesamt 144.299 Enzym-

sequenzen identifiziert werden.

3.2.1 Datensatz aus Enzymen mit experimentell bestimfuaktion

Die gangige Praxis, Enzyme mit unbekannten Eigenschaften aufgrund von Se-
quenzahnlichkeit zu klassifizieren, hat dazu gefiihrt, dafs ein GrofSteil der zur
Verfligung stehenden Annotationen hypothetischer Natur ist. Wird die Klassi-
fizierung von einem versierten Anwender vorgenommen, ist diese Vorgehens-
weise meist unproblematisch. Kommen jedoch, wie bei der computergestiitzten
Annotierung ganzer Genome, automatische Methoden zum Einsatz, so bleibt
die Frage nach der Verlafilichkeit der erhaltenen Klassifikation.
Sequenzahnlichkeit ist, wie zuvor erwahnt, nur bedingt als Indikator fiir
funktionelle Ahnlichkeit geeignet. Viele der automatisch generierten Annota-

tionen konnen demzufolge falsch sein. Einmal etablierte Fehler konnen sich zu-
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dem durch mehrmaliges Kopieren der Annotation zwischen dhnlichen Sequen-
zen weiter fortpflanzen. Schatzungen gehen daher davon aus, dafd 10 bis 30%
aller Genom-Annotationen falsch sein konnten [62, 63].

Falsch annotierte Enzyme konnen die spéatere Auswertung der erhaltenen
Einteilung erheblich erschweren, da durch sie eine mechanistische Verwandt-
schaft zwischen Enzymfunktionen impliziert wird, die in Wirklichkeit nicht
besteht. Daher werden, soweit moglich, nur solche Enzymsequenzen in den
Datensatz integriert, deren funktionelle Klassifizierung auf experimentellem
Wege ermittelt wurde. Da die Datenbanken iiber keine entsprechenden Eintra-
ge verfiigen, erfolgt die Auswahl mittels Umkehrschlufs. Alle Enzymeintrage,
deren Beschreibung aufgrund bestimmter Schliisselbegriffe (vgl. Abschnitt
2.3.3) darauf schlieflen 14df3t, dafs es sich lediglich um eine hypothetische Zuord-
nung handelt, werden vom Datensatz ausgeschlossen.

Die Datenbanken enthalten iiberdies eine Vielzahl von fragmentarisch se-
quenzierten Enzymen. Da diese oftmals nur einen Teil der katalytischen Doma-
ne beinhalten, wichtige Sequenzabschnitte indes fehlen, gilt erganzend ein
Langenkriterium, das fragmentarische Enzymsequenzen ausschliefit, bzw. eine
Mindestlange der Sequenz von 100 Aminosauren garantiert.

Letztlich verbleiben so 62.875 Enzymsequenzen, die alle geforderten Kriteri-
en erfiillen. Dies entspricht etwa 43,6% der insgesamt identifizierten Enzymse-
quenzen bzw. einem Anteil von ca. 52% am Gesamtdatenbestand beider

Datenbanken.

3.2.2 Aktualisierung der EC-Klassifikation

Die EC-Klassifikation ist keine starre Einteilung, sondern unterliegt standigen
Anderungen und Aktualisierungen. Fortlaufend kommen neue EC-Klassen
hinzu, wahrend bestehende Eintrdage gelOscht, transferiert oder zusammenge-
fafst werden. Infolgedessen enthalten Swiss-Prot und TrEMBL zahlreiche Se-
quenzeintrage, deren Zuordnung nicht mehr der aktuellen EC-Klassifikation
entsprechen. Dies kann dazu fithren, daf wahrend der Clusterung vermeintlich
Enzyme unterschiedlicher Funktion miteinander assoziiert werden, obwohl
diese mittlerweile derselben Enzymklasse angehoren. Umgekehrt ist es mog-
lich, dafs Sequenzen nur scheinbar zur selben EC-Klasse gehoren, mittlerweile

jedoch unterschiedlichen Funktionen zugeordnet sind. Um den daraus resultie-
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renden Problemen bei der Auswertung des Clusterergebnisses vorzubeugen
und sicherzustellen, dafs die verwendete Einteilung tatsachlich der derzeit ak-
tuellen entspricht, werden alle im Datensatz vorkommenden EC-Klassen auf
ihre Giiltigkeit gepriift und gegebenenfalls aktualisiert.

Im hier beschriebenen Datensatz wurden 85 EC-Klassen mit insgesamt 1.158
Sequenzeintragen aktualisiert. Zwei der EC-Klassen wurden von der IUBMB
ersatzlos gestrichen. Die ihnen zugeordneten Sequenzen wurden dementspre-
chend aus dem Datensatz entfernt (vgl. Tabelle 3-22). Die Sequenzen dreier En-
zymklassen wurden auf mehrere unterschiedliche EC-Klassen verteilt. Da nicht
festgestellt werden kann, welcher neuen Enzymklasse eine jeweilige Sequenz
nun angehort, wurde der urspriinglichen EC-Nummer lediglich eine fithrende
Null zur Kennzeichnung vorangestellt. Ihre endgiiltige Zuordnung ergibt sich
dann nach Abschlufi der Clusterung. Alle iibrigen EC-Klassen wurden entspre-
chend der Vorgaben der IUBMB aktualisiert.

Tabelle 3-1: Wihrend der Aktualisierung der EC-Klassifikation geloschte
bzw. nicht einheitlich transferierte Enzymklassen

betroffene
EC-Klasse Status Sequenzen
1.12.99.2 geloscht 1

3.2.1.19 geloscht

2.1.1.24 jetzt EC 2.1.1.77, 2.1.1.80 oder 2.1.1.100

1
2
3.4.21.14 jetzt EC 3.4.21.62, EC 3.4.21.65 oder EC 3.4.21.67 3
3.4.22.17 jetzt EC 3.4.22.52 oder EC 3.4.22.53 4

3.2.3 Struktur des Enzymdatensatzes

Nach Beriicksichtigung aller Anderungen im EC-System umfaf}t die endgiiltige
Fassung des hier beschriebenen Datensatzes 62.873 Sequenzen klassifizierter
Enzyme. Diese gehoren 2.143 verschiedenen EC-Klassen an. Fiir die iibrigen der
insgesamt etwa 3.800 derzeit giiltigen Enzymklassen sind keine Sequenzen im
Datensatz enthalten.

Abbildung 3-1a zeigt die prozentuale Verteilung der Sequenzen auf die sechs
Hauptklassen der Enzyme. Etwa % aller Sequenzen entfallen auf die ersten drei

Hauptklassen der Oxidoreduktasen, Transferasen und Hydrolasen. Lediglich
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24% der Enzymsequenzen gehoren den Lyasen, Isomerasen und Ligasen an.
Die genauen Zahlenverhaltnisse sind in Tabelle 3-2 aufgefiihrt.

In Abbildung 3-1b ist fiir jede Hauptklasse die Anzahl der im Datensatz ent-
haltenen EC-Klassen dargestellt. Die sequenzreichsten Hauptklassen sind zu-
gleich auch mit den meisten Enzymklassen vertreten. Tabelle 3-2 gibt eine

Aufgliederung der Zahlenwerte entsprechend der Ebenen der EC-Klassifikation

wieder.
a) 9% b)
B Oxidoreduktasen
10% B Transferasen
Hydrolasen
O Lyasen

O Isomerasen

I3 O Ligasen

Abbildung 3-1: a) Prozentuale Verteilung der Sequenzen auf die sechs
Hauptklassen des EC-Systems b) Anzahl der im Datensatz
erhaltenen EC-Klassen fiir jede der sechs Hauptklassen

Im Durchschnitt entfallen etwa 29 Sequenzen auf eine Enzymklasse. Eine ge-
naue Betrachtung der Sequenzzahlen zeigt jedoch, dafs fiir den {iberwiegenden
Teil der EC-Klassen nur sehr wenige Sequenzen verfligbar sind. 343 (16%) der
insgesamt 2.143 vertretenen Enzymklassen sind lediglich mit einer einzelnen
Sequenz im Datensatz vertreten. Etwa 44% der EC-Klassen umfassen zwischen
2 und 10 Sequenzen. In vereinzelten Fillen enthalt der Datensatz aber auch
mehrere hundert Sequenzen zu einer einzelnen Enzymklasse. So ist beispiels-
weise die sequenzreichste Enzymfamilie der NADH-Ubichinon Oxidoredukta-

sen (EC 1.6.5.3) mit insgesamt 2140 Sequenzen im Datensatz vertreten.

1511 Enzyme des Datensatzes sind multifunktional und werden daher gleich
mehreren Enzymklassen zugerechnet. So ist beispielsweise die menschliche
Fettsaure-Synthase (Swiss-Prot-ID: FAS_HUMAN; P49327) unter insgesamt

acht verschiedenen EC-Klassen verzeichnet.
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Tabelle 3-2: Verteilung der Enzymsequenzen auf die sechs Hauptklassen des
EC-Systems und Anzahl der unterschiedlichen EC-Klassen fiir jede Ebene
der Klassifikation. Die abweichende Gesamtzahl der Sequenzen ist auf mul-
tifunktionale Enzyme zuriickzufiihren, die mehreren EC-Klassen angehoren.

Sub- EC-
Enzymklasse Sequenzen | Subklassen | g 1y ccon | Klassen
1 | Oxidoreduktasen 15.167 21 85 532
2 | Transferasen 18.729 9 26 585
3 | Hydrolasen 14.718 11 48 649
4 | Lyasen 6.744 7 15 193
5 | Isomerasen 3.318 6 16 91
6 | Ligasen 6.031 6 10 93
Insgesamt 64.707 60 200 2.143

3.3 Das Sequenzalignment

3.3.1 Sequenz- vs. Strukturvergleich

Homologe Proteine gehen auf einen gemeinsamen , Vorfahr” zuriick, aus dem
sie durch divergente Evolution hervorgegangen sind [8] und besitzen infolge-
dessen eine dhnliche raumliche Struktur und oftmals auch eine nachweisbare
Sequenzahnlichkeit [7]. Dies kann in Struktur- und Sequenzvergleichen genutzt
werden, um homologe Proteine zu identifizieren. Strukturvergleiche sind ins-
besondere geeignet, um auch entfernte Homologien aufzudecken [26], da die
Struktur eines Proteins evolutiondr starker konserviert ist als seine Sequenz
[16]. Die Ursache hierfiir besteht darin, dafs die Funktion eines Proteins im we-
sentlichen eine bestimmte Struktur erfordert, diese aber tiber verschiedene Se-
quenzen realisiert werden kann. So findet sich strukturelle Ahnlichkeit auch in
Fillen geringer Sequenzidentitdt [64, 65]. Die experimentelle Aufklarung von
Proteinstrukturen mittels Rontgenstrukturanalyse und NMR ist jedoch nur mit
groffem Aufwand moglich, wahrend die Sequenzierung von Protein- und
DNA-Sequenzen vergleichsweise einfach durchzufiihren ist. Infolgedessen ist
die Zahl bekannter Sequenzen weitaus grofier als die Anzahl aufgeklarter Pro-
teinstrukturen. In der vorliegenden Arbeit wird daher die Sequenzahnlichkeit
zur Detektierung von Homologen verwendet. Die Empfindlichkeit dieser Me-
thode ist jedoch aus oben genannten Griinden begrenzt. Geringe Sequenziiber-

einstimmungen lassen tiberdies viel Raum fiir Interpretationen.
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3.3.2 Statistische Signifikanz der Sequenzalignments

Da der gemeinsame ,, Vorfahr” homologer Proteine in der Regel nicht bekannt
ist, wird von Homologie ausgegangen, wenn eine statistisch signifikante Se-
quenzahnlichkeit vorliegt. Ahnlichkeit ist im Gegensatz zu Homologie jedoch
nicht transitiv [7]. Sequenzahnlichkeit kann quantifiziert werden, wahrend
Homologie eine Beziehung ist, die entweder besteht oder nicht besteht [9]. Ahn-
liche Sequenzen implizieren daher nicht notwendigerweise eine evolutionare
Verwandtschaft der Proteine. Aus diesem Grund erfordert ein Alignment nor-
malerweise stets eine kritische Betrachtung durch den Anwender, um sicherzu-
stellen, daf3 die ermittelte Sequenziibereinstimmung tatsdchlich signifikant ist
und infolgedessen auf eine Homologie der Sequenzen schliefien 1df3t. Die grofie
Anzahl der zu untersuchenden Sequenzen macht eine manuelle Beurteilung der
Alignments jedoch unmoglich. Daher kommt der Wahl eines geeigneten Maf3es
sowie eines geeigneten Grenzwertes zur automatischen Bewertung der

Alignments eine besondere Bedeutung zu.

3.3.2.1 DerE-value als Mal3 der Sequenzahnlichkeit

BLAST [13, 40] errechnet zu jedem Sequenzvergleich vier Werte, anhand derer
die Qualitit eines Alignments eingeschétzt werden kann (vgl. Abschnitt 2.4.2.2).
Die prozentuale Identitit der Sequenzen ist — obwohl haufig zur Quantifizie-
rung der Sequenziibereinstimmung verwendet — kaum geeignet, um Sequenzen
beziiglich ihrer Ahnlichkeit zu bewerten [66], da sie keine Information iiber die
Lange der miteinander alignierten Sequenzbereiche enthilt. Infolgedessen er-
scheint beispielsweise eine 50%ige Sequenzidentitadt iiber nur wenige Amino-
sauren signifikanter als eine 40%ige Identitat, die sich iiber die gesamte Lange
der Sequenz erstreckt. Am effektivsten erfolgt eine Beurteilung anhand des sta-
tistischen scores oder des E-values [66]. In der vorliegenden Arbeit wurde der
E-value verwendet, um den Grad der Identitiat zweier Sequenzen zu quantifizie-
ren, da dieser sowohl den fiir das Alignment ermittelten score als auch dessen
statistische Signifikanz beriicksichtigt. Die Verwendung des E-values erfordert

jedoch eine entsprechend angepafite Vorgehensweise.
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Der E-value ergibt sich, wie in Abschnitt 2.4.2.2 beschrieben, aus der Gleichung:

N
—~ (3.1)

=" 2
Sn entspricht dem normalisierten score (bit score) des Alignments. N ergibt sich
als Produkt aus m und n, wobei m die Lange der Suchsequenz und n die Grofie
des Sequenzraumes ist [40]. Wird eine Sequenz gegen eine Sequenzdatenbank
verglichen, entspricht n der Grofie der Datenbank (Summe der Aminosduren
aller enthaltenen Sequenzen). Da nicht die Lange der jeweils mit der Suchse-
quenz verglichenen Datenbanksequenz, sondern die Gesamtldnge der Daten-
bank zur Berechnung des E-values verwendet wird, ist der Wert des E-values
indirekt von der Richtung abhéngig, in der das Alignment ausgefiihrt wird.
Werden zwei sehr unterschiedlich lange Sequenzen A und B miteinander ver-
glichen, so kann der E-value, je nach Ausrichtung des Vergleichs (A = B oder
B = A), um mehrere Zehnerpotenzen differieren. Da anhand des E-values je-
doch auf eine mogliche Homologie der Sequenzen geschlossen werden soll,
wiirde dies im Grenzbereich dazu fiihren, dafy die Sequenzen, je nach Richtung
des Alignments mal als homolog und mal als nicht-homolog eingestuft wiirden.
Um sicherzustellen, dafs die verwendeten Alignments den geforderten Grenz-
wert zweifelsfrei erfiillen (vgl. Abschnitt 3.3.2.2), werden daher alle Sequenz-
vergleiche ausschlieflich in der Orientierung ausgefiihrt, die den hoheren und
somit weniger signifikanten E-value erzielt. Liegt dieser dennoch innerhalb der
gesetzten Grenzen, so kann dies mit einiger Sicherheit als Beleg fiir eine ge-
meinsame Abstammung angesehen werden.

Die gerichteten Sequenzvergleiche werden erzeugt, indem die jeweilige
Suchsequenz (Query) ausschliefilich gegen Datenbanksequenzen gleicher oder
geringer Sequenzlange verglichen wird. Dies hat jedoch eine stindige Grofien-
anderung der zum Vergleich verwendeten Datenbank zur Folge, welches sich
wiederum auf die errechneten E-values auswirkt (s. 0.). Um trotz wechselnder
Datenbankgrofie miteinander vergleichbare E-values zu erhalten, mufs daher vor
Ausfiihrung der Alignments die tatsdachliche Gesamtgrofie der Datenbank er-
mittelt und als Parameter an BLAST {iibergeben werden, so daf fiir alle E-values

die gleiche Berechnungsgrundlage gegeben ist.
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Die Beschrankung auf nur eine Alignmentrichtung bringt {iberdies eine erhebli-
che Reduktion der Zahl auszufiihrender Sequenzvergleiche mit sich. Wird, wie
bei einem ,alle vs. alle”-Alignment {iblich, der Datensatz vollstindig gegen sich
selbst verglichen, so ergibt sich die Zahl der auszufithrenden Alignments aus x?,
wobei x der Anzahl der Sequenzen entspricht. Beschrankt man sich indes auf
nur eine Richtung, verbleiben lediglich (x*(x+1))/2 Vergleiche*. Fiir den hier be-
schriebenen, aus 62.873 Sequenzen bestehend Sequenzdatensatz ergibt sich so-
mit fiir beide ,alle vs. alle”-Alignments eine Reduktion von urspriinglich
7,9 Milliarden auf etwa 3,95 Milliarden Sequenzvergleiche. Die benétigte Re-
chenzeit kann dadurch von urspriinglich vier auf 2 %2 Tage reduziert werden
(Angabe bezieht sich auf eine SunFire V880 unter gleichzeitiger Verwendung

vier der insgesamt sechs UltraSparc III/750 Prozessoren).

3.3.2.2 Bestimmung eines Grenzwertes

Es lafit sich nur schwer ein klarer Grenzwert festlegen, um zuverlassig zwi-
schen echter und zufilliger Sequenzahnlichkeit zu unterscheiden. Die Wahl
eines zu rigorosen Grenzwertes fiihrt dazu, da8 wichtige Ahnlichkeiten unbe-
riicksichtigt bleiben, wahrend ein zu permissiver Grenzwert falsche Verbin-
dungen erzeugt. E-values kleiner 103 konnen mit einiger Sicherheit als
signifikant angesehen werden, wahrend Werte iiber 10 im allgemeinen zuféllige
Ahnlichkeiten reflektieren [66]. Die Signifikanz der scores im mittleren Wertebe-
reich lafit sich indes nur schwer einschatzen.

Yona et al. (1998) konnten in ihrer Studie zeigen, dafs fiir BLASTP ein E-value
von 103 noch auf eine statistisch signifikante Ahnlichkeit der Proteine schlieen
laft. Dieser Wert wurde anhand der Verteilung aller E-values bestimmt, die sich
fiir die Suche einer Sequenz iiber die komplette Swiss-Prot ergab. Da der hier
verwendete Datensatz jedoch nur eine Auswahl aller in Swiss-Prot und
TrEMBL enthaltenen Sequenzen reprasentiert, und BLAST seitdem mehrere

Versionsanderungen erfahren hat, wurde die Giiltigkeit des Wertes nochmals

4+ Alignments, bei denen die Sequenz mit sich selbst verglichen wird, werden beibehalten. Der
so erhaltene Wert fiir den E-value stellt aufgrund der 100%igen Identitdt der miteinander ver-
glichenen Sequenzen den niedrigsten Wert dar, der im Vergleich mit der jeweiligen Suchse-
quenz erzielt werden kann und ermoglicht somit eine zusatzliche Einschitzung der
Signifikanz der {ibrigen Alignmenttreffer.
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anhand des eigenen Datensatzes tiberpriift. Abbildung 3-2 zeigt die fiir den Se-

quenzdatensatz ermittelte Verteilung der E-values.

‘I ohne Filter A mit Filter‘
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Abbildung 3-2: Gesamtverteilung aller fiir ein ,alle vs. alle“-Alignment er-
mittelten E-values fiir den Bereich von 10° bis 10. Die Ver-
teilung der Werte ist in doppelt-logarithmischer Auftragung
dargestellt. Die quadratischen Datenpunkte (m) reprisentie-
ren den Verlauf fiir das ungefilterte ,alle vs. alle”-
Alignment, wihrend die dreieckigen Datenpunkte (O) das
Ergebnis des gefilterten Alignmentlaufes kennzeichnen.

Die Anderungsrate von Aminosiuresequenzen variiert stark von Protein zu
Protein und beeinflufit folglich, wieweit der Ursprung eines jeweiligen Proteins
zuriickverfolgt werden kann. Demzufolge fillt auch die bei einer Datenbanksu-
che ermittelte Verteilung der E-values fiir jede Sequenz unterschiedlich aus. Um
einen eindeutigen Grenzwert zu erhalten ist es daher notwendig, die Einzelver-
teilungen zu mitteln. Aus diesem Grund wurde die Gesamtverteilung aller
E-values fiir ein jeweiliges , alle vs. alle”-Alignment verwendet, um einen geeig-
neten Grenzwert zu bestimmen.

Bei doppelt-logarithmischer Auftragung ist die Verteilung der niedrigen
E-values sowohl fiir das ungefilterte (durchgezogene Linie) als auch das gefilter-
te ,alle vs. alle”-Alignment (unterbrochene Linie) anndhernd linear, steigt ab

einem Wert von 10" jedoch rapide an (vgl. Abbildung 3-2). Yona et al. zufolge
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beruht die zunehmende Steigung bei hoheren E-values auf einer steigenden
Zahl von Alignments mit Sequenzen, die nicht mit der Suchsequenz verwandt
sind. Daher wird der Wert als Grenzwert gewahlt, bei dem sich die Steigung zu
dndern beginnt. Dementsprechend werden im folgenden nur solche

Alignments berticksichtigt, deren E-values kleiner 10! sind.

3.3.3 Vermeidung systematischer Fehler bei der Detekigeon Ho-
mologen

3.3.3.1 Regionen sehr kurzer Sequenzubereinstimmung

Eine erste Begutachtung der erhaltenen Sequenzalignments ergab, daf3 trotz des
gewahlten Grenzwertes Alignments von sehr geringer Lange entstehen konnen.
Die kiirzesten unter ihnen umfassen lediglich 16 Aminosauren. Aufgrund des
geringen Informationsgehalts konnen derartige Sequenziibereinstimmung nicht
als signifikant angesehen werden. Die Ahnlichkeit homologer Sequenzen er-
streckt sich in der Regel iiber die gesamte Lange einer Sequenz oder Domaéne.
Eine zuféllige Identitat von mehr als 50% tiiber eine Region von 20 bis 40 Ami-
nosduren ist hingegen recht haufig [6] und stellt folglich kein verlafiliches Indiz
fiir Homologie dar.

Da der E-value als alleiniges Kriterium nicht ausreicht, um derartige
Alignments auszuschlieffen, wird zusdtzlich ein Langenkriterium verwendet.
Dessen Lange orientiert sich an der kiirzesten im Datensatz definierten Doma-
ne. Die sogenannte SH3-Domadne ist Bestandteil vieler intrazellularer und
membrangebundener Proteine und findet sich sowohl in Enzymsequenzen als
auch in Proteinen des Zytoskeletts. Ihre durchschnittliche Lange betragt etwa
60 Aminosauren [67]. Dieser Wert wurde somit als Mindestlinge eines
Alignments definiert. Zuféllige Ahnlichkeiten dieser Lénge erscheinen eher
unwahrscheinlich und kénnen daher mit einiger Sicherheit als signifikant ange-

sehen werden.

3.3.3.2 Regionen ungewohnlicher Aminosaurezusammensetzung

Eine ungewohnliche Aminosaurezusammensetzung der Suchsequenz kann das
Resultat einer Suche stark beeinflussen. Die Statistik der Datenbanksuche ba-

siert auf der Annahme, daf$ nicht-homologe Proteine keine Sequenzédhnlichkeit
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aufweisen. Bestimmte Sequenzmuster widersprechen jedoch dieser Annahme.
Ein typischer Fall sind Sequenzbereiche geringer kompositorischer Komplexitat
(low complexity regions, kurz LCRs) [68]. LCRs sind Sequenzbereiche, die zum
Beispiel aus langen Wiederholungen eines einzelnen oder einiger weniger
Aminosduren bestehen (z. B. Poly-Alanin-Folgen, Prolin-reiche Regionen) [44].
Solche lokalen Bereiche sehr einfacher Aminosaurezusammensetzung sind sehr
verbreitet. Mehr als die Halfte aller Sequenzen in den Datenbanken enthalten
mindestens eine solche Region [69].

Die standardmaflig verwendeten Alignment- und Bewertungsverfahren sind
nicht darauf ausgelegt, die evolutiondren Prozesse, die zur Entstehung dieser
Regionen gefiihrt haben, entsprechend zu berticksichtigen. Infolgedessen kon-
nen Sequenzen, die in diesen Regionen iibereinstimmen, sehr hohe Ahnlich-
keitswerte erreichen. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dafs Alignments, deren
Ahnlichkeiten allein auf wiederholte Sequenzbereiche basieren, eine signifikan-
te Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen reflektieren. Um solche stati-
stisch signifikanten, aber evolutiondr wenig informativen Sequenz-
tibereinstimmungen zu vermeiden, wird fiir eines der alle vs. alle”-
Alignments der in BLASTP integrierte Sequenzfilter SEG [43, 44] verwendet.
Dieser maskiert die entsprechenden Abschnitte der Suchsequenz, so dafs diese
bei einem Sequenzvergleich unberiicksichtigt bleiben. Auf diese Weise konnen
Sequenzpaarungen, deren Ahnlichkeit ausschlieSlich auf Sequenzbereiche ge-
ringer kompositorischer Komplexitit beruht, vermieden werden.

Aufgrund ihrer Verbreitung konnen LCRs aber auch integrale Bestandteile
tatsdchlich homologer Sequenzabschnitte sein. Da diese in der Regel aber eine
tiber die LCRs hinausgehende Ahnlichkeit besitzen, verhindert die Verwen-
dung des Sequenzfilters in diesen Fillen das Zustandekommen eines
Alignments nicht. Es beeinflufit jedoch mitunter dessen Resultat.

Liegt ein LCR innerhalb des homologen Sequenzbereichs, so kann dessen
Maskierung die Linge des resultierenden Alignments und infolgedessen auch
den fiir das Alignment errechneten E-value beeinflussen. Ist der mittels Filter
maskierte Bereich beispielsweise N- oder C-terminal im homologen Sequenzab-
schnitt lokalisiert, so ist ein entsprechend verkiirztes Alignment die Folge. Liegt
er hingegen inmitten des homologen Sequenzabschnitts, hangt das Ergebnis
von seiner Lange ab. Ist die maskierte Region nur kurz, so kann sie von

BLASTP durch Einfiigen von gaps iiberbriickt werden. Ubersteigt sie jedoch ei-



3 Ergebnisse und Diskussion 45

ne gewisse Lange, so kann dies zu einem vorzeitigen Abbruch wahrend der
Verlangerung des Alignments fiihren (vgl. Abschnitt 2.4.2.1), in dessen Folge
dann zwei separate Alignments erzeugt werden.

Da mittels der Alignments aber nicht nur auf eine mogliche Homologie der
Sequenzen sondern anhand der erhaltenen Alignmentgrenzen auch auf die
modulare Domanenarchitektur der Proteine geschlossen werden soll, ist dieser
Effekt der Filterung unerwiinscht. Aus diesem Grund wird das ,alle vs. alle”-
Alignment nochmals ohne Einsatz des Sequenzfilters wiederholt. Die so erhal-
tenen lokalen Alignments und ihre E-values dienen schliefdlich als Grundlage
fiir alle weiteren Schritte. Es werden jedoch nur die Sequenzpaarungen des un-
gefilterten Alignmentlaufes verwendet, die auch bei Verwendung des Sequenz-
filters zustande kommen. Tabelle 3-3 gibt die Anzahl der resultierenden
Sequenzpaarungen fiir beide Alignmentldufe wieder. Die Differenz beider Wer-
te entspricht der Anzahl von Sequenzpaarungen, deren Ahnlichkeiten aus-
schlieilich auf Bereiche geringer Komplexitdt beruhen und deshalb keine

Verwendung fanden.

Tabelle 3-3: Anzahl der erhaltenen Sequenzpaarungen fiir das mit SEG gefil-
terte und das ungefilterte ,alle vs. alle”-Alignment

Alignmentlauf Zahl der Sequenzpaarungen
ohne Sequenzfilter 6.086.971

mit Sequenzfilter (SEG) 5.915.568
Differenz 171.403

3.4 Die Domanenstrukturvorhersage

3.4.1 Problematik bei der Klassifizierung modularer Engym

Die Suche nach homologen Sequenzen mittels BLAST oder dhnlicher Program-
me kann zu unterschiedlichen Resultaten fiihren. Im giinstigsten Fall erbringt
die Datenbanksuche eine klare Ahnlichkeit zu Proteinen einer Funktion, die
sich iiber die gesamte Lange der Sequenz erstreckt. Das weitaus haufigere Re-
sultat ist jedoch eine Liste von Treffern mit partieller Sequenzahnlichkeit zu

verschiedenen Proteinen mit zum Teil unterschiedlicher Funktion.
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Partielle Sequenzahnlichkeit ist meist die Folge einer modularen Proteinarchi-
tektur. Die Proteine eukaryotischer Organismen bestehen oftmals aus Kombina-
tionen mehrerer autonomer Module bzw. Domanen [31, 32]. ,Domane” ist in
diesem Zusammenhang nicht gleichbedeutend mit einer Strukturdoméne, son-
dern bezeichnet treffender eine Sequenzdomane. Der Begriff ,Strukturdoméne”
umschreibt einen sich unabhangig von der tibrigen Proteinsequenz zu einer
Tertidrstruktur faltenden Sequenzabschnitt. Der Begriff , Sequenzdomane” be-
zeichnet hingegen den Abschnitt einer Aminosauresequenz, der signifikante
Ahnlichkeit zu Abschnitten anderer Proteine besitzt. Sequenzdoménen werden
daher auch als Homologiedomanen bezeichnet. Eine Sequenzdoméne kann ei-
ner Strukturdomaéne entsprechen, aber es gibt bislang keine Studie dariiber, in
wie weit Sequenzdomanen tatsachlich mit Strukturdomanen korrelieren.
Manche Sequenzdomaénen konnen als evolutionar mobil angesehen werden,
da sie in Proteinen gleicher Domadnenzusammensetzung in unterschiedlicher
Reihenfolge, oder aber in Proteinen unterschiedlicher Doméanenzusammenset-
zung in Kombination mit ganz verschiedenen Domadnen auftreten konnen
[31, 33]. Infolgedessen besitzen Sequenzen, die aus mehreren evolutiondr mobi-
len Doméanen zusammengesetzt sind, in unterschiedlichen Sequenzbereichen
Ahnlichkeit zu verschiedenen Proteinfamilien. Solche Proteine sind daher meh-
reren Clustern gleichzeitig zuzuordnen. Hierarchische Cluster-Verfahren er-
zeugen jedoch Hierarchien disjunkter Cluster. Ein Verfahren, das disjunkt
klassifiziert, liefert "scharf getrennte" Cluster, bei dem jedes Objekt genau ei-
nem Cluster angehort. Eine umfassende Klassifizierung der Multidoméanenen-
zyme ist auf dieser Grundlage nicht moglich, und birgt tiberdies die Gefahr,

Enzymfunktionen irrtiimlich miteinander zu assoziieren:

* Besitzen zwei Enzyme nur partielle Sequenzéahnlichkeit, so kann sich diese
auf jede der enthaltenen Doménen beziehen. Dies schliefit auch jene ein,
die nicht unmittelbar mit der eigentlichen Funktion assoziiert sind, wie
zum Beispiel gemeinsame Signal-, Bindungs- oder regulatorische Doma-
nen. Eine Gruppierung der Sequenzen allein aufgrund von Ahnlichkeit zu
einer dieser Domédnen wiirde eine mechanistische Verwandtschaft zwi-

schen den Enzymfunktionen implizieren, die in Wirklichkeit nicht besteht.
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* Manche eukaryotischen Multidomédnenenzyme sind {iiberdies Multien-
zymkomplexe, in denen verschiedene Enzyme kovalent zu einer einzigen
Polypeptidkette verkniipft sind. Diese multifunktionalen Enzyme arbeiten
mittels verschiedener Mechanismen. Eine Gruppierung der vollstandigen
Sequenz wiirde ein gemeinsames Auftreten von Enzymaktivitdten inner-

halb eines Clusters implizieren, das tatsachlich nicht vorhanden ist.

* FEin weiteres Problem ergibt sich bei Verfahren, die iiber Intermediarse-
quenzen nach homologen Proteinen suchen, wie dies beim verwendeten
transitiven single linkage Verfahren der Fall ist. So ist es moglich zwei nicht
homologe Sequenzen iiber eine Intermedidrsequenz miteinander zu grup-
pieren, die je eine Doméane mit jeder der Sequenzen teilt (vgl. Abbildung
3-3). Doch nur wenn sich die Sequenzen innerhalb eines Clusters in der
gleichen Region dhneln, kann dies zur Einsichten beziiglich der Ver-

wandtschaft zwischen den verschiedenen Enzymklassen fiihren.
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Abbildung 3-3: A, B und C sind drei Multidomidnensequenzen, die aus den
Domainen D1 bis D5 bestehen. Da die Domidnen D2 und D4
in Sequenz B enthalten sind, werden die Sequenzen A und C
miteinander gruppiert, obwohl sie keine gemeinsame Do-
mane besitzen.

Aus diesen Griinden ist die Beriicksichtigung der modularen Proteinarchitektur
eine grundlegende Voraussetzung, um die Enzyme korrekt zu klassifizieren.
Nur so konnen alle Verwandtschaftsbeziehungen einbezogen und zugleich irre-
fithrende Verkniipfungen vermieden werden. Fiir einen Teil der Enzymsequen-
zen ist bisher jedoch noch keine Domanenstruktur beschrieben worden. Die
Aufgabe bestand daher zunachst darin, entsprechende Daten fiir alle im Daten-

satz enthaltenen Sequenzen zu generieren.
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3.4.2 Methoden zur Ermittlung der modularen Proteinassitir

Die Identifizierung der Doméanenstruktur einer Sequenz kann auf verschiedene
Weise erfolgen. Methoden, wie sie von den Datenbanken Dali Domain Dictio-
nary (DDD) [70], CATH [71] und SCOP [72] verwendet werden, nutzen struk-
turelle Daten um Domaénen zu lokalisieren und zuzuordnen. Doch selbst bei
Verwendung struktureller Daten ist die vollstaindige Automatisierung der Do-
méanenzuordnung kein triviales Problem [73] und erfordert iiberdies eine auf-
geklarte Struktur.

Die Identifizierung der Domanen auf Sequenzebene beruht haufig auf der
Entdeckung globaler/lokaler Sequenzahnlichkeit zwischen der untersuchten
Sequenz und Doménensequenzen in Datenbanken wie zum Beispiel Pfam [46].
Es ergeben sich jedoch Schwierigkeiten bei der Aufklarung der Doméanenstruk-
tur, wenn die Suche gegen die Datenbank keine signifikante Ahnlichkeit zu be-
kannten Domaénen erbringt. In solchen Fallen wird ein ab initio Verfahren fiir
die Domanenstrukturvorhersage benétigt.

Bisher existieren nur wenige Verfahren, um Domanen allein anhand von Se-
quenzinformationen vorhersagen. Diese sind zudem nur selten vollstandig au-
tomatisiert. Sie basieren im wesentlichen auf der Suche nach Homologen (z. B.
mittels iterativer PSI-BLAST Suchen (ProDom) [74] oder Hidden Markov Model
Profilen (Pfam) [46]) und anschliefSfenden multiplen Sequenzalignments. Wah-
rend das optimale Alignment von zwei Sequenzen mittels eines Computers
recht schnell berechnet werden kann, ist dies beim multiplen Sequenzalignment
nicht mehr ohne weiteres moglich, da die Komplexitat mit der Anzahl der Se-
quenzen drastisch zunimmt. Daher werden in der Regel Heuristiken verwen-
det, die beispielsweise zuerst einen phylogenetischen Baum berechnen, und
davon ausgehend jeweils paarweise Alignments durchfiihren. Nichtsdestotrotz
bleiben multiple Sequenzalignments zeit- und rechenintensiv und sind daher
auf relativ geringe Sequenzzahlen begrenzt. Im vorliegenden Fall gilt es jedoch,
wahrend eines Programmlaufes die Domanenstruktur von mehreren zehntau-
send Sequenzen zu ermitteln. Um eine ausreichende Geschwindigkeit zu erzie-
len wurde daher eine eigene Methode entwickelt, um fiir eine gegebene

Proteinsequenz putative Sequenzdomanen und ihre Grenzen vorherzusagen.
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3.4.3 Domanenstrukturvorhersage mittels lokaler Sequegrrakents

Bei der verwendeten Methode handelt sich um eine intuitive Prozedur, die von
der Priamisse ausgeht, dal sich die Ahnlichkeit homologer Sequenzen iibli-
cherweise iiber die gesamte Lange einer Sequenz oder Domaéne erstreckt. Dem-
zufolge sollte sich anhand der relativen Positionen der lokalen Alignments zur
Suchsequenz die Lage und Ausdehnung der einzelnen Domaéanen bestimmen
lassen. Dies soll im folgenden anhand eines Multidoméanenenzyms bekannter

Domanenstruktur illustriert werden:

Das multifunktionale AROM-Enzym aus Saccharomyces cerevisiae (Swiss-Prot-
ID: ARO1_YEAST; P08566) besteht aus fiinf monofunktionalen Domanen [75].
Das Enzymsystem arbeitet sequentiell indem es fiinf aufeinanderfolgende,
durch gemeinsame metabolische Intermediate miteinander verbundene Reak-
tionen in der prechorismaten polyaromatischen Aminosaurebiosynthese kataly-
siert (vgl. Tabelle 3-4). Der Vorteil einer solchen Anordnung besteht darin, dafs
die Synthese der einzelnen Enzyme koordiniert ist. Zudem konnen instabile
Zwischenprodukte geschiitzt und effizient von einem aktiven Zentrum zum
nachsten weitergeleitet werden, ohne das Aggregat zu verlassen. Damit werden

die Diffusionszeiten erheblich verkiirzt und Nebenreaktionen minimiert.

Tabelle 3-4: Das multifunktionale AROM-Enzym aus Saccharomyces cerevi-
siae katalysiert fiinf aufeinanderfolgende, durch gemeinsame
metabolische Intermediate miteinander verbundene Reaktionen.

Domaéne Reaktion
3-Dehydroquinat Synthase 3-Deoxy-arabino-heptulonat-7-phosphat =
(EC4.2.3.4) 3-Dehydroquinat + Phosphat
3-Dehydroquinat Dehydratase | 3-Dehydroquinat = 3-Dehydroshikimat +
(EC 4.2.1.10) H-0
Shikimat Dehydrogenase 3-Dehydroshikimat + NADPH + H*=
(EC1.1.1.25) Shikimat + NADP*

Shikimat Kinase Shikimat + ATP = Shikimat-3-phosphat +
(EC2.7.1.71) ADP

3-Phosphoshikimat Shikimat-3-phosphat + Phosphoenol-
1-carboxyvinyltransferase pyruvate = Phosphat +

(EC2.5.1.19) 5-O-(1-Carboxyvinyl)-3-phosphoshikimat
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Das Verfahren zur Vorhersage der Domanengrenzen verwendet einen Algo-
rithmus, um diejenigen Aminosaurepositionen innerhalb der Suchsequenz zu
identifizieren, die mit den N- oder C-Termini der Datenbanktreffer aligniert
wurden. Zudem wird fiir jede Position die Haufigkeit ermittelt, mit der sie als
N- bzw. C-Terminus dient. Sequenzpositionen, die sowohl als N- als auch als C-
Terminus lokaler Alignments fungieren, haben eine erhohte Wahrscheinlich-
keit, die Grenzen zwischen zwei Domanen zu markieren und erhalten daher
eine hohere Bewertung, die sich als Summe der N- und C- terminalen Haufig-

keitswerte ergibt.

Fiir das hier betrachtete AROM-Enzym ergeben sich wiahrend der
,alle vs. alle”-Sequenzvergleiche 429 Alignments, die alle geforderten Kriterien
erfillen (vgl. Abschnitt 2.4.2.3). Abbildung 3-4 zeigt eine graphische
Reprasentation ihrer N- und C-Termini entlang der Sequenz (vgl. Abschnitt
2.5).
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Abbildung 3-4: Graphische Reprasentation der N- (blau) und C-Termini (rot)
aller 429 zur Swiss-Prot Sequenz ARO1_YEAST verfiigbaren
lokalen Sequenzalignments.
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Die graphische Darstellung veranschaulicht, dafs sich die N- und C-Termini der
Alignments nicht zufallig tiber die Sequenz verteilen, sondern sich der Hypo-
these entsprechend auf bestimmte Sequenzbereiche konzentrieren. Dazwischen
liegen wiederum Sequenzabschnitte, in denen sich keine oder nur sehr wenige
Alignment-Termini befinden. Eine farbliche Unterscheidung der verschiedenen
Termini offenbart, dafs diese Abschnitte jeweils von N- und C-Termini flankiert
werden. Daraus lafst sich ableiten, dafs sich das Enzym in insgesamt fiinf Se-

quenzdomaénen gliedert.

Der néchste Schritt besteht darin, die Grenzen der Sequenzdoménen zu ermit-
teln. Obwohl sich die grundlegende Struktur des Enzyms bereits abzeichnet,
unterscheiden sich die Grenzen der verschiedene Alignments mitunter erheb-
lich voneinander. So erstrecken sich die 429 Alignments tiber insgesamt 225 un-
terschiedliche Sequenzbereiche und umfassen 98 unterschiedliche N- sowie 111
verschiedene C-Termini. Als mogliche Ursache der Varianz kommen verschie-

dene Faktoren in Betracht:

* Die Domaénen eines Multidoméanenproteins grenzen nur selten unmittelbar
aneinander, sondern sind meist tiber sogenannte Interdomanen-Linker mit-
einander verkniipft [76]. Die Ahnlichkeit zwischen den Domanen verschie-
dener Proteine kann sich bis in diese Sequenzbereiche hinein erstrecken.
Beziehen die verschiedenen Alignments zu einer Doméane unterschiedliche
Anteile des Interdomanen-Linkers mit ein, sind variierende Termini die

Folge.

* Groflere Variationen der Alignmentregionen sind auf Insertions- bzw. Dele-
tionsereignisse zuriickzufithren, die eine entsprechend verldngerte bzw.
verkiirzte Variante der jeweiligen Doménen zur Folge haben. Wo Struktur-
daten verfiigbar sind, zeigt sich, dafy die dreidimensionale Struktur der be-
troffenen Domdne in der Regel trotz Insertion erhalten bleibt. Die
eingefligten Sequenzabschnitte befinden sich in der Regel in einer der Pro-
teinoberflache zugewandten Schleife (Loop) und haben daher nur wenig
Einfluf§ auf die Struktur der eigentlichen Domane. Dies erklart auch, wes-
halb die eingefiigten Sequenzabschnitte funktionell toleriert werden kon-

nen [77].
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* Eine besondere Form der Insertion sind ineinander verschachtelte Doma-
nen (nested domains). Manche Domanen sind durch die Insertion einer oder
mehrerer anderer Domanen unterbrochen. So liegt beispielsweise die IMP-
Dehydrogenase/GMP-Reduktase-Doméane (IMPDH) in den meisten Se-
quenzen, die diese Doméne enthalten, kontinuierlich vor. In einigen Fallen
ist die lineare Sequenz der IMPDH-Domane jedoch durch die Insertion von
Cystathionin-B-Synthase-Domédnen  (CBS)  unterbrochen [77] (vgl.
Abbildung 3-5). Solche diskontinuierlichen Domédnen konnen zu partiellen

Alignments fiithren, die nur einen Teil der Domé&ne umfassen.

o IPDH E MPDHL

Abbildung 3-5: Manche Dominen liegen aufgrund der Insertion einer oder
mehrerer anderer Domédnen diskontinuierlich vor. So ist bei-
spielsweise die IMP-Dehydrogenase/GMP-Reduktase-Do-
mdne (IMPDH) in einigen Fillen durch die Insertion von
Cystathionin-B-Synthase-Domainen (CBS) unterbrochen.

Quelle: Sanger Institute (www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/)

Um unter der Vielzahl verschiedener Termini die Domédnengrenzen zu ermit-
teln, wurde versucht, den unterschiedlichen Ursachen der Varianz Rechnung
zu tragen. Das dazu entwickelte Verfahren gliedert sich in zwei aufeinanderfol-
gende Schritte. Wahrend des ersten Schrittes werden zundchst nur die
Alignment-Termini betrachtet, unabhangig davon, iiber welche Sequenzberei-
che sich die dazugehorigen Alignments erstrecken. Auf diese Weise ist es mog-
lich, auch die Termini sehr unterschiedlich langer Alignments miteinander zu
korrelieren. Ziel des Schrittes ist es, alle geringfiigigen Variationen eines Termi-
nus, wie sie beispielsweise infolge von Interdoméanen-Linker entstehen, auf eine
einzelne, reprasentierende Position zuriickzufiihren.

Eine Analyse der Interdomdnen-Linker ergab, dafs ihre durchschnittliche
Lange 10 +5,8 Aminosduren betragt [78]. Es wird daher davon ausgegangen,
dafs alle Alignment-Termini, die sich innerhalb dieser Reichweite zueinander
befinden, verschiedene Varianten desselben Doméanenterminus reprasentieren.
Dementsprechend wird die Sequenz in Abschnitte von je 15 Aminosduren un-

terteilt. Anschliefend werden alle Termini eines jeweiligen Typs, die sich in-
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nerhalb des gleichen Abschnitts befinden, durch einen einzelnen Repréasentan-
ten ersetzt (vgl. Abschnitt 2.5). Als Reprasentant wird der Terminus innerhalb
des Abschnitts gewahlt, dessen Position am haufigsten als N- bzw. C-Terminus
eines Alignments fungiert, da dieser eine erhohte Wahrscheinlichkeit besitzt,
die Grenze der Domadne zu markieren. Abbildung 3-6 sowie Tabelle 3-5 veran-

schaulichen, wie sich die Zahl der Alignment-Termini infolgedessen verringert.

\I N-Termini B C-Termini ‘
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Abbildung 3-6: Graphische Reprasentation der N- (blau) und C-Termini (rot)
aller nach dem ersten Schritt der Doméanenstrukturvorhersa-
ge zur Swiss-Prot Sequenz ARO1_YEAST verbliebenen
Alignmentregionen.

Im zweiten Schritt werden nicht mehr nur die Termini sondern auch Lage und
Ausdehnung der einzelnen Alignments betrachtet. Ziel dieses Schrittes ist es,
auch grofiere Variationen einer Alignmentregion, wie sie infolge von Insertio-
nen entstehen, auf einen einzelnen, reprasentativen Bereich der Sequenz zu-
riickzufiihren. Dazu werden alle nach dem ersten Schritt verbliebenen
Alignmentregionen miteinander verglichen und entsprechend ihrer Ahnlichkeit
gruppiert. Die Ahnlichkeit der Alignmentregionen bemifdt sich an der Anzahl
ihrer nicht iiberlappenden Aminosduren. Je geringer diese ausfallt, desto dhnli-
cher sind die Sequenzbereiche, iiber die sich die Alignments erstrecken. Um

blofie Langenvarianten eines Sequenzbereichs von solchen Alignments zu un-
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terscheiden, die auch benachbarte Doméanen mit einschliefSen, wird eine maxi-
mal zuldssige Langendifferenz definiert. Diese orientiert sich erneut an der kiir-
zesten im Datensatz definierten Domane (vgl. Abschnitt 3.3.3.1). Die SH3-
Domane umfafit etwa 60 Aminosauren [67]. Um wahrend der Clusterung keine
benachbarten Doménen in das Cluster zu inkorporieren, mufs der zuldssige
Langenunterschied folglich unterhalb dieses Wertes rangieren. Nach Tests mit
verschiedenen Grenzwerten wurde die N- wie C-terminale Differenz letztlich
auf 45 Aminosduren beschrankt und entspricht somit der Grofie dreier Ab-

schnitte des vorangegangen Schrittes.
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Abbildung 3-7: a) Beim single linkage Verfahren reicht es aus, wenn die bei-
den dhnlichsten Objekte zweier Cluster dem Grenzwert ge-
niigen. Dies kann im Verlauf der Clusterung zur
Kettenbildung fiihren, in deren Folge auch benachbarte Do-
manen mit eingeschlossen werden. b) Das complete linkage
Verfahren beriicksichtigt hingegen alle Einzelbeziehungen.
Homologe Cluster sind die Folge.

Zur Clusterung der dhnlichen Alignmentabschnitte wird das complete linkage
Verfahren verwendet, da dieses im Gegensatz zum single linkage Verfahren, das
im spadteren Verlauf Anwendung findet, nicht zur Kettenbildung tendiert
(vgl. Abschnitt 3.5 und Abbildung 3-7a). So wird sichergestellt, dafs die grup-
pierten Alignmentregionen tatsdchlich dieselbe Sequenzregion umfassen
(vgl. Abbildung 3-7b). Nach Abschlufs der Clusterung wird fiir jedes Cluster
der N- und C-Terminus mit der jeweils grofiten Haufigkeit innerhalb des Clu-
sters ermittelt. Diese bilden fortan die Grenzen des im Cluster enthaltenen Se-
quenzbereichs. Da infolge des Prozesses Sequenzabschnitte entstehen konnen,
deren Langendifferenz nun innerhalb des Grenzwertes von 45 Aminosauren
rangiert, wird die Clusterung anschliefSend nochmals mit den so erhaltenen Re-
gionen wiederholt. Dies erfolgt solange, bis keine Anderung der Grenzen mehr

eintritt. Abbildung 3-8 zeigt das Endergebnis dieses Prozesses.
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Abbildung 3-8: Graphische Reprasentation der N- (blau) und C-Termini (rot)
aller nach dem zweiten Schritt der Doméanenstrukturvorher-
sage zur Swiss-Prot Sequenz ARO1_YEAST verbliebenen
Alignmentregionen.

Die graphische Darstellung veranschaulicht, daf$ sich die Zahl der Alignment-
Termini infolge des letzten Schrittes nochmals deutlich reduziert hat. Durch die
Kombination beider Schritte lassen sich die urspriinglich 225 Alignment-
regionen auf nur 17 unterschiedliche Sequenzbereiche zuriickfithren
(vgl. Tabelle 3-5). Tabelle 3-6 enthdlt eine Auflistung der verbliebenen
Alignmentregionen sowie die Zahl der Alignments, die sich {iber jede dieser

Regionen erstreckt.

Tabelle 3-5: Reduktion der Alignmentregionen im Verlauf der Methode

Stufe der Dominen- Anzahl unterschiedlicher Alignmentregionen
strukturvorhersage ARO1_YEAST gesamter Datensatz
Ausgangswert 225 4.120.028
1. Schritt 62 1.169.505
2. Schritt 17 306.042
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Tabelle 3-6: Durch die Kombination beider Methoden 1df3t sich die Zahl der
unterschiedlichen Alignmentregionen von urspriinglich 225 auf
17 reduzieren. Die Tabelle zeigt deren Lage sowie die Zahl der
Alignments, die sich iiber jede der Regionen erstreckt.
Alignmentregionen, die sich iiber dhnliche Sequenzbereiche
erstrecken, sind zu Gruppen zusammengefafit. Die Region in-
nerhalb jeder Gruppe, welche die Mehrzahl der Alignments auf
sich vereint, ist durch Fettdruck hervorgehoben.

Alignmentregion Zahl der

Gruppe N-Terminus | C-Terminus | Alignments
1 15 1573 5
15 381 21
2 66 381 92
358 865 2

422 702

3 422 783
422 865 115
494 865 1
888 982 4
4 888 1036 54
5 1101 1299 25
1101 1500 1
6 1101 1573 2
1155 1573 2
1311 1466 14
7 1311 1573 88
1359 1573 1

Die 17 verbliebenen Alignmentregionen lassen sich entsprechend des von ihnen
erfaiten Sequenzbereichs in sieben Gruppen gliedern (vgl. Tabelle 3-6). Zwei
dieser Gruppen (Gruppe 1 und 6) reprasentieren Alignments, die sich iiber ei-
nen Bereich von mehreren Sequenzdomaianen erstrecken. Die {iibrigen fiinf
Gruppen zeigen von einer Ausnahme abgesehen keine Uberlappung zueinan-
der und verkorpern die verbliebenen Langenvarianten zu den fiinf Sequenz-
doménen des Enzyms. Anhand der Alignmentzahl laf3t sich fiir jede dieser
Gruppen die Sequenzregion bestimmen, die am wahrscheinlichsten die Gren-
zen der jeweiligen Domaéne reprasentiert. Tabelle 3-7 enthalt eine Gegentiber-

stellung dieser Werte zu den Angaben aus anderen Datenbanken.
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Tabelle 3-7: Gegeniiberstellung der zu ARO1_YEAST ermittelten Doméanen-
grenzen und den Angaben aus den Datenbanken Swiss-Prot,

Pfam und PRODOM
Datenbank eigene
Domaine .
Swiss-Prot Pfam Prodom | Methode
3-Dehydroquinat Synthase 1-392 17-367 23-399 66-381
. 412-701
i’lézi’s};ioiﬁkﬁis forase | 404-866 | 411-865 | 703-830 | 422-865
yviny 845-877
. ) 895-1032
Shikimat Kinase 887-1060 897-1064 1033-1101 888-1036
3-Dehydroquinat 1061-1293 | 1077-1297 | 1102-1302 | 1101-1299
Dehydratase
1311-1394
Shikimat Dehydrogenase | 1306-1588 | 1324-1574 | 1403-1502 | 1311-1573
1531-1584

Alle tiibrigen der verbliebenen Alignmentregionen reprasentieren vergleichs-
weise selten auftretende Varianten der jeweiligen Domaéne, deren Langenunter-
schiede mehr als 45 Aminosduren betragen. Bei einigen von diesen liegt die
Differenz nur geringfiigig oberhalb dieses Grenzwertes (1311-1573/1359-1573).
Es sind jedoch auch Alignments darunter, deren Langenunterschied mehr als
100 Aminosauren betragt (422-702/422-865, 1311-1466/1311-1573).

Die biologische Bedeutung dieser im Vergleich zur durchschnittlichen Lange
soviel kiirzeren Domanenvarianten ist unklar. Es mufS jedoch zundchst davon
ausgegangen werden, dafl auch sie funktionsfihige Formen der jeweiligen Do-
manen reprasentieren. Wenn diese bereits zur Ausiibung der Funktion ausrei-
chen, stellt sich die Frage, worin sich die langeren Formen der Doméanen von
diesen unterscheiden. Handelt es sich bei den zusatzlichen Sequenzbereichen
lediglich um funktionsneutrale Insertionen, oder beeinflufit sie moglicherweise
die Art der Reaktion? Manche dem Kernbereich einer katalytischen Doméne
angehédngten Sequenzabschnitte scheinen fiir eine bestimmte EC-Klasse charak-
teristisch zu sein und kommen nur in dieser vor. Die Langenvarianten konnten
somit auf die mogliche Existenz submodularer Funktionseinheiten hinweisen,
die dem eigentlich katalytischen Abschnitt der Doméne vor- oder nachgelagert

sind und so beispielsweise die Spezifitat der Reaktion beeinflussen.
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Ein moglicher Hinweis auf die Existenz solcher submodularen Einheiten ergibt
sich aus dem Vergleich zu den von Prodom ermittelten Domanen
(vgl. Tabelle 3-7). Wahrend Swiss-Prot und Pfam je fiinf Doménen angeben,
deren Grenzen der jeweils haufigsten Alignmentvariante der eigenen Methode
entsprechen, unterteilt Prodom die Sequenz in zehn separate Doméanen. Zwei
von diesen korrelieren mit den Angaben der anderen Datenbanken. Bei den
tibrigen Sequenzbereichen zeigt Prodom jedoch eine feinere Gliederung, welche
die jeweilige Region nochmals in zwei bis drei separate Domdnen unterteilt.
Zumindest in einem Fall besteht eine auffallende Ubereinstimmung zwischen
einer von Prodom postulierten Doméne (412-701) und einer der eigenen
Alignmentvarianten zu diesem Sequenzbereich (422-702) (vgl. Tabelle 3-6).

In Anbetracht der zum Teil erheblichen Langenunterschiede und den mogli-
cherweise damit verbundenen Unterschieden in der Reaktion werden daher
nicht nur die fiinf haufigsten Formen der Domanen, sondern alle zu diesem
Zeitpunkt verbliebenen Alignmentvarianten der Clusteranalyse unterzogen.
Fiir den gesamten Datensatz ergeben sich so 306.042 zu gruppierende Sequenz-
abschnitte (vgl. Tabelle 3-5). Die zu deren Ermittlung bendtigte Rechenzeit be-
trug weniger als 3 ¥2 Stunden (Angabe bezieht sich auf eine SunFire V880 unter

Verwendung eines der insgesamt sechs UltraSparc III/750 Prozessoren).

3.5 Die Clusteranalyse

Nachdem im vorangegangenen Schritt die Sequenzbereiche bestimmt wurden,
{iber die ein jeweiliges Enzym Ahnlichkeit zu anderen Enzymen des Datensat-
zes besitzt, geht es im folgenden darum, die analogen Sequenzabschnitte der
verschiedenen Enzyme entsprechend ihrer Ahnlichkeit zu gruppieren.

Zur Clusterung der korrespondierenden Sequenzabschnitte wird das single
linkage Verfahren verwendet. Bei diesem Verfahren werden jeweils diejenigen
zwei Cluster vereint, deren dhnlichste Nachbarobjekte die geringste Distanz
zueinander aufweisen, d. h. das Verhaltnis zwischen je einem Objekt des einen
und des anderen Clusters definiert den Abstand zwischen beiden Clustern. Die
tibrigen Objekte der Cluster spielen dagegen keine Rolle (vgl. Abschnitt 2.6.2.2).

Dadurch, dafs nur zwei nahe beieinander liegende Einzelobjekte tiber die Fu-
sionierung zweier Cluster entscheiden, birgt diese Methode die Gefahr der Bil-

dung langgestreckter Cluster (Kettenbildung). Es kann jedoch dem
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angestrebten Ziel der gewiinschten Klassifizierung widersprechen, wenn zwei
Objekte ein- und desselben Clusters eine grofiere Distanz zueinander aufweisen
als Objekte verschiedener Cluster. Der Vorteil dieser Methode besteht indes
darin, dafS sie besonders geeignet ist, um auch entfernt verwandte Objekte zu
identifizieren. Die Eigenschaft, Objekte auch ohne direkte Ahnlichkeit {iber In-
termedidrobjekte miteinander assoziieren zu konnen, entspricht dem Prinzip
der Transitivitat und ermoglicht es so, Homologe iiber ein Mafi der direkten

Sequenzidentitat hinaus zu ermitteln.

3.5.1 Ubersicht tiber den Verlauf der Clusterung

Der Clusterprozefs wird mit der Sequenzpaarung begonnen, welche die grofite
Ahnlichkeit zueinander aufweist, wobei der beim ungefilterten ,alle vs. alle”-
Alignment ermittelte E-value verwendet wird, um den Grad der Identitdt zu
quantifizieren. Das dazugehorige lokale Alignment gibt Auskunft dartiber,
welche Sequenzbereiche beider Enzyme einander entsprechen. Diese werden
daraufhin zu einem Cluster vereint. Im Anschluf$ daran wird der Signifikanzle-
vel schrittweise erniedrigt, und es werden nach und nach weitere Ahnlichkeiten
berticksichtigt. Um den Verlauf der Clusterung verfolgen zu konnen, werden

Zwischenergebnisse fiir insgesamt zehn verschiedene Grenzwerte gespeichert.

In Tabelle 3-8 ist eine Zusammenfassung des Clusterungsverlaufs dargestellt.
Fiir jeden der zehn verwendeten Grenzwerte ist die Gesamtzahl der bis dahin
erhaltenen Gruppierungen angegeben. Dariiber hinaus ist dargestellt, wie viele
Cluster einer jeweiligen Grofie entstehen. Abbildung 3-9 veranschaulicht, wie
sich die Zahl der Cluster mit sinkender Signifikanz des zur Clusterung ver-
wendeten Grenzwertes sukzessive verringert. Bei niedrigen E-values werden
zunachst nur solche Sequenzabschnitte in einem gemeinsamen Cluster vereint,
die eine sehr hohe Sequenziibereinstimmung besitzen. Aus biologischer Sicht
ergeben sich so Gruppen hochkonservierter Unterfamilien. Mit abnehmender
Signifikanz des Grenzwertes werden schrittweise auch geringere Ahnlichkeiten
berticksichtigt, so dafs einzelne Cluster zu grofieren Gruppen zusammengefafst

werden und sich ihre Zahl infolgedessen verringert. So verteilen sich die
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Tabelle 3-8: Anzahl und Grofien der Cluster bei verschiedenen Grenzwerten

Clustergrofse (Objektzahl) Gesamtzahl
Grenzwert
>100 | 51-100 | 21-50 11-20 6-10 2-5 1 der Cluster
10180 24 44 136 240 576 | 4.897 | 272.297 278.214
10110 73 115 280 460 868 | 5.908 | 241.898 249.602
1080 116 151 363 514 950 | 5.615 | 224.095 231.804
100 198 211 445 563 903 | 4.685 | 197.103 204.108
103 258 246 485 546 823 | 4.203 | 174.193 180.754
10 296 265 488 533 840 | 4.167 | 149.773 156.362
105 340 271 500 567 822 | 4.464 | 112.163 119.127
1010 376 285 481 578 877 | 4.745 | 82.013 89.355
10° 404 270 488 563 918 | 5.496 | 37.972 46.111
102 370 248 457 553 975 | 6.283 | 2.745 11.631
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Abbildung 3-9: Entwicklung der Clusterzahl in Abhingigkeit vom E-value.
Zu Beginn werden nur sehr dhnliche Sequenzabschnitte
gruppiert. Mit sinkender Signifikanz des Grenzwertes wer-
den dann auch geringere Ahnlichkeiten beriicksichtigt, so
dafl einzelne Cluster zu grofleren Gruppen zusammengefafit
werden. Die weifien Datenpunkte (o) markieren die Grenz-

werte, fiir die ein Zwischenergebnis gespeichert wurde.
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306.042 zu gruppierenden Sequenzabschnitte bei einem Grenzwert von 1018
noch auf 278.214 separate Cluster, wahrend bei einem Wert von 10?2 lediglich
11.631 Cluster verbleiben. Im gleichen Mafse, mit dem sich die Gesamtzahl der
Cluster verringert, nimmt die Grofie der entstandenen Cluster zu. So erhoht
sich die Anzahl der Cluster mit mehr als hundert Objekten kontinuierlich von
24 (10%%) auf iiber 400 bei einem Grenzwert von 10°. Bei einem Wert von 102
verringert sich deren Zahl jedoch wieder, was darauf hinweist, dafd bei Grenz-
werten oberhalb von 10° mehrere grofie Cluster miteinander fusioniert werden

(vgl. auch Abbildung 3-10).

3.5.2 Bestimmung eines Grenzwertes

Das Grundprinzip der Clusteranalyse besteht darin, die einzelnen Objekte eines
Datensatzes derart in Gruppen (Cluster) zu sortieren, daff gruppeninterne
Ahnlichkeiten maximiert werden, wihrend die Ahnlichkeiten zwischen den
verschiedenen Clustern minimiert werden. Dabei ergeben sich sowohl die Zu-
ordnungen der einzelnen Objekte als auch die Anzahl der erhaltenen Cluster
allein anhand des verwendeten Datenmaterials.

Der entscheidende Schritt im Verlauf der Analyse ist es, diejenige Stufe fest-
zulegen, nach welcher die Prozedur abzubrechen ist. Man hofft, dafy sich zu
einem gegebenen Zeitpunkt eine intuitive, d. h. natiirliche Gruppierung derart
ergibt, dafs man eine bearbeitungsfahige Anzahl verschiedener Cluster erhilt.
Ebenso wie es mehrere verschiedene Moglichkeiten zur Bestimmung der
Distanz zwischen den Clustern gibt, existieren auch unterschiedliche Ansatze
zur Feststellung der finalen Stufe einer Clusteranalyse, wobei die verschiedenen
Methoden nicht notwendigerweise zum selben Ergebnis fithren miissen. Derar-
tige Orientierungsregeln sind aber notwendig, da die ,richtige” Anzahl von

Clustern nur selten offensichtlich ist.

Eine mogliche Methode, die Abbruchstufe festzulegen, ist eine graphischen
Darstellung der Clusterzahl als Funktion der Analysestufe. Sollte sich zu ir-
gendeinem Zeitpunkt der Clusterung die Gesamtzahl der verbleibenden Clu-
ster abrupt verringern, so kann dieser ,Kollaps” des Clusterbaums als Indiz
dafiir gewertet werden, dafS von diesem Augenblick an auch Sequenzanschnitte

miteinander gruppiert werden, die das Kriterium der Homologie nicht erfiillen.
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Der Verlauf des entsprechenden Graphen (vgl. Abbildung 3-9) zeigt zwar, dafs
sich die Abnahme der Clusterzahl zu den hoheren Grenzwerten hin beschleu-
nigt, dabei handelt es sich jedoch um einen kontinuierlichen Prozef;, der keine
explizite Abbruchstufe erkennen lafit. Ursache fiir die beschleunigte Abnahme
der Clusterzahl ist die groflere Zahl der Alignments, die zu den hoheren
Grenzwerten existiert (vgl. Abbildung 3-2). So besitzen %5 aller beim Sequenz-
vergleich erhaltenen Alignments E-values > 10%. Infolgedessen werden mit
abnehmender Signifikanz des zur Clusterung verwendeten Grenzwertes auch
mehr Sequenzabschnitte respektive Cluster miteinander assoziiert, als dies bei

niedrigen E-values der Fall ist.

Eine weitere Moglichkeit, eine Abbruchstufe festzulegen, besteht darin, die
Grofienentwicklung des jeweils grofiten Clusters zu verfolgen. Dazu wird nach
jeder Analysestufe die Grofie des jeweils objektreichsten Clusters ermittelt (vgl.
Abbildung 3-10).

Clustergrofie
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Abbildung 3-10: Graphische Repriasentation der Grolenentwicklung des je-
weils grofiten Clusters in Abhingigkeit vom E-value. Bei
niedrigen E-values ist nur ein geringer Grofienzuwachs zu
verzeichnen. Bei hoheren Grenzwerten nimmt die Cluster-
grofie hingegen sprunghaft zu.
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Zu Beginn der Analyse werden nur kleine, sehr dhnliche Cluster vereinigt, so
dafs die Groflendanderung nur gering ausfallt. Am Ende der Prozedur sind hin-
gegen nur noch wenige Cluster vorhanden, die durch grofiere Abstiande von-
einander getrennt sind. Ist eine Stufe auszumachen, bei welcher die
Clustergrofie einen markanten Sprung macht, so ist die Analyse unmittelbar
vor dieser Stufe zu beenden. Dabei kommt es auch vor, dafs mehrere Stellen als
Abbruchpunkt in Frage kommen, was die Subjektivitat der Methode ausmacht.
So kommen anhand der Abbildung 3-10 theoretisch mindestens drei Stellen in
Betracht: nach einem E-value von 10%,10"° und 10. Den Ausschlag dafiir, daf3
letztlich ein E-value von 107° als Ausgangswert fiir die Betrachtung der Cluster
gewahlt wurde, gab einerseits die Anzahl der resultierenden Cluster, die an-
sonsten unerwiinscht grofs ausgefallen ware und eine Auswertung zusatzlich
erschwert hdtte, und andererseits die Verlafilichkeit der erhaltenen Gruppie-

rungen, die bei niedrigen E-values generell hoher ist.

3.6 Ergebnis der Clusteranalyse

3.6.1 Zahl der erhaltenen EC-Kombinationen

Anhand des Clusterergebnisses soll untersucht werden, ob Enzyme, die homo-
log zueinander sind, gemafs EC-Klassifikation jedoch unterschiedliche Reaktio-
nen katalysieren, dhnliche enzymatische Reaktionsmechanismen zu deren
Realisierung verwenden.

Tabelle 3-9 enthilt eine Ubersicht dariiber, wie viele Paarungen zwischen
verschiedenen EC-Klassen im Verlauf der Clusteranalyse zustande kommen,
wie viele unterschiedliche EC-Klassen daran beteiligt sind und auf welcher
Ebene der EC-Klassifikation sich diese voneinander unterscheiden. Da es nicht
moglich ist, die EC-Paarungen, die sich auf katalytische Doménen beziehen,
automatisiert von solchen zu unterscheiden, die auf anderen Enzymdomanen
beruhen, schlieffen die angegebenen Werte alle Gruppierungen unterschiedli-
cher EC-Klassen mit ein, unabhéngig davon, iiber welche Doménen sich diese
ergeben. Die Werte vermitteln dennoch einen Eindruck davon, in welchem Um-
fang Homologien zwischen den Sequenzen unterschiedlicher EC-Klassen be-

stehen.
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Tabelle 3-9: Die Tabelle enthilt eine Ubersicht dariiber, wie viele Paarungen
zwischen verschiedenen EC-Klassen bei den unterschiedlichen
Grenzwerten entstehen, wie viele EC-Klassen daran beteiligt
sind und auf welcher Ebene der EC-Klassifikation sich diese
voneinander unterscheiden.

Zahl der Verbindungen fiir jede Ebene
der EC-Klassifizierung Zahl der
Grenzwert
Sub- Sub-Sub- | EC-Klassen
Hauptklasse | Subklasse
Subklasse | Subklasse
10180 17 31 60 192 268
1010 52 105 154 557 570
105 76 183 260 960 742
10 177 387 514 1.938 1024
10°% 388 836 1088 3.729 1181
10% 511 1.211 1.547 4.738 1313
1071 863 2.031 2.470 6.268 1456
1010 1.283 2.880 3.420 7.614 1586
10° 2.513 5.114 5.933 10.664 1712
102 58.608 78.369 80.492 89.203 1816

Es zeigt sich, dafs bereits beim niedrigsten der zehn verwendeten Grenzwerte
Sequenzabschnitte miteinander gruppiert werden, die Enzymen unterschiedli-
cher EC-Klassifikation angehdren. So bestehen bei einem Grenzwert von 10-1%
bereits Verbindungen zwischen Sequenzen aus 268 verschiedenen EC-Klassen.
Dies entspricht 12,5% der insgesamt betrachteten Enzymklassen. Mit steigen-
dem Grenzwert erhoht sich deren Zahl noch, so daf$ bei einem Wert von 10
schon fast die Halfte aller im Datensatz enthaltenen EC-Klassen in Kombination
miteinander auftreten, wahrend beim hochsten Grenzwert von 102 sogar 85%
aller EC-Klassen Ahnlichkeiten zu den Sequenzen anderen Enzymklassen zei-
gen. Somit verbleiben letztlich nur 327 EC-Klassen im Datensatz, deren Sequen-
zen auch bei Verwendung des hochsten Grenzwertes keine Ahnlichkeit zu

Sequenzen anderer EC-Klassen aufweisen.

Die Mehrzahl der EC-Kombinationen, die sich wahrend der Clusterung erge-
ben, unterscheidet sich lediglich in der letzten Ziffer ihrer EC-Klassifikation. So

differieren 132 der insgesamt 192 bei 10'% vorkommenden EC-Paarungen auf
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der untersten Ebene der EC-Klassifikation, 175 gehoren zumindest derselben
Hauptklasse an und lediglich 17 der gemeinsam auftretenden EC-Klassen un-
terscheiden sich bereits in ihrer Hauptklassenzuordnung. Mit steigendem
Grenzwert erhohen sich auch diese Werte, doch das Verhiltnis zwischen ihnen
bleibt weitgehend konstant. Erst bei einem Grenzwert von 102 ist ein markanter
Sprung zu verzeichnen. So steigt die Zahl der EC-Kombinationen bei diesem
Wert auf allen vier Ebenen der EC-Klassifikation sprunghaft an, wahrend die
Zahl der daran beteiligten EC-Klassen nur eine moderate Steigerung erfahrt.
Gleichzeitig kehren sich die Verhdltnisse um, so dafl bei diesem Grenzwert
erstmals mehr EC-Kombinationen bestehen, die in der Haupt- bzw. Subklasse
differieren, als solche, die sich auf den beiden unteren Ebenen der
EC-Klassifikation unterscheiden. Diese Entwicklung ist ebenfalls auf die zuvor
beschriebene Fusionierung mehrerer, sehr grofier Cluster zuriickzufiihren, die
bei diesem Grenzwert zu beobachten ist (vgl. Abschnitt 3.5.1). Eine detaillierte
Darstellung der Clusterergebnisse fiir alle zehn verwendeten Grenzwerte ist

der beigefiigten CD zu entnehmen.

3.6.2 Art der erhaltenen EC-Kombinationen

Die Haufigkeit, mit der die einzelnen Haupt-, Sub- und Sub-Sub-Klassen mit-
einander gruppiert werden, 1aft erste Riickschliisse auf die Verwandtschafsbe-
ziehungen zwischen den Klassen und den von ihnen kodierten Reaktionen zu.
Einige EC-Klassen zeigen ein sehr hohes Maf$ der Korrelation und treten ent-
sprechend haufig in gemeinsamen Clustern auf. Andere EC-Kombinationen
sind dagegen selten oder kommen gar nicht vor. Die folgenden Tabellen geben
eine Ubersicht dariiber, welche Enzymklassen {iberdurchschnittlich haufig mit-
einander gruppiert werden und infolgedessen eine Verwandtschaft ihrer Funk-
tionen vermuten lassen.

Tabelle 3-10 enthalt eine Auflistung aller EC-Hauptklassenpaarungen. Neben
der Anzahl der Enzymklassen, die zu jeder der Hauptklassen verfiigbar ist und
aus denen sich die Zahl theoretisch moglicher EC-Kombinationen ableitet, ist
fiir flinf Grenzwerte die Zahl der tatsachlichen erhaltenen Paarungen sowie die
daraus resultierende Wahrscheinlichkeit fiir die jeweiligen EC-Kombination
angegeben. Als Vergleichswert dient die mittlere Wahrscheinlichkeit fiir das

Zustandekommen einer EC-Paarung beim jeweiligen Grenzwert.
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Tabelle 3-10: Ubersicht iiber die Hiufigkeit der verschiedenen EC-Haupt-
klassenpaarung. Zu jeder EC-Kombination sind die Zahl der
erhaltenen Paarungen sowie die daraus resultierende Wahr-
scheinlichkeit fiir die jeweilige Kombination angegeben.

EC-Paarung Zahl der Zahl der erhaltenen EC-Paarungen Wahrscheinlichkeit einer Paarung
EC-Klassen bei verschiedenen Grenzwerten bei verschiedenen Grenzwerten

EC1 EC 2 EC1 EC2 10110 10% 1010 10° 102 10110 10% 101 105 102
1 1 532 532 694 1932 3514 4091 | 19259 | 0,005 0,014 0,025 0,029 0,136
1 2 532 585 5 23 194 344 14978 | 2*10° 7*10° 6,2 %10+ 0,001 0,048
1 3 532 649 2 12 48 103 12248 | 10° 3*10° 1,4*10* 3*10* | 0,035
1 4 532 193 3 37 115 178 6626 | 3*10° 3,610+ 0,001 0,002 0,065
1 5 532 91 4 33 120 150 2400 | 8*10° 6,8 * 10+ 0,002 0,003 0,050
1 6 532 93 - 24 43 58 3240 | - 49%*10* | 87*10* | 0,001 0,065
2 2 585 585 673 968 1395 1822 5905 | 0,004 0,006 0,008 0,011 0,034
2 3 585 649 10 78 259 614 5828 | 3*10° 2,1*10* 6,8 * 10+ 0,002 0,015
2 4 585 193 10 50 167 308 3835 | 9*10° 4,4*10* | 0,001 0,003 0,034
2 5 585 91 2 26 46 103 1282 | 4*10° 4,9*10+* 8,6 * 10+ 0,002 0,024
2 6 585 93 3 16 60 129 1881 | 6*10° 2,9*10* | 0,001 0,002 0,035
3 3 649 649 835 2004 2811 3492 5725 | 0,004 0,01 0,013 0,017 0,027
3 4 649 193 3 23 70 146 2450 | 2*10° 1,8* 10+ 5,6 *10+* 0,001 0,020
3 5 649 91 - 10 22 112 905 | - 1,7*10* | 3,7*10* | 0,002 0,015
3 6 649 93 5 6 37 102 1226 | 8*10° 10+ 6,1*10* | 0,002 0,020
4 4 193 193 224 279 356 394 1090 | 0,012 0,015 0,019 0,021 0,058
4 5 193 91 - 9 45 68 604 | - 51*10* | 0,003 0,004 0,034
4 6 193 93 2 5 20 56 785 | 1,1*10* | 2,8*10* | 0,001 0,003 0,044
5 5 91 91 103 112 130 141 219 | 0,025 0,027 0,031 0,034 0,052
5 6 91 93 3 36 37 42 319 | 3,5*10* | 0,004 0,004 0,005 0,038
6 6 93 93 119 189 268 354 541 | 0,027 0,043 0,061 0,081 0,124

mittlere Wahrscheinlichkeit einer EC-Paarung 0,001 0,003 0,004 0,006 0,040

Wie aus den Werten ersichtlich ist, gehoren die meisten der miteinander grup-
pierten EC-Klassen der jeweils selben Hauptklasse an und unterscheiden sich
lediglich in den unteren Ebenen ihrer EC-Klassifikation. Gruppierungen ver-
schiedener Hauptklassen sind dagegen vergleichsweise selten und treten erst
bei hoheren Grenzwerten vermehrt in Erscheinung.

Bis zu einem Grenzwert von 10° weisen die Hauptklassen der Isomerasen
(5. Hauptklasse) und Ligasen (6. Hauptklasse) die grofite interne Homologie
auf. So liegt die Wahrscheinlichkeit, dafd zwei verschiedene Ligasen miteinan-
der gruppiert werden, bei diesem Grenzwert bei 8,1%, wahrend die mittlere
Wahrscheinlichkeit fiir die Gruppierung zweier unterschiedlicher EC-Klassen
lediglich 0,6% betragt. Bei einem Grenzwert von 102 @ndern sich die Verhaltnis-
se, so dafi nun die Oxidoreduktasen (1. Hauptklasse) die grofite Wahrschein-
lichkeit einer internen Paarung besitzen. Die Wahrscheinlichkeit ihrer
Gruppierung steigt von urspriinglich 2,9% bei 10®° auf 13,6% bei 102 an und
liegt somit noch tiber dem Wert der Ligasen (12,4%). Die Wahrscheinlichkeit fiir
die Gruppierung zweier Isomerasen erfihrt dagegen nur noch eine geringe
Steigerung und liegt mit 5,2% geringfiigig oberhalb der mittleren Wahrschein-

lichkeit von 4%. Die geringste Tendenz zur Ausbildung interner Paarungen
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zeigen die Transferasen (2. Hauptklasse) und Hydrolasen (3. Hauptklasse), de-
ren Wahrscheinlichkeitswerte 3,4% bzw. 2,7% nicht tibersteigen.

Betrachtet man die Gruppierungen zwischen verschiedenen Hauptklassen,
so zeigt sich, daf$ die Hauptklassen, die zur Bildung interner Paarungen tendie-
ren, auch tiberdurchschnittlich hdufig mit EC-Klassen anderer Hauptklassen
assoziiert sind. Besonders haufig sind dabei Gruppierungen von Oxidoredukta-
sen mit Lyasen (4. Hauptklasse) bzw. mit Ligasen. So liegt die Wahrscheinlich-
keit fiir diese Paarungen bei einem Grenzwert von 10 bei jeweils 6,5%. Um die
Ursache fiir diese und andere EC-Kombinationen zu eruieren, werden im fol-

genden die erhaltenen Sub-Klassenpaarungen betrachtet.

Tabelle 3-11: Ubersicht iiber die EC-Subklassenpaarung, die beim Grenzwert
von 102 die grofite Wahrscheinlichkeit einer Gruppierung auf-
weisen und sich in Haupt- oder Subklassenzuordnung unter-

scheiden.
EC-Paarung Zahl der Zahl der erhaltenen EC-Paarungen Wahrscheinlichkeit einer Paarung
EC-Klassen bei verschiedenen Grenzwerten bei verschiedenen Grenzwerten

EC1 | EC2 EC1 EC2 1010 10% 1010 105 102 1010 10% 1010 10° 102
1.1 1.18 148 4 243 0,410
1.1 3.13 148 1 7 81 0,047 0,547
1.1 5.99 148 2 162 0,547
1.1 6.4 148 4 4 4 324 0,007 0,007 0,547
1.18 14 4 24 6 6 51 0,063 0,063 0,531
1.18 1.6 4 12 15 16 22 0,313 0,333 0,458
1.18 2.2 4 5 9 0,450
1.18 3.13 4 1 3 0,750
1.18 5.99 4 2 6 0,750
1.18 6.4 4 4 12 0,750
14 22 24 5 53 0,442
1.4 3.13 24 1 17 0,708
1.4 5.99 24 2 34 0,708
14 6.4 24 4 68 0,708
1.5 3.13 35 1 1 16 0,029 0,457
1.5 5.99 35 2 32 0,457
1.5 6.4 35 4 64 0,457
1.6 3.13 12 1 1 6 0,083 0,500
1.6 5.99 12 2 12 0,500
1.6 6.4 12 4 24 0,500
2.1 3.13 87 1 38 0,437
2.1 5.99 87 2 1 76 0,006 0,437
2.1 6.4 87 4 3 3 4 8 160 | 0,009 0,009 0,011 0,023 0,460
2.2 3.13 5 1 3 0,600
2.2 5.99 5 2 6 0,600
22 6.4 5 4 12 0,600
2.6 2.9 29 1 23 0,793
2.6 44 29 11 3 22 44 140 0,009 0,069 0,138 0,439
2.9 4.4 1 11 6 0,545
3.13 4.6 1 5 2 0,400
3.13 5.2 1 5 2 0,400
3.13 5.99 1 2 2 1,000
3.13 6.4 1 4 4 1,000
4.3 6.4 14 4 4 24 0,071 0,429
4.5 5.2 1 5 2 2 2 0,400 0,400 0,400
4.6 5.99 5 2 4 0,400
4.6 6.4 5 4 8 0,400
5.2 5.99 5 2 1 1 4 0,100 0,100 0,400
5.2 6.4 5 4 8 0,400
5.99 6.4 2 4 8 1,000
mittlere Wahrscheinlichkeit einer EC-Paarung 0,001 0,003 0,004 0,006 0,040
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Tabelle 3-11 enthélt eine Ubersicht iiber die vierzig EC-Subklassenpaarungen,
die beim Grenzwert von 102 die grofite Wahrscheinlichkeit einer Gruppierung
aufweisen und sich zudem in ihrer Haupt- oder Subklassenzuordnung unter-
scheiden. Dariiber hinaus ist dargestellt, welche Wahrscheinlichkeitswerte die
Kombinationen bei anderen Grenzwerten erzielen. Eine vollstandige Auflistung
aller bei diesem und den tibrigen neun Grenzwerten erhaltenen Subklassenpaa-
rungen ist der beigefiigten CD zu entnehmen.

Anhand der obigen Darstellung wird deutlich, daf§ viele EC-Paarungen, die
bei 102 eine sehr hohe Gruppierungswahrscheinlichkeit erreichen, erst bei
Grenzwerten oberhalb von 10 zustande kommen und somit auf relativ gerin-
ger Sequenzdhnlichkeit beruhen. Dies gilt auch fiir die Subklassenpaarungen
3.13/5.99, 3.13/6.4 und 5.99/6.4, die erstmals bei 102 registriert werden, dann je-
doch eine Gruppierungswahrscheinlichkeit von jeweils 100% erreichen. Diese
drei Subklassen sind iiberdies noch an vielen weiteren EC-Paarungen beteiligt,
von denen die meisten ebenfalls erst bei Werten tiber 10° zustande kommen.
Daraus folgt, dafi all diese Paarungen das Resultat eines einzigen Clusters sind,
welches durch die Fusion mehrerer zuvor noch getrennter Cluster entsteht.
Eine Uberpriifung anhand des Clusterergebnisses bestitigt dies.

Wie zuvor bereits beschrieben, kommt es oberhalb von 10° zur Fusionierung
gleich mehrerer objektreicher Cluster (vgl. Tabelle 3-8 im Abschnitt 3.5.1), in
deren Folge sich die Zahl der erhaltenen EC-Kombinationen deutlich erhoht
(vgl. Tabelle 3-9 im Abschnitt 3.6.1). Die meisten der in Tabelle 3-11 aufgefiihr-
ten EC-Paarungen sind das Resultat dieses Prozesses. Sie sind Teil des mit
28.131 Sequenzabschnitten objektreichsten Clusters dieses Grenzwertes
(vgl. Abbildung 3-10). Diese gehoren 6.929 unterschiedlichen Sequenzen an, die
allen sechs Hauptklassen entstammen. In Anbetracht ihrer funktionellen Viel-
falt erscheint es zunachst unwahrscheinlich, dafs eine evolutiondre Verwandt-
schaft zwischen all diesen Enzymen besteht, und auch die Grenz-
wertbestimmung zur Clusteranalyse ergab, dafd der Clusterungsprozefs bereits
vor einem Wert von 102 abzubrechen ist (vgl. Abschnitt 3.5.2). Da eine derart
funktionsiibergreifende Verwandtschaft jedoch von grofiem biologischem In-
teresse ware, wurde dennoch versucht, eine mogliche Ursache fiir die Gruppie-

rung der Enzyme zu ermitteln.
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Die Auswertung des Clusters erweist sich als schwierig. Aufgrund der hohen
Sequenzzahl und der nur geringen Sequenzidhnlichkeit konnen im multiplen
Sequenzalignment keine konservierten Sequenzpositionen bestimmt werden.
Auch ein Vergleich der iibrigen zur Verfligung stehenden Informationen er-
bringt keinen konkreten Hinweis auf die Ursache ihrer Gruppierung. Somit
bleibt lediglich der manuelle Vergleich aller am Cluster beteiligten Enzymfunk-
tionen. Dies ist aufgrund der Vielzahl der vertretenen Enzymklassen jedoch
nicht zu realisieren. Um zumindest einen Anhaltspunkt zu erhalten, wurde die
Betrachtung daher auf die drei zuvor genannten Subklassen 3.13, 5.99 und 6.4
beschrankt (vgl. Abschnitt 3.6.2). Tabelle 3-12 enthilt eine Ubersicht dariiber,
welche Enzyme durch die drei Subklassen reprasentiert werden und welche

Reaktionen diese katalysieren.

Tabelle 3-12: Ubersicht iiber die zur Betrachtung ausgewihlte EC-Klassen
und den von ihnen katalysierten Reaktionen

EC-Klasse Enzym katalysierte Reaktion
31311 UDP-Sulfoquinovose UDP-Glucose + Sulfit = UDP-6-Sulfoquinovose
o Synthase +H,0
ATP-unabhingige Spaltung von einstrangiger
5.99.1.2 DNA Topoisomerase DNA, gefolgt von Passage und Wiederver-
kniipfung
59913 DNA Topoisomerase ATP-abhangige Spaltung, Passage und Wieder-
o (ATP-hydrolysierend) verkniipfung von doppelstrangiger DNA
ATP + Pyruvat + HCO, = ADP + Phosphat +
6.4.1.1 Pyruvat Carboxylase
Oxaloacetat
ATP + Acetyl-CoA + HCO, = ADP + Phosphat
6.4.1.2 Acetyl-CoA Carboxylase
+ Malonyl-CoA
ATP + Propanoyl-CoA + HCO, = ADP + Phos-
6.4.1.3 Propionyl-CoA Carboxylase
phat + (5)-Methylmalonyl-CoA
6414 Methylcrotonoyl-CoA ATP + 3-Methylcrotonoyl-CoA + HCO, = ADP
o Carboxylase + Phosphat + 3-Methylglutaconyl-CoA

Wiéhrend die Reaktionen der jeweils gleichen Hauptklasse deutliche Parallelen
zueinander aufweisen, bestehen zwischen den Hauptklassen keine offensichtli-
chen Ahnlichkeiten. Auffallend ist allein, dafl fiinf der sieben dargestellten
Reaktionen unter Spaltung von ATP verlaufen, wobei ADP entsteht. Die Reak-

tion der UDP-Sulfoquinovose Synthase verlduft indes unter Beteiligung von
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UDP-Glucose, deren Substruktur ADP ahnelt. Dies konnte ein mogliches Indiz
dafiir sein, daf$ eine gemeinsame Nucleosiddiphosphat-Bindungsstelle Ursache
fiir die Gruppierung der Enzyme ist. Dies konnte wiederum auch die grofle
Zahl der Oxidoreduktasen im Cluster erklaren, da diese oftmals NADH bzw.
NADPH als Cofaktor benétigen, deren Substrukturen ebenfalls ein Nucleosid-
diphosphat beinhalten. Wie laf$t sich vor diesem Hintergrund jedoch die Grup-
pierung der ATP-unabhangigen DNA-Topoisomerase erklaren?

Die Wirkungsweise der beiden DNA-Topoisomerasen ist sehr dhnlich. Sie
verdandern die Topologie von DNA-Molekiilen, indem sie superhelikale DNA
relaxieren bzw. entspannte DNA in superhelikale DNA f{iberfiihren. Sie bewir-
ken dies iiber eine voriibergehende Offnung des Phosphodiester-Bandes, ge-
folgt von der Passage eines DNA-Stranges durch die Liicke und nachfolgender
Wiederherstellung der Phosphodiester-Bindung. Der Unterschied zwischen
beiden Enzymen besteht darin, daf8 die Reaktion der ATP-unabhéangige DNA-
Topoisomerase (Topoisomerase I) unter voriibergehender Spaltung eines der
beiden DNA-Strange verldauft, wahrend die ATP-abhidngige DNA-Topoiso-
merase (Topoisomerase II) zwischenzeitlich beide Strange spaltet. Die freie
Energie der ATP-Spaltung wird in diesem Fall fiir die Konformationsanderung
benotigt, die das Enzym wahrend des Reaktionszyklus durchlauft [79].

Die dhnliche Wirkungsweise spiegelt sich auch in der Ahnlichkeit ihrer Se-
quenzen wider. So konnen Sequenzen beider Enzyme erstmals bei einem
Grenzwert von 10% in einem gemeinsamen Cluster nachgewiesen werden. Es
kann daher von einem gemeinsamen evolutiondren Ursprung beider Enzyme
ausgegangen werden. Es besteht somit die Moglichkeit, dafs auch die ATP-
unabhangigen DNA-Topoisomerase {iiber eine entsprechende Nucleosid-
diphosphat-Bindungsstelle verfligt, diese fiir die Enzymfunktion aber nicht
mehr benotigt wird. Gestiitzt wird diese Vermutung durch die Beobachtung,
dafd die ATP-abhdngige Topoisomerase II unter bestimmten Vorraussetzungen
auch als ATP-unabhéngige Topoisomerase vom Typ I fungieren kann [79].

Die exemplarische Betrachtung der sieben ausgewahlten Enzymklassen er-
offnet somit die Moglichkeit, dafs auch dieses bei 102 erhaltene, sehr heterogene
Cluster noch auf einer entwicklungsgeschichtlichen Verwandtschaft der grup-
pierten Sequenzen beruht. Ohne umfassende Analyse aller am Cluster beteilig-
ten Enzyme bleibt dieses jedoch Spekulation, da unklar ist, inwieweit sich die

Eigenschaften auch auf die tibrigen Mitglieder des Clusters iibertragen lassen.
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Im Verlauf der Auswertung ergaben sich jedoch noch weitere Hinweise darauf,
dafs auch die bei 10?2 generierten Cluster auf einer evolutiondren wie auch me-

chanistischen Verwandtschaft der gruppierten Enzyme beruhen.

3.6.3 Exemplarische Betrachtung ausgewabhlter Cluster

Die bei der Clusteranalyse erhaltenen Gruppierungen geben Auskunft dariiber,
welche Enzymsequenzen einen gemeinsamen phylogenetischen Ursprung be-
sitzen und auf welchen Bereich ihrer Sequenzen sich ihre Verwandtschaft be-
zieht. Die Ahnlichkeit ihrer Reaktionsmechanismen muf hingegen noch eruiert
werden.

Da sich die Analyse der erhaltenen Sequenzcluster aufgrund der dazu not-
wendigen Recherchen nicht automatisieren lafst, war es nicht moglich, alle in
Frage kommenden Cluster auszuwerten. Es wurden daher einige Cluster fiir
eine manuelle Auswertung ausgewdahlt. Die Auswahl erfolgte aufgrund der
Grofle und Zusammensetzung der generierten Cluster und konzentriert sich
auf solche Enzympaarungen, deren EC-Klassifikation sich bereits in der Haupt-
klasse voneinander unterscheiden. Uberdies war es fiir die Untersuchung hilf-
reich, wenn Strukturdaten zu den jeweiligen Enzymklassen zur Verfligung
standen. Im folgenden werden einige der betrachteten Cluster exemplarisch

dargestellt.

3.6.3.1 Klasse Il Aldolasen

In der nachfolgenden Tabelle 3-13 ist die Sequenzzusammensetzung eines der
betrachteten Cluster dargestellt. Zu jeder Enzymklasse ist die Zahl der im Clu-

ster sowie der im gesamten Datensatz enthaltenen Sequenzen angegeben.

Tabelle 3-13: Ubersicht iiber die Sequenzzusammensetzung des Clusters

Sequenzzahl
EC-Klasse Enzym Cluster
Datensatz
10 | 105 | 10?2
4.1.2.17 | L-Fuculose-phosphat-Aldolase 15 15 15 15
4.1.2.19 | Rhamnulose-1-phosphat-Aldolase 0 1 6 6
5.1.3.4 L-Ribulose-phosphat 4-Epimerase 12 12 12 12
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Das Cluster enthalt je nach Grenzwert zwischen 27 und 33 Sequenzen, die zwei
bzw. drei unterschiedlichen Enzymklassen angehoren. Zwei von ihnen klassifi-
zieren Aldolasen, die zur Hauptklasse der Lyasen zdhlen. Die dritte beschreibt
eine Epimerase, die zur Hauptklasse der Isomerasen gehort. Die unterschiedli-
che Sequenzzusammensetzung bei den verschiedenen Grenzwerten zeigt, daf3
die Sequenzen der L-Fuculose-phosphat-Aldolasen und der L-Ribulose-phos-

phat 4-Epimerasen einander dhnlicher sind als die der beiden Aldolasen.

Trotz ihrer nur geringen Sequenzdhnlichkeit katalysieren die beiden Aldolasen
nahezu identische Reaktionen. Die L-Fuculose-phosphat-Aldolase (FucA) ist ein
Enzym aus dem Fucose-Stoffwechsel und katalysiert die reversible Spaltung
von L-Fuculose-1-phosphat in L-Lactaldehyd und Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) [80, 81] (vgl. Abbildung 3-11).

Die Rhamnulose-1-phosphat-Aldolase (RhuA) ist am Katabolismus der
L-Rhamnose beteiligt und Kkatalysiert die reversible Spaltung von L-
Rhamnulose-1-phosphat in L-Lactaldehyd und Dihydroxyacetonphosphat [82]
(vgl. Abbildung 3-12). Bei ihren Substraten handelt es sich somit um Epimere,
die sich lediglich in der Konfiguration ihres C4-Atoms voneinander unterschei-

den.

OH O

o)
OPOg* HO 0POZ%
—— >_< +
o

L-Fuculose-1-phosphat (S)-Lactaldehyd Dihydroxyacetonphosphat

OH OH

Abbildung 3-11: Schematische Darstellung der von L-Fuculose-phosphat-
Aldolase katalysierten Reaktion

L-Rhamnulose-1-phosphat (S)-Lactaldehyd Dihydroxyagthosphat

Abbildung 3-12: Schematische Darstellung der von Rhamnulose-1-phosphat-
Aldolase katalysierten Reaktion
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Das Enzym L-Ribulose-phosphat 4-Epimerase (RibE) ist am dritten Schritt des
L-Arabinose-Katabolismus beteiligt und katalysiert die gegenseitige Umwand-

lung von L-Ribulose 5-phosphat und D-Xylulose 5-phosphat [83].

o) OH o OH
HO\)J\/'\/OPO;f' Ho\)J\/E\/opof'
OH OH
L-Ribulose 5-phosphat D-Xylulose 5-phosphat

Abbildung 3-13: Schematische Darstellung der von L-Ribulose-phosphat
4-Epimerase katalysierten Reaktion

Aldolase katalysierte Reaktionen fiihren zur Spaltung oder zur Bildung von
C-C-Bindungen und bilden die Grundlage sowohl des katabolen als auch des
anabolen Stoffwechsels. Vom Standpunkt der Synthese aus betrachtet, verlau-
fen solche Reaktionen unter Angriff eines nucleophilen Carbanions auf ein elek-

trophiles C-Atom, im vorliegenden Fall das Carbonyl-C-Atom von Aldehyden.

| 4 .

Beim Angriff an diesen elektrophilen Zentren miissen stabilisierte Carbanionen
erzeugt werden. Als Zwischenprodukt entsteht zunachst das durch bessere
Elektronendelokalisierung stabilisierte Enolat (vgl. Abbildung 3-14a). Dessen
Stabilisierung wird durch das Enzym noch verstarkt. Entsprechend des dabei
verwendeten Mechanismus werden zwei Klassen von Aldolasen unterschieden
[84]. Bei Klasse I Aldolasen, die bei Tieren und Pflanzen vorkommen, verlauft
die Reaktion unter Bildung eines Iminium-Kations, d.h. einer protonierten
Schiff-Base (kovalente Katalyse; vgl. Abbildung 3-14b). Bei Klasse II Aldolasen,
die bei Pilzen, Algen und einigen Bakterien vorkommen, polarisiert ein zwei-
wertiges Kation, tiblicherweise Zn?*, den Carbonylsauerstoff des Substrats, wo-
durch das Enolat-Zwischenprodukt der Reaktion stabilisiert wird (Metall-
Ionen-Katalyse; vgl. Abbildung 3-14c). Die beiden im Cluster enthaltenen En-

zyme gehoren zu den Klasse II Aldolasen.
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Carbanion-Form der Schiff-Base
Schiff-Base (Imin) (Enamin)
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C) (c') 4
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Abbildung 3-14: Stabilisierung von Carbanionen: (a) Carbanionen in Nach-
barschaft zu einer Carbonylgruppe werden durch die Bil-
dung von Enolaten stabilisiert. (b) Carbanionen in
Nachbarschaft zu protonierten Iminen (Schiff-Basen) wer-
den durch die Bildung von Enaminen stabilisiert. (c) Me-
tall-Ionen stabilisieren Carbanionen neben Carbonyl-
gruppen durch elektrostatische Stabilisierung des Enolats.

Die Klasse II Aldolasen miissen je nach Faltung und Mechanismus weiter unter-
teilt werden [85]. Das vorherrschende Strukturmotiv der Aldolasen ist das
(Ba)s-Faf3. Dieses auch unter dem Namen TIM-barrel bekannte Motiv besteht
aus einem achtstrangigen parallelen (-Faltblatt in Form eines Fasses, das auf
der Aufsenseite von acht a-Helices umgeben ist. Die Faltungsstruktur der bei-
den im Cluster befindlichen Aldolasen unterscheidet sich jedoch von diesem.
Sie weisen ein dreilagiges o/p/a-Strukturmotiv auf, das aus einem beidseitig
von oa-Helices umgebenden neunstrangigen vorwiegend antiparallelen

(-Faltblatt besteht [86]. Die beiden Aldolasen besitzen somit das gleiche
Strukturmotiv wie die L-Ribulose-phosphat 4-Epimerasen [87].
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Um die Ahnlichkeit zwischen den Strukturen der verschiedenen EC-Klassen zu
quantifizieren, wurden mittels des Programms Protein3Dfit [88] Struktur-
alignments erstellt. Standen mehrere Strukturen zu einer Enzymklasse zur Ver-
fiigung, so wurde jeweils die mit der besten Auflosung zur Betrachtung
ausgewdhlt. Zwei Faltungen werden als strukturell dhnlich angesehen, wenn
sich mindestens 40% der korrespondierenden Ca-Atome innerhalb eines Ab-
standes von maximal 1,8 A zueinander befinden. Tabelle 3-14 enthilt eine

Ubersicht der Ergebnisse.

Tabelle 3-14: Ubersicht iiber die strukturelle Ahnlichkeit zwischen den
Enzymen der verschiedenen EC-Klassen.

EC-Klasse | Swiss-Prot Nummer | PDB-Struktur | 1E4B | 10JR | 1IKOW
4.1.2.17 P11550 1E4B -
4.1.2.19 P32169 10JR 57,28% -
5.1.3.4 P08203 1KOW 74,76% | 46,64% -

Die Strukturalignments belegen die evolutiondre Verwandtschaft der miteinan-
der gruppierten Sequenzen und bestdtigen so die mittels Sequenzahnlichkeit
getroffene Einteilung der Enzyme. Wie der Tabelle zu entnehmen ist, bestehen
die groBten strukturellen Ubereinstimmungen zwischen FucA und RibE. RhuA
zeigt dagegen zu RibE nur eine relativ geringe Ahnlichkeit. Somit ergibt sich

anhand der Strukturvergleiche das gleiche Ergebnis wie mittels der Clusterung.

Die Rontgenstruktur der FucA aus E. coli wurde von Dreyer & Schulz in zwei
Kristallformen sowie im Komplex mit Phosphoglykolohydroxamat aufgeklart
[87,89,90]. Phosphoglykolohydroxamat &hnelt dem Endiolat-Ubergangs-
zustand von Dihydroxyacetonphosphat nach Deprotonierung am Kohlenstoff-
atom C3 und wirkt als kompetitiver Inhibitor [85]. Daraus wurden Einzelheiten
tiber die Struktur des katalytischen Zentrums und den Reaktionsmechanismus
abgeleitet.

Das Enzym ist ein Homotetramer. Die vier aktiven Zentren des FucA-
Tetramers werden durch die katalytisch aktiven Zink-Ionen markiert und lie-
gen in einer Spalte in der Kontaktregion (interface) zwischen zwei benachbarten
Untereinheiten. In der unligierten Struktur wird das katalytische Zink-Ion an-

nahernd tetraedrisch von drei Histidin-Seitenketten (His92, His94 und His155)
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und der Carboxylatgruppe von Glu73 koordiniert. Dariiber hinaus ragt Tyr113
von der benachbarten Untereinheit ins aktive Zentrum und ndhert sich mit sei-
ner phenolischen Hydroxylgruppe dem Zink-Ion bis auf einen Abstand von
3.5 A an. In der Inhibitorstruktur wird Glu73 durch die Bindung des Dihydro-
xyacetonphosphat-Analogons Phosphoglykolohydroxamat aus der Koordinati-
onssphare verdrangt und das Zink-Ion anndhernd quadratisch pyramidal
koordiniert. Die Phosphatgruppe des Phosphoglykolohydroxamat wird in einer
aus den Resten Gly28, Asn29, Thr43, Gly44, Ser71 und Ser72 gebildeten Tasche
durch Wasserstoffbriicken gebunden.

Aus diesen strukturellen Daten wurde von Dreyer & Schulz (1996) ein Reak-
tionsmechanismus abgeleitet, wonach je nach Richtung der katalysierten Reak-
tion Glu73 und Tyrl13 als Sdaure bzw. Base fungieren [89]. Aufgrund von
kinetischen Untersuchungen sowie Rontgenstrukturen zahlreicher FucA-
Mutanten wurde der Vorschlag von Joerger et al. (2000) dahingehend abge-
wandelt, dafs Glu73 die einzige Sdure und Base der katalysierten Reaktion ist
[85] (vgl. Abbildung 3-15). Die Funktion von Tyr113 liegt vermutlich in der Po-
sitionierung der Aldehyd-Komponente und somit in der Kontrolle der Enantio-

und Diastereoselektivitat der Reaktion.
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Abbildung 3-15: Reaktionsmechanismus der L-Fuculose-1-phosphat Aldolase
[89]. Die Positionsangabe der Aminosdure bezieht sich auf
die Sequenz aus E. coli.
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Der Reaktion der Rhamnulose-1-phosphat-Aldolase verlauft auf dhnliche Wei-
se, mit Ausnahme einer Drehung der Aldehydgruppe um 180°, welche die bei-

den Epimere Rhamnulose und Fuculose voneinander unterscheidet [86].

Enzymatische Isometrisierungen spielen eine wichtige Rolle im Kohlenhydrat-
Stoffwechsel von Organismen. Eine Untergruppe der Isomerasen sind die
Epimerasen, die eine Umkehr der Stereokonfiguration an einem asymmetri-
schen Kohlenstoffatom katalysieren.

Die L-Ribulose-5-phosphat-4-Epimerase aus E. coli ist eines von drei Enzy-
men des Arabinose-Operons [91], die die Nutzung von Arabinose als Energie-
quelle ermdglichen. RibE katalysiert die reversible Umwandlung der offen-
kettigen Pentosen L-Ribulose-5-phosphat und D-Xylulose-5-phosphat. Die
Epimerisierung erfolgt dabei am Kohlenstoffatom C4, das aufgrund des Fehlens
einer direkt benachbarten Carbonylfunktion nur eine geringe Aziditat aufweist.
Eine Epimerisierung durch einfache Deprotonierung/Reprotonierung unter
Ausbildung eines cis-2,3-Endiolat-Zwischenproduktes, wie es fiir die
D-Ribulose-5-phosphat-3-Epimerase aus den Chloroplasten von Kartoffel po-
stuliert wurde [92], kann somit ausgeschlossen werden. Da fiir die Katalyse
NAD" als Cofaktor nicht bendtigt wird [93], kann ein Mechanismus unter
Hydridiibertragung durch aufeinander folgende Oxidation und Reduktion des
Substrats analog zur NAD -abhéngigen UDP-Galaktose-4-Epimerase [94] eben-
falls ausgeschlossen werden.

Aufgrund der Abhidngigkeit der katalysierten Reaktion von zweiwertigen
Metallionen wurden von Deupree & Wood (1972) zwei weitere mogliche Reak-
tionsmechanismen fiir die RibE vorgeschlagen [95]. Die Epimerisierung der
Substrate kann demnach entweder durch eine Dehydratisierung unter Ausbil-
dung einer Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen C3 und C4 mit
anschlieSender Rehydratisierung oder aber durch einen Retroaldol-/Aldol-
Mechanismus unter intermedidrer Spaltung der C3-C4-Kohlenstoftbindung er-
folgen. Im Fall einer Dehydratisierung miissen allerdings das zundchst am Koh-
lenstoffatom C3 abstrahierte Proton sowie das anschlieffend eliminierte
Hydroxidion erneut an die Doppelbindung und zwar unter Umkehrung der
Stereochemie am Kohlenstoffatom C4 addiert werden, da das *H markierte

D-Xylulose-5-phosphat die Markierung im Verlauf der Epimerisierung nicht
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verliert und ein Einbau von Isotopen aus *H- oder *O-markiertem Solvens nicht
stattfindet [96].

Die Verifizierung des Retroaldol-/Aldol-Mechanismus gelang Johnson &
Tanner (1998) durch experimentellen Nachweis der beiden Teilreaktionen [97].
So konnte gezeigt werden, daff RibE ausgehend von den postulierten Zwi-
schenprodukten Dihydroxyaceton und Glycolaldehydphosphat in geringem
Umfang die Kondensation zu L-Ribulose-5-phosphat und D-Xylulose-5-
phosphat katalysiert. Die Konservierung von Aminosauren sowohl in der Ko-
ordinationssphédre des Zink-Ions als auch im Bereich der Phosphatbindungsta-
sche [98] sowie kinetische Untersuchungen von Mutanten konservierter Reste
deuten zusatzlich auf eine mechanistische Verwandtschaft zu den obengenann-
ten Klasse II Aldolasen hin [97, 99, 100].

Jede RibE-Untereinheit enthilt ein Zink-Ion, das von drei Histidin- Seitenket-
ten (His95, His97 und His171) koordiniert wird und das aktive Zentrum des
Enzyms im interface zwischen zwei benachbarten Untereinheiten markiert. Die
fiir die Katalyse entscheidenden Reste wurden durch ortsgerichtete Mutagenese
und anschlieffende kinetische Untersuchungen aufgeklart [99, 100]. Aus den
kinetischen Daten der RibE-Mutante D76N wurde geschlossen, dafy Asp76 nicht
wie zuvor von Johnson & Tanner (1998) vermutet dieselbe Funktion wie Glu73
in der FucA als einzige Saure und Base der katalysierten Reaktion zukommt.
Vielmehr wurde der mit Abstand grofste Einfluf$ auf die katalytische Aktivitat
bei den Mutanten D120N und Y229F beobachtet, die im Vergleich zum Wildtyp
eine 3000-fach bzw. 1000-fach geringere Aktivitat aufwiesen. Wahrend Asp120
und das im Bereich des beweglichen C-terminalen Kettenendes liegende Tyr229
innerhalb von RibE-Sequenzen strikt konserviert sind, zeigen die Sequenzen
der Klasse-II-Aldolasen an den entsprechenden Positionen unterschiedliche
Aminosaurereste [98]. Weiterhin konnte anhand der duferst geringen Substrat-
affinitdt der Mutanten N28A und K42M bewiesen werden, dafs die Phosphat-
gruppe der RibE-Substrate in der zur FucA homologen Phosphat-
bindungstasche gebunden wird. Im Vergleich zum FucA-Substrat L-Fuculose-1-
phosphat, das die Phosphatgruppe am Kohlenstoffatom C1 tragt, werden die
RibE-Substrate mit ihrer Phosphatgruppe am C5-Atom folglich in Bezug auf die
Kohlenstoffatome C2 und C3 in umgekehrter Orientierung an das Zink-Ion

koordiniert [101].
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Unter Berticksichtigung der biochemischen Daten wurden die natiirlichen Sub-
strate der RibE in das aktive Zentrum modelliert und ein Reaktionsmechanis-
mus vorgeschlagen [100, 102] (vgl. Abbildung 3-16). Demnach werden L-
Ribulose-5-phosphat und D-Xylulose-5-phosphat iiber die Phosphatgruppe in
der Phosphatbindungstasche sowie iiber den Carbonylsauerstoff am C2-Atom

und den Hydroxylsauerstoff am C3-Atom an das Zink-Ion gebunden.
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Abbildung 3-16: Reaktionsmechanismus der L-Ribulose-phosphat 4-Epi-
merase [100, 102]. Die Positionsangaben der Aminosduren
beziehen sich auf die Sequenz aus E. coli.

Als katalytisch aktive Sdure bzw. Base fungieren Asp120 und Tyr229, die beide
aus der benachbarten Untereinheit stammen. Ausgehend von gebundenem
D-Xylulose-5-phosphat wird dieses von Aspl120 an der Hydroxylgruppe des
C4-Atoms deprotoniert und die Bindung zwischen den Kohlenstoffatomen C3
und C4 gebrochen. Die Stabilisierung des dabei entstehenden Endiolats erfolgt
wie bei den Klasse-II-Aldolasen durch Komplexierung an das Zink-Ion. Im Ge-
gensatz zu den Klasse-II-Aldolasen werden die Spaltprodukte allerdings nicht
freigesetzt, sondern bleiben durch das Enzym vom Solvens abgeschirmt. Nach

Rotation der Aldehydcarbonylgruppe erfolgt ein nukleophiler Angriff des
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Endiolats unter erneuter Ausbildung der C3-C4-Kohlenstoffbindung. Die Re-
protonierung des so gebildeten L-Ribulose-5-phosphat erfolgt nach Fixierung
der C-terminalen Reste durch Tyr229, das im Vergleich zu Asp120 auf der ge-

geniiber liegenden Seite des Substrats positioniert ist.

Zusammentfassen ist festzuhalten, dafd die Enzyme RhuA, FucA und RibE die
Spaltung einer C-C-Bindung katalysieren, wobei im Fall der RibE allerdings die
Produkte dieser Reaktion nicht freigesetzt werden, sondern im Anschlufs an die
Rotation der gebildeten Aldehydgruppe um 180° die erneute Ausbildung der
zuvor gespaltenen C-C-Bindung stattfindet. Den drei Enzymen ist weiterhin
gemeinsam, daf$ ein katalytisch aktives Zinkion zur Stabilisierung des durch die
Spaltung der C-C-Bindung gebildeten Endiolations verwendet wird. Auch in
Bezug auf die Aktivierung der nicht-aziden 4-Hydroxylgruppe in (-Stellung
zur Carbonylgruppe in den als Substraten dienenden Phosphoketosen bestehen
Ubereinstimmungen, da fiir diese Aufgabe eine katalytisch aktive Base von den
Enzymen zur Verfiigung gestellt werden muf3. Im Falle der Aldolasen miissen
die Enzyme fiir die Protonierung des gebildeten Endiolations bzw. im Fall der
Epimerase fiir die Reprotonierung zur Ausbildung der 4-epimeren Hydroxyl-
gruppe zusatzlich auch eine katalytisch aktive Sdaure zur Verfiigung stellen.
Grundsatzlich ist es dabei moglich, dafS diese katalytisch aktiven Sduren und
Basen entweder aus ein und derselben Aminosdure oder aber aus zwei ver-
schiedenen Aminosduren bestehen. Die erste dieser beiden Mdoglichkeiten wird
in der FucA mit dem Glu73 gefunden [85], die andere Moglichkeit ist vermut-
lich in der RibE durch Asp120 und Tyr229 realisiert [100].
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3.6.3.2 Klasse Il Glutamin Amidotransferasen

Tabelle 3-15 enthilt die Sequenzzusammensetzung eines weiteren zur Betrach-
tung ausgewdhlten Clusters. Erneut sind zu jeder Enzymklasse die Gesamtzahl
der im Datensatz und die Zahl der bei drei verschiedenen Grenzwerten im

Cluster enthaltenen Sequenzen angegeben.

Tabelle 3-15: Sequenzzusammensetzung des ausgewidhlten Clusters

Sequenzzahl
EC-Klasse Enzym Cluster
Datensatz
10 | 10° | 1072

1.4.1.13 Glutamat Synthase (NADPH) 0 1 13 50
1.4.1.14 Glutamat Synthase (NADH) 0 0 1 2
1.4.7.1 Glutamat Synthase (Ferredoxin) 0 0 4 17
24214 Amidophosphoribosyltransferase 65 66 66 66
26.1.15 Glutamin-pyruvat Transaminase 0 1 1 2

Glutamin-fructose-6-phosphat
26.1.16 Transaminase (isomerisierend) 17 1 17 | 117 120

Asparagin Synthase (Glutamin-
6.3.5.4 hydrolysierend) 1 52 52 54

Von allen betrachteten Clustern zeigt dieses bei den verschiedenen Grenzwer-
ten die grofite Anderung in der Zusammensetzung der Sequenzen. Bei einem
Grenzwert von 10° enthalt das Cluster 183 Sequenzen aus drei verschiedenen
Enzymklassen. Diese entstammen den Hauptklassen der Transferasen und Li-
gasen, wobei die Ligasen lediglich mit einer Sequenz im Cluster vertreten sind.
Beim Grenzwert von 10° kommen Sequenzen aus zwei weiteren Enzymklassen
hinzu, von der eine der Hauptklasse der Oxidoreduktasen angehort. Beim
hochsten Grenzwert enthalt das Cluster schliefSlich 255 Sequenzen aus insge-
samt sieben verschiedenen Enzymklassen, die drei verschiedenen Hauptklassen

entstammen.

Die Glutamat Synthase ist eines der Schliisselenzyme bei der Aufnahme von
Ammoniak in Bakterien, Algen und Pflanzen. Es gibt drei Formen des Enzyms,
die Ferredoxin, NADH bzw. NADPH als Elektronendonor verwenden [103].

Alle drei Formen katalysieren die reduktive Transaminierung der Aminogrup-
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pe von L-Glutamin zu 2-Oxoglutarat, bei der zwei Molekiile L-Glutamat entste-

hen [104].
NADH + H*,
NADPH + H* oder
Q Q Q Q 2 Ferredoxingq Q Q
M + 2 )J\/\/U\
HO H NH2 HO OH N HO Y OH
£ . E
NH, o NAD", NH,
NADP* oder
L-Glutamin 2-Oxoglutarat 2 Ferredoxingy L-Glutamat

Die Amidophosphoribosyltransferase katalysiert den ersten Schritt in der
Purin-Biosynthese: die Ubertragung der Aminogruppe von L-Glutamin auf

5-Phospho-a-D-ribose-1-diphosphat unter Bildung von 5-Phospho-B-D-ribo-

sylamin [105].
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Das Enzym Glutamin-pyruvat Transaminase katalysiert die Pyridoxal-
5’-phosphat-abhédngige Transaminierung der Aminogruppe von L-Glutamin zu

Pyruvat, bei der L-Alanin und 2-Oxoglutaramat entstehen [106].
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Die Glutamin-fructose-6-phosphat Transaminase katalysiert eine Schliisselreak-

tion in der Hexosamin-Synthese: die Bildung von D-Glycosamin-6-phosphat

aus D-Fructose-6-phosphat und L-Glutamin [107].

L-Juarin D-Ructose6-phogohet
o Q OH
M | © \\\\\\O H
HO——pP——0 -
HO Y on T | |
NH ) Ny o\\\\\\“ 'w,, //N Hy
OH
L-Quaret D-Aucosain6-phogohet

Die Synthese von Asparagin wird durch die Asparagin Synthase katalysiert, die
ATP als Cofaktor bendtigt. Die Reaktion erfolgt iiber die Bildung von
[-Aspartyl-adenosylmonophosphat, das anschlieffend eine nucleophile Acyl-

substitution mit einer aus L-Glutamin stammenden Aminogruppe eingeht

[108].
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Alle im Cluster zusammengefafiten Enzyme verwenden Glutamin als eines ih-
rer Substrate. Glutamin ist bei vielen Biosynthesen der Aminogruppen-Donor.
Die Aminogruppe von Glutamin ist die Hauptstickstoffquelle fiir die Synthese
verschiedener Biomolekiile wie zum Beispiel Aminosduren, Purin- und Pyrimi-
din-Nukleotide und Coenzyme [109]. Bislang sind 16 GATasen (GAT: glutamine
amide transfer) bekannt, deren funktionelle Gemeinsamkeit darin besteht, dafs
Glutamin hydrolysiert und die Aminogruppe in Form von nascentem Ammo-

niak auf ein Akzeptorsubstrat tibertragen wird [110].

GATasen sind modulare Enzyme [111], die aus einer Glutaminase-Doméne
(GAT-Domine) und einer Synthase-Domdne aufgebaut sind. Die Synthase-
Domaénen verschiedener GATasen unterscheiden sich in ihren Substraten, der
Reaktion, die sie katalysieren, sowie ihrer Faltungstopologie [110]. Die Glut-
aminase-Doméanen wurden aufgrund der katalytisch essentiellen Aminosauren
und konservierter Aminosdauremotive in zwei Klassen eingeteilt und diese Ein-
teilung auf die GATase-Holoenzyme iibertragen [109, 112]. Aufgrund der feh-
lenden Sequenzhomologie zwischen Klasse-I- und Klasse-II-GATasen sowie
unterschiedlicher Proteinfaltungstopologien kann davon ausgegangen werden,
dafs die beiden GATase-Klassen nicht miteinander verwandt sind [109].

Die Klasse I der GATasen besitzen drei fiir die Katalyse essentiellen Amino-
sauren: Cystein, Histidin und Glutamat. Diese Aminosduren bilden eine kataly-
tische Triade wie sie bei verschiedenen hydrolytischen Enzymen vorkommen
[113]. Die fehlende Sequenzhomologie zu anderen Proteinfamilien zeigt, dafs
die Klasse-I-GATasen nicht mit anderen bekannten Proteinfamilien verwandt
sind [109].

Die Klasse-II-GATasen sind Mitglieder der grofien Familie der ,Ntn”-
Hydrolasen [114]. Zu dieser Familie gehoren zahlreiche hydrolytische Enzyme,
wie z.B. das Proteasom und die Penicillin-Acylase. ,Ntn” steht fiir
N-terminales Nucleophil und deutet damit auf eine Gemeinsamkeit dieser
Enzyme. Das N-terminale Nucleophil ist im Proteasom ein Threonin, in der
Penicillin-Acylase ein Serin und in den Klasse-II-GATasen ein Cystein [115].
Der erste Schritt in der Substrathydrolyse besteht stets in dem Angriff dieses
Nucleophils.
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Die im Cluster zusammengefafiten Enzyme gehoren zu den Klasse-II-GATasen.
Dies spiegelt sich in einem gemeinsamen Sequenzmotiv (PROSITE-Motiv
GATASE_TYPE_II (PS00443)) wider, das allen Sequenzen des Clusters gemein-
sam ist und welches das katalytisch aktive Cystein beinhaltet. Abbildung 3-17
zeigt ein multiples Sequenzalignments der entsprechenden Region mit je einem

Vertreter aus jeder Enzymklassen.

BPY97|1.4.1.13 12 RAKM --cmcmmmimc e e e cme e e s CA | GFI D - - RTKSRVMDG 32
P19252| 6.3.5. 4 I R R R CG LAVLG - CSDPSRAKR 17
(BDEF3| 2. 6.1.16 L L CA VGAVA:- - - - - - QRDVA 13
QBFMW| 2. 4.2.14 16 VNYPYDD---------mmmmmmmm e m e s HNEQSPQEECGVFGWWA- - - - - PGEEVA 45
008339|2.6.1.15 23 GYKAED------------mmmmmmmi oo EHASCGV- GLWSI SGTPSRKWW 51
Q03460]1.4.1.14 61 QLWESGGLGRLPKLRVAVKSSFSAVPDKPMGLYDPAFDKDSCGV- GFVAELNGQSSRKTV 119
QruaD7| 1.4.1. 7 8 TWWPYSD--------------------- SAAPEAVAGEKDACGV- GFLAQLSGETSHWL 45

* %

Abbildung 3-17: Ausschnitt des multiplen Sequenzalignments zum betrach-
teten Cluster. Die Region des Alignments, die das von
PROSITE definierte Sequenzmotiv (P00443) mit dem kataly-
tisch aktiven Cystein enthilt, ist hervorgehoben.

Obwohl die GAT-Doménen der Klasse-II-GATasen nur eine katalytisch essenti-
elle Aminosaure besitzen, die GAT-Doménen der Klasse-I-GATasen dagegen
drei, verlduft die Glutaminhydrolyse in allen GATasen nach einem dhnlichen

Schema ab [110, 117, 118]:

Glutamin
o o) o o o)
) NHj3
S _L,
o} ( NH, _— -0 NH, le} S
S S ‘
NH3 ‘ NH3* ‘ NH3" H,0 Cys
Cys Cys
1. tetraedrische Intermediat ‘
Glutamat
o o o O')
o) OH I -0 ( OH
s S
NH3 ‘ NH3 ‘
Cys Cys

2. tetraedrische | ntermediat

Abbildung 3-18: Reaktionsmechanismus der Glutaminase-Reaktion in Klas-
se-II-GATasen (nach van den Heuvel et al. [118])
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Der nukleophile Angriff des katalytisch essentiellen Cysteins fithrt zur Bildung

eines negativ geladenen tetraedrischen Intermediates. Nach Freisetzung von

Ammoniak wird ein weiteres tetraedrisches Intermediates gebildet, dessen Kol-

labieren zum Abldsen von Glutamat fiihrt.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dafs die ins Cluster gruppierten Enzyme

eine gemeinsame Teilreaktion katalysieren, bei der Glutamin hydrolysiert und

die Aminogruppe in Form von nascentem Ammoniak auf ein Akzeptorsubstrat

tibertragen wird, wobei eine neue Kohlenstoff-Stickstoff-Gruppe entsteht.

3.6.3.3 Adenylat-bildende Enzyme

Tabelle 3-16 zeigt Sequenzzusammensetzung und Sequenzzahlen eines weite-

ren zur Betrachtung ausgewahlten Clusters.

Tabelle 3-16: Ubersicht iiber die Sequenzzusammensetzung des Clusters

Sequenzzahl
EC-Klasse Enzym Cluster
Datensatz
1010 | 10° | 1072
L-Aminoadipat-semialdehyd
1.2.1.31 Dehydrogenase 6 6 6 7
Photinus-luciferin 4-Monooxygenase
1.13.12.7 (ATP-hydrolysierend) 10 10 10 10
(2,3-Dihydroxybenzoyl)adenylat
2.7.7.58 Synthase 3 3 3 3
Phenylalanin Racemase
SALIL 1 ATP-hydrolysierend) 4] 4 4 4
D-Alanin-poly(phosphoribitol)
6.1.1.13 Ligase 17 17 17 17
6.2.1.1 | Acetat-CoA Ligase 97 97 97 97
6.2.1.3. langkettige Fettsaure-CoA Ligase 88 88 88 88
6.2.1.12 4-Cumarat-CoA Ligase 31 32 33 33
6.2.1.17 Propionat-CoA Ligase 7 7 7 7
6.2.1.26 o-Succinylbenzoat-CoA Ligase 19 19 19 19
6.2.1.30 Phenylacetat-CoA Ligase 0 5 6 7
6.2.1.32 Anthranilat-CoA Ligase 2 2 2 3
N-(5-Amino-5-carboxypentanoyl)-L-
6.3.2.26 cysteinyl-D-valin Synthase > > > >
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Das dargestellte Cluster enthdlt je nach Grenzwert zwischen 293 und 301

Sequenzen, die 12 bzw. 13 unterschiedlichen EC-Klassen angehoren. Zwei der

Enzymklassen gehoren zur Hauptklasse der Oxidoreduktasen, je eine zu den

Transferasen und Isomerasen und die {ibrigen zur Gruppe der Ligasen. Die bei

den verschiedenen Grenzwerten nur geringe Anderung in der Zusammenset-

zung des Clusters deutet daraufhin, dafd es sich um eine relativ klar definierte

Sequenzfamilie handelt.

Tabelle 3-17: Ubersicht iiber die von den Enzymen katalysierten Reaktionen

EC-Klasse

Enzym

katalysierte Reaktion

L-Aminoadipat-semialdehyd

L-2-aminoadipat-6-semialdehyd + NAD(+PI) HZO

1.2.1.31
Dehydrogenase = L-2-aminoadipat + NAD(P)H + H
Photinus-luciferin Photinus Luciferin + O, + ATP = oxidierte$hoti-
1.13.12.7 | 4-Monooxygenase 2
(ATP-hydrolysierend) nus Luciferin + CO, + AMP + Diphosphat +1
07758 (2,3-Dihydroxybenzoyl)adenylat | ATP + 2,3-Dihydroxybenzoat = Diphosphat + (2,3$-
o Synthase Dihydroxybenzoyl)adenylat
Phenylalanin Racemase ATP + L-Phenylalanin + tO = AMP + Diphosphat
51111 | (ATP-hydrolysierend) :
+ D-Phenylalanine
D-Alanin-poly(phosphoribitol) ATP + D-Alanin + Poly(ribitolphosphat) = AMP +
6.1.1.13 i
Ligase Diphosphat + O-D-Alanyl-poly(ribitol-phosphat)
+ + = + Di +
6211 Acetat-CoA Ligase ATP + Acetat + CoA = AMP + Diphosphat + Ace
tyl-CoA
+ ei i 3 + =
6913, langkettige Fettsaure-CoA LigasaATP eine langkettige Carbonséure + CoA = AMP
+ Diphosphat + ein Acyl-CoA
+ 4- + = + Di + @-
69112 4-Cumarat-CoA Ligase ATP + 4-Cumarat + CoA = AMP + Diphosphat + }4
Coumaroyl-CoA
+ + = + Di +
69117 Propionat-CoA Ligase ATP + Propanoat + CoA = AMP + Diphosphat
Propanoyl-CoA
+ 2- i + = +
69126 o-Succinylbenzoat-CoA Ligase ATP + 2-Succinylbenzoat + CoA = AMP
Diphosphat + 2-Succinylbenzoyl-CoA
. ATP + Phenylacetat + CoA = AMP + Diphosphat|+
6.2.1.30 Phenylacetat-CoA Ligase enylacetd © phospha
Phenylacetyl-CoA
. . ATP + Anthranilat + CoA = AMP + Diphosphat +
6.2.132 | Anthranilat-CoA Ligase nihrantia © Phospha
Anthranilyl-CoA
N-(5-Amino-5-carboxypenta- L-2-Aminohexanedioat + L-Cystein + L-Valin + 3
6.3.2.26 | noyl)-L-cysteinyl-D-valin ATP + HO = N-[L-5-Amino-5-carboxypentanoyl]-

Synthase

L-cysteinyl-D-valine + 3 AMP + 3 Diphosphat
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Tabelle 3-17 zeigt, dafs die gruppierten Enzyme zum Teil sehr unterschiedliche
Reaktionen katalysieren. Die Photinus-luciferin 4-Monooxygenase katalysiert
beispielsweise eine Redoxreaktion, bei der Luciferin in Gegenwart von ATP
und Sauerstoff oxidiert und Licht erzeugt wird. Die (2,3-Dihydroxyben-
zoyl)adenylat Synthase katalysiert hingegen einen Nucleotidylgruppentransfer,
die Phenylalanin Racemase eine Racemisierungsreaktion und die N-(5-Amino-
5-carboxypentanoyl)-L-cysteinyl-D-valin Synthase die Bildung von Peptidbin-
dungen. Eines haben jedoch alle diese Reaktionen gemeinsam. Der erste Schritt

besteht in der Aktivierung des Substrats durch Bildung eines Adenylats:

L-Aminoadipat-semialdehyd Dehydr ogenase:

0]
ATP OAMP Enzym-SH
PP AMP
S-Enzym NAD(P)H + H"

NAD(P)*

Photinus-luciferin 4-Monooxygenase:
i
S N S N
—0 — o
: /: j—c 0 ATP : /: j—c OAMP 7
@ % EPPl 7 EAMP
N S N S co,
S /N o
—~ T
N S

H,O
(2,3-Dihydroxybenzoyl)adenylat Synthase:

HO OH
O O
I ATP |
C—O %’ C—OAMP
PR

Acyl:CoA Ligasen:

HO OH

0 0 0
|| ATP || CoASH ||

R—C—O" —%» R— C— OAMP —%» R— C—SCoA
PR AMP
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Diese funktionelle Gemeinsamkeit spiegelt sich auch in einem gemeinsamen
Sequenzmotiv wider, das gewisse Ahnlichkeiten zur ATP-/GTP-bindenden
,P-loop”“-Domadne [119] und zu den ATP-bindenden Doménen der Proteinkina-
sen aufweist [120] und bei dem es sich laut PROSITE wahrscheinlich um ein
AMP-Bindungsmotiv handelt (AMP_BINDING (PS00455)). Neben diesem Se-
quenzmotiv gibt es zudem noch weitere konservierte Sequenzpositionen, die in
der Primarstruktur jedoch zum Teil weit auseinander liegen. Um deren mogli-
che Beteiligung an der Reaktion zu eruieren, wurde ihre Lage in der Tertidr-

struktur betrachtet.

Die Struktur der Photinus-luciferin 4-Monooxygenase besteht aus einer grofien
N- und einer kleineren C-terminalen Strukturdomane, die durch einen tiefen
Spalt voneinander getrennt sind, von dem angenommen wird, daf$ er das kata-
lytische Zentrum enthalt [121] (vgl. Abbildung 3-19). Die Tatsache, daf} vier der
fiinf konservierten Sequenzpositionen ebenfalls dort lokalisiert sind
(vgl. Abbildung 3-20), bekraftigt die Vermutung, daf} sie an der Bindung bzw.
Bildung des Acyl-Adenylats-Intermediats beteiligt sind.

Abbildung 3-19: Proteinstruktur der Photinus-luciferin 4-Monooxygenase
(PDB-ID 2D1S). Das Enzym besteht aus zwei durch einen
Spalt voneinander getrennten Strukturdomainen.
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Q\glym

Leu206

Pro207

Abbildung 3-20: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums der
Photinus-luciferin 4-Monooxygenase (PDB-ID 2D1S). Das
aktive Zentrum setzt sich aus den Bereichen zweier Struk-
turdomdnen zusammen. Die konservierten Aminosdure-
positionen sind farbig hervorgehoben und entsprechend
ihrer Position gekennzeichnet. Griin: Aminosiduren des
AMP-Bindungsmotiv, rot: weiter konservierte Sequenz-
positionen.

Die Region des AMP-Bindungsmotiv (SSGSTGLPK) — in Abbildung 3-20 griin
dargestellt - ist auf einer flexiblen Schleife (Loop) lokalisiert. Vier der iibrigen
fiinf konservierten Sequenzpositionen (Thr345, Glu346, Asp424 und Arg439)
befinden sich in unmittelbarer Nachbarschaft dem Loop gegeniiber. Somit ist
eine Beteiligung dieser Aminosduren am katalytischen Mechanismus nicht nur
moglich sondern in Anbetracht ihrer hohen Konservierung innerhalb der ver-

schiedenen Enzyme auch wahrscheinlich.

Zusammenfassend ist somit festzuhalten, daf} alle ins Cluster gruppierten En-
zyme ein gemeinsames AMP-Bindungsmotiv sowie weitere, vermutlich an der
Reaktion beteiligte konservierte Aminosaurepositionen besitzen und in einer
gemeinsamen Teilreaktion eine ATP-abhédngigen kovalent Bindung von AMP

an das jeweilige Substrat katalysieren.
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3.6.3.4 Glykosylhydrolasen

Tabelle 3-18 zeigt die Sequenzzusammensetzung sowie die Sequenzzahlen ei-

nes weiteren zur Betrachtung ausgewdhlten Clusters.

Tabelle 3-18: Ubersicht iiber die Sequenzzusammensetzung des Clusters

Sequenzzahl
EC-Klasse Enzym Cluster
Datensatz
10 | 105 | 1072
24.1.4 Amylosucrase 1 1 1 1
24.1.5 Dextransucrase 1 11 14 16
24.1.7 Sucrose Phosphorylase 8 8 8 8
24118 1,4-0-Glucan verzweigendes Enzym 96 96 96 96
2.4.1.19 Cyclomaltodextrin Glucanotransferase 21 21 21 21
2.4.1.25 4-a-Glucanotransferase 3 3 5 32
24.1.81 Flavone 70-B-Glucosyltransferase 3 3 3 3
2.4.1.140 | Alternansucrase 1 1 1
24.1.183 | 0-1,3-Glucan Synthase 4 4 4 5
3.2.1.1 a-Amylase 182 | 184 | 184 193
3.2.1.10 oligo-1,6-Glucosidase 15 15 15 19
3.2.1.20 | a-Glucosidase 20 | 20 | 20 42
3.2.1.33 Amylo-1,6-Glucosidase 0 0 P 5
3.2.1.41 Pullulanase 16 16 16 16
3.2.1.54 Cyclomaltodextrinase 9 9 9 9
3.2.1.60 | Glucan 1,4e-Maltotetraohydrolase 2 2 2 2
3.2.1.68 | Isoamylase 8 8 9 10
3.2.1.70 | Glucan 1,6e-Glucosidase 7 7 7 7
3.2.1.93 a,a-Phosphotrehalase 9 9 9 9
3.2.1.98 | Glucan 1,4a-Maltohexaosidase 3 3 3 3
3.2.1.133 | Glucan 1,4a-Maltohydrolase 4 4 4 4
3.2.1.135 Neopullulanase 6 6 6 6
321141 | irghalose Trhaionydiroiase 6 |6 6|
(1—4)-a-D-Glucan la-D-

54.99.15 Glucosylmutase 0 2
5.4.99.16 | Maltosea-D-Glucosyltransferase 2 2 2 2
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Das dargestellte Cluster enthdlt abhangig vom Grenzwert zwischen 424 und
446 verschiedene Sequenzen. Diese sind 22 bis 25 unterschiedlichen Enzymklas-
sen zugeordnet, die drei verschiedenen Hauptklassen angehdren. Wie auch
schon im Beispiel des grofiten generierten Clusters (vgl. Abschnitt 3.6.2), konn-
ten auch fiir dieses Cluster keine vollstandig konservierten Sequenzpositionen
im multiplen Alignment ermittelt werden. Die Recherche ergab jedoch, daf3
dennoch eine evolutiondre wie auch mechanistische Verwandtschaft zwischen
diesen Enzymen besteht.

Die Datenbank CAZy (Carbohydrate-Active enZymes) [122] beschreibt Fami-
lien von strukturell verwandten katalytischen und Kohlenhydrat-bindenden
Enzymdomanen, die glykosidische Bindungen spalten, kniipfen oder modifi-
zieren. Die dortige Einteilung beruht zum einen auf der sequentiellen und zum
anderen auf der strukturellen Ahnlichkeit der Enzyme. Demnach kdnnen bei
den Glykosylhydrolasen 106 Sequenz- (GH-1 bis GH-106) und 14 Strukturfami-
lien (GH-A bis GH-N) unterschieden werden. Ein Vergleich der Einteilung mit
dem anhand der eigenen Methode erhaltenen Cluster ergab, dafi die zusam-
mengefafiten Enzyme lediglich zwei der 106 Sequenzfamilien angehodren
(GH-13 und GH-70). Diese beiden Sequenzfamilien bilden tiberdies mit einer
weiteren (GH-77) eine eigenstdndige Strukturfamilie. Diese Familie ist durch

ein (Ba)s-Fafs charakterisiert, welches auch das aktive Zentrum enthalt [123].

Glykosylhydrolasen katalysieren die hydrolytische Spaltung glykosidischer
Bindungen zwischen zwei und mehr Kohlenhydraten bzw. zwischen einem
Kohlenhydrat und einer Nicht-Kohlenhydrat-Einheit. Die Hydrolyse der glyko-
sidischen Bindung erfolgt mittels einer allgemeinen Saurekatalyse und erfor-
dert einen Protonendonor und ein Nukleophil/eine Base [124]. Die Hydrolyse
kann {iber einen von zwei grundlegenden Mechanismen verlaufen, die in einer
Inversion (Umkehrung) bzw. Retention (Beibehaltung) der anomeren Konfigu-
ration resultieren [125, 126].

Die invertierenden Enzyme arbeiten mittels eines einstufigen Mechanismus,
bei dem ein Basen-unterstiitzter nukleophiler Angriff eines Wassermolekiils die
Konfiguration am anomeren Zentrum des Substrates umkehrt (invertiert)
(vgl. Abbildung 3-21a). Bei den retendierenden Enzymen erfolgt die Reaktion
tiber einen zweistufigen Mechanismus, der unter Beteiligung zweier katalyti-

scher Carboxylgruppen verlauft (vgl. Abbildung 3-21b). Im ersten Schritt (Gly-
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kosylierung) liefert eine Carboxylgruppe ein Proton, wahrend zeitgleich ein
nukleophiler Angriff des zweiten Carboxylats zur Bildung eines Glykosyl-
Enzym-Zwischenprodukts fiihrt. Im zweiten Schritt (Deglykosylierung) fun-
giert die erste Carboxylgruppe als Base und aktiviert ein Nukleophil (eine Was-
sermolekiil im Falle der Hydrolyse und einen Alkohol im Falle der
Transglykosylierung), welches das Glykosyl-Enzym hydrolysiert. Infolgedessen

entsteht ein Produkt mit derselben anomeren Konfiguration wie das Substrat.

¢ J_
03/3 HOR Uﬁ/ HOR

Abbildung 3-21: Mechanismen der enzymatischen Hydrolyse der glykosidi-
schen Bindungen bei a) invertierenden und b) retendieren-
den Enzymen.

Quelle: Carbohydrate-Active enZYmes (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/)

Beide im Cluster befindlichen Sequenzfamilien gehoren zur Gruppe der reten-
dierenden Enzymen. Die im Cluster zusammengefafsten Enzyme besitzen somit
nicht nur einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung sondern verwenden
tiberdies auch denselben enzymatischen Reaktionsmechanismus zur Realisie-
rung ihrer unterschiedlichen Funktionen. Somit konnte die von CAZy vorge-
nommene Klassifizierung mittels der eigenen Methode nicht nur reproduziert
sondern iiberdies auch zwei Sequenzfamilien miteinander assoziiert werden,
die anhand der fiir CAZy verwendeten Methode erst auf Strukturebene mitein-

ander korreliert wurden.
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3.6.3.5 Fumarat Lyasen

In der nachfolgende Tabelle 3-19 ist die Sequenzzusammensetzung des betrach-
teten Clusters sowie die Zahl der im Cluster und der im gesamten Datensatz

enthaltenen Sequenzen angegeben.

Tabelle 3-19: Ubersicht iiber die Sequenzzusammensetzung des Clusters

Sequenzzahl
EC-Klasse Enzym Cluster
Datensatz
10° | 105 | 102

4.2.1.2 Fumarat-Hydratase 87 87 87 105
43.1.1 Aspartat-Ammoniak-Lyase 20 20 20 20
43.2.1 Argininosuccinat-Lyase 120 | 120 | 120 120
4322 Adenylosuccinat-Lyase 60 60 60 60

3-Carboxy-cis,cis-muconat
55.1.2 8 8 8 8

Cycloisomerase

Das dargestellte Cluster enthalt 295 Sequenzen, die fiinf unterschiedlichen En-
zymklassen angehoren. Vier von diesen zdhlen zur Hauptklasse der Lyasen,
eine dagegen zur Hauptklasse der Isomerasen. Die gleichbleibende Grofse des
Clusters auch bei hoheren Grenzwerten indiziert, da§ die Sequenzen innerhalb

des generierten Clusters eine klar definierte Sequenzfamilie bilden.

Das Enzym Fumarat-Hydratase (Fumarase) katalysiert die reversible, stereo-
spezifische trans-Addition von Wasser (OH, H') an die Doppelbindung von
Fumarat. Da die OH-Gruppe ausschliefSlich an eine Seite der Doppelbindung
addiert wird, entsteht bei dieser Hydrierung nur das L-Isomer des Malats [127]:

HO. HO

X on ~  HO

o @) OH

OH

Fumarat (9-Malat (L-Malat)

Abbildung 3-22: Schematische Darstellung der Fumarase-Reaktion.
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In der Literatur werden zwei verschiedene Klassen der Fumarasen unterschie-
den [128]. Bei den Fumarasen der Klasse I handelt es sich um thermolabile Di-
mere, die ausschliefdlich bei Prokaryoten auftreten. Bei den Klasse II Fumarasen
handelt es sich um thermostabile Tetramere, die sowohl in Prokaryoten als auch
Eukaryoten vorkommen. Die Sequenzen der beiden Klassen sind nicht eng mit-
einander verwandt [128]. Dies spiegelt sich auch in der Zusammensetzung des
Clusters wider. Wahrend bei den iibrigen vier Enzymklassen jeweils alle im
Datensatz enthalten Sequenzen ins Cluster gruppiert wurden, sind von den
105 Fumarase-Sequenzen lediglich 87 im Cluster enthalten. Eine Uberpriifung
ergab, daf$ es sich bei diesen ausnahmslos um Klasse II Fumarasen handelt.
Die 18 zur Klasse I gehdrenden Sequenzen bilden hingegen ein eigenstandiges

Cluster.

Die Aspartat-Ammoniak-Lyase (Aspartase) katalysiert die reversible Umset-
zung von Aspartat zu Fumarat und Ammoniak. Diese Reaktion ist analog zur
Ruickreaktion der Fumarase, aufier das Ammoniak anstelle von Wasser an der
trans-Eliminierungsreaktion beteiligt ist [129].

Das Enzym Argininosuccinat-Lyase (Argininosuccinase) ist ubiquitdr in allen
Organismen vorhanden [130]. Es ist in Prokaryoten an der Biosynthese von
Arginin und in Eukaryoten am Harnstoffzyklus beteiligt und katalysiert die
Bildung von Arginin und Fumarat aus Argininosuccinat.

Die Adenylosuccinat-Lyase (Adenylosuccinase) katalysiert die Bildung von
5-Amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazol-4-carboxamid und Fumarat aus
(5)-2-[5-Amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazol-4-carboxamido]succinat. Das
Enzym kann zudem die Bildung von Fumarat und AMP aus Adenylosuccinat
katalysieren [131]. Diese Reaktionen lassen sich schematisch wie folgt zusam-

menfassen:

HO HO
—
oH — X on * RNH,
o} NHR o}
Fumarat

Abbildung 3-23: Schematische Darstellung der Aspartase-, Arginosuccinase-
und Adenylosuccinase-Reaktion.
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Das Enzym 3-Carboxy-cis,cis-muconat-Cycloisomerase (3-Carboxymuconat lac-
tonisierendes Enzym) ist am Katabolismus aromatischer Sauren beteiligt und
katalysiert in einer Isomerisierungsreaktion die Lactonisierung von cis,cis-
Butadien-1,2,4-tricarboxylat, was zur Bildung von 2-Carboxy-2,5-dihydro-5-

oxofuran-2-acetat fiihrt [132]:

HO (0] HO (0]

N 0 0
X OH OH
| - \
OH
¢}
o}
cis,cis-Butadien-1,2,4-tricarboxylat 2-Carboxy-2,5-dihydro-5-oxofuran-2-acetat

Abbildung 3-24: Schematische Darstellung der 3-Carboxy-cis,cis-muconat-
Cycloisomerase-Reaktion.

Bei den von den Lyasen katalysierten Umsetzungen handelt es sich um Elimi-
nierungsreaktionen. Eliminierungsreaktionen fithren zur Bildung einer Dop-
pelbindung zwischen zwei zuvor einfach gebundenen, gesittigten Zentren.
Eliminiert werden konnen z.B. Wasser, Ammoniak, Alkohole (ROH) oder

primare Amine (RNH,).

Bindungsspaltung und -bildung koénnen bei dieser Reaktion {iber einen von

drei unterschiedlichen Mechanismen verlaufen (vgl. Abbildung 3-25):

1. konzertiert,

2. stufenweise, wobei durch die Spaltung der C-O-Bindung zunichst ein

Carbokation gebildet wird, oder

3. stufenweise, wobei durch die Spaltung der C-H-Bindung zunachst ein

Carbanion gebildet wird.
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Konzertiert
[~ | _ )
R——C——C——R' —_— c—cC + H + OH

H COH H R

Schrittweise Uber ein Carbokation
H H

I | \N__/
ol o |- A

Schrittweise Uber ein Carbanion

H H H R H

SIS A PO S S
| | H* | | OoH / \
H  OH H \OH H R

Abbildung 3-25: Mdégliche Mechanismen fiir eine Eliminierungsreaktion am
Beispiel der Dehydrierung. Die Reaktionen kénnen konzer-
tiert, schrittweise iiber ein Carbokation als Zwischenpro-
dukt oder schrittweise iiber ein Carbanion als Zwischen-
produkt verlaufen [1].

Biochemische Isomerisierungsreaktionen verlaufen unter intramolekularer Ver-
schiebung eines Wasserstoffatoms, wodurch sich die Lage einer Doppelbin-
dung verschiebt. Dabei wird ein Proton von einem C-Atom abgespalten und an
ein anderes angelagert. Folglich kann die von der 3-Carboxy-cis,cis-muconat
Cycloisomerase katalysierte Isomerisierungsreaktion als eine intramolekulare

Eliminierungs- und Additionsreaktion aufgefafst werden.

Aufgrund ihrer essentiellen Rolle beim Citrat-Zyklus gehort die Fumarase zu
den am besten untersuchten Enzymen im Cluster. Experimente, die zeigen soll-
ten, ob die Fumarase-Reaktion iiber einen Carbanion-Mechanismus (1. Schritt:
OH-Addition) oder einen Carbokation-Mechanismus (1. Schritt: H'-Addition)
verlduft, lieferten einander widersprechende Ergebnisse (vgl. Abbildung 3-26).
Die Ergebnisse, die fiir einen Carbokation-Mechanismus sprechen, wurden
durch eine Untersuchung der Dehydratation von L-Malat (die Umkehrung der
Fumarase-Reaktion) in H;SO erhalten. [*O]-Malat erscheint rascher im Reakti-
onsgemisch, als es der Fall ware, wenn 0 {iber eine Riickreaktion des neuge-

bildeten Fumarats eingebaut wiirde. Dies spricht fiir die rasche Bildung eines
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an C2 positiv geladenen Zwischenprodukts (aus dem heraus OH mit "OH’ aus-
tauschen konnte), gefolgt von einer langsamen Wasserstoffabspaltung an C3
[133].
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Abbildung 3-26: Mogliche Mechanismen fiir die durch Fumarase katalysierte
Hydratation von Fumarat [1]

Andere Beobachtungen deuten jedoch darauf hin, dafd die Reaktion iiber die
Bildung eines an C3 negativ geladenen Zwischenprodukts verlduft. Porter et al

(1980) synthetisierte (S)-2-hydroxy-3-nitropropionat, das (S)-Malat sterisch ah-
nelt [134]:
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Aufgrund des elektronenziehenden Charakters der Nitrogruppe sind die
C3-Protonen relativ sauer (pK ~10). Das resultierende Anion ist ein Analogon
des postulierten C3-carbanionischen Ubergangszustandes der Fumarase-
Reaktion, nicht aber des C2-carbokationischen Ubergangszustandes (vgl.
Abbildung 3-26). Dieses Anion hat sich als ein duflerst wirksamer Hemmstoff
der Fumarase erwiesen. Es hat eine vielfach hohere Bindungsaffinitat zu dem
Enzym als (S)-Malat [134]. Die Befunde beider Untersuchungen stehen somit im
Widerspruch zueinander. Tatsdchlich ergibt eine andere Interpretation des
80-Austauschexperimentes, dafy es auch mit einem Carbanion-Mechanismus
vereinbar ist, wenn OH- sehr rasch vom Enzym freigesetzt wird und die Frei-
setzung der anderen Reaktionsprodukte der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt ist. Somit kann *OH mit OH austauschen, und [°OJ]-Malat kann mit
einer hoheren Geschwindigkeit als der Gesamtgeschwindigkeit der Fumarase-

Reaktion gebildet werden [135].

Die Umsetzung der ionisierten Zwischenform des Enzym-Fumarat-Komplexes
zum Enzym-Malat-Komplex erfolgt vermutlich unter Beteiligung ionisierbarer
Gruppen im katalytischen Zentrum, von denen eine notwendigerweise als Base
(Abstraktion des Protons) und die andere als Saure (Protonierung der OH-
Gruppe) agiert [136]. Die Beobachtung, dafs bei der Fumarase-Reaktion nur
Monodeutero-L-Malat entsteht, wenn die Reaktion in D,0O ausgefiihrt wird,
stimmt mit der Annahme {iberein, dafs das Proton direkt von einer aciden
Gruppe des enzymatischen Zentrums {iibertragen wird [137, 138]. Neben den
Aminosduren, die als Protonenakzeptor und —donor wirken, werden tiberdies
noch weitere Residuen benétigt.

Fumarase besitzt eine recht hohe Substratspezifitdt. Dennoch ist neben den
natiirlichen Substraten Fumarat und L-Malat, mittlerweile eine Reihe weiterer
Substrate der Fumarase bekannt, von denen aber keines eine biologische Bedeu-
tung besitzt, da sie, wenn tiberhaupt, nur in sehr geringen Mengen im Gewebe
vorkommen [139]. Die Eigenschaften dieser Substrate vermitteln aber einen
Eindruck von den katalytischen Eigenschaften der Fumarase. Betrachtet man
deren Struktur, so ergeben sich zwei grundsatzliche Vorraussetzungen fiir die

Substrate der Fumarase [140]:

* Das Substrat mufs zwei negative geladene Carboxylgruppen aufweisen.
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* Die Hydroxylgruppe mufs die gleiche Konfiguration wie in (S)-Malat besit-

zen.

Ersteres lafSst vermuten, dafs zwei Regionen des aktiven Zentrums eine positive
Ladung tragen, die mit den negativ geladenen Carboxylgruppen interagieren
[140]. Ferner kann angenommen werden, dafd das geladene Zwischenprodukt
einer schrittweise verlaufenden Reaktion durch eine entgegengesetzt geladene
Gruppe des aktiven Zentrums stabilisiert wird [140]. Auf Grundlage all dieser
Informationen kann fiir die Fumarase folgender Reaktionsmechanismus formu-

liert werden:
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Abbildung 3-27: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus der
Fumarase (modifiziert nach Alberty et al. [141]). Das kataly-
tische Zentrum wird durch vier nicht-identische Gruppen
reprasentiert. Die positiv geladenen Gruppen interagieren
mit den Carboxylatgruppen des Substrats, wihrend A und
B den beiden aciden Gruppen des katalytischen Zentrums
entsprechen.
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Eine basische Aminosdure abstrahiert ein Proton am C3-Atom unter Bil-
dung eines Carbanions. Durch Elektronenverschiebung lafit sich eine der
Aci-Struktur verwandte Carboxylstruktur als Ubergangzustand formulieren.
Die Hydroxylgruppe wird durch eine saure Aminosdure protoniert und die
Doppelbindung des Fumarats generiert. Der formulierte Mechanismus ent-
spricht formell einer E1cB-Eliminierungsreaktion und 1af8t sich auch auf die tib-

rigen Fumarat-bildenden Lyasen im Cluster tibertragen.

Uber den Reaktionsmechanismus der 3-Carboxy-cis,cis-muconat-Cyclo-
isomerase ist bisher nur wenig bekannt. Basierend auf dem Ergebnis zum che-
mischen Mechanismus der Fumarase kann fiir dieses Enzym aber analog

folgender Reaktionsmechanismus postuliert werden:

o) (o)
0
&—
\
A—H o
OH
\ e
o)
2-Carboxy-2,5-dihydro-5-oxofuran-2-acetat cis,cis-Butadien-1,2,4-tricarboxylat

Aci-Carboxyl-Intermediat

Abbildung 3-28: Schematische Darstellung des von Fumarase abgeleiteten
Reaktionsmechanismus der 3-Carboxy-cis,cis-muconat-
Cycloisomerase. Die positiv geladenen Gruppen interagie-
ren mit den Carboxylatgruppen des Substrats, wiahrend A
und B den beiden aciden Gruppen des katalytischen Zen-
trums entsprechen.
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Es wurden mehrere Versuche unternommen, die Strukturen im aktiven Zen-
trum der Fumarase mittels Affinititsmarkierungen zu identifizieren. Dazu
wurde die Reaktion der Fumarase mit einigen Verbindungen untersucht, deren
Struktur entweder der des Fumarats oder des L-Malats dhnelten und zudem
eine Gruppe enthielten, die in der Lage war, mit den Seitenketten bestimmter
Aminosduren zu reagieren [142]. Es zeigte sich, dafy Jodacetat eine 80-90%ige
Inaktivierung der Fumarase bewirkt, ohne dabei die Proteinstruktur zu veran-
dern. Aufgrund dieser Beobachtung wurde angenommen, daf} das aktive Zen-
trum der Fumarase durch das Reagenz modifiziert worden war. Im Hydrolysat
des Jodacetat-inaktivierten Enzyms konnten zwei modifizierte Aminosduren
identifiziert werden: 3-Carboxymethylhistidin und S-Carboxymethylmethionin.
Gemafs dieser Studie scheinen somit Histidin sowie Methionin am katalytischen
Mechanismus beteiligt zu sein. Es ist jedoch unklar, wie Methionin die Eigen-
schaften einer der geforderten Gruppen einnehmen soll. Dies schliefit aber nicht

aus, daf$ es auf eine andere Weise an der Reaktion beteiligt ist.

Die ergiebigsten Informationen tiiber die an der Enzymkatalyse beteiligten
Aminosauren liegen fiir d-Crystallin vor. d-Crystallin ist das mengenmafig
wichtigste 16sliche Protein in den Augenlinsen von Vogeln und Reptilien. Es
entstand urspriinglich aus dem Argininosuccinat-Lyase Gen. Durch Duplikati-
on entwickelten sich zwei Isoformen, das 01- und d2-Crystallin [143, 144]. Nur
das 02-Crystallin behielt wahrend der Evolution die Argininosuccinat-Lyase
Aktivitat bei [145, 146]. Das d1-Crystallin wandelte sich zu einem Strukturprote-
in der Augenlinse und verlor in diesem Prozefi die enzymatische Funktion
[147, 148]. 81-Crystallin ist somit ein Beispiel fiir ein sogenanntes , hijacked” En-
zym [149]. Vergleiche der Aminosduresequenzen von d1- und 82-Crystallin aus
Anasplatyrhynchos belegen eine Sequenzidentitdat von 94% [143]. Die nur gerin-
gen Sequenzunterschiede zwischen der katalytisch aktiven und der inaktiven
Form ermdglichen es, die an der Katalyse beteiligten Aminosduren einzugren-
zen.

Mutagenesestudien mit d2-Crystallin implizieren, dafd Histidin 162 zum ak-
tiven Zentrum gehort (vgl. Abbildung 3-29). Es fungiert direkt oder indirekt
tiber Aktivierung eines Wassermolekiils als Protonenakzeptor [151, 152]. In Ar-
gininosuccinat-Lyasen [153] und Adenylosuccinat-Lyasen [154] wird das ent-

sprechende Histidin ebenfalls als Protonenakzeptor favorisiert. Weaver et al.
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(1995) vermuteten fiir die Fumarasen ein Protonen-Relais zwischen dem aqui-
valenten Histidin 188 und der Glutaminsaure 331 [150]. Als potentielle Saure
gilt in 02-Crystallin das hochkonservierte Serin 283 [155, 156]. Simpson (1994)
nahm an, daf$ in 82-Crystallin das hochkonservierte Lysin 289 zur Stabilisierung

des Carbanions beitragt [149].

Wenn die beschriebenen Aminosauren tatsachlich am katalytischen Mechanis-
mus dieser Enzymfamilie beteiligt sind, dann sollten sie sich in entsprechender
Position in allen Enzymen des Clusters nachweisen lassen. Um dies zu eruieren,
wurde ein multiples Sequenzalignment aller 295 im Cluster enthaltenen
Sequenzen erstellt. Die Primdrsequenzen der Enzyme zeigen nur eine geringe
Ubereinstimmung. Dennoch konnen drei konservierte Bereiche definiert wer-
den (C1 - C3; vgl. Abbildung 3-29), die hochstwahrscheinlich an der Generie-
rung des aktiven Zentrums und der Substratbindung beteiligt sind [150].
Entgegen vorheriger Beobachtungen [155] ergibt sich anhand des eigenen
Alignments, daf$ in den Bereichen C1 und C2 nur jeweils eine Aminosaureposi-
tion in allen Sequenzen konserviert ist. Der Bereich C3 enthalt eine kurze kon-
servierte Sequenz um ein zentrales Methionin, zu der auch ein Prosite-Motiv
existiert (Kennummer: PS00163). Allerdings werden nicht alle im Cluster ent-

haltenen Sequenzen durch dieses Prosite-Motiv erfafit (vgl. Abschnitt 3.7.1).

C1 c2 C3
52-Crystallin
P24058(4.3.2.1) MSRNDQuVT!?! 159GYTHLQKAQP'©8 282GSSL MPQKKNPDSL E**®

P05042(4.2.1.2) 37SSNDVFPT44 I8SGRTHLQDATP!®  317GSS| MPGKVNPTQCE®!
P04422(4.3.1.1) “3STNDAYPT!5C 188GRTQL QDAVP®? 320GSS| MPAKVNPVVPES®
QOXO01 0(4.3.2.2)  9TSSDVLDT® 138 GRTHGVHAEP4 261 GSSAMPHKKNPI TCEL7
P32427(5.5.1.2) 195TSQDANVDT!2 150 GRTW. QHATP5¢ 275 GSSTMPHKRNPVGAA2E®

Abbildung 3-29: Fiir die im Cluster enthaltenen Sequenzen lassen sich drei
konservierten Bereiche ermitteln (C1-C3; nach Sampaleanu
et al., 2001). Die Darstellung zeigt die entsprechenden Be-
reiche fiir je einen Vertreter der im Cluster enthaltenen
EC-Klassen. Die im Fettdruck dargestellten Aminosiduren
sind vermutlich am katalytischen Mechanismus der Enzyme
beteiligt (siehe Text). Die mit ,*” versehenen Aminosduren
sind in allen Sequenzen des Clusters konserviert, wihrend
LY auf konservativ substituierte und ,.” auf semi-
konservativ substituierte Aminosaurepositionen hinweisen.
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Das multiple Alignment belegt, dafs sowohl das als potentielle Sdure angesehe-
ne Serin als auch das zur Stabilisierung des Carbanions benétigte Lysin in allen
Enzymen des Clusters konserviert sind. Beide sind im Bereich C3 lokalisiert.
Das als Protonenakzeptor favorisiert Histidin aus dem Bereich C2 ist hingegen
nicht strikt konserviert. So ist es beispielsweise in Aspartasen vielfach durch
Glutamin ersetzt (vgl. Abbildung 3-29). In der 3-Carboxy-cis,cis-muconat-
Cycloisomerase sind die Variationen noch vielfaltiger, so dafy an dieser Stelle
neben Histidin auch Arginin, Tryptophan und Leucin vorkommen konnen. Es
erscheint daher fraglich, ob besagtes Histidin tatsdchlich als Protonenakzeptor
fungiert. Anhand des Alignments lafst sich jedoch zeigen, dafs die dem Histidin
direkt benachbarte Position konservativ substituiert ist und ausschliefilich von
Serin oder Threonin eingenommen werden kann. Gleiches gilt fiir die konser-
vierte Position im Bereich CI1. Fiir 82-Crystallin wird angenommen, dafd die
Hydroxylgruppe des Threonins 161 zur korrekten Positionierung der Seitenket-
te des Lysins 289 als auch des Fumarat-Anteils des Substrates benttigt wird
[157]. Uber die Bedeutung des Serins 114 ist bislang scheinbar noch nichts be-
kannt. Um dessen mogliche Beteiligung am Enzymmechanismus zu eruieren,

wurde seine Lage in der Proteinstruktur betrachtet.

Zu den Sequenzen aller fiinf EC-Klassen stehen aufgeklarte Proteinstrukturen
zur Verfligung. Die enzymatisch aktive Form der Enzyme besteht aus vier
identischen Untereinheiten (vgl. Abbildung 3-30). Jedes Enzym besitzt vier
aktive Zentren, die sich aus den Bereichen dreier Untereinheiten
zusammensetzen [150][158][159]. Bedingungen, die zur Dissoziation der Unter-
einheiten fiihren, resultieren im Verlust der enzymatischen Aktivitat [139].

Um die Ahnlichkeit zwischen den Strukturen der verschiedenen EC-Klassen
zu quantifizieren, wurden mittels des Programms Protein3Dfit [88] Struktur-
alignments erstellt. Standen mehrere Strukturen zu einer Enzymklasse zur Ver-
fiigung, so wurde jeweils die mit der besten Auflosung zur Betrachtung
ausgewahlt. Zwei Faltungen werden als strukturell dhnlich angesehen, wenn
sich mindestens 40% der korrespondierenden Ca-Atome innerhalb eines Ab-
standes von maximal 1,8A zueinander befinden. Tabelle 3-20 enthilt eine Uber-

sicht der Ergebnisse.



3 Ergebnisse und Diskussion

105

Tabelle 3-20: Ubersicht iiber die strukturelle Ahnlichkeit zwischen den En-
zymen der verschiedenen EC-Klassen.

EC- Swiss-Prot PDB-
1FUR | 1JSW | 1K7W | 1C3C | 1RE5
Klasse Nummer Struktur
4.2.1.2 P05042 1FUR -
4.3.1.1 P04422 1JSW 63,16% -
4.3.2.1 P24058 1K7W 52,56% | 44,54% -
4.3.2.2 Q9Xo0I10 1C3C 53,54% | 44,10% | 59,43% -
5.5.1.2 P32427 1RE5 52,97% | 39,50% | 54,11% | 67,22% -

Die Strukturalignments belegen nochmals die evolutiondare Verwandtschaft der

miteinander gruppierten Sequenzen und bestitigen so die mittels Sequenzahn-

lichkeit getroffene Einteilung der Enzyme. Lediglich das Ergebnis eines Ver-

gleichs

(IRE5/1JSW)

rangiert

geringfligig unterhalb des

geforderten

Grenzwertes von 40%. Thre Ahnlichkeit zu den Strukturen der {ibrigen EC-

Klassen belegt aber auch ihre Verwandtschaft.

Abbildung 3-30: Proteinstruktur der Argininosuccinat-Lyase (PDB-ID 1K7W):
a) Monomer, b) Tetramer. Das Enzym verfiigt iiber eine
homotetramere Struktur und besitzt vier aktive Zentren, de-
ren Lage durch Pfeile markiert ist.
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Abbildung 3-31: Schematische Darstellung eines der vier aktiven Zentren der
Argininosuccinat-Lyase. Das aktive Zentrum setzt sich aus
den Bereichen dreier Untereinheiten zusammen (UE 1-3).
Die konservierten Aminosdurepositionen sind gekenn-
zeichnet und entsprechend der Untereinheit, der sie angeho-
ren, koloriert.

Abbildung 3-31 zeigt, dafs alle mittels des multiplen Sequenzalignments ermit-
telten Aminosduren im Bereich der aktiven Zentren lokalisiert sind. Ein aktives
Zentrum ergibt sich dabei aus den drei konservierten Bereichen C1, C2 und C3
(vgl. Abbildung 3-29) verschiedener Untereinheiten (UE 1-3). Die in der Abbil-
dung als UE1 bezeichnete Untereinheit enthélt das konservierte Sequenzmotiv
aus dem Bereich C3. Dieses ist auf einer flexiblen Schleife (Loop) lokalisiert. Das
Threonin 161 aus Bereich C2 ist Bestandteil der Untereinheit UE2. Das
Serin 114 ist auf der Untereinheit UE3 positioniert und befindet sich dem kon-
servierten Loop gegeniiber. Somit ist eine Beteiligung des Serins 114 am katalyti-
schen Mechanismus nicht nur moglich sondern — in Anbetracht der nur

wenigen konservierten Positionen — auch wahrscheinlich.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dafd die mittels Clusteranalyse gruppierten
Enzyme dhnliche Reaktionen katalysieren, bei denen eine C-N- oder C-O-

Bindung gespalten und — mit Ausnahme der Cycloisomerase — Fumarat als ein
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Produkt gebildet wird. Obwohl der Grad der Sequenzahnlichkeit zwischen ih-
nen nur gering ist, gibt es drei konservierte Sequenzbereiche, die im Monomer
weit auseinander liegen, im Tetramer jedoch eine Einheit bilden und die vier
aktiven Zentren formen. Fiir einige der konservierten Aminosauren konnte ge-
zeigt werden, daf§ sie am Sadure/Base-Mechanismus dieser Enzyme beteiligt

sind.

3.7 Weitere Anwendungen der erhaltenen Klassifizierung

3.7.1 Erstellung neuer und Verbesserung bestehender @agoéave

Die erhaltene Einteilung der Enzymsequenzen kann nicht nur dazu verwendet
werden, um &dhnliche enzymatische Reaktionsmechanismen zu identifizieren,
sondern kann tiberdies auch zur Identifizierung invarianter Sequenzpositionen
beitragen. Aus dem Vergleich von Aminosduresequenzen verschiedener Pro-
teine lassen sich wichtige Hinweise zur Aufklarung und Interpretation der
Funktion gewinnen. Vor allem der Grad der Konservierung von Aminosaurere-
sten innerhalb einer Familie oder Klasse kann zum Verstehen der Funktions-
weise eines Proteins beitragen. Aufgrund ihrer Konservierung sind diese
Aminosdauren meist von essentieller Bedeutung fiir die Funktion des Enzym:s,
da sie entweder die zur Katalyse erforderliche Struktur erhalten oder direkt an
der Reaktion beteiligt sind. Anhand der generierten Sequenzcluster lassen sich
multiple Alignments erstellen, mittels derer sich charakteristische Aminosaure-
positionen und Sequenzmotive identifizieren lassen. Neben der Formulierung
neuer Sequenzmotive konnen die Alignments auch dazu beitragen, bereits be-
stehende Motive zu prazisieren. Dies soll im folgenden am Beispiel der zuvor

dargestellten Fumarat Lyasen illustriert werden (vgl. Abschnitt 3.6.3.5).

Die Qualitdt eines Sequenzmotivs bestimmt sich anhand zweier Kriterien:

 Die Spezifitit ist ein Maf$ dafiir, wie viele der mittels des Motivs gefundenen
Sequenzen tatsachlich der entsprechenden Familie angehoren (richtig Posi-
tive) und wie viele Sequenzen irrtiimlich als Mitglieder dieser Familie iden-
tifiziert werden (falsch Positive). Sie ergibt sich aus dem Verhaltnis: (richtig

Positive / (richtig Positive + falsch Positive)).
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» Die Sensitivitit gibt an, welcher Anteil der zur Familie gehdrenden Sequen-
zen mit Hilfe des Motivs identifiziert werden kann bzw. wie viele Famili-
enmitglieder nicht durch das Motiv erfafst werden. Sie errechnet sich aus

dem Verhaltnis: (richtig Positive / (richtig Positive + falsch Negative)).

Um eine moglichst gute Qualitdt zu erreichen, sollten mittels des Sequenzmo-
tivs moglichst viele Familienmitglieder gefunden werden (hohe Sensitivitat)

und die Vorhersage moglichst fehlerfrei sein (hohe Spezifitat).

Fiir die im Abschnitt 3.6.3.5 beschriebenen Fumarat Lyasen ist folgendes Motiv
in PROSITE beschrieben (Kennummer: PS00163):

G-5-x(2)-M-x-{RS}-K-x-N

Diese Art der Darstellung liest sich wie folgt:

Zu Beginn des Motivs stehen ein Glycin und ein Serin. Darauf folgen zwei be-
liebige proteinogene Aminosduren. Die nachste Position wird von einem
Methionin eingenommen, worauthin wieder eine beliebige Aminosaure folgt.
Die geschweifte Klammer verweist darauf, dafs an der nachsten Position alle
aufier den in Klammern genannten proteinogenen Aminosduren folgen konnen.

Darauf folgt ein Lysin, eine weitere beliebige Aminosaure und ein Asparagin.

Eine Suche dieses Sequenzmotivs gegen Swiss-Prot in Version 48.2 erbringt 280
Treffer in 280 verschiedenen Sequenzen. Von diesen gehoren 274 der Familie
der Fumarat Lyasen an. Sechs Treffer beziehen sich auf Sequenzen anderer Fa-
milien (falsch Positive). Des weiteren existieren 20 Mitglieder der Fumarat Ly-
ase Familie, die nicht vom Motiv erfaf3t werden, da sie in einer oder mehreren
Positionen von diesem abweichen (falsch Negative). Somit betragt die Spezifitat

dieses PROSITE-Motivs bei 97,86%, wéahrend die Sensitivitat bei 93,20% liegt.

Anhand eines multiplen Alignments des eigenen, aus 295 Mitgliedern dieser
Sequenzfamilie bestehenden Clusters, kann das in Tabelle 3-21 dargestellte Se-

quenzmotiv abstrahiert (vgl. auch Abschnitt 3.6.3.5).
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Tabelle 3-21: Ausschnitt aus dem multiplen Alignment fiir die Familie der
Fumarat Lyasen. Fiir jede EC-Klasse ist angegeben, welche
Aminosduren eine jeweilige Sequenzposition einnehmen koén-
nen. , X" steht fiir eine beliebige proteinogene Aminosaure.

EC-
Mogliche Aminosduren einer jeweiligen Sequenzposition

Klasse

4212 |G S S | M P G K VIT N

4311 |G S S | M P GA K VL N

4321 |GT S S LM M P HON K VKR N

4322 |G S S X M PA HQY K X N

55.12 |GA S S X M P HQ K X N
Konsensus| GATI S S X M PA X K X N

Im PROSITE-Format dargestellt ergibt sich demnach folgendes Sequenzmotiv:
[GATI]-S-S-x-M-[PA]-x-K-x-N

Die eckigen Klammern geben an, daf} die entsprechende Position ausschliefslich
von einer der in Klammern angegebenen Aminosduren eingenommen werden

kann.

Wird dieses Sequenzmotiv gegen Swiss-Prot in Version 48.2 verglichen, erge-
ben sich 286 Treffer in ebenso vielen Sequenzen. Alle mittels dieses Motivs ge-
funden Sequenzen gehoren der betrachteten Familie der Fumarat Lyasen an. Es
besteht somit keine Ubereinstimmung zu Sequenzen anderer Familien. Ledig-
lich acht bekannte Mitglieder der Familie konnten nicht mittels des Motivs de-
tektiert werden. Die Spezifitat des anhand der eigenen Klassifizierung erstellten

Motivs betragt somit 100%, wahrend die Sensitivitat bei 97,28% liegt.

Die Ursache fur die vielfach bessere Qualitat der erhaltenen Motive ist vor al-
lem die grofiere Zahl der Sequenzen, die zu deren Erstellung verwendet wird.
Viele der in PROSITE enthaltenen Motive wurden nur auf Basis relativ weniger
Sequenzen erstellt. Daher gibt es mitunter eine Vielzahl von Familienmitglie-
dern, die dem postulierten Muster nicht entsprechen. Dariiber hinaus werden
bei der eigenen Methode nicht nur die Sequenzen eines Enzyms, sondern alle
Mitglieder einer jeweiligen Sequenzfamilie verwendet. Dies erhoht nicht nur
die Sequenzzahl, sondern erleichtert zudem die Identifizierung wichtiger Ami-

nosaurepositionen, da bei homologen Sequenzen aus verschiedenen Enzym-
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klassen haufig nur die fiir die Funktion essentiellen Residuen konserviert sind.
Ein weiterer Vorteil der eigenen Methode besteht darin, daf$ ausschliefslich die
homologen Bereiche der Sequenzen zur Erstellung der multiplen Alignments
verwendet werden. Verwendet man die vollstindigen Sequenzen, so kann dies
bei Multidoménenenzymen, die nur eine einzelne gemeinsame Domaéne besit-
zen, in dirftigen und mitunter irrefithrenden Alignments resultieren.
Alignments, die sich hingegen ausschliefilich auf die @hnliche Domaéne be-

schranken, konnen ein hohes Maf an Ahnlichkeit offenbaren.

3.7.2 ldentifizierung und Korrektur falsch annotiertergBenzen

Im Verlauf der Clusteranalyse wurden mehrere sequenzreiche Cluster erzeugt,
die, abgesehen von einzelnen Ausnahmen, ausschliefilich Enzyme einer einzi-
gen EC-Klasse enthalten. Sucht man indes nach den iibrigen Vertretern der da-
von abweichenden Sequenzen, so zeigt sich, daf diese jeweils in ein
gemeinsames Cluster gruppiert worden sind. Es erscheint daher unwahrschein-
lich, daf$ es sich bei den einzelnen Sequenzen, die einem anderen, ansonsten
homogenen Cluster zugeordnet worden sind, um analoge Realisierungen der
durch die jeweilige EC-Klasse beschriebenen Reaktion handelt. Es liegt viel-
mehr die Vermutung nahe, dafs diese Sequenzen tatsdchlich derselben EC-
Klasse angehoren wie die iibrigen Sequenzen des jeweiligen Clusters, in den
Datenbanken aber irrtiimlich der falschen Enzymklasse zugeordnet worden
sind. Eine Uberpriifung der dazugehdrigen Datenbankeintrige bestitigte dies.
Auf diese Weise konnten insgesamt zwolf fehlerhaft annotierte Sequenzeintrage
in Swiss-Prot und TrEMBL identifiziert werden. Bei den meisten Eintrdgen be-
zog sich der Irrtum lediglich auf die EC-Klassifikation, wahrend alle {ibrigen
Angaben korrekt waren. Bei einigen war jedoch die gesamte Zuordnung unzu-
treffend. Der Befund wurde mit entsprechenden Korrekturvorschldgen an das
Swiss Institute of Bioinformatics iibermittelt. Nach eingehender Priifung seitens
der dortigen Kuratoren wurden schliefilich alle zwolf Vorschldage akzeptiert

und entsprechend korrigiert (vgl. Tabelle 3-22).
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Tabelle 3-22: Mit Hilfe der generierten Cluster wurden zwolf fehlerhaft an-
notierte Sequenzen identifiziert und entsprechende Korrektur-
vorschldge an das Swiss Institute of Bioinformatics libermittelt.
Alle Anderungsvorschlige wurden von den dortigen Kuratoren
akzeptiert und korrigiert.

. vorherige aktuelle
Swiss-Prot- / TIEMBL-ID EC-Klassifizierung EC-Klassifizierung
Q37183 1.1.1.1 4.1.1.39
Q8ELK1 1.1.1.38 51.11
Q7U5G1 2.3.3.13 2.2.1.6
013326 2.4.1.49 2.5.1.49
P50125 2.4.1.49 2.5.1.49
Q7WTB4 3.1.2.23 3.2.1.23
Q8EL95 3.1.27.10 2.1.1.37
Q9FEW2 3.2.1.23 2.6.1.9
Q37186 4.1.1.29 4.1.1.39
Q7VH30 4.1.3.13 2.3.3.13
Q7VH30 4.1.3.132 2.3.3.13
Q8CX61 51.1.1 141.1

3.7.3 Funktionsvorhersage

Abschliefiend soll noch ein Blick auf die Moglichkeit geworfen werden, Vorher-
sagen iiber die mogliche Funktion neuer Proteine zu treffen. Durch grofSange-
legte Sequenzierungsprojekte werden stiandig grofie Mengen neuer Sequenz-
daten ermittelt. Thre enorme Zahl macht es unmdoglich, die funktionelle
Zuordnung der Sequenzen manuell durch Experten durchfiihren zu lassen. Fiir
einen Grofsteil der erhaltenen Proteinsequenzen der bislang bekannten Genome
ist die Funktion daher nicht bekannt. Einziger Ansatzpunkt fiir eine Analyse ist
die Untersuchung der Proteinsequenz, welche mit den Sequenzen bereits cha-
rakterisierter Proteine verglichen wird, aus denen dann die Eigenschaften des
neuen Proteins abgeleitet werden.

Im Gegensatz zu vergleichbaren Analysemethoden liefert die Clusteranalyse
keine Zuordnungsvorschrift fiir kiinftige Beobachtungen. Um sie dennoch fiir
prognostische Zwecke einsetzen zu konnen, muf$ sie fiir jede anstehende Vor-
hersage wiederholt werden. Dies ist aufgrund der dazu benétigten Rechenzeit
nur flir groffe Sequenzzahlen praktikabel. Es besteht aber dennoch die Mog-
lichkeit, die generierten Daten auch zur Funktionsvorhersage einzelner Protein-
sequenzen zu nutzen. Mit Hilfe der generierten Sequenzdomdnensammlung
konnen neue Sequenzen auf ihre Domédnenzusammensetzung iiberpriift wer-
den. Anhand des daraus resultierenden Doménenkataloges kann einer Sequenz

dann eine potentielle Funktion zugeordnet werden.
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A. Verwendete Software und Datenbanken

1.

Verwendete Programme:

Python 2.2
MySQL 3.23.45
BLAST 2.2.6
Tcoffee 4.45
MUSCLE 3.6
Protein3Dfit

http://python.org/
http://www.mysql.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Ftp/
http://igs-server.cnrs-mrs.fr
http://www.drive5.com/muscle/

http://biotool.uni-koeln.de:8080/3dalign_neu/

Zusatzliche Module flr Python:

mySQLdb 0.9

http://sourceforge.net/projects/mysql-python

Verwendete Datenbanken:

Swiss-Prot & TrEMBL
IUBMB

BRENDA

Pfam

Prosite

Protein Data Bank

http://www.expasy.org/sprot/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/
http://www.brenda.uni-koeln.de/
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
http://www.expasy.org/prosite/
http://www.rcsb.org/
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B. Datenbankschema

Die aus offentlichen Datenbanken abgerufenen Eintrage und durch die ver-
schiedenen Prozessierungsschritte entstandenen Daten wurden lokal in einer
relationalen Datenbank abgelegt. Das Datenbankschema lafst sich grob in vier
Bereiche gliedern, die in Abbildung B-1 entsprechend farblich hervorgehoben

sind. Die Tabellenbezeichnungen sind kursiv angegeben:

» Sequences ist die zentrale Tabelle der Datenbank, iiber die alle tibrigen Ta-
bellen der Datenbank miteinander verkniipft sind. Sie enthalt die Kernda-
ten zu jeder im Datensatz befindlichen Enzymsequenz wie zum Beispiel die
Swiss-Prot-Kennummer (accession_number) und -ID (identification), an-
hand derer jede Sequenz eindeutig identifiziert werden kann, die Kurzbe-
schreibung des Enzyms (description), die dem deskriptiven Feld (DE) aus
Swiss-Prot und TrEMBL entnommen wurde, sowie die Aminosduresequenz

(sequence).

* Die unter SWISS-PROT zusammengefafiten Tabellen enthalten dariiber hi-
nausgehende Sequenzinformationen, die aus Swiss-Prot und TrEMBL
stammen und unter anderem die EC-Klassifikation (ec_numbers), die Funk-
tion (functions), aber auch andere Eigenschaften des Enzyms wie eventuell
benotigt Cofaktoren (cofactors) betreffen. Swiss-Prot und TrEMBL enthalten
uberdies eine Vielzahl von Informationen aus externen Datenbanken, von
denen einige (pdb, pfam, prosite, intrepro) ebetalls in die eigene Datenbank in-

tegriert wurden.

* Die Tabelle alignments enthdlt das FErgebnis der ,alle-vs-alle”-
Alignmentldufe. Zu jeder Sequenzpaarung ist der errechnete E-value (in der
Form: -log(E-value) * 100), die Sequenz-ID der Suchsequenz (query_id) und
des Datenbanktreffers (hit_id), die Lange beider Sequenzen (query_length,
hit_length) und die miteinander alignierten Sequenzbereiche der beiden
Sequenzen (query_start, query_end bzw. hit_start, hit_end) angegeben.
Dariiber hinaus ist angegeben, welche Grenzen fiir den jeweiligen Se-
quenzbereich wahrend der Domanenvorhersage bestimmt wurden

(qgmod_start, qmod_end bzw. hmod_start, hmod_end).
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* Die Tabelle regions enthdlt alle nach der Doménenvorhersage zu einer Se-
quenz verbliebenen Alignmentbereiche. Diese bilden die Objektmenge der
anschlieffenden Clusterung, bei der die Sequenzbereiche der verschiedenen
Enzymsequenzen, die einander entsprechen, miteinander gruppiert wer-

den.

* Die unter dem Begriff ,Clusterergebnisse” zusammengefafiten Tabellen
enthalten schliefSlich das Resultat der Clusteranalyse. Es wurden Zwischen-
ergebnisse fiir insgesamt zehn verschiedene Grenzwerte gespeichert

(102 clusters2, 1075 clusters5, etc.).



C. Inhalt der CD-ROM

Clusters/
Database/

[UBMB/

Posters/

Reactions/

Source/

Statistic/

Swiss-Prot & TrEMBL
Thesis/
README

Anhang 116

Ergebnis der Clusteranalyse im txt-Format
Inhalt der aufgebauten Datenbank im MySQL-
Format, Datenbankschema im MySQL-Format,
Abbildung des Datenbankschemas im bmp-
Format

Datei zur Aktualisierung der Zuordnungen von
Enzymklassen und Sequenzen

Poster zur Dissertation

Datei zur Zuordnung von Enzymklasse und
Reaktion

Quellen des entwickelten Programms

Dateien zur Haufigkeit der verschiedenen
EC-Paarungen im txt-Format
Sequenzdatenbanken im txt-Format
Dissertation im pdf-Format

Informationen zu den enthaltenen Daten
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D. Vorabveroffentlichungen

C. aus dem Spring, D. Schomburg (2002). Sequence families of classified enzymes -
Correlation with the function. European Conference on Computational Biology,

Saarbriicken. Posterprasentation.

C. aus dem Spring, D. Schomburg (2003). Prediction of protein domains and their
boundaries from local sequence alignments. German Conference on Bioinformatics,

Miinchen. Posterprasentation.

C. aus dem Spring, D. Schomburg (2003). Mechanistic classification of enzymes in
consideration of their modular architecture. German Conference on Bioinformatics,

Miinchen. Posterprasentation.

C. aus dem Spring, D. Schomburg (2004). Sequence-function-reaction relationships

of classified enzymes. BioPerspectives, Wiesbaden. Posterprasentation.

C. aus dem Spring, D. Schomburg (2004). Analysis of correlation between sequence
homology and reaction mechanism in families of classified enzymes. German Confe-

rence on Bioinformatics, Bielefeld. Posterprasentation.
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