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Einleitung und Problemstellung 1

1 Einleitung und Problemstellung

Das Paradigma der wechselseitigen molekularen Erkennung ist Grundlage fur das Ver-
sténdnis fast aler Prozesse in biologischen Systemen. Begriindet vor etwa 100 Jahren durch
Emil Fischers Erkenntnis, , dald Enzym und Glycosid wie Schlof3 und Schitissel zueinander
passen missen, um eine chemische Wirkung aufeinander austiben zu kénnen* (Fischer, 1894)
sowie Paul Ehrlichs Aussage , Corpora non agunt nisi fixata®™ (Ehrlich, 1913), bildet es heute
—inz. T. erweiterter Form (Koshland, 1994) — auch den Ausgangspunkt fir die wissenschaft-
liche Erklarung der Wirkung von Arzneistoffen. Danach bewirkt die geometrische und che-
misch komplementére Anlagerung kleiner Molekile (im folgenden: Liganden) an biologische
makromolekulare Zielstrukturen (hdufig Proteine, im folgenden algemein Rezeptoren ge-
nannt) einen Eingriff in die Abfolge von Stoffwechsel- und Signaltransduktionsprozessen und
|6st somit einen physiologischen Effekt aus.

Dieses Wissen um die Zusammenhénge zwischen molekularer Struktur und biochemischer
Wirkung hat in den letzten Jahren zu einem grundlegenden Wandel der Methoden der moder-
nen Arzneistofforschung gefuihrt. Molekularbiologische Verfahren ermdglichen es, die ge-
storte Aktivitat eines Rezeptors as Ursache einer Krankheit zu identifizieren sowie Proteine
in reiner Form zu gewinnen. Die Aufklarung ihrer dreidimensionalen Struktur ist dann viel-
fach mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse (Drenth, 1999; Glusker et al., 1994), NMR-
Spektroskopie (Withrich, 1986) oder Kryo-Elektronenmikroskopie (Kihlbrandt & Williams,
1999) moglich. Zusétzlich wéchst die Anzahl bekannter Proteinsequenzen als Folge der Ge-
nomsequenzierungs-Projekte (Collins et al., 1998) stark an. Davon ausgehend werden Tech-
nologien zur Vorhersage von Proteinfunktion (Lottspeich, 1999; Marcotte et al., 1999) und
-struktur (Rost, 1998; Westhead & Thornton, 1998) bzw. zur Beschleunigung der Rontgen-
strukturanalyse (Burley et al., 1999) entwickelt. Computergestitzte Verfahren zur Identifika
tion und Selektion neuer biologischer Zielmolekile (Jones & Fitzpatrick, 1999; Skolnick &
Fetrow, 2000) werden bereits eingesetzt (Spaltmann et al., 1999). Als Folge dieser Anstren-
gungen ist fur die Zukunft ein wesentlich breiteres Spektrum erkannter molekularer Zielsy-

steme fir die Arzneimitteltherapie und ihrer biologischen Funktion zu erwarten.

Der Entwicklungsprozef? eines neuen Arzneistoffes, der bis zu 15 Jahre dauern und bis zu

einer halben Milliarde Dollar verschlingen kann (Petsco, 1996), |&3t sich in mehrere Phasen

" “Die Korper wirken nicht, wenn sie nicht gebunden sind.”
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unterteilen (Bohm et al., 1996; Silvermann, 1994). Der am Anfang stehenden Suche nach
einer Leitstruktur, d.h. einem Liganden mit zu erkennender Affinitdt zu einem gegebenen Re-
zeptor, folgen mehrere Optimierungsphasen. Neben der Erhéhung der Affinitét und Selekti-
vitét des Liganden zu seinem biologischen Zielmolekll geht es zusétzlich um die Einstellung
gunstiger pharmakokinetischer Eigenschaften. Hierunter verstent man Aspekte der Absorption
des Arzneistoffes, der Verteilung und Metabolisierung im Organismus sowie der Exkretion
und Toxizitdt (Chan & Stewart, 1996). Abschlieffend erfolgt eine Phase der klinischen
Testung.

Der anfénglichen, schnellen und verladichen Identifizierung von Liganden kommt eine
besondere Bedeutung zu im Hinblick auf die zu erwartende Zunahme bekannter Rezeptoren
und die sich daraus ergebende Notwendigkeit, schon in der Frihphase einer Arzneistoffent-
wicklung deren Aussicht auf Erfolg abschéatzen zu missen. Gegenwartig existieren fur diese
Suche nach neuen Leitstrukturen zwei generelle, einander erganzende Methoden: das Scree-
ning, d.h. das Testen grof3er Substanzbibliotheken, und das rationale, auf der Basis von vor-

handenen Strukturinformationen beruhende Design.

Das Random-Screening-Verfahren orientiert sich an der Methode der traditionellen Arz-
neistoff-Suche, eine grofRe Anzahl synthetischer und natirlicher Substanzen unabhangig von
ihrer Struktur auf eine eventuelle Wirkung in einem Bioassay zu untersuchen (Carell et al.,
1994; Gordon et al., 1996). Belebt wurde diese Methode in vergangener Zeit durch den Ein-
satz von Roboter-Verfahren zum Hochdurchsatztesten (Houston & Banks, 1997) sowie die
Verfahren der kombinatorischen Chemie (Balkenhohl et al., 1996; Terrett et al., 1995) bzw.
automatisierten Parallelsynthese, mit deren Hilfe in kurzer Zeit Bibliotheken mit mehreren
zehntausend Substanzen ausgehend von einigen wenigen Reaktanden hergestellt werden kon-
nen. Die Trefferraten dieser zeit- und kostenintensiven, wegen ihrer ungerichteten Vorge-
hensweise (,,so viel wie moglich und so schnell wie méglich®) auch als ,irrational“ bezeich-
neten Verfahren betragen weniger as eine Promille der Anzahl der eingesetzten Substanzen
(Lahana, 1999). In jungster Zeit werden daher besonders Nonrandom- oder Targeted-
Screening-Ansétze entwickelt, bel denen die Testsubstanzen hinsichtlich maximaler paarwel -
ser Diversitdt z.B. in Bezug auf ihre chemischen Eigenschaften (Warr, 1997), zu erwartender
gunstiger pharmakokinetischer Eigenschaften (Clark & Pickett, 2000) oder anderer Kriterien
computergestiitzt selektiert werden.
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Einen ganz anderen Ansatz verfolgt das rationale Wirkstoffdesign. Auf der Basis der Ana
lyse eines moglichen Wirkungsmechanismus werden gezielte Vorschlage fir eine Leitstruktur
entwickelt, die anschlieffend im Experiment getestet werden. Das Ergebnis fliefst als neue
Information wieder in den Designzyklus zurtick (Abb. 1) (Boyd, 1998; Martin et al., 1999).
Unter Einbeziehung des maximal zur Verfigung stehenden Wissens geht es hierbei in erster
Hinsicht darum, aktiv verlaldliche Vorhersagen zu treffen, und als Folge dessen weniger auf

»aluckliche Figungen® vertrauen zu missen.

Bekannte
Struktur- Rezeptorstruktur Theorie
bestimmung
Erfolgreicher Vorgeschlagener
Kandidat Ligand
Testung Verbindung Synthese

Abb. 1. Allgemeiner Ansatz zum strukturbasierten Design von Inhibitoren. Ausgehend von einer be-
kannten Rezeptorstruktur werden auf Grundlage theoretischer Verfahren mdgliche Liganden
vorgeschlagen. Nach Synthese und biologischer Testung wird von erfolgreichen Inhibitor-
kandidaten eine Rezeptor-Ligand-Struktur ermittelt, die als Start fir einen neuen Designzy-
klus dient.

Obwohl dieser Ansatz noch relativ jung ist bzw. erst in neuerer Zeit von den Fortschritten
in der Computertechnologie und —methodologie (Buzbee, 1993; Couzin, 1998) profitiert hat,
gibt es schon eine ganze Reihe von Beispielen, bei denen er zu Neuentwicklungen bzw. Op-
timierungen von Wirkstoffen gefuhrt hat (Babine & Bender, 1997; Boyd, 1990; Greer et al.,
1994; Klebe, 1998b; Kubinyi, 1998). So wurden mit Kenntnis der Struktur des Rezeptors Li-
ganden von Thymidylat-Synthase (Shoichet et al., 1993), Purin-Nucleosid-Phosphatase
(Montgomery et al., 1993), Streptavidin (Katz et al., 1995; Weber et al., 1994), Sialidase (von
Itzstein et al., 1996), Selectin (Kogan et al., 1995), FKBP12 (Andrus & Schreiber, 1993),
Camodulin (Hardcastle et al., 1995), Elastase (Vede et al., 1995), Thermolysin (Morgan et
al., 1994), Thrombin (Hilpert et al., 1994), Papin (Cheng et al., 1994) und Renin (Plummer et
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al., 1995) erfolgreich vorgeschlagen bzw. optimiert. Darlber hinaus existieren bereits in der
Therapie eingesetzte Wirkstoffe, die auf diesem Weg gefunden wurden: z. B. der Angioten-
sin-Converting-Enzym(ACE)-Hemmer Captopril (Wermuth, 1996), der Carboanhydrase-
Inhibitor Dorzolamid (Greer et al., 1994) sowie die HIV-Protease-Inhibitoren Saquinavir,
Indinavir, Ritonavir und Néelfinavir (Vacca & Condra, 1997).

Die Verwendung der jeweiligen Verfahren des rationalen Designs héngt davon ab, ob die
dreidimensionale Struktur des biologischen Zielmolekiils bekannt ist oder nicht. In |etzterem
Fal ermdglichen es ,Quantitative-Struktur-Wirkungs-Beziehungen® (QSAR-Verfahren)
(Kubinyi, 1993; Kubinyi et al., 1997), Modelle fur den Zusammenhang von Mol ekl struktur
und Wirkung auf einen Rezeptor aus einer Serie von Wirkstoffen und dazugehorigen experi-
mentell bestimmten Affinitéten zu erstellen. Diese Modelle kdnnen dann nicht nur zur Erkl&
rung beobachteter Affinitéten, sondern auch zur Vorhersage der Affinitéten unbekannter Ver-
bindungen herangezogen werden. Ein aternatives Verfahren besteht darin, aus einer Reihe
von wirksamen Verbindungen ein Pharmakophormodell zu erstellen (Martin, 1999), d.h. eine
geometrische Abbildung der molekularen Eigenschaften der Wirkstoffe, die notwendig fir
eine biologische Aktivitdt sind. Mit diesem Pharmakophormodell kann in einem Folgeschritt
in einer Datenbank von Molekilen nach neuen, potentiell aktiven Verbindungen gesucht wer-
den (Marriot et al., 1999).

Die sténdig wachsende Anzahl dreidimensionaler Strukturen der makromolekularen Re-
zeptoren (Bernstein et al., 1977) bildet die Grundlage des strukturbasierten Entwurfs von
Wirkstoffen. Hauptséchlich werden aus der Rontgenstrukturanalyse erhaltene Rezeptorgeo-
metrien eingesetzt, wobel angenommen werden kann, dal? diese Geometrien den aktiven
Strukturen in Losung gleichen (Blake et al., 1981; Doscher & Richards, 1963). Unter Ausnut-
zung der Informationen Uber die Eigenschaften der Ligandbindestelle und der auf dem
Schltissel -Schlof3-Prinzip beruhenden zentralen Annahme, dal3 ein bindender Ligand deutliche
strukturelle und chemische Komplementaritét zum Wirkort aufweisen muf3, ergeben sich zwei
Ansétze zum computergestitzten Wirkstoffdesign. Im Rahmen des de novo-Designs werden
in der Bindetasche neue Leitstrukturen durch Verknipfung vorher plazierter Atome oder
Fragmente oder den sukkzessiven Aufbau eines Molekiils ausgehend von einer ,Keimstelle"
erzeugt (Clark et al., 1997; Murcko, 1997). Alternativ dazu kann eine Datenbank aus Mole-
kilen nach einem komplementéren Liganden durchsucht werden, indem die einzelnen Mole-
kule (flexibel) in die Ligandbindestelle eingepald werden (Docking-Verfahren) (Lengauer &
Rarey, 1996). In beiden Félen erfolgt abschlief3end eine Affinitatsvor hersage des Liganden zu
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seinem Rezeptor: nur wenn diese Bewertung mit akzeptabler Genauigkeit und Zuverldssigkeit
erfolgt, konnen neue Leitstrukturen ohne aufwendige Experimente gefunden werden. In letz-
terem Fall spricht man daher auch von virtuellem Screening (Walters et al., 1998). Dies fihrt
nicht nur zu einer deutlichen Reduzierung der Entwicklungszeiten und Kosten. Vielmehr
kénnen die gewonnen Struktur- und Affinitétsinformationen auch zur weitergehenden

L eitstrukturoptimierung genutzt werden.

Zwel Aspekte bestimmen maldgeblich den Erfolg des computergestitzten, struktur-
basierten Liganden-Designs unter Verwendung der Proteinstruktur: die Generierung relativer
Anordnungen von Ligand und Rezeptor (Konfigurations-Generierungsproblem) sowie das
Erkennen der korrekten Bindungsgeometrie und die Vorhersage der Affinitét der so erhalte-
nen Rezeptor-Ligand-Komplexe (Struktur- und Affinitats-Vorhersageproblem). Ein 1997 un-
abhangig durchgefuhrter Test von Docking-Verfahren (Dixon, 1997) bestétigte die Ansicht,
daid Struktur- und Affinitdtsvorhersagen nur unzureichend gelingen (Ajay & Murcko, 1995;
Knegtel & Grootenhuis, 1998; Oprea & Marshall, 1998), wohingegen das Problem der Gene-
rierung der relativen Orientierung von Ligand und Rezeptor als weitgehend gel6st angesehen
werden kann (Kramer et al., 1999; Kuntz et al., 1994).

Das Thema dieser Arbeit konzentriert sich daher auf das Struktur- und Affinitatsvor her sa-
geproblem. Hierzu ergeben sich folgende Problemstellungen mit ansteigendem Komplexitéts-
grad:

l. Fur einen gegebenen Rezeptor, der in seiner dreidimensionalen Struktur bekannt ist,
ist aus einem Satz von dazu relativen Orientierungen eines Liganden eine Ligandkon-
figuration zu bestimmen, die der tatschlichen (experimentellen) Orientierung ent-
spricht.

. Fur einen gegebenen Rezeptor, der in seiner dreidimensionalen Struktur bekannt ist,
ist die korrekte Reithenfolge mehrerer Liganden hinsichtlich ihrer Affinitéten zu die-
sem Rezeptor zu bestimmen.

1. Fur mehrere gegebene Rezeptoren, die in ihrer dreidimensionalen Struktur bekannt
sind, ist die jewells korrekte Affinitdt eines oder mehrerer Liganden zu diesen Rezep-
toren zu bestimmen.

Diese Formulierungen entsprechen Fragestellungen, die wahrend eines strukturbasierten
Liganden-Designs auftreten: der Vorhersage der korrekten Geometrie von Rezeptor und Li-

gand (I); der Notwendigkeit, im Rahmen des virtuellen Screenings Liganden fir nachfolgende
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experimentelle Evaluierungen zu priorisieren (I1); der Vorhersage der Selektivitét von Ligan-

den in Bezug auf mehrere Rezeptoren (l11).

Aus dem angestrebten praktischen Einsatz des zu entwickelnden Verfahrens ergeben sich

zusétzliche Randbedingungen:

breite Anwendbarkeit und Robustheit der Methode in Bezug auf verschiedene Kombina-
tionen von Rezeptoren und Liganden

Genauigkeit und Fehlertoleranz hinsichtlich der Vorhersage der Affinitét nicht nur bel
experimentell bestimmten Rezeptor-Ligand-Komplexen, sondern auch bei computer- bzw.
handgenerierten Geometrien

Sensitivitdt und physikalische Interpretierbarkeit, um aus den erhatenen Ergebnissen
Schltisse fur das weitere Vorgehen (etwa bei einer Ligandoptimierung) ziehen zu kdnnen
ausreichende Geschwindigkeit, um auch virtuelle Screening-Verfahren mit einer grof3en
Anzahl von zu testenden Verbindungen durchfiihren zu kénnen

» Umgehung* fehlender Informationen wie etwa solche Uber Protonierungszustande funk-

tioneller Gruppen

In Kapitel 2 werden Faktoren beschrieben, die die Affinitét eines Liganden zu einem Re-

zeptor bestimmen. Kapitel 3 gibt einen Uberblick tiber existierende Verfahren zur Vorhersage

von Rezeptor-Ligand-Affinitéten. Kapitel 4 beschreibt die dem entwickelten Ansatz zugrun-

deliegende Theorie sowie die angewendeten Methoden. Die erzielten Ergebnisse werden in

Kapitel 5 ausgewertet und diskutiert. Kapitel 6 faldt die Ergebnisse der Arbeit zusammen und

stellt Grenzen sowie mogliche Verbesserungen des Ansatzes dar.
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2 Bindungsaffinitat und inter- / intramolekulare Beitrage - makroskopi-

sche Grdf3e und mikroskopische Ursachen

2.1  3D-Rezeptor-Ligand-Strukturen — Sichtfenster in die Welt der Wechselwirkungen

3D-Strukturen von Rezeptoren (und Liganden) bilden nicht nur die Basis fur das struktur-
basierte Wirkstoffdesign. Viele der im folgenden Abschnitt erlauterten Beitrage zur Bin-
dungsaffinitét von Rezeptor-Ligand-Komplexen waren ohne die Moglichkeit ihrer Untersu-
chung auf molekularer Ebene bis heute nur unvollstandig verstanden. Dazu notwendige In-
formationen Uber die Anordnung der Atome im Raum liefert — neben den Methoden der
hochaufgel 6sten NM R-Spektroskopie (Clore & Gronenborn, 1991; Withrich, 1986) —v.a. die
Proteinkristallographie (Chayen et al., 1996; Drenth, 1999; Glusker et al., 1994).

Die Grundlage der (Protein-)Kristallographie bildet die dreidimensional-periodische An-
ordnung der Bausteine im (Protein-)Kristall: durch die Anwendung von Symmetrieoperatio-
nen erzeugt man aus der asymmetrischen Einheit, dem ,, Grundmotiv®, die Elementarzelle.
Nachfolgende Anwendung von Gittertranslationen erzeugt daraus die Kristallstruktur
(Borchardt-Ott, 1993). Trifft elektromagnetische Strahlung mit gegebener Wellenlange auf
ein Objekt gegebener Ausdehnung, so kommt es zu Beugungseffekten, wenn Wellenlange
und Ausdehnung von gleicher GréRenordnung sind. Im Falle von Kristallen gilt dies fir
Strahlung im Nanometerbereich. Rontgenstrahlen werden durch das Phdnomen der kohéren-
ten Streuung an den Elektronen der Atome gebeugt; Neutronenstrahlung hingegen an den
Atomkernen.

Dies hat Auswirkungen auf die erhaltenen Ergebnisse: wahrend die Amplitude gestreuter
Rontgenstrahlung proportional zur Anzahl der Elektronen um dieses Atom sowie eine Funkti-
on des Streuwinkels ist (Hartree, 1925; James, 1954), bestimmt die Masse des Atomkerns
sowie die Energie der Wechselwirkung zwischen diesem und dem Neutron die Streuung der
Neutronenstrahlung. Réntgenstrahlung kann daher nicht zwischen Isotopen bzw. nur schlecht
zwischen Elementen @hnlicher Ordnungszahl unterscheiden; leichte Elemente wie Wasser-
stoff haben ein sehr geringes Streuvermdgen. Im Falle von Proteinkristallen bedeutet das, daf3
die Positionen der terminalen N- und O-Atome von Asparagin und Glutamin nur aufgrund
eines in sich konsistenten Wasserstoffblickennetzwerkes zugeordnet werden konnen. Anaog
sind haufig zwei mogliche Orientierungen des Imidazol-Rings von Histidin denkbar. Die Po-
sitionen von Wasserstoffen bleiben in Proteinkristallen meist unbestimmt. Dies ist v.a be-
deutsam fur konformativ flexible H-Atome (z.B. an terminalen Hydroxyl- oder Aminogrup-
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pen) sowie flr (de-)protonierbare Gruppen. Allerdings lassen sich durch die Analyse der um-
gebenden Atome in einem Kristall meist weitere Hinweise auf den Protonierungszustand fin-

den.

Durch positive und negative Interferenz der an allen Atomen des Kristalls gemal3 den
Laue- bzw. Bragg-Gleichungen gebeugten Rontgenstrahlen entsteht ein Beugungsbild. Aus
den Intensitdten der Reflexe dieses Beugungsbildes, sowie den im Falle der Proteinkristallo-
graphie meist indirekt bestimmten relativen Phasenlagen (Beauchamp & Isaacs, 1999) 1/
sich unter Anwendung einer Fouriertransformation eine Elektronendichtekarte als Darstellung
der Atomanordnung im Kristall berechnen. Diese experimentell bestimmte Représentation
dient nun als Grundlage fur die Erstellung eines Molekilmodells. In folgenden Schritten der
Verfeinerung werden die Unterschiede zwischen der beobachteten Elektronendichte sowie
einer aus dem Modell berechneten durch Variation des Modells mittels Auswertung von Dif-
ferenzdichtekarten, Verfahren des kleinsten Fehlerquadrates sowie globalen Optimierungsver-
fahren (ssimulated annealing) minimiert.

Als MaB fir die Ubereingtimmung zwischen Modell und Experiment dient wahrend der
Verfeinerung der R-Faktor. Wahrend er fur zufélig in die Einheitszelle plazierte Atome einer
nicht-zentrosymmetrischen Struktur zu 0.59 berechnet werden kann, zeigen optimal verfei-
nerte Proteinstrukturen Werte unter 0.2. Methoden zur Kreuzvalidierung (Brunger, 1992) zur
Verhinderung einer Uberanpassung werden heute ebenfalls verwendet. Allerdings wird die
Qualitét des abschlieffenden Modells mal3geblich schon durch das Streuvermdgen des unter-
suchten Kristalls limitiert. Baufehler und Unordnungsphanomene im Kristall begrenzen die
Auflosung, d.h. das Vermogen, zwel nahe Objekte noch als getrennte Entitéten wahrnehmen
zu konnen. Fir Proteinkristalle werden selten Auflésungen kleiner als 1.5 A gemessen (also in
der GréRenordnungen von Bindungsldngen), meist erhdlt man Werte zwischen 2 und 3A.
Von atomarer Auflésung spricht man bei Werten unter 1.2 A. Inhédrent verknupft mit dem
Mal3 der AuflGsung ist die Grof3e des Fehlers der Koordinaten der Atompositionen: fir eine
Auflosung von 2.5 A ergibt er sich zu etwa 0.4 A (Dauber-Osguthorpe et al., 1988; Kossia-
koff et al., 1992; Wlodawer et al., 1987). Dies ist auch bei der Betrachtung intermolekularer

Wechselwirkungen zu berticksichtigen.

Fur kristallographisch bestimmte Proteinstrukturen ist auf3erdem zu berticksichtigen, dal3
sie as zeitliche und raumliche Mittelung Uber eine Vielzahl einzelner Molekile entstanden

sind (Brunger, 1997). Kristallkontakte zwischen im Gitter benachbarten Molektlen kénnen zu
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intermolekularen Wechselwirkungen fuhren, die einzelne Teile einer Struktur beeinflussen
koénnen. Zusétzlich kommt es neben dem Auftreten von statischer Unordnung durch unter-
schiedliche Besetzung analoger Atompositionen zu dynamischer Unordnung durch die ther-
mische Bewegung der Atome um ihre Gleichgewichtslagen. Selbst fur Atome mit einem
durchschnittlichen Temperaturfaktor von B = 20 A? betragt die mittlere Verschiebung von der
Gleichgewichtsposition 0.5 A. Durch den MittelungsprozeR wahrend der Dauer der Samm-
lung der Beugungsdaten konnen auferdem nur solche Atome im Kristall erkannt werden, die
einen hohen Ordnungsgrad aufweisen. Dies gilt insbesondere fir Wassermolekule, die bis zu
70 % der Atomanzahl eines Proteinkristalls ausmachen kénnen (Carugo & Bordo, 1999; Le-
vitt & Park, 1993). Wahrend die Wassermolekiile der ersten Hydratationssphdre um ein Pro-
tein bzw. einen Liganden i.a. wohl geordnet sind, nimmt die Unordnung mit wachsendem
Abstand davon zu (Karplus & Faerman, 1994).

Im Fall der Bindung eines Liganden an einen Rezeptor ist als Folge des Mittelungsprozes-
ses aulerdem das Auftreten multipler Bindungsmoden zu erwahnen, bei dem ein und derselbe
Ligand mehrere verschiedene, energetisch gleichwertige Lagen in der Bindetasche eines Pro-
teins einnehmen kann. Zusétzliche strukturelle Variationen im kristalinen Zustand konnen
darlber hinaus durch die Erscheinung der Polymorphie auftreten. Hierunter wird die Eigen-
schaft einer Verbindung verstanden, bei kinetisch kontrollierten Bedingungen in unterschied-
lichen Kristallstrukturen — mit durchaus verschiedenen physikochemischen Eigenschaften —
auftreten zu konnen (Bernstein, 1989; Verwer & Leusen, 1998). In Anbetracht dieser letzten
beiden Punkte wird deutlich, dal3 nur eingeschrankt von , der Kristallstruktur einer Verbin-

dung bzw. eines Protein-Ligand-Komplexes gesprochen werden kann.

2.2  Faktoren, die die Bindungsaffinitat von Rezeptor-Ligand-Komplexen bestimmen

Die selektive Bindung niedermolekularer Liganden an ein spezifisches Protein wird durch
die strukturelle und energetische Erkennung zwischen beiden bestimmt (Bohm & Klebe,
1996; Klebe & Bohm, 1998; Lehn, 1988). Liganden kénnen sowohl kovalent a's auch nicht-
kovalent mit der biologischen Zielstruktur wechselwirken. Komplexe, bel denen es zur Aus-
bildung kovaenter Bindungen kommt, wie z.B. zwischen D-Phe-Pro-Arg-chlormethylketon
(PPACK) und Thrombin (Bode et al., 1989), Trifluormethylketon-Inhibitoren und Elastase
(Bernstein et al., 1994; Damewood et al., 1994) sowie Aspirin und Prostaglandin-Synthase
(Roth et al., 1975) sollen hier nicht weiter betrachtet werden.
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Die nicht-kovalente, reversible Assoziation von Rezeptor (R) und Ligand (L) zum Rezep-

tor-Ligand-Komplex (R'L*) tritt i.a. in waldriger, elektrolythaltiger Lésung auf.

R L RL’

(aq1.) (eqt.) (aq)

Unter der Bedingung der Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts dieser Re-
aktion 14k sich die Freie Standardenthal pie der Bindung AG® (im folgenden auch Bindungsaf-
finitét genannt) aus der experimentell ermittelten Assoziationskonstanten K (bzw. der dazu
reziproken Dissoziations- bzw. Inhibtionskonstanten (Kp bzw. K;)) bestimmen. AG® setzt sich
aus einem enthal pischen (4H®) und einem entropischen bedingten (TAS) Anteil zusammen. T
steht fUr die absolute Temperatur (di Cera, 1995).

KA:K;:Kﬁ:@ AG° =-RTInK, =AH° - TAS® Gl. 1
[RI[L]
Gemal3
AGO = :ug‘L‘(aq’.) - (:ug(aq.) + lul(_)(aq.)) GI 2

mit £, als chemischem Standardpotential der Spezies i 143t sich AG® auch als Funktion der
Stabilitét des Gesamtkomplexes gegentiber dem freien Liganden und dem freien Rezeptor
auffassen (Davis & Teague, 1999; Gilson et al., 1997). Experimentell bestimmte Inhibitions-
konstanten liegen i.a in einem Bereich zwischen 102 und 10™ M, was einer Freien Standard-
bindungsenthal pie von —10 bis —70 kJ/ mol bei T =298 K entspricht (Béhm & Klebe, 1996).
Eine Anderung der Freien Standardenthalpie um 5.7 kJ/ mol bewirkt bei dieser Temperatur
eine Anderung der Inhibitionskonstanten um eine GroRenordnung.

Allgemein anerkannt ist, dal3 bei der nicht-kovalenten Bindung eines Liganden an einen
Rezeptor elektrostatische Wechselwirkungen — hierunter falst man Salzbriicken, Wasserstoff-
briickenbindungen, Dipol/Dipol-Wechselwirkungen und Wechselwirkungen zu Metallionen
zusammen - Solvatations- und Desolvatationsbeitrage sowie die Komplementaritdt der Raum-
struktur eine Rolle spielen (Abb. 2) (Andrews et al., 1984; Davis & Teague, 1999; Dean,
1987; Fersht, 1985). Zusétzlichen Einflul? nehmen noch Faktoren, die durch intramolekulare
Veranderungen bel Rezeptor (R -~ R*) und Ligand (L - L*) im Verlauf der Komplexbildung
bedingt sind (Bohm & Klebe, 1996; Klebe & B6hm, 1998).



Bindungsaffinitdt und inter- / intramolekul are Beitrage 11

Translation und

Rotation
Q Gebundene ”
Wassermolekiile O

Flexibilitat

Lose assoziierte

O Wassermolekiile

Wechsel-
wirkungen_

©)
©)

©

©
©)

Wassermolekiile in
der Volumenphase

©)
©)
©)

Abb. 2: Ubersicht tiber thermodynamische Beitrage zur Bindungsaffinitét, die bei der Bildung eines
Rezeptor-Ligand-Komplexes aus den solvatisierten Edukten auftreten. Neben der Ausbil-
dung von (elektrostatischen) Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand treten Desol-
vatationseffekte, Reorganisationen in der Solvathiille, Einschrdnkungen von Flexibilitét und
Mobilitét bzw. neue niederfrequente Schwingungsmoden auf.

2.2.1 Elektrostatische Wechselwirkungen

Die Erkennung der Bedeutung der Wasserstoffbriickenbindung (Jeffrey, 1997; Jeffrey &
Saenger, 1991) fir die Strukturen von Proteinen und ihren Komplexen mit Liganden geht bis
auf Arbeiten von Pauling zurick (Pauling & Corey, 1951). Nichtsdestotrotz herrscht auch
heute noch kein einheitliches Bild Uber ihren relativen Energiebeitrag zur Thermodynamik der
Proteinfaltung und Ligandbindung (Fersht, 1987; Murphy & Gill, 1991; Yang et al., 1992).

Wasserstoffbriicken beruhen hauptséchlich auf der elektrostatischen Anziehung zwischen
einem an ein elektronegatives Atom X (meist N oder O) gebundenes Wasserstoffatom und
einem weiteren elektronegativen Atom Y oder einem TeElektronensystem. Charakteristisch
sind Abstande zwischen 2.5 und 3.2 A (Jeffrey, 1997) zwischen Wasserstoffbriickendonor X
und —akzeptor Y sowie ein X-H 'Y Winkel von 130-180° (Klebe, 1994). Kirzere Abstéande
bis zu 2.2 A gehen einher mit einem eher kovalenten Bindungscharakter und gréRerer Bin-

dungsenergie (Jeffrey, 1997).
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Bedingt durch ihren Charakter hangt die Starke einer Wasserstoffbriicke von ihrer jeweili-
gen mikroskopischen Umgebung ab: die Abschirmung elektrostatischer Wechselwirkungen
ist abhéngig von der Didlektrizitétskonstanten £ des umgebenden Mediums. Wahrend im In-
neren von Proteinen &Werte von 2 - 4 angenommen werden, betragt der Wert an der Periphe-
rie des Proteins in unmittelbarer Ndhe zum umgebenden Wasser etwa 80 (Honig & Nichalls,
1995). Zusétzlich wird in der N&he von polaren Gruppen eine hdhere Dielektrizitétskonstante
erwartet as in unpolarer Umgebung (Nakamura, 1996). Vergrabene Wasserstoffbriicken wer-
den daher a's bedeutsamer fur die Protein-Ligand-Wechselwirkung angesehen a's solche, die
zum Losemittel exponiert sind (Beeson et al., 1993; Stahl & Bohm, 1998).

Bel der Bildung einer Wasserstoffbriicke in einem Rezeptor-Ligand-Komplex darf nicht
Ubersehen werden, dal3 zuvor bestehende, in ihrer Stérke vergleichbare Wasserstoffbticken der
funktionellen Gruppen des freien Rezeptors bzw. Liganden mit dem umgebenden Wasser
dazu aufgebrochen werden missen. Die Differenz der Freien Enthal pien aus diesen Beitragen
des H-Briicken-Austauschprozesses bestimmt letztlich, ob die H-Bricken-Bildung zwischen
Rezeptor und Ligand zur Bindungsaffinitét beitragt. Ein Beispiel aus der Literatur macht dies
deutlich: in einer Arbeit von Connelly et al. (Connelly et al., 1994) wurde im FK506 binden-
den Protein (FKBP-12) Tyrosin-82 zu Phenylalanin mutiert. Damit entfallt bei der Bindung
von Tacrolismus bzw. Rapamycin die Moglichkeit zur Ausbildung einer Wasserstoffbriicke
zu dem Liganden. Dennoch wurde eine starke enthal pische Stabilisierung gegentber der Bin-
dung an das Wildtyp-Protein gefunden. Hochaufgel6ste Rontgenkristallstrukturen zeigten,
da’d wahrend der Ligandbindung zwei vorher an die Hydroxylgruppe des Tyrosin-82 gebun-
dene Wassermolekille verdrangt werden muf3ten. Dies erwies sich in einer nachfolgenden
thermodynamischen Analyse als enthalpisch stark ungunstiger Beitrag zur Ligandbindung.
Einen weiteren Hinwels auf die Bedeutung der Beteiligung von Wasser in der Gesamtbilanz
der Wechselwirkungen gibt die Tatsache, dal3 nur 1 —2 % aller vergrabenen N-H bzw. C=0-
Gruppen der Amidbindungen eines Proteins keine Wasserstoffbriicke ausbilden (McDonald &
Thornton, 1994). Nicht abgeséttigte, vergrabene polare Gruppen von Liganden oder Proteinen
werden daher al's der Komplexbildung stark abtréglich angesehen.

Beim physiologischem pH-Wert (ca. 7.4) ist anzunehmen, dal3 in Proteinen i.a. die Guani-
dinsaitenkette von Arginin (pKa=12.5) bzw. die Aminseitenkette von Lysin (pKa = 10.8)
protoniert, die Carboxylgruppen von Asparagin- (pKs = 3.9) und Glutaminsdure (pK, = 4.1)
dagegen deprotoniert vorliegen (pKa-Werte nach (Dawson et al., 1969)). Allerdings hangt der

genaue Protonierungszustand auch hier von den lokalen el ektrostatischen Verhadtnissen in der
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Umgebung der jeweiligen funktionellen Gruppe ab und kann sich sogar wahrend der Ligand-
bindung andern (Antosiewicz et al., 1996). Besitzt der gebundene Ligand in sterisch passen-
der Anordnung entgegengesetzt geladene Gruppen, fuhrt das zu anziehenden el ektrostatischen
Wechselwirkungen, die auch als , Salzbriicken* bezeichnet werden (Abb. 3) (Barril et al.,
1998).

N N
LT N
H H H H
OTO OTO
a) b) )

Abb. 3: Beispiele spezieller Wasserstoffbriicken: a), b) bidentate ionische (,, Salzbriicken®*), ¢) CH -
Wechselwirkung

Abschétzungen Uber die Beitrége der Wasserstoff- und Salzbriicken zur Bindungsaffinitét
eines Rezeptor-Ligand-Komplexes resultieren aus verschiedenen Urspriingen. Daten aus Pro-
teinmutationsstudien ergeben Werte fir den Beitrag einer Wechselwirkung zwischen ungela-
denen Partnern von AG® = -5+ 2.5 kJ/ mol (Connelly et al., 1994; Fersht, 1987; Fersht et al.,
1985). Ahnliche Zahlen resultieren aus Untersuchungen von Strukturen und Lésungsenergien
kristalliner zyklischer Dipeptide (Habermann & Murphy, 1996) sowie Studien zum Stabilisie-
rungsbeitrag von intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen in Proteinen (Dill, 1990;
Fernandez-Recio et al., 1999; Thorson et al., 1995). Fur ladungsunterstiitze Wasserstoffbrik-
ken bzw. Salzbriicken werden dagegen Werte von -10 - -20 kJ/ mol angegeben (Fersht et al.,
1985; Hossain & Schneider, 1999). Ein Problem bei diesen Untersuchungen ergibt sich aller-
dings bei der Interpretation der experimentell bestimmten ,, augenscheinlichen Bindungsbei-
trage: nur wenn zusétzliche Effekte ausgeschlossen werden konnen, dirfen sie mit dem ,,in-
trinsischen Beitrag einer Wechselwirkung gleichgesetzt werden (Fersht et al., 1985). So
wurde von Williams et al. der Beitrag einer Wasserstoffbriicke zunéchst mit etwa -25 kJ/ mol
angegeben (Doig & Williams, 1992; Searle et al., 1992), nach Berticksichtigung vernachlas-
sigter Einfllsse in spéteren Arbeiten aber auf -1 bis -7 kJ/ mol reduziert (Williams et al.,
1993; Williams & Westwell, 1998). Analog werden in einer Studie von Andrews et al. zur

Ermittlung von Bindungsbeitragen funktioneller Gruppen in Proteinliganden Wasserstoff-
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briicken hinsichtlich ihrer Stabilisierungseigenschaft tUberschétzt, weil der Bindung abtragli-
che entropische Beitrage bel der abschliefienden Analyse zu grol3 angesetzt wurden (Andrews
et al., 1984).

Wasserstoffbriicken beeinflussen den Ligandbindungsprozef3 auRerdem durch die starke
geometrische Ausrichtung ihrer Wechselwirkungen. Neben theoretischen (Gordon & Jensen,
1996) und spektroskopischen Untersuchungen liefern hierzu v.a. die Analyse kristall ographi-
scher Datenbanken wertvolle Informationen (Allen, 1998; Klebe, 1994). So bilden Carbonyl-
und Carboxylat-Sauerstoffatome Wechselwirkungen hauptsachlich in Richtung ihrer freien
Elektronenpaare aus (Kroon et al., 1975; Murray-Rust & Glusker, 1984); bei letzteren sind

die Elektronenpaare in syn-Stellung gegentiber denen in anti-Stellung bevorzugt (Klebe,
1994; Roe & Teeter, 1993; Tintelnot & Andrews, 1989). Eine Zusammenstellung in Kristall-
packungen beobachteter Wechselwirkungsgeometrien ist in der Datenbank IsoStar enthalten
(Bruno et al., 1997) (Abb. 4).

b) C)

Abb. 4. In Kristalpackungen von niedermolekularen Verbindungen beobachtete intermolekulare
Wechselwirkungen, wie siein der Datenbank IsoStar (Bruno et al., 1997) enthalten sind. Ge-
zeigt sind Anordnungen von Hydroxylgruppen um aliphatische Ketone (a), aliphatische
Ether (b) und aliphatische Ester (c) als Zentralgruppen.

Ebenfalls bekannt als gerichtete (Cole et al., 1998), wenn auch ,, schwache”, Wasserstoff-
briickenbindungen sind Wechselwirkungen zwischen C-H ~ O, C-H ~ N, C-H  1eSystemen
und C-H ~ CI (Desirgju, 1996; Harder, 1999; Taylor & Kennard, 1982), die in den hydropho-
beren Bereichen der Proteine auftreten konnen. Wesentliche Beitrége zur Affinitét eines Li-
ganden zu seinem Rezeptor liefern auch sog. TereWechselwirkungen (Hunter & Sanders,
1990) zwischen aromatischen Systemen im Liganden und den Seitenketten von Phenylaanin,
Tyrosin und Tryptophan (Hunter et al., 1991; Samanta et al., 1999) sowie Wechselwirkungen
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zwischen Kationen — etwa tetra-alkylieten Aminen — und aromatischen Systemen
(Dougherty, 1996). Koordinative Bindungen funktioneller Gruppen von Liganden (z. B. Hy-
droxamate, Carboxylate, Phosphate, Thiole) an Metallionen im Protein stabilisieren ebenfalls
Rezeptor-Ligand-Komplexe (Harding, 1999).

2.2.2 Beitrage durch Solvatation und Desolvatation

Die molekulare Erkennung zwischen zwei Molekilen findet in biologischen Systemen in
wal¥iger Umgebung statt. Wasser kommt daher - zusétzlich zu der im vorherigen Kapitel
beschriebenen Rolle bel der Energetik von Wasserstoffbriickenbindungen - ein besonderer
Einflul3 bei der Bildung von Protein-Ligand-Komplexen zu (Covell & Wallquist, 1997; Is-
raelachvili & Wennerstrom, 1996; Lemieux, 1996).

Wassermolekile konnen nicht nur in der reinen, kondensierten Phase als H-
Brickendonatoren und —akzeptoren wirken und so ein Netz von 3 — 4 H-Briicken pro Mol ekl
ausbilden (Jeffrey & Saenger, 1991). Diese Eigenschaft ist auch bei einer Analyse von 19
hochaufgel0sten Kristallstrukturen von Protein-Ligand-Komplexen bel etwa 80% der Was-
sermolekile gefunden wurden, die verbriickend zwischen Protein und Ligand wirken
(Poornima & Dean, 1995a). Fir diese indirekte, Solvens-vermittelte Wechselwirkung wurde
unter der Voraussetzung optimaler Geometrie ein Beitrag zur Bindungsaffinitét von —10.5 bis
-12.5kJ/ mol (Ben-Naim, 1992; Wang & Ben-Naim, 1996) bzw. -7 kJ/ mol (Ladbury, 1996)
abgeschétzt. Der letztere Wert ergibt sich aus der Bilanz zwischen dem entropischen
(-30J3/ (mol K) entspr. 9kJ/ mol fir —TAS bei 298 K) (Dunitz, 1994) sowie dem enthal-
pischen (-16 kJ/ mol) (Connelly, 1997) Beitrag, die bei der Uberfiihrung eines Wassermol-
kils aus der Losungsmittel phase in das Bindungsepitop auftreten.

Bel der Untersuchung der Topographie der angrenzenden Molekiloberfléchen zeigt sich,
daf3 verbriickende Wassermol ekuile im Bereich der Protein-Ligand-Wechselwirkungen bevor-
zugt in Einbuchtungen auf der Proteinseite und weniger in solchen auf der Ligandseite sitzen
(Kuhn et al., 1992; Ladbury, 1996; Poornima & Dean, 1995b). Eine Serie von hochaufgel 6-
sten Kristallstrukturen von an das Oligopeptid-bindende Protein (OppA) gebundenen Lys-
xxX-Lys-Liganden (xxx: naturliche und nicht-nattrliche Aminoséauren) (Tame et al., 1996;
Tame & Wilkinson, 1994) zeigt, dal3 Wasser quasi als Tell der Proteinstruktur die Spezifitéat
des Proteins beeinflusst. Dabel bewegt es sich jedoch nicht frei in der Ligandbindetasche,
sondern besetzt jewells energetisch gunstige, partiell konservierte Positionen (Ladbury, 1996;
Poornima & Dean, 1995c).
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Die besondere Stellung von Wasser unter den Losungsmitteln — bel aul3ergewohnlich klei-
nem Molekulvolumen ein Tetraederkoordination aufwel sendes molekulares Netzwerk zu bil-
den (Eisenberg & Kauzmann, 1969; Franks, 1972-1982) — tritt auch bei der Desolvatation von
Protein und Ligand im Verlauf der Komplexbildung hervor. Damit verbunden ist nicht nur
das Aufbrechen von H-Briicken zu funktionellen Gruppen, sondern auch die Reorganisation
der Wasserstruktur an der Grenzfléche; sowohl enthalpische als auch entropische Einflisse
auf die Bindungsaffinitdt resultieren daraus (Jencks, 1981; Page, 1977; Searle & Williams,
1992; Searle et al., 1992).

Mit dem Begriff des , hydrophoben Effektes’ beschreibt man die Tatsache, daR die Uber-
flhrung einer unpolaren Substanz / eines unpolaren Oberflachenbereiches in Wasser a) stark
ungunstig ist und b) mit einer Abnahme der Entropie bei Raumtemperatur sowie ¢) mit einer
Zunahme der Warmekapazitdt einhergeht (Ben-Naim, 1980; Ben-Naim, 1987; Blokzijl &
Engberts, 1993; Dill, 1990; Silverstein et al., 1998; Tanford, 1980). Ein erster Ansatz zu sei-
ner Interpretation geht auf das ,, Eisbergmodell* von Frank und Evans (Frank & Evans, 1945;
Nemethy & Scheraga, 1962) zurtick: bel der Hydratisierung einer unpolaren Substanz kommt
es zwar zur Verringerung der Anzahl von H-Briicken zwischen Wassermolekilen, alerdings
bilden die unmittelbar an der Grenzflache liegenden Wassermol ekl e starkere H-Briicken aus
als die in der reinen Phase. Hieraus resultiert eine Clathrat-artige Strukturierung der angren-
zenden Wasserhtille sowie ein partielles Einfrieren der Beweglichkeit der Wassermolekile
(Laidig & Daggett, 1996; Muller, 1990; Pertsemlidis et al., 1996). Wahrend der enthal pische
Beitrag bei Raumtemperatur dafiir gegen Null geht (, wenigere, aber starkere H-Briicken®),
nimmt die Entropie aufgrund der erhéhten Ordnung der Molekile ab. Umgekehrt ergibt sich
daraus fur das Vergraben einer hydrophoben Oberflache wahrend der Komplexbildung ein
gunstiger, entropiegetriebener (AH = 0, AS > 0) Vorgang. Allerdings ist diese klassische
Sichtweise nicht allgemein akzeptiert (Blokzijl & Engberts, 1993; Muller, 1990). Ein aterna-
tiver Ansatz sieht nicht in der Strukturierung der Wassermolekile die Ursache fur hydrophobe
Wechselwirkungen, sondern in einer positiven Enthalpie bedingt durch das Aufbrechen von
H-Bricken zur Ausbildung einer Kavitét im Wasser, die anschlief3end die unpolare Substanz
aufnimmt (Mancera, 1996; Murphy et al., 1990). Dementsprechend wurden Beitrége von 25 —
100 % der Bindungsenthalpie von Liganden an Proteine bedingt durch Ldsemittelreorganisa-
tion in kal orimetrischen Studien gefunden (Chervenak & Toone, 1994).

Der Beitrag hydrophober Wechselwirkungen zur Freien Enthalpie bel der Proteinfaltung
bzw. der Protein-Ligand-Komplexbildung kann al's proportional zur Groéf3e der wahrend dieser
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Vorgange vergrabenen hydrophoben Oberflache angesehen werden (Chothia, 1974; Chothia
& Janin, 1975; Eisenberg & McLachlan, 1986; Ooi et al., 1987; Pace, 1992). Damit ergibt
sich ein Zugang zur quantitativen Charakterisierung dieser Effekte (Carrupt et al., 1997; Wil-
liams & Bardsley, 1999). Bei Ldslichkeitsstudien von Kohlenwasserstoffen in Wasser erhélt
man so as Beitrag der hydrophoben Wechselwirkungen -0.10 bis -0.14kJ/ (mol A?)
(Chothia, 1974; Chothia & Janin, 1975; Hermann, 1972; Reynolds et al., 1974). Die Analyse
der vergrabenen Oberflache bei Rezeptor-Ligand-Bindungsstellen im Zusammenhang mit
experimentel| bestimmten Bindungsaffinitaten ergibt Werte von -0.11 bis -0.24 kJ/ (mol A?)
als Beitrage zur Freien Enthalpie (Nicholls et al., 1991; Ross & Rekharsky, 1996; Searle et
al., 1992). Die Vergrabung einer Methylgruppe (= 25 A?) liefert daher -2.75 bis —6 kJ/ mol,
was bei 298 K einer Erhdhung der Assoziationskonstanten um das 3- bis 11-fache entspricht.
Aus Mutationsstudien zur Bestimmung des Einflusses der hydrophoben Wechselwirkungen
auf die Stabilitat von Proteinen resultieren dagegen Werte von -0.08 bis -0.64 kJ/ (mol A?)
(Kellis et al., 1989; Matsumura et al., 1988; Serrano et al., 1992; Shortle et al., 1990), wobel
die Mehrzahl der Werte auch hier groRRer als die aus Loslichkeitsstudien sind.

Hydrophobe Wechselwirkungen werden auch al's Haupttriebkraft fur konformative Ande-
rungen des Rezeptors bel der Ligandbindung angesehen. Diese induzierte Anpassung kann
man sich als ,, Zusammenklappen” des Rezeptors um den Liganden vorstellen (Davis & Tea
gue, 1999). So bedingt die Bindung von Trifluoperazin (1) an Ca?*-Calmodulin eine Konfor-
mationsanderung des Proteins von einer verlangerten Hantel zu einer kompakten Form
(Vandonselaar et al., 1994) und Kristallstrukturanalysen von 3,4,5-substituierten Piperidinde-
rivaten (wie etwa 2) gebunden an Renin ergaben eine induzierte Anpassung der Rezeptorta-
sche zur Unterbringung der Substituenten (Méarki et al., 1997).
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Diese Anpassung kann auch das Auftreten giinstiger hydrophober Wechselwirkungen bei
Wirkstoffen unterschiedlicher Gestalt in derselben Bindetasche eines Rezeptors ermoglichen.
Ein eindrucksvolles Beispiel stellt die Bindung zwischen HIV-1-Reverse-Transkriptase und
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den Inhibitoren Nevirapin (3), a-APA (4) und HEPT (5) (Ren et al., 1995) dar: wahrend beim
Vergleich der Strukturen keine der C-a-Atompositionen der Proteine um mehr als 2.7 A ver-
schoben werden, lassen sich die beobachteten Anderungen als Folge einer Anpassung an die
strukturellen Variationen der Inhibitorsubstituenten erkldren (Davis & Teague, 1999). Daim
Fall der HIV-1-Reverse-Transkriptase jedoch auch bei der RNA-Bindung eine deutliche Kon-
formationsanderung zu beobachten ist, 183 sich hier vermuten, dal3 durch die Anwesenheit
der Inhibitoren jeweils unterschiedliche ,, Stufen* dieser Umlagerung ausgebildet werden.

;IP 5f© oG

2.2.3 Beitragedurch intramolekulare Veranderungen bel Ligand und Rezeptor

Bel der Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes kommt es zu Veradnderungen der Frei-
heitsgrade der daran beteiligten Komponenten, die zu einer mit diesem Vorgang verbundenen
Entropiednderung fuhren (Brady & Sharp, 1997b). Sieht man die Komplexbildung — ohne
Berticksichtigung des Wassers — als bimolekulare Assoziationsreaktion an, so gehen je drei
Freiheitsgrade der Translation und Rotation verloren, wahrend sechs neue Schwingungszu-
sténde entstehen (Page, 1977; Page, 1973; Page & Jencks, 1971; Sturtevant, 1977). Obwohl
die Separierbarkeit der Standardentropie in einzelne Beitrage fur Vorgange in Ldsung formal
nicht moglich ist (Dunitz, 1995), bildet dieses Vorgehen doch den Einstieg zum Verstandnis
des Einflusses von Flexibilitét und Mobilitét von Protein und Ligand auf die Komplexbildung
(Brady & Sharp, 1997b).

Unter Verwendung des Ansatzes von Sackur-Tetrode bzw. der Trouton’schen Regel
(Atkins, 1990) und der nicht unkritischen (Murphy et al., 1994) Annahme der Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auf Vorgange in L6sung (Gilson et al., 1997; Janin, 1996) ergibt sich fur den
Entropieverlust durch vollstandige Einschrankung von Translation und Rotation eines Mole-
kiules ein Wert von etwa—420 J/ (mol K) (Janin, 1995). Unter Berticksichtigung der Restmo-
bilitét der Molekile im Komplex - abgeschétzt aus den experimentell beobachteten Bewegun-
gen von Lysozym- (Doucet & Benoit, 1987) bzw. Insulinmolekilen (Caspar et al., 1988) in
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ihren Kristallen — bzw. aus Entropieanderungen bei inter- und intramolekularen Reaktionen
wurden alerdings nur etwa halb so grof3e Entropieverluste (=-200 J/ (mol K) (Finkelstein &
Janin, 1989; Page, 1977; Page, 1973; Page & Jencks, 1971) entspr. 60 kJ/ mol bei 298 K)
ermittelt. Noch kleinere Beitrage wurden von Williams and Searle mit Werten von 9—
45 kJ/ mol aus Schmelz- und Sublimationsstudien an Kohlenwasserstoffen und polaren orga-
nischen Molekilen gefunden (Searle & Williams, 1992), in Ubereinstimmung mit Ergebnis-
sen aus Assoziationsstudien rigider zyklischer Dipeptide in fester, flissiger und gasférmiger
Phase (Brady & Sharp, 1997a).

Bel der Bindung des Liganden an den Rezeptor kommt es dartber hinaus noch zur Ein-
schrankung der konformativen Beweglichkeit, d.h. interner Freiheitsgrade um drehbare Bin-
dungen. Der Beitrag zur Freien Bindungsenthal pie durch Entropieerniedrigung aufgrund Ein-
schrankung eines Rotors wurde fur 298 K allgemein zu 0.5 kJ/ mol (Hossain & Schneider,
1999), 2.5 kJ/ mol (Finkelstein & Janin, 1989; Searle & Williams, 1992) bzw. 4 — 6 kJ/ mol
(Page, 1977; Page, 1973; Page & Jencks, 1971) ermittelt. Im Fall von Aminosduren wurden
Wahrscheinlichkeiten fur den jeweiligen rotameren Zustand aus beobachteten Verteilungen
L 6semittel-exponierter Seitenketten in Proteinkristallen bestimmt und zur Abschétzung des
Entropieverlustes bei Einschrankung ihrer konformativen Beweglichkeit verwendet (Doig &
Sternberg, 1995; Pickett & Sternberg, 1993). Dabei ergaben sich Beitrége von O (fur Ala, Gly,
Pro) bis 8.7 kJ/ mol (fur GIn) bei einem Mittelwert von 3.7 kJ/ mol pro Rest zur Freien Ent-
halpie.

Eine Reihe von experimentellen Funden zeigt, dal3 Liganden tatséchlich oft einen betrécht-
lichen Teil ihrer Mobilitdt im an den Rezeptor gebundenen Zustand behalten bzw. eine Zu-
nahme der Beweglichkeit auf der Proteinseite sogar die Freie Bindungsenthalpie glnstig be-
einflussen kann (Forman-Kay, 1999). Ersteres zeigt sich z.B. bel der Bindung von Camphan,
Adamantan bzw. Thiocampher an Cytochrom P450., (Raag & Poulos, 1991). Ohne eine
Wasserstoffbriicke auszubilden, rotieren die Liganden frel in der Bindetasche und werden
daher nicht-stereosel ektiv hydroxyliert. Ein anderes Beispiel dafir, dal3 Komplexbildung nicht
ausschliefdlich mit Einschréankung molekularer Beweglichkeit einhergeht, ergibt sich bei der
Bindung von DNA an die C-terminale Domane von Topoisomerase | (Yu et al., 1996). Wah-
rend ein Teil der Proteinreste hierbei eine hohere Ordnung aufweisen, werden andere hinge-
gen starker beweglich. Im Fall der Bindung eines hydrophoben Mauspheromons an mouse
major urinary Protein konnte mit NMR-Relaxationsstudien sogar gezeigt werden (Zidek et
al., 1999), dal3 eine Zunahme der Proteinrickgrats-Entropie einen betrachtlichen guinstigen
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Beitrag zur Freien Bindungsenthalpie liefert, der in der Grof3enordnung anderer Beitrage liegt.
Analog fanden Weber et al. (Weber et al., 1994; Weber et al., 1992) bei kristallographischen
und thermodynamischen Studien natirlicher und synthetischer Liganden gebunden an Strep-
tavidin, dal3 das Molekll mit der hochsten Bindungsaffinitét zugleich die grofdte Beweglich-
keit im Komplex aufwies.

Ein aternativer Weg, den unglnstigen Einflu® der Einschrankung der Beweglichkeit des
Liganden bel der Komplexbildung zu minimieren, besteht darin, seine konformative Vorori-
entierung in Lésung zu erreichen. Diesist z. B. im Fall des Thrombin-Inhibitors D-Phe-Pro-
boro-Arg gelungen (Lim et al., 1993), bel dem ein , hydrophober Kollaps* (Wiley & Rich,
1993) zur Minimierung der hydrophoben Oberfléche der Seitenketten von D-Phe und Pro und
somit zur Ausbildung einer Konformation fuhrt, die der rezeptorgebundenen stark dhnelt. In-
teressanterweise wird ein inverser, , hydrophiler Kollaps® der Immunsuppressoren CsA und
FK506 und eine daraus resultierende Préorganisation als Grund fur deren gute Permeabilitét
durch biologische Membranen angesehen und durch eine Formulierung der Darreichungsform
mit Olivendl unterstiitzt (Navia& Chaturvedi, 1996).

Neben entropischen haben auch enthal pische Unterschiede zwischen Lésungs- und rezep-
torgebundenen Konformationen des Liganden einen Einflufd auf die Freie Bindungsenthalpie.
Vergleiche zwischen Kraftfeldenergien von Konformationen proteingebundener Liganden mit
denen der Konformationen des globalen Minimums ergaben Differenzen zwischen O und
167 kJ/ mol bei 33 untersuchten Verbindungen und einen Mittelwert von 67 kJ/ mol
(Nicklaus et al., 1995) bzw. ungtinstige konformative Energien rezeptorgebundener Konfor-
mationen von 112 bis 296 kJ/ mol fur drei Dihydrofolatreduktase-Inhibitoren (Spark et al.,
1982). Diese hohen Werte sind allerdings darauf zuriickzuftihren, daf3 die rezeptorgebundenen
Geometrien mit solchen aus Gasphasenensemblen verglichen werden. Bei analogen Studien
unter Verwendung von mit einem Solvatationsmodell erzeugten Konformationsensemblen
zeigt sich denn auch, dal3 die proteingebundene Geometrie hinsichtlich ihrer Konformation-
senthalpie weniger as 12 kJ/ mol unguinstiger ist (Bostrom et al., 1998) bzw. dal3 die Position
von ,Ankerpunkten bel proteingebundenen Ligandkonformationen mit denen bei Minimu-
menergie-Strukturen festgestellten Ubereinstimmt (Vieth et al., 1998a). Auch konnten in meh-
reren Fallen Konformationen fur Liganden gefunden werden, die nur geringfiigig von denen
in der Kristallstruktur abwichen, aber dennoch eine wesentlich geringere Konformationsener-
gie aufwiesen. Zusétzlich ist zu bedenken, dal3 die anisotrope molekulare Umgebung des
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Proteins die Energiebarrieren zwischen verschiedenen konformativen (Rotations-)Zustanden

beeinflussen kann; ein Effekt, der in den verwendeten Kraftfeldern nicht berlicksichtigt ist.

2.2.4 Additivitat, Kooperativitdt und Enthalpie-Entropie-K ompensation

Fur das Verstandnis von Protein-Ligand-Wechselwirkungen und ihrer Vorhersage werden
oft Ansétze basierend auf Gruppenadditivitdaten (Andrews et al., 1984) (Gl. 3) bzw. der Addi-
tivitét Freier-Enthal pie-Komponenten verwendet (Lau & Pettitt, 1989) (Gl. 4).

AG =AG,, +AG,, +AGpeny t - Gl.3

+AG +... Gl. 4

Konformatbn

AG :AGH —Briicke + AG

Solvatatio

Schon die Varianz der Zahlenwerte der in den vorherigen Kapiteln diskutierten Beitrége
macht deutlich, dal? dieses Vorgehen nicht ohne weiteres moglich ist. Eine strikte Betrachtung
im Rahmen der statistischen Thermodynamik zeigt (Mark & van Gunsteren, 1994), dal3 die
Freie Energie (Freie Enthalpie) eine globale Eigenschaft eines betrachteten Systems und als
solche vom gesamten Konfigurations- bzw. Phasenraum des Systems abhangt. Wéahrend es
also moglich ist, in guter erster Naherung die Energie eines Systems in (paarweise) Einzel-
beitrage zu separieren, gilt dies prinzipiell nicht fur die Entropie (Brady & Sharp, 1997b) so-
wie die Freie Energie (Freie Enthalpie) (Ben-Naim, 1997). Die Freie Energie (Freie Enthal-
pie) ist zwar as Zustandsfunktion wegunabhéangig, dies gilt jedoch nicht fur ihre Komponen-
ten. Beispiele der Nichtadditivitét aus Mutationstudien belegen dies (Ackers & Smith, 1985;
Horovitz, 1987; Otzen & Fersht, 1999; Wells, 1990). Eine Zerlegung in einzelne Komponen-
ten ist jedoch dann méglich, wenn das betrachtete Gesamtsystem sich in voneinander unab-
héngige Subsysteme zerlegen &3t (Mark & van Gunsteren, 1994). Letzteres ist allerdings fir
biologische Systeme mit schwachen, nicht-kovalenten Wechselwirkungen und daher wenig
voneinander verschiedenen (makroskopischen) Zustanden fraglich (Dill, 1997).

Eine Alternative besteht darin, eine Zerlegung nur fir den energiedominierten Teil der
Freien Energie (Freien Enthapie) vorzunehmen (Gl. 5) (Ben-Naim, 1997; Brady & Sharp,
1995; Dill, 1997):

AG =AH,, _guaet OH

+ AH +...+TAS Gl.5

Solvatatin Konformatbn
Dieses Vorgehen wurde z.B. zur Gewinnung ,,intrinsischer Bindungsenergien® aus Freien
Enthalpien der Bindung von Molekilen mit den Gruppen A, B bzw. A+B an ein Protein an-

gewendet (Jencks, 1981).
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Ein deutliches Beispid fur Nicht-Additivitdt — an anderer Stelle (Ackers et al., 1992) als
» Kooperativitdt® bezeichnet — zeigt sich beim Versuch der Korrelation der , hydrophoben
Freien Enthalpie” mit der dem Lésemittel nicht zuganglichen unpolaren Oberfléche. Ergeb-
nisse aus Mutationsstudien an Proteinen und Studien zur Ligandbindung zeigen, dal3 der hy-
drophobe Effekt die Stabilitét bzw. Bindung in waldriger Ldsung augenscheinlich stérker for-
dert, als es in Losungsmittel-Transfer-Messungen bestimmt wurde (vide supra) (Williams &
Bardsley, 1999). Es konnte jedoch gezeigt werden, dal3 das Vergraben eines hydrophoben
Molekultells in einer molekularen Erkennungsstelle zur gleichzeitigen, kooperativen Verstar-
kung benachbarter elektrostatischer Wechselwirkungen fuhren kann (Sharman et al., 1995;
Williams et al., 1998).

Der Anteil der Standardenthalpie AH® und Standardentropie AS® an der Freien (Bin-
dungs-)Enthalpie AG® (GI. 1) kann direkt aus mikrokal orimetrischen Messungen (Wieseman
et al., 1989) oder Uber van't Hoff-Auftragungen von Affinitdtsmessungen bel unterschiedli-
chen Temperaturen (Hitzemann, 1988) bestimmt werden. Hierbel ergibt sich i.a. keine Kor-
relation zwischen AH® und AG?, d.h. eine Interpretation und Vorhersage von Bindungseigen-
schaften eines Liganden an ein Protein allein auf enthalpischer Grundlage ist unzureichend
(Bohm & Klebe, 1996). Eine Ausnahme besteht aber fir Serien ahnlicher Liganden, innerhalb
derer der entropische Anteil als nahezu konstant angesehen werden kann. Im Gegensatz dazu
zeigt sich allerdings eine deutliche Korrelation zwischen AH® und AS’. Diese , Enthalpie-
Entropie-Kompensation® ist eine intrinsische Eigenschaft schwacher intermolekularer Wech-
selwirkungen (Dunitz, 1995; Williams & Westwell, 1998) und wird allgemein beobachtet bei
(supramolekularen) Wirt-Gast- (de Namor et al., 1991) und Rezeptor-Ligand-Komplexen
(Gilli et al., 1994; Grunwald & Steel, 1995). Sie kann dahingehend interpretiert werden, dal3
eine Verstarkung einer intermolekularen Bindung gleichzeitig zu einem Verlust an Freiheits-
graden der Bewegung fuhrt und umgekehrt. Thr Auftreten ist von besonderer Bedeutung fur
die Vorhersage von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen: wahrend der enthalpische sowie
entropische Antell alein betrachtliche GroRen annehmen kann, liegt der Wert der Freien Ent-
halpie haufig nahe bei Null. Schon kleine relative Fehler bei der Vorhersage von AH® und AS’

konnen daher einen deutlichen EinfluR auf AG? haben.
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3 Ansatze zur Vorhersage von Bindungsaffinitaten aus der Literatur

Die Arbeiten zur Vorhersage von Bindungsaffinitéten lassen sich in zwei Hauptkategorien

einteilen:

» Ist auf der einen Seite die 3D-Struktur des biologischen Zielmolekiles nicht bekannt,
beruht die (oft qualitative) Vorhersage der Bindungsaffinitét neuer Liganden auf dem
Vergleich mit bekannten Referenzstrukturen — etwa endogenen Liganden oder bereits
synthetisierten Verbindungen (Klebe, 1998a; Kubinyi, 1993; Kubinyi, 1997; Kubinyi et
al., 1997).

* Andererseits erfolgt bel Kenntnis der 3D-Struktur des Rezeptors die Vorhersage der
Bindungsaffinitdt aufgrund der geometrischen und chemischen Komplementaritét der
in das biologische Zielmolekil eingelagerten Liganden (Ajay & Murcko, 1995; Gilson
et al., 1997; Hirst, 1998; Knegtel & Grootenhuis, 1998; Kollman, 1994; McCammon,
1998; Oprea & Marshall, 1998; Reddy et al., 1998; Tame, 1999).

Der Schwerpunkt im folgenden Uberblick liegt bei den Methoden unter Verwendung der
Kenntnis der 3D-Struktur des Rezeptors. Nach einem Vergleich der Ansétze hinsichtlich An-
wendbarkeit und Qualitat der erzielten Ergebnisse erfolgt abschliefend ein kurzer Uberblick
Uber bestehende Verfahren zur Generierung relativer Anordnungen von Protein und Ligand
als Ausgangspunkt fur Affinitatsvorhersagen neuer Molekile im Rahmen des strukturbasier-

ten Designs.

3.1  Ansitze ohne Kenntnis der Rezeptorstruktur

Ausgangspunkt der Vorhersage der Bindungsaffinitdt eines Liganden ohne Kenntnis der
Rezeptorstruktur ist die Annahme, dal’ sich biologische Ahnlichkeit in der molekularen (che-
mischen) Ahnlichkeit miteinander zu vergleichender niedermolekularer Verbindungen wider-
spiegelt (Klebe, 1998a). Einen Uberblick tber Definition, Berechnung sowie Anwendung
molekularer Ahnlichkeit allgemein und im Rahmen des Wirkstoffdesigns geben Johnson und
Maggiora (Johnson & Maggiora, 1990), Rouvray (Rouvray, 1995) und Dean (Dean, 1995).
Auf Ansédtze, die Moleklle auf eindimensionaler bzw. zweidimensionaler Basis (Brown &
Martin, 1996) — etwa Uber die An- / Abwesenheit funktioneller Gruppen oder Uber Bitvektor-
représentationen topologischer Deskriptoren (sog. fingerprints) — miteinander vergleichen,
soll hier genauso wenig eingegangen werden wie auf 3D-Verfahren basierend auf Substruk-
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turvergleichen (Humblet & Dunbar, 1993), Pharmakophorsuchen (Willett, 1995) und Uberla-
gerungen niedermolekularer Verbindungen (Bures, 1997; Klebe, 1993). Diese Methoden kon-
nen oft nur ein qualitatives Mal3 fir die zu erwartende Bindungsaffinitét liefern.

Quantitative Vorhersagen lassen sich dagegen aus Quantitative-Struktur-Aktivitats-
Beziehungs(QSAR)-Ansédtzen gewinnen (Kubinyi, 1993). Auf Basis physikochemischer bzw.
struktureller Parameter wird eine Relation zwischen der Struktur einer Verbindung und ihrer
Wirkung (im biologischen Sinn etwa Affinitdt und Selektivitét) aufgestellt. Die klassischen
2D-QSAR-Verfahren, beruhend auf den Arbeiten von Hansch und Fujita (Hansch & Fujita,
1964) bzw. Free und Wilson (Free & Wilson, 1964), weisen die Nachteile auf, dal’ nur Daten-
sétze strukturell dhnlicher Molekile untersucht werden kénnen und dal3 fir das Verstandnis
von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen essentielle 3D-Strukturinformationen nur unterge-
ordnet bzw. indirekt berticksichtigt werden (Kim, 1993).

Dieser letzte Punkt wird durch Anwendung von 3D-QSAR-Verfahren (Greco et al., 1998;
Oprea & Waller, 1997) umgangen: aus der réaumlichen Struktur von Liganden werden relative
Unterschiede der einzelnen Mitglieder eines Datensatzes ermittelt und mit bekannten Eigen-
schaften der Verbindungen, etwa der Bindungsaffinitét zu einem Rezeptor, korreliert. Voraus-
setzung dafUr ist aber, dal3 eine bioaktive Konformation fir jeden Liganden bestimmt werden
kann und diese Konformationen relativ zueinander so angeordnet werden, wie es fur ihre An-
ordnung in der Bindetasche zu erwarten ist (Klebe, 1993). Ausgangspunkt fir diese Uberlage-
rungen konnen rigide Mitglieder des zu untersuchenden Datensatzes (Cramer 111 et al., 1988),
Konformationen aus bekannten Protein-Ligand-Kristallstrukturen (Waller et al., 1993) oder
einen Pharmakophor bildende funktionelle Gruppen sein (Marshall et al., 1979; Martin et al.,
1993). Neben Atom- bzw. Gruppen-basierten Uberlagerungsverfahren wird v.a. auch die (fle-
xible) Alignierung von Molekilen durch Maximierung der Ahnlichkeit ihrer molekularen
Felder angewendet (Klebe, 1993; Lemmen & Lengauer, 2000).

Im folgenden soll eine kurze Beschreibung géngiger 3D-QSAR-Verfahren gegeben wer-
den; der Schwerpunkt wird auf der prototypischen CoMFA-Methode und davon ausgehenden
Erweiterungen liegen. Vollstandige Ubersichten Uber dieses Gebiet bieten Biicher herausge-
geben von Kubinyi (Kubinyi, 1993; Kubinyi et al., 1997), Sanz (Sanz et al., 1995) und van de
Waterbeemd (van de Waterbeemd, 1995).

* Das aus dem Vorlaufer DYLOMMS (Cramer 111 & Bunce, 1987) hervorgegangene

dreidimensionale, gitterbasierte CoMFA-Verfahren (Comparative Molecular Field
Analysis) (Cramer 11 et al., 1988) vergleicht molekulare Energiefelder einer Serie von
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Molekilen und korreliert Unterschiede darin mit Unterschieden in abhéangigen Zielgré-
[3en, hier den Bindungsaffinitaten. Unter der Annahme, dal3 entropische Beitrage dazu
innerhalb des betrachteten Datensatzes a's konstant angesehen werden kénnen, werden
im klassischen Verfahren fur jedes Molekul fur die Punkte eines die gesamten Mole-
kule umschliefRenden Gitterkastens sterische und elektrostatische Wechselwirkungse-
nergien berechnet. Standardméldig wird ein 6-12 Lennard-Jones-Potential und ein
Coulomb-Potential sowie ein sp*-hybridisiertes Kohlenstoff-Atom mit der Ladung +1,
jeweils as Sonde lokalisiert an den Gitterpunkten, verwendet. Fir jedes Molekdl n er-
gibt sich damit die QSAR-Gleichung zu

Affinitat, =k +a,S,, +...+a, S, + BE,. +...+ ByE. v Gl. 6,

wobel die Indizes 1, 2, ..., M fur den jeweiligen Gitterpunkt und S, ..., Sy Sowie
Ena, ..., Enm fUr die jewellige sterische bzw. elektrostatische Energie an diesem Punkt
stehen. Die Koeffizienten o, ..., aw sowie [, ..., fu werden aus dem gesamten, unter-
bestimmten linearen Gleichungssystem durch Anwendung einer PLS-Analyse (Partial
Least Squares) (Geladi & Kowalski, 1986; Wold et al., 1993) erhalten. Mit dem so er-
haltenen Modell, dessen Vorhersagekraft fur die abhangige GroRRe durch Kreuzvalidie-
rungs- oder Bootstrapping-Verfahren (Weisberg, 1985) getestet wurde, kdnnen nun
Bindungsaffinitéten fur neue, im Trainingsdatensatz nicht enthaltene Molekule berech-
net werden.

Waéhrend die sterischen und elektrostatischen molekularen Felder rein enthalpische
Beitrége beschreiben, wird durch Charakterisierung hydrophober Eigenschaften der
Moleklle versucht, entropische Beitrdge zu berlicksichtigen (Folkers & Merz, 1996).
Hierunter fallen die Verwendung von Feldern basierend auf dem HINT(Hydrophobic
Interaction)-Ansatz (Kellog & Abraham, 1991), molekulare Lipophilie-Potentiale
(MLP) (Carrupt et al., 1997), die durch das Programm GRID (Goodford, 1985) mit der
H,O- bzw. DRY-Probe erzeugten Felder sowie mit dem DelPhi-Programm
(DelPhi/Solvation, 1995) berechnete Desolvatationsenergie-Felder.

» Ein dternativer Ansatz zur Berechnung molekularer Wechselwirkungsfelder wird in
dem CoMSIA-Verfahren (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis) ver-
folgt (Klebe et al., 1994). Bedingt durch die r"-Abhangigkeit des Lennard-Jones- (n =
12) bzw. Coulomb-Potentials (n = 1) kommt es beim klassischen COMFA-Ansatz am
Ort der Ligandatome (r = 0) zu Singularitéten bzw. in der Nahe der Molekiiloberfla
che zu sehr steilen Potential verlaufen. Dieser Nachteil wird durch die Verwendung ste-

rischer, elektrostatischer und hydrophober Ahnlichkeitsfunktionen sowie zusétzlicher
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Funktionen zur Beschreibung von Wasserstoffbriicken-Donor- und —Akzeptor-
Eigenschaften (Klebe, 1994; Klebe & Abraham, 1999) umgangen, die einen abstands-
abhangigen Verlauf zwischen Molekilatom und Sondenatom aufweisen, der einer
Gaussfunktion (exp{-ar?}) entspricht. Damit kénnen auch Ahnlichkeitsindizes in un-
mittelbarer Néhe von Molekilatomen beschrieben werden. Durch den insgesamt fla-
cheren Potentialverlauf wird das Verfahren auch unempfindlicher gegentiber kleinen
Variationen bei der Uberlagerung der Molekiile bzw. Rotationen und Translationen des
verwendeten Gitters (Bohm et al., 1999).

» Der HASL-Ansatz (Hypothetical Active Site Lattice) (Doweyko, 1988) ist ebenfalls
eine gitterbasierte 3D-QSAR-Technik, bel der allerdings partielle Aktivitdten auf Git-
terpunkten innerhalb des van der Waals-Volumens der verwendeten Liganden verteilt
werden. Die Summe der Werte an alen Punkten, die zu einem Molekll gehdren, ent-
spricht dann der zu korrelierenden Grofie.

» Bei der Compass-Technik (Jain et al., 1994) werden molekulare Wechselwirkungsfel-
der nur in der Nahe der van der Waals-Oberfléache der jeweiligen Molekile berechnet,
womit eine Fokussierung auf den Bereich des (hypothetischen) Rezeptor-Ligand-
Bindungsepitops erreicht wird. Zudem wird die Anzahl der verwendeten Deskriptoren
stark reduziert. Aus ihnen wird dann unter Verwendung eines neuronalen back-
propagation Netzes ein QSAR-Modell erzeugt. Dieses Modell kann weiterhin durch
einen automatischen ProzeR der iterativen Konformationserzeugung und Uberlagerung
der verwendeten V erbindungen verbessert werden.

e Im Gegensatz zu den bisherigen Verfahren werden beim Expertensystem APEX-3D
(Golender & Vorpagel, 1993) keine molekularen Wechselwirkungsfelder berechnet.
Statt dessen wird versucht, den komplexen Mustererkennungsprozeld zur Aufstellung
einer Beziehung zwischen strukturellen Molekileigenschaften und beobachteter Akti-
vitét in einzelne, automatisierte Schritte zu zerlegen. Molekile mit dhnlicher Aktivitét
werden zunéachst nach dhnlichen 2D-topol ogischen bzw. 3D-topographischen Mustern
untersucht. Unter Verwendung logischer Programmierung werden damit Pharmako-
phore identifiziert, die als Basis zur Uberlagerung der Molekiile verwendet werden.
Abschliefiend wird ein 3D-QSAR-Modell aus physikochemischen Eigenschaften der
(biophoren) Gruppen sowie globalen molekularen Eigenschaften wie Hydrophobizitét
und Molrefraktion erstellt.

» DieMethode YAK (Vedani et al., 1995) geht auf Ansétze von Hdltje und Kier (Holtje

& Kier, 1974) zurlck, bel denen mit einem Satz von Liganden wechselwirkende Sei-
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tenketten von Aminosauren explizit in Form eines sogenannten Pseudorezeptors mo-
deliert werden. YAK selektiert und positioniert diese Rezeptorseitenketten automa-
tisch, wobei kristallographische Zusatzinformationen, Daten aus Sequenzanal ysen ho-
mologer Proteine oder aus Mutationsstudien einflief3en kénnen. Die Auswahl und Po-
sitionierung hangt zudem davon ab, ob zwischen den Aminosauren und den Liganden
berechnete Wechselwirkungsenergien mit den Affinitétsdaten korrelieren. Aus den zu-
néchst generierten, zu funktionellen Gruppen der Liganden komplementéren Ami-
nosauren wird durch Verbrickung mit Poly-Gly-Fragmenten ein Pseudorezeptor kon-

struiert.

3.2  Ansatze mit Kenntnis der Rezeptorstruktur

Der Erfolg von Docking- und de-novo-Design-Verfahren hangt mal3geblich von der Be-
wertung der erhaltenen geometrischen Orientierungen zwischen Ligand und Protein hinsicht-
lich der zu erwartenden Bindungsaffinitét ab (Joseph-McCarthy, 1999; Knegtel & Grooten-
huis, 1998; Oprea & Marshall, 1998). Die Grundlage der statistischen Thermodynamik zur
Berechnung der Bindungsaffinitéten wird von Gilson et al. (Gilson et al., 1997) und Ajay &
Murcko (Ajay & Murcko, 1995) kritisch zusammengefaldt. Ubersichten (iber angewendete
Verfahren im algemeinen werden gegeben von Tame (Tame, 1999), McCammon
(McCammon, 1998), Reddy et al. (Reddy et al., 1998), Knegtel und Grootenhuis (Knegtel &
Grootenhuis, 1998), Oprea und Marshall (Oprea & Marshall, 1998) und Bamborough und
Cohen (Bamborough & Cohen, 1996). Die Berechnung molekularer Wechselwirkungsfel der
auf Grundlage der bekannten Rezeptorstruktur beschreibt Wade (Wade, 1998) im Uberblick,
wahrend Weber und Harrison (Weber & Harrison, 1998) sowie Liljefors (Liljefors, 1998) im
speziellen Anwendungen und Fortschritte bei kraftfeldbasierten Berechnungen behandeln.
Einen Uberblick tber die rechnerische Behandlung der Elektrostatik bei makromolekularen
Systemen wird von Honig und Nicholls (Honig & Nicholls, 1995), Warshel und Papazyan
(Warshel & Papazyan, 1998), Gilson (Gilson, 1995) und Schaefer et al. (Schaefer et al., 1998)
gegeben. Kollman (Kollman, 1993; Kollman, 1996), Kollman und Merz (Kollman & Merz
Jr., 1990), Jorgensen (Jorgensen, 1989), Straatsma (Straatsma, 1996) und Meirovitch
(Meirovitch, 1998) fassen die Berechnung von Freier Enthalpie und Entropie im Rahmen
thermodynamischer Stérungsrechnungen zusammen.

Im folgenden werden die Verfahren hinsichtlich ihrer methodischen Grundlagen klassifi-
ziert und beschrieben. Allerdings sind die Grenzen dabel nicht immer scharf einzuhalten, e-
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nige Verfahren kombinieren auRerdem mehrere Ansétze. In diesen Féllen folgt die Einteilung

dem zentralen methodischen Element.

3.21 Freie-Energie-Storungsrechnungen und Lineare-Freie-Energie-Ansétze

Der vom thermodynamischen Standpunkt einzige korrekte Weg zur Vorhersage relativer
Freier Energien der Bindung von Liganden an Proteine beruht auf der Anwendung von Freie-
Energie-Storungsrechnungen (FEP, free energy perturbation) (Gl. 7) (Kirkwood, 1935) bzw.
den Verfahren der thermodynamischen Integration (TI) (Gl. 8) (Zwanzig, 1954) unter expli-
ziter Berticksichtigung von Solvensmolekilen und der Flexibilitét von Rezeptor und Ligand.
(Ajay & Murcko, 1995; Joseph-McCarthy, 1999; Tame, 1999).

AF =F, - F, = -k, T In{ exp H,(X) = Ho(X) Gl.7
kT .
. }
AF =F-F = H, () g Gl.8
0 aA A

Grundlage hierfur ist die Beziehung zwischen der Freien Energie eines betrachteten Sy-

stems F und dem Ensemblemittelwert einer Energiefunktion, die dieses System beschreibt

(Postma et al., 1981; Straatsma, 1996; Tembe & McCammon, 1984). H,(X) steht fir einen

von den Koordinaten ( X ) der Partikel im Phasenraum und einem Kopplungsparameter A ab-
héngigen Hamiltonian des Systems, kg flr den Boltzmann-Faktor, T fir die absolute Tempe-
ratur. Die Indizes,,0* und , 1" stehen fir A = 0 bzw. A = 1. [l..[0beschreibt eine Mittelwertbil-
dung. Die Konfigurationsensembles eines Systems konnen dabei durch Monte-Carlo(MC)-
(Metropolis et al., 1953) und Molekulardynamik(MD)-Simulationen (van Gunsteren & Be-
rendsen, 1990) erhalten werden. Da die Differenz zwischen Freier Enthalpie und Freier Ener-
gie, das Produkt aus Druck und Anderung des Volumens wahrend einer isothermen und iso-
baren Reaktion, fir Vorgéange in Lésung vernachl&ssigbar ist, ergibt sich auf diesem Weg
auch ein Zugang zu Freien Enthalpien.

Obwohl die Methode geeignet ist, einzelne Beitréage zur Freilen Energie/ Enthapie auf
atomarer Ebene bzw. auf der Ebene einzelner Subsysteme (z.B. des Liganden oder des Pro-
teins) zu untersuchen (Boresch & Karplus, 1995; Gao et al., 1989), stehen dem gegeniber
jedoch Probleme hinsichtlich einer allgemeinen Anwendbarkeit bedingt durch die Frage der
ausreichenden Durchmusterung des Phasenraumes, der Genauigkeit der verwendeten Hamil-

tonians (Kraftfelder) sowie der Abhadngigkeit der Ergebnisse vom durchgefihrten Berech-
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nungsprotokoll (Beveridge & DiCapua, 1989; Kollman, 1993; Kollman, 1996). Dazu kom-

men lange Rechenzeiten sowie die Beschrankung auf lediglich kleine Verdnderungen z.B. bei

Liganden fir die Vorhersage verlddicher relativer Freier Energien/ Enthalpien (Pearlman,

1994; Sen & Nilsson, 1999). Einige (klassische) Anwendungsbeispiele sowie neuere Ansétze

sollen im folgenden aufgezei gt werden.

Die auf Arbeiten von Postma et al. (Postma et al., 1981) und Jorgensen und Ravimo-
han (Jorgensen & Ravimohan, 1985) zurtickgehenden FEP-MD- und FEP-MC-Ansétze
wurden u.a. zur Vorhersage relativer Freier Energiedifferenzen der Bindung von
Benzamidin bzw. p-Fluorbenzamidin und Glycin bzw. Alanin an Trypsin (Wong &
McCammon, 1986), von Folat-basierten Inhibitoren an Thymidylatsynthase (Reddy et
al., 1992) und von Thermolysininhibitoren (Bash et al., 1987) verwendet. Im letzteren
Fall wurde dabei eine bemerkenswerte Ubereinstimmung zwischen vor her gesagten be-
rechneten und anschlief3end experimentell ermittelten Werten erzielt (Merz & Kollman,
1989), die alerdings auf sehr kleinen strukturellen Verdnderungen bei den untersuch-
ten Liganden (Austausch von NH gegen O bzw. CH,) beruht. Dal? dagegen die Additi-
on eines Phenylringes an en Inhibitorgerist selbst bel 400 ps Simulationszeit noch
nicht zur vollstdndigen Konvergenz der berechneten Energien fuhrt und die vorherge-
sagte relative Freie Energie sogar das falsche Vorzeichen in bezug auf den experimen-
tell ermittelten Wert besitzt, macht die immer noch bestehenden Schwierigkeiten bei
diesen Methoden deutlich (McCarrick & Kollman, 1999).

In einem Ansatz von Ota und Brunger (Ota & Brunger, 1997) wird eine Kombination
aus nicht-Boltzmann-bestimmter Durchmusterung des Phasenraumes und Tl verwendet
(NBTI). Der Vorteil der auch umbrella sampling genannten Methode besteht in der Er-
hohung der Flexibilitét der betrachteten Liganden durch Erniedrigung ihrer Rotations-
barrieren und einer damit einhergehenden verstarkten Durchmusterung des Konfigura-
tionsraumes. Verglichen mit einer (klassischen) TI-Rechnung zeigten sich geringere
Abweichungen zwischen berechneten und experimentell bestimmten relativen Freien
Energien der Bindung von Benzamidin und Benzylamin an Trypsin (Otaet al., 1999).
Wahrend in (klassischen) Freie-Energie-Rechnungen fir jede an einem Liganden
durchgefuihrte Modifikation eine separate, zeitlich aufwendige Durchmusterung des
Konfigurationsraumes erfolgen mul3, wird durch ein Verfahren von Gerber et al.
(Gerber et al., 1993) die Einbeziehung eines ganzen Satzes von Modifikationen in eine
einzige MD-Simulation erreicht. Unter Annahme einer linearen Separierbarkeit einzel-
ner Beitrage wird fur jede spezifische Wechselwirkung des betrachteten Systems deren
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Ableitung in Bezug auf den Kopplungsparameter A analytisch bestimmt. So kann aus
den Anfangssteigungen der Freien Energiebeitrage bei einem initialen Zustand A =0
auf die Beitrage bei einem finalen Zustand A = 1 geschlossen werden. Obwohl die vor-
gestellte Methode fur das System Trimethoprim-basierter Inhibitoren/ NADPH /
Dihydrofolatreduktase den Rechenaufwand um den Faktor 1/ 1000 reduzierte, ergab
sich allerdings keine signifikante Korrelation zwischen berechneten und experimentel -
len Ergebnissen.

* Guo et al. (Guo et al., 1998) verwenden einen Ansatz, bei dem der Kopplungsparame-
ter A as dynamische Variable behandelt wird und sich zusammen mit den Atomkoor-
dinaten eines Systems gemald den Newton’schen Bewegungsgleichungen entwickelt.
Damit kann fir eine Serie von verwandten Liganden gleichzeitig unter Verwendung
eines Satzes von A‘s relative Freie Energien der Bindung simuliert werden, wobei die
verschiedenen Teile der Liganden zwar alle das umgebende Protein ,, spiren”, nicht je-
doch jewells andere Ligandenteile. Der Vortell ist ein effizienteres Durchmustern des
Konfigurationsraumes und ein damit einhergehender reduzierter Rechenaufwand.

* Um die Probleme zu umgehen, die fur grof3e, strukturell verschiedene Sétze von Li-
ganden bei der Verwendung (klassischer) Freie-Energie-Verfahren auftreten, wurde
von Aquist et al. (Aquist et al., 1994; Hansson et al., 1998) eine semi-empirische Me-
thode zur Berechnung absoluter Freier Energien der Bindung basierend auf der Simu-
lationen zweier physikalischer Zustande entwickelt. Hierbei werden die polaren und
nichtpolaren Beitrage zur Freien Energie aus Mittelwerten von MD-Simulationen des
Liganden in Wasser bzw. des Protein-Ligand-Komplexes in Wasser linear approxi-
miert. Benttigte Wichtungsparameter werden an Komplexen mit bekannten Bin-
dungsaffinitéten kalibriert. Allerdings ist die Wahl der Energiebeitrage und die Groéle
ihrer Wichtungsparameter vom betrachteten System und den Simulationsbedingungen
abhangig (Carlson & Jorgensen, 1995; Wang et al., 1999a), was die allgemeine An-
wendbarkeit stark einschréankt (Wall et al., 1999).

3.2.2 Kraftfeldbasierte Verfahren und Ansitze beruhend auf additiven Free
Enthalpie-Beitragen

Die in diesem Kapitel beschriebenen Ansédtze beruhen auf der Annahme, dal3 die Freie
Enthalpie der Bindung eines Liganden an einen Rezeptor a's Summe einzelner Beitrége dar-
gestellt werden kann (Gl. 4) (bzgl. dieser Annahme s. Kap. 2.2.4) (Ajay & Murcko, 1995;
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Gilson et al., 1997; Joseph-McCarthy, 1999). Ausgehend von dieser ,, Zentralgleichung” (engl.

master equation, ME) werden die einzelnen Terme auf physikochemischer Grundlage formu-

liert, wobei Kreuzkorrelationen zwischen ihnen zu vermeiden sind. Ein nennenswerter Haup-

tunterschied zwischen diesem und allen folgenden Kapiteln, verglichen mit dem vorherge-

henden, ist aul3erdem der Ersatz von auf Ensemble-Mittelwerten beruhenden (Freien) Ener-

giebeitrégen durch solche, die auf einer einzigen zugrundeliegenden Struktur beruhen (Ajay &
Murcko, 1995).

Die Modelierung intermolekularer Wechselwirkungen auf Grundlage Molekularme-
chanik-basierter Kraftfelder fuhrt im einfachsten Fall der Berechnung fir Protein-
Ligand-Komplexe in vacuo zu einem rein enthalpischen Beitrag zur Freien Enthalpie
der Bindung (Bohm & Klebe, 1996; Joseph-McCarthy, 1999). Unter Beriicksichtigung
von van der Waals- und el ektrostatischen Wechselwirkungen sowie z. T. intramoleku-
larer Energiebeitrage ergibt sich — allerdings nur fir Serien eng verwandter Liganden,
bei denen der entropische Beitrag zur Freien Enthalpie jewells als konstant angesehen
werden kann — eine Korrelation zu experimentell bestimmten Bindungsaffinitéten
(Grootenhuis & van Galen, 1995; Grootenhuis & van Helden, 1994; Holloway et al.,
1995; Joseph-McCarthy et al., 1997; Kurinov & Harrison, 1994). In einem Fall konnte
dieses ohne explizite Berticksichtigung von Wasser erhaltene Ergebnis durch die Do-
minanz von van der Waals-Wechselwirkungen sowie |6semittelunabhangige elek-
trostatische Beitrage begriindet werden (Checaet al., 1997).

Ein einfacher Ansatz, den Einflul3 des Losemittels Wasser auf die Rezeptor-Ligand-
Bindung in die ,,Hauptgleichung“ mit einzubeziehen, besteht in der Verwendung atom-
basierter Solvatations-Parameter (Eisenberg & McLachlan, 1986; Ooi et al., 1987) im
Zusammenhang mit der im Komplexbildungsprozel3 vergrabenen Oberfl&che von Pro-
tein und Ligand. Die Verfahren von Vajda et al. (Vada et al., 1994), Weng et al.
(Weng et al., 1996), Williams und Mitarbeitern (Searle et al., 1992; Williams et al.,
1991; Williams et al., 1993), Krystek et al. (Krystek et al., 1993) und Novotny et al.
(Novotny et al., 1989) berticksichtigen in weiteren Termen auf3erdem noch die der
Bindungsaffinitat abtraglichen Beitrage bedingt durch die Einschrankung der translato-
rischen und rotatorischen Freiheitsgrade der Molekile sowie die Verringerung ihrer
intramolekularen Beweglichkeit (s. dazu Kap. 2.2.3). Die intermolekularen Wechsel-
wirkungen werden bei Krystek et al., Vada et al. und Weng et al. durch Coulomb-
Wechselwirkungen unter Verwendung einer distanzabhangigen Dielektrizitétskon-

stanten modelliert; Williams und Mitarbeiter verwenden stattdessen intrinsische Bin-
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dungsbeitrage funktioneller Gruppen. Vada et al. (Vajdaet al., 1994) ermittelt fir fle-
xible Liganden zudem noch den Energiebeitrag bedingt durch unterschiedliche intra-
mol ekul are Wechselwirkungen des Molekdils in freiem und gebundenem Zustand.

» Der Beitrag elektrostatischer Wechselwirkungen in Gegenwart von Wasser kann im
Rahmen einer Naherung des ,, gemittelten Feldes* bzw. einer Kontinuumsreprasentati-
on des Losemittels durch Lésung der linearisierten Poisson-Boltzmann-Gleichung
(Honig & Nicholls, 1995) nach der Methode der finiten Differenzen (Warwicker &
Watson, 1982) bzw. der Methode der finiten Elemente (Zauhar & Morgan, 1985) er-
mittelt werden. Hierbei werden die polaren Wechselwirkungsenergien von Rezeptor,
Ligand bzw. Rezeptor-Ligand-Komplex untereinander und mit dem umgebenden Sol-
vens ermittelt, indem die Molekiile (versehen mit diskreten Atomladungen) als Berei-
che mit niedriger Dielektrizitétkonstante in ein umgebendes Medium mit hoher Die-
lektrizitatskonstanten eingebettet werden (Warshel & Papazyan, 1998). Der nichtpolare
Beitrag der Desolvatation wird weiterhin proportional zur Grof3e der vergrabenen un-
polaren Oberflache beider Molekile wahrend der Komplexbildung angesetzt; entropi-
sche Beitrage durch Einschrénkung der Mobilitét und Flexibilitdt werden wie im vor-
herigen Absatz modelliert. Beispiele fur auf diesen Prinzipien beruhende Verfahren zur
Vorhersage der Freien Enthalpie der Bindung sind von Froloff et al. (Froloff et al.,
1997), Zhang und Koshland (Zhang & Koshland, 1996), Massova und Kollman
(Massova & Kollman, 1999), Hoffmann et al. (Hoffmann et al., 1999), Polticelli et al.
(Polticelli et al., 1999) und Shoichet et al. (Shoichet et al., 1999) vorgestellt worden.
Zou et al. (Zou et al., 1999) verwenden anstelle des Poisson-Boltzmann-Ansatzes das
,Generalisierte-Born-Modell* (GB/SA) von Still et al. (Still et al., 1990) zur Ermitt-
lung der polaren Wechselwirkungsenergien, das eine von der jeweiligen molekularen
Umgebung der betrachteten Atome abhéngige Dielektrizitétskonstante verwendet.

» Alternativ dazu kann eine implizite Beriicksichtigung der Beitrége durch Solvatation
und Desolvatation auch direkt in einem Molekilmechanik-Kraftfeld erfolgen
(Lazaridis & Karplus, 1999). Hierbei wird die Freie Solvatationsenergie einer funktio-
nellen Gruppe bzw. eines Aminosaurerestes aus der Freien Solvatationsenergie dieser
Gruppe in einem kleinen Molekil abziglich eines Beitrags berechnet, der durch den
Ausschlul® von Losemittelmolekilen durch die Anwesenheit anderer Atome im ma-
kromolekularen System bedingt ist.
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3.2.3 Regressionsbasierte Ansatze

Regressionsbasierte Ansédtze — auch ,,empirische Bewertungsfunktionen“ genannt - beru-
hen wie die im vorherigen Kapitel vorgestellten auf der Annahme der Additivitat einzelner
Freie-Enthalpie-Beitrage. Allerdings werden die Beitrége der einzelnen Terme einer Regres-
sionsgleichung durch Bestimmung der Koeffizienten vor den unabhéngigen (strukturbe-
schreibenden) Variablen in dieser Gleichung mittels Verfahren der multiplen linearen Regres-
sion, Partial Least Squares-Regression (Wold et al., 1993) oder durch neuronae Netze
(Gasteiger & Zupan, 1993) aus einem Trainingsdatensatz kristallographisch bekannter Re-
zeptor-Ligand-Komplexe mit experimentell bestimmten Bindungsaffinitéten berechnet. Basie-
rend auf einem heuristischen Ansatz rechtfertigt die Plausibilitét der erhaltenen Beitrage so-
wie ihre Eignung zur Vorhersage unbekannter Bindungsaffinitdten die anfanglich gewahlte
Separation der Freien Enthalpie. Wie bei allen regressionsbasierten Verfahren hangen die
gewonnenen Ergebnisse und ihre Ubertragbarkeit auf neue Falle jedoch auch hier malRgeblich
von der Zusammensetzung des Trainingsdatensatzes hinsichtlich der betrachteten Terme ab
(Ajay & Murcko, 1995). Weiterhin ist es nur moglich, die Grof3e der Beitrage fur in den expe-
rimentellen Daten auftretende (d.h. von sich aus glnstige) Phdnomene zu ermitteln, nicht je-
doch fir der Bindung abtrégliche Beitrége.

« Der Archetyp ener empirischen Bewertungsfunktion fir Protein-Ligand-
Wechselwirkungen wurde von Bohm (Bohm, 1994) entwickelt (SCOREL). Die Summe
aus Beitragen fur Wasserstoffbriicken, ionische Wechselwirkungen, vergrabene unpo-
lare Oberflachenbereiche und die Einschrankung (intra-)molekularer Beweglichkeit er-
gibt bel der Regressionsanalyse an einem Trainingsdatensatz von 45 Protein-Ligand-
Komplexen eine kreuzvalidierte Standardabweichung von 9.3 kJ/ mol gegenuiber den
experimentell bestimmten Affinitéten. Unter Verwendung eines erweiterten Trainings-
datensatzes von 82 Komplexen sowie der Beachtung der Vergrabenheit von Wasser-
stoffbriicken im Bindungsepitop, der Hinzunahme von aromatischen Wechsel wirkun-
gen und der ,Bestrafung® unginstiger elektrostatischer Wechselwirkungen wird fr ei-
nen Vorhersagedatensatz eine Standardabweichung von 8.8 kJ/ mol erhalten (Bohm,
1998) (SCORE?2). Die Abhangigkeit der (relativen) Beitrége einzelner Terme von der
Zusammensetzung des Trainingsdatensatzes als auch der angewendeten Separation der
Freien Enthalpie zeigt sich inshesondere beim Vergleich der auf beiden Wegen erhal-
tenen Parameter.

» Einen analogen Ansatz wie im obigen Fall beschrieben verfolgen auch die Arbeiten
von Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997) (82 Komplexe im Trainingssatz, ChemScore)
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und Wang et al. (Wang et al., 1998) (170 Komplexe im Trainingssatz, SCORE). Der
Hauptunterschied zu den Ansétzen von Bohm (Béhm, 1994; Béhm, 1998) liegt im er-
sten Fall (Eldridge et al., 1997) bei der Beschreibung der Beitrdge durch die Ein-
schrankung der intramolekularen Flexibilitdt, im zweiten Fall (Wang et al., 1998) bei
der Unterteilung von Wasserstoffbriicken in , starke, moderate und schwache” und der
Einbeziehung von Wassermolekilen als Vermittler von Wechselwirkungen. Unter
Verwendung eines , evolutiondren Testes* zeigt sich aul3erdem (Wang et al., 1998),
dai3 eine Konvergenz der erzielten Ergebnisse nur bei der Verwendung von mehr als
100 — 120, hinsichtlich des Charakters ihrer intermolekularen Wechselwirkungen aus-
reichend verschiedenen Protein-Ligand-Komplexen im Trainingsdatensatz erhalten
werden kann. Murray et al. (Murray et al., 1998) verbessern die Vorhersagefahigkeit
der in Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997) erhatenen Bewertungsfunktion im Hin-
blick auf ein spezielles Protein noch durch Einbeziehung von Zusatzinformation im
Rahmen Bayes scher Statistik.

* Headetal. (Head et al., 1996) verwenden in ihrem ,,VALIDATE"-Ansatz eine auf dem
AMBER-Kraftfeld (Weiner et al., 1984) basierende elektrostatische und sterische
Wechselwirkungsenergie, einen HlogP-basierten (Hansch & Leo, 1979) Oktanol-
Wasser-V erteilungskoeffizienten, polare und unpolare Kontaktoberfldchen und einen
Term zur Berlcksichtigung intramolekularer Beweglichkeit. Allerdings werden die
Koeffizienten hierbei unter Verwendung von 55 Protein-Ligand-Komplexen im Trai-
ningsdatensatz mittels eines Partial Least Squares-Verfahrens (Wold et al., 1993) bzw.
eines neuronalen Netzes bestimmt.

* Inden Arbeiten von Takamatsu und Itai (Takamatsu & Itai, 1998) (29 Avidin-Ligand-
Komplexe im Trainingssatz), Venkatarangan und Hopfinger (Venkatarangan & Hop-
finger, 1999) (23 Glycogen-Phosphorylase-Inhibitor-Komplexe im Trainingssatz) und
Viswanadhan et al. (Viswanadhan et al., 1996) (11 HIV-1 Protease-Inhibitor-
Komplexe im Trainingssatz) werden ebenfalls mit dem AMBER-Kraftfeld (Weiner et
al., 1984) berechnete Wechselwirkungsenergien zwischen Protein und Ligand mit zu-
sétzlichen Termen zur Behandlung hydrophober Wechselwirkungen und weiterer
entropischer Einfltisse kombiniert und die K oeffizienten durch multiple lineare Regres-
sion bestimmt.

* Auch Rognan et al. (Rognan et al., 1999) und Bohacek und McMartin (Bohacek &
McMartin, 1994) verfolgen die Entwicklung empirischer Bewertungsfunktionen, die
auf ein betrachtetes Protein zugeschnitten sind. So werden im ersten Fall Trainingssat-
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ze von funf kristallographisch bestimmten HLA-A*0201-Peptidinhibitor-Komplexen
sowie von 37 modellierten H-2K*-Peptidinhibitor-K omplexen verwendet, um eine an
Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997) angelehnte Funktion zu reparametrisieren. Boha-
cek und McMartin verwenden sogar nur neun bekannte Thermolysin-Inhibitor-
Komplexe zur Kalibrierung. Allerdings gehen in ihre Bewertungsfunktion auch nur die
Anzahlen an Wasserstoffbriicken und hydrophoben Kontakten ein.

* Im Gegensatz zu alen bisher betrachteten empirischen Bewertungsfunktionen ist die
von Jain (Jain, 1996) entwickelte Funktion kontinuierlich differenzierbar. Terme zur
Beschreibung hydrophober und polarer Komplementaritét zwischen Rezeptor und Li-
gand werden dazu durch eine Kombination einer Gauss- und einer sigmoiden Funktion
modelliert und mit nur vom Liganden abhangigen Beitragen fir die entropischen Ko-

sten kombiniert. Der Trainingsdatensatz umfafdt 34 Protein-Ligand-Komplexe.

3.24 Wissensbasierte Ansitze

Allgemein gehen wissensbasierte Systeme von der Annahme aus, dal3 auf Grundlage einer
adaguat représentierten Sammlung von Wissen die Ableitung darin inhéarent enthaltener Re-
geln bzw. Gesetzméliigkeiten moglich ist (Bibel et al., 1993). Im Ubertragenen Sinne [&3 sich
damit die Entwicklung einer wissensbasi erten Bewertungsfunktion auf molekularer Ebene auf
beobachtete Haufigkeitsverteilungen charakteristischer Wechselwirkungen in experimentell
bestimmten Systemen zurtckfihren: nur digenigen Wechselwirkungen im gerade zu bewer-
tenden System werden als gunstig erkannt, die in der Nahe von Haufigkeitsmaxima dieser
Wechselwirkungen in der Wissensbasis liegen. Beispiele fur eine erfolgreiche Anwendung
dieser Verfahren resultieren insbesondere aus dem Bereich der Proteinfaltungsvorhersage
(Jernigan & Bahar, 1996; Torda, 1997; Vadaet al., 1997), wobel unter Anwendung des ,,in-
versen Boltzmann’ schen Gesetzes® (Sippl, 1995) die aus kristallographisch bestimmten Pro-
teinstrukturen erhaltenen Haufigkeitsverteilungen fur interatomare Wechselwirkungen in
,Freie-Energie-Beitrége” (engl. potentials of mean force) bzw. ,wissensbasierte Potentiale’
umgesetzt werden. Obwohl die thermodynamische Grundlage fur dieses Vorgehen (Ben-
Naim, 1997; Burgi & Dunitz, 1988; Finkelstein et al., 1995; Thomas & Dill, 1996) und die
verwendete Terminologie (Koppensteiner & Sippl, 1998) kritisch angesehen wird, sind die
damit erhaltenen Ergebnisse den mit Molekilmechanik-Kraftfeldern erzielten Uberlegen
(Finkelstein, 1997; Lazaridis & Karplus, 1998; Moult, 1997; Sternberg et al., 1999).
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Bis 1999 waren fur die Vorhersage von Protein-Ligand-Bindungsaffinitdten nur drei auf

dieser Grundlage entwickelte Verfahren mit beschrankter Anwendbarkeit bekannt.

Unter Verwendung eines Datensatzes von 30 HIV-1, HIV-2 und SIV-Protease-
Inhibitor-Komplexen erzeugen Verkhivker et al. (Verkhivker et al., 1995) distanzab-
hangige, wissenshasierte Paarpotentiale. Sie werden mit Termen fur Desolvatations-
beitrage von Ligand und Protein unter Verwendung atombasierter Parameter (Sharp et
al., 1991) sowie einem auf Arbeiten von Pickett und Sternberg (Pickett & Sternberg,
1993) beruhenden Verfahren zur Abschdtzung der Beitrage durch Einschrénkung der
konformativen Beweglichkeit von Proteinseitenketten kombiniert. Ebenfalls fir HIV-1-
Protease-Komplexe kdnnen damit Unterschiede in den Bindungsaffinitdten nachvoll-
zogen werden.

Wallquist et al. (Wadlgvist et al., 1995) ermitteln aus 38 Protein-Ligand-
Kristallstrukturen Haufigkeitsverteilungen wahrend der Komplexbildung vergrabener
Oberflachenelemente fur Paare wechselwirkender Atome. Normalisierung mit dem
Produkt der vergrabenen Oberflachen der jeweils einzelnen Atome liefert daraus Atom-
Atom-basierte statistische Préferenzen. Unter Verwendung zweier Parameter, die an-
hand experimentell bekannter Bindungsaffinitdten des Trainingssatz kalibriert werden
mussen, konnen fur 10 HIV-Protease-Inhibitor-Komplexe, die nicht im Trainingssatz
enthalten waren, Bindungsaffinitdten mit einer Standardabweichung von 6.3 kJ/ mol
berechnet werden.

DeWitte und Shaknovich (DeWitte & Shaknovich, 1996) verwenden 17 bzw. 109 Kri-
stallstrukturen aus der Proteindatenbank PDB (Bernstein et al., 1977) und entwickeln
damit je einen Satz von ,interatomaren Freien Wechselwirkungsenergien® (SmoG-
Score) fur Liganden, die an der Oberflache eines Proteins binden bzw. solche, die in
Bindetaschen binden. Kombiniert mit einem Metropolis-Monte-Carlo-basierten
(Metropolis et al., 1953) Aufbauprozefd des Liganden in der Bindetasche werden Kom-
plexe der Purinnucleosid-Phosphorylase, der SH3-Doméne sowie der HIV-1-Protease
erzeugt und energetisch bewertet.

Muegge und Martin (Muegge & Martin, 1999) erzeugten 1999 aus 697 kristallogra-
phisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexen ,,Helmholtz'sche Freie Wechselwir-
kungsenergien® (, PMF‘-Score; potential of mean force) unter Verwendung von 16
bzw. 34 Atomtypen fur Proteine und Liganden. Die implizite Berlicksichtigung der
durch Wasser bedingten Beitrage wird durch die Verwendung eines Volumenkorrek-

turterms und maximale Absténde zwischen den betrachteten Atomen bis zu 12 A bei



Ansétze zur Vorhersage von Bindungsaffinitéten aus der Literatur 37

der Erzeugung der Paarverteilungsfunktionen begrindet. Fir 77 Protein-Ligand-
Kristallstrukturen ergibt sich eine Abweichung von 1.8 logarithmischen Einheiten bzgl.
der experimentell bestimmten Inhibitionskonstanten.

» Ebenfalls 1999 veroffentlichten Mitchell et al. (Mitchell et al., 1999b) Paar-Potentiale
(BLEEP) aus 820 Protein-Ligand-Atompaarverteilungen unter Verwendung des , in-
versen Boltzmann-Ansatzes*. Mit dem Programm HBPlus (McDonad & Thornton,
1994) regelbasiert beim Protein gesetzte Wasserstoffe wurden mit eingeschlossen. Als
Referenzzustand verwenden sie ein von Ng et al. (Ng et al., 1979) entwickeltes semi-
empirisches Ne-Ne-Paarpotential. Auf3erdem wird die Einbeziehung von Wassermole-
kulen als Teil des Proteins getestet. Fir 90 gemischte Protein-Ligand-Komplexe ergibt
sich ein Korrelationskoeffizient von 0.74 (eine Standardabweichung wird nicht aufge-
fahrt) bzgl. experimentell bestimmter Affinitéten (Mitchell et al., 1999a). Auf3er fir ein
Beispiel in dieser Arbeit ist die Verwendung von wissensbasierten Ansétzen zur Aus-
wahl korrekter Protein-Ligand-Komplexgeometrien noch nicht herangezogen worden.

3.25 Consensus-Scoring, Filterfunktionen und Ansatze zur ortsaufgeldsten Identifizie-

rung von Wechsalwirkungen

Ein pragmatischer, wenn auch vom wissenschaftlichen Standpunkt her nicht befriedigender
Ansatz zur Steigerung der Verladlichkeit berechneter Bindungsaffinitéten beruht auf der Zu-
sammenfassung der von mehreren Methoden erhaltenen Ergebnisse. So zeigen Charifson et
al. (Charifson et al., 1999) (Consensus-Scoring), dal3 durch die UND-Verknipfung der Er-
gebnisse der ChemScore-Funktion (Eldridge et al., 1997), der auf dem AMBER-Kraftfeld
(Weiner et al., 1984) basierenden Bewertungsfunktion des Docking-Programms DOCK
(Meng et al., 1992) und dem ,stlickweisen linearen Potential“ (piecewise linear potential)
(Gehlhaar et al., 1995) fir drei verschiedene Enzymsysteme die erzielten Anreicherungsraten
im Rahmen eines virtuellen Screenings deutlich gesteigert werden kdnnen. Ergebnisse durch
Mittelwertbildung aus Kombinationen von bis zu funf verschiedenen QSAR-Methoden erwei-
sen sich bei So und Karplus (So & Karplus, 1999) ebenfalls as den aus den Einzelverfahren
erhaltenen Ergebnissen Uberlegen.

Regressionsbasierte Ansétze bewerten — bedingt durch die Art ihrer Ableitung (s. a. Kap.
3.2.3) —v.a. fur den Bindungsproze’ guinstige Wechselwirkungen, wie sie in Protein-Ligand-
Kristallstrukturen auftreten. Um im Rahmen des virtuellen Screenings jedoch auch Protein-

Ligand-Geometrien erkennen zu konnen, die nicht in Ubereinstimmung mit experimentell zu
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erwartenden sind, wurde von Stahl und Bohm (Stahl & B6hm, 1998) die Verwendung von

» Filter-Funktionen® vorgeschlagen.

Unter der Annahme, dald die Bindungsaffiniét in einzelne (additive) Beitrdge separiert

werden kann (s. a. Kap. 2.2.4), erhalten solche Methoden fir die Ligandoptimierung eine Be-

deutung, die (gunstige) Wechselwirkungspositionen von Ligandatomen bzw. —gruppen mit

dem Protein in seiner Bindetasche identifizieren kdnnen.

Der PROFEC(pictorial representation of free energy changes)-Ansatz von Radmer
und Kollman (Radmer & Kollman, 1998) sowie die Weiterentwicklung von Pearlman
(Pearlman, 1999) (OWFEG, one-window free energy grid) beruhen auf FEP-
Rechnungen und verwenden zwei Trajektorien aus MD-Simulationen, um die Ande-
rung der Freien Enthalpie durch Hinzufligen eines Atoms/ einer Gruppe an verschie-
denen Positionen um den Inhibitor in Lésung bzw. im Protein zu bestimmen.

Das archetypische Verfahren GRID von Goodford (Boobbyer et al., 1989; Goodford,
1985) basiert dagegen auf einem daflr parametrisierten Kraftfeldansatz und konturiert
Bereiche innerhalb der Proteinbindetasche geméld den Wechselwirkungsenergien ein-
zelner Sonden auf festgelegten Gitterplétzen. Als Sonden stehen z.B. Wasser, eine
Amino- und Carboxyl-Gruppe sowie eine hydrophobe Gruppe (DRY) zur Verflgung.
Beim MCSS (multiple copy simultaneous search)-Ansatz (Miranker & Karplus, 1991)
wird dagegen das Kraftfeld CHARMM (Brooks et al., 1983) verwendet, um gunstige
Positionen fur in die Bindetasche verteilte Acetamid-, Methanol-, Acetat-, Propan- u.a
Molekule zu ermitteln.

Eine GRID-&hnliche Idee, adlerdings mit anderer Datenbasis, verfolgen die Methoden
X-SITE (Laskowski et al., 1996) und SuperStar (Verdonk et al., 1999). X-SITE ver-
wendet raumliche Kontaktverteilungen beruhend auf 163 dreiatomigen Fragmenten,
um in der Bindetasche giinstige Wechselwirkungsregionen zu identifizieren. Die Ver-
teilungen werden aus 83 hochaufgel6sten Proteinstrukturen (ohne Liganden) erhalten.
SuperStar benutzt die in IsoStar (Bruno et al., 1997) enthatenen réaumlichen Informa
tionen Uber nichtbindende Wechselwirkungen aus Kristallstrukturen niedermol ekularer
Verbindungen der CSD (Allen et al., 1991), um Wahrscheinlichkeitsdichten fir Kon-
takte mit Atomen funktioneller Gruppen (etwa Ammoniumstickstoff, Carbonylsauer-
stoff, Methylkohlenstoff, ...) auf Gitterpositionen in einer Proteinbindetasche zu be-

rechnen.
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3.2.6 Vergleich der Ansatze

Ein Vergleich der existierenden Verfahren beziiglich Qualitét der Ergebnisse und benttig-
ter Laufzeit ist schwierig. Zum einen existiert nach wie vor kein einheitlich verwendeter Da-
tensatz von Protein-Ligand-Komplexen, der als Grundlage des V ergleichs herangezogen wer-
den konnte. Unterschiedlich sind auch die Hardwarevoraussetzungen und der Grad der bent-
tigten Vorbereitungen fur einzelne Methoden. Dazu kommt, dal3 haufig nur hinsichtlich An-
zahl und zugrundeliegenden biologischen Systemen eng begrenzte Anwendungsbeispiele ver-
Offentlicht werden, so dal3 eine zuverlassige Beurteillung des Verfahrens schwer maéglich ist.
Nichts desto trotz sollen die in den vorherigen Kapiteln 3.2.1 - 3.2.4 hinsichtlich methodischer
Aspekte zusammengefaldten, literaturbekannten Verfahren zur Vorhersage von Bindungsaffi-
nitdten dahingehend in Tab. 1 verglichen werden. Dartiber hinaus werden Verknipfungen zu
anderen Arbeiten bzw. Methoden aufgefihrt.
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3.3 Docking-Verfahren zur Generierung und Bewertung von Konfigurationen von

Protein-Ligand-Komplexen

Docking-Verfahren kombinieren Algorithmen zur Vorhersage mdglicher 3D-Strukturen
von Protein-Ligand-Komplexen mit Bewertungsverfahren zur Vorhersage der Affinitét der so
erhaltenen Anordnungen (Blaney & Dixon, 1993; Kuntz, 1992; Kuntz et al., 1994; Lengauer
& Rarey, 1996). Selbst bei der Beschrankung auf das Docking rigider Liganden in einerigide
Bindetasche verbleiben noch 6 Freiheitsgrade fur das Suchproblem. Der zu durchsuchende
Raum wird daher weiter eingeschrankt, indem ein diskretes Modell der Bindetasche erstellt
wird (Vieth et al., 1998b; Westhead et al., 1997). Hierbel definiert i.a. ein Satz von Punkten
ihre rdumliche Ausdehnung; die Punkte kénnen zudem mit physikochemischen Eigenschaften
belegt werden. Ligandatome werden anschlieend mit diesen Punkten in Ubereinstimmung
gebracht. Auch hierflir werden heuristische Suchstrategien eingesetzt, da selbst diese diskrete
Formulierung des Docking-Problems zu komplex fir eine systematische Sucheist.

Im folgenden wird eine nach den angewendeten Methoden getroffene Auswahl von Dok-
king-Verfahren beschrieben, wobei insbesondere auf die in dieser Arbeit verwendeten Pro-
gramme DOCK und FlexX naher eingegangen wird.

* Dasin der Gruppe von Kuntz vor fast 20 Jahren entwickelte Programm DOCK (Kuntz
et al., 1982) ist das erste dieser Art gewesen. In seiner urspringlichen Version wurde
die Bindetasche eines Proteins mit Kugeln variabler Radien ausgefillt, wobel die Ku-
geln mindestens zwei Kontaktpunkte mit der Connolly-Oberfléache (Connolly, 1983)
der Tasche haben mufdten. Die nach Folgeschritten erhaltenen Kugelmittelpunkte (i.a.
10 bis 100) ergaben so potentielle Positionen fur Ligandatome. Durch Vergleich inter-
ner Distanzen innerhalb des Kugel satzes bzw. des Liganden unter Anwendung von Al-
gorithmen fir bipartite Graphen (Shoichet et al., 1992) wurden anschlief3end dhnliche
Cluster von mind. vier Kugeln bzw. Ligandatomen gefunden. Aus ihnen 183 sich eine
Trandations- und Rotationsmatrix bestimmen, die auf ale Atome des Liganden ange-
wendet wird und so eine Transformation des Liganden in die Bindetasche bewirkt. Ab-
schliefRend wird die Position des als starren Korper behandelten Liganden in der Pro-
teinbindetasche durch Energieminimierung optimiert (Meng et al., 1993). Zur Steige-
rung der Effiziens der Uberlagerung von Ligandatomen und Kugelzentren verwendet
die aktuelle DOCK-Version eine einfachere Graphenreprasentation des Suchraumes
sowie eine Cliquen-Such-Technik. Zusétzlich zu der von den Kugeln dargestellten ste-
rischen Information kdnnen auch noch chemische Eigenschaften von ihnen reprasen-
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tiert werden (Oshiro & Kuntz, 1998). Damit wird der Suchraum nochmals einge-
schrankt, indem nur noch komplementére Kugel-Ligandatom-Paare betrachtet werden.
Das Docking von Liganden unter Beriicksichtigung ihrer Flexibilitét kann mit DOCK
auf zwel Wegen erfolgen. Zum einen kénnen vorab fir einen Liganden verschiedene
Konformationen erzeugt werden und diese dann, wie vorher beschrieben, rigide in die
Bindetasche eingepal’t werden (Wang et al., 1999b). Ein alternativer Ansatz beruht auf
einem inkrementellen Ligandenaufbau in der Proteintasche (Makino & Kuntz, 1997):
nach Auswahl, Plazierung und geometrischer Optimierung eines Ankerfragmentes
werden die verbleibenden Fragmente schrittweise angefligt, wobel ein Backtracking-
Algorithmus den zu durchsuchenden Konformationsraum begrenzt. Zum Abschlul? er-
folgt eine flexible Simplex-Minimierung der erhaltenen Ligandkonfiguration.

Zur Bewertung der erhatenen Protein-Ligand-Anordnungen kann der urspringlich
entwickelte und auf sterischer Komplementaritéat beruhende contact score (Kuntz et al.,
1982), ein auf dem AMBER-Kraftfeld beruhender energy score (Meng et al., 1992)
sowie ein durch Modifikation der van der Waals-Energy davon abgewandelter chemi-
cal score (Makino & Kuntz, 1997) verwendet werden. Obwohl DOCK seit seiner Ein-
fuhrung erfolgreich zur Generierung von Leitstrukturen fir verschiedene biologische
Zielmolekiile eingesetzt worden ist (siehe (Joseph-McCarthy, 1999) fir eine Uber-
sicht), gibt es bislang keine grol3 angelegte Validierungsstudie, die das Zusammenspiel
der verschiedenen Ligandkonfigurations-Generierungsmoglichkeiten mit den zur Ver-
figung stehenden Berwertungsfunktionen fir verschiedene Rezeptor-Ligand-
Komplexe untersucht. DOCK benétigt etwa 1 - 3 min fur das flexible Docking eines
Liganden.

* Der Ansatz, Ligandatome mit in der Bindetasche lokalisierten Bereichen mit komple-
mentédren physikochemischen Eigenschaften zur Deckung zu bringen, bildet auch die
Grundlage des Programmes FlexX (Rarey et al., 1995; Rarey et al., 1996a; Rarey et al.,
1996b). FlexX analysiert zunéachst die Bindetasche, indem es Wechselwirkungsberei-
che des Proteins mit definierten Eigenschaften (Wasserstoffbriicken, Salzbrticken,
Metallkontakte, hydrophobe Konatkte) identifiziert. Diese Bereiche konnen dabel die
Form von Kugeln, Kugelkappen, Kugelschichten oder sphéarischen Rechtecken haben.
Davon ausgehend werden fur alle Paare von Wechselwirkungszentren die Distanzen
bestimmt und geordnet in einer hash-Tabelle abgelegt. Fur aus drei Ligandatomen ge-
bildete Suchanfragen wird diese Tabelle nach geometrisch und physikochemisch pas-
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senden Kombinationen aus Wechselwirkungszentren des Proteins durchsucht und — bei
Erfolg — der Ligandenteil entsprechend transformiert.

Docking flexibler Liganden erfolgt auch hier nach einem inkrementellen Konstrukti-
onsalgorithmus: Zerlegung des Liganden an drehbaren Bindungen, Auswahl eines
Ankerfragmentes (Rarey et al., 1997), Plazierung des Ankerfragmentes und Anbau der
verbleibenden Fragmente. Der Konformationssuchraum wird hierbel durch die Ver-
wendung empirischer Torsionspotentiale (Klebe & Mietzner, 1994) zusétzlich einge-
schrankt.

Zur Bewertung der im Aufbau befindlichen als auch abschlief3enden Protein-Ligand-
Orientierungen verwendet FlexX eine modifizierte Version der regressionsbasierten
Bewertungsfunktion von Bohm (Bohm, 1994). Fur einen Testsatz von 200 Rezeptor-
Ligand-Komplexen aus der PDB konnen fur 46.5 % der Félle eine Ligandorientierung
mit weniger as 2 A mittlerer quadratischer Abweichung in den kartesischen Koordi-
naten (root mean-square deviation, rmsd) gegentiber der Kristallgeometrie und bester
Bewertung gefunden werden. Betrachtet man jeweils alle fur eine Protein-Ligand-
Kombination erzeugten Anordnungen unabhéngig von ihrer Bewertung, haben sogar
70 % der Féle einen rmsd < 2.0 A (Kramer et al., 1999). Die mittlere Laufzeit betrégt
dabel etwa 1.5 min pro Ligand.

Das Programm GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) (Jones et al., 1995)
verwendet einen genetischen Algorithmus zur Plazierung von Liganden in einer Bin-
detasche. Ligandkonformationen wie auch relative Orientierungen bzgl. der Re-
zeptortasche werden dabei als Bit- bzw. Ganzzahlreprésentationen in sog. Chromoso-
men dargestellt. Genetische Operatoren wie Mutation oder Uberkreuzungen zusam-
men mit einer fitness-Funktion entscheiden dann Uber die Entwicklung der Population
aus Protein-Ligand-Anordnungen. Wéahrend die oben erwahnten Programme DOCK
und FlexX die Bindetasche des Rezeptors als vollig starr ansehen, werden bei GOLD
terminale Donor- und Akzeptor-Gruppen des Proteins als drehbar behandelt. Die ab-
schliefRende Bewertungsfunktion besteht aus einem Term fir van der Waals-Beitrége
und einem fur Wasserstoffbriickenbeitrage. Fur einen Testdatensatz aus 100 Komple-
xen aus der PDB werden fiir 67 % rmsd-Werte < 2.0 A auf dem bestbewerteten Rang
gefunden (Jones et al., 1997).

Der QXP-Algorithmus (McMartin & Bohacek, 1997) verwendet einen Monte-Carlo-
Minimierungsansatz als Grundlage fur das Einpassen der Liganden in die Bindetasche.

Hierbei werden sowohl Torsionswinkel des Liganden als auch seine relative Orientie-
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rung zum Protein durch zuféllige Variationen verandert; die damit erhaltene neue An-
ordnung wird mit dem AMBER-Kraftfeld (Weiner et al., 1984) in Gegenwart des
Proteins im kartesischen Raum minimiert. Das Metropolis-Kriterium (Metropolis et
al., 1953) entscheidet dann, ob die so erhaltene Konfiguration im Gegensatz zu ihrer
Ausgangskonfiguration als Startpunkt fiir einen neuen Zyklus verwendet wird. FUr ei-
nen Testsatz aus 12 Komplexen werden in mehr as 80% der Féle rmsd-Werte
<1.0A bzgl. einer minimierten Kristallstruktur fir Ligandorientierungen auf dem
bestbewerteten Rang gefunden; die Rechenzeiten betragen dabel 3 min bis 3 h je Li-
gand (fUr 7 - 24 drehbare Bindungen).

* AutoDock (Morris et al., 1996) basiert auf einem simulated annealing-Verfahren, d.h.
einem temperaturgesteuerten Monte-Carlo-Algorithmus. Wie beim Abkuhlen einer
Schmelze erlaubt man dem Protein-Ligand-System dabei zunéchst, sich frel, d.h.
durch zuféllige Verdnderungen seiner geometrischen Variablen, Uber die multidimen-
sionale Energiehyperflache zu bewegen. Mit abnehmender Temperatur sinkt dabel
auch seine mittlere Energie, Bewegungen in Richtung abnehmender Energie werden
zunehmend starker begunstigt. Der Endzustand entspricht dann — bei richtiger Durch-
flhrung - dem globalen Energieminimum. Auch AutoDock verwendet das AMBER-
Kraftfeld (Weiner et al., 1984) zur Bewertung der erhatenen Protein-Ligand-
Anordnungen. FUr sechs Protein-Ligand-Komplexe mit 0 — 10 drehbaren Bindungen
in den Liganden werden in allen Fallen rmsd-Werte < 1.5 A auf dem Rang niedrigster
Energie gefunden. Je nach Fexibilitdt des Liganden werden dafir 5- 18 min an Re-
chenzeit benéGtigt.
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4 Theorieund Methoden

Im folgenden werden die Theorie sowie die angewendeten Methoden zur Ableitung und
Validierung der wissenshasierten Bewertungsfunktion fir Protein-Ligand-Komplexe be-
schrieben. Aufbauend auf den von Tanaka und Scheraga (Tanaka & Scheraga, 1976), Sippl
(Sippl, 1990; Sippl, 1993) und Jernigan et al. (Bahar & Jernigan, 1997; Miyazawa & Jernigan,
1985; Miyazawa & Jernigan, 1996) begrindeten Formalismen wird hierbei besonders auf die
Modifikationen eingegangen, die zur Anpassung des Verfahrens an das Struktur- und Affini-
tatsvorhersageproblem bei Rezeptor-Ligand-Komplexen eingefuhrt wurden (Kap. 4.1 —4.5).
Nach einer Aufstellung von Kriterien zur Bewertung der Funktion (Kap. 4.6) wird ein auf
ihrer Grundlage beruhender Ansatz zur Identifikation von Wechselwirkungszentren in einer
Proteinbindetasche beschrieben (Kap. 4.7) und ein Weg zu ihrer proteinspezifischen Adaptie-
rung unter Einbeziehung zusétzlicher struktureller und energetischer Informationen vorge-
stellt (Kap. 4.8). Die Beschreibung der Aufbereitung der verwendeten Testdatensétze erfolgt
zum Schlul? (Kap. 4.9).

4.1  Motivation des wissensbasierten Ansatzes und Begriffsbestimmungen

Die Betrachtungen in Kap. 2.2 machen deutlich, dal3 zur addguaten Beschreibung der Bin-
dung eines Liganden an ein Protein nicht nur Wechselwirkungsenergien (bzw. -enthalpien)
zwischen beiden betrachtet werden konnen, sondern zusétzlich Effekte durch
(De-)Solvatation der Reaktionspartner bzw. Reorganisation im Ldsemittel beachtet werden
miissen. Eine explizite Beschreibung dieser (auch Entropie-Anderungen bedingenden) Effekte
in Form von Paar-, Triplett- oder Wechselwirkungen héherer Ordnung bei nur einer gegebe-
nen Anordnung von Protein und Ligand zueinander ist nicht moglich (Meirovitch, 1998). Eine
implizite Berticksichtigung dieser komplexen Losemittel beitrége zusammen mit enthal pischen
Beitrégen durch intermolekulare Wechselwirkungen ist alerdings in dem hier verwendeten
wissensbasierten Formalismus enthalten, bei dem ,, Potentiale” aus bekannten Mol ekl struktu-
ren extrahiert werden (Jernigan & Bahar, 1996; Sippl, 1995) (Abb. 5).
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Haufigkeit “‘Potential”’
A A

A
Vil )

Eigen,schaft Eigen,schaft

v
v

Molekdl-
Datenbank

ADbb. 5: Vorgehensweise bei wissensbasierten Ansédtzen. Aus einer Wissensbasis (hier: Mol ekl daten-
bank) werden Haufigkeiten interessierender Eigenschaften extrahiert. Bezogen auf einen Re-
ferenzzustand (gepunktete Linie) lassen sich daraus ,, Potentiale” ableiten.

Die physikochemische Grundlage der so erhaltenen ,, Potentiale” wie auch die fir sie ver-
wendete Terminologie ist alerdings keineswegs eindeutig (Koppensteiner & Sippl, 1998).
Der haufig daftr gebrauchte Ausdruck potential of mean force geht auf die auf der statisti-
schen Mechanik beruhende Theorie von FlUssigkeiten zuriick (Ben-Naim, 1987; Hill, 1956).

Dort ergibt sich ein potential of mean force aus einer n-Teilchen-Korrelationsfunktion
g™ (X,,...,X,,) mit X, alsOrtskoordinaten des i-ten Teilchens gemaR:
W™ (X,,...,X,)=-RTIng™(X,,...,X,) Gl.9
Fur den Fall zweier wechselwirkender Teilchen unter der Annahme sphérischer Symmetrie

entsteht aus der Paarkorrelationsfunktion g® (X, X,) die radiae Paarverteilungsfunktion

g®(r,), wobei r,, gleich | X; - X, | ist. Grundsétzlich 18Rt sich diese Funktion auch fur

Paare wechselwirkender Atome aus (Protein-)Kristallstrukturen bestimmen, indem fir Di-
stanzintervalle zwischen rqy; und ri> + dr die Haufigkeit des Auftretens fir zwei bestimmte
Atome ausgezahlt wird. Allerdings ist die haufig zugrundegel egte Annahme der Anwendbar-
keit des inversen Boltzmann’' schen Gesetzes gemal3 Gl. 9 fur auf diesem Weg erhatene Ver-
teilungsfunktionen nicht haltbar (Ben-Naim, 1997; Birgi & Dunitz, 1988; Thomas & Dill,
1996).

Das Boltzmann’ sche Gesetz gilt streng nur fir Ensembles gleicher Teilchen im thermody-
namischen Gleichgewicht. Eine Datenbank von Proteinstrukturen dagegen besteht aus vielen
verschiedenen Teilchen, die sich nicht notwendigerweise im gleichen globalen Energiemini-
mum aufhalten. Dartber hinaus ist noch nicht einmal bekannt, ob jede Proteinstruktur sich in
ihrem globalen Energieminimum befindet. ES kommt noch hinzu, dal3 die Verwendung einer
absoluten Temperatur T in Gl. 9 ebenfalls nicht zu begrinden ist (Finkelstein et al., 1995):

Proteinkristalle werden Uber einen weiten Temperaturbereich geziichtet und vermessen.
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In dem hier vorgestellten Ansatz geht es alerdings — im Gegensatz zu vergleichbaren An-
wendungen bei Proteinfaltungsvorhersagen — nicht um die Eigenschaft eines Proteins as
Ganzem. Vielmehr geht es um die Eigenschaft eines speziell interessierenden , Bereiches®
(etwa eines Atom-Atom-Paarkontakts), der in die molekulare Umgebung verschiedener Pro-
teinstrukturen eingebettet ist. Die dem Ansatz zugrundeliegende Annahme ist daher, dal3 die-
ser ,Bereich” in der Datenbasis fur alle relevanten Zusténde mit statistischer Signifikanz re-
prasentiert wird.

Unter diesen Voraussetzungen ist der hier gewahlte Ansatz als heuristisch motiviert zu be-
trachten und kann — wie jedes empirische Verfahren - nur durch die damit erzielbaren Ergeb-
nisse hinsichtlich Reproduzierbarkeit und Vorhersagbarkeit experimenteller Daten gerecht-
fertigt werden. Nach Koppensteiner und Sippl (Koppensteiner & Sippl, 1998) sind daher die
im folgenden gemai

" Potential, "=-1In g Gl. 10

erhaltenen Terme (mit gx as Vertellungsfunktion eines , Bereiches unter spezieller Be-
trachtung® X) als ,,wissensbasierte Grof3en* oder , statistische Praferenzen zu bezeichnen,

und der im weiteren verwendete Ausdruck ,, Potential” ist in diesem Sinn zu verstehen.

4.2  Distanzabhangige Paarpotentiale

4.2.1 Dé€finition

Die exakte paarweise Addivitat von Wechselwirkungen in einem Vielteilchensystem (d.h.
das Superpositionsprinzip) gilt nur beim Auftreten von Zentralkraften zwischen den betrach-
teten Teilchen, etwa zwischen Punktladungen in einem homogenen Medium (Dransfeld et al.,
1992), nicht jedoch fur Protein-Ligand-Systeme in wéal¥riger Umgebung (Ben-Naim, 1997).
Die Anwendung einer empirischen Funktion aus Paarpotentialen fir diese Systeme geht auf
eine zuerst von Kirkwood (Kirkwood, 1935) eingefihrte Naherung dieses Superpositionsprin-
zips zuriick und wird durch experimentelle Befunde gestiitzt. So haben Crippen und Snow
(Crippen & Snow, 1990) bei einer statistischen Analyse von 22 Proteinen in der PDB zeigen
koénnen, dal der Verzicht auf Drei- und Mehrteilchen-Wechselwirkungsterme fir Proteine
gerechtfertigt ist. Dies unterstreichen auch die Erfolge bei der Verwendung derartiger Poten-
tialmodelle zur Erkennung von nativ-ghnlichen Strukturen gegentiber nicht-nativen im Rah-
men der Proteinfaltungsvorhersage (Bowie et al., 1991; Hendlich et al., 1990; Jones et al.,
1992; Kocher et al., 1994; Miyazawa & Jernigan, 1996).
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Im Sinne dieser physikalischen Vereinfachung soll daher ein Teil der Wechselwirkungen
zwischen Protein und Ligand mit Hilfe von wissensbasierten Paarpotentialen beschrieben
werden. Damit zunehmender Detailliertheit des Ansatzes auch der aus den Daten extrahierba-
re Informationsgehalt wachst (Bahar & Jernigan, 1997; Park & Levitt, 1996), werden die Po-
tentiadle Atompaar-basiert und distanzabhangig abgeleitet. Dabei werden folgende grundle-
gende Annahmen gemacht:

1. Die Distanzen zwischen Ligand- und Proteinatomen sind paarweise unabhangig von-

einander.

2. Die Verteilung interatomarer Distanzen ist fUr verschiedene molekulare Umgebungen

des betrachteten Atompaares ahnlich.

3. Die Verteilungen interatomarer Distanzen sind fir verschiedene Atom-Atom-

Paarkombinationen ausrei chend scharf und verschieden voneinander.

Ausgehend von dem von Sippl (Sippl, 1990; Sippl, 1993) entwickelten Formalismus ergibt
sich fir ein Ligandatom | und ein Proteinatom p jeweils mit den Ortskoordinaten X, bzw.
Xp die statistische Nettopréferenz AW, 1, (r;) in Abhangigkeit des (diskretisierten) Ab-
standes zwischen beiden Atomen innerhalb eines Intervallsi mit den Grenzen [r;, r;i + dr) zu

Irayrepy (1)

g(r,)
Mit T(x) sei dabel eine Funktion bezeichnet, die den Typ des Atoms x definiert. Beschrankt

AV\/T(I),T(p) (r) :WT(I),T(p) (r)-W(r;)=-In Gl. 11

man den (kontinuierlichen) Abstand d, , =|X, ~ X | generell auf ein Intervall [Yrin, M), SO

ergibt sich bei festgelegter Intervallweite dr der dazugehdrige Wert r; zu

[d - rImin D
[o=r 4 |,pd odr Gl. 12.
0 r g

[..[ steht fur die ,grofte ganze Zahl kleiner als ...". grg) () (ri) ist hierbei eine normali-

sierte radiale Paarverteilungsfunktion fir Atome des Typs T(I) und T(p), die sich in einem
Abstand d, , innerhalb [r;, r; + dr) befinden.

NT(I),T(p) (ri )/4mi2

- Gl.13
Z(Nmm (r,)/4mm,?)

Irayrp (1) =

Die Summation lauft dabei Uber alle Intervale i in dem Bereich [rin, rmax). Die von den
Arbeiten von Sippl (Sippl, 1990; Sippl, 1993) abweichende Skalierung mit 477;%dr beriick-

sichtigt das Volumen der Kugelschale mit dem Radius r; und der Dicke dr und fihrt zu einer
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schnelleren Konvergenz der Potentialwerte gegen Null bel grof3en Distanzen (Bahar & Jerni-
gan, 1997).

Die Anzahl der Atompaare Ny 1p)(ri) mit den Typen T(l) und T(p) innerhalb [r;, r; + dr)
ergibt sich durch Auszahlen der Haufigkeiten ihres Auftretens Uber alle Ligandatome Ly und
Proteinatome Py eines Komplexes k fur alle (nativen) Komplexe K, in der betrachteten Daten-
bank:

N r) = o(d, ... Gl. 14
e (1) k;ﬂ I;kp k (d ;1)

Die Delta-Funktion &d p,ri) ergibt 1, wenn d,p [I [r;, ri + dr), sonst O.

g(r;) ist die normalisierte radiale Paarverteilungsfunktion fir zwei Atome beliebigen Typs
ebenfalls mit einem Abstand innerhalb des Intervalls [r;, r; + dr). Sie entspricht einem Refe-
renzzustand und beinhaltet alle nicht-spezifischen Informationen, die typisch flr ein beliebi-
ges Atompaar in einer Protein-Ligand-Umgebung sind. Damit ergibt sich nach GI. 11 die sta-
tistische Nettopraferenz AW, 1, (r;) as Differenz der statistischen Préferenz des betrach-

teten Subsystems W, 1, (1;) und des Referenzzustandes W(r,) .

Der auf die wissenshasi erten Paarpotentiale zuriickgehende Teil der Wechselwirkungen fir
eine gegebene Konfiguration von Protein und Ligand resultiert schliefdlich zu

AWPaar = z zAWT(I),T(p) (ri) GI 15

10T, pOR,

mitri<dp<r+dr.

Eine aternative, aber zu dem gleichen Ergebnis fuhrende Formulierung ergibt sich im
Rahmen probabilistischer Methoden der Wissensreprasentation durch Anwendung Bayesscher
Statistik (Jensen, 1996). Parallel zu dieser Arbeit ist dieses von Samudrala und Moult fir ein
Verfahren zur Proteinstrukturvorhersage gezeigt worden (Samudrala & Moult, 1998). Aus-
gangspunkt ist die bedingte Wahrscheinlichkeit, dal3 fir eine gegebene Menge von Distanzen
zwischen Ligand- und Proteinatomen D ={dp |l O Ly p 0Py, kOK} ein Komplex k Ele-
ment der Menge nativer Komplexe K, ist, geschrieben P(k 0 K, | D). K, ist dabei Teilmenge
einer Menge gegebener Komplexe K, die auch nicht-native Protein-Ligand-Komplexe enthdlt.

Die Anwendung des Satzes von Bayes liefert nun:

P(D|kOK,)[P(kOK,)
P(D)

P(kOK,|D)= Gl. 16

P(D | k O K,) ist dabel die Wahrscheinlichkeit fir eine Menge von Distanzen zwischen Li-
gand- und Proteinatomen D in einem nativen Komplex k O Ky, P(k [ K,) ist die Wahrschein-
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lichkeit, da? Komplex k Element der Menge K, ist und P(D) die Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten eines Satzes von Distanzen D.

Benutzt man obige Annahme, dal? alle Distanzen paarwei se unabhangig voneinander sind,
so &3t sich die Wahrscheinlichkeit ihres gleichzeitigen Auftretensin D al's Produkt der Wahr-
scheinlichkeiten ihres einzelnen Auftretens schreiben (Satz Uber statistische Unabhéngigkeit):

P(D) = P(d, .) Gl. 17
IL_le r!;lk "
sowie
P(D|kDKn):L_| P(d, , IkOK,) Gl. 18
10k, pOR ’

Einsetzen in Gl. 16 und Verwendung des negativen nattrlichen Logarithmus liefert
P(d, , [kKOK,)
P(d, ;)

—InP(kDKn|D)=—Z In ~InP(kOK,) Gl. 19,
ILL, pUIR

d.h. eine Bewertung (log likelihood) dafur, ob der Komplex k in der gegebenen Konfiguration
D nativ ist.

Fur P(dp, | k O Ky) kdnnen dabei Werte aus diskreten Wahrscheinlichkeitsverteilungen
Uber die Atomtypen T(l) und T(p) aus einem Satz bekannter (nativer) Komplexstrukturen ein-
gesetzt werden, wobei d, , auch hier in einem Interval [ri, ri + dr) liegt.

P(d, , [kOK,) - P(T(),T(p).1,) Gl. 20

P(dip) ist im Sinne Bayes scher Statistik die a priori Wahrscheinlichkeit, zwei Atome |
und p im Abstand d, in einem beliebigen (nativen oder nicht-nativen) Komplex zu finden.
Sie spiegelt damit das Wissen Uber interatomare Distanzen ohne Kenntnisse Uber Strukturen
nativer Komplexe wieder. Im Rahmen diskreter Wahrscheinlichkeitsverteilungen folgt damit

P(d, ,) - P(r) Gl.21

Setzt man Gl. 11 in Gl. 15 ein und vergleicht das Ergebnis mit Gl. 19 unter Verwendung
von Gl. 20 und Gl. 21, so lassen sich folgende Terme miteinander identifizieren:
AW, O=INP(KOK D) ;' Grgyrpy (n) OPTM),T(P).5) 5 o) OP(r)  Gl.22

Paar

Der Term —n P(k O Kp) in Gl. 19 ist fur ein gegebenes k eine von dessen Konfiguration D
unabhéngige Konstante. Fir den Vergleich verschiedener Konfigurationen eines Komplexes k
ist er also unerheblich. Ein analoger Ausdruck tritt in dem urspringlichen, auf das inverse
Boltzmann’sche Gesetz gestiitzten Formalismus von Sippl (Sippl, 1990; Sippl, 1993) eben-
falls auf und wird dort unter Annahme der Gleichheit zweier Zustandssummen auf Null ge-
setzt. Dieser Term ist von Bedeutung beim Vergleich verschiedener Komplexe k. Nur wenn
angenommen werden kann, dal3 er fur diese Komplexe &hnliche Grél3en annimmt, kdnnen
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auch die mit Gl. 15 bzw. Gl. 19 erhaltenen Bewertungen der Wechselwirkungen miteinander
in Relation gesetzt werden.

4.2.2 Wahl des Referenzzustandes

Die Wahl des Referenzzustandes (g(ri) bzw. P(ry)) ist nach Gl. 11 bzw. Gl. 16 bestimmend
fir den Verlauf der Paarpotentiale und damit fur die Ausnutzung des zur Verfligung stehen-
den Wissens. Eine denkbare Annahme fir den Referenzzustand ware die vollstéandiger Sepa-
ration von Protein und Ligand. Gegen eine solche Definition sprechen jedoch nicht nur die
Schwierigkeiten, diesen Zustand ohne explizite Berticksichtigung des Ldsemittels im Rahmen
des obigen Formalismus' darzustellen. Im Hinblick auf die Anwendung der Potentiale fir die
Erkennung einer nativ-ghnlichen Komplexgeometrie aus einer Menge, die auch nicht-native
Strukturen enthélt, ware dagegen ein Referenzzustand vorteilhaft, der alle (sicher nicht-
spezifischen) Informationen auch Uber nicht-native Geometrien enthdt. Mit anderen Worten:
da die in der Menge vorgeschlagener Komplexstrukturen enthaltenen Geometrien mehr oder
weniger alle kompakt sein werden, ist diese Information nicht-spezifisch fir eine native
Komplexgeometrie und trégt daher nicht wesentlich zur Unterscheidung zwischen nativen
und nicht-nativen Geometrien bei. Eine gute Annahme eines Referenzzustandes (oder nach
Gl. 21 einer a priori-Verteilung) ergibt sich daher aus der Betrachtung kristallographisch be-
kannter (kompakter) Geometrien mit Atomen willkirlich angenommenen Typs an den jewel-
ligen Atompositionen. Eine Mittelung Uber die verschiedenen Atomtypen kéme dabei ihrer
zufalligen Anordnung gleich.

Zwel Wege der Mittelung sind dabel denkbar: zum einen unter Verwendung der normier-
ten radialen Paarverteilungsfunktion (Gl. 24) und zum anderen unter Verwendung der ausge-
zahlten Haufigkeiten des Auftretens der Atom-Atom-Kontakte (Gl. 23). Der letztere Fall

%;(Nmmp) (r )/4nr ) Gl. 23
7Z);)Z(Nnnﬂp)(r )/4m7)

entspricht dem von Sippl (Sippl, 1990; Sippl, 1993) verfolgten Verfahren und fihrt zu ei-

ner normierten radialen Paarverteilungsfunktion g(r,), die von zahlenmaf3ig haufig auftreten-
den Fallen Ny, ., (r;) dominiert wird. Dies bedeutet im Zusammenhang mit Gl. 11, daf3

Verteilungen mit vielen Beobachtungen nur geringe statistische Nettopréferenzen aufweisen
(sa Kap. 5.4.5).
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Im Gegensatz dazu wird der Referenzzustand unabhéngig von der Anzahl auftretender
Fale in einzelnen Paarverteilungen, wenn man Uber die normierten radialen Paarverteilungs-

funktionen mittelt:

% Z)gT(I),T(p)(ri)
LUALE Gl. 24

[ToOldrcp)]
Mit |[T()|T(p)| als der Anzahl aler méglichen Kombinationen von Ligand- und Pro-

g(r) =

teinatomtypen wird dieser letzte Weg in dem hier beschriebenen Ansatz verfolgt.

4.2.3 Wahl der Intervallparameter und Glattung der Rohdaten

Die aus Kristalstrukturen von Protein-Ligand-Komplexen gewonnenen Distanzverteilun-
gen werden auf Atom-Atom-Absténde innerhalb des Intervalls [rmin, Fmax) beschrankt. Im oben
vorgestellten Formalismus ist es méglich, in Proteinen vorkommende Kofaktoren bzw. Me-
tallatome als Teil des Proteins aufzufassen und in die Distanzverteilungen mit einzubeziehen.
Die untere Grenze r, wird daher auf 1 A gesetzt, da Wechselwirkungen zwischen Metalla-
tomen und Sauerstoff- bzw. Stickstoffatomen des Liganden Absténde von etwa 1.8 A aufwei-
sen (Harding, 1999). Die Festlegung der oberen Abstandsgrenze rmax bestimmt mal3geblich
den Informationsgehalt und damit die Form der mit Gl. 11 erhaltenen statistischen Nettopréfe-
renzen (Godzik et al., 1995). Atompaarverteilungen fur kurze obere Absténde (etwa 6 A) be-
tonen spezifische Wechselwirkungen zwischen funktionellen Gruppen des Liganden mit de-
nen benachbarter Gruppen des Proteins. Eine Erweiterung auf dazu grofRere Abstande (bis zu
12 A wie in der Arbeit von Muegge und Martin (Muegge & Martin, 1999)) bezieht in ver-
stérktem Mal3e den EinfluR eines gemittelten Lésemittelbeitrages mit ein, der hauptsachlich
entropiebedingt ist (DeWitte & Shaknovich, 1996). Im Hinblick auf das Erkennen korrekter
Ligandbindungsmoden aus einem Satz erzeugter Rezeptor-Ligand-Konfigurationen wird da-
her die obere Grenze r . auf 6 A festgelegt, um Unterschiede in spezifischen, kurzreichweiti-
gen Wechselwirkungen zu repréasentieren. Die Distanz von 6 A ist dabei gerade so groR, daR
ein Wassermolekll nicht als gegenseitiger Mediator von Wechselwirkungen zwischen Prote-
in- und Ligandatom auftreten kann. Ergebnisse fir davon abweichende Grof3en von rpay wer-
den in Kap. 5.4.5 diskutiert. Die Weite der Intervalle dr wird als Kompromif3 hinsichtlich ei-
ner ausreichend guten Auflésung und der zur Verfigung stehenden Menge an Daten fir
Atom-Atom-Absténde in der Datenbank zu 0.1 A festgelegt.
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Um den Effekt der Diskretisierung der Distanzverteilungen zu berlicksichtigen und der
Tatsache Rechnung zu tragen, dal3 Atompositionen in Kristallstrukturen inharent mit einer
Unsicherheit in den Ortskoordinaten von etwa 1/6 der maximalen Auflésung behaftet sind
(bei 2.5 A Auflésung also etwa 0.4 A Ortsunschérfe) (Dauber-Osguthorpe et al., 1988; Kos-
siakoff et al., 1992; Wlodawer et al., 1987), wird auf die erhaltenen Rohdaten eine Gléttungs-
funktion angewendet. Sie besteht aus einer gleichschenkligen Dreiecksfunktion, die an der
Basis eine Breite von 0.4 A besitzt und eine Hohe, die so gewahlt ist, dal? der Flacheninhalt
unter der Funktion 1 wird. Das Zentrum der Funktion befindet sich jeweils beim Abstand d
eines betrachteten Atom-Atom-Kontaktes. Dieser wird nun anteilsmal3ig so Uber das um-
schliefRende Intervall [r;, r; + dr) und die angrenzenden Nachbarintervalle verteilt, wie es dem

von den Intervallen Uberstrichenen Flacheninhalt der Dreiecksfunktion entspricht (Abb. 6).

Haufigkeit
A

VIS \
1 . ] ] >
r: r+dr Abstand

|lp

Abb. 6: Schematische Darstellung der zur Glattung der Rohdaten verwendeten gleichschenkligen
Dreiecksfunktion. Eine in der Datenbank gemachte Beobachtung eines Atom-Atom-
Kontaktes im Abstand d, wird anteilsméfig so in dem diesen Abstand umschlief3enden In-
tervall [r;, r; + dr) und den angrenzenden Nachbarintervallen gezéhlt, wie es dem von den
Intervallen Uberstrichen FHéacheninhat (jeweils schraffiert dargestellt) entspricht. Die Ge-
samtfléche unter der Kurveist auf 1 normiert.

4.2.4 Behandlungvon Verteilungen geringer Datenanzahl und Volumenkorrekturterm

Fur eine Beurteilung der Signifikanz eines statistischen Paarpotentials muf3 die Anzahl von
Atom-Atom-Kontakten Uber die gesamte Vertellung bzw. genaugenommen sogar pro Inter-

vall einer Vertellung betrachtet werden. Nur im Grenzfall einer (unendlich) grof3en Daten-
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menge kann davon ausgegangen werden, dal’ die beobachteten Paarverteilungsfunktionen
auch den tatsachlichen entsprechen. An diesem Punkt stellt sich also die Frage, ob Verteilun-
gen mit zu geringer Anzahl an Beobachtungen (etwa kleiner 500 Beispiele) aus der Berech-
nung der Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Ligand nach Gl. 15 herausgenommen
werden sollten. Andererseits bedeutet jede Beobachtung eines Atom-Atom-Kontaktes (d,l)

einen Zugewinn an Information fir die Nettopréferenz AW, 1, (r;) , der genutzt werden

sollte. In der vorliegenden Arbeit wurden daher verschiedene Verfahren zur Behandlung von
Verteilungen geringer Beobachtungszahl elngesetzt.
1. Sippl (Sippl, 1990) schlug ein von der Anzahl der Beobachtungen in jeder Verteilung

N+ )7 @hangiges ,Mischen* der normalisierten Paarverteilungsfunktion fir ein spe-

zielles Atompaar grg)T(p)(ri) mit der Paarverteilungsfunktion des Referenzzustandes
g(ri) vor:

' 1 N o
Gryrip (1) = —————9(r) +— 1@ —g, . (1) Gl. 25

1+ Ny 1 @ 1+ Ny 1 @

Mit adaquat gewahltem o > 0 (etwa dem Reziproken der geforderten Mindestbeob-
achtungen je Verteilung) ndhern sich so Verteilungen mit geringer Anzahl an Beob-
achtungen der Verteilung des Referenzzustandes an, Verteilungen mit grof3em
Ny dagegen werden von g(ri) kaum beeinflufd. Sippl geht hierbei alerdings da-
von aus, dal3 g(r;) Uber ale Distanzbereiche statistisch signifikant ist.

2. In den hier verwendeten distanzabhangigen Verteilungen von Protein-Ligand-
Atomkontakten sind — nicht Uberraschend — allerdings gerade Distanzbereiche unter-
halb der Summe der van der Waals-Radien des betrachteten Atompaares schwach po-
puliert. Die daraus herrtihrende statistische Unsicherheit tritt auch bel g(r;) in diesem

Bereich auf. Eine von der Anzahl der Beobachtungen in einer Verteilung Ny 1, un-

abhéngige Reduzierung ,lokaler Unsicherheit” gelingt, indem eine konstante Grof3e
X > 0 gleichermal3en zu gy, mp)(ri) und g(r;) addiert wird:

Gy (F) Grprm (M) X 5 g'(r) =9() +x Gl. 26
Eingesetzt in Gl. 11 geht damit fur allgemein schwach populierte Distanzbereiche
(97m), mp(r) —» O und g(ri) — 0) die statistische Nettopréferenz AW, 1, (1;) gegen

Null.
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3.

In dem unter Punkt 2. angegebenen Verfahren werden alerdings ale Verteilungen
gleich behandelt, unabhéngig von der Anzahl ihrer Beobachtungen. Kombination mit
dem Ansatz von Sippl unter Punkt 1. umgeht dieses:

g"I’"(I),T(p)(ri) = ;(g(n) +X) +M(9T(|),T(p)(ri) +X) Gl. 27
1+ Nrgy 1 O 1+ Ny 1 @

NatUrlichistin Gl. 11 jetzt auch g"(r;) aus Gl. 26 anstelle g(ri) zu verwenden.

Das unter 2. vorgestellte Verfahren kann auch fir Grof3en y angewendet werden, die
sich mit dem Abstand andern. Um in dem i.a. gut populierten Bereich oberhab der
Summe der van der Waals-Radien der betrachteten Atompaare ein kleines y benutzen
zu konnen, im Bereich der van der Waals-Abstol3ung auftretende Unsicherheiten in den
Daten aber ausreichend dampfen zu kénnen, wurde ein sich mit dem Abstand linear
anderndes x eingefuhrt:

X = Xsan  fUrdip>VDWg) + VDWe,

X = Xenge + (A, = (VDWig) +VDW, —dist)) %

fir VDWry + VDW(p) —dist < dj p < VDWy + VDW)

X = Xengel U dip < VDWhrqy + VDWr(,) — dist. Gl. 28
Hierbei ist VDWr(y der van der Waals-Radius des Atoms x, dist ist die Strecke, inner-
halb der y von Xsart aUf Xende Steigt.
Ein analoges Verfahren wurde verwendet, um den Effekt schneller gegen Null gehen-
der statistischer Nettopréferenzen fir Distanzen d,, > VDWr) + VDW, + dist zu un-
tersuchen:

X = Xstart fur di, < VDWg() + VDWp, + dist

Xende ~ X'start

Mmax ~ (VDW;, +VDW, ) + dist)
fur dip > VDWrgy + VDWW + dist Gl. 29
dist steht hier fur eine wahlbare Distanz.

X=Xsan + (dl,p - (VDVVr(U +VD\Nr(p) + dist))

Bel der Bestimmung distanzabhangiger, radialer Paarverteilungsfunktionen von Protein

Ligand-Kontakten muf3 beachtet werden, dal? das zum Intervall i mit Grenzen [r;, r; + dr) ge-

horige freie Kugelschalenvolumen 4rri?dr durch umgebende Atome des betrachteten Mole-

kils verringert wird und so nur noch eingeschrankt fur wechselwirkende Atome des Gegen-

moleklls zur Verfiigung steht. Diesbeziigliche Auswirkungen auf die Form von Paarvertei-
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lungsfunktionen, gewonnen aus MD-Trajektorien von K ohlenhydrat-Wasser-Systemen, haben
Astley et al. (Astley et al., 1998) beschrieben. Um den Effekt fir die hier abgel eiteten Paar-
potentiale zu untersuchen, wurde fur jeden Atom-Atom-Kontakt im Abstand d,, das durch
andere Ligandatome unbesetzte Volumen der Kugelschale mit d, O [r;, ri + dr) bestimmit.
Hierzu wurde das gesamte Kugelschalenvolumen in 81 Elemente mit dem Volumeninhalt

Veemen = dr [t d@Lt Sind d& GI. 30

lement —
mit dr = 0.1 A, dp= 21t/ 9 und d@ = 11/ 9 unterteilt und das unbesetzte Volumen durch
Summation Uber alle unbesetzten Veement ermittelt. Ein Kugelschalenelement gilt dabel als
unbesetzt, wenn der Abstand seines Mittel punktes zum néchsten Ligandatom grof3er als der
van der Waals-Radius dieses Atoms ist. Die so ermittelten Volumina wurden fur alle Ligan-
datomtypen jeweils fur ale Intervale i innerhalb [rmn, rmex) gemittelt, man erhalt
Vunbesat(T(1), 1i). Anstatt in Gl. 13 jeweils durch das gesamte K ugelschalenvolumen 4rri?dr zu

teilen, wird hierzu nun Vynpeser(T (1), 1) verwendet.

4.3  Von der Losemittel-zuganglichen Oberflache abhéngige statistische Préferenzen

4.3.1 Dé€finition

Im Zusammenhang mit der Anwendung von (distanzabhangigen) Paarpotentialen im Rah-
men der Proteinfaltungsvorhersage ist bekannt, dal3 durch Ldsemittel-bedingte Effekte unter-
schiedlich durch diese représentiert werden kénnen (Godzik et al., 1995; Skolnick et al.,
1997). Fur die Wahl der oberen Grenze der Paarpotentiale wurde dieses in Kap. 4.2.3 disku-
tiert. Darlber hinaus ist zunéchst von Sippl selbst (Sippl, 1993) und spéter auch von Miyaza-
wa und Jernigan (Miyazawa & Jernigan, 1999) angemerkt worden, dai3 bei der Anwendung
von Paarpotentialen nach dem Sippl-Formalismus Losemitteleffekte nicht ausreichend be-
rucksichtigt werden. Um dennoch diese flr Protein-Ligand-Komplexe wichtigen Wechselwir-
kungen einzubeziehen, wird hier zusétzlich ein von der Losemittel-zuganglichen Oberfléache
(Solvent Accessible Surface, SAS) von Protein- und Ligandatomen abhéngiges wissensba
siertes Eintellchenpotential abgeleitet.

Fur getrennt betrachtete Atome x der Ligand- oder Proteinmolekile (L bzw. P) ergibt sich

die statistische Préferenz AW, (S, S[™) als Funktion der SAS im komplexierten Zustand

SASK? innerhalb eines Intervalls i mit den Grenzen [S*P S*P' + dS) und der SAS im freien,
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d.h. ungebundenen Zustand SAS™ innerhalb eines Intervalls j mit den Grenzen
[SFrei,SFrei +d$ 7u
g#(/x’; (SKpI )

Gl. 31
IT_(/XI? (SFrel )

L(:(;D (SKDI SFrel) L(;;D (SKpI) L(:(;D (SFrel) — _|n
Beschrankt man SASKP'F® generell auf ein Intervall [Smin, Swe), SO €rgibt sich bei festge-
legter Intervallweite dS der Wert S<P/F'® zy

[B As(pl | Frei

Kpl / Frei _
S =St

0
~ S s Gl. 32
0

gre” T (S*P) ist hierbei die normalisierte Verteilungsfunktion beziiglich der SAS firr Atome
des Typs T(x) entweder der Liganden oder der Proteine im an das Gegenmolekil gebundenen
Zustand, wohingegen gr" (S die analoge Verteilungsfunktion bzgl. der SAS im freien,
d.h. solvatisierten Zustand ist.

L/P Kpl / Frei
L/P(SKpI/Frel — NT(X) (S )

O7 (S Gl. 33
T(x) g N_II:(/XI)?(SKpI/F

Die Summation lauft hierbei jeweils Uber alle Intervalei der diskreten Verteilungen. Hier-
bel ist zu beachten, da3 die normierte Vertellungsfunktion im Nenner von GIl. 31,
gr" T (S7®), nicht —im Gegensatz zu der analogen Formel Gl. 11 bei den Paarpotentiaen -

Uber alle Atomtypen gemittelt wird, sondern sich auf einen spezifischen Atomtyp bezieht.

AW 5 (S, S™) beschreibt also den Beitrag, der durch Unterschiede in der SAS eines

Atoms im freien bzw. komplexierten Zustand entsteht.

Die Anzahl der Atome x — getrennt nach Protein- und Ligandatomen - des Typs T(X) in-
nerhalb des Intervalls [SKP/F™®: KPP 1 d9), bezeichnet als Nry(S"'F®), ergibt sich durch
Auszéhlen ihrer Auftrittshaufigkeiten tber alle Atome Ly bzw. Py fur Ligand- oder Protein-

molekile eines Komplexes k fur ale (nativen) Komplexe K, in der betrachteten Datenbank.

_II__(/XI; (SKpI/Fre|) ; Z 5(SA$<pI/Fre| SKpI/Fre|) Gl 34
xOL, 7R,

Die Delta-Funktion NSASKPIFrel gKpilFrel) ergibt 1, wenn
SASPIFre [ [giPIFre gRelfFre 4 4g) sonst 0. Beachtet werden hier allerdings nur Atome, fiir
die SASKP < SAS T gilt, d.h. die wahrend der Komplexbildung (partiell) vergraben werden.

Der auf die wissenshasierten Einteilchenpotentiale zuriickgehende Anteil der Wechselwir-
kungen fur eine gegebene Konfiguration von Protein und Ligand im Komplex k resultiert da-

mit zu
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Einzel —

AWeiner = ;AWTLU)(S,KP',SFG‘) + ;AWTF(’W(SKKP' S Gl. 35
100, pUR

mit SAS*P O[S, §X"' + d9) und analog fiir alle anderen Oberflachen.

4.3.2 Berechnung der L dsemittel-zuganglichen Oberflache

Die Berechnung der fir das Ldsemittel zuganglichen Oberflache eines Atoms wird mit ei-
nem schnellen, approximierenden, auf einem kubischen Gitter beruhenden Algorithmus
durchgefiihrt. Bohm (Bohm, 1994) hat fir eine dhnliche Vorgehensweise zeigen kénnen, dal?
die damit fur die Oberfléche erhaltenen Werte gut mit denen aus dem MS-Programm von
Connolly (Connolly, 1983) korrelieren. Fir die Ermittlung der SAS im gebundenen Zustand
ist zu beachten, dai die Oberflachenbereiche polarer Atome (d.h. aller Sauerstoff und Stick-
stoffatome) dann as nicht vergraben gelten, wenn sie sich in einer polaren Umgebung des
Gegenmolekils befinden (Koehl & Delarue, 1994). Dies beruht auf der Annahme, dal3 ein
Beitrag zur Freien Enthalpie bedingt durch Losemitteleffekte flr polare Atome nur dann er-
wartet werden kann, wenn sie aus dem polaren Lésemittel Wasser in eine unpolare Mol ekii-
lumgebung gelangen. Fir einen Transfer polarer Gruppen zwischen polaren Umgebungen
wird der Losemittelbeitrag daher vernachlassigt.

Als Néaherung wird in dieser Arbeit die Konformation des im Komplex mit dem Protein
gebundenen Liganden ebenfalls verwendet, um die SAS fir den freien, d.h. solvatisierten Zu-
stand zu bestimmen. Mit diesem Modell werden daher Konformationsdnderungen zwischen
freilem und gebundenem Zustand - bedingt etwa durch einen , hydrophoben Kollaps* des Li-
ganden (Wiley & Rich, 1993) (s.a. Kap. 2.2.2) - nicht berticksichtigt.

Der im folgenden angegebene Algorithmus (Alg. 1) zur Bestimmung der SAS im freien
bzw. an das Protein gebundenen Zustand fur einzelne Atome des Liganden kann analog auch
zur Bestimmung der SAS von Proteinatomen angewendet werden. Eingabeparameter sind
zum einen die Vektoren P=(x,y,z1t)™ und L =(xYy,zt)™ der Nichtwasserstoff-Atome
von Protein (Anzahl: np) und Ligand (Anzahl: n.), wobei x,y, z 0 IR die kartesischen Koor-
dinaten und t en Atomtyp aus ener Menge T ist. Ein kubisches Gitter
G={(xy,zf)|xy zOIR,fO{leer,lig, prot}} mit den Koordinaten X, y, z der Mittel-
punkte der Wirfel und einer Variablen zur Kennzeichnung, ob der jeweilige Wirfel leer, li-
gandbesetzt oder proteinbesetzt ist, umschliefst den Liganden. Zur analogen Bestimmung der
SAS von Proteinatomen wird das Gitter um den Bereich der Bindetasche gelegt. Die hier
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verwendete Gitterweite betragt 1 A. Ausgegeben wird ein Vektor SAS® OIN™ sowie €in
Vektor SAS™ OIN™ , die die zu den jeweiligen Ligandatomen dazugehdrigen Anzahlen von

angrenzenden Oberflachenwrfeln enthalten.

Nach der Initidisierung aller Eintrage in SAS®™ und SAS™ (Zeile 1) werden in einem er-
sten Schritt alle Wrfel, deren Zentren ndher as die Summe aus dem van der Waals-Radius
eines Ligandatoms (s.a. Tab. 2, S. 65) plus dem Radius eines Wassermolekiils (1.4 A) an die-
sem Ligandatom liegen, als ligandbesetzt markiert (Zeile 2 - 8). Nach einem analogen Kriteri-
um werden alle Kuben in der Ndhe von Proteinatomen anschlief3end als proteinbesetzt mar-
kiert, sofern die beiden nachsten Atome von Ligand bzw. Protein nicht polar (d.h. Sauerstoff
oder Stickstoff) sind (Zeile 9 - 23). Fur alle nicht ligandbesetzten Wiirfel, die benachbart zu
einem anderen ligandbesetzten Kubus sind, wird das néchstliegende Ligandatom bestimmt
und dessen SAS"® um eins erhoht (Zeile 24 - 27). Ist der betrachtete Wiirfel auch nicht pro-
teinbesetzt, so wird auch SAS® um eins erhoht (Zeile 28 - 32).

4.3.3 Wahl der Intervallparameter, Glattung der Rohdaten und Behandlung von Ver-
teilungen geringer Datenanzahl

Bel der Berechnung der L6semittel-zuganglichen Oberfléche nach dem im vorherigen Ka
pitel angegebenen Algorithmus entspricht die vollsténdige Vergrabung eines Atoms der unte-
ren Grenze Sy, von Null zu eéinem Atom zugeordneten Kuben. Fir die obere Grenze (Syex)
wird eine Anzahl von 40 Kuben festgelegt, wobel selten auftretende Falle mit diesbeziiglich
groReren Werten auf diesen Grenzwert zuriickgesetzt werden. Die Intervallweite dS wird auf
einen Kubus festgel egt.

Die Glattung der Rohdaten erfolgt analog zu dem in Kap. 4.2.3 beschriebenen Vorgehen
unter Verwendung einer gleichschenkligen Dreiecksfunktion. Ihre Breite an der Basis wird
auf 3 Kuben festgelegt. Die Flache unter der Kurve wird durch die Wahl ihrer Hohe auf 1
normiert.

Fur die Behandlung der Verteilungen geringer Datenanzahl wird die in Kap. 4.2.4 unter
Punkt 2 beschriebene Methode gewahlt (mit den in Gl. 33 angegebenen Verteilungsfunktio-
nen anstelle der in Gl. 26 aufgefuihrten), die eine Reduzierung ,,|okaler Unsicherheit” bewirkt
(hinsichtlich der Wahl des y-Wertes s.a. Kap. 5.2).
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SAS-Approximation fur Ligandatome

Vektor von Protelnatomen
Vektor von Ligandatomen
Kubisches Gitter

Vektor der SAS der Ligandatome im gebundenen Zustand
Vektor der SAS der Ligandatome im freien Zustand

Oi=1, .., n; ASY[i] — 0, SAS™[i] - 0

fori « 1ton_do
mindist —
dist < |(gx—L[i].x g.y—L[i].y, 9.z—L[i].9)|
if dist < mindist then
o.f < lig

VDw(L[i].t) + 1.4

forj « 1tonpdo

mindist « VDW(P[j].t) + 1.4
dist — |(g-x—P[j].x, 9.y —P[j].y, 9.z—P[j].2)|
if dist< mindist then
k — NEAREST_ATOM(Q, L)
| — NEAREST_ATOM(Q, P)
if NONPOLAR(L[K].t) or NoNPOLAR(P[1].t) then
g.f — prot
fi
fi

for Og O G: g.f Zligdo
if Ch OG: h.f =lig ONEIGHBORS(g,h) then
k — NEAREST_ATOM(Q, L)
SAS[K] — SASTO[K] +1
if g.f =leer then
SASPIK] — SASPIK +1

Alg. 1. Bestimmung der SAS fur Ligandatome im freien, d.h. vollstdndig solvatisierten Zustand und
gebunden an ein Protein. Die SAS wird approximiert unter Verwendung eines Gitteralgorith-
mus. FUr Erlduterungen siehe Text.
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4.4  Ableitung der Potentiale

Die fur die distanzabhangigen Paar- und die von der Losemittel-zuganglichen Oberfléache
abhangigen Eintellchenpotentiale benttigten Daten werden aus der Rezeptor-Ligand-
Datenbank ReLiBase (Hemm et al., 1995; Hendlich, 1998) extrahiert. ReLiBase in der Versi-
on vom Januar 1998 enthalt 6026 Protein-Ligand-Komplexe, die auch in der PDB (Bernstein
et al., 1977) enthalten sind. Im Unterschied zur PDB verflgt ReLiBase alerdings Uber eine
hierarchische, objektorientierte Datenstruktur sowie eine Benennung der Atom- und Bin-
dungstypen der enthatenen Liganden, die der SYBYL-Notation (SYBYL) folgt. Beide
Aspekte sind fir die hier vorgestellte V erwendung von Bedeutung.

Zur Ableitung der Potentiale wurden in zwei Auswertungen nur kristallographisch be-
stimmte Protein-Ligand-Komplexe mit einer Auflésung <2.0A bzw. <25A verwendet.
Damit soll der Einflul3 der Qualitdt der verwendeten Daten auf den Verlauf der Potentide
ermittelt werden. Komplexe mit kovalent gebundenen Liganden oder mit Liganden mit weni-
ger as sechs oder mehr als 50 Nichtwasserstoffatomen wurden aus der Datenmenge ausge-
schlossen. Dieses letzte Kriterium dient der Beschrankung auf Liganden mit einer Grol3e, die
typisch fur Wirkstoffmolekile ist. Begriindet durch Aspekte der Bioverfligbarkeit liegt eine
obere Grenze bel etwa 600 Dalton fur ein typisches organisches Molekil (Lipinski et al.,
1997; Pfeifer et al., 1995).

Zusétzlich werden alle Komplexe ausgeschlossen, die nachher zur Validierung der Poten-
tiale verwendet werden, um jegliche Redundanzen oder ein Ubertrainieren der Methode zu
vermeiden. AulRerdem wurden in zusétzlichen Auswertungen fur einzelne Protein-Ligand-
Komplexe (1291, 1rga, 4phv) solche mit einer Sequenzhomologie von grof3er as 30 % dazu
ebenfalls aus der zur Ableitung verwendeten Datenmenge ausgeschl ossen, um den Einfluld der
Zusammensetzung der verwendeten Daten auf den Potentialverlauf zu untersuchen.

Bel den im folgenden angegebenen Atomtypen (Tab. 2), fir die die Paar- und Einteilchen-
potentiale bestimmt wurden, ist zu beachten, dal3 prosthetische Gruppen wie Eisen-Ham-
Zentren, Flavin-adenin-mononukleotid, Flavin-adenin-dinukleotid, Nikotinamid-adenin-
dinukleotid, N-Acetyl-glucosamin und Eisenschwefel cluster nicht als Ligand, sondern als Teil
des Proteins angesehen wurden. Im Rahmen des oben vorgestellten Formalismus' fir die
Paarpotentiale &3t sich diese Vorgehensweise natirlich auch auf Wassermolekille erweitern,
wodurch sich auch wasservermittelte Wechselwirkungen beschreiben lassen. Innerhalb dieser
Arbeit wurde hierauf jedoch nur in Form von Vorversuchen eingegangen (s. a Kap. 6.2).
Aufgrund der Datenlage ist an einigen Stellen eine von der SYBY L-Notation abweichende
Zusammenfassung einzelner Subtypen unter einem tbergeordneten Typ notwendig.
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Ferner werden keine Potentiale fur den Typ , Wasserstoff“ abgeleitet. Bedingt durch die
geringe Auflésung von kristallographisch bestimmten Proteinstrukturen kénnen in den mei-
sten Félen die Positionen von beweglichen Wasserstoffatomen in diesen Strukturen nicht
angegeben werden (s. a. Kap. 2.1). Aul3erdem ist eine a priori Angabe von Protonierungszu-
sténden von an Proteine gebundenen Liganden nur beschrénkt mdglich, da sich der pK,-Wert
funktioneller Gruppen durch Einflu der Proteinumgebung z. T. drastisch verandern kann
(Antosiewicz et al., 1996; Bashford & Karplus, 1990; van Vlijmen et al., 1998). Unter diesen
Umstanden beruht die Beschrénkung auf Nichtwasserstoffatome auf der Annahme, dal3 die
abgeleiteten statistischen Préferenzen diese Einflisse im Zusammenhang mit der Beschrei-

bung von Wechselwirkungen zwischen funktionellen Gruppen implizit bericksichtigen.

Die fur die vorgestellten Atomtypen verwendeten van der Waals-Radien (Tab. 2) zur Be-
rechnung der SAS gelten fir ,vereinigte Atome* (united atoms), d.h. der Radius fir ein
Schweratom berticksichtigt eine zusétzliche Ausdehnung durch gebundene Wasserstoffatome.
Sie wurden dem Tripos-Kraftfeld (Clark et al., 1989) entnommen. Dabel wurden alle Sauer-
stoff- und Stickstoffradien um 0.2 A verringert, um einer Verkiirzung des Atom-Atom-
Abstandes bel Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zwischen diesen Atomen Rechnung zu
tragen (Li & Nussinov, 1998). Der Radius des Metallatoms ist nachtraglich eingefligt worden
und wurde so gewdhlt, dal’ die Summe aus ihm und dem Radius eines wechselwirkenden
Atoms der Distanz beim Haufigkeitsmaximum in den radialen Paarverteilungen entspricht.
Bedingt durch den koordinativen Charakter der Metall-X-Bindung (X: insbesondere Stick-
stoff, Sauerstoff, Schwefel) fuhrt dieses Vorgehen zu dem im Vergleich geringen Radius.
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Tab. 2: Zur Ableitung der Paar- und Einteilchenpotentiale verwendete Atomtypen fur Ligand- und
Proteinatome mit den dazugehérigen van der Waals-Radien

Bedeutung® Atomtyp” Faw®
sp®-hybrid. Kohlenstoff C3 1.70
sp*- und sp*-hybrid. K ohlenstoff C.2(C.1) 1.70
Kohlenstoff in aromatischen Ringen Car 1.70
Kohlenstoff in Amidino- und Guanidino-Gruppen C.cat 1.70
sp*-hybrid. Stickstoff N.3 (N.4) 1.35
Stickstoff in aromatischen Ringen und sp>hybrid. Stickstoff N.ar (N.2) 1.35
Stickstoff in Amidbindungen N.am 1.35
Stickstoff in Amidino- und Guanidino-Gruppen N.pl3 1.35
sp*-hybrid. Sauerstoff 0.3 1.32
sp>-hybrid. Sauerstoff 0.2 1.32
Sauerstoff in Carboxylgruppen 0.co2 1.32
sp°- und sp*-hybrid. Schwefel S3(S2) 1.60
sp>-hybrid. Phosphor P.3 1.60
Fluor F 1.27
Chlor Cl 1.55
Brom Br 1.65
Calcium, Zink, Eisen, Nickel Met 0.40%

a) Bei der hier verwendeten Unterteilung der Atomtypen werden sp*-hybridisierte K ohlenstoff-, Stick-
stoff- und Sauerstoffatome weitergehend nach ihrem Auftreten in funktionellen Gruppen unterschie-
den. b) Die Benennung der Atomtypen folgt der SYBYL-Notation (SYBYL). In Klammern sind die
ebenfalls unter die aufgefiihrte Bedeutung fallenden urspriinglichen SYBY L-Typen angegeben. c) Die
van der Waals-Radien sind dem Tripos-Kraftfeld (Clark et al., 1989) entnommen und in A angegeben.
Die Radien von Sauerstoff- und Stickstoffatomen wurden um 0.2 A verringert (Li & Nussinov, 1998).
d) Der Radius von Metall wurde nachtraglich eingefihrt. Fir Erléuterungen siehe Text.

45  Bewertungsfunktion fur Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Unter der Annahme, dal die durch die distanzabhangigen Paarpotentiale sowie die von der
L 6semittel-zuganglichen Oberflache abhéngigen Einteilchenpotentiale beschriebenen Wech-
selwirkungen jeweils voneinander unabhangig und fur verschiedene molekulare Umgebungen
gleichermal3en gultig sind, ergibt sich die gesamte statistische Pré&ferenz fir eine gegebene

Protein-Ligand-Konfiguration durch Summation Uber alle individuellen Beitréage. Hieraus
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folgt fir einen Komplex k mit Ly Ligandatomen und Py Proteinatomen unter Verwendung von
Gl. 15und Gl. 35:

_ O
AW = y; ;AWT(I),T(p)(ri) + (1_ y)éAWTLa)(SKpl’S;:reI) + ;AWlep) (&Kpl,SFrEI)D Gl. 36
I0L, pUR K PUR O

Bel der Ermittlung der Préferenz werden Kofaktoren und Metallatome als Teil des Proteins
angesehen, wohingegen Wassermolekile — bis auf im einzelnen beschriebene Félle — ausge-
schlossen werden. Dabei gilt fir den Abstand d,, zwischen | und p, daf3 er jeweils innerhalb

des Intervalls[r;, r; + dr) liegt und firr die Lésemittel-zugénglichen Oberflachen SASKP/F' |

m
komplexierten (Kpl) bzw. ungebundenen (Frei) Zustand der Atome x von Protein- oder Li-
gand, dal3 sie im Intervall [SKP/Fe KPP 4 49 liegen. yist ein empirisch zu bestimmender
Wichtungsparameter. Ansonsten gelten die Bezeichnungen wie in Kap. 4.2.1 und 4.3.1 einge-
fahrt.

AulRer den in Gl. 36 aufgeflihrten gehen keine weiteren Beitrge in die Bewertung ein, wie
etwa Einflisse durch Anderungen der Trangations- und Rotationszustande oder Einschran-
kungen der Flexibilitét beider Reaktionspartner. Unter Hinweis auf Untersuchungen von Bo-
strom et al. (Bostrom et al., 1998), wonach sich die Energien von Konformationen von Li-
ganden im Protein-gebundenen sowie im vollstandig solvatisierten Zustand um weniger als
12 kJ/ mol unterscheiden, wird aufRerdem von der Berlicksichtigung von intramolekularen
Wechselwirkungsenergien (v.a. von van der Waals und Torsionspotentialen) abgesehen. Dies
gilt umso mehr, as die zu untersuchenden Ligandkonformationen entweder aus Kristall-
strukturen stammen oder aber von Dockingprogrammen wie FlexX (Rarey et al., 1996a),
DOCK (Kuntz et al., 1982) oder GOLD (Jones et al., 1995) erzeugt wurden, die Regeln zur
Erzeugung gunstiger Konformationen beriicksichtigen. Beachtet man weiter die Steilheit
kraftfeldbasierter Potentiale, so mufdte fur eine verlalliche Energieevaluierung aul3erdem eine

Geometrieoptimierung des in der Bindetasche plazierten Liganden vorgeschaltet werden.

4.6  Bewertung der Glte der Bewertungsfunktion

Die Bewertung der Gute der mit Gl. 36 erhatenen Funktion erfolgt unter Anwendung von
drel Kriterien, die die in Kap. 1 gegebenen Problemstellungen zur Struktur- und Affinitéts-
vorhersage von Protein-Ligand-Komplexen und die Fragestellungen im Verlauf eines struk-

turbasierten Designs widerspiegeln.
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4.6.1 Bestimmung nativ-ahnlicher Ligandenkonformationen

Als erstes Kriterium fir die Gite einer Bewertungsfunktion soll ihre Fahigkeit zur Unter-
scheidung zwischen einer nativen Anordnung von Protein und Ligand und einer grof3en An-
zahl falsch angeordneter Konfigurationen herangezogen werden. Dies zielt auf die Auswahl
der korrekten Geometrie eines Rezeptor-Ligand-Komplexes aus einer Menge gegebener Al-
ternativen, wobel jeweils nur ein Protein und ein Ligand betrachtet werden. Als Mal3 fir die
Abweichung einer erzeugten Protein-Ligand-Konfiguration von der Geometrie der nativen,
experimentell bestimmten Kristallstruktur wird i.a. die Wurzel aus der mittleren quadratischen
Abweichung in den kartesischen Koordinaten (rmsd) der Nichtwasserstoffatome Ly eines Li-
ganden verwendet (Kramer et al., 1999):

z (‘X‘Inativ _ Xlgenerier[‘)z

rmsd = 1/ Gl. 37
Ll

Fur eine Anzahl von Testféllen zeigt sich, dal’ generierte Konfigurationen bis zu einem

rmsd-Wert von 2.0 A dem nativen Bindungsmodus ausreichend dhneln. Darauf basierend
werden innerhalb einer Menge von erzeugten Protein-Ligand-Geometrien S solche als ,, gut*
(d.h. zu S, gehorig) definiert, die einen rmsd-Wert < 2.0 A von ihrer Kristallstruktur aufwei-
sen. Dies stimmt auch mit von Jones et al. (Jones et al., 1997) und Kramer et al. (Kramer et
al., 1999) gewdhlten Kriterien tUberein. Die Kristallstruktur selbst soll mit Sge bezeichnet
werden. Damit lassen sich drel Subkriterien mit ansteigenden Anforderungen an die Bewer-
tungsfunktion definieren.

l. Eine der ,, guten“ Lésungen soll nach der Bewertung einen der ersten Z Range ein-

nehmen:
Os,0 0S,, 1 Rangs,,) <Z Gl. 38

Dieses Kriterium ist im Rahmen von virtuellen Screening-Verfahren in anbetracht
der dabel zu untersuchenden Datenmengen (flr jede Protein-Ligand-Kombination
bis zu Z Konfigurationen) allerdings nicht sinnvoll anwendbar.

. Eine der , guten* Ldsungen soll nach der Bewertung den ersten Rang einnehmen:

[s5,,0S,, OsOS\{s,,:Rang§,,) < Rangf) Gl. 39
. Die experimentell bestimmte Kristallstruktur soll nach der Bewertung auf dem er-

sten Rang liegen:

OsU S\{Su.at : Rang§,.,) < Rangg) Gl. 40
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Hinter diesem Kriterium steckt die Annahme, dal3 die experimentell bestimmte
Geometrie dem wahrscheinlichsten Zustand entspricht und die Bewertungsfunkti-
on— abgeleitet an einer Vielzahl experimenteller Strukturen— diese Information
beinhaltet. Allerdings ist zu beachten, dal3 auch die Geometrie der Referenz Sgea
von der begrenzten Auflosung bei Proteinkristallen und den damit einhergehenden
Unsicherheiten in den Koordinaten der Atompositionen betroffen ist. Aus diesem
Grund wird zusétzlich ein schwéacheres Kriterium formuliert. Hierbei wird gefor-
dert, dal? nach der Bewertung besser als die Kristallstruktur plazierte Protein-
Ligand-Srukturen nur solche aus der Menge der ,, guten” sein dirfen:

O0S0S\(S, o 0{Suead) : RANGEe,) < RANGE) Gl. 41

Die Bewertung der entwickelten wissensbasierten Funktion hinsichtlich ihrer Eignung zur
Vorhersage der Geometrie von Protein-Ligand-Komplexen wird im Rahmen dieser Arbeit mit
den in GIn. 39, 40 und 41 beschriebenen Kriterien vorgenommen.

4.6.2 Prioriserung unterschiedlicher Liganden gegeniiber einem Protein, Vorhersage
der Selektivitat von Liganden in Bezug auf mehrere Rezeptoren und Berechnung
von Bindungsaffinitaten

Die Untersuchung der in Gl. 36 entwickelten Funktion hinsichtlich ihrer Eignung zur Rei-
hung mehrerer Liganden gegenliber einem Protein oder gar zur Selektivitatsvorhersage meh-
rerer Liganden in Bezug auf mehrere Rezeptoren ergibt nicht nur zwei weitere Kriterien zur
Bewertung ihrer Gute, sondern auch Hinweise auf die Gltigkeit von im Verlauf ihrer Ablei-
tung getroffenen Annahmen. So hangt die Anwendbarkeit der Funktion fir paarweise ver-
schiedene Protein-Ligand-Komplexe mal3geblich davon ab, wie @hnlich die bel der Ableitung
der Paarpotentiale verbleibende Konstante fur unterschiedliche Komplexe ist (s.a. Kap. 4.2.1)
und wie schwer die Vernachlassigung expliziter Terme fir die Einschrankung von Mobilitét
und Flexibilitét wiegt. Andererseits sollte das Auftreten von Korrelationen zwischen berech-
neten Bewertungen und experimentell bestimmten Bindungsaffinitdten zumindest einen Hin-
weis geben, dald entweder die vernachlassigten Beitrége bel der Komplexbildung nur eine
untergeordnete Rolle spielen oder aber implizit durch den Formalismus der Potential ableitung
mit berticksichtigt wurden.

Die mit der wissensbasierten Bewertungsfunktion erhatenen Praferenzen AW werden

durch Multiplikation mit einem zu bestimmenden Parameter cs mit experimentell bestimmten
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Bindungsaffinitdten (hier in Form von pK;-Werten) in Beziehung gesetzt. cs ist die Steigung
einer abschnittsdosen Korrelationsgeraden, die unter Anwendung eines regula falsi-
Verfahrens (Harris & Stocker, 1998) durch Skalierung der AW-Werte iterativ so bestimmt
wird, dal3 deren Standardabweichung von der Korrelationsgeraden gleich der Standardabwei-
chung der pKi-Werte davon ist.

pK, =cs AW Gl. 42

Die Allgemeingultigkeit dieser Beziehung hangt davon ab, ob der ermittelte Skalierungs-
parameter cs auf verschiedene Protein-Ligand-Systeme Ubertragbar ist. Um eine Abhéngigkeit
der Methode von der Generierungsart der eingesetzten Rezeptor-Ligand-Geometrien zu unter-
suchen, werden nicht nur Datensétze von kristallographisch bestimmten Komplexgeometrien
zur Validierung verwendet, sondern auch solche, die mit Docking-V erfahren erzeugt wurden.

Eine mit der Vorhersage von Bindungsaffinitdten bzw. der Priorisierung unterschiedlicher
Liganden gegeniiber einem Protein unmittelbar in Zusammenhang stehende Anwendung der
entwickelten Bewertungsfunktion ergibt sich bei Ansdtzen zum virtuellen Screening. Bei der
Validierung entwickelter VVohersagemethoden werden hierzu Datensdtze von Liganden mit
bekannter Aktivitat gegenlber einem Rezeptor (sog. ,,Aktive") mit solchen Ligandensdtzen
kombiniert, fir die zwar keine Aktivitdt bzgl. des Rezeptors bekannt ist, die aber as Daten-
grundlage fir ein real durchzufihrendes virtuelles Screening-V erfahren herangezogen werden
(sog. ,, Inaktive®"). Nach der Erzeugung moglicher Rezeptor-Ligand-Anordungen mit Docking-
Verfahren werden diese dann hinsichtlich ihrer zu erwartenden Affinitdt gemald Gl. 36 be-
wertet und sortiert. Ausgehend von dieser Reihung werden Anreicherungsfaktoren (enrich-
ment factors, ef) berechnet, die eine Funktion des schon betrachteten Anteils F der insgesamt
prozessierten Liganden sind:

Aktive(F AktiveF) ||+ |[Inaktivg F
_ |Ative >||‘§ (ﬁﬁktiveg:t" Jinaktive(F) | )) ol 43

[|.-.]| steht hierbel jewells fur ,,Anzahl von ...". Der Index gesamt umfaldt alle Aktiven bzw.

ef(F)= HAktivegesamt

‘ + H I naktivegesaml

Inaktiven in der gesamten Datenbank. Fur F — 1 folgt auch ef(F) - 1, d.h. eine vollstandige
Betrachtung der Datenbank ohne Kenntnis einer Priorisierung kéme dem Ergebnis einer
zufdligen Auswahl von Liganden gleich. Werte von ef(F) > 1 ergeben sich dagegen, wenn
der herausgefilterte Datenbankanteil F mehr Aktive enthélt al's vom Datenbankmittelwert her
zu erwarten waren. Bei Gl. 43 ist zu beachten, dai die erhaltenen ef(F)-Werte nicht skaliert
sind, d.h. vom Verhéltnis |[AktiVegesan|| / ||l Naktivegesani|| @bhangen. Sie sollten daher jeweils
mit dem maximal erreichbaren Anreicherungsfaktor ef .« verglichen werden:
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_ |Aktive,..,

+ Hlnaktiv%esalm

ef Gl. 44

max

AKtive,.,.|

4.7 Untersuchung der impliziten Berlicksichtigung von Direktionalitat in Paar-

Potentialen

Die Starke von Wechselwirkungen - besonders zwischen polaren funktionellen Gruppen
aber auch z.B. zwischen aromatischen Systemen - hangt sowohl von deren Entfernung als
auch von ihrer gegenseitigen relativen Orientierung ab, wobei auch die Position von Wasser-
stoffatomen von Bedeutung ist (Cole et al., 1998; Murray-Rust & Glusker, 1984). Die statisti-
schen Paar- und Einteilchenpréferenzen der in dieser Arbeit entwickelten Bewertungsfunktion
werden allerdings nur fir Nichtwasserstoffatome abgeleitet (s. a. Kap. 4.4). Zudem weist ein
einzelnes distanzabhangiges Paarpotential ausschliefdich einen kugelsymmetrischen Poten-
tialverlauf auf, der keinerlel Winkelabhangigkeit der Wechselwirkungsstérke beschreibt. An
diesem Punkt stellt sich also die Frage, inwieweit Direktionalitéat von Wechsalwirkungen zwi-
schen (Paaren von) Atomen implizit durch die gleichzeitige Betrachtung mehrerer distanzab-
héngiger Paarpotentiale in Form einer zusammengesetzten Reprasentation beschrieben wird.

Um diese Eigenschaft fir die Gesamtheit aller Paarpotentiale zu untersuchen, wird in der
Bindetasche von kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexen jeweils ein kubi-
sches Gitter mit einer Weite von 0.5 A und einem Abstand um alle Ligandatome von minde-
stens 8 A erzeugt. An jedem Gitterpunkt g, dessen Abstand dg, von einem Proteinatom p O Py
grof3er as der van der Waals-Radius dieses Atoms ist und innerhab des Intervalls [r;, r; + dr)
liegt, wird anschlief3end fur ale zur Verfligung stehenden Ligandatomtypen T unter Verwen-

dung eines Sondenatoms eine Bewertung mit den Paarpotentialen berechnet:

OtOT: AR, = 3 AW 1, (r) Gl. 45

pLP,

Zur Visudisierung werden die erhaltenen Gitterwerte anschlief3end fur individuelle Li-
gandatomtypen konturiert, wobel die Isoplethen — sofern nicht anders angegeben — alle Po-
tentialwerte bis zu 10 % Uber dem globalen Minimum des betrachteten Typs einschliefen.

Fur eine statistische Untersuchung werden in der Kristallstruktur beobachtete Liganda
tomtypen mit den von den Paarpotentialen als am gunstigsten in dieser Region der Bindeta-
sche vorhergesagten verglichen. Hierzu werden Potentialwerte jewells flr ein Sondenatom
des Typs C.3, N.3, 0.3, O.2 und O.co2 an zu einem betrachteten Ligandatom nachsten Gitter-
punkt berechnet und der Sondenatomtyp mit dem guinstigsten Wert bestimmt. Der Einflul3 des
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Losemittels auf die Anwesenheit eines Ligandatoms bestimmten Typs wird untersucht, indem
vorhergesagte und tatséchlich gefundene Atomtypen sowohl nur fur vollstandig vergrabene
alsauch fur alle Atome (unabhangig von ihrem Grad der Vergrabung) verglichen werden. Die
L 8semittel-zugéangliche Oberflache wird hierzu mit dem in Kap. 4.3.2 erluterten Algorithmus
bestimmit.

4.8  Proteinspezifische Adaptierung der statistischen Paarpréferenzen durch Einbezie-

hung von Zusatzinformation

Diein Kap. 4.2 eingeflihrten distanzabhéngigen Paarpotentiale werden gemal’ Kap. 4.4 aus
einer Datenbank von Protein-Ligand-Komplexen abgeleitet. Bei einer ausreichenden Anzahl
verschiedener Komplexe kann daher angenommen werden, dal3 die beobachteten Paarvertei-
lungen den tatsachlichen entsprechen und die daraus berechneten statistischen Praferenzen
allgemeingultige Informationen Uber Protein-Ligand-Wechselwirkungen beinhaten (s. a
Kap. 5.1.4). Allerdings ist zu berticksichtigen, dal3 diese Potentiale durch Mittelung von Be-
obachtungen Uber eine Vielzahl von Kristallstrukturen erhalten werden. Das durch sie repré-
sentierte , mittlere” Bild von Protein-Ligand-Wechselwirkungen gilt daher nur begrenzt fir
von diesem Bild abweichende Extreme. Zudem unterliegt ihre Anwendung der Annahme, dal3
die Vertellungen der intermolekularen Distanzen (und damit die erhaltenen Paarpraferenzen
selbst) fir verschiedene molekulare Umgebungen des jeweiligen Atompaares éhnlich sind. An
diesem Punkt stellt sich daher die Frage, ob und wie die erhatenen , mittleren (d.h. allgemei-
nen) Informationen der Paarpréferenzen unter Einbeziehung weiterer bekannter struktureller
und energetischer Informationen fir Komplexe eines Proteins so adaptiert werden kdnnen,
dai3 die proteinspezifische Vorhersage von Struktur und Bindungsaffinitét dieser Komplexe
verlédlicher wird. Hierbei ist alerdings zu erwarten, dal3 die so adaptierte Methode eine ge-
ringere generelle Vorhersagekraft besitzt. Insbesondere gilt zu untersuchen, wieviel Zusatzin-
formation fur eine Adaptierung bendtigt wird. Weiterhin sollte die zu entwickelnde Methode
eine Moglichkeit bieten, den Grad zwischen Spezifitat und Generalitat variieren zu kdnnen,
so dal3 bel VVorliegen von wenig Zusatzinformation die urspriinglich abgeleiteten, algemeinen
Paarpréferenzen einen grof3eren Einfluld auf das Ergebnis haben und umgekehrt. Der letzte
Punkt entsprache auch den Anforderungen im Rahmen des strukturbasierten Designs von Li-
ganden: das mit jedem (Optimierungs-)Zyklus zunehmende Wissen konnte in dem darauffol-
genden verstarkt beriicksichtigt werden und wirde so zu einer Zunahme der Verlaldlichkeit
der vorhergesagten Komplexe genschaften des spezifischen Proteins fuhren.
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4.8.1 Berechnung von Wechselwirkungsfeldern

Nach Gl. 15 ergibt sich der auf die wissensbasierten Paarpotentiale zurtickgehende Teil der
Wechselwirkungen fir eine gegebene Konfiguration von Protein und Ligand durch Summati-
on uber ale Paarwechselwirkungen. Nach Gl. 42 ergibt sich daraus ein Zusammenhang zu
Bindungsaffinitdten (hier ausgedriickt als pKi-Werte) durch Skalierung mit einer (zu bestim-
menden) Konstanten Cspaar. Ein denkbarer Ansatz zur Einbeziehung zusétzlicher struktureller
und enthalpischer Information bestiinde nun darin, anstelle einer allgemeinen Konstanten
Cspaar GeWichtungsfaktoren 1rqy ) flr die Atom-Atom-basierten statistischen Nettopréferen-
zen einzufuhren (hinsichtlich der Bedeutung der verwendeten Symbole s. a. Kap. 4.2.1) und
diese problemspezifisch - aber unter Berlicksichtigung bereits bekannter Information - anzu-

passen.

K, = (AW, r Gl. 46
p ng p;k(nm):(p) T(I),T(p)( )

Unter Verwendung der Bayes schen Regression (O'Hagan, 1994) ist solch ein Vorgehen
auch von Murray et al. (Murray et al., 1998) fur eine , regressionsbasierte” Bewertungsfunkti-
on mit bis zu 6 Koeffizienten angewendet worden. Hierbel ist jedoch zu beachten, dal3 in dem
vorliegenden Fall der Paarpréferenzen die Anzahl der zu adaptierenden Parameter gleich dem
Produkt aus der Anzahl der auftretenden Atomtypen fur Ligand- und Proteinatome ist, bei 17
Atomtypen auf beiden Seiten also im Extremfall 289 betragt. Bel Verwendung klassischer
linearer Regressionsmethoden (wie im Fall der Bayes schen Regression) muf3 die Anzahl der
zur Anpassung herangezogenen Datenpunkte aber mindestens genauso grof3 sein, um eine
Unterbestimmtheit des Gleichungssystems zu verhindern, und sollte mindestens das flnffache
der anzupassenden Parameter betragen, um die Wahrscheinlichkeit von Zufallskorrelationen
zu reduzieren. Da nicht davon ausgegangen werden kann, dal3 diese Menge an Zusatzinfor-
mation in alen Falen zur Verfigung steht, wird dieser Ansatz hier nicht weiter verfolgt.

Der in Gl. 46 aufgefihrte Ansatz weist zusétzlich zu dem formal bedingten Nachteil noch
einen methodischen auf. Die danach gewonnenen Gewichtungsfaktoren driicken ebenfalls nur
einen gemittelten Einfluld der strukturellen Zusatzinformation aus — fir einen gegebenen Ab-

stand dy , O [rj, ri + dr) zwischen zwei betrachteten Ligand- bzw. Proteinatomen | und p ergibt
sich nach wie vor ein einheitlicher, ortsunabhéngiger Beitrag AW, 1, (r;) . FUr ein betrach-
tetes Protein ware jedoch ein vom jeweiligen Ort in der Bindetasche abhéngig vorhergesagter

Beitrag einer Atom-Atom-Wechselwirkung wiinschenswert. Die im folgenden erlduterte Me-

thode paldt daher die in den Paarpotentialen enthaltene Information ortsabhangig an die in
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Form der Komplexe eines Proteins bekannter Geometrie und Bindungsaffinitét vorhandenen
Zusatzinformationen an.

Ausgangspunkt sind die Uberlagerten Protein-Ligand-Komplexgeometrien eines Proteins
(hinsichtlich der hier gewahlten Uberlagerungsmethode sowie der Verbindungen des Trai-
nings- und Testdatensatzes siehe Kap. 4.9.5). Um die so erhaltene Anordnung von Liganden
wird ein kubisches Gitter G in der Bindetasche des Proteins erzeugt, das die Ligandmolekiile
in allen drei Raumrichtungen mit einem Uberstand von mindestens 4 A umschlief}t. Die an
dieser Stelle untersuchten Gitterweiten lagen bei 1.0, 1.5 und 2.0 A. Fir ausgewéhlte Ligan-
datomtypen T° O T (hinsichtlich der getroffenen Auswahl s.a. Kap. 5.7.2) wird nun an jedem
Punkt des Gitters unter Verwendung eines Sondenatoms eine Bewertung mit den zuvor abge-
leiteten Paarpotentialen berechnet (Gl. 15). Dieses Vorgehen gleicht der in Gl. 45 beschriebe-
nen Methode, wobei ein kiinstlicher Abstol3ungsterm zu den Paarpotentialen hinzugefugt wird
(s.u.). Er dient dazu, auch fur die Gitterpunkte eine Bewertung zu erhalten, die néher als die
Summe der van der Waals-Radien von Ligand- und Proteinatomen am Protein liegen, wobei
fur diese betrachteten Distanzbereiche aufgrund mangelnder Beobachtungen in der zur Ab-
leitung verwendeten Komplexdatenbank keine verladlichen Paarpréferenzwerte herangezogen
werden konnen. Die so erhaltenen Bewertungen an den Gitterpunkten kénnen in Analogie zur
Elektrostatik als Potentialfeld fur ein Ligandatom gegebenen Typs bezeichnet werden.

Der AbstoRungsterm wird folgendermal3en ermittelt (Abb. 7): zunéchst wird - von grofRe-
ren Distanzen kommend — die Lage des ersten Maximums dnax im Verlauf der Paarpotentiale
fir Atom-Atom-Absténde kleiner einer Kontaktdistanz bestimmt. Die Kontaktdistanz ergibt
sich fur Wechselwirkungen zwischen polaren Atomen aus der mit 0.75 multiplizierten Sum-
me der van der Waals-Radien geméal3 Tab. 2 (S. 65), fur alle anderen Wechselwirkungen nur
aus der Summe der van der Waals-Radien. Anschlief3end werden die K oeffizienten einer beim
Abstand der Atome von 0 zentrierten Gauss-Funktion iterativ so bestimmt, dal? die aus dem
urspringlichen Potential und der Gauss-Funktion zusammengesetzte Funktion am Ort
Omox + dr stetig ist. Fur die Hohe der Gauss-Funktion beim Atom-Atom-Abstand von 0 wer-
den Werte von 10, 20 und 40 getestet; sie sind in Bezug auf die GrofRenordnung der abgelei-
teten statistischen Préferenzen zu sehen (siehe dazu auch Abb. 11, S. 110). Fur Abstande zwi-
schen O und dyex + dr werden nun die Funktionswerte der so ermittelten Gauss-Funktion ver-
wendet, flr Abstéande von dmax + dr bis rax gelten die urspriinglichen Werte der Paarpréferen-

Zen.
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Abb. 7: Schematische Darstellung des kiinstlich zu den Paarpréferenzen (durchgezogene Linie) hin-
zugefligten Abstolungsterms (gestrichelte Linie) in Form einer Gauss-Funktion. Fir Ab-
sténde von 0 bis dyey + dr werden die Werte dieser Gauss-Funktion verwendet, fur Abstande
VoN dpey + dr bis 1 die Werte der Paarpréferenz (breite Linien). Zusétzlich mit angegeben
sind die nicht weiter berticksichtigten Bereiche der beiden Funktionen (schmale Linien).

Die Wechselwirkungen von jeweils in der Bindetasche plazierten Liganden mit dem Pro-
tein werden in nachfolgend beschriebener Form auf die Gitterpunkte abgebildet (Abb. 8). Fur
jeden Gitterpunkt g wird der distanzabhéngige Beitrag By, eines Ligandatoms | eines Typs

T() O T unter Anwendung einer Gaussfunktion ermittelt

d 2
! £ 9"% Gl. 47.

= ex
g,l \/ETO' pé_ 202 E

Hierbei werden o-Werte von 0.55, 0.7, ... , 1.3 getestet; die Wendepunkte der Gauss-

Funktion liegen bei der hier verwendeten Form jeweils bei einem Abstand dgy) = o.

Der Gesamtwechselwirkungsbeitrag fur einen Ligandatomtyp t [0 T* an einem Gitterpunkt
g ergibt sich sodann durch Summation der Produkte des normierten distanzabhangigen Bei-
trags By, aler Ligandatome | OO L mit T(l) =t mit dem Wert des Potentialfeldes an diesem
Punkt APg; (s. 0. und Gl. 45)

AW, , = Z EAPM Gl. 48

IOLTT) =t

Die Normierungskonstante berechnet sich a's Summe Uber ale Gitterpunkte g 0 G aller

distanzabhangigen Beitrage By, eines Ligandatoms:

B=YB, Gl. 49



Theorie und Methoden 75

Abb. 8: Schematische Darstellung der Berechnung der Wechselwirkungsfelder nach Gl. 48 fir den
Atomtyp O.3. Ausgehend von nach Gl. 45 in der Bindetasche fir diesen Typ berechneten
Potentialfeldern (linker Teil) erfolgt die Abbildung der durch das Hydroxylsauerstoffatom
des Liganden (Mitte) bedingten Wechselwirkungen auf die benachbarten Gitterpunkte
(rechter Teil) unter Verwendung einer rdumlichen Gauss-Funktion (Gl. 47).

Die auf diese Weise fir jeden Gitterpunkt g erhaltenen Werte AWy, ergeben insgesamt das
Bewertungsfeld (in Analogie zur Elektrostatik auch Energiefeld) bzgl. eines Atomtyps t fir
einen gegebenen Liganden in der Bindetasche. Letzteres wird insbesondere bei Summation

Uber ale Gitterpunkte g [J G deutlich:
AT

AV\4=QZGAW ZGDZ DZ Gl. 50

()=t )=t

Unter Beachtung von Gl. 45 ergibt sich hiernach der auf die statistischen Paarpraferenzen
zurickgehende Beitrag adler Ligandatome des Typs t zu den Protein-Ligand-
Wechselwirkungen als vom Ort des einzelnen Atoms (distanz-)abhangig gewichtete Mittelung
der Beitrage der umliegenden Gitterpunkte. Im Grenzfall eines Gitters der Weite O und der
Verwendung von o — 0 (die Gauss-Funktion geht dann in eine Delta-Funktion tber) zur Er-
mittlung von By (Gl. 47), sowie nach Summation uber alle Ligandatomtypen t O T (fir

=T), stimmt das damit erhaltene Ergebnis mit dem direkt unter Verwendung der Paarpréfe-

renzen gemal3 Gl. 15 erhaltenen Uberein.
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482 Korrelation der Wechsdwirkungsfelder mit experimentell bestimmten Bin-

dungsaffinitaten und Vor hersage unbekannter Bindungsaffinitéaten

Die Summation aller nach Gl. 48 erhatenen Wechselwirkungsbeitrage tber ale Gitter-
punkte g [0 G sowie Uber alle Atomtypen t O T liefert gemald Gl. 50 dann lediglich einen
Antell AW paar des nach Gl. 15 auf die wissenbasierten Paarpréaferenzen zuriickgehenden Bei-

trags der Protein-Ligand-Wechselwirkungen, wenn T* eine echte Teilmenge von T ist.

AW, = t; Q;AWW Gl.51

Mit Gl. 42 und einer (unter Verwendung aller Atomtypen in T bestimmten) Konstanten
Cspaar li€% sich damit der auf die Atome mit t [0 T* zurlickgehende Anteil an der Bindungsaf-
finitét fir eine gegebene Anordnung von Protein und Ligand vorhersagen.

PK| = Cg paar AW Gl. 52

Paar
Ligandatome mit t O T\ T liefern den verbleibenden Beitrag zur Bindungsaffinitdt in

Analogie zu Gl. 42.
pKi" = CS,Paar AW"

o Gl. 53
AW ‘paar Wird hierbel gemald Gl. 15 fir diese Ligandatome berechnet. Letztendlich ergibt
sich die vorhergesagte Bindungsaffinitéat als Summe beider Einzelbeitrage aus Gl. 52 und 53.
pK. = pK/+ pK/ Gl.54
Dariiber hinaus konnen jedoch die einzelnen Beitrége zu AW (nach Gl. 51) und damit zu
pKi (nach Gl. 52) unter Verwendung eines Trainingsdatensatzes aus Protein-Ligand-
Komplexen mit bekannter Geometrie und Bindungsaffinitét ortsabhangig fur den Bereich der
Bindetasche eines betrachteten Proteins angepald werden, indem adaquate Koeffizienten cyt

ermittelt werden.
K/ = C,. AW Gl. 55
p t;g; g.t g,t

Hierzu missen die Koeffizienten cg; durch Losung des linearen Gleichungssystems
y= X ¢ bestimmt werden. y steht hierbel fir einen (zentrierten) n-dimensionalen Spalten-
vektor der aus den Bindungsaffinitéten pK; der n Komplexe des Trainingsdatensatzes durch
Abziehen der Beitrage pKi'* (Gl. 53) erhaltenen Restbeitrége pKi* (gemald Gl. 54). Die Ver-
wendung dieser Restbeitrage anstelle der gesamten Bindungsaffinitéten eréffnet die Mdglich-
keit, nicht alle Atomtypen der Verbindungen des Trainingsdatensatzes in die Bestimmung der
Koeffizienten cg; mit einzubeziehen. Dies gilt insbesondere fur nur selten in diesen Moleki-

len repréasentierte Typen (s.a. Kap. 4.8.3). X ist eine n-mal-m-Matrix, wobei jede der n Rei-
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hen aus m = |G||JT’|| (zentrierten) Spalten (, Deskriptoren®) besteht, mit ||G|| als Anzahl der

Gitterpunkte und ||T*|| al's Anzahl der betrachteten Atomtypen. Die Werte der Spalten entspre-
chen den nach GlI. 48 berechneten Wechselwirkungsbeitrégen der Atome des Typst am Ort
des Gitterpunktes g. € steht fur den m-dimensionalen Spaltenvektor der Koeffizienten ¢y Da
fiir m Werte in der GréRenordnung von 10° bis 10° zu erwarten sind, allerdings nur maximal
etwa 100 Trainingsdaten zur Verfiigung stehen, ist das aufgestellte Gleichungssystem stark
unterbestimmt. Zudem kann davon ausgegangen werden, dali3 die einzelnen Deskriptoren un-
tereinander korreliert sind. Beides wirde bei der Anwendung von multipler linearer Regressi-

on zur Bestimmung von ¢ zu einem Modell zwischen den unabhéngigen Variablen X und

den abhéngigen Grofken y fuhren, das Ubertrainiert ist. Solch ein Modell wére dann zwar ide-

a an die Trainingsdaten angepaldt, konnte jedoch nicht fur verladliche Vorhersagen der Bin-
dungsaffinitét neuer, nicht im Trainingsdatensatz enthaltener Verbindungen verwendet wer-
den.

Die von Wold et al. entwickelte PLS-Analyse (Partial Least Squares) (Geladi & Kowals-
ki, 1986; Wold et al., 1984) verhindert jedoch gerade dieses Ubertrainieren, indem sie die
Deskriptoren auf eine geringe Anzahl von daraus gebildeten, zueinander orthogonalen Line-
arkombinationen (, Komponenten*) reduziert, die die Gesamtheit aller Deskriptoren moglichst
gut erklaren und die abhangigen Grofen moglichst gut vorhersagen kénnen (Wold et al.,
1993). Hierbel werden in einem iterativen Verfahren diese Komponenten nacheinander gene-
riert (NIPALS (Nonlinear Iterative Partial Least Squares)-Algorithmus (Geladi & Kowalski,
1986)). Der hier zur Implementierung verwendete Algorithmus folgt dem von Bush und
Nachbar (Bush & Nachbar, 1993) beschriebenen Ansatz, der auf die Arbeiten von Wold et al.
(Wold et al., 1984) zuriickgeht. Die damit erhaltene erste Komponente (auch als , Trendvek-
tor" bezeichnet) erklart einen Teil des beobachteten Trends der abhangigen Grofzen im Raum
der unabhangigen Grolen, die zweite erklért einen Teil des verbliebenen Trends in einer zur
ersten orthogonalen Richtung usw. Wird der Prozel3 fortgesetzt, bis die Anzahl der erhaltenen
Komponenten h gleich min(n,m) ist, so ist eine Full Least Squares-Anayse durchgefihrt
worden. Es ist alerdings zu beachten, dal3 mit jedem Zyklus das Signal-zu-Rauschen-
Verhdtnis in den erhaltenen Regressionsgrofden abnimmt, so dal? zwar die Anpassung an die
Trainingsdaten verbessert wird, nicht jedoch die Vorhersagekraft dieser Grofden. Aus diesem
Grund wird die Anzahl der verwendeten Komponenten h i.a. (deutlich) kleiner as n (fur
n < m) gewahit.

Die Anzahl der optimalen Komponenten wird hier unter Verwendung einer , Leave-One-

Out”-Kreuzvalidierung bestimmt, womit die statistische Signifikanz wie auch die Vorhersage-
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fahigkeit des Modells Uberpruft wird. Hierzu werden fir n Trainingsdaten n PLS-Analysen
durchgefuihrt, wobei jewells nur n — 1 Trainingsdaten zur Aufstellung des Modells verwendet
werden. Mit diesem Modell wird sodann die abhangige Grof3e des nicht in der PLS-Analyse
verwendeten Datums vorhergesagt (pK'ipreq) Und mit der tatsachlichen (pK'i ) verglichen.
Anstelle der PLS-Analyse wird hierzu die ebenfalls in Bush & Nachbar (Bush & Nachbar,
1993) beschriebene SAMPLS-Methode (SAMple-distance PLS) implementiert. Hierbel mul3
jedoch darauf geachtet werden, dal3 die in Gl. 12° bzw. Gl. 16 in (Bush & Nachbar, 1993)
erhaltenen Grofen zusétzlich zentriert werden mussen. Die SAMPLS-Methode liefert die
gleichen Ergebnisse wie eine PLS-Analyse, allerdings in wesentlich kirzerer Rechenzeit. An-
stelle die n-mal-m-Matrix der unabhangigen Variablen nach jedem Zyklus anpassen zu mis-
sen, wie in einer PLS-Analyse verlangt, arbeitet die SAMPLS-Methode mit der n-mal-n-

Kovarianzmatrix X X" . Den Namen dieser Methode bedingt schliefdich, dal’ anstelle der
Kovarianzmatrix auch die Matrix der Distanzen der Trainingsdaten im Deskriptorraum ver-
wendet werden kann.

Die Qualitét der Vorhersagen a3t sich in zwel Grof3en zusammenfassen. Die zu einem Re-
gressionskoeffizienten analoge GroRe wird in diesem Zusammenhang as g’-Wert (bzw.
kreuzvalidierter r>-Wert) bezeichnet.

L K’ R K-' \\ 2
2_1_ PRESS:]-_JZ(p |,pred(J) p |,act(J))

= Gl. 56
SSD

Z ( pKi,,act ( J) - pKi,,mean)2
=

PRESS (Predictive REsidual Sum of Squares) ist die Summe der quadrierten Differenzen
zwischen vorhergesagtem und tatsachlichem Bindungsaffinitétbeitrag, SSD ist die Summe der
guadrierten Differenzen aus tatsdchlichem pKi'-Wert der Verbindung und dem Mittelwert
tber ale Bindungsaffinitatsbeitrage des Trainingsdatensatzes. Ein g>-Wert von 1 bedeutet,
daR ein perfektes Modell vorliegt (PRESS= 0), ein g’-Wert von O zeigt ,kein“ Modell an,
denn anstelle der pK'; yreg-Werte konnte man hierfur auch den Mittelwert pK'; mean des Daten-
satzes zur Vorhersage verwenden. Ein Ergebnis wird dagegen al's statistisch signifikant ange-
sehen, wenn g > 0.3 (Cramer |11 et al., 1993), ein , gutes* Modell besitzt o>-Werte groRer as
0.5.

Die Abweichung Spress gibt ein MaRd fir die erwartete Unsicherheit der vorhergesagten
Bindungsaffinitdt bei der Kreuzvaidierung an. Sie hangt dabel von der Skalierung der abhan-
gigen Variablen ab.
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n K" re ) - Ki’au: )’
. _ [PRESS_ ;(p orea (1) = PK{ ot (1)) e
PRESS Y\ n-h-1 n-h-1 '

Der Term n-h-1 gibt die Anzahl der Freiheitsgrade an; bedingt durch die Einbeziehung der

Anzahl der Komponenten h ergibt sich fir ein Modell mit gleichem PRESS Wert, aber weni-
ger verwendeten Komponenten, ein geringerer SeressWert. Dies folgt dem parsimony-
Prinzip" (Thibaut et al., 1993), nach dem das Ziel einer PLS-Analyse ein Modell mit mog-
lichst wenigen Komponenten bel optimaler Vorhersagekraft ist. In der vorliegenden Arbeit
wird die Anzahl optimaler Komponenten so gewahlt, dal3 Spress minimal wird.

Unter Verwendung der so bestimmten Anzahl optimaler Komponenten wird anschlief3end
eine PLS-Analyse mit allen n Trainingsdaten durchgeftihrt. Hierbel werden alle Werte einer
Deskriptorspalte dann nicht berticksichtigt, wenn die Standardabweichung dieser Spalte klei-
ner als 5010 ist. Dieser Wert wurde so gewahlt, dald etwa 90 % aller Spalten auf diesem Weg
eliminiert werden, was zu einer 10-fachen Steigerung der Rechengeschwindigkeit fihrt
(Cramer 111 et al., 1993). Die statistischen Parameter sind analog zu den in Gl. 56 und 57 an-

gegebenen.
(PK{ 4 (1) = pKi,,act(j))z
r2=1- RSS’:l—‘Zl Gl.58
SSL SSI
(pKi',fit (J) - pKi,,act(j))2
= RSS _ ’Z' Gl. 59

n-h-1 n-h-1

RSS ist die Summe der quadrierten Differenzen zwischen angepaldtem und tatséchlichem
Bindungsaffinitatsbeitrag. r> und S geben hierbei an, wie gut die berechneten Bindungsaffini-
téten an die experimentell bestimmten angepaldt wurden. Fir eine Aussage Uber die Gite ei-
nes Modells ist jedoch der g>Wert entscheidend, da er (im Gegensatz zum r>-Wert) eine Ab-
schétzung Uber die Vorhersagefahigkeit mit diesem Modell erlaubt. Zusétzlich wird noch der
Fischersche F-Wert berechnet. Er definiert das unter der Beachtung der Anzahlen der ver-
wendeten Komponenten h sowie der abhangigen Variablen n gewichtete Verhatnis zwischen

erklarten und unerklarten Ergebnissen (Harnett & Murphy, 1975).

" Auch als Occam's Razor (William of Occam, engl. Philosoph, ca. 1285-1349) bezeichnet: , Bevorzuge die

einfachste Hypothese, die konsistent mit allen Beobachtungen ist.”



Theorie und Methoden 80

_ r2 d’]—h—l
1-r? h
Der Anteil der einzelnen Ligandatomtyp-Felder an der Beschreibung der beobachteten

F Gl. 60

Bindungsaffinitdten wird als sog. , erklarender Beitrag” (contribution) angegeben:

SD
OtOT':  contribution = Zﬂ Gl. 61
£ sby

DY ist die Standardabweichung der abhéngigen Variablen, SDy; die Standardabweichung
der Spalte g des Feldest, |cy:| der Betrag des errechneten Koeffizienten fur diese Spalte.

Fur diein Gl. 56 bis 59 aufgefthrten Grof3en ist zu beachten, dal3 jeweils die pK;*-Grofen
durch die nach GIl. 54 unter Verwendung des in dem Modell nicht erfassten Beitrags pK;**
erhaltenen, analogen Grofen pK; ersetzt werden konnen. Hierbel verandern sich die Werte fir
Spress Und Snicht. Die fiir o und r? abweichenden Werte beruhen dagegen auf jeweils veran-
derten SSD-Werten.

Die pK;'-Werte des Trainingsdatensatzes wurden zentriert. Der dazu verwendete Mittel-
wert (<pKi‘>) aler pKi'-Werte entspricht dem Achsenabschnitt der Regressionshyperflache
und muf3 bel der Vorhersage jeweils berticksichtigt werden. Die einzelnen Spalten der Des-
kriptormatrix werden ebenfalls zentriert (<AW,y>). Da die Spaltenwerte auf die abgeleiteten
Paarpréferenzen zurickzufiihren sind, diese aber wiederum gemal3 Kap. 4.2 in einem inneren
Zusammenhang stehen, kann angenommen werden, daf3 dieses auch fur die Gewichte der ein-
zelnen Spalten gilt. Aus diesem Grund wurden die einzelnen Spalten grundsétzlich nicht ska-

liert. Ergebnisse, die nach Autoskalierung (d.h. Division der Spaltenwerte durch ihre jeweilige
Standardabweichung AW, , entsprechend einer Einheitsgewichtung aller Spalten) erhalten
wurden, sind zum Vergleich in Tab. 31 (S. 182) mit aufgeftihrt. Hierbei ist zu beachten, dal3

wahrend der einzelnen Kreuzvalidierungsaufe die Spalten neu zentriert, aber nicht reskaliert
werden, was im Einklang mit Empfehlungen von Wold (Wold et al., 1993), Kubinyi (Kubinyi
& Abraham, 1993) und Bush (Bush & Nachbar, 1993) steht. Die Zentrierungen und Skalie-
rungen des Trainingsdatensatzes missen analog auf die Daten des Testsatzes angewendet
werden.

Um zu Uberprifen, dal3 das durch die PLS-Analyse mit dem Trainingsdatensatz erhaltene
Modell nicht auf einer Zufallskorrelation beruht, wurden die pK;*-Werte der einzelnen Ver-
bindungen mehrfach zuféllig vertauscht und anschlief3end die Ableitung des Modells wieder-
holt.
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4.8.3 Graduelle Variation des Beitrags der angepaf3ten Wechselwirkungsfelder auf die

Vorhersage unbekannter Bindungsaffinitaten

Bel nur gering vorhandener, proteinspezifischer Zusatzinformation sollte die Vorhersage
von Bindungsaffinitdten unter Anwendung von Gl. 55 mit grofRer Unsicherheit behaftet, die
Verwendung der aus der Protein-Ligand-Datenbank abgeleiteten, allgemeinguiltigen Paarpréa-
ferenzen gemdl3 Gl. 53 dagegen zuverlassiger sein. Mit zunehmender Signifikanz der Zusatz-
informationen flr ein Protein in Form verschiedener Protein-Ligand-Strukturen mit bekannten
Bindungsaffinitéten ist alerdings eine Umkehrung der genannten Verhaltnisse zu erwarten.
Dementsprechend sollte eine graduelle Variation des Beitrags der angepaldten Wechselwir-
kungsfelder auf die Vorhersage unbekannter Bindungsaffinitdten in Abhangigkeit des zur
Verfugung stehenden Umfangs an Zusatzinformationen mdglich sein. Dies gelingt durch , Mi-
schen® der allgemeinen, auf die aus der Datenbank aller Komplexe abgeleiteten Paarpréferen-
zen zurtickgehenden Wechselwirkungsfelder mit den durch die spezifische Anpassung an ein
Protein erhaltenen Felder. Fur Ligandatome |, deren Typ T(I) in T enthalten ist und die sich
innerhalb der Grenzen des zur Anpassung verwendeten Gitters befinden, folgt damit:

pK’=(1-6) Cs paar ze ZAWQVT(I) +
§m it

T(l):DT’

H [

P DZ AWy ry = < AW, ry >H, _ oK! >0

- HeTo AW, H B

ﬁ IT(I)-EIT’ 9.7() g

AW, 1, — < AW, >
= 0 < pKi' >+ ; DZ Cg,T(I) 9.10) 910 + (1_ 6) CS,Paar AWg,T(|) H
9 I0L: AWg,T(I) H
THaT
— - /
YT '

| I Gl. 62

6 kann zwischen 0 und 1 variiert werden. Der erste Term (1) innerhalb der Klammern in
der letzten Zeile von Gl. 62 steht dabel fir den Beitrag aufgrund der spezifisch angepaliten,
der zweite (I1) fur den Beitrag durch die urspringlichen, allgemein abgeleiteten Felder. Im
ersten Term sind die Zentrierung und Skalierung der einzelnen Spalten der Deskriptormatrix
wahrend der Anpassung mitberticksichtigt.

Ligandatome |, deren Typ T(l) nicht in T* enthalten ist bzw. solche, die sich aul3erhalb der
Grenzen des zur Anpassung verwendeten Gitters befinden (unabhangig von ihrem Typ), lie-
fern einen Beitrag zur Bindungsaffinitét (pK;i**) entsprechend den urspriinglichen, nicht spezi-
fisch angepaldten Préferenzen in Analogie zu Gl. 53.
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Letztendlich ergibt sich die vorhergesagte Bindungsaffinitét als Summe beider Einzelbei-
trage aus Gl. 53 und 62 gemal3 Gl. 54.

Ligandatome eines nicht in T° vertretenen Typs bzw. solche auf}erhalb des verwendeten
Gitters gehen somit mit einer Gewichtung von 1 (6= 0) des auf die urspringlichen, allgemein
abgeleiteten Paarpréferenzen zuriickgehenden Beitrags in die vorhergesagte Bindungsaffinitét
ein. Somit kénnen auch Affinitdten fir Liganden vorhergesagt werden, die aus Atomen auf-
gebaut sind, die (noch) nicht im Trainingsdatensatz vertreten waren sowie solche, die in Be-
reichen der Bindetasche liegen, die bislang von Verbindungen des Trainingsdatensatzes noch

nicht e ngenommen wurden.

Die Gite dieser Vorhersagen gemal3 Gl. 54 |3t sich bestimmen, wenn fir die verwendeten
Komplexe ebenfalls experimentell bestimmte Bindungsaffinitéten bekannt sind.

» _.,_ PRESS
pred SS[

PRESSist hierbel wieder die Summe der quadrierten Differenzen zwischen vorhergesagten

Gl. 63

und experimentellen Bindungsaffinitéten, SSD die Summe der quadrierten Differenzen zwi-
schen tatsachlichen pKi-Werten und dem Mittelwert Uber alle Bindungsaffinitéten des Test-
datensatzes. Die hier verwendete Definition von rzpred weicht insofern von der von Cramer et
al. (Cramer 111 et al., 1988) gegebenen ab, da hier fur die Ermittlung von S nicht der Mit-
telwert der Verbindungen des Trainings-, sondern der des Testdatensatzes herangezogen wird.
Somit ist rzpred aber auch mit den Ergebnissen vergleichbar, die bei direkter Anwendung der

hier abgel eiteten Paarpotentiale erzielt wurden.

An dieser Stelle ergibt sich die Frage, wieviel Zusatzinformation in Form von Protein-
Ligand-Komplexen mit bekannter Struktur und Bindungsaffinitdt benétigt wird, um eine ge-
genuiber der Verwendung der urspringlichen Paarpréferenzen gemald Gl. 15 gesteigerte Ver-
lalichkeit bei der Vorhersage von Affinitdten neuer Verbindungen zu erlangen. Zu ihrer Be-
antwortung wurde oben beschriebener Prozeld zur Ableitung eines adaptierten Modells unter
Verwendung einer (SAM)PLS-Analyse mit bzw. ohne Kreuzvalidierung jeweils 100 mal fur
aus dem Trainingsdatensatz gebildete Teilmengen mit einer festgelegten Anzahl von Verbin-
dungen durchgefiihrt. Die Teilmengen umfaléten hierbel 5, 15, 30, 45 und 53 der 61 mdgli-
chen Trainingsfalle (bzgl. des Datensatzes s. Kap. 4.9.5), die fir jeden der insgesamt 500 L &u-
fe jeweils neu zuféllig zusammengestellt wurden. Mit den fir jede der Teilmengen erhaltenen
100 Modellen wurden nun Bindungsaffinitéten fir einen Testdatensatz geméal3 Gl. 54 berech-
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net, indem zusétzlich der Parameter 8in Gl. 62 zwischen 0.1 und 1 mit einer Schrittweite von
0.1 variiert wurde (6= 0 entspricht einer Vorhersage unter Verwendung der urspriinglichen,
am algemeinen Datensatz abgeleiteten Paarpréferenzen). Die dabei erhaltenen statistischen
Parameter rzpred bzw. die Standardabweichung zwischen berechneten und experimentellen

pKi-Werten wurden sodann Uber alle 100 Léaufe gemittelt.

49  Aufbereitung der Testdatensatze

In diesem Kapitel werden die zur Validierung der entwickelten Bewertungsfunktion hin-
sichtlich ihrer Eignung zur Vorhersage von Struktur und Affinitdt verwendeten Datensétze
zusammengefaldt und ihre Quellen sowie ihre Aufbereitung im einzelnen beschrieben. Sofern
die Protein-Ligand-Komplexe in der PDB (Bernstein et al., 1977) enthalten sind, werden sie
hier nur mit dem dazugehdrigen PDB-Code aufgefihrt.

49.1 Testdatensitze zur Bestimmung nativ-dhnlicher Protein-Ligand-Konfigurationen

Die Eignung der Bewertungsfunktion zur Vorhersage nativ-ahnlicher Konfigurationen von
Protein und Ligand wird an drei Datensétzen (DS) FlexX DS1, FlexX_DS2 und DOCK_DS
durchgefuhrt, die jeweils Untermengen des Datensatzes von 200 Rezeptor-Ligand-K omplexen
sind, der zur Validierung des Docking-Programms FlexX verwendet wurde (Kramer et al.,
1999).

FlexX_DSL1 enthalt 91 Komplexe®, die so ausgewahlt wurden, daR die enthaltenen Ligan-
den nicht kovalent gebunden sind, bei visueller Inspektion keine augenscheinlichen Fehler in
der Geometrie der Protein-gebundenen Molekile sichtbar sind und sie einen grof3en Bereich
molekularer Diversitét abdecken. Die Anzahl darin auftretender drehbarer Bindungen betragt
0 bis 27, und es sind 1 bis 17 Wasserstoffbriickendonatoren bzw. -akzeptoren sowie 2 bis 39
Kohlenstoffatome in den Molekilen enthalten. Das zweite Kriterium beinhaltet, dal3 nur in
etwa der Halfte der Félle von FlexX eine Ligandkonfiguration mit rmsd < 2.0 A bzgl. der Kri-
stallstruktur auf dem ersten Bewertungsrang gefunden wird, wohingegen FlexX fir die andere

* 1abe 1abf 1atl 1azm 1bbp 1cbx 1cde 1cil 1com 1cps lctr 1did 1die 1drl 1dwc 1dwd 1ela lepb 1frp 1ghb 1hfc
1hgj 1hd 1hyt licn limb live livd live livf 1lah 1llcp 1lic Una 1lst Imld 1mrg 1mrk 1nis 1nsc 1pbd 1phf 1poc
1pph 1ppl 1pso 1rbp 1rds 1rnt 1rob 1slt 1snc 1srj 1tlp 1tng 1tnh 1tni 1tpp lukz 1wap 1xid 1xie 2ada 2ak3 2cgr
2cht 2cmd 2cpp 2gbp 2mth 2pk4 2sim 2tmn 2xis 2ypi 3aah 3cpa 3hvt 4fbp 4hmg 4phv 4tim 4tln 4ts1 5abp 5p2p
6abp 6rnt 6tmn 7tim 8atc
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Hélfte keine dieser geometrisch , guten” Ldsungen als bestbewertete identifizieren kann.
FlexX _DS1 wurde fir die Anpassung der Parameter der Bewertungsfunktion verwendet.

Der zweite Datensatz FlexX_DS2 enthalt 68 Komplexe®, die ebenfalls die fiir FlexX_DS1
angewendeten Kriterien erflllen (0— 35 drehbare Bindungen; 0— 37 Wasserstoffbriickendo-
natoren und -akzeptoren; 0 — 43 Kohlenstoffatome). Dieser zweite Datensatz wurde nicht zur
Parameteranpassung der Funktion verwendet und dient daher der Kreuzvalidierung.

Fur jeden Protein-Ligand-Komplex wurden mit dem Programm FlexX bis zu 500 ver-
schiedene Rezeptor-Ligand-Konfigurationen erzeugt. Dazu wurden Eingabedateien verwen-
det, wie sie von den Autoren der FlexX-Validierungsstudie (Kramer et al., 1999) erstellt wur-
den. Unter Verwendung von SYBYL wurde der Ligand zunachst aus dem Protein-Ligand-
Komplex extrahiert und anschlief?end Atom- und Bindungstypen nach der SYBY L-Notation
(SYBYL) sowie Formalladungen zugewiesen. Die so erhatene Molekilgeometrie diente als
Referenzstruktur fur die Berechnung von rmsd-Werten. Nach Addition von Wasserstoffato-
men unter Verwendung von Standardgeometrien mit SYBY L ergibt eine abschlief3ende Ener-
gieminimierung unter Verwendung des TRIPOS-Kraftfeldes (Clark et al., 1989) die Eingabe-
geometrie des Liganden fur FlexX mit standardisierten Bindungsléngen und -winkeln. Alle
Carbonsdure- und Phosphorsauregruppen der Liganden wurden als deprotoniert, alle Amino-,
Amidino- und Guanidinogruppen as protoniert angesehen. Fir die Atome des Rezeptors
wurden die Positionen verwendet, wie sie in der Kristallstruktur vorliegen. Wassermolekile
wurden generell entfernt bis auf Ausnahmen bel 1aaqg, 4phv, 1inaund 1xie. Die ersten beiden
Eintrége sind HIV-Protease-Komplexe, bei denen das Wassermolekil HOH1 (sog. Struktur-
wasser in der , Flap-Region*) eine wichtige Rolle fur die Ligandbindung spielt (WIlodawer,
1994). Bel den letzten beiden Komplexen (Va-Lys gebunden an Thermolysin sowie 1,5-
Dianhydrosorbitol gebunden an D-Xylose-Isomerase) sind Wassermolekile an Metallionen
gebunden. Prosthetische Gruppen wurden bei 1coy (Cholesterol-Oxidase im Komplex mit
Dehydroisoandrosteron) und 1drl (Dihydrofolat-Reduktase im Komplex mit Biopterin) as
zum Protein zugehdrig verwendet. Wasserstoffatome werden unter Verwendung von Stan-
dardgeometrien mit SYBYL an das Protein addiert und die Torsionswinkel der Hydroxyl-
gruppen von Serin, Threonin und Tyrosin sowie die Position des Wasserstoffs in der Histidin-
seitenkette durch Betrachtung umliegender Wechselwirkungspartner festgelegt. Die Amino-

8 121p laaq lacm laco laec 1aha lake 1apt 1avd 1bma 1byb 1cbs lcdg 1coy 1dbb leap leed lelb lelc 1eld lele
letr 1fen 1fkg 1glp 1glg 1hdc 1hef 1hvr lida ligj livb 1ldm 1lmo 1lpm 1mbi 1mdr 1mmq 1nco 1phd 1phg 1ppc
1ppi 1ppk 1ppm 1rne 1tnk 1tnl 1tph 1trk 2ctc 2er6 3cla 3gch 3ptb 4dfr 4fxn 4hvp 4phv 4tmn 5cts 5tim 5tmn
6cpa 6tim 7cpa 8gch 9hvp



Theorie und Methoden 85

gruppe von Lysin und die Guanidinogruppe von Arginin werden als protoniert, die Carbon-
sauregruppen von Asparagin- und Glutaminsaure als deprotoniert angenommen. Als zu der
Bindetasche dazugehdrige Atome des Rezeptors werden jene definiert, die innerhalb eines
Abstandes von 6.5 A von den Ligandatomen der Referenzstruktur liegen.

Die Liganden werden mit FlexX jeweils automatisch flexibel in die Bindetaschen der zu-
gehorigen Rezeptoren unter Verwendung eines inkremetellen Aufbaualgorithmus (Rarey et
al., 1997; Rarey et al., 1996a; Rarey et al., 1996b) gedockt (fir eine Beschreibung s. a. Kap.
3.3). Um eine Vergleichbarkeit beztglich der Validierungsstudie (Kramer et al., 1999) zu
gewdhrleisten, werden die vorgegebenen Parametereinstellungen verwendet. Eine Zusammen-
stellung der fur den aus Basisfragmentauswahl, Basisfragmentplazierung und inkrementellem
Aufbau bestehenden Algorithmus wichtigen Parameter ist in Tab. 3 gegeben.

Um die Abhangigkeit der Vorhersageergebnisse nativ-dhnlicher Konfigurationen von Pro-
tein und Ligand von der Generierungsmethode der relativen Anordnungen zu untersuchen,
wurden fiir 100 kristallographisch bestimmte Komplexe  des Datensatzes DOCK_DS mit
dem Dockingverfahren DOCK (Kuntz et al., 1982) Rezeptor-Ligand-Geometrien erzeugt.
DOCK_DS umfalt zu mehr als 80 % Komplexe, die auch in FlexX_DS1 und FlexX_DS2
enthalten sind. Die Verteilungen molekularer Eigenschaften betragen: 0 — 27 drehbare Bin-
dungen; 1 — 17 Wasserstoffbriickendonatoren und -akzeptoren; 2 — 39 Kohlenstoffatome. Die
Aufbereitung der Eingabedaten folgte der Beschreibung von Ewing (Ewing, 1997).

" labe 1abf 1acj lack lase 1azm 1blh 1cbx dcde 1cil 1cps lctr 1dbom 1did 1die 1drl 1dwd 1ela frp 1ghb 1hfc
1hgi 1hgj 1hsl 1hti 1hyt licn limb live livd live livf 1lah 1llcp 1lic Lina st Imid 1mrg 1mrk 1mup 1nis 1nsc
1pbd 1phf 1poc 1pph 1ppl 1pso 1rds 1rnt 1rob 1snc 1srj 1tdb 1thy 1tlp 1tng 1tnh 1tni 1tpp 1ukz lulb 1wap 1xid
Ixie 2ada 2ak3 2cgr 2cht 2cmd 2cpp 2gbp 2lgs 2mcep 2mth 2pk4 2r04 2r07 2sim 2tmn 2xis 2yhx 2ypi 3aah 3cpa
4cts 4est 4fab 4fbp 4phv 4tim 4tIn 5abp 5p2p 6abp 6rnt 6tmn 7tim 8atc
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Tab. 3: Fur den inkrementellen Aufbaual gorithmus von FlexX wichtige Parameter, wie sie zur Erzeu-

gung der Testdatensdtze FlexX_DS1 und FlexX_DS2 verwendet wurden.

Behandlung von Uberlappungen

max. zugel assenes Uberl appungsvolumen zwischen einem Rezeptor- und eéinem 2.5 A3
Ligandatom
max. mittleres zugelassenes Uberlappungsvolumen zwischen Rezeptor- und 1.0 A®
Ligandatomen
max. zugelassenes Uberlappungsvolumen zwischen einem Wechselwirkungs: 2.5 A3
punkt und einem Rezeptoratom
Selektion des Basisfragments
max. Anzahl von Fragmentierungen des Liganden fur ein Basisfragment 4
Basisfragmentplazierung
max. ,, Dreiecksfaktor" 2
max. rmsd fir die Zusammenfassung von plazierten Dreiecken von Ligand- 1.1 A
wechselwirkungszentren
max. rmsd fir die Zusammenfassung von plazierten Paaren von Ligandwech- 0.4 A
selwirkungszentren
Schrittanzahl fur die Diskretisierung des Plazierungswinkels 2
Schrittgrofe fur die Diskretisierung des Plazierungswinkels 0.35rad
Inkrementeller Komplexaufbau
relative Energiegrenze, bis zu der Teilldsungen in den néchsten Aufbauschritt 209 kJ/ mol
gelangen
max. Anzahl von Teilldsungen, die in den nachsten Aufbauschritt gelangen 400
zusétzliche Anzahl von Losungen je Basisfragment, die in den nachsten Auf- 100
bauschritt gelangen
max. rmsd fir die Zusammenfassung erzeugter Teill6sungen 0.7A

Die Koordinaten der Ligandatome wurden aus den PDB-Dateien extrahiert und unter Ver-
wendung der SYBY L-Notation (SYBYL) wurden Atom- und Bindungstypen gesetzt sowie

Wasserstoffatome addiert. Atomladungen wurden jeweils nach dem Gasteiger-Marsili-
Verfahren (Gasteiger & Marsili, 1980) berechnet. Abschlief3end erfolgte eine Energiemini-
mierung unter Verwendung des TRIPOS-Kraftfeldes (Clark et al., 1989) ohne Berlicksichti-
gung el ektrostatischer Energien. Dabel wurde darauf geachtet, dal3 sich die durch die Kristall-
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struktur vorgegebenen Torsionswinkel nicht wesentlich verandern (der rmsd-Wert zwischen
der Kristallstruktur und der minimierten Eingabestruktur betrégt dabei im Mittel 0.5 A). Diese
Ligandgeometrien wurden anschlief3end als Referenz zur Berechnung des rmsd-Wertes der
gedockten Ligandanordnungen verwendet.

Die Daten fur den Rezeptor wurden in mehreren Schritten aufbereitet.

» Ausder PDB-Datei wurden alle Nichtproteinatome (inklusive Wassermolekiile) sowie
alle Wasserstoffatome entfernt, Aminosauren auf ihre Vollsténdigkeit Gberprift, die
Hydroxylgruppe der C-terminalen Carboxylat-Gruppe mit der Kodierung OXT verse-
hen und durch Disulfidbriicken verknupfte Cysteine mit dem Monomertyp CY X be-
nannt. Histidinseitenketten in der Néhe der Bindetasche wurden auf in Frage kommen-
de benachbarte Wasserstoffbriickenbindungs-Partner untersucht und ihre Protonierung
dementsprechend gesetzt. Als Bindetasche wurde ein Bereich von 7 A um die ur-
springlichen Ligandatompositionen gewahlt.

e Unter Verwendung von AUTOMS aus der DOCK -Programmsammlung wurde mit einer
Kugel von 1.4 A Radius fir den Bereich der Bindetasche die Losemittel-zugangliche
Oberflache mit dem Programm MS von Connolly (Connolly, 1983) erzeugt. Mit
SPHGEN wurde daraufhin der Bereich der Bindetasche mit Kugeln mit variablen Ra-
dien ausgefillt, wobei die Kugeln mindestens zwel Kontaktpunkte mit der Connolly-
Oberflache der Tasche haben mufiten. Die Grof3e des abschlief3end erhaltenen Clusters
sollte dabel nicht Uber 100 Kugeln liegen; gegebenenfalls wurde die Lage einzelner
Kugeln korrigiert.

* Um die wéhrend des Einpassens der Liganden in die Proteinbindetasche haufig erfol-
gende Berechnung der Wechselwirkungsenergie zwischen Ligand und Protein zu be-
schleunigen, wurden die nur vom Protein abhangigen Anteile fur allein DOCK mdgli-
chen Bewertungsfunktionen (Kontakt-Score, Kraftfeld-Score, , chemischer”-Score)
(Ewing, 1997; Kuntz et al., 1982; Meng et al., 1992) fur Punkte eines innerhalb der
Bindetasche lokalisierten kubischen Gitters mit dem zu DOCK dazugehdrigen Pro-
gramm GRID vorherberechnet. Die Absténde der Gitterpunkte betragen hierzu 0.3 A.

Obwohl DOCK bereits 1982 vorgestellt wurde (Kuntz et al., 1982), existiert bislang keine

Validierungsstudie, bei der eine grof3e Anzahl verschiedener, kristallographisch bestimmter
Rezeptor-Ligand-Komplexe unter Anwendung aller in DOCK mdglichen Plazierungs- und
Bewertungsalgorithmen gedockt wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher die in
DOCK4.0 zur Verfuigung stehenden Moglichkeiten des Einpassens rigider Liganden (Ewing
& Kuntz, 1997) sowie die des flexiblen Dockings von Liganden in die Proteinbindetasche
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unter Verwendung eines inkrementellen Aufbaual gorithmus (Makino & Kuntz, 1997) kombi-
niert mit Bewertungsfunktionen basierend auf dem , Kontakt-Score*, dem , Kraftfeld-Score®
sowie dem ,,chemischen Score® (Ewing, 1997; Kuntz et al., 1982; Meng et al., 1992) (s.a.
Beschreibung in Kap. 3.3). Zusétzlich wurden die Bewertungen entweder direkt mit den von
den Plazierungsalgorithmen erzeugten Protein-Ligand-Geometrien oder zusétzlich nach An-
wendung einer auf einem Simplex-Algorithmus beruhenden Energieminimierung durchge-
fahrt (Gschwend & Kuntz, 1996). Damit ergeben sich 12 verschiedene Dockingmoglichkei-
ten, diein Tab. 4 aufgeftihrt sind, und die auf die 100 Komplexe in DOCK_DS angewendet
wurden.

In Tab. 5 werden jeweils fur die Teilbereiche Ligandflexibilitét, -plazierung, Bewertung
und Minimierung wichtige Parameter aufgefuhrt, die geméld den in Tab. 4 aufgefihrten Kom-
binationsmoglichkeiten verwendet werden. Nichtaufgefihrte Programmparameter folgen den
empfohlenen Einstellungen (Ewing, 1997). Aus Rechenzeitgriinden wird die maximale An-
zahl an erhaltenen geometrischen Lésungen fur rigides Docking auf 500 und fir flexibles
Docking auf 50 festgel egt.

Tab. 4: Fir die Evaluierung von DOCK verwendete Kombinationen von Ligandplazierungsalgorith-
men und Bewertungsverfahren fur die erzeugten Rezeptor-Ligand-Geometrien.

Ligandplazierung  Bewertungsmethode Minimier ung® Abkrzung”
nein rig_cnt
Kontakt-Score ja rig_cnt_min
N _ nein rig_nrg
Rigides Docking Kraftfeld-Score ja rig_nrg_min
_ nein rig_chm
Chemischer Score ja rig_ chm min
nein flex_cnt
Kontakt-Score ja flex_cnt_min
_ _ nein flex_nrg
Flexibles Docking Kraftfeld-Score ja flex_nrg_min
_ nein flex_chm
Chemischer Score ja flex_chm min

a) Verwendung einer auf einem Simplex-Algorithmus basierenden Energieminimierung der von den
Plazierungsalgorithmen erzeugten Protein-Ligand-Geometrien. Die minimierte Energiefunktion ent-
spricht dabei jeweils der Bewertungsmethode. b) Im folgenden benutzte Abkirzungen zur Kennzeich-
nung des jeweiligen Verfahrens.
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Tab. 5: Fur die Erzeugung von Rezeptor-Ligand-Komplexen mit DOCK verwendete wichtige Para-

meter.

Ligandflexibilitat

Suche nach einem , Anker” (Basisfragment) ja
Verwendung mehrerer ,, Anker* je Molekl ja
min. Ankergréf3e 10 Atome
Durchfihrung eines inkrementellen Mol ekiilaufbaus ja
Anzahl von Ligandkonfigurationen, die die néchste Stufe des inkrementellen 50
Aufbaus erreichen
systematische Durchsuchung der Torsionswinkel ja
Ligandplazierung
Verwendung in der Bindetasche plazierter Kugeln zur Ligandorientierung ja
Zufdlige Ligandorientierung nein
Generierung der gleichen Anzahl von Orientierungen fir jeden Liganden ja
Anzahl von Orientierungen, die fir einen Liganden erzeugt werden 500
Bewertung
Intramol ekulare Energieberechnung (nur fur flexible Liganden) ja
Intermol ekulare Energieberechnung ja
Gitterbasierte Bewertung ja
Verwendung eines Filters fir Atom-Atom-Uberlappungen nein
Verwendung des Modélls , vereinigter* Atome ja
Minimierung
Relaxation im Torsionsraum (nur fur flexible Liganden) ja
Minimierung des Ankers (nur fur flexible Liganden) ja
Reminimierung des Ankers (nur fir flexible Liganden) ja
Reminimierung des Liganden (nur fur flexible Liganden) ja
Konvergenzkriterium bezogen auf jede Bewertungsfunktion 0.1
max. Anzahl von Minimierungszyklen 2
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4.9.2 Testdatensitze zur Vorhersage von Bindungsaffinitaten

Zur Validierung der Vorhersage von Bindungaffinitéten werden hier zum einen Rezeptor-
Ligand-Komplexe mit kristallographisch bestimmter Geometrie und experimentell ermittelten
pK;-Werten verwendet. Allerdings beruhen Affinitétsvorhersagen im Rahmen von virtuellen
Screening-Ansétzen auf von Hand modellierten oder mit Hilfe eines Dockingverfahrens er-
zeugten Protein-Ligand-Konfigurationen. In letzterem Fall mul3 die Bewertungsfunktion die
wahrscheinlichste Geometrie zusétzlich in einer Menge aternativer Strukturen erkennen.
Deshalb werden hier zusétzlich Datensétze benutzt, bei denen Ligandbindungsgeometrien mit

dem Dockingprogramm FlexX erzeugt wurden.

Datensdtze fur in der PDB enthaltene Rezeptor-Ligand-Komplexe werden aus Arbeiten
von Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997), Bohm (B6hm, 1994; Bohm, 1998) und Head et al.
(Head et al., 1996) enthnommen, da sie bereits zur Validierung anderer Scoringfunktionen her-
angezogen wurden (Muegge & Martin, 1999) und so eine solide Vergleichsgrundlage bieten.
Fur die im folgenden aufgefihrten Sdtze wurden die Liganden und prosthetischen Gruppen
aus den PDB-Dateien extrahiert und den Atomen SYBY L-Atomtypen zugewiesen. Die Be-
rechnung der Bewertung nach Gl. 36 erfolgt unter Verwendung von Metallatomen und
prosthetischen Gruppen als Teil des Proteins; Wassermolekille werden — sofern nicht anders
angegeben — nicht mit einbezogen.

Die folgenden Tab. 6 — Tab. 15 enthaten neben den Codes der aus der PDB verwendeten
Protein-Ligand-Komplexe die experimentell bestimmten Bindungsaffinitdten in Form von
pKi- Werten. Tab. 6 umfaldt 16 Serinprotease-, Tab. 7: 15 Metalloprotease-, Tab. 8: 11 En-
dothiapepsin- und Tab. 9: 9 Komplexe des Arabinose-bindenden Proteins, die aus Eldridge et
al. (Eldridge et al., 1997) und Head et al. (Head et al., 1996) entnommen wurden. Tab. 10
enthdt einen von Muegge und Martin (Muegge & Martin, 1999) zusammengestellten Satz
von 17 Komplexen aus der Arbeit von Béhm (Bohm, 1994), die alle nicht in Tab. 6 — Tab. 9
enthalten sind und eine Auflésung besser as 2.5 A aufweisen. Dieser Datensatz wurde aus
Vergleichsgrinden mit der Arbeit von Muegge und Martin (Muegge & Martin, 1999) ver-
wendet. Tab. 11 enthalt 71 Komplexe aus einer Folgearbeit von Bohm (B6hm, 1998), die alle
in der PDB abgelegt sind. Von B6hm modellierte Komplexe standen nicht zur Verfligung und
konnten daher auch nicht verwendet werden. Fir Referenzen bezlglich der angegebenen ex-

perimentellen Affinitéten sei auf die jeweiligen Originalarbeiten verwiesen.
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Tab. 6: 16 Serinproteasekomplexe mit experimentell bestimmten Bindungsaffinitdten aus Tab. 2 und
Tab. 6 der Arbeit von Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997).

PDB-Code pK;? PDB-Code pK?
lbra 1.85 ltmt 6.34
1dwb 2.97 1tng 2.98
1dwd 8.62 1tnh 3.42
letr 7.52 1tni 1.72
lets 8.66 1tn; 1.99
lett 6.29 1tnk 1.51
1ppc 6.56 1tnl 1.90
1pph 6.32 3ptb 4.82

a) Fir T=298 K aus den in Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997) angegebenen experimentellen Affi-
nitéten berechnet.

Tab. 7: 15 Metalloproteasekomplexe mit experimentell bestimmten Bindungsaffinitéten aus Tab. 3
der Arbeit von Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997).

PDB-Code pK® PDB-Code pK®
1cbx 6.34 4tmn 10.18
1mnc 9.00 5tin 6.36
1tlp 7.55 5tmn 8.04
1tmn 7.30 6cpa 11.52
2tmn 5.88 6tmn 5.04
3cpa 3.88 7cpa 13.96
3tmn 5.90 8cpa 9.14
4tin 3.72 - -

a) Fir T=298 K aus den in Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997) angegebenen experimentellen Affi-
nitéten berechnet.

Tab. 8: 11 Endothiapepsinkomplexe mit experimentell bestimmten Bindungsaffinitéten aus Tab. 6 der
Arbeit von Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997) und Tab. 1 der Arbeit von Head et al. (Head

et al., 1996).

PDB-Code pK® PDB-Code pK®
leed 4.79 2er9 7.79
1epo 7.95 3er3 7.10
lepp 7.16 derl 6.61
2er0 6.40 Aerd 6.79
2er6 7.22 Ser2 6.56
2er? 9.00 - -

a) Fir T=298 K aus den in Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997) angegebenen experimentellen Affi-
nitéten berechnet mit Ausnahme des Wertes von 2erQ. Hier wurde der in Head et al. (Head et al.,
1996) direkt angegebene pK;-Wert verwendet.
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Tab. 9: 9 Arabinose-bindende Proteine enthaltende Komplexe mit experimentell bestimmten Bin-
dungsaffinitéten aus Tab. 4 der Arbeit von Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997).

PDB-Code pK;? PDB-Code pK?
1labe 7.01 6abp 6.35
1abf 5.41 7abp 6.45
1apb 5.82 8abp 8.00
1bap 6.85 9abp 8.00
5abp 6.63 - -

a) Fir T=298 K aus den in Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997) angegebenen experimentellen Affi-

nitéten berechnet.

Tab. 10: 17 Komplexe aus dem kombinierten Trainings- und Testdatensatz der Arbeit von Bohm
(Bohm, 1994), die nicht in Tab. 6 — Tab. 9 enthalten sind und eine Auflésung besser als

2.5 A besitzen, mit ihren experimentell bestimmten Bindungaffinitéten.

PDB-Code pK; PDB-Code pK;
1fkf 9.70 2tsc 8.52
Imbi 1.88 2xis 5.82
1phf 4.40 2ypi 4.82
1phg 8.66 4dfr 9.70
1rbp 6.72 4hvp 6.15
1rne 9.40 4phv 9.15
2cpp 6.07 5cha 2.00
2gbp 7.60 Scpp 5.88
2ifb 5.43 - -

Tab. 11: 71 Komplexe aus dem kombinierten Trainings- und Testdatensatz der Arbeit von Bohm
(Bdhm, 1998), die auch in der PDB enthalten sind, mit ihren experimentell bestimmten Bin-

dungaffinitaten.

PDB-Code pK; PDB-Code pK;

lag 7.30 2gbp 7.60
ladd 6.74 2gpb 277
1bzm 6.03 2ifb 5.43
1cbx 6.30 2phh 8.27
1cil 9.43 2r04 6.38
1cps 6.66 2tmn 4.67
lctt 452 2tsc 8.52
1ldwb 2.92 2xis 5.82
ldwc 7.40 2ypi 4.82
lela 6.35 3cpa 3.88
lelc 7.15 3dfr 10.30
1fkf 9.70 3ptb 4.74
lhpv 9.22 3tpi 4.30
lhvr 9.51 4dfr 9.70
1183 3.75 derd 6.79
1ldm 5.40 4fab 10.53
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Fortsetzung von Tab. 11:

Imbi 1.88 4grl 1.70
1phe 5.70 4hmg 2.55
1phf 4.40 4hvp 6.15
1phg 8.66 4phv? 9.15
1ppc 6.46 4tin 3.72
1pph 6.22 4tmn 10.19
1pso 10.34 4ts1 5.60
1r09? 4.90 5cna 2.00
1rbp 6.72 5cpp 5.88
1rne 9.40 5tim 2.30
1sbp 6.92 5tin 6.37
lsre 4.00 5tmn 8.04
1stp 13.40 6acn 3.00
1tlp 7.55 6cpa 11.52
1tmn 7.30 6rsa 5.00
1tnk 1.49 7cpa 14.00
lulb 5.30 7cpp 3.80
2cpp 6.07 Qaat 8.22
2ctc 3.89 Shvp 8.35
2er6 7.22 - -

a) 1Cso-Wert.

Fur die Datensdtze, bel denen Ligandbindungsgeometrien mit dem Dockingprogramm
FlexX erzeugt wurden, wurden zum einen eine Serie von 2 x 32 Inhibitoren aus der Arbeit
von Obst et al. (Obst, 1997; Obst et al., 1997) verwendet, fur die Inhibitionskonstanten ge-
genuiber Thrombin bzw. Trypsin bestimmt worden waren (Tab. 12). Diese Inhibitoren wurden
analog zu dem in Kap. 4.9.1 beschriebenen Vorgehen unter Verwendung der Parameter in
Tab. 3 (S. 85) mit FlexX in die Rezeptorstrukturen von Obst et al. (Obst et al., 1997) (fur
Thrombin) und 1pph (fir Trypsin) gedockt. Ebenfalls mit FlexX wurden 61 bzw. 15 Ther-
molysininhibitoren mit bekannten Bindungsaffinitéten aus dem Trainings- bzw. Testdatensatz
(beschrieben in Klebe et al. (Klebe et al., 1994)) in die Proteinstruktur von 1tlp gedockt (Tab.
13, Tab. 14). Um neben diesen Datensdtzen fir Serien von Inhibitoren in bezug auf ein Pro-
tein auch die Vorhersage von Bindungsaffinitdten fir in unterschiedliche Proteine gedockte
Liganden zu untersuchen, wurden aus den Séatzen FlexX _DS1 und FlexX_DS2 53 Protein-
Ligand-Komplexe extrahiert, fir die in den Arbeiten von Eldrige et al. (Eldridge et al., 1997),
Head et al. (Head et al., 1996) bzw. Bohm (Bohm, 1994; Bohm, 1998) eine experimentelle
Bindungsaffinitét berichtet wurde (Tab. 15). Fir alle Datensétze wurden Bindungsaffinitaten
nach Gl. 42 jeweils fUr die mit Gl. 36 bestbewertete Ligandgeometrie aus einer mit FlexX

erzeugten Menge von Ldsungen berechnet.
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Tab. 12: 32 Inhibitoren aus der Arbeit von Obst et al. (Obst, 1997; Obst et al., 1997) mit experimen-
tell bestimmten Bindungsaffinitdten gegentiber Thrombin und Trypsin.

Bezeichnung?® pK; (T hrombin) pK; (Trypsin)
UO54 6.17 531
UO62a 5.95 5.29
uo62b 3.77 3.37
u062c 4.95 4.85
uo62d 5.53 4.65
UO62e 3.79 3.43
Uoe62f 5.82 5.29
UO062g 6.00 5.55
UO62h 6.65 5.58
UOo62i 7.04 6.15
U062 6.45 5.27
U062k 6.35 5.05
uoe62l 5.00 5.22
UO63i 4.72 4.30
U063k 5.82 5.49
uoe63l 5.85 5.30
uo67 6.56 5.42
U068 5.13 5.49
uo71 5.29 4.49
Uo75 6.30 5.95
U089 5.20 4.50
U090 5.69 4.19
U095 5.03 4.38
U0109 5.69 4.19
UO110 7.02 513
Uo111 7.52 5.17
UO112 6.06 4.48
uo128 8.09 5.77
UO0129 8.00 5.63
UO0130 7.88 5.00
uo131 5.77 5.35
U0132 5.85 5.28

a) Die Nummern der Bezeichnungen sind identisch mit den in Obst (Obst, 1997) angegebenen.
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Tab. 13: 61 Thermolysininhibitoren aus dem Trainingsdatensatz von Klebe et al. (Klebe et al., 1994),
fur die experimentel| bestimmte Bindungsaffinitaten bekannt sind.

Bezeichnung?® pK; Bezeichnung® pK;
ACE_OHLEU_AGNH2 247 PO3_FAGNH2 5.59
BZSAG 6.12 PPHEOH 414
C6PCLTNME 7.28 R THIORPHAN 5.64
C6PLTNME 8.82 S02P_FAGNH2 5.16
C6POLTNME 5.84 S THIORPHAN 574
CBZPHE 3.29 SO3 FAGNH2 2.37
CH3COCH2CO_FAGNH2 251 Z D_APOLA 4.62
CH302S FAGNH2 0.52 Z D _FPLA 6.32
CHO _OHLEU_AGNH2 2.47 Z D _FPOLA 452
CLTZNCRYS 747 Z D_LPOLA 4.38
DAH50 7.96 Z NH_GLNH2 3.42
DAH51 6.22 Z NH_GLNHOH 557
DAH52 5.55 ZALA 6.07
DAH53 6.66 ZAPOLA 574
DAH54 5.77 ZFPLAZNCRYS 10.17
DAH55 2.42 ZFPOLA 7.35
HOCH2CO_FAGNH2 2,54 7G_D_LNHOH 4.32
NHOHBZMAGNA 6.37 ZGG_D LNHOH 3.60
NHOHBZMAGNH2 6.18 ZGGLNHOH 441
NHOHBZMAGOH 6.18 ZGGNHOH 3.03
NHOHBZMOET 4.70 ZGLNH2 1.68
NHOHIBMAGNH2 6.32 ZGLNHOH 4.89
NHOHLEU 3.72 ZGLNMEOH 2.65
NHOHMALAGNH2 2.96 ZGLY 6.39
OHBZMAGNH?2 3.38 ZGPCLLZNCRYS 6.74
P ILE AOH 6.44 ZGPLA 7.78
P_OPHE OME_LEUNH2 0.52 ZGPLLZNCRYS 8.04
PAAOH 4.06 ZGPOLA 4.89
PHOSPHORAMIDON 7.55 ZGPOLLZNCRYS 5.05
PLEUNH2 4.10 ZLPOLA 6.17
PNHET 0.52 - -

a) Die Bezeichnungen folgen den in Klebe et al. (Klebe et al., 1994) angegebenen.

Tab. 14: 15 Thermolysininhibitoren aus dem Testdatensatz von Klebe et al. (Klebe et al., 1994), flr
die experimentell bestimmte Bindungsaffinitéten bekannt sind.

Bezeichnung?® pK; Bezeichnung® pK;
PLFOH 772 ZGPLG 6.57
PPPHE 2.79 ZGPLNH2 6.12
ZFGNH2 3.46 ZGPOLF 4.27
ZGPCLA 7.73 ZGPOLG 3.64
ZGPCLF 7.18 ZGPOLNH2 3.18
ZGPCLG 6.52 ZLGNH2 2.51
ZGPCLNH2 5.85 ZYGNH2 3.66
ZGPLF 712 - -

a) Die Bezeichnungen folgen den in Klebe et al. (Klebe et al., 1994) angegebenen.
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Tab. 15: 53 Protein-Ligand-Komplexe, die aus den Datensétzen FlexX _DS1 und FlexX_DS2 extra-
hiert wurden und fir die eine Bindungsaffinitét in Eldrige et al. (Eldridge et al., 1997), Head
et al. (Head et al., 1996) bzw. Bohm (B6hm, 1994; Béhm, 1998) berichtet wurde.

PDB-Code pK; PDB-Code pK;
laaq 8.40 1tni 1.70
labe 7.02 1tnk 1.49
1abf 5.42 1tnl 1.88
1apt 9.40 2cgr 7.28
1cbx 6.30 2cpp 6.07
1cps 6.66 2ctc 3.89
ldwd 8.48 2er6 7.22
leed 4.79 2gbp 7.60
lela 6.35 2tmn 5.89
lelc 7.15 2xis 5.82
letr 7.40 2ypi 4.82
1hs 7.30 3cpa 3.89
lhvr 9.51 3ptb 4.74
1idm 5.40 4dfr 9.70
Imbi 1.88 4hmg 2.55
Insc 5.44 4hvp 6.11
1phf 4.40 4phv 9.15
1phg 8.66 4tin 3.72
1ppc 6.46 4tmn 10.19
1pph 6.22 4ts1 5.60
1ppk 7.66 5abp 6.64
1pso 10.34 stmn 8.04
1rbp 6.72 6abp 6.36
1rne 9.40 6cpa 11.52
1tlp 7.55 6tmn 5.05
1tng 2.93 7cpa 14.00
1tnh 3.37 - -

4.9.3 Testdatensatzefur virtuelles Screening

Fur die Untersuchung der Gute der entwickelten Bewertungsfunktion fir Anwendungen im
Rahmen des virtuellen Screenings wurden zwei Datensétze aufgebali.

Im ersten Fall wurden Strukturen von 31 Verbindungen aus der Arbeit von Murray et al.
mit bekannten Inhibitionskonstanten (pKi-Werte im Bereich zwischen 2 und 7) fir Thrombin
und Trypsin (Abb. 1 und Tab. 1 in (Murray et al., 1998)) mit Hilfe von SYBYL (SYBYL)
erzeugt (s.a Kap. 4.9.1). Diese Inhibitoren bilden den Satz der ,, Aktiven®. Unter Verwendung
von UNITY (UNITY) wurden in der Molekuldatenbank ACD (Available Chemicals Directo-
ry) (MDL) der Version 98.2 mit 183564 Eintrégen zunadchst ale Molekile mit nicht-
zyklischen Amidino- und Amidinium-Funktionen gesucht. Dabel wurden 2398 bzw. 105 Ein-
trage erhalten. Eine Auswahl aler Molekile mit einem Molekulargewicht < 500 Da lieferte
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daraus 977 Eintrage. Mit CORINA (Gasteiger et al., 1990) wurden anschlief?end 3D-
Geometrien erzeugt, wobei die Optionen wh (Ausgabe mit Wasserstoffatomen), rs (Entfernen
kleiner Fragmente, z.B. Gegenionen) und neu (Neutralisieren geladener funktioneller Grup-
pen) verwendet wurden. Nach dem Entfernen sich nur durch den Einbau verschiedener Isoto-
pe unterscheidender, ansonsten doppelt vorhandener Molekile verblieben 824 Eintrage. Bei
ihnen wurden alle Carboxyl-, Phosphorsdure und Sulfonsaure-Gruppen deprotoniert, wohin-
gegen aliphatische Amine sowie nicht-zyklische Amidino- und Guanidinogruppen protoniert
wurden. Hierzu sowie zur Entfernung doppelt vorhandener Molekile wurden eigene Pro-
gramme beruhend auf Subgraphen-Algorithmen verwendet. Diese Molekile bilden den Satz
der , Inaktiven“. Beide Sétze wurden mit FlexX (Rarey et al., 19964) - wie in Kap. 4.9.1 be-
schrieben - in die Rezeptorstrukturen der PDB-Eintrage 1dwd (Thrombin) und 1pph (Trypsin)
gedockt. Die Bewertung der jeweils bis zu 500 erhaltenen Dockingldsungen eines Liganden
bzgl. des Proteins erfolgte mit Gl. 36.

4.9.4 Testdatensdtze zur Untersuchung der impliziten Berlcksichtigung von Direktio-
nalitat in Paar-Potentialen

Zur Untersuchung der impliziten Berlicksichtigung von Direktionalitét wurden die 159
Protein-Ligand-Kristallstrukturen aus den Testdatensdtzen zur Bestimmung nativ-ahnlicher
Protein-Ligand-Konfigurationen FlexX_DS1 und FlexX_DS2 vereinigt. Da hier bereits Pro-
teine und Liganden aus den jeweiligen PDB-Dateien extrahiert wurden und die Liganden mit
SYBY L-Atomtypnotation vorlagen (s.a. Kap. 4.9.1), konnten die Daten direkt fir die Berech-

nungen elngesetzt werden.

495 Trainings- und Testdatensatz fur die proteinspezifische Adaptierung der Bewer -

tungsfunktion durch Einbeziehung von Zusatzinfor mation

Die zur Untersuchung der proteinspezifischen Adaptierung der Bewertungsfunktion heran-
gezogenen Trainings- und Testdatensdtze umfassten die 61 bzw. 15 in Tab. 13 (S. 95) und
Tab. 14 (S. 95) zusammen mit ihren experimentell bestimmten pK;-Werten aus der Arbeit von
Klebe et al. (Klebe et al., 1994) aufgefihrten Verbindungen. Ihre Auswahl erfolgte aus zwei
Grunden. Zum einen wurden ale 61 Trainingsverbindungen sowie mindestens 11 der 15
Testverbindungen in Arbeiten von Waller und Marshall (Waller & Marshall, 1993), DePriest
et al. (De Priest et al., 1993) sowie Klebe et al. (Klebe & Abraham, 1999) verwendet, um den
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EinfluR verwendeter Uberlagerungstechniken und unterschiedlicher Deskriptorfelder auf die
Gute des erhaltenen Modells zu untersuchen. Somit kdnnen die Ergebnisse der hier vorge-
stellten Methode mit denen in den erwadhnten Arbeiten verglichen werden. Zum anderen sind
fur 8 der 61 Verbindungen Kristallstrukturdaten in der PDB verfugbar (PDB-Codes: 1tlp,
1tmn, 2tmn, 4tIn, 4tmn, 5tin, 5tmn, 6tmn).

Von den Kristallstrukturen wurden daher 1tlp, 1tmn, 4tmn und 5tmn als Template fir den
strukturellen Aufbau der Liganden verwendet; die fir die Berechnung der Felder (s.a. Kap.
4.8.1) zugrundegelegte Proteinstruktur stammt aus 1tlp. Unter der generellen Annahme de-
protoniert vorliegender Carbonsaure- und Phosphorsauregruppen (ansonsten folgt die Wahl
der Atomtypen der Liganden der in Tab. 2 (S. 65) beschriebenen) wurden die Liganden der
vier oben erwahnten Kristallstrukturen zunéchst in der starr gehaltenen Bindetasche von 1tlp
mit dem Kraftteld MAB (Gerber, 1998; Gerber & Miller, 1995) des Modellierungspro-
gramms MOLOC minimiert, wobei kontrolliert wurde, dal3 sich die durch die Kristallgeome-
trien vorgegebenen Torsionswinkel nicht wesentlich andern. Hierdurch sollten insbesondere
Bindungsléangen und -winkel auf die im MAB-Kraftfeld vorgegebenen Parameter angepal3t
werden. Die weiteren Verbindungen des Trainings- und Testdatensatzes wurden nun sukzes-
sive mit MOLOC aufgebaut, wobei zu den Templatmolekilen unverdnderte Grundgeriste
sowie Wechselwirkungszentren der Liganden mit dem Protein direkt Uberlagert wurden; steri-
sche Uberlappungen mit dem Protein wurden verhindert. Abschlieend wurden die Liganden
mit dem MAB-Kraftfeld in der Bindetasche minimiert.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In dem folgenden Kapitel 5.1 werden zunéchst die Eigenschaften der abgeleiteten distanz-
abhéngigen Paarpotentiale beschrieben. Die von der Ldsemittel-zuganglichen Oberfl&che ab-
hangigen Einteilchenpotentiale werden anschlief3end in Kapitel 5.2 aufgefuhrt. Kapitel 5.3
gibt eine kritische Betrachtung des gewahlten wissensbasierten Ansatzes. Kapitel 5.4 stellt die
Ergebnisse bel der Bewertung nativ-ahnlicher Komplexgeometrien dar. Zu Beginn wird dabei
eine Validierung des Docking-Programms DOCK (Kuntz et al., 1982; Makino & Kuntz,
1997; Meng et al., 1992) vorgestellt. In Kapitel 5.5 wird die entwickelte Bewertungsfunktion
zur Priorisierung von Liganden verwendet und ein Beispiel zum virtuellen Screening von
Substanzbibliotheken vorgestellt. Die Untersuchung der impliziten Berticksichtigung gerich-
teter Wechselwirkungen in den Paarpotentialen und ihre potentielle Anwendbarkeit zur Li-
gandoptimierung wird in Kapitel 5.6 behandelt. Kapitel 5.7 stellt abschlieffend eine Methode
vor, wie die abgeleiteten Paarpotentiale unter Einbeziehung zusétzlicher Informationen pro-

teinspezifisch adaptiert werden kénnen.

5.1  Eigenschaften distanzabhangiger Paarpotentiale

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Paarpotentiale entsprechen denjenigen, die nach
Gl. 15 bzw. Gl. 36 zur Vorhersage von Struktur und Bindungsaffinitdt von Protein-Ligand-
Komplexen im weiteren Verlauf der Arbeit verwendet werden. Die fir sie getroffene Wahl
des Referenzzustandes gemald Gl. 24, der Intervallparameter und Parameter der Gléttungs-
funktion (s.a. Kap. 4.2.3) sowie die Art der Behandlung von Verteilungen geringer Datenan-
zahl gemaR GI. 26 mit y=10" hat sich unter Verwendung des Kalibrierungsdatensatzes
FlexX_DS1 als optimal erwiesen (s.a. Kap. 5.4.5). Eine Korrektur des zur Verfligung stehen-
den Kugelschaenvolumens nach Gl. 30 wird hierbei nicht angewendet. Ergebnisse unter
Verwendung der in Kap. 4.2 vorgestellten Parameter- und Berechnungsalternativen werden
ebenfalsin Kap. 5.4.5 dargestellt. In diesem Kapitel wird alerdings der Einflul? der Qualitét,
Grole und Zusammensetzung des zur Ableitung der Paarpotentiale verwendeten Datensatzes
auf ihren Verlauf diskutiert. Fur alle im folgenden auftretenden Falle bezieht sich hierbei der
Index des ersten Atomtyps auf ein Ligandatom, der Index des zweiten Atomtyps auf ein Pro-
teinatom. Da bel der Verwendung von 17 Atomtypen insgesamt 289 mogliche Paarkombina-
tionen auftreten, wird aul3erdem nur eine Auswahl der erhaltenen Potentiale vorgestellt.
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5.1.1 Auftrittshaufigkeiten von Paarwechselwirkungen

Paarverteilungsfunktionen fur Protein-Ligand-Atompaare wurden unter Verwendung von
Gl. 13 durch Auszadhlen der Auftrittshaufigkeit der jeweiligen Paare nach Gl. 14 bestimmit.
Basierend auf 1376 kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexen und Uber den
gesamten Intervallbereich von 1 bis 6 A integriert, ist die Auftrittshaufigkeit aller Paarwech-
selwirkungen in Tab. 16 aufgefuhrt.

Die fur die hier vorgestellten Beispiele (Abb. 10, S. 107 und Abb. 11, S. 110) geringste
Zahl von Auftrittshaufigkeiten ergibt sich fur die 0.3-O.3-Wechselwirkung mit 7106, die
hochste Anzahl wird fur die C.3-C.3-Wechselwirkung mit 118848 gefunden. O.co2-N.pl3,
0.3-0.co2 und C.ar-C.ar liegen mit 7971, 11382 und 26806 Eintrdgen dazwischen. Im O.3-
O.3-Fall bedeutet dieses, dal3 im Durchschnitt mehr als 140 Eintrage je Intervall der Welite
0.1 A gefunden werden. Obwohl diese mittlere Anzahl einen Eindruck von der statistischen
Signifikanz der Verteilung gibt, ist zu bemerken, dai v.a. fir Distanzen < 2.4 A die Anzahl
der Eintrage deutlich geringer wird. Die Vertellung in diesem Distanzbereich ist daher we-
sentlich weniger signifikant.

Betrachtet man alle Paarverteilungen, so sind in 172 Fallen (entsprechend 60 %) weniger
als 500 Eintrége insgesamt vorhanden (grau unterlegte Felder in Tab. 16), d.h. weniger als 10
Eintrége je Intervall im Mittel. In 156 Féllen davon (d.h. in 54 % aler Félle) hat das Ligand-
oder das Proteinatom den Typ S.3, P.3, C.cat, Metall, F, Cl oder Br. Das seltene Auftreten von
S.3, F, Cl und Br im zur Ableitung der Potentiale verwendeten Datensatz wird dabel auch in
den verwendeten Testdatensdtzen reflektiert. Solange Wechselwirkungen zwischen
S.3/F/Cl/Br-X-Kontakten (X sei ein beliebiger Typ) die gesamten Wechselwirkungen zwi-
schen Protein und Ligand nicht dominieren, kann daher von der Annahme ausgegangen wer-
den, dal? die Bewertung der Gesamtwechselwirkungen auf Grundlage der haufiger populierten
Verteilungen verlaldich durchfihrbar ist.

Fur den Fall der P.3-Atome gilt insbesondere, dal sie sehr hdufig tetraedrisch von Sauer-
stoff-, Kohlenstoff und Stickstoffatomen unter Bildung von Phosphat-, Phosphonat- und
Phosphinat-Derivaten umgeben sind. Derart vergraben sollte der grofte Anteil der Wechsel-
wirkungen dieser funktionellen Gruppen durch die héaufig populierten Verteilungen der um-
gebenden Atome und weniger durch P.3 an sich bedingt werden. Wenn auch abgeschwécht,
kann dieses ebenfalls fur C.cat-Atome angenommen werden, die das Kohlenstoffatom in
Amidino- und Guanidinofunktionen beschreiben. Zumindest in der Ebene dieser funktionellen
Gruppen ist das Kohlenstoffatom dann von Stickstoffatomen abgeschirmt.
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Diein Tab. 16 auf der Proteinatomseite aufgeftihrten P.3-, F-, Cl-, Br- und Metall-Typen
resultieren aus der Einbeziehung von prosthetischen Gruppen bzw. Kofaktoren als Teile der
Proteine wahrend der Ableitung der Potentiale. Besonders die Halogen-Typen sind dabei nur
schwach populiert; fir X-Br-Verteilungen mit X als beliebigem Typ werden tberhaupt keine
Kontakte gefunden. Allerdings ermdglicht die Anwendung der Dreiecksfunktion zur Glattung
der Rohdaten und die Behandlung von Verteilungen mit einer geringen Anzahl von Beob-
achtungen gemal3 Gl. 26 auch die Verwendung der seltenen Informationen im Falle der F- und
ClI-Typen. Auswirkungen durch das Ausschlief3en dieser Atomtypen auf die Vorhersagekraft
der Potentiale werden in Kap. 5.4.5 diskutiert. Atome des Typs Metall auf der Ligandseite
resultieren hingegen aus der Betrachtung von Metallatomen als Liganden wahrend der Poten-
tialerstellung. Eine mogliche Anwendbarkeit fir Potentiale mit diesem Ligandatomtyp besteht
in der Identifikation von Metallbindungszentren in Proteinen.

5.1.2 Referenzzustand der Paarwechselwirkungen

Bel der Interpretation einzelner Merkmale in den Vertellungsfunktionen sowie in den
daraus abgeleiteten Potentialen ist zu berlicksichtigen, dal3 die Paarverteilungsfunktionen
Mittelungen Uber die gesamte betrachtete Protein-Ligand-Datenbank sind. Sie enthalten daher
implizit sowohl Informationen Uber in kondensierten Systemen auftretende Vielkorperwech-
selwirkungen als auch Informationen Uber Wechselwirkungen, die von verschiedenem physi-
kalischem Ursprung sind (etwa elektrostatische und sterische Wechselwirkungen sowie L6-
semitteleffekte). Aus diesem Grund ist eine Erkldrung einzelner Merkmale auf Grundlage der
Wechselwirkungen zwischen Atomen eines isoliert betrachteten Paares und somit eine Sepa-
ration in Zweikorperwechselwirkungen nur bedingt moglich (Moult, 1997).

Der in Abb. 10 (S. 107) jeweils mit angegebene Referenzzustand wird durch Mittelung
Uber ale normierten radialen Paarverteilungsfunktionen gemald Gl. 24 berechnet. Dement-
sprechend kann er als Reprasentation von Wechselwirkungen zwischen Atomen eines allge-
meinen Typs angesehen werden, d.h. er enthélt hauptsachlich unspezifische Informationen
bedingt durch generelle Packungseffekte (Sippl, 1990; Sippl, 1993).

Eine dennoch zu bemerkende Strukturierung im Verlauf des Referenzzustandes kann fir
kleine Abstande um 2 A auf das Auftreten von Kontakten zu Metallatomen zuriickgefuhrt
werden. Eine Schulter bei 2.7 A tritt durch in diesem Bereich besonders héufige polare bzw.
geladene Wechselwirkungen auf. Die erhohte Wahrscheinlichkeit um 4 A geht vermutlich auf
héufig auftretende aromatische Wechselwirkungen sowie Wechselwirkungen in sekundér-
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strukturartigen Faltblattanordnungen peptidischer Liganden mit umgebenden Proteinketten
zurlick. Eine Strukturierung bel noch grofReren Abstanden |83t sich durch das Auftreten von
Wechselwirkungsmustern in der zweiten Koordinationssphére um ein betrachtetes Zentrala-

tom erklaren.
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5.1.3 Individuelle Paarverteilungen und daraus abgeleitete statistische Préaferenzen fur

Paarwechselwirkungen

Um nativ-dhnliche Protein-Ligand-Geometrien in einer Menge von erzeugten Komplex-
strukturen erkennen sowie verschiedene Liganden bzgl. eines oder mehrerer Proteine korrekt
priorisieren zu konnen, missen die erhaltenen typspezifischen Paarverteilungen sowie die
daraus nach Gl. 11 berechneten Paarpotential e ausreichend voneinander verschieden sein.

Fir die Beurteilung der Ahnlichkeit jeweils zweier Verteilungen oa bzw. ps kann das
Skalarprodukt analoger Verteilungswerte verwendet werden, wobel die Summation Uber ale
Intervalle | der diskreten Verteilungen |8uft:

> £40) 230
E;mf@lz %gpg(i)zgz

Bedingt durch die Normalisierung im Nenner ergibt sich fir identische Verteilungen ein

Gl. 64

Sit (0, £g) =

Wert von 1, fur sich bei jedem Intervall genau im Vorzeichen des Wertes unterscheidende
Verteilungen ein Wert von —1. Ein Wert von 1 wird alerdings auch fir zwel Verteilungen
erhalten, deren Werte sich nur um einen konstanten (positiven) Faktor voneinander unter-
scheiden. Das auf GI. 64 basierende Mal? beschreibt also die Ahnlichkeit der Form der Ver-
teilungen, nicht jedoch die Ahnlichkeit der GroRenordnungen ihrer einzelnen Werte. Im Rah-
men der Ahnlichkeitsbeurteilung von Molekilen wurde von Hodgkin und Richards (Hodgkin

& Richards, 1987) ein Mal3 vorgeschlagen, das diesen Nachteil umgeht:
2 ; PA() pg (i)

@gmnzgﬂgpsa)zg

Auch hier ergibt sich wieder ein Wert von 1 fur identische Verteilungen sowie von -1 fir

Gl. 65

SiM(p,,, P5) =

solche, die sich nur im Vorzeichen unterscheiden. Allerdings erhélt man nun fir zwel Vertei-
lungen, die sich nur um einen konstanten Faktor n unterscheiden, ein Ahnlichkeitsmal? von
2n/ (1 + n?). Somit wird also Form und GréRenordnung der Verteilungen gleichermalien
beurteilt. FUr die pa bzw. gs in Gl. 64 bzw. Gl. 65 kénnen formal jeweils die nach Gl. 13 er-
haltenen Paarverteilungsfunktionen wie auch die nach Gl. 11 berechneten Paarpotentiale ein-
gesetzt werden.

Gl. 64 wurde nun angewendet, um die Ahnlichkeit zweier Potentiale zu untersuchen, bei

denen der Typ von Ligand- und Proteinatom jeweils vertauscht ist. Das Ergebnisist in Abb. 9
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in farbcodierter Form fur ale moglichen Atom-Atom-Paare gezeigt; rote Farben stehen dabei
far (nahezu) identische Paarpotentiale, (hell-)blaue fur unahnliche. Im Falle dunkelblauer Fl&
chen konnte kein Wert ermittelt werden, da mindestens eines der Potentiale aufgrund fehlen-
der Kontakte in der zur Ableitung verwendeten Datenbank nicht ermittelt werden konnte. Bis
auf den oberen linken Bereich der Abb. 9 mit Ahnlichkeitswerten fur Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Paarpotentiale um 1 Uberwiegen in den meisten anderen Féalen jedoch deutlich
davon abweichende Werte (fir 66 % aller berechenbaren Falle liegt das Ahnlichkeitsmal? un-
ter 0.9). Dieses Ergebnis wird auch durch visuellen Vergleich jeweils zweier Potentiale mit
ausgetauschten Ligand- und Proteinatomtypen erhalten. Aus diesem Grund wird darauf ver-
zichtet, die Paarverteilungsfunktionen fir Atompaare mit den Typen t; - t, mit solchen zu ver-
einigen, die die Typen t; - t; besitzen. Eine Erkl&rung fir diese Unterschiede resultiert as Ei-
genheit der verwendeten Daten: nur im Fall der Betrachtung eines isolierten Atompaares oder
eines Atompaares, das in eine homogene, nicht-strukturierte (molekulare) Umgebung einge-
bettet ist, ergeben sich bzgl. der Atomtypen des Paares symmetrische Verhédltnisse. Bei dem
hier verfolgten Weg der Ermittlung der Verteilungsfunktionen aus strukturierten, dicht ge-
packten Protein-Ligand-Komplexen zeigen sich dagegen klare Unterschiede zwischen t; - to-
und t; - t;-Verteilungen, die auf eine Einbettung der jeweiligen Atome in eine unterschiedli-
che molekulare Umgebung zuriickzuftihren sind. So kommen z. B. Atome des Typs 0.2 im
Protein nur in Peptidbindungen und in den Amidgruppen von Asn und GIn vor, in Ligand-
molekilen dagegen in einer Vielzahl funktioneller Gruppen. Insbesondere fur Atomtypen S.3,
P.3, F, Cl, Br und Metall fallen deutliche Unahnlichkeiten zwischen den verglichenen t; - t,
sowiet; - t; Potentialen auf, was sicherlich auch mit der geringen Anzahl von Beobachtungen
fur Vertellungen mit diesen Typen und der daraus resultierenden geringen statistischen Signi-
fikanz erklart werden kann. Dal3 dieses aber nicht der alleinige Grund ist, zeigt sich z. B. fur
dieFélle O.co2 - 0.2/ 0.2 -0.co2 (13739 bzw. 1984 Beobachtungen) oder 0.3—-C.2/ C.2—
0.3 (31537 bzw. 5120 Beobachtungen) mit jewells ausreichender Anzahl von Atom-Atom-
Kontakten und dennoch stark unterschiedlichen Potentialen. So betragt der nach Gl. 65 be-
rechnete Ahnlichkeitswert im ersteren Fall 0.42, im letzteren 0.45.

Anaog wurde fur die Paarpotentiale der Einflul? des in GI. 13 benttigten Kugelschalen-
volumens untersucht, indem anstelle des jeweiligen Gesamtvolumens nur noch der durch be-
nachbarte Ligandatome nicht besetzte Teil gemal3 Gl. 30 verwendet wurde. Hierbel betragt
der Volumeninhalt eines Kugel schalenelementes maximal 2 % des Volumens der gesamten
Kugelschale (fir =1t/ 2 entsprechend sin@=1). In mehr als 99% der verglichenen Félle
betragt das nach Gl. 65 berechnete AhnlichkeitsmaR alerdings mehr als 0.9, so dai? die Vo-
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lumenkorrektur hier keinen Einflul auf die Form der Potentiale zeigt. Dies steht auf den er-
sten Blick im Gegensatz zu Ergebnissen von Muegge und Martin (Muegge & Martin, 1999),
die die Notwendigkeit einer Volumenkorrektur betonen. Sie verwenden alerdings im Gegen-
satz zu dem hier vorgestellten Ansatz keinerlel Referenzzustand sowie einen maximalen Ab-
stand zwischen zwei Atomen bei der Potentialableitung von 12 A, wohingegen die hier er-
haltenen Potentiale nur fiir Abstiande bis 6 A ermittelt wurden.

Abb. 9: Nach Gl. 65 berechnete Ahnlichkeiten von Paarpotentialen, bei denen der Atomtyp von Li-
gand und Protein jeweils vertauscht ist. Das AhnlichkeitsmaR ist farbcodiert angegeben; rote
Farbtone entsprechen Ahnlichkeitswerten um 1, d.h. identischen Paarpotentialen, blaue
Farbtone deuten auf undhnliche Potentiale hin (s. a. Farbskala am oberen Rand). Die dunkel-
blauen Quadrate stehen fir Falle, in denen mindestens eines der verglichenen Potential e auf-
grund mangelnder Informationen im Datensatz nicht definiert ist.

Die erhaltenen Paarverteilungsfunktionen konnen in zwei Hauptklassen unterteilt werden: die
erste umfaldt Wechselwirkungen zwischen polaren und geladenen Atomen und zeigt deutliche
Maxima zwischen 25 A und 3.0A. Sie sind auf Wasserstoff- und Salzbriickenbindungen
zwischen den jeweiligen Atompaaren zuriickzufiihren (Abb. 10 a). Die zweite Klasse bein-
haltet nichtpolare Wechselwirkungen und zeigt i.a. breitere Verteilungsfunktionen mit weni-
ger stark ausgepragten Maxima. Fur sie ergeben sich hdhere Wahrscheinlichkeiten verglichen
mit dem Referenzzustand fiir Atom-Atom-Abstande > 3.5 A (Abb. 10 b).
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Abb. 10: Paarverteilungsfunktionen polarer und geladener (a) (0.co2-N.pl3 (+), 0.3-0.co2 (4), 0.3-
0.3(0O)) bzw. nichtpolarer (b) (C.ar-C.ar (4), C.3-C.3 (O)) Atom-Atom-Wechselwirkungen,
wie sie unter Verwendung von Gl. 13 bzw. Gl. 14 aus 1376 experimentell bestimmten Kri-
stallstrukturen von Protein-Ligand-Komplexen ermittelt wurden. Die erste Atomtypbezeich-
nung bezieht sich dabei auf das betrachtete Ligandatom, die zweite auf das Proteinatom. Der
nach Gl. 24 a's gemittelte Verteilung Uber ale moglichen Paare berechnete Referenzzustand
ist in beiden Féllen zusétzlich angegeben ().

Zusétzlich zu dieser ersten Unterteilung lassen sich jedoch fir Verteilungen innerhalb einer
Gruppe weitere Unterschiede feststellen. Fir die in Abb. 10 a gezeigten Paarverteilungsfunk-
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tionen nimmt die Breite der auf die néachsten Nachbarn zuriickgehenden Maximain der Reihe
0.co2 - N.pl3, 0.3 - 0O.co2 und 0.3 - 0.3 zu, wohingegen ihre Hohe in umgekehrter Richtung
zunimmt. Die aufgefiihrten Kombinationen von Atomtypen sind dabei charakteristische Ver-
treter fUr Salzbriicken, ladungsunterstiitzte Wechselwirkungen und ,,normale” Wasserstoff-
briickenbindungen (Davis & Teague, 1999). Zusétzlich zu diesen ersten Maxima ergibt sich
fir die O.co2 —N.pl3-Verteilung ein zweites Maximum bel 3.6 A, das auf sekundére Wech-
selwirkungen zwischen den nicht unmittelbar gegentiber stehenden Atomen zuriickgeht (s.a.
Abb. 3 a S. 13). In alen drei Verteilungen schliefdich ist ein weiteres Maximum zwischen
4.8 und 5.0 A zu beobachten, das die zweite Koordinationssphére des jeweiligen Wechselwir-
kungspartners um das betrachtete Zentralatom widerspiegelt. Das Auftreten dieser Art von
Maximaist charakteristisch fir Systeme im kondensierten Zustand (Ben-Naim, 1992). Fur die
in Abb. 10 b gezeigten Paarverteilungsfunktionen nichtpolarer Atome tritt fur den C.ar — C.ar-
Fall ein deutliches Maximum bei 3.7 A auf, das die TeT-Wechselwirkungen aromatischer Sy-
steme widerspiegelt (Hunter & Sanders, 1990; Hunter et al., 1991). Die C.3-C.3-
Verteilungsfunktion dagegen weist einen Uber einen weiten Distanzbereich verlaufenden An-
stieg auf, ohne ein charakteristisches Maximum zu zeigen.

Die nach Gl. 11 aus diesen Paarverteilungsfunktionen und dem angegebenen Referenzzu-
stand berechneten statistischen Préferenzen sind in Abb. 11 gezeigt. Beachtet man die log-
arithmischen Einheiten auf der Ordinate, so ergibt sich beim Vergleich der Potentialminima
von 0.3—0.3 bzw. 0.3 -0.co2 in Abb. 11 abei einem Abstand um 2.5 A, daR erstere Wech-
selwirkung um das Zweieinha bfache weniger glinstig sind als letztere. Auf den ersten Blick
Uberraschend ist dagegen, dal’3 der Unterschied zwischen O.3—-0.co2 und O.co2—N.pl3
deutlich geringer ausfallt und letztere Wechselwirkung sogar weniger ginstig ist as erstere.
Dies scheint zunéachst der gangigen Meinung zu widersprechen, dal3 Salzbriicken zwischen
zwel geladenen Partnern mehr zur Stabilisierung von Protein-Ligand-Komplexen beitragen
as lediglich ladungsunterstiitzte Wasserstoffbriicken (Davis & Teague, 1999; Hossain &
Schneider, 1999). Allerdings treten gemald der Definition der Atomtypen in Tab. 2 (S. 65)
N.pl3-Typen nur in Amidino- und Guanidinogruppen auf. In einer idealen bidentaten geome-
trischen Anordnung einer Carboxylat- und einer Amidino- (oder Guanidino-) Gruppe (Abb. 3,
S. 13) ergeben sich daher immer zwei O.co2 — N.pl3-Wechsaelwirkungen im Gegensatz zu
einer 0.3 -0.co2-Wechselwirkung in einer ideal orientierten ladungsunterstiitzten \Wasser-
stoffbriicke. Beschrankt man die Betrachtung von Wechselwirkungen nur auf die jeweils
néchsten Nachbarn, so tragt eine bidentate Salzbriicke daher etwa zweimal soviel zur Stabili-
sierung eines Protein-Ligand-Komplexes bel wie eine Wechselwirkung zwischen einem pola-
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ren und einem geladenen Atom. Zusétzlich sei auf die Schulter in der statistischen Praferenz
von 0O.co2 —N.pl3 bei 3.5 A hingewiesen, die auf die oben erwéhnten sekundaren Wechsel-
wirkungen zwischen nicht unmittelbar gegentiberstehenden Atomen in diesen bidentaten
Salzbrucken zurtickzufthren ist.

Bel den in Abb. 11 b gezeigten statistischen Praferenzen fUr ausgewahlte nichtpolare
Wechselwirkungen ergibt sich fiir C.ar — C.ar-Kontakte eine erhdhte Préferenz um 3.7 A in
Ubereinstimmung mit beschriebenen aromatischen-aromatischen Wechselwirkungen (Hunter
& Sanders, 1990; Hunter et al., 1991). Die C.3 — C.3-Pré&ferenz ist dagegen Uber den gesamten
Bereich ab 4 A bis zum Abstandsmaximum bei 6 A zwar kleiner als Null (und die Wechsel-
wirkung damit giinstig), dabei aber wenig strukturiert. Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Tatsache, dal? diese Art von Wechselwirkungen nahezu keinen geometrischen Beschrénkun-
gen unterliegt.

Beim Vergleich der Tiefe der jeweiligen Potentialminima mufd zudem beachtet werden,
dal? bei kurzen Distanzen (< 3A) im Mittel nur ein direkter Wechselwirkungspartner invol-
viert ist. Mit zunehmendem Abstand werden jedoch zusétzliche (ndchste) Nachbarn einbezo-
gen; ihre Anzahl ist dabei proportional zur dritten Potenz des Abstandes. Bei der Beurteilung
des Beitrages eines spezifischen Kontaktes zur Stabilitét eines Protein-Ligand-Komplexes
muf3 daher sowohl dessen individuelle Stérke als auch die Haufigkeit seines Auftretens be-
rucksichtigt werden.

Verglichen mit van der Waals-Wechselwirkungen zwischen zwel Atomen eines isolierten
Paares zeigen die erhaltenen statistischen Préferenzen zwei charakteristische Unterschiede.
Zum einen resultieren die zusétzlichen Minima bei groReren Absténden aus (dichten) Pak-
kungsanordnungen der Atome in der betrachteten molekularen Umgebung und spiegeln deren
Organisation in Form von Koordinationsschalen héherer Ordnung wider. Zum anderen fallen
die Werte der erhaltenen Praferenzen fiir Abstéande < 2.0 A wieder ab und zeigen bel 1 A je-
weils eéin Minimum. Der Grund hierfir liegt zum einen darin, dal3 bei diesen Distanzen keine
Atom-Atom-Kontakte mehr in den experimentell bestimmten Strukturen beobachtet werden
koénnen. Zum anderen kommt hier die nach Gl. 26 angewendete Dampfung ,lokaler Unsi-
cherheit* zum Tragen: in den Abstandsbereichen, in denen kaum oder keine Informationen fir
die spezifischen Paarverteilungen und den Referenzzustand vorliegen, bewirkt sie Potential-
werte um Null. Fir die Bewertung von Protein-Ligand-Komplexen spielt dieser letzte Unter-
schied keine Rolle, denn sowohl in Kristallstrukturen as auch in von Dockingprogrammen
wie FlexX, DOCK oder GOLD erzeugten Molekulanordnungen treten keine Falle auf, bel
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denen zwei Atome sich derart Uberlappen. Zudem ist es mdoglich, einen kinstlichen Abto-

Bungsterm fir diesen Abstandsbereich einzufihren (s.aKap. 4.8.1).
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Abb. 11: Statigtische Préferenzen fir polare und geladene (a) (O.co2-N.pI3 (+), 0.3-0.co2 (4), O.3-
0.3 (O)) bzw. nichtpolare (b) (C.ar-C.ar (4), C.3-C.3 (O)) Paarwechselwirkungen als Funk-
tion des Abstandes zwischen den betrachteten Atomen, berechnet nach Gl. 11. Die erste
Atomtypbezeichnung bezieht sich dabel auf das betrachtete Ligandatom, die zweite auf das

Proteinatom.
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5.1.4 Abhangigkeit der Paarpotentiale von Qualitat, Umfang und Zusammensetzung

deszu ihrer Ableitung verwendeten Datensatzes

Die im vorherigen Kapitel beschriebenen statistischen Paarpréferenzen wurden aus 1376
kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexen abgeleitet, die alle eine Auflosung
< 2.5 A aufwiesen. Entfernt wurden aus diesem Datensatz digjenigen Komplexe, die fir die
Validierung der erhaltenen Bewertungsfunktion bel der Erkennung nativ-dhnlicher Protein-
Ligand-Anordnungen verwendet wurden. Hier nun werden die so erhaltenen Paarpotentiale
unter Anwendung desin Gl. 65 beschriebenen Ahnlichkeitsmal3es mit solchen verglichen, die
auf in ihrer Zusammensetzung veranderten Datensédtzen beruhen. Damit soll der Einflufd von
Qualitét und Umfang der Originaldaten auf die Paarpotential e untersucht werden.

Zunachst wurden fir die Ableitung der Préferenzen nur noch 700 Protein-Ligand-
Komplexe mit einer Auflésung < 2.0 A verwendet. Fiir die damit erhaltenen Potentiale wurde
unter Verwendung von Gl. 65 die Ahnlichkeit in bezug auf die urspriinglichen, unter Verwen-
dung von 1376 Komplexen bis zu 2.5 A Auflésung berechneten Potentiale ermittelt und in
Abb. 12 farbcodiert dargestellt. Rote Farbtone deuten dabei auf ein Ahnlichkeitsmal’ von 1
hin, d.h. in diesem Fall sind die verglichenen Paarpraferenzen hinsichtlich Form und Grofzen-
ordnung (nahezu) identisch. Die dunkelblauen Fléchen stehen fur Falle, in denen mindestens
eines der verglichenen Potentiale aufgrund mangelnder Information in den Ursprungsdaten
nicht definiert ist. Insbesondere fur die Paarpotentiale, die gemald Tab. 16 auf mehr as 500
Atom-Atom-Kontakten beruhen, Uberwiegen die roten Farbtone, d.h. fir ausreichend popu-
lierte Verteilungen und davon abgeleiteten Praferenzen ist kein wesentlicher Einfluld der
Auflosung der zugrundeliegenden Daten festzustellen. Unterschiede in den Potentialen sind
dagegen v.a. bel solchen zu bemerken, bei denen mindestens ein Atomtyp S.3, F, Cl, Br oder
Metall ist. Im Zusammenhang mit Tab. 16 ergibt sich jedoch, dal3 diese Unterschiede haupt-
séchlich durch das Wegfallen einzelner Kontakte in nicht statistisch signifikanten Bereichen
der zugrundeliegenden Verteilungen (d.h. quantitativ) bedingt sind und weniger durch quali-
tativ andere Informationen. Dies wird auch in Abb. 13 deutlich: beim Vergleich der O.3-
O.co2-Paarpotentiale, die unter Verwendung von Protein-Ligand-Komplexen bis zu 2.0 A
bzw. bis zu 2.5 A Auflésung abgel eitet wurden, kommt es zu keinen merklichen Verénderun-
gen der Lage der einzelnen Potentialminima in bezug auf den Abstand zwischen beiden Ato-
men. Allerdingsist zu bemerken, dal? beim Ubergang zu besser aufgel sten Kristallstrukturen
die Extremalpunkte stérker ausgepréagt werden, d.h., dald der Betrag der Funktionswerte an
diesen Positionen grof3er wird und dal die Breite der Extrema abnimmt. Dieses gilt insbeson-

dere fiir das erste Minimum bei etwa 2.5 A.
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Ein ahnliches Auftreten von ,,konformativen Attraktoren* (Walther & Cohen, 1999) wurde
auch bei der Untersuchung von Verteilungsfunktionen der Protel nhauptketten-Torsionswinkel
@ und ¢ gefunden. Auch hier wird in den Ramachandran-Auftragungen lediglich eine ,,Kon-
vergenz* der Datenpunkte zu einigen wenigen ausgezeichneten ¢/ ¢~Kombinationen festge-
stellt, qualitativ andere Ergebnisse werden allerdings nicht erhalten. Aus diesem Grund ist die
Einbeziehung von Komplexen mit geringerer Auflosung durchaus gerechtfertigt, liefern sie
doch wertvolle Zusatzinformationen fur schlecht populierte Verteilungen und ermoglichen so
die Verwendung einer erhéhten Anzahl von Atomtypen, die ein breiteres und differenzierteres
Spektrum von Wechselwirkungseigenschaften beschreiben kénnen. Allerdings zeigen die
Veranderungen in den Potentiaverlaufen in Abhangigkeit von der Qualitét der zugrundege-
legten Protein-Ligand-Komplexe, dal? durchaus eine Abhangigkeit von der Auflésung —wenn

auch nicht qualitativ, so doch quantitativ — bei den hier verwendeten Grenzen besteht.

Abb. 12: Nach Gl. 65 berechnete Ahnlichkeiten von Paarpotentialen, die von 1376 Protein-Ligand-
Komplexen mit einer Auflésung <2.5A bzw. von 700 Komplexen mit einer Auflésung
< 2.0 A abgeleitet wurden. Typen fir Ligandatome stehen in Zeilen, solche fiir Proteinatome
in Spaten. Das AhnlichkeitsmaR ist farbcodiert angegeben; rote Farbténe entsprechen Ahn-
lichkeitswerten um 1, d.h. identischen Paarpotentialen, blaue Farbténe deuten auf undhnliche
Potentiale hin (s. a. Farbskala am oberen Rand). Die dunkelblauen Quadrate stehen fiir Félle,
in denen mindestens eines der verglichenen Potentiale aufgrund mangelnder Informationen
im Datensatz nicht definiert ist.
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ADbb. 13: Vergleich statistischer Préferenzen fur O.3-O.co2-Paarwechselwirkungen als Funktion des
Abstandes zwischen den betrachteten Atomen (berechnet nach Gl. 11), fir die Protein-
Ligand-Komplexe bis zu einer Auflésung von 2.0 A (O) bzw. bis zu 2.5 A (®) verwendet
wurden.

In einer weiteren Untersuchung wurde aus den urspringlich 1376 verwendeten Protein-
Ligand-Komplexen zuféllig ein Drittel, die Halfte bzw. zwei Drittel ausgewahlt und zur Ab-
leitung der Potentiale verwendet. Die so erhaltenen Potentiale wurden wiederum gemal3
Gl. 65 mit den unter Verwendung aller Komplexe abgeleiteten Préferenzen verglichen und die
berechneten Ahnlichkeiten in Abb. 14 farbcodiert dargestellt. Die Bedeutung der Farben ent-
spricht der im vorherigen Absatz beschriebenen. Wie aus Abb. 14 a ersichtlich ist, besteht
schon bei Verwendung von nur einem Drittel der insgesamt bereitstehenden kristallogra-
phisch bestimmten Komplexe zur Potentialableitung nahezu Identitét mit den in Kap. 5.1.3
beschriebenen Potentialen fiir solche Félle, die gemald Tab. 16 ausreichend haufig (> 500
Kontakte) populiert sind. Die in Abb. 14 a noch auftretenden Falle mit eéinem Ahnlichkeits-
mald < 0.7 verringern sich betrachtlich schon bei der Verwendung von nur der Hélfte aller
maoglichen Kristallstrukturen (Abb. 14 b). Sie verschwinden nahezu vollstandig (weniger als
9 % der verglichenen Féle haben ein AhnlichkeitsmaR < 0.9), wenn zwei Drittel aler Kom-
plexe zur Potentialableitung verwendet werden (Abb. 14 c¢). Fir die in Tab. 16 stark popu-
lierten Verteilungen und die daraus abgel eiteten Paarpotentiale ist also zu erwarten, dal3 auch
durch Hinzunahme weiterer Protein-Ligand-Komplexe keine Verénderungen hinsichtlich ih-
rer Form mehr auftreten. Allerdings sind zusétzliche Daten fir Atom-Atom-Kontakte in den
schwach populierten Vertellungen notwendig, damit die dort beobachteten Atom-Atom-

Verteilungen zu den tatsachlichen konvergieren (s.a. Kap. 6.2). Im Fal von Aminosdure-
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Aminosdure-K ontaktpotentialen zur Bewertung von erzeugten Proteinstrukturen wurde von
Miyazawa und Jernigan a@hnliches berichtet: unter Verwendung des jeweils gleichen Forma-
lismus wurden von den Autoren 1985 (Miyazawa & Jernigan, 1985) sowie 1996 (Miyazawa
& Jernigan, 1996) entsprechende Kontaktpotentiale abgeleitet. Obwohl im letzteren Fall mehr
als die 6-fache Anzahl an Kontakten insgesamt gegentber der friheren Arbeit zur Verfigung
stand, traten deutliche Verdnderungen bel den Werten der Kontaktpotentiale nur fir die Ami-
nosduren Trp, Met und Leu auf. Die Unterschiede im Fall der ersten beiden Aminosauren
lassen sich dabei auf zu geringe Auftrittshaufigkeiten zurtickfihren. Fir den Leu-Fall konnte

dagegen von den Autoren keine Begriindung gefunden werden (Miyazawa & Jernigan, 1996).

Abb. 14: Nach Gl. 65 berechnete Ahnlichkeiten von Paarpotentialen, die von einem Drittel (), der
Hélfte (b) bzw. zwei Drittel (c) zufdllig ausgewdahlten Protein-Ligand-K omplexen abgelei-
tet wurden, zu solchen, die unter Verwendung der insgesamt als Datenbasis dienenden 1376
Komplexe erhaten wurden. Typen fur Ligandatome stehen in Zeilen, solche fur Proteina-
tomein Spalten. Fur die Bedeutung der Farbcodierung siehe Abb. 12, S. 112.

Um den Einfluf3 der Zusammensetzung des zur Ableitung verwendeten Datensatzes auf die
Form der Paarpotentiale zu untersuchen, wurden in drel Féllen jewells alle Komplexe mit
mehr als 30 % Segquenzhomologie des Proteins zu einer gegebenen Proteinsequenz von die-
sem Datensatz ausgeschlossen und die Praferenzen erneut abgeleitet. Die Templatproteine
waren Ribonuclease-1 (PDB-Code: 1rga), HIV-1-Protease (PDB-Code: 4phv) und Lysozym
(PDB-Code: 1291); die Sequenzhomologie wurde mit FASTA (Pearson, 2000) bestimmt. Die
Anzahlen so ausgeschlossener Protein-Ligand-Komplexe betrugen 30, 69 bzw. 137. Die er-
haltenen Potentiale wurden wiederum gemal3 Gl. 65 mit den unter Verwendung aller Komple-
xe abgeleiteten Préferenzen verglichen und die berechneten Ahnlichkeiten in Abb. 15 farbco-
diert dargestellt. Die Bedeutung der Farben entspricht der im ersten Absatz beschriebenen. In

alen drei Fallen sind nahezu alle Paarpraferenzen, die von den reduzierten Datensétzen ab-
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geleitet wurden, mit den urspringlichen, auf dem vollen Datensatz beruhenden, identisch.
Dieses kann als ein Hinweis auf die Allgemeingtiltigkeit der Potentiale gewertet werden. So
bestimmen nicht etwa spezielle, in einzelnen Proteinfamilien auftretende Wechselwirkungs-
muster die Form der statistischen Préferenzen; ein alein auf einem , Lerneffekt‘ beruhender
Erfolg bei der Vorhersage von Struktur und Affinitdt von Protein-Ligand-Komplexen kann
daher ausgeschlossen werden. Bel der Untersuchung des Einflusses der Datenbankzusammen-
setzung auf die Vorhersagefdhigkeit von distanzabhangigen Paarpotentialen beziiglich Pro-
teinstrukturen fanden Furuichi und Koehl (Furuichi & Koehl, 1998) dagegen, dal3 Potentiale,
die aus einer Datenbank von ausschlief3dlich a-Proteinen abgeleitet wurden, die beste Eignung
zur Erkennung von a-Proteinen besitzen. Analoges gilt fur Potentiale aus B-Proteinen. Dies
verwundert indes nicht, bedingt doch die strikte Beschrankung auf einen Proteintyp, daf3 fur
jeweils charakteristische Wechselwirkungen des anderen jegliche Informationen in den er-
haltenen Potentialen fehlen. Bel der hier vorgestellten Untersuchung verbleiben sogar nach

Ausschlufd von zu Lysozym sequenzhomol ogen Proteinen immer noch mehr als 1200 Protein-

Ligand-Komplexe zur Ableitung der Paarpotentiale.

Abb. 15: Nach Gl. 65 berechnete Ahnlichkeiten von Paarpotentialen, die unter Ausschlu von Kom-
plexen mit > 30 % Seguenzhomologie zu Ribonuclease-1 (1rga) (a), HIV-1-Protease (4phv)
(b) bzw. Lysozym (1291) (c) abgeleitet wurden, zu solchen, die unter Verwendung der insge-
samt als Datenbasis dienenden 1376 Komplexe erhalten wurden. Typen fur Ligandatome
stehen in Zeilen, solche fir Proteinatome in Spalten. Fir die Bedeutung der Farbcodierung
siehe Abb. 12, S. 112.

52  Von der Lésemittel-zuganglichen Oberflache abhangige Einteilchen-Potentiale

Fur die im vorherigen Abschnitt beschriebenen distanzabhéangigen Paarpotentiale ist zu-

néchst von Sippl (Sippl, 1993) und spater auch von Miyazawa und Jernigan (Miyazawa &
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Jernigan, 1999) angemerkt worden, dai3 sie L osemitteleffekte nicht ausreichend berticksichti-
gen. Um diese fur Protein-Ligand-Wechselwirkungen bedeutsamen Effekte (s.a Kap. 2.2.2)
jedoch in die Bewertungsfunktion miteinzubeziehen, wurden zusétzlich von der Lésemittel-
zuganglichen Oberfléache abhangige Eintellchenpotentiale gemald Gl. 31 aus kristallographisch
bestimmten Rezeptor-Ligand-Komplexen ermittelt. Sie ergeben sich als negative Logarithmen
des Verhdtnisses zweier SAS-abhangiger, normierter Vertellungsfunktionen, die die Wahr-
scheinlichkeit angeben, mit der ein Ligand- oder Proteinatom eines gegebenen Typs im kom-
plexierten bzw. freien Zustand mit einer gegebenen SAS angetroffen wird. Abweichend von
den Paarpotentialen gibt es in diesem Fall aso keinen gemeinsamen Referenzzustand, die
erhaltenen statistischen Praferenzen sind demnach nicht voneinander abhangig.

Diein diesem Abschnitt beschriebenen Potentiale entsprechen denjenigen, diein Gl. 36 zur
Vorhersage von Struktur und Bindungsaffinitét von Protein-Ligand-Komplexen im weiteren
Verlauf der Arbeit verwendet werden. Unter Verwendung des Kalibrierungsdatensatzes
FlexX_DS1 hat sich die fur sie getroffene Wahl der Intervallparameter und Parameter der
Gléttungsfunktion (s.a. Kap. 4.3.3) sowie die Art der Behandlung von Verteilungen geringer
Datenanzahl gemal3 Gl. 26 (unter Verwendung der Vertellungsfunktionen aus Gl. 33) mit
x=0.25 ds optimal erwiesen. Der y-Parameter muldte hierbei wesentlich grof3er gewahit
werden als der fur die Paarpotentiale verwendete. Auch hier wird nur eine Auswahl der er-
haltenen Potentiale vorgestellt.

Tab. 17 enthédlt die jewells fur die Ligand- bzw. Proteinatome gefundenen Beobachtungs-
haufigkeiten, mit denen ein Atom des angegeben Typs wahrend der Ligandbindung an das
Protein im Bindungsepitop vergraben wird (d.h. SASK” < SASF™® unter Verwendung der
Symbole aus Kap. 4.3.1). Die P.3, F, Cl, Br und Metall-Eintrdge auf der Proteinseite gehen
dabel wieder auf die Verwendung von Kofaktoren as Teile des Proteins zurlick. 22 von 34
Verteilungen besitzen insgesamt weniger as 500 Beobachtungen. Die insgesamt deutlich ge-
ringeren Anzahlen auf der Seite der Proteinatome verglichen mit denen der Ligandatome sind
auf die unterschiedlichen Kriimmungen der jeweiligen Molekiloberflachen zurtickzufhren.
Wahrend eine Ligandoberflache typischerweise konvex ist, sind Bindetaschenbereiche eher
konkav geformt. Zusammen mit der in Kap. 4.3.2 gegebenen Oberflachendefinition fuhrt dies
im Proteinfall zu einer Aufteilung der zur Verfiigung stehenden Flache auf weniger Atome als

auf der Ligandseite.
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Tab. 17: Fir die Ableitung der von der Losemittel-zuganglichen Oberfléche abhangigen Einteilchen-
potentiale verwendete Anzahl der Beobachtungen, ermittelt aus 1376 kristallographisch be-
stimmten Protein-Ligand-Komplexen. Verteilungen mit weniger als 500 Kontakten sind grau
unterlegt dargestellt.

Atomtyp Ligandatome Proteinatome
C3 11791 5582
C2 4836 2435
Car 6405 385
N_3 149 55
N_ar 1740 39
N_am 1153 589
N_pl3 32 29
03 5217 124
02 1429 1628
O_co2 2953 192
S3 463 25
P3 4 7
C_cat 55 55
F 110 0
Cl 30 0
Br 1 0
Met 120 4

Abb. 16 zeigt jewells fur Ligandatome der Typen C.3 bzw. O.co2 die SAS-abhéngigen
Verteilungsfunktionen fir den freien bzw. komplexgebundenen Zustand, wie sie unter Ver-
wendung von Gl. 33 sowie des in Kap. 4.3.2 beschriebenen Verfahrens zur Berechnung der
L 6semittel-zuganglichen Oberfléche aus 1376 Protein-Ligand-Komplexen bestimmt wurden.
Waéhrend Ligandatome des Typs C.3 auch im freien, d.h. vollstdndig vom Protein getrennten
Zustand eine erhohte Wahrscheinlichkeit fur fast vollstandige Vergrabung aufweisen, tritt der
Zustand der volligen Vergrabenheit (SAS = 0) im proteingebundenen Fall nahezu zehnmal so
haufig auf. FUr Atome des Typs O.co2 ist dagegen der Zustand weitestgehender Losemittel-
exposition im nicht an das Protein gebundenen Fall am haufigsten. Im komplexgebundenen
Zustand dagegen werden SAS-Werte um 15 bis 20 am haufigsten gefunden. Dieses Ergebnis
ergibt sich als Konsequenz mehrerer Faktoren. Auf der einen Seite wird durch die Vergrabung
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eines O.co2-Atoms dessen SAS reduziert. Andererseits werden in dem hier verfolgten Ansatz
digienigen Oberfléchenanteile als nicht vergraben betrachtet, die sich an der Kontaktflache
zweier polarer (d.h. Sauerstoff- oder Stickstoff-) Atome befinden. Somit resultiert eine ,tell-
weise” Vergrabung a's bester Kompromif3 im proteingebundenen Zustand.
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Abb. 16: SAS-abhédngige Verteilungsfunktionen flr Ligandatome des Typs C.3 (B, O) bzw. O.co2
(A, Q) jewells im freien (O, A) und komplexgebundenen (M, A) Zustand, wie sie unter
Verwendung von Gl. 33 und Alg. 1 aus 1376 experimentell bestimmten Kristallstrukturen
von Protein-Ligand-K omplexen ermittelt wurden.

Abb. 17 zeigt die unter Anwendung von Gl. 31 erhaltenen statistischen Préferenzen fur die
Ligandatome des Typs C.3 und O.co2. Mit Ausnahme sehr kleiner nichtvergrabener Oberfl&
chenanteile ist eine vollstandige Vergrabung von C.3-Atomen fur die Bildung von Protein-
Ligand-Komplexen demnach stark gunstig. Das Potentia fir O.co2 spiegelt die schon fur die
Verteilungsfunktionen in Abb. 16 diskutierten Einfllsse wider, die zu einer partiellen Vergra-
bung wahrend der Proteinbindung fuhren. So zeigt sich, dal die teilweise Vergrabung (bzw.
die Vergrabung in einer polaren Umgebung) glinstiger ist als eine vollstéandige Vergrabung.
Eine Exposition zum Losemittel ist dagegen im proteingebundenen Zustand unginstig. Letz-
teres kann damit erklart werden, dal3 Wechselwirkungen von Carboxylatgruppen mit dem
Protein fur die Ligandbindung glnstig sind. Somit treten im proteingebundenen Zustand voll-
sténdig solvatisierte Carboxylatgruppen weniger haufig auf als im Zustand vollstéandiger Se-

paration eines Liganden von seinem Rezeptor.
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Bemerkenswerterweise zeigt sich bei den auf diese Weise erhaltenen, SAS-abhangigen
Einteilchenpotentialen fir ein einzelnes Atom keine lineare Beziehung zwischen dem jeweili-
gen Beitrag zur Bindungsaffinitét und der wahrend der Komplexbildung vergrabenen Ober-
flache, im Gegensatz zu den auf die Arbeiten von Chothia (Chothia, 1974), Chothia und Janin
(Chothia & Janin, 1975), Eisenberg und McLachlan (Eisenberg & McLachlan, 1986) und Ooi
et al. (Ooi et al., 1987) zurtickgehenden Methoden zur Berechnung von freien Solvatations-
enthalpien basierend auf ,, atomaren Solvatationsparametern® (s. a. Kap. 2.2.2). Eine Abwei-
chung von der Linearitét insbesondere in den Bereichen vollstandiger Vergrabung bzw. Sol-
vatation wird dagegen auch bei den wissensbasierten Ansdtzen von Jones et al. (Jones et al.,
1992) (Aminosdure-basierte ,, Solvatationspotentiale”) sowie Delarue und Koehl (Delarue &

Koehl, 1995) gefunden.
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Abb. 17: SAS-abhangige Einteilchenpotentiale fir die Ligandatome des Typs C.3 (l) und O.co2 (A),
wie sie nach Gl. 31 aus 1376 kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexen ab-

geleitet wurden.

5.3  Kritische Betrachtung des gewahlten Ansatzes

Der hier gewahlte wissensbasierte Ansatz wird im Vergleich zu Kraftfeld- und Regressi-
ons-basierten Ansédtzen (s.a. Kap. 3.2.2 und 3.2.3) as umfassender betrachtet (Jernigan &
Bahar, 1996; Moult, 1997), schliefd er — bedingt durch die Ableitung von statistischen Prafe-
renzen aus einer as Wissensbasis gewahlten Datenbank von experimentell bestimmten Pro-
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tein-Ligand-Komplexen — doch implizit auch solche Effekte mit ein, die noch nicht vollstan-
dig verstanden sind. Dies gilt insbesondere fur auf Kooperativitdt beruhenden Effekten wie
auch solchen, die hauptsachlich entropisch bedingt sind (Jones & Thornton, 1996; Sippl,
1995). Zusétzlich ergeben in der Datenbank weniger haufig als der Referenzzustand auftre-
tende Ereignisse Préferenzen mit einem Wert grofRer Null, werden also als ,,ungunstig” er-
kannt und konnen so als , Strafterme” fir nicht-native Protein-Ligand-Wechselwirkungen
angesehen werden. Allerdings bedingt dieser mean-field-Charakter der erhaltenen Préferenzen
auch, dal3 der Zusammenhang zwischen beobachteten Haufigkeiten struktureller Eigenschatf-
ten, den daraus abgel eiteten Préferenzen und den zugrundeliegenden physikalischen Ursachen
keineswegs eindeutig ist (Vadaet al., 1997) (s.a. Kap. 5.1.2).

Die haufig im Sinne des ,inversen* Boltzmannschen Gesetzes erfolgende Rechtfertigung
der wissensbasierten Ansétze und die Identifikation der damit erhaltenen Ergebnisse as , freie
Energien” ist — obwohl auch in jungerer Zeit noch kontrovers diskutiert (Sippl et al., 1996;
Thomas & Dill, 1996) — nicht haltbar (Ben-Naim, 1997; Birgi & Dunitz, 1988). Eine rein
statistische Betrachtungsweise (s.a. Kap. 4.2.1 und (Samudrala & Moult, 1998)) umgeht die-
ses und hat dartber hinaus den Vorteil, dal3 prinzipiell jeder denkbare Referenzzustand (in
anderen Worten: jede denkbare a priori Verteilung) in Gl. 11 bzw. Gl. 19 verwendet werden
kann. Bei einer thermodynamischen Betrachtungsweise miifdte ein gewéhlter Referenzzustand
jedoch dahingehend gerechtfertigt werden, dal3 er alle moglichen Zustande des Systems um-
falkt.

Die Anwendbarkeit der distanzabhangigen Paarpotentiale beruht auf den zu Beginn von
Kap. 4.2.1 formulierten drei Annahmen. Eine visuelle Betrachtung der in Abb. 10 (S. 107)
dargestellten Paarverteilungsfunktionen bzw. der in Abb. 11 (S. 110) daraus abgeleiteten
Paarpraferenzen zeigt, dal3 diese fur verschiedene Atom-Atom-Paarkombinationen deutlich
verschieden voneinander sind, wodurch die dritte Annahme bestétigt ist. Inwieweit die damit
berechenbaren Bewertungen fur Protein-Ligand-Anordnungen tatséchlich auch diskriminie-
rend sind, wird in den folgenden Kapiteln untersucht. Die erste Annahme, nach der Distanzen
zwischen Ligand- und Proteinatomen paarweise unabhangig voneinander sind, gilt jedoch nur
stark eingeschrénkt. So ist z.B. bei der Wechselwirkung eines Ligandatoms des Typs O.2 ei-
ner Carbonylgruppe mit dem N.am-Atom eines Proteins allein aus geometrischen Griinden zu
erwarten, dal3 sich das C.2-Atom der Carbonylgruppe in der Nahe des Protein-N.am-Atoms
befindet. Demgemal findet eine gewisse Mehrfachzadhlung von Wechselwirkungen statt.

Auch die zweite Annahme, nach der die Verteilungen interatomarer Distanzen fur verschie-
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dene molekulare Umgebungen des betrachteten Atompaares ahnlich sind, ist sicher nur einge-
schrankt gultig. So hangt z.B. die Stérke einer el ektrostatischen Wechselwirkung (und analog
der Abstand der betreffenden Atome) auch von dem Abschirmungseffekt des umgebenden
Mediums ab (s.a. Kap. 2.2.1). Prinzipiell wére eine Ableitung von Paarpotentialen in Abhan-
gigkeit der jeweiligen molekularen Umgebung denkbar; in Anbetracht der daflr bendtigten
Anzahl experimenteller Beobachtungen fir statistisch signifikante Verteilungsfunktionen
wurde hierauf jedoch in der vorliegenden Arbeit verzichtet. Bel der Anwendung der Paarpo-
tentiale ist zudem zu beriicksichtigen, dal3 auf3er der gerade betrachteten Paarwechselwirkung
zusétzliche Wechselwirkungen durch umliegende Atome ausgebildet werden. Inwieweit diese
»Zusammengesetzte” Reprasentation den tatsachlichen Wechselwirkungen im molekularen
Umfeld entspricht, wird in Kap. 4.7 untersucht.

Die Abhangigkeit der von den Paarpotentialen berticksichtigten Beitrdge zu Protein-Ligand-
Wechselwirkungen von der Wahl des Referenzzustandes sowie weiteren Parametern ist be-
reits in Kap. 4.2 erwahnt worden. Die hier verwendete Kombination eines kurzreichweitigen,
distanzabhangigen Paarpotentials sowie eines SAS-abhéngigen Eintellchenpotentials wurde
im Rahmen der Erkennung korrekt gefalteter Proteinstrukturen bereits von Jones et al. (Jones
et al., 1992) beschrieben; alerdings benutzen die Autoren fur ihr Einteilchenpotential einen
auf die Arbeiten von Sippl (Sippl, 1993) zurtickgehenden, Uber alle Atomtypen gemittelten
Referenzzustand im Gegensatz zu dem hier gemal3 Gl. 33 verwendeten sowie ein relatives
Oberflachenmal’. Die hier verfolgte Zweiteilung der Beschreibung von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen ist auch in theoretischer Hinsicht von Bedeutung. So wird von Ben-Naim
betont (Ben-Naim, 1997), dal3 die Annahme der Additivitét von Beitrégen aus Paarpotentialen
dann umso gerechtfertigter ist, wenn Ldsemittel-induzierte Beitrdge in diesen eher unterge-
ordnet enthalten sind. Eine zusétzliche Beschreibung von Losemittelbeitrégen durch Oberfl&
chen-abhangige Terme (Eisenberg & McLachlan, 1986; Ooi et al., 1987) erganzt diese feh-

lende Information.

Die Verwendung von PDB-Daten bedingt, dal3 aufgrund der Datenlage statistische Préfe-
renzen nur fur Nichtwasserstoffatome (s.a. Kap. 4.4) sowie eine begrenzte Zahl von Atomty-
pen abgeleitet werden kénnen. Kap. 5.1.1, 5.1.4 und 5.2 zeigen auf3erdem, dal3 fir viele
Atomtypen nur unzureichende Anzahlen von Beobachtungen zur Verfiigung stehen und dal3
insbesondere fur nur gering populierte Verteilungen die daraus abgeleiteten beobachteten mit
den tatsachlichen Pr&ferenzen noch nicht Ubereinstimmen. Eine denkbare Moglichkeit zur

Umgehung dieser Probleme besteht in der Verwendung von aus der Kleinmol ekil datenbank
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CSD (Allen et al., 1991) gewonnenen Informationen. Zwel grundlegende Unterschiede sind
hierbei allerdings zu bedenken: zum einen ergeben sich die so erhaltenen Verteilungen aus
intermolekularen Wechselwirkungen in der Kristallpackung eines Molekils, im Gegensatz zu
den Wechselwirkungen zwischen Ligand und Protein fur aus der PDB erhaltene Informatio-
nen. Zum anderen werden Protein-Ligand-Komplexe normalerweise aus waldrigen Ldsungen
kristallisiert, wohingegen Kristalle niedermolekularer organischer Moleklle auch aus einer
ganzen Reihe organischer Losemittel erhalten werden. In letzterem Fall kann daher ange-
nommen werden, dal3 der Einflul? des hydrophoben Effektes (s.a. Kap. 2.2.2) auf die aus der
CSD gewonnenen Daten geringer ist as der auf die PDB-Daten. Dieser Unterschied wurde
von Verdonk et al. (Verdonk et al., 1999) wahrend der Entwicklung des Programms Super-
Star beschrieben. Die dabei aus der CSD gewonnenen Verteilungen mufdten durch eine ad-
aguate Skalierung an die aus der PDB angepaldt werden.

54  Bewertung nativ-ahnlicher Ligandenkonfigurationen

In diesem Abschnitt wird die Eignung der mit GI. 36 beschriebenen Bewertungsfunktion
zur Auswahl nativ-ahnlicher Protein-Ligand-Anordnungen aus einer Menge gegebener Alter-
nativen untersucht. Die Rezeptor-Ligand-Geometrien werden dafir durch die Docking-
Programme FlexX (Rarey et al., 1995; Rarey et al., 1996a) und DOCK (Kuntz et al., 1982;
Makino & Kuntz, 1997; Meng et al., 1992) erzeugt. Da fur DOCK bislang keine Validie-
rungsstudie fur einen umfassenden Datensatz gemischter Protein-Ligand-Komplexe vorliegt,
zudem gemal3 Tab. 4 (S. 88) mehrere Alternativen zur Plazierung und Bewertung der Ligan-
den existieren, wird im folgenden eine Evaluation dieses Programmes basierend auf 100 Pro-

tein-Ligand-Komplexen mit bekannter Kristallstruktur vorgestellt.

5.4.1 Evaluation des Programmes DOCK und Vergleich mit FlexX und GOLD

Tab. 18 enthalt eine zusammenfassende Statistik fur alle untersuchten Kombinationen von
Ligandplazierungsalgorithmen und Bewertungsfunktionen fur die Protein-Ligand-
Anordnungen, wie sie in Tab. 4 (S. 88) aufgefuhrt sind. Als Mal3 fur die Genauigkeit wird
hierbel der rmsd-Wert (GI. 37) der Positionsabweichungen der Nichtwasserstoffatome der
gedockten Ligandgeometrien von denen des (minimierten) Liganden aus der Kristallstruktur
verwendet, im Gegensatz zu den von Jones et al. (Jones et al., 1997) eingefiihrten subjektiven

Kategorien (good, close, errors, wrong). Zu beachten ist alerdings, dal3 der rmsd-Wert eine
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gemittelte Grole ist, d.h., dal’ sowohl mittlere Abweichungen im gesamten Molekil als auch
eine nahezu perfekte Geometrie in einem Teil verbunden mit grof3en Abweichungen in eéinem
anderen Tell des Molekils zu demselben Zahlenwert fihren konnen. Aul3erdem werden in
diesem Fall sdmtliche Atome eines Liganden gleich behandelt, unabh&ngig davon, ob sie z.B.
zu einem ins Ldsemittel ragenden Teil des Molekils gehtren und daher als eher flexibel an-
genommen werden sollten. Weiterhin ist zu beachten, dal3 bel der Berechnung des rmsd
Symmetrien in Molekiluntereinheiten nicht beachtet werden. Gemal3 den in Kap. 4.6 angege-
benen Kriterien werden solche Docking-L6sungen als ,,gut* betrachtet, deren rmsd kleiner als
2.0 A ist. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Kramer et al. (Kramer et al.,
1999) und Jones et al. (Jones et al., 1997).

Als Kriterium fir die Giite der Ligandplazierung wird der kleinste rmsd-Wert herangezo-
gen, der ohne Beachtung einer Bewertung dieser Ligandplazierung innerhalb der erzeugten
Losungsmenge gefunden wird. Allerdings ist zu beachten, dal’ im Falle des flexiblen Dok-
kings unter Verwendung des inkrementellen Aufbaual gorithmus' von den auf einer Stufe er-
zeugten partiellen Losungen nur ein vorher festgelegter Antell in die néchste Stufe gelangt
und so eine Einflul3nahme der Bewertungsfunktion auf die resultierende Ldsungsmenge vor-
liegt. Durch Verwendung des uniform sampling, d.h. der Erzeugung der gleichen Anzahl
geometrischer Losungen, die in diesem Fall von der verwendeten Bewertungsfunktion unab-
hangig sind, ist im Fall des rigiden Dockings ohne anschlief3ende Minimierung diese Einfluf3-
nahme jedoch ausgeschlossen. Ein Eindruck von der Eignung der jeweiligen Bewertungs-
funktion ergibt sich, wenn nur noch der rmsd-Wert fur die bestbewertete Ligandanordnung
herangezogen wird. Dies folgt auch der Notwendigkeit, sich im Rahmen von virtuellen Scree-
ning-Ansétzen auf die erfolgte Bewertung verlassen zu mussen, ohne eine durch die anfallen-
de Datenmenge nicht durchfihrbare zusétzliche visuelle Kontrolle der Ergebnisse.

Die Verfahren zum rigiden Docking der Kristallstruktur des Liganden sind aus zwei Griin-
den mit untersucht worden. Zum einen kann das Docking flexibler Liganden auch erfolgen,
indem vorher berechnete Ligandkonformationen anschlief3end rigide in die Bindetasche ein-
gepaldt werden (Charifson et al., 1999). Zum anderen liefern die dabei erhaltenen Ergebnisse
eine Aussage Uber die Qualitét des Ligandplazierungsalgorithmus' alleine, ohne Einfluf3nah-
me z.B. der flr die Modellierung der Ligandenflexibilitét verwendeten Parameter. Schliefdlich
ist hiermit auch eine Aussage Uber die Qualitét der Strukturaufbereitungen fir das Docking-
Verfahren moglich: sollte es nicht einmal gelingen, die Kristallkonformation des Liganden

rigide in die Bindetasche zu docken, wéren die verwendeten Eingabedaten zu Uberprufen.
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Tab. 18 zeigt, dal3 im Fall der Plazierung rigider Liganden ein mittlerer kleinster rmsd-
Wert zwischen 0.9 und 1.3 A erreicht wird; fiir das flexible Docking ist er dagegen mit 2.3 bis
3.1 A etwa doppelt so grof. In alen Fallen werden jeweils minimale Abweichungen von den
Kristallstrukturen gefunden, die im Bereich der experimentellen Ungenauigkeiten (bis 0.4 A)
liegen. Die fir die Verfahren rig_cnt, rig_nrg und rig_chm (rigides Docking unter Verwen-
dung der , Kontakt“-Funktion, der , Energie-Funktion* bzw. der , Chemischen Bewertungs-
funktion®) aufgefuhrten Ergebnisse sind identisch; dies resultiert aus dem oben angesproche-
nen uniform sampling. Werden die mit dem Plazierungsalgorithmus erhaltenen Ligandgeo-
metrien mit der jeweiligen Bewertungsfunktion optimiert, ergeben sich fur die rigiden Verfah-
ren Verbesserungen in der Ligandplazierung (d.h. kleinere rmsd-Werte). Im Fall des flexiblen
Dockings bleibt der mittlere kleinste rmsd-Wert dagegen gleich (flex_nrg / flex_nrg_min)
oder nimmt sogar zu. Da hierbei nicht nur der vollstandig in die Bindetasche eingepalde Li-
gand, sondern auch das Ankerfragment bzw. nur partielle aufgebaute Liganden nach einem
heuristischen Verfahren flexibel optimiert werden (Gschwend & Kuntz, 1996), ist eine mono-
kausale Begrundung fur diese Beobachtung nicht moglich.

Wird der Mittelwert des rmsd derjenigen Protein-Ligand-Konfigurationen gebildet, die von
den jeweiligen Bewertungsfunktionen als am gunstigsten eingestuft werden, so betragen die
Werte zwischen 4.0 und 6.5 A. Im Zusammenhang mit dem jeweils kleinsten rmsd, der iber-
haupt erzeugt wurde, weist dieses ganz eindeutig auf die ungeniigende Eignung der Bewer-
tungsfunktionen hin, aus einem gegebenen Satz von Protein-Ligand-Geometrien die nativ-
dhnlichen herauszufinden. Wie im Falle des kleinsten rmsd-Wertes, erfolgt auch hier eine
Verbesserung der Ligandplazierung durch nachfolgende Optimierung bei allen rigiden Ver-
fahren, wohingegen fur die flexiblen Methoden die mit Energieminimierung erhaltenen Geo-
metrien nur bel der Verwendung der ,Energie-Bewertung” (flex_nrg_min) besser werden.
Sowohl im Falle des rigiden as auch flexiblen Dockings mit DOCK erweist sich der Einsatz
der auf das AMBER-Kraftfeld (Weiner et al.,, 1984) zurlickgehenden ,Energie-
Bewertungsfunktion® in Kombination mit einer Geometrieoptimierung der Liganden in der
Proteinbindetasche als beste Wahl, wird hiermit doch ein mittlerer rmsd fir bestbewertete
Ligandgeometrien von 4.0 bzw. 4.1 A erreicht. Zusammen mit dem mittleren kleinsten rmsd
von 2.3 A fiir das flex_nrg_min-Verfahren werden somit zu FlexX vergleichbare Ergebnisse
erzielt (2.2 A bzw. 4.0 A gemaR (Kramer et al., 1999)).
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Tab. 18: rmsd-Statistik der mit DOCK durchgefiihrten Docking-Experimente fir einen Datensatz von
100 Protein-Ligand-K omplexen.

Methode® Kleinster rmsd” rmsd” auf Rang 1

= o Min? Max” | E° o  Min? Max.”
rig_cnt 1.3 0.8 0.3 5.9 6.1 39 04 184
rig_cnt_min 1.0 0.8 0.1 6.0 4.6 35 0.3 14.0
rig_nrg 1.3 0.8 0.3 5.9 5.6 4.1 0.3 21.8
rig_nrg_min 0.9 0.9 0.1 7.3 4.1 4.1 0.2 18.9
rig_chm 1.3 0.8 0.3 5.9 6.5 4.4 0.3 21.9

rig_chm_min 1.0 1.0 0.2 6.8 59 4.6 04 195

flex_cnt 2.3 16 0.4 9.2 5.7 35 0.6 21.8
flex_cnt_min 2.7 18 0.2 105 59 2.8 0.7 11.8
flex_nrg 2.3 1.7 0.3 9.2 4.8 3.3 0.5 21.7
flex_nrg_min 2.3 2.1 0.2 12.2 4.0 3.2 0.4 14.5
flex_chm 2.5 1.7 0.3 10.1 6.0 3.9 0.6 18.9

flex chm_min 3.1 25 0.2 121 5.9 4.0 0.3 16.7

a) Die angegebenen Abkiirzungen entsprechen den in Tab. 4 (S. 88) eingefiihrten. b) In A. ¢) Mittel-
wert. d) Standardabweichung. €) Minimum. f) Maximum.

Abb. 18 und Abb. 19 stellen jewells die Anzahl der Komplexe dar, fir die bel Anwendung
rigiden bzw. flexiblen Dockings ein rmsd < 1.0, < 1.5, < 2.0 sowie = 2.0 A als bester Wert
Uberhaupt bzw. als Wert fir die auf Rang 1 bewertete Protein-Ligand-Konfiguration gefunden
wurde. Gemal3 obigen Kriteriums werden danach bei rigidem Docking fur ale Verfahren in
etwa 95% der Félle ,gute’ Ligandanordnungen (rmsd < 2.0 A) gefunden (Abb. 18 a). Aller-
dings wird nur in maximal 44 Falen (Methode rig_nrg_min) eine ,,gute” Losung nach der
Bewertung auch auf Rang 1 erhalten (Abb. 18 b).
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Abb. 18: Anzahl der Komplexe, fir die bei Anwendung rigiden Dockingseinrmsd < 1.0, < 1.5,< 2.0

bzw. > 2.0 A as bester Wert tiberhaupt (a) bzw. als Wert fiir die auf Rang 1 bewertete Pro-
tein-Ligand-Konfiguration (b) gefunden wurde. Die Bezeichnungen der Methoden folgen
denin Tab. 4 (S. 88) eingefuhrten.

Im Fall des flexiblen Dockings ergibt sich nur fir die Methode flex_nrg_min, dal3 fur 61 Félle
eine , gute”* Losung unabhangig von ihrer Bewertung tUberhaupt erzeugt werden kann; fur alle
anderen Verfahren liegt die Anzahl zwischen 40 und 50 (Abb. 19 a). In 35 Fallen wird bei
flex_nrg_min auch eine Lésung mit rmsd < 2.0 A auf Rang 1 gefunden, d.h. in 57 % derjeni-

gen Féle, in denen Uberhaupt eine solche Ldsung erzeugt wurde. Das zweitbeste Verfahren
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zum flexiblen Docking ist in dieser Hinsicht flex_chm_min, bel der die ,, Chemische Bewer-
tungsfunktion* als Abwandlung der , Energie-Funktion“ verwendet wird. Hier ergibt sich in
21 Féllen eine ,gute" Losung auf Rang 1, d.h. in 48% der 43 Féle, in denen Uberhaupt eine

»gute" Losung erzeugt wurde.
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Abb. 19: Anzahl der Komplexe, fir die bei Anwendung flexiblen Dockings ein rmsd < 1.0, < 1.5,
< 2.0 bzw. > 2.0 A als bester Wert tiberhaupt (a) bzw. als Wert fiir die auf Rang 1 bewertete
Protein-Ligand-K onfiguration (b) gefunden wurde. Die Bezeichnungen der Methoden folgen
denin Tab. 4 (S. 88) eingefuhrten.
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Abb. 20 zeigt die fur alle 100 Protein-Ligand-Komplexe unter Verwendung des Verfahrens
flex_nrg_min erhaltenen kleinsten rmsd-Werte bzw. digjenigen, die den bestbewerteten Pro-
tein-Ligand-Anordnungen entsprechen, als Funktion der Anzahl drehbarer Bindungen der
jeweiligen Liganden. Bindungen zu terminalen Gruppen (etwa Methyl- oder Hydroxylgrup-
pen) sowie Bindungen in Ringen werden dabei als nichtdrehbar angesehen. Die Anzahl dreh-
barer Bindungen gibt einen Hinweis auf die Komplexitét des Docking-Problems, denn an ih-
nen werden die Liganden zun&chst in Untereinheiten zerlegt, um im anschlief3enden inkre-
mentellen Aufbauprozel3 in der Bindetasche unter Berticksichtigung der konformativen Flexi-
bilitét wieder zusammengesetzt zu werden. Wahrend fir 86 Liganden mit < 10 drehbaren
Bindungen in 61 Fallen (71 %) eine Ligandkonfiguration mit einem rmsd < 2.0 A erzeugt
werden kann, gelingt dieses in keinem Fall fur Liganden mit mehr als 10 drehbaren Bindun-
gen. Fir 66 Liganden mit < 5 drehbaren Bindungen wird sogar in 79 % der Félle eine , gute®
Ligandgeometrie generiert. Allerdings wird nur in 44 bzw. 41 % der Fale von Liganden mit
< 5 bzw. < 10 drehbaren Bindungen auch eine , gute” Losung als bestbewertete gefunden. Ein
Zusammenhang zwischen der Qualitét der erhatenen Losungen und der Anzahl von Wasser-
stoffbrickendonatoren bzw. -akzeptoren sowie der Anzahl nichtpolarer Atome in den Ligan-
den konnte allerdings nicht festgestellt werden.
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Abb. 20: Fir die 100 mit dem Verfahren flex_nrg_min gedockten Protein-Ligand-Komplexe erhaltene
kleinste rmsd-Werte (B) sowie rmsd-Werte der Ligandkonfiguration auf Rang1 (O) as
Funktion der Anzahl drehbarer Bindungen in dem jeweiligen Ligandmolekdil.
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In der folgenden Tab. 19 werden die in dieser Arbeit beim flexiblen Docking von 100
Protein-Ligand-Komplexen mit DOCK unter Verwendung der , Energiefunktion” sowie der
» Chemischen Bewertungsfunktion* erhaltenen Ergebnisse verglichen mit Validierungsstudien
fir die Programme FlexX (Kramer et al., 1999) und GOLD (Jones et al., 1997). Die Qualitat
der Ergebnisse von FlexX wurde dabei an 200 Protein-Ligand-Komplexen ermittelt, im Fall
von GOLD wurden 100 Komplexe verwendet. Da der GOLD-Datensatz eine Untermenge des
FlexX-Datensatzes ist und die hier verwendeten Komplexe aus letzterem ausgewahlt wurden,
besteht fur alle drei Falle eine deutliche Uberschneidung der eingesetzten Testdatensitze. Als
Kriterium sollen hier erneut die Anteile von Komplexen herangezogen werden, fir die ein
rmsd < 1.0, < 1.5, < 2.0 bzw. = 2.0 A (iberhaupt bzw. auf dem ersten Rang gefunden werden
konnte. Zusétzlich wird eine Studie von Knegtel et al. (Knegtel et al., 1999) verwendet, bei
der 32 Thrombininhibitoren mit DOCK ebenfalls flexibel unter Verwendung oben angefihrter
Bewertungsfunktionen in Thrombin gedockt wurden.

Tab. 19: Vergleich der Ergebnisse von Validierungsstudien fur flexibles Docking mit den Program-
men DOCK, FHlexX und GOLD.

M ethode Anteil® Komplexe mit kleinstem | Anteil® K omplexe mit rmsd
rmsd auf Rang 1

<10A <15A <20A >20A|<10A <15A <20A >20A

flex_nrg_min® 25 52 61 39 8 22 35 65
flex_chm_min® 17 31 43 57 3 10 21 79
DOCK energy® -9 -9 22 78 -9 -9 -9 -9
DOCK chemical® -9 9 34 66 -9 -9 -9 -9
FlexX? -9 -9 13 87 -9 -9 -9 -9
FlexX® 51 64 69 31 17 32 47 53
GoLD" -9 -9 -9 -9 35 56 67 33

a) In Prozent. b) Diese Arbeit. Die Abklrrzungen entsprechen den in Tab. 4 (S. 88) eingefihrten.
¢) Die verwendeten Bezeichnungen fir die Methode entsprechen den in (Knegtel et al., 1999) ge-
wahlten. Die Zahlenangaben wurden dort Abb. 5 A und Tab. 4 entnommen. d) Keine Angaben vor-
handen. €) Die Angaben wurden Tab. 4 in (Kramer et al., 1999) entnommen. f) Die Angaben wurden
Tab. 3in (Jones et al., 1997) entnommen.

Bei der Generierung von , guten* Ligandgeometrien (rmsd < 2.0 A) unabhangig von ihrer

Bewertung werden von alen drei hier verglichenen Programmen ahnliche Ergebnisse im Be-
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reich von 60 bis 70 % fur Datensétze mit verschiedenen Proteinen erhalten, wenn fir DOCK
die , Energiefunktion” wahrend des Ligandaufbaus verwendet wird. Im Fall der Verwendung
der ,,Chemischen Bewertungsfunktion® sinkt der Anteil dagegen auf 43 %. Von den Autoren
der GOLD-Studie (Jones et al., 1997) wurde hierzu angemerkt, dal3 zusitzlich zu den im
rechten Teil der Tabelle aufgefihrten Zahlenwerten bei 7 Komplexen zwar eine ,, akzeptable
Losung” erzeugt, aber nicht am besten bewertet wurde. Allerdings wurden keine weiteren
Angaben zum rmsd-Wert dieser Losungen gegeben. Zu beachten ist auch, dal3 die Auswahl
der Protein-Ligand-Konfigurationen ohne Beachtung ihres Ranges bei FlexX aus > 400 er-
zeugten Losungen erfolgt, bei DOCK mit den hier gewahiten Parametern (Tab. 5, S. 89) aus
50 Lésungen sowie bei GOLD aus 20 Lésungen. Interessanterweise erhalten Knegtel et al.
(Knegtel et al., 1999) beim flexiblen Docking der 32 Thrombininhibitoren mit DOCK bessere
Ergebnisse bel der Verwendung der ,Chemischen Bewertungsfunktion® im Vergleich zur
» Energiefunktion®. In ihrem Fall schneidet FlexX bel der Ligandplazierung am schlechtesten
ab. Betrachtet man nur noch Ldsungen auf dem ersten Bewertungsrang, so ergeben sich fir
GOLD in 67 % aler Falle ,gute’ Ligandgeometrien (rmsd < 2.0 A) und fur FlexX in 47 %
aler Fale, dagegen fur DOCK nur in 35 % (,, Energiefunktion®) bzw. 21 % (, Chemische Be-
wertungsfunktion®) aler Félle.

54.2 Korrelation der berechneten Bewertung fur Protein-Ligand-Anordnungen mit
ihrem rmsd-Wert beztuiglich der Kristallstruktur

Die Eignung der entwickelten Bewertungsfunktion zur Erkennung nativ-ahnlicher Protein-
Ligand-Geometrien in einer Menge von Alternativen wird zundchst an vier Beispielen ge-
zeigt. Hierzu werden fur mit FlexX generierte Docking-Losungen der kristallographisch be-
kannten Komplexe 1bbp (Bilin-bindendes Protein im Komplex mit Biliverdin IX), 1lst (Ly-
sin- / Arginin- / Ornithin-bindendes Protein im Komplex mit Lysin), 1rbp (Retinol-bindendes
Protein im Komplex mit Retinol) und 2ada (Adenosin-Desaminase im Komplex mit 6-
Hydroxy-1,6-dihydropurin-ribonucleosid) mit Gl. 36 Bewertungen berechnet und gegen den
rmsd-Wert der jeweiligen Protein-Ligand-Anordnung in Bezug auf die Kristallstruktur aufge-
tragen (Abb. 21). Die hierzu verwendeten Parameter der Bewertungsfunktion entsprechen den
in Kap. 5.1 und 5.2 beschriebenen; der y+Wert fir die Gewichtung von Paar- und Einteilchen-
potentialen nach Gl. 36 wurde auf 0.5 gesetzt. Zusétzlich wird auch die Bewertung der im
Kristall vorliegenden Ligandkonfiguration vorgenommen. Die erhaltenen Bewertungen wer-

den aus Vergleichsgrinden auf Zahlenwerte zwischen 0 und 100 normiert; kleine Bewertun-
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gen weisen auf gunstige Protein-Ligand-Konfigurationen hin. Die Komplexe wurden so aus-
gewdhlt, dal3 sie moglichst verschiedene Testfalle repréasentieren. So betrégt der Antell nicht-
polarer Atome an der Gesamtatomzahl zwischen 52 % (2ada) und 95 % (1rbp), die Anzahl
drehbarer Bindungen liegt zwischen 1 (1rbp, 2ada) und 6 (1bbp) und die Anzahl von FlexX
jeweils generierter Ldsungen zwischen 99 (1rbp) und 289 (1lst).

Fur die so erhaltenen Auftragungen ist zu beachten, dal3 sie eine Projektion der multidi-
mensionalen Bewertungshyperflache auf den rmsd-Wert als einzigen geometrischen De-
skriptor darstellen. Somit ist eine genaue Vorhersage des zu erwartenden Zusammenhangs
zwischen beiden GrofRen a priori nicht moglich; es sollte jedoch erwartet werden, dai die
Kristallstruktur sowie nur geringfligig davon abweichende Ligandgeometrien besser bewertet
werden as Konfigurationen mit grof3en rmsd-Werten. Der untere, zur Abszisse gewandte
Rand der Auftragungen kann auf’erdem mehrere lokale Minima aufweisen in Abhangigkeit
von der Topographie der betrachteten Bewertungshyperflache. Zusétzlich ist zu beriicksichti-
gen, dal3 ahnliche rmsd-Werte nicht notwendigerweise auch auf &hnliche Protein-Ligand-
Anordnungen hindeuten, was insbesondere im Bereich grof3er rmsd-Werte gilt. Aus diesem
Grund konnen auch fur Ligandkonfigurationen mit dhnlichen rmsd-Werten unterschiedliche
Bewertungen mit Gl. 36 erhalten werden. Allerdings sollten geometrisch dhnliche Protein-
Ligand-Anordnungen auch eine dhnliche Bewertung erhalten, vorausgesetzt, die zugrundelie-
genden Potentiale sind ausreichend ,weich®, so dal3 geringfligige geometrische Abweichun-
gen toleriert werden.

Fur alle in Abb. 21 gezeigten Beispiele wird fur die kristallographisch bestimmte Protein-
Ligand-Anordnung (rmsd = 0) die beste Bewertung erhalten. Fur 1bbp, 1lst und 2adaist die
native Geomtrie dartber hinaus energetisch deutlich von allen durch FlexX erzeugten Li-
gandkonfigurationen abgesetzt. Zusétzlich sind in alen vier Féllen stark von der Kristall-
struktur abweichende Ligandkonfigurationen von den nativ-ahnlichen Geometrien merklich
separiert. FUr letztere Ldsungen kann zudem eine Zunahme der Bewertung mit zunehmendem
rmsd-Wert beobachtet werden.

Zusammenfassend vermag es die in Gl. 36 definierte Bewertungsfunktion in allen vier
vorgestellten Féllen, die experimentelle bzw. , gut® gedockte Ligandkonfigurationen in einer

Menge von bis zu 289 durch FlexX erzeugten Alternativen zu identifizieren.
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Abb. 21: Auftragungen von nach Gl. 36 erhaltenen und auf Werte zwischen O und 100 normierten
Bewertungen gegen den rmsd-Wert bzgl. der Kristallstruktur von mit FlexX erzeugten Li-
gandgeometrien flr die Komplexe 1bbp (a), 1ist (b), 1rbp (c) und 2ada (d). Kleine Ordina-
tenwerte stehen dabei flr ginstige Protein-Ligand-Anordnungen. Die Kristallstruktur

(rmsd = 0) ist in alen Fallen hinzugeflgt.

5.4.3 Erkennungvon nativ-ahnlichen Protein-Ligand-Konfigurationen

Wahrend die in dem vorherigen Kapitel vorgestellten Ergebnisse einen ersten Eindruck

von der Eignung der entwickelten Bewertungsfunktion fur die Erkennung nativ-ahnlicher

Ligandkonfigurationen vermitteln, erfolgt hier eine statistische Evaluierung dieser Fahigkeit
basierend auf den Datensétzen FlexX_DS1 (91 kristallographisch bestimmte Protein-Ligand-
Komplexe), FlexX_DS2 (68 Komplexe) und DOCK_DS (100 Komplexe) (s. a. Kap. 4.9.1).
FlexX_DS1 wurde als Kalibrierungsdatensatz fur die in Kap. 4.2 vorgestellten Parameter- und

Berechnungsalternativen verwendet. FlexX_DS2 wurde dagegen nicht zur Parameteranpas-
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sung genutzt und dient daher der Kreuzvalidierung. Um zu untersuchen, inwieweit die ver-
wendete Methode zur Generierung der Protein-Ligand-Anordnungen einen Einfluf3 auf die
erhaltenen Ergebnisse austibt, wurde zusétzlich der Datensatz DOCK _DS verwendet.

FlexX generiert fiir FlexX_DS1 in 84 % aller Félle tiberhaupt eine , gute* (rmsd < 2.0 A)
Ligandkonfiguration (d.h. ohne Berticksichtigung ihrer Bewertung), in 54 % davon wird wie-
derum eine ,gute” Losung auch als beste von FlexX bewertet. Im Hinblick auf den letzten
Zahlenwert und im Vergleich mit Tab. 19 stellt FlexX_DS1 beztiglich den von FlexX damit
erzielten Ergebnissen eine représentative Auswahl von Komplexen dar. Fur die Komplexe des
Datensatzes werden im Mittel jeweils 263 (Standardabweichung: 118) mdgliche Protein-

Ligand-Konfigurationen von FlexX erzeugt.

In Abb. 22 ist die akkumulierte Anzahl von Komplexen aus FlexX_DS1 als Funktion des
rmsd-Wertes beziiglich der jeweiligen Kristallstruktur fir die Protein-Ligand-Anordnungen
dargestellt, die von FlexX bzw. der Bewertungsfunktion nach Gl. 36 jeweils am besten inner-
halb einer Menge von generierten Alternativen bewertet wurden. Ebenfalls mit dargestellt ist
die akkumulierte Anzahl von Komplexen a's Funktion des kleinsten rmsd-Wertes, der jewells
von FlexX ohne Beachtung der Bewertung generiert wurde. Diese Kurve gibt einen Eindruck
des Limits, das eine ideal e Bewertungsfunktion erreichen kdnnte.

Wie aus dem erhaltenen Diagramm zu ersehen ist, wird durch die hier entwickelte Bewer-
tungsfunktion fur deutlich mehr Protein-Ligand-Komplexe eine , gute” Ligandkonfiguration
am besten bewertet als durch die in FlexX implementierte Funktion, die auf die Arbeit von
Bohm (Bohm, 1994) zurtickgeht. Der Anteil der Testfalle in FlexX_DSL, fir den eine Losung
mit einem rmsd < 1.0, < 1.5, <2.0 sowie = 2.0 A auf dem ersten Bewertungsrang gefunden
wird, ist in Tab. 20 aufgefihrt. In Bezug auf die Erkennung von Ligandkonfigurationen mit
einem rmsd < 2.0 A wird der Anteil von urspriinglich 54 % durch die Bewertung mit der hier
entwickelten Funktion auf 73 % gesteigert, was einer Verbesserung um 35 % Prozent ent-

spricht.
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Abb. 22: Akkumulierte Anzahl von Protein-Ligand-Komplexen aus FlexX DS1 as Funktion des
rmsd-Wertes beziiglich der jewelligen Kristallstruktur fir die Protein-Ligand-
Anordnungen, die von FlexX (0) bzw. der hier entwickelten Bewertungsfunktion (Gl. 36)
(2) jeweils am besten innerhalb einer Menge von generierten Alternativen bewertet wur-
den. Ebenfalls angegeben ist die akkumulierte Anzahl von Komplexen, fir die eine Geo-
metrie mit kleinstem rmsd-Wert unabhéngig von einer Bewertung Uberhaupt generiert
wurde (). Diese Kurve gibt einen Eindruck des Limits, das eine ideale Bewertungsfunk-
tion erreichen kénnte. Alle Kurven wurden unabhéngig voneinander nach dem rmsd-Wert
sortiert.

Tab. 20: Ergebnisse fur von FlexX generierte Docking-L6sungen fir 91 Komplexe des Datensatzes
FlexX_DS1, die von der in FlexX implementierten Funktion sowie der hier entwickelten
(Gl. 36) bewertet wurden.

Anteil® Komplexe mit rmsd

<1.0A <15A <20A >20A
Alle Bewertungsr ange” 65 76 84 16
9 FlexX 20 37 54 46
1. Ran
g Gl. 36 39 66 73 27
Verbesserung® 95 78 35 -41

a) In Prozent. b) Alle mit FlexX erzeugten Protein-Ligand-Anordnungen der 91 Komplexe in
FlexX_DS1 werden betrachtet. Der Zahlenwert gibt somit den Anteil der Komplexe an, fir den eine
Losung mit jeweiligem rmsd-Wert Uberhaupt (d.h. ohne Beachtung ihrer Bewertung) generiert wurde.
¢) Nur digenigen Ligandkonfigurationen werden betrachtet, die jeweils am besten bewertet werden.
Die Zahlenwerte sind dabei auf die in der ersten Zeile bezogen. d) Die Verbesserung wird gemal}
(%(Gl. 36) - %FlexX) / %FlexX berechnet.
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Abb. 23 zeigt, um wieviel sich jeweils der rmsd-Wert fir Protein-Ligand-Geometrien auf
Rang 1 nach Bewertung mit FlexX bzw. der hier entwickelten Funktion fir einzelne Komple-
xe unterscheidet. Hierbel wird in 10 Falen von der Funktion nach Gl. 36 eine Losung als am
besten bewertet, die um mehr als 1 A weiter von der Kristallgeometrie abweicht as die von
FlexX as am besten bewertete. Demgegentber werden in 28 Fallen durch die hier entwickelte
Funktion Ligandanordnungen als beste ausgewahlt, die um mehr as 1 A néher an der Kri-
stallstruktur liegen. Gemittelt Uber alle 91 Komplexe ergibt sich so eine Reduzierung der
rmsd-Werte fiir Ligandkonfigurationen auf Rang 1 um 0.7 A.
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Abb. 23: Die Differenz der rmsd-Werte firr Losungen, die von der hier entwickelten Funktion (Gl. 36)
bzw. von FlexX am besten bewertet wurden, sind fir ale 91 Komplexe dargestdllt. Die ge-
strichelt gezeichnete Linie zeigt den Mittelwert aller Differenzen bei —0.7 A.

Fur den zweiten Datensatz FlexX _DS2 mit 68 Komplexen wird von FlexX nur in 28 Fallen
eine Losung mit einem rmsd < 2.0 A auf dem ersten Bewertungsrang gefunden (Tab. 21). Fiir
38 Protein-Ligand-Komplexe erzeugt FlexX dagegen Uberhaupt keine Ligandkonfigurationen
mit rmsd < 2.0 A. Somit findet FlexX hier in 93 % der moglichen Féle eine , gut* gedockte
Losung auf dem ersten Rang. Mit der hier entwickelten Bewertungsfunktion ergibt sich eine

nahezu identische Erfolgsrate von 90 %.
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Tab. 21: Ergebnisse fur von FlexX generierte Docking-L6sungen fir 68 Komplexe des Datensatzes
FlexX_DS2, die von der in FlexX implementierten Funktion sowie der hier entwickelten
(Gl. 36) bewertet wurden.

Anteil® K omplexe mit rmsd

<10A <15A <20A >20A
Alle Bewertungsr ange” 35 44 44 56
9 FlexX 54 66 93 7
1. Ran
g Gl. 36 38 60 90 10
Verbesserung® -30 -9 -3 43

a) In Prozent. b) Alle mit FlexX erzeugten Protein-Ligand-Anordnungen der 68 Komplexe in
FlexX_DS2 werden betrachtet. Der Zahlenwert gibt somit den Anteil der Komplexe an, fir den eine
Losung mit jeweiligem rmsd-Wert Uberhaupt (d.h. ohne Beachtung ihrer Bewertung) generiert wurde.
¢) Nur digenigen Ligandkonfigurationen werden betrachtet, die jeweils am besten bewertet werden.
Die Zahlenwerte sind dabei auf die in der ersten Zeile bezogen. d) Die Verbesserung wird gemal}
(%(Gl. 36) - %FlexX) / %FlexX berechnet.

Fur den DOCK_DS-Datensatz werden unter Verwendung der Methoden flex_nrg_min
(, Energiefunktion*) und flex_chm_min (, Chemische Bewertungsfunktion“) von DOCK in
57 % bzw. 48 % der moglichen Falle eine Ligandkonfiguration mit rmsd < 2.0 A am besten
bewertet (Tab. 22 und Tab. 23; siehe dazu auch Tab. 19 (S. 129)). In Bezug auf diese , gut”
gedockten Lésungen wird durch die hier entwickelte Bewertungsfunktion dieser Anteil auf
70 % (das entspricht einer Verbesserung um 46 %) gesteigert, wenn die nach flex_chm_min
erzeugten Losungen betrachtet werden (Tab. 23 und Abb. 24). Fur die Protein-Ligand-
Anordnungen, die mit der ,, Energie-Bewertung* von DOCK erzeugt wurden, ergibt sich dafir
mit der hier entwickelten Funktion ein Anteil von 54 % (Tab. 22).
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Abb. 24: Akkumulierte Anzahl von Protein-Ligand-Komplexen aus DOCK_DS als Funktion des
rmsd-Wertes  bezliglich der jewelligen Kristallstruktur fir die Protein-Ligand-
Anordnungen, die von der ,Chemischen Bewertungsfunktion“ in DOCK (0) bzw. der hier
entwickelten Bewertungsfunktion (Gl. 36) (A) jeweils am besten innerhalb einer Menge
von generierten Alternativen bewertet wurden. Ebenfalls angegeben ist die akkumulierte
Anzahl von Komplexen, fur die eine Geometrie mit kleinstem rmsd-Wert unabhangig von
einer Bewertung Uberhaupt generiert wurde (M). Diese Kurve gibt einen Eindruck des Li-
mits, das eine ideale Bewertungsfunktion erreichen konnte. Alle Kurven wurden unabhén-
gig voneinander nach dem rmsd-Wert sortiert.

Tab. 22: Ergebnisse fir von DOCK generierte Docking-Ldsungen fir 100 Komplexe des Datensatzes
DOCK_DS, die von der in DOCK implementierten ,,Energiefunktion” sowie der hier ent-
wickelten (Gl. 36) bewertet wurden.

Anteil® K omplexe mit rmsd

<10A <15A <20A >20A
Alle Bewertungsr ange” 25 52 61 39
9 DOCK 32 42 57 43
1. Ran
g Gl. 36 40 42 54 46
Verbesserung” 25 0 -5 7

a) In Prozent. b) Alle mit DOCK erzeugten Protein-Ligand-Anordnungen der 100 Komplexe in
DOCK _DS werden betrachtet. Der Zahlenwert gibt somit den Anteil der Komplexe an, fir den eine
Losung mit jeweiligem rmsd-Wert Uberhaupt (d.h. ohne Beachtung ihrer Bewertung) generiert wurde
(s. a Tab. 19, S. 129). ¢) Nur digjenigen Ligandkonfigurationen werden betrachtet, die jeweils am
besten bewertet werden. Im Gegensatz zu Tab. 19 sind die Zahlenwerte dabei auf die in der ersten
Zeile bezogen. d) Die Verbesserung wird gemai (%(Gl. 36) - %DOCK) / %DOCK berechnet.
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Tab. 23: Ergebnisse fir von DOCK generierte Docking-Ldsungen fir 100 Komplexe des Datensatzes
DOCK_DS, die von der in DOCK implementierten ,, Chemischen Bewertungsfunktion* so-
wie der hier entwickelten (Gl. 36) bewertet wurden.

Anteil® K omplexe mit rmsd

<1.0A <15A <20A >20A
Alle Bewertungsr ange” 17 31 43 57
) DOCK 18 32 48 51
1. Ran
g Gl. 36 a1 48 70 30
Verbesserung® 128 50 46 -41

a) In Prozent. b) Alle mit DOCK erzeugten Protein-Ligand-Anordnungen der 100 Komplexe in
DOCK _DS werden betrachtet. Der Zahlenwert gibt somit den Anteil der Komplexe an, fir den eine
Losung mit jeweiligem rmsd-Wert Uberhaupt (d.h. ohne Beachtung ihrer Bewertung) generiert wurde
(s. a Tab. 19, S. 129). ¢) Nur digenigen Ligandkonfigurationen werden betrachtet, die jeweils am
besten bewertet werden. Im Gegensatz zu Tab. 19 sind die Zahlenwerte dabei auf die in der ersten
Zeile bezogen. d) Die Verbesserung wird gemai (%(Gl. 36) - %DOCK) / %DOCK berechnet.

5.4.4 Erkennung von kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-Anordnungen

Unter der Annahme, die kristallographisch bestimmte Protein-Ligand-Anordnung sei ,,op-
timal“, ist fir sie die jeweils beste Bewertung mit Gl. 36 unter alen von Docking-
Programmen generierten und davon geometrisch abweichenden Lésungen zu erwarten (s. a
Kriterium I11 in Kap. 4.6.1). Gemal3 Abb. 25 ist dieses auch fur 54 % aller 91 Protein-Ligand-
Komplexe in FlexX_DS1 der Fal. Wird ein gelockertes Kriterium definiert, nach dem die
Bewertungsfunktion auch dann als erfolgreich bezeichnet wird, wenn entweder die Kristall-
struktur oder , gute* (rmsd < 2.0 A) gedockte Ligandkonfigurationen am besten bewertet wer-
den, soist dieses sogar in 71 % aller Félle fur FlexX_DS1 erfillt.

Wird die entwickelte Bewertungsfunktion auf den Datensatz FlexX_DS2 angewendet, so
werden in 65 % aler Féle die Kristallgeometrien der Liganden auf dem ersten Rang gefun-
den. In sogar 90 % aller 68 Protein-Ligand-Komplexe werden nach dem gelockerten Kriteri-
um entweder die Kristallstruktur oder eine ,,gut” gedockte Ligandkonfiguration am besten
bewertet.
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ADbb. 25: Nach Gl. 36 berechneter Rang der Kristallstruktur unter allen von FlexX erzeugten Alterna-
tiven fUr jeweils alle 91 Protein-Ligand-K omplexe des Datensatzes FlexX _DSL.

Um zu untersuchen, inwieweit die Qualitét der durch ein Docking-Programm zusétzlich
generierten Losungen das Auffinden der Kristallstruktur beeinfluft, wurden wiederum die mit
den Methoden flex_nrg_min und flex_chm _min (s. Tab. 4, S. 88) durch DOCK erzeugten
Protein-Ligand-Anordnungen des Datensatzes DOCK_DS verwendet. In 76 % (57 %) aller
100 betrachteten Protein-Ligand-Komplexe wird fur die mit der ,,Chemischen Bewertungs-
funktion (,Energiefunktion”) erzeugten Ldsungen die Kristallgeometrie des Liganden auf
Rang 1 gefunden. Unter Verwendung des gelockerten Kriteriums werden in 83 % (62 %)
entweder eine Kristallstruktur oder aber eine , gut* gedockte (rmsd =2.0 A) Ligandkonfigu-
ration am besten bewertet.

Faldt man die Ergebnisse fur die Datensétze FlexX_DS1 und FlexX_DS2 zusammen, so
wird in nahezu 80 % aller 159 untersuchten Falle eine Kristallstruktur oder eine dazu ,,ahnli-
che* (rmsd<2.0A) Geometrie auf dem ersten Bewertungsrang erhalten. Fir die mit der
»Chemischen Bewertungsfunktion® in DOCK generierten Protein-Ligand-Konfigurationen
des Datensatzes DOCK_DS gleichen die erhatenen Ergebnisse denen mit den FlexX_DS-
Datensdtzen. Im Falle der mit der auf dem AMBER-Kraftfeld (Weiner et al., 1984) beruhen-
den , Energiefunktion* erzeugten Ligandanordnungen wird dagegen ein geringerer Anteil
richtig erkannt, wobei auch dieses Ergebnis noch Uber den von den Standardverfahren in
FlexX und DOCK erzielten liegt (Tab. 19, S. 129). Insgesamt betrachtet ist die hier erhaltene
Erkennungsrate von nativ(-&hnlichen) Protein-Ligand-Anordnungen bislang noch von keinem
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anderen Bewertungsverfahren in der Literatur beschrieben worden (s.a. Zusammenfassung der
Validierungsstudien von Dockingprogrammen in Tab. 19, S. 129). So wird die Eignung zur
Erkennung nativ-8hnlicher Bindungsmoden des im Verlauf dieser Arbeit verdffentlichten An-
satzes von Mitchell et al. (Mitchell et al., 1999a; Mitchell et al., 1999b) nur am Beispiel der
Heparinbindung an bFGF (PDB-Code: 1bfc) getestet. Wahrend hierbel die Kristallstruktur als
gunstigste erkannt werden konnte, weicht die von FTdock generierte und anschlief3end am
besten bewertete Geometrie von der experimentell bestimmten deutlich ab (ein rmsd-Wert
wurde von den Autoren nicht angegeben). Eine zuverlassige Erkennung ,,gut” gedockter Pro-
tein-Ligand-Anordnungen ist jedoch eine notwendige Voraussetzung fur eine verldiche
Vorhersage von Bindungsaffinitéten im Rahmen von virtual screening-Anwendungen (s.a
Kap. 5.5.3).

Bemerkenswerterweise kann z.B. fur FlexX_DS2 die korrekte Erkennung nativ(-ahnlicher)
Protein-Ligand-Konfigurationen von 27 Féllen (bel nur 30 moglichen (Tab. 21)) unter Ver-
wendung ausschliefdlich gedockter Anordnungen auf 61 Falle gesteigert werden, sofern die
Kristallstruktur des Liganden mit berticksichtigt wird und somit in den verbleibenden 38 Fal-
len Uberhaupt eine geeignete Ligandgeometrie bewertet werden kann. Diese Tatsache weist
auf die Notwendigkeit einer Verbesserung der Ligandplazierung in den verwendeten Dok-

kingprogrammen hin.

Fur einige der Félle, in denen die Kristallgeometrie des Liganden nicht am besten bewertet
wird, lassen sich bel Betrachtung der experimentell bestimmten Struktur mogliche Ursachen
identifizieren. Im Fall der R106Q-M utante des Fettsaure-bindenden Proteins mit Olsiure ((2)-
9-Octadecensiure) als Ligand (PDB-Code: licn, Auflésung 1.74 A, Abb. 26) wird die Kri-
stallstruktur auf dem 35. Rang bewertet. Der Ligand ist in der nativen Struktur so orientiert,
dai3 seine Carboxylatgruppe in das Innere des Proteins steht und das nichtpolare Kohlenwas-
serstoffende zum Losemittel hin ausgerichtet ist. Die Carboxylatgruppe bildet dabei keine
gerichtete Wechselwirkung mit einer funktionellen Gruppe des Proteins innerhalb von 3.5 A;
lediglich ein Wassermolekiil tritt in unmittelbarer Nachbarschaft (3.3 A) auf. Anstelle der
Kristallgeometrie wird dagegen ein Ligandbindungsmodus als am besten bewertet, der eine
umgekehrte Orientierung in der Bindetasche ergibt (rmsd = 11.3 A). Hierbei ist nicht nur der
nichtpolare Teil im Inneren des Proteins vergraben, sondern die Carboxylatgruppe bildet dar-
Uber hinaus noch Wasserstoffbriicken zum Amid-Stickstoff von Ala73 aus. Beide Effekte
bedingen die wesentlich guinstigere Bewertung.



Ergebnisse und Diskussion 141

Interessanterweise ist die Carboxylatgruppe in der Kristallstruktur ungeordnet, wobel drei
aternative Positionen in der PDB-Datel angegeben werden. Dartiber hinaus wird von den
Autoren (Eads et al., 1993) eine geringe, aber kontinuierliche, J-férmige Elektronendichte
berichtet, die hinter der terminalen Methylgruppe der Olsiure im Komplex mit dem Wildtyp-
protein auftritt. Dieses hat am Boden der Bindetasche auf3erdem ein Arginin (Argl06), dasin
dem fUr den hier beschriebenen Komplex verwendeten Protein zu Glutamin mutiert wurde.
Somit entfallt in diesem Fall auch die Moglichkeit, daf3 die Carboxylatgruppe der Olsiure dort
eine Salzbriicke ausbilden kann.

__
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ADbb. 26: Dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Bindetasche von licn (R106Q-Mutante des Fettsiure-
bindenden Proteins) zusammen mit der Kristallstruktur des Liganden Olsiure ((2)-9-
Octadecensaure; Farbcodierung nach Atomtypen), die nach Gl. 36 auf dem 35. Rang gefun-
den wird, sowie einer mit rmsd = 11.3 A davon abweichenden Ligandkonfiguration (rot), die
am besten bewertet wurde. Der Eingang zu der Bindetasche befindet sich auf der rechten
Seite der Abbildung, ober- und unterhalb der Bindetasche liegende Aminosduren wurden aus
Griinden der Ubersichtlichkeit entfernt. Die Carboxylatgruppe des Liganden in der Kristall-
anordnung zeigt keine Wechsalwirkung zum Protein, sondern lediglich zu einem 3.3 A ent-
fernten Wassermolekdl (hier nicht dargestellt). Im Gegensatz dazu bildet die besser bewer-
tete Ligandkonfiguration nicht nur Wasserstoffbriicken zwischen der Carboxylatgruppe und
einem Amidstickstoff von Ala73 aus (gepunktete Linien; die Abstdnde zwischen den jewel-
ligen Atomen betragen 2.8/ 2.9 A), sondern die nichtpolare K ohlenwasserstoffkette der Fett-
sdure ist auch noch zum Inneren des Proteins gerichtet.

In Anbetracht dieser Tatsachen kann die beobachtete Elektronendichte nun auch so inter-

pretiert werden, daR die Olsaure tatsachlich umgekehrt in der Bindetasche plaziert ist. Der
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ungeordnete Teil im Proteininneren wirde dann dem Ende der Kohlenwasserstoffkette ent-
sprechen, was auch mit der vorhergesagten Ligandanordnung in Ubereinstimmung wére. Be-
merkenswerterweise konnen sowohl Jones et al. (Jones et al., 1997) als auch Hoffmann et al.
(Hoffmann et al., 1999) fur diesen Komplex ebenfalls keine mit der experimentellen Struktur

im Einklang stehende Ligandanordnung auf dem ersten Bewertungsrang erhalten.

Im Komplex aus dem Protein Human Plasminogen Kringle 4 mit e-Aminohexansdure
(PDB-Code: 2pk4, Auflésung 2.25 A, Abb. 27) liegt der Ligand in einer flachen Einbuchtung
an der Proteinoberflache. Wahrend eine mit FlexX erzeugte Ligandkonfiguration mit
rmsd = 1.3 A beziiglich der Kristallstruktur am besten bewertet wird, zeigt die native Struktur
(Rang 129) eine Wasserstoffbriicke zwischen der Aminogruppe des Liganden und der Car-
boxylatgruppe von Asp55, die lediglich 2.1 A lang ist. Bedingt durch die kurze Distanz wird
diese Wechselwirkung vom N.3-O.co2-Paarpotential als repulsiv gewertet. Dies steht auch im
Einklang mit den beschriebenen Eigenschaften starker Wasserstoffbriicken mit hohem kova-
lentem Anteil, fir die as untere Grenze fur den Abstand zwischen den beteiligten Nichtwas-

serstoffatomen 2.2 A angegeben wird (Jeffrey, 1997) (s. a. Kap. 2.2.1).

Abb. 27: Dargestellt ist ein Ausschnitt aus der Bindetasche von 2pk4 (Human Plasminogen Kringle 4
Protein) zusammen mit der Kristallgeometrie des Liganden e-Aminohexanséure (Rang 129
nach Bewertung gemal? Gl. 36; Farbcodierung nach dem Atomtyp). Die bestbewertete Li-
gandkonfiguration (rmsd = 1.3 A) ist rot geférbt. Die Ligandanordnung im Kristall fiihrt zu
einer Wasserstoffbriicke zwischen der terminalen Aminogruppe und einer Carboxylatgruppe
von Asp55 mit einer Lange von nur 2.1 A (gepunktete Linie).
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5.4.5 Untersuchung von Faktoren, die einen EinfluR auf die Erkennung nativ-

ahnlicher Ligandkonfigurationen haben

In dem hier entwickelten Ansatz zur Bewertung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen
werden zwei wissensbasierte Préferenzen verwendet, die einerseits auf den Paarverteilungs-
funktionen von Atom-Atom-Kontakten und zum anderen auf den Anteilen vergrabener Ober-
flachen von Protein- und Ligandatomen beruhen. Damit stellt sich die Frage, wieviel redun-
dante Information in beiden Termen enthalten ist. In Abb. 28 ist die Eignung der in Gl. 15
bzw. Gl. 35 beschriebenen statistischen Paar- und Einteilchenpréferenzen gezeigt, jeweils
einzeln verwendet ,, gut” gedockte Ligandanordnungen in einer Menge von generierten Alter-
nativen fur die Komplexe des Datensatzes FlexX DS1 zu erkennen. Dabei ist wiederum die
akkumulierte Anzahl der Komplexe gegen den rmsd-Wert aufgetragen worden, der jewells fr
die bestbewerteten Ligandanordnungen ermittelt wurde. Wahrend die Paarpotentiale aleine
signifikant besser as die FlexX-Bewertung geeignet sind, nativ-ahnliche Geometrien zu er-
kennen, ergibt sich bel Verwendung der SAS-abhéngigen Einteilchenpotentiale ein dhnliches
Ergebnis wie fir die FlexX-Bewertung. Letzteres ist bemerkenswert, da diese Einteilchenpo-
tentiale keinerlei detaillierte Informationen Uber die Eigenschaften des jeweiligen molekula-
ren Wechselwirkungspartners (d.h. der Proteinbindetasche im Falle der Potentiale fur Ligan-
datome sowie umgekehrt) benutzen. Sie berlicksichtigen nur, ob ein polarer Bereich eines
Moleklls in einem ebenfalls polaren oder aber unpolaren Bereich des Wechselwirkungspart-
ners vergraben wird. Weitergehende (implizite) Informationen wie etwa Uber spezifische
Atom-Atom-K ontakte oder aber die Geometrie von Wechselwirkungen werden dagegen nicht
betrachtet.

Die Verwendung der aus beiden Termen zusammengesetzten Bewertungsfunktion nach
Gl. 36 (y= 0.5 entsprechend einer 1:1-Gewichtung) ergibt fir den Datensatz FlexX_DS1 hin-
sichtlich der Anzahl korrekt erkannter Protein-Ligand-Anordnungen mit einem rmsd-
Wert < 2.0 A die gleichen Ergebnisse wie die Verwendung der Paarpotentiale alleine (Abb.
22, Abb. 28, Tab. 24). Im Fall von Protein-Ligand-Anordnungen mit hochstens 1 A bzw.
hochstens 1.5 A rmsd-Wert 143t sich durch eine 1:1-Gewichtung von Paar- und Einteilchen-
préferenz jedoch der Anteil richtig erkannter Konfigurationen von 37 % bzw. 63 % auf 39 %
bzw. 66 % steigern. Tab. 24 zeigt, dal3 ein gewahlter y-Wert von 0.5 dabel optimal ist.
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Abb. 28: Die Eignung der distanzabhangigen Paar- (O0) sowie der SAS-abhangigen Einteilchenpoten-
tide (A) zur Erkennung nativ-ghnlicher Protein-Ligand-Anordnungen im Vergleich zur Be-
wertungsfunktion in FlexX (@) ist dargestellt fir 91 Komplexe des Datensatzes FlexX DSI.
Der rmsd-Wert entspricht demjenigen der Protein-Ligand-Anordnungen auf dem ersten Rang
unter Verwendung des jeweiligen Bewertungsverfahrens. Alle Kurven wurden unabhéngig
voneinander nach dem rmsd-Wert sortiert.

Tab. 24: Ergebnisse fur von FlexX generierte Docking-L6sungen fir 91 Komplexe des Datensatzes
FlexX_DS1, die von der hier entwickelten Funktion (Gl. 36) unter Verwendung verschiede-
ner Gewichtungen von Paar- zu Einteilchenpotential bewertet wurden.

Vo Anteil” K omplexe mit rmsd
<10A <15A <20A >20A
1.0 (1:0) 37 63 73 27
0.5 (L:1) 39 66 73 27
0.09 (1:10) 36 63 73 27
0.91 (10:1) 32 65 73 27

a) Faktor gemal3 Gl. 36. In Klammern ist zusétzlich die dementsprechende Gewichtung von Paar- und
Einteilchenpotentialen angegeben. b) In Prozent. Die Zahlen beziehen sich auf die Anzahl derjenigen
Protein-Ligand-Komplexe in FlexX_DSL, fir die Uberhaupt eine Lésung mit angegebenem rmsd (oh-
ne Beachtung der Bewertung) generiert werden konnte (s.a. Tab. 20, S. 134, Zeile,, Alle Bewertungs-
range').

Ein illustratives Beispiel fur einen Fall, der erst bei einer 10-fachen Gewichtung (y = 0.09)
der Oberflachen-abhangigen Potentiale gegeniliber den distanzabhangigen Potentialen anné-
hernd korrekt behandelt wird, ist in Abb. 29 gezeigt. Fir den Komplex aus dem Protein
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Elastase und dem Liganden Trifluoracetyl-Lys-Pro-Isopropylanilid (PDB-Code: 1lela, Aufl6-
sung 1.8 A) ist dort die Kristallgeometrie des Liganden nach den Atomtypen coloriert. Eine
unter Verwendung der 1:1-Gewichtung (y = 0.5) am besten bewertete gedockte Losung mit
rmsd = 11.9 A ist blau dargestellt; die rote Ligandanordnung (rmsd = 2.5 A) ist dagegen die
unter Verwendung von y = 0.09 auf Rang 1 gefundene Losung. Im Fall der stark von der nati-
ven Struktur abweichenden Ligandkonfiguration (blau) bleibt die tiefe, hydrophobe, durch
Methylgruppen von Thr221, Thr236 und Val224 gebildete Tasche Ldsemittel-zuganglich.
Zusétzlich weist auch die hydrophobe CFs-Gruppe des Liganden ins Lésemittel. Beide Ef-
fekte werden nur durch die gesteigerte Gewichtung der SAS-abhangigen Potentiale korrekt
behandelt; die , Bestrafung* der dem Losemittel zugewandten Molekilteile ergibt dann insge-
samt eine schlechte Bewertung fir die erzeugte Protein-Ligand-Anordnung.

Die bislang vorgestellten Ergebnisse sind unter Verwendung derjenigen Parameter fir die
Paar- sowie die Einteilchenpotentiale erhalten worden (s. a. Kap. 5.1 und 5.2), die fir den
Kalibrierungsdatensatz FlexX_DSL1 die hoéchste Rate der Erkennung nativ-ahnlicher Ligand-
konfigurationen ergaben. Die damit erhaltene Bewertungsfunktion nach Gl. 36 zeigte auch bel
der (Kreuz-)Vaidierung an den Datensdtzen FlexX_DS2 und DOCK_DS Uberzeugende Re-
sultate. Hier nun sollen Ergebnisse fir FlexX_DS1 gezeigt werden, die bei der Verwendung
alternativer, ebenfalls in Kap. 4.2 vorgestellter Referenzzustande, Dampfungsschemata sowie
Intervallparameter erhalten wurden. Die Betonung liegt hierbei auf der Untersuchung der
Paarpotentiale. Sie aleine bewerten - unter Verwendung der optimalen Parameter - im Falle
von FlexX_DS1 in 73 % aler moglichen Félle eine Ligandkonfiguration mit rmsd < 2.0 A am
besten.
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Abb. 29: Dargestellt ist die Connolly-Oberflache (Connolly, 1983) der Bindetasche von Elastase im
Komplex mit Trifluoracetyl-Lys-Pro-Isopropylanilid (s.a. Formel) (PDB-Code: 1€la). Die
Ligandgeometrie der Kristallstruktur ist nach den Atomtypen farbcodiert, die unter Anwen-
dung der 1:1-Gewichtung der distanzabhangigen Paar- sowie der Oberflachen-abhéngigen
Einteilchenpotentiale auf dem ersten Rang gefundene Ligandkonfiguration (rmsd = 11.9 A)
ist blau geférbt, die unter Anwendung der 10-fachen Gewichtung der Einteilchenpotentiale
gefundene bestbewertete Lésung (rmsd = 2.5 A) ist rot dargestellt. Die tiefe Tasche auf der
rechten Seite wird durch die Seitenkette von Va224 und die beiden Methylgruppen von
Thr221 und Thr236 gebildet.

Verwendet man den in Gl. 23 aufgefuihrten und von Sippl (Sippl, 1990; Sippl, 1993) ur-
springlich verwendeten Referenzzustand anstelle des in Gl. 24 benannten bei der Erzeugung
der Paarpotentiale, so sinkt bei ansonsten gleichen Parametern die Rate der mit diesen Paar-
potentialen auf Rang 1 bewerteten ,, guten” Protein-Ligand-Anordnungen fur FlexX_DS1 auf
54 %. Bel Verwendung der ausgezéhlten, absoluten radialen Auftrittshaufigkeiten anstelle der
normierten wird der erhaltene Referenzzustand von zahlenméliig in einem Distanzintervall
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héaufig auftretenden Kontakten zwischen zwel spezifischen Atomen dominiert. Als Folge wei-
sen diese in den zur Ableitung verwendeten Komplexen haufig auftretenden Kontakte insge-
samt nur eine geringe statistische Nettopréferenz auf (s. a Kap. 4.2.2). Dies wird deutlich
beim Vergleich der Paarpotentiale von C.3-C.3 bzw. O.c02-0.3. Die C.3-C.3-Verteilung ist
dabel die mit Abstand am meisten populierte, wohingegen die O.co2-O.3-Verteilung nur
knapp ein Zwanzigstel dieser Beobachtungen aufweist (Tab. 16, S. 103). Im ersteren Fall un-
terscheiden sich sodann auch die zum jeweiligen globalen Minimum gehorenden Potential-
werte um den Faktor drei, wobei der Betragswert fur das unter Verwendung von Gl. 23 as
Referenzzustand erhaltene Paarpotential erwartungsgemald kleiner ist als der fir das unter
Verwendung von Gl. 24 erhaltene; im O.co2-0.3-Fall betragt der Unterschied dagegen nur
etwaen Viertel.

Die hinter der Verwendung von Gl. 23 als Referenzzustand stehende Uberlegung, implizit
nicht nur Qualitét, sondern auch Quantitat der Kontakte bei den vorherzusagenden Protein-
Ligand-Komplexen zu berlicksichtigen (,, haufige Kontakte zeigen naher bei Null liegende
Potentialwerte"), bedingt allerdings, dal3 die neu zu untersuchenden Félle jewells eine analoge
Kontaktauftrittshaufigkeit aufweisen wie die, die im Mittel in der zur Ableitung verwendeten
Datenbank gefunden wurden. Beachtet man nun, dai3 z. B. der Anteil polarer Atome bezogen
auf alle Nichtwasserstoffatome fur die Liganden im Datensatz FlexX_DS1 zwischen 5 und
80 % variiert (Mittelwert: 39 %, Standardabweichung: 17 %), so ist diese Bedingung fir die
vorliegende Datenauswahl sicher nicht erfllt. In der zur Ableitung verwendeten Datenbank
haufig auftretende, im jeweiligen untersuchten Komplex aber unterrepréasentierte Kontakte

wuirden dann ,, unterschétzt” werden und umgekehrt.

Diein Kap. 4.2.3 beschriebene Festlegung der oberen Abstandsgrenze auf 6 A bedingt, dal?
ein Wassermol ekl gerade nicht mehr als gegenseitiger Mediator von Wechselwirkungen zwi-
schen einem Protein- und einem Ligandatom auftreten kann. Die bel der Verwendung alter-
nativer oberer Schranken von 5 bzw. 8 A mit den jeweiligen Paarpotentialen erhaltenen Er-
kennungsraten fir ,, gute“ Ligandkonfigurationen bel FlexX_DS1 belaufen sich auf 61 % bzw.
65 % und liegen damit unter den mit r. = 6 A erzielten Ergebnissen. Die Resultate fir ey =
7 A gleichen dagegen den mit 6 A as oberer Schranke erhaltenen. Die Abnahme der Eignung
der Potentiale zur Erkennung nativ-dhnlicher Ligandgeometrien bel Verwendung von rpax =
8 A zeigt, dai schon in diesem Fall spezifischen Wechselwirkungen zwischen Protein und
Ligand ein zu geringes Gewicht eingerdumt wird. So liegt die mittlere Anzahl polarer Nach-

barn eines polaren Atoms, bestimmt fur ale Komplexe in FlexX_DS1, im Abstand bis zu
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3.3 A — der Obergrenze, bis zu der i.a. eine Wasserstoffbriickenbindung angenommen wird
(Jeffrey, 1997) — bei eins. Fur die Anzahl polarer Nachbarn um ein polares Atom bis 5.0, 6.0,
7.0 und 8.0 A Abstand findet man dagegen die Mittelwerte 5, 9, 15 bzw. 24. Ein &hnliches
Ergebnis wird von Muegge und Martin (Muegge & Martin, 1999) beschrieben, die zwar Paar-
potentiale bis 12 A aus kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexen ableiten,
alerdings bel der Berechnung von Bindungsaffinitéten die erhaltenen Potentiale nur bis zu
Abstanden von 6 A (fiir Kohlenstoff-K ohlenstoff-Wechselwirkungen) bzw. 9 A (fiir sonstige
Wechselwirkungen) verwenden.

In Kap. 4.2.4 sind verschiedene Moglichkeiten zur Behandlung von Paarverteilungen bei
geringer Beobachtungszahl aufgefiihrt worden. Die Verwendung der Reduzierung , lokaler
Unsicherheit* gemaR Gl. 26 (Absatz 2 in Kap. 4.2.4) mit xy = 10" erwies sich dabei als opti-
mal. So ergaben sich bei Verwendung von x =0, 10 bzw. 10 Erkennungsraten fiir , gut*
gedockte Protein-Ligand-Konfigurationen von 67 % , 68 % bzw. 65 %. Ein von Sippl (Sippl,
1990) urspruinglich vorgeschlagenes ,, Mischen* einer normalisierten Verteilungsfunktion fir
ein spezifisches Atom-Atom-Paar mit der Paarverteilungsfunktion des Referenzzustandes in
Abhéngigkeit von der Anzahl der Beobachtungen fir das betrachtete Paar (Gl. 25, Absatz 1 in
Kap. 4.2.4) wurde fir c-Werte von 107, 2 [110™ sowie 10 getestet. Diese Werte bedingen,
dai3 bei Paarverteilungen mit 100, 500 bzw. 1000 Beobachtungen die Verteilungsfunktion des
Referenzzustandes und der spezifischen Paarverteilungsfunktion den gleichen Anteil an der
gemaR Gl. 25 entstehenden Verteilungsfunktion besitzen. Fir o= 102 bzw. 2 [110° wurden
fir FlexX_DS1 mit 68 % schlechtere Erkennungsraten fir ,, gut“ gedockte Protein-Ligand-
Anordnungen festgestellt, fir o= 10" betrug der Wert 65 %. Kombiniert man die in Absatz 1
und 2 in Kap. 4.2.4 aufgefuhrten Methoden zu Gl. 27 (Absatz 3 in Kap. 4.2.4) und verwendet
als Parameter wiederum y = 10 sowie o= 102, 2 (10 bzw. 103, so erhdlt man fir die er-
sten beiden o-Werte eine Erkennungsrate von 71 %, fir o= 10" ergibt sich ein schlechteres
Ergebnis (68 % richtig erkannter ,, gut* gedockter Ligandkonfigurationen). Die in Absatz 4 in
Kap. 4.2.4 angefihrte lineare Variation der ,, Konstanten x (Gl. 28) von einem Startwert Xsart
auf einen Endwert Yenge flr Abstdnde der Atome | und p zwischen VDWy + VD W, — dist
und VDWry + VDWh ) kann zu einer stérkeren Dampfung lokaler Unsicherheiten in dem Be-
reich verwendet werden, wo besonders wenige Beobachtungen von Paarkontakten zu erwar-
ten sind. Mit dist = 1.0 A, xqat = 10% und Xenge = 103, 10 sowie 10™ wurde allerdings keine
Verbesserung fir den ersten xenge-Wert hinsichtlich der Erkennung nativ-dhnlicher Ligand-

konfigurationen festgestellt (71 %), fir Yenge = 10 bzw. 10™ ergaben sich sogar nur Erken-
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nungsraten von 67 % bzw. 59 %. Wird dagegen x von einem Startwert xsart auf einen End-
wert Yenge fUr Abstande der Atome | und p zwischen VDWry + VDWr () + dist und rax linear
variiert (Gl. 29, Absatz 5 in 4.2.4), so kdnnen damit schneller gegen Null gehende statistische
Nettopréferenzen fiir grolRere Abstande erzeugt werden. Firr dist=1.0A, xgat=10" und
Xende = 107, 107 sowie 10™ wurde mit den ersten beiden yenge-Werten allerdings keine Ver-
besserung der Erkennungsrate ,, guter Ligandanordnungen bei FlexX DS1 festgestellt (71 %
bzw. 73 % Erkennungsrate), fiir xenge = 10 ergab sich sogar eine Verschlechterung (63 %).

Insbesondere Paarverteilungen, bel denen ein Atomtyp F, Cl oder Br ist, sind gemai Tab.
16 (S. 103) besonders schwach populiert. Um der Frage nachzugehen, ob die in ihnen enthal -
tene Information dennoch einen Einflufd auf die Erkennung nativ-ahnlicher Protein-Ligand-
Anordnungen hat, wurden auch Paarpotentiale abgeleitet, die lediglich auf den 14 verbleiben-
den Atomtypen beruhen. Fir den Datensatz FlexX DS1 wurden bei Verwendung dieser stati-
stischen Paarpraferenzen lediglich in 65 % aler moglichen Félle eine ,, gut“ gedockte Ligand-
geometrie auf dem besten Bewertungsrang erkannt.

Um zu untersuchen, ob die mit der entwickelten Bewertungsfunktion erzielten Ergebnisse
von molekularen Eigenschaften der untersuchten Liganden abhéngen, wurde der rmsd-Wert
der jewells bestbewerteten Ligandkonfiguration fur den Datensatz FlexX _DS1 gegen den
Prozentsatz nichtpolarer Atome, den Prozentsatz von Wasserstoffbriickendonatoren und
-akzeptoren (in beiden Fallen bezogen auf die Anzahl von Nichtwasserstoffatomen) sowie die
Anzahl drehbarer Bindungen im Molekll aufgetragen. In allen Fallen konnte dabel keine sig-
nifikante Korrelation festgestellt werden; lediglich eine sehr schwache Abhangigkeit zeigte
sich fur die Anzahl drehbarer Bindungen. Diese gibt einen Hinweis auf die Komplexitét des
jeweiligen Docking-Problems. Da mit zunehmender Flexibilitdt des Liganden der zu durch-
musternde Konformationsraum grofer wird, erschwert dies die Vorhersage einer akzeptablen
Bindungsgeometrie. Daher ist es nicht Uberraschend, dal3 fir rigidere Liganden i.a. geringere
rmsd-Werte gefunden werden.

5,5  Priorisierung von Liganden und Vorhersage von Bindungsaffinitaten

Mit der hier entwickelten Bewertungsfunktion (Gl. 36) und unter Verwendung — sofern
nicht anders vermerkt — der fur die Erkennung von , guten Ligandkonfigurationen fr den

Datensatz FlexX_DS1 gefundenen optimalen Parametern (s.a. Kap. 5.1 und 5.2) werden nun
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fir verschiedene Datensédtze von Protein-Ligand-Komplexen mit bekannten Inhibitionskon-
stanten Bindungsaffinitdten vorhergesagt. Damit werden nicht nur die Giltigkeit der bel der
Ableitung der Funktion angewendeten Annahmen getestet (s.a. Kap. 4.6.2), sondern auch,
inwieweit fur die Bindung eines Liganden an ein Protein zu berlicksichtigende Beitrdge im-
plizit durch den verfolgten wissensbasierten Ansatz in den abgel eiteten statistischen Préferen-
zen enthalten sind.

Um zu untersuchen, inwiefern die zugrundegel egten Protein-Ligand-Strukturen einen Ein-
fluld auf die erhaltenen Ergebnisse haben, werden sowohl kristallographisch bestimmte Kom-
plexgeometrien als auch solche verwendet, bei denen der Ligand von FlexX in das jeweilige
Protein gedockt wurde. Hierbel wird die erhaltene Bewertung mit Gl. 36 gegentiber dem ex-
perimentellen pK;-Wert skaliert und der quadrierte Korrelationskoeffizient, die Standardab-
weichung sowie die maximale Abweichung bestimmt. Im letzten Kapitel dieses Abschnitts
wird dann die Bewertungsfunktion an einem Fall getestet, der in seinem Umfang heutzutage
durchgefuihrten virtuellen Screening-Ansétzen entspricht. Es geht dabei jeweils um die Erken-

nung ,, aktiver* Liganden aus einer Menge gegebener Alternativen.

5.5.1 Bindungsaffinitatsvorhersage fir Datensdtze aus kristallographisch bestimmten

Protein-Ligand-K omplexen

In Tab. 25 und Abb. 30 sind die Ergebnisse fur die Vorhersage von Bindungsaffinitéten
mit der hier entwickelten Bewertungsfunktion (Gl. 36) fur Protein-Ligand-Komplexe aus der
PDB mit experimentell bekannten Inhibitionskonstanten zusammengefaldt. Sofern nicht an-
ders angegeben, wurde hierbel eine Gewichtung der Paar- zu den Eintellchenpotentialen von
1:1 (y=0.5in Gl. 36) benutzt. Die Datensétze (s. a Kap. 4.9.2) wurden dabei aus den Arbei-
ten von Eldridge et al. (Eldridge et al., 1997), Head et al. (Head et al., 1996) und B6hm
(Bohm, 1994) entnommen, da sie bereits von Muegge und Martin (Muegge & Martin, 1999)
zum Vergleich ihrer Bewertungsfunktion mit SCORE1 (Bohm, 1994) und SMoG-Score
(DeWitte & Shaknovich, 1996) herangezogen wurden.
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Tab. 25: Statistische Parameter der Korrelationen experimentell bestimmter und mit der hier entwik-
kelten Bewertungsfunktion berechneter Bindungsaffinitdten. Die verwendeten Datensétze
beruhen auf kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-K omplexen.

Datensatz Anzahl pKi- R? sD?  MD?  log(-co®

Komplexe Bereich

Serinproteasen 16 7 08 095 150 -155
M etallopr oteasen® 15 10 070 153 332 -149
Endothiapepsine 17 4 0.30 0.94 1.67 -1.86
Arabinose-bindende Protine 18 (9)? 3 0.18 0.77 1.33 -1.24
‘Andere’® 17 8 043 185 339 -153
Bshm1998" 71 13 033 221 722 -148
Bhm1998(1)? 49 10 044 179 452 -144
B6hm1998(1 1)" 46 10 056 153 436 -144

a) Die Standardabweichung (SD) und die maximale Abweichung (MD) sind in logarithmischen Ein-
heiten angegeben. b) Die Skalierungskonstante wird nach Gl. 42 berechnet. ¢) Verwendung von
y=0.09 in Gl. 36. d) In den Krigtallstrukturen von 9 Komplexen werden bedingt durch eine statische
Unordnung jeweils beide K ohlenhydratepimere (a- und (3-Form) in der Bindetasche gefunden. Jedes
dieser Epimere wird hier eigensténdig behandelt. €) Dieser Datensatz umfaldt die Komplexe aus dem
kombinierten Trainings- und Testdatensatz von Béhm (Béhm, 1994), die nicht in den vier vorherigen
Sétzen auftreten und eine Auflésung < 2.5 A besitzen. f) Nur Protein-Ligand-Komplexe, die auch in
der PDB enthaten sind, werden von dem Trainings- und Testdatensatz von Bohm (Bohm, 1998) ver-
wendet. g) Untermenge von B6hm1998, die nur die Komplexe mit einer Auflésung < 2.5 A sowie
< 40 Nichtwasserstoffatome fir die Liganden enthdt. h) Untermenge von B6hm1998(1), die nicht die
Ausreif3er 1cil, 1sbp und 1tnk enthdlt. Fir ndhere Erlduterungen siehe Text.

Der Testdatensatz ,, Serinproteasen” umfalét 16 Trypsin- und Thrombin-Komplexe (Abb.
30 &). Fir ihn wird die beste Korrelation aller hier untersuchten Datensétze mit R? = 0.86 er-
halten. Allerdings werden Protein-Ligand-Komplexe mit experimentell bestimmter geringer
Bindungsaffinitdt (pKi-Werte < 2: 1bra, 1tni, 1tnj, 1tnk, 1tnl) um etwa 1.5 Grofdenordnungen
Zu gut vorhergesagt.

Der zweite Datensatz ,, Metalloproteasen® besteht aus 14 Carboxypeptidase A und Ther-
molysin-K omplexen sowie einem Collagenasekomplex (Abb. 30 b). Bei einem RZ-Wert von
0.70 wird die grofite Abweichung mit + 3.3 GrofRenordnungen fir den Komplex 6tmn beob-
achtet (fur eine Erklérung dazu s. a. Kap. 5.6.1).
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Abb. 30: Korrelationen experimentell bestimmter und nach GI. 36 berechntere pK;-Werte fur vier
Datensétze kristallographisch bestimmter Protein-Ligand-Komplexe, wie sie im Text be-

schrieben wurden: Serinproteasen (a),

Metalloproteasen  (b),

‘Andere’  (c), und

Bohm1998(1 / 11) (d). Im letzteren Fall sind die drel Ausreif3er 1cil, 1sbp und 1tnk gesondert
gekennzeichnet. Die gestrichelt gezeichneten Linien geben Abweichungen von + 1 log-

arithmischen Einheit an.

Der dritte Testdatensatz ,,Endothiapepsine® beinhaltet 11 Komplexe. Obwohl nur eine

schwache Korrelation mit R? = 0.30 zwischen experimentellen und berechneten Bindungsaf-
finitéten gefunden wird, werden der am schwéachsten bindende Ligand PD125754 (in leed)

sowie der am starksten bindende H-261 (in 2er7) im Vergleich zu den Komplexen mit mittle-
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rer Bindungsaffinitét (pKi-Werte zwischen 6 und 8) korrekt identifiziert. Weiterhin ist zu be-
achten, dal3 die Standardabweichung zwischen experimentellen und berechneten Werten fir
diesen Datensatz nur 0.94 logarithmische Einheiten betragt und daf? die untersuchten Inhibito-
ren nicht nur insgesamt relativ grof3 (45 bis 79 Schweratome) sind, sondern sich in ihrer Gro-
[3e auch deutlich voneinander unterscheiden.

Datensatz Nr. 4 (, Arabinose-bindende Proteine') besteht aus 9 Komplexen. Da jeder dieser
Komplexe jeweils zwei Kohlenhydratepimere als Liganden enthdt, werden fir beide Bin-
dungsaffinitéten berechnet; die erhaltenen Ergebnisse fur jedes Epimerpaar sind jedoch in
allen Féllen nahezu identisch. Obwohl jeweils unterschiedliche Anteile von a- und [3-Formen
der jeweiligen Kohlenhydrate bedingt durch die Mutarotation wahrend der experimentellen
Bestimmung der Bindungsaffinitdt anwesend waren, hat dieses daher keinen Einfluf3 auf die
bei der Berechnung erhaltenen Ergebnisse. Die fur diesen Satz erhaltene Korrelation ist mit
R? = 0.18 die schlechteste, wobei auch hier die Standardabweichung nur 0.77 logarithmische
Einheiten betrégt. Dieses Ergebnis (kleiner R>-Wert bei moderater Standardabweichung) wird
bedingt durch den Bereich der experimentellen pKi-Werte, der mit 3 Grofdenordnungen der
kleinste aller hier untersuchten Datensétze ist. Eine Verwendung der kristallographisch be-
stimmten Wassermol ektile 309, 310 und 311 as Teil des Proteins wahrend der Affinitétsvor-
hersage bringt keine Verbesserung. Diese Wassermolekile werden von Quiocho et al. als
wesentlich fur die beobachtete Spezifitét des Proteins bzgl. L-Arabinose, D-Fucose und D-
Galactose angesehen.

Datensatz Nr. 5 (,Andere') umfaldt 17 Protein-Ligand-Komplexe mit verschiedenen Protei-
nen (Cytochrom P450, FKB-bindendes Protein, HIV-Protease, Renin, DHFR, Galactose-
bindendes Protein, Thymidilat-Synthase, Retinol-bindendes Protein, Triosephosphat-
Isomerase, Myoglobin und Concavalin) (Abb. 30 c). Unter Verwendung von Kofaktoren as
Tell des Proteins wahrend der Berechnung der Affinitdten wird ein quadrierter Korrelations-
koeffizient von 0.43 erhalten. Drel Bindungsaffinitdten werden dabei als zu hoch vorherge-
sagt: fur den Reninkomplex 1rne wie auch fir die HIV-Protease-K omplexe 4hvp und 4phv. In
diesen Féllen bestehen die Liganden aus 51, 54 und 46 Nichtwasserstoffatomen. Die entwik-
kelte Bewertungsfunktion wurde nur unter Verwendung von Protein-Ligand-Komplexen ab-
geleitet, die Liganden mit <50 Nichtwasserstoffatomen enthielten, was als obere Grenze fir
wirkstoffartige Moleklle angesehen wird (Lipinski et al., 1997). Es ist daher moglich, daid
Informationen Uber Liganden mit einer Grof3e nahe bei oder oberhalb dieser Grenze nur un-

vollstandig in den erhaltenen statistischen Préferenzen enthalten sind.
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Der letzte Datensatz (,B6hm1998') besteht aus 71 kristallographisch bestimmten Komple-
xen der Trainings- und Testdatensdtze von Bohm (Bohm, 1998). Von B6hm modellierte
K omplexe wurden dagegen nicht verwendet. , B6hm1998' ergibt einen R>-Wert von 0.33. Der
AusschluR aller Komplexe mit einer Auflésung groRer als 2.5 A oder Liganden mit mehr als
40 Nichtwasserstoffatomen (s. 0. resultiert in einer Korrelaion mit R*=0.44
(,B6hmM1998(1)*, Abb. 30 d). Dabei kdnnen drei Ausreif3er erklart werden: in 1sbp ist der Li-
gand Sulfat und fallt damit unter die untere Grenze von 6 Nichtwasserstoffatomen, die fur die
Ableitung der statistischen Préferenzen verwendet wurde. In 1cil (Inhibitor ETS gebunden an
Carboanhydrase I1) bildet der Sulfonamid-Stickstoff des Liganden mit dem Zink-Kation des
Proteins eine starke Wechselwirkung aus, da ersterer vermutlich deprotoniert vorliegt. Die
Bewertungsfunktion nach Gl. 36 behandelt diese Wechselwirkung allerdings als Kontakt zwi-
schen einem ungeladenen Amidstickstoff und Zink, so dafd sie den dadurch bedingten Bin-
dungsbeitrag unterschétzt. Fir den Liganden des Komplexes 1tnk kann eine stark deformierte
Konformation festgestellt werden, wobel intramolekulare Bindungsiéangen und -winkel von
den Standardwerten deutlich abweichen. Dies kann auf eventuelle Probleme im abschlief3en-
den Schritt der Verfeinerung der Kristallstruktur hindeuten. Entfernt man diese drel Ausrei-
Rer, ergibt sich fir ,B6hm1998(11)* eine deutlich verbesserte Korrelation mit R? = 0.56 und

einer Standardabwei chung von 1.53 logarithmischen Einheiten.

Anstelle der hier mit Gl. 36 berechneten und unmittelbar mit den experimentellen pK;-
Werten korrelierten (Gl. 42) Bewertungen verwenden DeWitte und Shakhnovich (DeWitte &
Shaknovich, 1996) die auf die Anzahl der Nichtwasserstoffatome des Liganden bezogenen
Werte, um so eine Abhéangigkeit ihrer ,,Design Energien” von der Grol3e des Liganden zu kor-
rigieren. Eine analoge Vorgehensweise erbrachte mit den hier berechneten Bewertungen je-
doch keinerlel Verbesserung der Korrelation zwischen vorhergesagten und experimentellen
Bindungsaffinitdten. Das gleiche Ergebnis wurde auch bel Verwendung der Anzahlen drehba-
rer Bindungen anstelle der Anzahl von Nichtwasserstoffatomen erhalten.

Die auf den distanzabhangigen Paarpotentialen beruhenden Beitrége zur Bewertung sind
gemald Kap. 4.2.1 bis auf eine vom jeweiligen betrachteten Komplex abhangige Konstante
bestimmt. Diese Konstante ist daher beim Vergleich der Bewertungen verschiedener Kom-
plexe von Bedeutung. Nur wenn sie in diesen Féllen eine jeweils dhnliche Groéfie annimmt,
koénnen die auf Gl. 36 beruhenden Bewertungen miteinander verglichen werden. Betrachtet
man Korrelationen dann als signifikant, wenn ihr RE-Wert groRer als 0.3 ist (Cramer 111 et al.,
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1993), so scheint im Fal der ,Serinproteasen’-, ,Metalloproteasen'-, ,Andere’-, und
,B6hm1998' -Datensitze (Tab. 25) die Voraussetzung der Ahnlichkeit der erwahnten Kon-
stanten erfullt. Fur diese Testdatensétzen sind die erhaltenen csWerte zudem untereinander
relativ shnlich (Mittelwert: -3.080107, Standardabweichung: 2.32010° entsprechend 7.6 %
bezogen auf den Mittelwert), so dal3 auch hier eine anndhernd gleiche Grofie fur die unbe-
stimmte Konstante angenommen werden kann. Bel dem mit -1.3810°2 kleinsten csWert im
Fall der Endothiapepsine besteht ein moglicher Zusammenhang zur Grof3e der in diesem Da-
tensatz betrachteten Liganden (s.0.). Im Fall der ,Arabinose-bindenden Proteine’ wird die
Interpretation des erhaltenen Wertes dagegen durch die in diesem Fall vorliegende schlechte
Korrelation erschwert. Unter Beachtung, dal3 eine Bewertungsfunktion im Rahmen des
strukturbasierten Designs v.a. zur Priorisierung verschiedener Liganden gegeniiber einem
Protein und weniger zur unmittelbaren Affinitétsvorhersage verschiedener Liganden gegen-
Uber verschiedenen Proteinen verwendet wird, erscheint die Annahme der Gleichheit der un-

bestimmten Konstanten fur Datensétze des ersteren Typs daher gerechtfertigt.

Die hier zur Vorhersage experimentell bestimmter Bindungsaffinitdten verwendete Be-
wertungsfunktion entspricht derjenigen, die auch fir die Erkennung nativ-dhnlicher Protein-
Ligand-Anordnungen verwendet wurde und deren Parameter an FlexX_DS1 kalibriert wur-
den. Nur fir den Datensatz , Metalloproteasen’ wurde hierbel der y~Wert auf 0.09 gesetzt. Die
bei Verwendung des urspriinglichen Wertes von y=0.5 erhatenen statistischen Parameter
(R? = 0.64, SD = 1.69) weichen alerdings nur wenig von den in Tab. 25 fiir diesen Datensatz
aufgefiihrten ab. Da fur den hier vorliegenden Zweck der Affinitétsvorhersage keinerlel zu-
sétzliche Parameteranpassungen mehr durchgefihrt wurden, kénnen die erhaltenen Ergebnis-
seds, echte’ Vorhersagen betrachtet werden.

Obwohl ein Bezug der erhaltenen Bewertungen auf die Anzahl der Nichtwasserstoffatome
bzw. die der drehbaren Bindungen keine Verbesserung der Korrelationen erbrachten (s.0.),
wirft doch der im Fall der Endothiapepsine nach unten abweichende csWert (s.0.) die Frage
auf, ob zusétzliche Terme fur die wahrend der Ligandbindung erfolgende Einschrankung von
Flexibilitat und Mobilitdt verwendet werden muissen. Dies folgt auch in Anbetracht der zu
hoch vorhergesagten Bindungsaffinitéten fur 1rne, 4hvp und 4phv im Datensatz , Andere'. Die
im Fall von Datensdtzen mit Liganden ahnlicher Grof3e erhaltenen guten Korrelationen weisen
ansonsten jedoch auf eine vollstéandige Berticksichtigung der bel der Protein-Ligand-Bindung

auftretenden Beitrége hin.
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5.5.2 Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mit denen anderer Bewertungsfunktionen

Die mit der hier entwickelten Funktion fur die ersten finf Testdatensétze erhaltenen Er-
gebnisse bei der Vorhersage von Bindungsaffinitéten fur Protein-Ligand-Komplexe (Tab. 25)
werden mit denen von vier derzeit verwendeten Bewertungsfunktionen verglichen, von denen
zwei ebenfalls wissensbasiert (PMFScore (Muegge & Martin, 1999), SMoGScore (DeWitte &
Shaknovich, 1996)), die beiden anderen (SCORE1 (Bohm, 1994), ChemScore (Eldridge et al .,
1997)) jedoch regressionsbasiert sind (s.a. Kap. 3.2). Die Vergleichsdaten fur PMFScore,
SCORE1 und SMoGScore werden einer Zusammenstellung in (Muegge & Martin, 1999) ent-
nommen,; die Daten fir ChemScore stammen von (Eldridge et al., 1997).

Beim Vergleich verschiedener Verfahren auf Grundlage statistischer Deskriptoren ist zu
beachten, dal? der RZ-Wert stark von der jeweiligen Zusammensetzung des verwendeten Test-
datensatzes abhangt. Dies gilt nicht fir die Standardabweichung. Eindriickliche Beispiele
hierfir ergeben sich mit den Datensdtzen 3 und 4 (,Endothiapepsine’ und , Arabinose-
bindende Proteine') aus dem vorherigen Kapitel. Obwohl im Fall der ,Endothiapepsine’ ins-
gesamt ein pK;-Bereich von 4 |ogarithmischen Einheiten abgedeckt wird, befinden sich 9 der
11 Komplexe in einem pK;-Bereich zwischen 6 und 8, d.h. die Standardabweichung im Test-
datensatz betrégt lediglich 1.1 logarithmische Einheiten. Mit 0.85 logarithmischen Einheiten
noch geringer ist die Standardabweichung im Datensatz 4, bei dem sich 10 der 18 Protein-
Ligand-Kombinationen in einem pK;-Bereich von 7 bis 8 logarithmischen Einheiten befinden.
Zieht man zusétzlich in Betracht, dal3 der Fehler fur experimentell bestimmte Bindungsaffi-
nitéten aus verschiedenen (Literatur-)Quellen einen Faktor 5 bis 10 in der Inhibitionskon-
stanten ausmachen kann (Bohm, 1998; Hosur et al., 1994; Murray et al., 1998), so liegen die
Streuungen in den oben erwéhnten Datensétzen bereits an dieser Grenze.

Aus diesem Grund werden im folgenden die Ergebnisse der verschiedenen Bewertungs-
funktionen bel der Vorhersage von Bindungsaffinitéten im Hinblick auf die Standardabwei-
chungen zwischen experimentellen und berechneten Daten verglichen (Abb. 31). In diesem
Fall hier werden die dabei beobachteten Trends allerdings auch in den RP-Werten widerge-
spiegelt, daidentische Datensétze als Grundlage des V erglei chs herangezogen werden.
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Abb. 31: Vergleich verschiedener Bewertungsfunktionen fir Protein-Ligand-Wechselwirkungen im
Hinblick auf die bei der Vorhersage von Bindungsaffinitéten erhaltenen Standardabwei chun-
gen zwischen experimentellen und berechneten Werten. Finf in Kap. 5.5.1 beschriebene
Testdatensdtze (, Serinproteasen’, ,Metaloproteasen’, ,Endothiapepsine’, ,Arabinose-
bindende Proteine', ,Andere’) wurden untersucht. Die Angaben fir PMFScore, SCORE1
und SMoGScore wurden (Muegge & Martin, 1999) entnommen, die fir ChemScore stam-
men von (Eldridge et al., 1997) (fur den Datensatz ,Andere' ist dort keine Angabe vorhan-
den). Im Fall der , Arabinose-bindenden Proteine’ wird von Muegge und Martin (Muegge &
Martin, 1999) ein Wert von 69.7 fir SCOREL berichtet.

Verglichen mit den anderen beiden wissenshasierten Ansétzen (PMFScore und SMoGSco-
re) ergeben sich mit der hier entwickelten Funktion teilweise deutlich geringere Standardab-
weichungen fur ale vier Datensdtze mit einheitlichem Protein. Im Falle des ,Andere -
Datensatzes weist PMFScore dagegen eine geringfligig kleinere Standardabweichung auf.
Vergleicht man die regressionsbasierten Ansdtze SCOREL und ChemScore mit der hier ent-
wickelten Methode, so ist letztere in alen Fallen besser ads SCORE1L, wohingegen
ChemScore nur im Fall der , Arabinose-bindenden Proteine’ eine merklich geringere Standar-
dabweichung liefert. Unter der Beachtung, da® im Rahmen von virtual screening-

Anwendungen die exakte Vorhersage verschiedener Liganden gegentiber einem biologischen
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Zielmol ekl wichtiger ist als die von Liganden gegeniiber verschiedenen Proteinen, zeigt die

hier entwickelte Bewertungsfunktion verglichen mit den vier anderen ein besseres Ergebnis.

5.5.3 Bindungsaffinitatsvor hersage fir Datensatze gedockter Protein-Ligand-Struktu-

ren

Wie das vorhergehende Kapitel gezeigt hat, liefert die entwickelte Bewertungsfunktion zu-
friedenstellende Ergebnisse bei der Bindungaffinitdtsvorhersage basierend auf experimentell
bestimmten Protein-Ligand-Anordnungen. Bei Anwendungen von virtuellen Screeningverfah-
ren werden jedoch modellierte Ligandkonfigurationen zugrundegelegt. Dies gilt insbesondere
bei der Verwendung von Docking-Methoden. Hier mui3 die Bewertungsfunktion zusétzlich
die wahrscheinlichste Bindungsgeometrie des Liganden aus einer Menge gegebener Alterna-
tiven finden, sicherlich eine ungleich schwerere Aufgabe. Um die hier entwickelte Funktion
auch fur diese Anwendungen zu testen, wurden drel Datensétze verwendet, fir die experi-
mentell bestimmte Bindungsaffinitdten bekannt sind und bei denen die Protein-Ligand-
Geometrien mit FlexX erzeugt wurden (s.a. Kap. 4.9.2). Der erste umfaldt 53 Komplexe aus
FlexX_DS1 und FlexX_DS2, der zweite eine zusammenhéangende Serie von 32 Inhibitoren
von Thrombin bzw. Trypsin (Murray et al., 1998) und der letzte eine Serie von 61 bzw. 15
Thermolysin-Inhibitoren (Klebe et al., 1994) (s.a. Kap. 4.9.2). Eine Zusammenstellung der
erhaltenen statistischen Parameter ist in Tab. 26 gegeben.
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Tab. 26: Statistische Parameter der Korreationen zwischen experimentell bestimmten Bindungsaffi-
nitdten und mit der hier entwickelten Bewertungsfunktion berechneten fir Datensétze mit
von FlexX generierten Protein-Ligand-Anordnungen.

Datensatz Anzahl pKi- R? sD?  MD?  log(-co)®

Komplexe Bereich

‘Gemischter Satz'® 53 10 044 180 427 -143
Thrombin-/ Trypsin- 64 5 0.48 0.71 1.25 -1.59
Inhib.?

Thermolysin® 61 10 035 170 400 -159
Thermolysin (1)" 43 10 043 168 390 -158
Thermolysin (11)? 15 5 036 153 300 -158
Thermolysin (111)" 14 5 050 139 327 -160

a) Die Standardabweichung (SD) und die maximale Abweichung (MD) sind in logarithmischen Ein-
heiten angegeben. b) Die Skalierungskonstante wird nach Gl. 42 berechnet. ¢) Untermenge beider
Validierungsdatensatze FlexX_DS1 und FlexX_DS2, fur die eine Bindungsaffinitét in der Literatur
(Bohm, 1994; Bohm, 1998; Eldridge et al., 1997; Head et al., 1996) angegeben wurde. Bin-
dungsaffinitéten wurden jeweils fr die am besten von der hier entwickelten Funktion bewerteten und
von FlexX generierten Protein-Ligand-Anordnung berechnet. d) Datensatz von verwandten Thrombin-
und Trypsin-Inhibitoren aus der Arbeit von Obst et al. (Obst, 1997; Obst et al., 1997). Die Protein-
Ligand-Anordnungen wurden mit FlexX generiert, indem die Liganden in die Proteinstrukturen von
Obst et al. (Obst et al., 1997) bzw. 1pph gedockt wurden. €) 61 Thermolysininhibitoren aus dem
Trainingsdatensatz in (Klebe et al., 1994), fur die Ligandgeometrien mit FlexX durch Docking in die
Proteinstruktur von 1tlp erzeugt wurden. f) Untermenge des Datensatzes ‘ Thermolysin’, die nur die-
jenigen Liganden umfaldt, fir die Uberhaupt eine “verninftige” (fir Erléauterungen siehe Text) Geome-
trie von FlexX erzeugt wurde. g) 15 Thermolysin-Inhibitoren aus dem Testdatensatz in (Klebe et al.,
1994), fir die Protein-Ligand-Konfigurationen wie in (€) beschrieben erzeugt wurden. h) Untermenge
von Thermolysin(l1), die nicht den Ausreif3er ZGPLNH2 enthélt.

Fur den ersten Datensatz (,Gemischter Satz') wird eine Standardabweichung von 1.8 log-
arithmischen Einheiten und ein quadrierter Korrelationskoeffizient von 0.44 erhalten. Zum
Vergleich belauft sich der R-Wert bei der Bindungsaffinitatsvorhersage basierend auf den
Kristallgeometrien dieser Komplexe auf 0.34, d.h. die Affinitatsvorhersage ist in diesem Fall
mit gedockten Ligandgeometrien sogar genauer as mit experimentell bestimmten Protein-
Ligand-Anordnungen. Dies kann aber nicht verallgemeinert werden. Im Fall der Thrombin-
und Trypsininhibitoren (Abb. 32 @) weichen die vorhergesagten Affinitdten von den experi-
mentell bestimmten nur um 0.71 logarithmische Einheiten ab und der RZ-Wert betragt 0.48.
Dabel ist kein Unterschied in der Genauigkeit im Hinblick auf das zugrundegel egte Protein zu
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bemerken. Fur die 61 gedockten Thermolysininhibitoren (, Thermolysin‘) ergibt sich zunéachst
ein R%-Wert von 0.35. Beschrankt man den Satz auf solche Liganden, fir die FlexX tberhaupt
eine Geometrie mit einem rmsd-Wert <3 A von mit Hand modellierten Referenzstrukturen
(diese basieren auf Kristallgeometrien als Templaten) erzeugen kann, so steigt der R>-Wert
auf 0.43 (Standardabweichung: 1.68 logarithmische Einheiten) (, Thermolysin (1)*, Abb. 32 b).
Fur den getrennt betrachteten Satz von 15 Thermolysininhibitoren des Testsatzes aus (Klebe
et al., 1994) (,Thermolysin(ll)') ergibt sich R®=0.36. Der AusschluR des Ausreifers
ZGPLNH?2 liefert R? = 0.50 sowie eine Standardabweichung von 1.39 logarithmischen Ein-
heiten (, Thermolysin(l11)*).

Die fur die Trypsin- und Thrombininhibitoren gefundene Standardabweichung von deut-
lich weniger als einer logarithmischen Einheit demonstriert die Eignung der hier entwickelten
Bewertungsfunktion zur Vorhersage von Bindungsaffinitéten sogar auf Grundlage computer-
generierter Protein-Ligand-Geometrien. Da die experimentell bestimmten Bindungsaffinitéten
alerdings aus einer Quelle stammen, ist davon auszugehenden, dal ihr Fehler sogar noch ge-
ringer ist, d.h., dal3 in diesem Fall das experimentell vorgegebene Limit noch nicht erreicht
wurde. Fir die grof3ere Abweichung von 1.5 bis 1.7 logarithmischen Einheiten im Fall der
Thermolysininhibitoren muf3 dagegen beachtet werden, dal? diese Daten aus unterschiedlichen
Quellen stammen und mit unterschiedlichen Assaymethoden bestimmt wurden, so dal3 diese
experimentellen Werte starker fehlerbehaftet sind (Bohm, 1998; Hosur et al., 1994; Murray et
al., 1998). Erschwerend kommt noch hinzu, dal3 durch die konformative Flexibilité der Li-
ganden nicht in allen Féllen von FlexX Uberhaupt , verninftige® Losungen erzeugt wurden.
Von der Bewertung unwahrscheinlicher Geometrien kann alerdings keine verlddliche Affi-
nitétsvorhersage erwartet werden. Dies zeigt sich sehr deutlich fur die erzielten Ergebnisse
beim Ubergang von , Thermolysin zu , Thermolysin(l)*, da im letzteren Fall nur noch ,ver-

nunftige" Ligandanordnungen in Betracht gezogen werden.
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Abb. 32: Korrelationen zwischen experimentell bestimmten und mit der hier entwickelten Bewer-
tungsfunktion berechneten Bindungsaffinitdten fir einen Datensatz von Thrombin- und
Trypsin-Inhibitoren (mit FlexX in die Proteinstrukturen von Thrombin (aus (Obst et al.,
1997)) und Trypsin (aus 1pph) gedockt) (a) sowie einen Datensatz von Thermolysininhibito-
ren (mit FlexX in die Proteinstruktur von 1tlp gedockt) (b). Im letzteren Fall sind nur die
Daten dargestellt, die Liganden entsprechen, fir die FlexX eine ,verninftige” Ligandkonfi-
guration (fir Erléuterungen siehe Text) gefunden hat (, Thermolysin(l)). Die gestrichelt ge-
zeichneten Linien geben eine Abweichung von + 1 logarithmischen Einheit von dem expe-
rimentellen Wert an.
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5.5.4 Virtueles Screening

Eine mit der Priorisierung von verschiedenen Liganden gegenlber einem Protein direkt in
Zusammenhang stehende Anwendung fir die hier entwickelte Bewertungsfunktion ergibt sich
im Rahmen des virtuellen Screenings von Substanzbibliotheken. Aus einer (grof3en) Menge
zur Verfugung stehender Verbindungen sollen digenigen herausgefunden werden, die eine
Aktivitéat gegentber dem untersuchten Rezeptor aufweisen (, Aktiven*). Neben Verfahren, die
auf der Ahnlichkeit von Molekiilen zu schon bekannten Liganden des Zielmolekiils beruhen
(Klebe, 1998a), wird hierbel im Rahmen der strukturbasierten Wirkstoffsuche insbesondere
eine Kombination aus Docking-V erfahren zur Geometriegenerierung und anschlief3ender Be-
wertung der erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen eingesetzt.

Fur das hier untersuchte Beispiel wurden als,, Aktive® 31 Verbindungen aus der Arbeit von
Murray et al. (Murray et al., 1998) verwendet (s.a. Kap. 4.9.3), die mit pK;-Werten zwischen
2 und 7 schwache bis mittel starke Thrombin- und Trypsin-Inhibitoren sind. Von diesen verfi-
gen 10 Uber eine terminale Guanidinogruppe, weitere 11 besitzen eine primére aliphatische
Aminogruppe. Der Satz der ,, Inaktiven” besteht aus 824 aus dem ACD extrahierten Moleku-
len, die alle eine terminale Amidino- bzw. Guanidinofunktion aufweisen. Nach Docking die-
ser Liganden in die Rezeptorstrukturen von 1dwd (Thrombin) und 1pph (Trypsin) wurden die
erhaltenen Rezeptor-Ligand-Anordnungen mit Gl. 36 bewertet und Anreicherungsfaktoren
nach Gl. 43 berechnet. Diese Werte sowie zum Vergleich mit der von FlexX verwendeten
Bewertungsfunktion berechnete sind in Tab. 27 aufgefuhrt. Der nach Gl. 44 berechnete ma-
ximale Anreicherungsfaktor betrégt 27.6. In beiden Fallen zeigt sich dabei ein deutlich hohe-
rer Anreicherungsfaktor bel der Bewertung mit der hier entwickelten Funktion im Vergleich
zur FlexX-Bewertung. Nach Untersuchung der bestbewerteten 10% aller Molekile wiirden so
im Thrombinfall die 5-fache Anzahl , Aktiver, im Trypsinfall sogar die 23-fache Anzahl bei
einer Bewertung mit Gl. 36 verglichen mit FlexX gefunden werden. Dieses wird in Abb. 33
deutlich: wahrend die mit der hier entwickelten Bewertungsfunktion erhaltenen Anteile an
»Aktiven“ sich in beiden Féllen deutlich Uber der bel einer Zufalsauswahl zu erwartenden
Anreicherung befinden, liegen die mit der FlexX-Bewertung erhaltenen Ergebnisse nur ge-
ringfligig dartber (Thrombinfall) bzw. sogar darunter (Trypsinfall). Alle ,Aktiven* sind im
Fall der Bewertung mit Gl. 36 bereits nach dem Durchmustern von 20 % (Thrombin) bzw.
30 % (Trypsin) der Gesamtdatenbank gefunden, wohingegen mit der FlexX-Bewertung 75 %
bzw. 90 % untersucht werden mussen. Dies stellt eine signifikante Verbesserung dar.
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Tab. 27: Nach Gl. 43 berechnete Anreicherungsfaktoren fur 31 ,,aktive" (Murray et al., 1998) und 824
»inaktive" Verbindungen, die mit FlexX in die Proteinstrukturen von Thrombin (1dwd) und
Trypsin (1pph) gedockt wurden.

Datensatz  Bewertung Anteil der unter suchten Molektile insgesamt
2% 5% 10 %
Gl. 36¥ 4.8 8.3 6.5

Thrombin
! Flexx? 16 13 13
Gl. 367 11.2 11.6 7.4

Trypsin

yp Flexx? 0 0 0.3

a) Die Bewertung der erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen erfolgte jeweils mit der hier entwik-
kelten Bewertungsfunktion. b) Die Bewertung der erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen erfolgte
jeweils mit der von FlexX verwendeten Bewertungsfunktion, die auf Arbeiten von Béhm (Béhm,
1994) zuriickgeht.

Bel der Untersuchung der Eignung einer Bewertungsfunktion zur Identifikation von ,, Akti-
ven* in einer Menge von , Inaktiven® im Rahmen eines virtual screening-Ansatzes sind die
Eigenschaften der hierzu ausgewahlten Datensétze von mal3geblicher Bedeutung. Wahrend
i.a die Identifikation von Liganden mit Bindungsaffinitéten im nanomolaren Bereich oder gar
darlber (pK; > 9) in einem Satz von zufallig ausgewahlten Verbindungen ohne Schwierigkei-
ten gelingt (Murray et al., 1998), entspricht dieses VVorgehen nicht den in einem tatséchlichen
Fall vorliegenden Gegebenheiten. Hierbel werden als Leitstrukturen auch solche Molekile
angesehen, die nur mit einer Affinitét von 1 bis 10 uM (pK; = 5 bis 6) an die biologische Ziel-
struktur binden (Teague et al., 1999). Im Anbetracht dieser Tatsache entspricht die Wahl des
Inhibitordatensatzes aus Murray et al. (Murray et al., 1998) mit pK;-Werten zwischen 2 und 7
den realen Erfordernissen. Zusétzlich wurden im ACD fir den Satz der ,, Inaktiven* nur solche
Verbindungen gesucht, die auch eine nicht-zyklische Amidino- oder Guanidino-Funktion
aufweisen. Im Fall der Serinproteasen Thrombin und Trypsin ergibt sich ndmlich eine Rand-
bedingung fir die Bindung eines Liganden durch die Erfordernisse der Spezifitétstasche S1.:
Liganden missen diese Tasche nicht nur optimal ausfillen, sondern mit den entsprechenden
Seitenketten (Asp189, Gly216, Gly219) auch Wechselwirkungen eingehen kénnen. Wahrend
bei Substraten die basischen Aminosauren Arginin und Lysin diese Bedingungen erfillen,
werden Inhibitoren haufig mit (Benz-)Amidino- oder Guanidinofunktionen fir diesen Zweck
versehen. Somit erflllt der Satz der ,, Inaktiven" zumindest diese strukturelle Voraussetzung

zur Proteinbindung. Allerdings ist die Anwesenheit einer solchen basischen Gruppe keines-
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wegs hotwendig, wie potente Inhibitoren von Ely Lilly (6) sowie Merck (7) mit lipophilen S1-
Substituenten (in den Formeln eingerahmt) zeigen.

e

SO0~ |
9

Cl

Stahl et al. (Stahl et al., 2000) berichten bei der Verwendung von FlexX im Zusammen-
hang mit der Durchmusterung von Substanzbibliotheken nach Thrombininhibitoren, dai alle
von dem Programm gut bewerteten Molektle Uber eine an das Asp189 bindende Benzamidi-
no-Funktion verfiigen. Fehlt diese spezifische Wechselwirkung allerdings oder wird der ent-
sprechende Term in der von FlexX verwendeten Bewertungsfunktion (Béhm, 1994) auf Null
gesetzt, kann keine signifikante Anreicherung der , Aktiven* mehr festgestellt werden. Ein
Grund fur die Dominanz dieser Wechselwirkung héangt damit zusammen, wie anhand einer
multiplen linearen Regression eine Bewertungsfunktion kalibriert wird. Bel unausgewogener
Zusammensetzung des Trainingsdatensatzes kdnnen so einzelne Terme Uber- bzw. unterbe-
wertet werden. In Anbetracht dieser Befunde und unter Beachtung, dal3 nur etwa ein Drittel
der verwendeten ,, Aktiven* Uber eine terminale Guanidinofunktion verfiigen (wohingegen alle
»Inaktiven* eine solche oder aber eine Amidinofunktion besitzen), 183t sich so das unbefriedi-
gende Abschneiden der Bewertungsfunktion in FlexX erkléaren. Wie oben aufgefihrte Ergeb-
nisse zeigen, ist aleine schon aus methodischen Grinden eine ,, Abhangigkeit® wegen der
Uberbetonung spezifischer Wechselwirkungen bei der Verwendung der in dieser Arbeit ent-
wickelten Bewertungsfunktion nicht gegeben. Bel dem verfolgten wissensbasierten Prozef3

beruhen die Potentialwerte auch nicht explizit auf eéinem Trainingssatz.



Ergebnisse und Diskussion 165
O S —— 1,0

.'g 0,84 I _g 0,84 4
— . § ____
. 0,64 :" —B 0,64 -

2 [ c

o] ) ‘
2 04 2 041 )

% 0,4 50

S >
T 0.2 T 0,27
< c
< <

0,0 T T T T 0,0 S T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Anteil der untersuchten Datenbank Anteil der untersuchten Datenbank
a) b)

10 10 10C 100

20 20 200 20!

30 30 300 300

400 40 400 400

o 14 x o4

500 500 500 500|

600 600 600 600|

700 700 700 700]

800 800) 800 800|

Gl. 36 FlexX Gl. 36 FlexX
0) d)

Abb. 33: Anteil gefundener , aktiver” Molekile als Funktion des Anteils der insgesamt (31, Aktive" +
824 ,Inaktive") untersuchten Datenbank fir mit FlexX in Thrombin (a) bzw. Trypsin (b) ge-
dockte Liganden, die anschlief3end mit dem hier entwickelten Ansatz (durchgezogene Linie)
bzw. mit der FlexX-Bewertungsfunktion (gestrichelte Linie) bewertet wurden. Zusétzlich mit
angegeben ist der bei einer Zufallsauswahl zu erwartende Anteil an ,, Aktiven" (gepunktetet
Linie). AulRerdem ist der Rang der ,, Aktiven* dargestellt, wie er nach dem Docking der ge-
samten Datenbank (,, Aktive" + , Inaktive") mit FlexX in Thrombin (c) und Trypsin (d) und
Bewertung der erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen mit dem hier entwickelten Ansatz

bzw. der FlexX-Funktion erhaten wurde.
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5.6  Visualiserung von Wechselwirkungsfeldern und Untersuchung der impliziten Be-

rucksichtigung von Direktionalitét in Paar-Potentialen

Die folgenden Betrachtungen beschrénken sich auf die in dieser Arbeit abgeleiteten, dis-
tanzabhéangigen statistischen Paarpréferenzen. Jedes dieser Paarpotentiale alleine weist einen
kugelsymmetrischen Verlauf auf, der keinerlei Winkelabhangigkeit der Wechselwirkung zwi-
schen den betrachteten Atomen beschreibt. Hier soll daher untersucht werden, inwiefern
durch die lokale Uberlagerung mehrerer Paarpotentiale an einem Ort in der Bindetasche eines
Proteins die Direktionalitét von Wechselwirkungen zwischen (Paaren von) Atomen dennoch
implizit beschrieben wird.

Dieses Zusammenwirken mehrerer Paarpotentiale soll am Beispiel der Wasserstoffbriik-
kenbindung zwischen einer Carbonylgruppe und einem Sauerstoffatom des Typs O.3 deutlich
gemacht werden (Abb. 34). Die gunstigste Wechselwirkung fur ein O.2-O.3-Atompaar tritt
hierbei in der Paarpréferenz im gegenseitigen Abstand von 2.55 A auf, die fir ein C.2-O.3-
Paar im Abstand von 3.45A. Nimmt man zusétzlich fir die C.2-O.2-Bindungsldnge einen
Wert von 1.22 A an, so ergibt sich bei den vorgegebenen Distanzen ein C.2-0.2-0.3-Winkel
fir die gunstigste Anordnung beider Atomgruppen von 128° (Abb. 34 @). Dieser Wert liegt
nicht nur in dem erwarteten Bereich (s. a. Kap. 2.2.1), sondern eine analoge V orzugsgeome-
trie kann auch in der Datenbank IsoStar (Bruno et al., 1997) fur nichtbindende Wechselwir-
kungen zwischen einer Carbonylgruppe und Sauerstoffatomen vom Hydroxyltyp gefunden
werden (Abb. 34 b). Obwohl durch Verwendung von nur zwel Paarpotentialen fur dieses Bei-
spiel die gunstigste raumliche Anordnung beider Gruppen bislang nur auf einen senkrecht zur
Carbonylgruppenebene stehenden Kreisbogen beschrénkt ist, kann angenommen werden, dal3
weitere Wechselwirkungen zu benachbarten Atomen diese Wechselwirkungsgeometrie zu-
sétzlich beschrénken werden.
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Abb. 34: Von Atom-Atom-Paarpréferenzen des Typs 0.2-0.3 bzw. C.2-0.3 implizit bedingte Ein-
grenzung der geometrischen Anordnung zwischen einer Carbonylgruppe und einem Sauer-
stoffatom des Typs 0.3 (4). Unter Verwendung der jeweils glnstigsten Abstande zwischen
0.2-0.3 (2.55A) und C.2-0.3 (3.45 A) sowie der C.2-0.2-Bindungsldnge von 1.22 A kann
ein C.2-0.2-0.3-Winkel von 128° berechnet werden. Zum Vergleich sind Wahrscheinlich-
keitsdichten fir die Anordnung von Hydroxylgruppen-Sauerstoffatomen um eine Carbonyl-
gruppe angegeben, wie sie in der Datenbank IsoStar gefunden werden (b). Die blaue Kontur
umfaldt die Bereiche, in denen die Wahrscheinlichkeitsdichte der Hydroxylgruppen mind.
20 % des fir diese Wechselwirkung festgestellten Maximums entspricht, die rote umfaldt Be-
reiche mit mind. 40 % Wahrscheinlichkeitsdichte und die gelbe Bereiche mit mind. 80 %
Wahrscheinlichkeitsdichte.

5.6.1 Visualiserung von , ausgezeichneten Punkten“ (hot spots) in Proteinbindetaschen

An den Gitterpunkten eines in der Bindetasche von Proteinen erzeugten kubischen Gitters
werden fUr diein Tab. 2 (S. 65) angegebenen Ligandatomtypen mit den statistischen Paarpré-
ferenzen die jeweiligen Bewertungen in Abwesenheit des nachfolgend mit dargestellten Li-
ganden berechnet (Gl. 45). Anschliefiend werden die Ergebnisse fur jeden Ligandatomtyp
einzeln konturiert. FUr das Arabinose-bindende Protein sowie Phospholipase A2 sind die da-
bei erhaltenen Ergebnissein Abb. 35 dargestellt.
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Abb. 35: Isokonturflachen, die mit der hier entwickelten Funktion in der Bindetasche von Proteinen
berechnete Bewertungen flr einzelne Ligandatomtypen einschlieffen (oben). Die Bewertun-
gen wurden an den Gitterpunkten eines kubischen Gitters der Weite 0.5 A ermittelt. Die ein-
geschlossenen Bewertungen liegen jeweils bis zu 10 % Uber dem globalen Minimum fir ei-
nen Atomtyp. Im Fall des Arabinose-bindenden Proteins (PDB-Code: 1abe) (@) sind zusétz-
lich diein der Kristallstruktur enthaltenen Epimere von L-Arabinose dargestellt; im Fall von
Phospholipase (PDB-Code: 1poc) (b) ist ein Ubergangszustandsanalog als Ligand gezeigt.
Dunkelblaue Konturen umfassen Werte, die fir Ligandatome des Typs O.3 berechnet wur-
den, gelbe Werte fir ,,C.3-Atome" und hellblaue Werte fir ,,O.2-Atome”. Im unteren Teil
der Abbildung sind jeweils charakteristische Wechselwirkungen zwischen den Liganden und
sie in der Bindetasche umgebenden Aminosduren bzw. Wassermolekillen gezeigt. Die Lan-
genangaben fiir gerichtete Wechselwirkungen erfolgen in A; gestrichelte Kreisbtgen zeigen
hydrophobe Wechselwirkungen an.

Das Arabinose-bindende Protein nimmt beide Epimere der L-Arabinose (PDB-Code: 1abe)
bevorzugt vor anderen Kohlenhydratliganden in seiner Bindetasche auf (Quiocho et al.,
1989). Die in Abb. 35 a dargestellte 1sokonturoberflache fur C.3 (gelb) umfalét ale Gitter-
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punkte, an denen die Bewertung fir diesen Ligandatomtyp bis zu 10 % Uber dem daflr er-
mittelten globalen Minimum in der Bindetasche liegt. Von ihr umschlossen werden die Posi-
tionen aller Ligandatome dieses Typs. Die O.3-Kontur (ebenfals fur die 10 %-Grenze; dun-
kelblau) zeigt drel ausgezeichnete Bereiche im untersuchten Raum; alle drei umschlief3en Hy-
droxylgruppen der Liganden in der Kristalstruktur. Interessanterweise erstreckt sich die
Kontur in der Néhe des O-1-Sauerstoffs dabei Uber den Bereich, der von den Sauerstoffato-
men der jeweiligen Epimere besetzt wird. An den Positionen, wo sich in der Struktur O-2 und
O-5 befinden, werden bel Verwendung der 10 %-Grenze keine hot spots ausgewiesen. In bei-
den Féllen kann dieser Befund damit erklart werden, dal? diese Sauerstoffatome auf3er einer
Wasserstoffbriicke zu den Seitenkettenstickstoffatomen von Lys10 (O-2) bzw. Argl51 (O-5)
nur Wechselwirkungen mit umgebenden Ldsemittelmolekilen (H,O-309 bei O-2; H,0-310
bei O-5) eingehen und daher keine gunstigen Wechselwirkungen mit dem Protein bestimmt
werden konnen.

Phospholipase A2 bindet im Komplex mit dem PDB-Code 1poc ein Ubergangszustands-
analog. Werden in diesem Fall die Konturen fir den Ligandatomtyp O.2 dargestellt (Abb.
35 b; 10 %-Grenze; hellblau), so stimmen ihre Positionen mit den im Kristall gefundenen An-
ordnungen von Sauerstoffatomen der Phosphat- bzw. Phosphonateinheiten sehr gut Uberein.
Insbesondere die zum Calcium-lon gewandten Positionen werden sehr gut représentiert. Gro-
3e Teile der Kohlenwasserstoffketten liegen ebenfalls innerhalb der gefundenen giinstigsten
Aufenthaltsbereiche fir Atome des Typs C.3 (10 %-Grenze; gelb). Das am oberen rechten
Bildrand nicht umschlossene Ende einer dieser Ketten sowie die Aminoethylgruppe sind wie-

derum zum L&semittel hin orientiert.

In Abb. 36 sind die Konturen fur die Ligandatomtypen C.3, O.3 und N.am jewells bel der
10 %-Grenze in der Bindetasche von Thermolysin dargestellt, zusammen mit dem Phospho-
ranalogen (ZGPLL) des Carbobenzoxy-Gly-Leu-Leu-Peptids (PDB-Code: 5tmn). Fur dieses
Phosphonamid wurde von Bartlett und Marlowe (Bartlett & Marlowe, 1987) eine Inhibitions-
konstante von 9.1 nM berichtet, wahrend das Phosphonat-lsomer (Substitution von P-NH
durch P-O: ZGPOLL) etwa 990-fach schwéacher an Thermolysin bindet. Im Gegensatz dazu
wurde fur das Phosphinat-1somer (Substitution von P-NH durch P-CH,: ZGPCLL) eine Inhi-
bitionskonstante von 180 nM gefunden (Grobelny et al., 1989), nur etwa 20-fach groRer als
flr das Phosphonamid. Diese Unterschiede wurden mit (De-)Solvatationseffekten und der An-
bzw. Abwesenheit einer Wasserstoffbriicke zwischen dem zum Phosphor benachbarten Atom

und dem Carbonylsauerstoff der Aminosdaure Alall3 im Thermolysin erklart (Bash et al.,
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1987; Grobelny et al., 1989), da ansonsten die Bindungsmodi aller drei Inhibitoren nahezu
identisch sind (Tronrud et al., 1987). Bemerkenswerterweise wird auch von der in dieser Ar-
beit entwickelten Bewertungsfunktion in Nachbarschaft zum Ligandphosphoratom ein hot
spot fur Atome des Typs N.am bzw. C.3 gefunden, wohingegen ein Atom des Typs O.3 hier
als nicht glinstig angesehen wird. FUr den letzteren Typ werden dagegen gunstige Positionen
in der Néhe der terminalen, zum Zink hin orientierten Sauerstoffatome der —PO",-

Gruppierung gefunden.

Diein Abb. 36 dargestellten Konturen fur einen Ligandatomtyp geben lediglich eine rela-
tive Beschreibung der jeweiligen Wechselwirkungen wieder. Eine absolute Beschreibung der
Verhdltnisse erhdlt man jedoch, wenn der , Pro-Atom-Beitrag* an der Gesamtbewertung der
Protein-Ligand-Bindung fur die Typen N.am, C.3 und O.3 am Ort des jeweiligen Atoms her-
angezogen wird. Die Beitrage fur C.3 (-11.11) und N.am (-9.33) in Nachbarschaft zum Phos-
phoratom des Liganden weichen nur um 15 % voneinander ab; ein O.3-Atom an dieser Stelle
tragt jedoch deutlich weniger zur Bindungsaffinitét bei (-4.34). Damit resultieren fur das
Phosphonamid (ZGPLL) (5tmn) und das Phosphinat (ZGPCLL, aus 5tmn durch Austausch
von N.am und C.3 erhalten) jewells vergleichbare Bewertungen, wohingegen das Phosphonat
(ZGPOLL) (6tmn) als am schwéchsten bindender Ligand vorhergesagt wird. Obwohl mit der
hier entwickelten Bewertungsfunktion der Unterschied zwischen ZGPOLL und seinen beiden
Isomeren aso qualitativ richtig vorhergesagt wird, ergibt sich bei quantitativer Betrachtung
alerdings eine zu grol? vorhergesagte Bindungsaffinitat fur ZGPOLL. Dies ist vermutlich auf
die Zusammenfassung von Hydroxyl- sowie an zwei Nichtwasserstoffatome gebundenen Sau-
erstoffatomen unter den gemeinsamen Obertyp O.3 wahrend der Ableitung der Potentiale
zuruckzufihren. Dementsprechend wird die eigentlich unguinstige Estersauerstoff / Carbonyl-
sauerstoff-Wechselwirkung durch die eher gunstigen Hydroxylsauerstoff / Carbonylsauer-
stoff-Wechselwirkungen im hier verwendeten O.3-O.2-Paarpotential Gberdeckt.
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Abb. 36: Isokonturflachen, die mit der hier entwickelten Funktion in der Bindetasche von Thermoly-
sin (PDB-Code: 5tmn) berechnete Bewertungen fir einzelne Ligandatomtypen einschlief3en
(oben). Die Bewertungen wurden an den Gitterpunkten eines kubischen Gitters der Weite
0.5 A ermittelt. Die eingeschlossenen Bewertungen liegen jeweils bis zu 10 % (iber dem glo-
balen Minimum fur einen Atomtyp. Zusétzlich ist der Ligand ZGPLL mit angegeben. Vio-
lette Konturen umfassen Werte, die fir Ligandatome des Typs C.3 berechnet wurden, gelbe
Werte fir ,,N.am-Atome* und hellblaue Werte fir ,0.3-Atome". Der Pfeil zeigt auf den
Phosphonamid-Stickstoff, der in ZGPOLL durch Sauerstoff und in ZGPCLL durch Kohlen-
stoff ersetzt ist. Im unteren Teil der Abbildung sind charakteristische Wechselwirkungen
zwischen dem Liganden und ihn in der Bindetasche umgebenden Aminosduren bzw. Was-
sermolekillen gezeigt. Die Langenangaben fiir gerichtete Wechselwirkungen erfolgen in A;
gestrichelte Kreishdgen zeigen hydrophobe Wechsel wirkungen an.
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5.6.2 Quantitative Untersuchung der Ubereinstimmung von hot spots mit in Kristall-

strukturen tatsachlich gefundenen Atomtypen von Liganden

Fur die Untersuchung, wie oft von der hier entwickelten Bewertungsfunktion vorherge-
sagte hot spots fur Ligandatome in Proteinbindetaschen mit experimentell gefundenen Li-
gandatomanordnungen Ubereinstimmen, wurden die insgesamt 159 kristallographisch be-
stimmten Protein-Ligand-Komplexe der Datensdtze FlexX_DS1 und FlexX DS2 verwendet.
Hierbei werden an den Gitterpunkten eines in der Bindetasche erzeugten kubischen Gitters fur
Sondenatome des Typs C.3, 0.3, 0.2, O.co2 und N.3 Bewertungen anhand der Paarpotentiale
mit Gl. 15 bzw. 45 berechnet. Die Auswahl dieser Ligandatomtypen ergibt einen Satz von
Sondenatomen, mit denen verschiedene Wechselwirkungstypen untersucht werden kénnen:
hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen sowie ladungsunterstiitzte
Wechselwirkungen. Zusétzlich dhnelt diese Auswahl derjenigen, die fur die Validierung von
SuperStar (Verdonk et al., 1999), X-SITE (Laskowski et al., 1996) und einer Methode von
Nissink et al. (Nissink et al., 2000) verwendet wurde und erlaubt daher einen direkten Ver-
gleich dieser Verfahren. Fur Ligandatome mit einem dieser Typen wird daraufhin ermittelt,
wie haufig ihr Typ mit dem Typ der glinstigsten Bewertung am néchsten Gitterpunkt tGberein-
stimmt. Fir das hier verwendete Gitter mit der Weite von 0.5 A ist der maxima mégliche
Abstand eines Ligandatoms von einem Gitterpunkt gleich der halben Raumdiagonale (=
0.43 A). Da dieser Wert in etwa der mittleren Unsicherheit in den Ortskoordinaten bei Pro-
teinstrukturen entspricht (Dauber-Osguthorpe et al., 1988; Kossiakoff et al., 1992; Wlodawer
et al., 1987), kann das Gitter als ausreichend fein betrachtet werden. Prinzipiell ist es moglich,
unter Verwendung der Paarpotentiale fir jeden Punkt des Raums einen Potentialwert zu be-
rechnen, also auch an dem Ort des untersuchten Ligandatoms selbst. Die Verwendung des
Gitteransatzes entspricht allerdings eher einer mdglichen Anwendung im de novo-Design
bzw. bei der Optimierung von Liganden bzgl. der Bindung an ein Protein.

Die Ergebnisse der Ubereinstimmung zwischen vorhergesagten und experimentell gefun-
denen Atomtypen bel der Betrachtung von ausschliefdlich vergrabenen Ligandatomen sind in
Tab. 28 zusammengefalit.
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Tab. 28: Statistik der Ubereinstimmung zwischen mit den hier abgeleiteten Paarpotentialen (Gl. 15
bzw. Gl. 45) vorhergesagten und in Kristallstrukturen von Protein-Ligand-Komplexen ge-
fundenen Atomtypen fir vollstandig vergrabene Ligandatome.

Beobachtet Vorher gesagt?
Typ Anzahl | C.3” 0.3” 0.2 0.c02” N.3” Korrekt® Hydrophob- Ahnliche
hydrophil® Wechselw.?
c.3” 745 92 3 <1 <1 4 92 92
0.3” 168 40 37 5 7 11 60 60
0.2 124 18 26 27 23 6 82 76
0.co2” 67 6 27 17 44 6 94 88
N.3” 15 20 7 0 0 73 80 80
Gesamt 1119 74 86 85

a) Alle Angaben in Prozent. b) Die Bezeichnung der Atomtypen folgt der SYBYL-Notation (Tab. 2,
S. 65): sp*-hybridisierter Kohlenstoff (C.3), sp>-hybridisierter Sauerstoff (O.3), Carbonylsauerstoff
(0.2), Carboxyl(at)-Sauerstoff (O.co2), (protonierter) Aminostickstoff (N.3). ¢) Exakte Ubereinstim-
mung zwischen vorhergesagten und experimentell gefundenen Ligandatomtypen. d) Die Atomtypen
sind hinsichtlich hydrophober bzw. hydrophiler Eigenschaften gruppiert: C.3 bzw. 0.3/ 0.2/ O.co2 /
N.3. €) Die Atomtypen sind hinsichtlich ahnlicher Wechsel wirkungseigenschaften gruppiert (N.3 wird
dabei als protoniert betrachtet): C.3 (hydrophob); O.3, N.3 (Wasserstoffbriickendonatoren); 0.3, O.2,
0.co2 (Wasserstoffbriickenakzeptoren).

Bei der Verwendung von fiinf Atomtypen zur Evaluierung betrégt die Rate der Uberein-
stimmung zwischen berechneten und experimentell gefundenen Typen im Fall einer Zufalls-
vorhersage 20 %. Demgegeniiber werden gemald Tab. 28 (grau unterlegte Felder) deutlich
hohere Raten fir die korrekte Vorhersage des Typs erzielt. Dies gilt insbesondere fir die Vor-
hersage von C.3 und N.3, die in 92 % bzw. 73 % der Félle mit dem gefundenen Typ exakt
Ubereinstimmt. Im Fall des Carbonylsauerstoffs (O.2) betragt diese Rate nur 27 %. Hier ist
aber zu beachten, dai sie unter Hinzunahme von 0.3 und O.co2 auf 76 % steigt. Die beiden
letzten Atomtypen sind ebenfalls Wasserstoffbiickenakzeptoren und kénnen daher dhnliche
Wechselwirkungen wie O.2 eingehen. Ahnliches gilt fur O.co2 mit 44 % exakter Uberein-
stimmung. Zieht man auch hier die Atomtypen mit in Betracht, die dhnliche Wechselwirkun-
gen ausbilden kénnen, so steigt die Rate sogar auf 88 %. Interessant ist, dal3 im Fall von O.3
(37 % exakte Ubereinstimmung) in 40 % der beobachteten Félle ein C.3-Atom als an dieser
Position am gunstigsten vorhergesagt wird. Ein so hoher Anteil wird in keinem der anderen

untersuchten Falle hydrophiler Atomtypen gefunden und kann darauf hindeuten, dal3 eine
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Wechselwirkung zwischen einer funktionellen Gruppe mit einem O.3-Atom und dem Protein
weniger spezifisch ist als die mit 0.2, O.co2 und N.3. Insgesamt wird eine exakte Uberein-
stimmung zwischen vorhergesagten und experimentell gefundenen Typen fur vollstéandig ver-
grabene Ligandatome in 74 % der Félle gefunden.

Werden die Atomtypen nach ihren hydrophoben bzw. hydrophilen Eigenschaften zusam-
mengefaldt (C.3 gegentber 0.3/ 0.2/ O.co2 / N.3), so wird in 86 % aler Fale die korrekte
Gruppe vorhergesagt (Wahrscheinlichkeit einer Zufallsvorhersage: 50 %). Wird angenom-
men, dal3 Atome des N.3-Typs protoniert vorliegen und klassifiziert man die verwendeten
Typen dann nach den von ihnen potentiell ausgebildeten Wechselwirkungen (hydrophob: C.3;
Wasserstoffbriickendonatoren: O.3, N.3; Wasserstoffbriickenakzeptoren: 0.3, 0.2, O.co2), so
wird in 85 % aller Félle der korrekte Wechselwirkungstyp vorhergesagt (Wahrscheinlichkeit
einer Zufallsvorhersage: 33.3 %). Insbesondere im Fall von N.3 und O.co2 ist zu bemerken,
dai3 der jeweilige Typ mit entgegengesetzter Ladung (O.co2 im Vergleich zu N.3; N.3 im
Vergleich zu O.co2) in keinem bzw. nur in 6 % der Falle vorgeschlagen wird.

Im Hinblick auf die erreichten Ubereinstimmungsraten vorhergesagter korrekter Atom-
bzw. Wechselwirkungstypen ist zu bedenken, dal3 nicht fir alle Atome eines Liganden unein-
geschrankt erwartet werden kann, dal3 sie sich in einer fir sie optimalen Proteinumgebung
befinden. So ergibt sich die Position eines einzelnen Atoms als Resultat der Wechselwirkun-
gen aller Ligandatome mit dem Protein. Starker bindende funktionelle Gruppen kdnnen —
bedingt durch vom Molekillgerist des Liganden vorgegebene Einschrénkungen — schwacher

bindende daher durchausin eine fir sie nichtoptimale Umgebung des Proteins zwingen.

Abb. 37 zeigt die Abhangigkeit der Ubereinstimmungsrate zwischen vorhergesagten und
experimentell gefundenen Ligandatomtypen fir alle untersuchten 159 Komplexe als Funktion
der verwendeten Gitterweite. Bei einer Verdopplung dieser Weite von 0.5 A auf 1.0 A sinkt
die Rate in alen Félen (exakte Ubereinstimmung bzw. Ubereinstimmung hinsichtlich des
Wechsalwirkungstyps) um etwa 2 bis 3 %. Zusétzlich mitangegeben ist der Einfluf3 der Ver-
grabung eines Ligandatoms. Fiir vollstandig vergrabene Atome liegt in allen Félen die Uber-
einstimmungsrate um 5 bis 10 % Uber der bei Betrachtung aller Atome erhaltenen. Letztere
Beobachtung resultiert aus der Tatsache, dald Wechselwirkungen von Losemittel-
zuganglichen Ligandatomen mit dem Lésemittel nicht explizit in den verwendeten Paarpréfe-
renzen beriicksichtigt werden. Daher werden nicht in unmittelbarem Kontakt mit dem Protein

stehende Ligandatome von den Paarpotentialen nur unvollstandig beschrieben.
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Abb. 37: Abhangigkeit der Rate der Ubereinstimmung zwischen mit Gl. 15 bzw. Gl. 45 vorhergesag-
ten und in kristallographisch bestimmten Protein-Ligand-Komplexstrukturen gefundenen
Atomen des Typs C.3, 0.3, 0.2, O.co2 und N.3 as Funktion der Gitterweite. Quadratische
Symbole stehen fiir eine Ubereinstimmung beziiglich dhnlicher Wechselwirkungen (fiir eine
Definition siehe Text), Dreiecke fiir eine exakte Ubereinstimmung des Typs. Ausgefiillte
Symbole gelten dabel fir vollstéandig vergrabene Ligandatome, unausgefilite bei Betrach-
tung aler Ligandatome.

5.6.3 Vergleich mit anderen Verfahren

Tab. 29 falét die Ergebnisse von vier verschiedenen Verfahren zur Vorhersage von atom-
typspezifischen ,, ausgezei chneten Punkten® (hot spots) in Bindetaschen von Proteinstrukturen
zusammen (s.a. Kap. 3.2.5). ,Diese Arbeit(l)" entspricht dabei den Werten fir die im vorheri-
gen Kapitel beschriebenen Untersuchungen. Fir ,Diese Arbeit(l1)' sind dagegen nur die
Atomtypen C.3, 0.3, O.2 und N.3 verwendet worden, da sie auch zur Vorhersage mit den auf
Arbeiten von Verdonk et al. (Verdonk et al., 1999) (,SuperStar(l)’) bzw. Nissink et al.
(Nissink et al., 2000) (, SuperStar(I1)*) beruhenden Verfahren eingesetzt wurden. Beide Me-
thoden verwenden im Gegensatz zu der hier entwickelten Methode aus der Kristallstruktur-
Datenbank niedermolekularer Verbindungen (CSD, (Allen et al., 1991)) gewonnene raumli-
che Wahrscheinlichkeitsdichten nichtkovalenter Wechselwirkungen. Diese Daten sind in
IsoStar (Bruno et al., 1997) zusammengefald. Das von Nissink et al. (Nissink et al., 2000)
entwickelte Verfahren paldt dazu anisotrope Gauss-Funktionen an diese Rohdaten an, wohin-
gegen das Verfahren von Verdonk et al. (Verdonk et al., 1999) mit den urspringlichen, dis-
kreten Wahrscheinlichkeitsdichten arbeitet. Das Verfahren X-SITE (Laskowski et al., 1996)
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verwendet dagegen aus der PDB gewonnene raumliche Wahrscheinlichkeitsdichten, wobel

allerdings nur Protein-Protein-Wechselwirkungen berticksichtigt werden.

Tab. 29: Vergleich der Ubereinstimmungsrate zwischen vorhergesagten und experimentell gefunde-
nen Ligandatomtypen in Protein-Ligand-Komplexe.

Methode L dsemittel-unzugangliche Atome Alle Atome

K orrekt? Ahnlich® K orrekt? Ahnlich®
Diese Arbeit(1)? 74 85 65 80
Diese Arbeit(I1)? 77 86 71 80
Super Star (1)® 82 91 67 81
Super Star (1) 74 89 59 75
X-SITE?Y my my 12 66

a) Exakte Ubereingtimmung (in Prozent) fir vorhergesagte und berechnete Ligandatomtypen. b) Uber-
eingtimmung (in Prozent) hinsichtlich der potentiell ausgebildeten Wechselwirkungen. ¢) Testsatz mit
159 Protein-Ligand-Komplexen; 5 Ligandatomtypen: C.3, O.3, 0.2, O.co2, N.3. d) Testsatz mit 159
Protein-Ligand-Komplexen; 4 Ligandatomtypen: C.3, 0.3, 0.2, N.3. €) Testsatz mit 122 Protein-
Ligand-Komplexen (Verdonk et al., 1999); 4 Ligandatomtypen: C.3, 0.3, 0.2, N.3. f) Testsatz mit 130
Protein-Ligand-K omplexen (Nissink et al., 2000); 4 Ligandatomtypen: C.3, 0.3, 0.2, N.3. g) Testsatz
mit 6 Protein-Ligand-Komplexen (Laskowski et al., 1996); 26 Atomtypen gemal3 der Definition von
Engh und Huber (Engh & Huber, 1991). h) Keine Angabe vorhanden.

Im Fall Lésemittel-unzuganglicher Atome weist , SuperStar(l)* bei dem verwendeten Test-
datensatz sowohl fur die korrekte Vorhersage des Atomtyps als auch die unter Beachtung
ahnlicher Wechselwirkungen (s.a. Kap. 5.6.2) eine um 5 % bessere Vorhersagerate auf als bei
Verwendung der hier abgeleiteten statistischen Paarpotentiale (,Diese Arbeit(I1)'). Bei Be-
trachtung aller Atome werden dagegen fir die Vorhersage von Atomtypen mit dhnlichen
Wechselwirkungen fur ,Diese Arbeit(11)* als auch , SuperStar(l)* @nliche Ergebnisse erzielt,
wohingegen im Fall der Vorhersage des korrekten Atomtyps die hier entwickelte Methode das
beste Ergebnis zeigt. , SuperStar(l1)* und X-SITE zeigen dabel deutlich schlechtere Ergebnis-
se. Im Fall von X-SITE ist alerdings zu berlicksichtigen, dal3 bel der Vorhersage des korrek-
ten Atomtyps die Wahl zwischen 26 Atomtypen besteht, was eine Wahrscheinlichkeit bei
einer Zufallsvorhersage von 3.8 % bedingt. Das erzielte Ergebniss von 12 % tbertrifft diesen
Wert um den Faktor drei. Beim Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse

(,Diese Arbeit(11)*) mit denen von ,SuperStar(l)' und , Superstar(ll) ist zudem zu beachten,
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dai? die verwendeten Datensédtze in alen drei Féllen nicht identisch sind, was ebenfalls zu den

auftretenden Unterschieden in den Ubereinstimmungsraten beitragen kann.

Dasim Vergleich mit bestehenden Methoden sehr gute Ergebnis des hier auf der Basis der
statistischen Paarpraferenzen entwickelten Verfahrens zeigt, dal3 selbst bel Verwendung di-
stanzabhangiger Paarpotentiale mit sphérischer Symmetrie durch die Gesamtbetrachtung aller
Wechselwirkungen in einer Proteinbindetasche loka begrenzte, fur einen spezifischen
Atomtyp gunstige Bereiche identifiziert werden kénnen. Mit dem gleichen Argument wird bel
der Verwendung isotroper  Einzelbeitrage  (Lennard-Joness bzw.  Coulomb-
Wechselwirkungen) in Kraftfeldern deren Beschreibung anisotroper Wechselwirkungen (etwa
Wasserstoffbriickenbindungen) begrindet (Weiner et al., 1984). Dal} keines der Verfahren
eine Vorhersagerate von deutlich Uber 90 % aufweist, hangt sicher damit zusammen, dal3 die
Positionen von Atomen eines Liganden in einer Bindetasche keineswegs unabhangig vonein-
ander sind und nicht fur alle Ligandatome erwartet werden kann, dal3 sie sich in einer opti-
malen Proteinumgebung befinden (s.a. Kap. 5.6.2).

Die implizite Berticksichtigung von Direktionalitét in den hier verwendeten Paarpotentia-
len kann auf die Verwendung der nur 6 A groRen oberen Abstandsgrenze (fmey) zuriickgefiihrt
werden. So ist die Abnahme des Einflusses spezifischer Wechselwirkungen mit zunehmender
Beriicksichtigung von Wechselwirkungen bei grof3eren Distanzen in der Literatur beschrieben
worden (Bahar & Jernigan, 1997). Dieser Punkt ist im Fall von Protein-Ligand-Komplexen
von grof3er Bedeutung, denn obwohl die Protein-Ligand-Bindungsaffinitét hauptséchlich
durch den Betrag an vergrabener nichtpolarer Oberflache bestimmt wird, sind es gerichtete
Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen, die die Spezifitét einer Ligandbindung
ausmachen (Davis & Teague, 1999). Bedingt durch die Art der Ableitung der statistischen
Paarpraferenzen kann zudem davon ausgegangen werden, dal3 die hier erzeugten hot spots
nicht nur Bereiche ginstiger Energie umschlief3en, sondern dal3 zudem auch entropische Bei-
trage berticksichtigt werden (s.a. Kap. 5.3). Somit bietet sich eine mogliche Verwendung zur
Ligandoptimierung bzw. Ligandplazierung im Rahmen von Docking-Programmen an (s.a
Kap. 6.2).
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5.7  Problem-spezifische Adaptierung der Bewertungsfunktion

5.7.1 Datensatz und Uberlagerung

Die zur proteinspezifischen Anpassung der statistischen Paarpréferenzen verwendeten 61
Verbindungen des Trainingsdatensatzes sowie die 15 Verbindungen des Testdatensatzes sind
in Tab. 13 (S. 95) und Tab. 14 (S. 95) aufgefihrt; sie entstammen der Arbeit von Klebe et al.
(Klebe et al., 1994) und wurden bereits in den Arbeiten von DePriest et al. (De Priest et al.,
1993), Waller und Marshall (Waler & Marshall, 1993) und Klebe und Abraham (Klebe &
Abraham, 1999) zur Validierung von 3D-QSAR-Verfahren verwendet.

Bel alen Verfahren, die relative Unterschiede in beobachteten , Wirkungen® (hier: Bin-
dungsaffinitéaten) mit den relativen Unterschieden in molekularen Strukturen erklaren wollen,
ist die Frage der gegenseitigen Orientierung dieser Verbindungen (auch Uberlagerung bzw.
Alignment genannt) von besonderer Bedeutung. Dies schlief3 sowohl die Frage nach der bio-
aktiven Konformation der betrachteten Moleklle wie auch die nach der relativen Anordnung
dieser Konformationen ein, wobei insbesondere beachtet werden muf3, dal3 bioaktive Konfor-
mationen nicht notwendigerweise mit der des (berechneten) globalen Minimums Uberein-
stimmen missen (Nicklaus et al., 1995). Unter den alternativen Ansdtzen zur Losung des
Uberlagerungsproblems (Klebe, 1993; Lemmen & Lengauer, 2000) ist die Verwendung von
experimentell bestimmten bioaktiven Konformationen — etwa von Templaten aus Protein-
Ligand-Kristallstrukturen — hervorzuheben (Waller et al., 1993). Die Einbeziehung der Pro-
teinstruktur wird sogar unerl@ilich, wenn, wie in dieser Arbeit, die strukturellen Unterschiede
in den Molekilen in Form von Wechselwirkungsfeldern in der Bindungsregion abgebildet
werden.

Fur 8 der insgesamt 76 hier betrachteten Thermolysin-Inhibitoren sind die Kristallstruktu-
ren der Protein-Ligand-Komplexe in der PDB verfugbar (1tlp, 1tmn, 2tmn, 4tln, 4tmn, 5tin,
5tmn, 6tmn). Eine Uberlagerung der Proteinketten von 7 dieser Strukturen auf die von 1tlp
hinsichtlich der Atome des Proteinriickgrats ergibt dabei einen gemittelten rmsd-Wert von nur
0.14 A. Diese groRe Ahnlichkeit in den Proteinstrukturen spiegelt sich trotz der Bindung un-
terschiedlicher Liganden auch im Bereich der Proteintasche wider (Abb. 38). Somit kann an-
genommen werden, dal die fur 3D-QSAR-Verfahren algemein zu erfillende Voraussetzung
gultig ist, nach der die Binderegion des biologischen Zielmolekils annghernd starr sein mul3.
In Abb. 38 zeigt sich zudem, dai ale Ligandmolekiile in einem dhnlichen Bereich der Tasche

an das Protein binden.
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Abb. 38: Uberlagerung der Bindetaschen der Thermolysinkomplexe 1tlp, 1tmn, 4tmn und 5tmn, die
als Template fir den Aufbau der Trainings- und Testdatensétze der in Tab. 13 (S. 95) und
Tab. 14 (S. 95) angegebenen Verbindungen dienen. Mit griin eingeférbten Kohlenstoffato-
men sind die jeweiligen Inhibitoren Phosphoramidon, CLT, ZFPLA und ZGPLL dargestdl|t.
Aufféllig sind die geringen Unterschiede in der Anordnung der Aminosduren, die auf eine
starre Bindetasche hindeuten. Fir eine schematische Darstellung der Wechselwirkungen
zwischen den Liganden und Thermolysin am Beispiel ZGPLL (5tmn) s.a. Abb. 36 (S. 171).

Aus diesem Grund wurden die Bindungsgeometrien von 1tlp, 1tmn, 4tmn und 5tmn as
Template for den Aufbau der restlichen Verbindungen des in sich homogenen Datensatzes
gewdhit (s.a. Kap. 4.9.5). Die abschliel3ende Geometrieoptimierung in der Bindetasche von
1tlp unter Verwendung des Kraftfeldes MAB (Gerber & Miiller, 1995) dient der Beseitigung
von ungunstigen intra- wie auch intermolekularen Wechselwirkungen; Durchdringungen von
Liganden und Protein werden somit ausgeschlossen. Dies ist auch in Ubereinstimmung mit
dem Befund der starren Thermolysinbindetasche, durch den auf induced fit beruhende Veran-
derungen bei Bindung unterschiedlicher Liganden weitgehend ausgeschlossen werden kon-
nen. Bel der hier vorgestellten Methode wird somit bewul3t die Proteinbindetasche bei der
Uberlagerung der Molekille im Sinne eines strukturbasierten Ansatzes mit einbezogen, im
Gegensatz zu den in Kap. 3.1 beschriebenen Verfahren.

Abb. 39 zeigt die Geometrien der auf diesem Weg Uberlagerten 61 Liganden des Trai-

ningssatzes in der Bindetasche von Thermolysin.
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Abb. 39: Unter Anwendung der Template 1tlp, 1tmn, 4tmn und 5tmn erhaltene Uberlagerung der
Geometrien der 61 Thermolysininhibitoren des Trainingsdatensatzes (Tab. 13, S. 95) in der
Bindetasche der Proteinstruktur aus dem Komplex 1tlp.

5.7.2 Ergebnisse der vergleichenden Feldanalyse und Signifikanz der statistischen Er-
gebnisse

Ausgehend von den Uberlagerten Strukturen des Trainingsdatensatzes und den jeweiligen
Bindungsaffinitéten (Tab. 13, S. 95) wurden geméal3 Gl. 48 Wechsalwirkungsfelder unter Be-
trachtung der Atomtypen C.3, C.ar, 0.3, 0.2, O.co2, N.am und S.3 fur Gitter der Weite 1.0,
1.5 und 2.0 A berechnet. Die dazugehtrigen Gitterparameter sind in Tab. 30 aufgefiihrt.
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Tab. 30: Gitterparameter zur Berechnung der Wechselwirkungsfel der

Gitter | Gitter 11 Gitter 111

X y z X y z X y z

Untere Grenze -7.19 -12.72 -1069 -7.19 -12.72 -10.69 -7.19 -12.72 -10.69
ObereGrenze 16.81 1028 831 1681 1128 881 1881 1128 931

Schrittanzahl 24 23 19 16 16 13 13 12 10
Schrittweite 1.0 15 2.0
Gitterpunkte 10488 3328 1560

Die Ergebnisse der (SAM)PLS-Analysen mit bzw. ohne Kreuzvalidierung sind in Tab. 31
aufgefuhrt. Gemal3d Gl. 55 werden wahrend der Analysen nur die auf die Wechselwirkungsfel-
der zurtickgehenden pK;*-Werte berticksichtigt; zusétzlich mitangegeben sind jedoch auch die
Statistikwerte bei Betrachtung der eigentlichen Bindungsaffinitét (pK; nach Gl. 54). Fur den
Cspaar-Wert wird der Mittelwert der fir die Datensétze , Serinproteasen’, , Metalloproteasen’,
, Endothiapepsine’, ,Andere’ und ,Bohm1998° (s.a. Kap. 5.5.1) nach Gl. 42 erhaltenen Skalie-
rungskonstanten verwendet, wobei die experimentellen pK;-Werte ausschliefdlich mit den auf
die Paarpréferenzen zuriickgehenden Bewertungen korreliert werden. Es ergibt sich ein Wert
VON Cspaar = -3.11010°. Fir die Berechnung wurde eine Gitterweite von 1.0 A, ein o-Wert von
0.7 und en kinstlicher AbstoRungsterm mit dem Wert 10 (s.a Kap. 4.8.1) fur verschwinden-
den Atom-Atom-Abstand gewahlt (Ergebnisse bei Verwendung anderer Parameter s.u.). Bel
der Kreuzvalidierung wurde die Anzahl der optimalen Komponenten gewahlt, die den klein-
sten SpressWert ergaben. Mit dieser festgelegten Anzahl wurde anschlief3end eine nicht-
kreuzvalidierte Analyse durchgefihrt. Die Berechnungen werden dabei sowohl mit autoska
lierten unabhangigen Variablen (d.h. durch den jewelligen Wert der Spaten-
Standardabweichung geteilten Wechselwirkungsbeitrdgen) wie auch mit nicht-skalierten un-
abhangigen Variablen durchgefihrt.
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Tab. 31: Zusammenfassung der Ergebnisse der PLS-Analysen

Ohne Skalierung Mit Autoskalierung®

o 0.62 (0.65) 0.53 (0.57)
Spress 1.34 1.43
r2d 0.97 (0.97) 0.96 (0.96)
S 0.37 0.43
FD 166 (181) 201 (219)
Komponenten 10 6
Beitrag?

C.3 0.35 0.29

C.ar 0.30 0.35

0.3 0.08 0.09

0.2 0.07 0.08

0.co2 0.07 0.06

N.am 0.10 0.10

S.3 0.04 0.03

a) Die Werte der unabhangigen Variablen werden durch die jeweilige Spalten-Standardabwei chung
geteilt. b) Gemal3 Gl. 56. In Klammern mit angegeben ist das Ergebnis bei Betrachtung der gesamten
pK;-Werte, zusammengesetzt aus dem in der PLS-Analyse angepaldten Anteil pK;* und dem auf dabei
nicht beriicksichtigte Atomtypen zuriickgehenden Anteil pK;** (s.a. Gl. 54). ¢) Gemal3 Gl. 57. d) Ge-
maiR Gl. 58. In Klammern mit angegeben ist das Ergebnis bei Betrachtung der gesamten pK;-Werte,
zusammengesetzt aus dem in der PLS-Analyse angepaldten Anteil pK;* und dem auf dabei nicht be-
riicksichtigte Atomtypen zurtickgehenden Anteil pK;** (s.a. Gl. 54). €) Gemal3 Gl. 59. f) Gemal3 Gl. 60.
In Klammern mit angegeben ist das Ergebnis bei Betrachtung der gesamten pK;-Werte, zusammenge-
setzt aus dem in der PLS-Analyse angepaldten Anteil pK;* und dem auf dabei nicht berilicksichtigte
Atomtypen zurtickgehenden Anteil pK;*‘ (s.a. Gl. 54). g) GemaR Gl. 61.

In beiden Fallen liegt der auf diese Weise erhaltene g?-Wert (iber der Grenze von 0.5, ab
der ein erhaltenes Modell zur Erklarung der Unterschiede in den Bindungsaffinitéten mit Un-
terschieden in der Struktur der betrachteten Verbindungen als ,, gut® bezeichnet wird (s.a. Kap.
4.8.2). Der mit 0.62 um nahezu 17 % groRere o>-Wert wird bei Verwendung der nicht-
skalierten unabhéngigen Variablen erhalten, verglichen mit dem unter Verwendung der auto-
skalierten Variablen berechneten Betrag von 0.53. Bel Betrachtung der Ergebnisse der PLS-
Analyse ohne Kreuzvalidierung sind die r>-Werte zwar annshernd gleich (0.96 bzw. 0.97); fiir
die Bewertung der Qualitét des erhaltenen Modells ist jedoch der kreuzvaidierte o> Wert aus-

schlaggebend, da nur er etwas Uber die mit diesem Modell zu erwartenden Vorhersageergeb-
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nisse aussagt. Das bessere Ergebnis unter Verwendung der Wechselwirkungsfelder ohne Ska-
lierung deutet darauf hin, dal3 die dabei verwendeten Variablen mit unverénderter Gewichtung
mehr Information enthalten als die nach einer Einheitsgewichtung durch Autoskalierung er-
haltenen. Dieser Befund erklart sich damit, dal3 die der Berechnung zugrundeliegenden Wech-
selwirkungsfelder auf die statistischen Paarpréferenzen zuriickgehen, diese durch die Art ihrer
Ableitung (s.a. Kap. 4.2) aber schon zueinander gewichtet sind. Somit ist eine zusétzliche
Einflul3nahme auf die Gewichtung der verschiedenen Variablen ungiinstig; ale weiteren Be-
rechnungen werden daher ohne Skalierung durchgefihrt.

Der fur die Berechnung ohne Skalierung ermittelte seressWert von 1.34 entspricht bei el-
ner Anzahl von 10 Komponenten einer Standardabweichung zwischen experimentell be-
stimmten und in der Kreuzvalidierung vorhergesagten Bindungsaffinitéten fur die 61 Ther-
molysininhibitoren von 1.22 logarithmischen Einheiten. Berlicksichtigt man, dal? die aus der
Arbeit von Klebe et al. (Klebe et al., 1994) extrahierten Daten urspriinglich aus verschiedenen
Originalquellen stammen, so kann der Fehler in den experimentellen Bindungsaffinitdten zu
etwa einer logarithmischen Einheit abgeschétzt werden (Bohm, 1998; Hosur et al., 1994;
Murray et al., 1998). Somit reicht das Ergebnis der Vorhersage bel der Kreuzvalidierung an

diese vorgegebene Grenze heran.

Um die prinzipiell fir Regressionsverfahren bestehende Moglichkeit auszuschlief3en, dal?
die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Ergebnisse auf einer Zufallskorrelation beruhen,
wurden die biologischen Daten der Verbindungen des Trainingssatzes zufallig miteinander
vertauscht und fur das so erhaltene Gleichungssystem (s.a. Kap. 4.8.2) erneut eine PLS
Analyse durchgefuhrt. Aus Tab. 32 wird ersichtlich, dal3 die sich fur die ersten 10 Kompo-
nenten ergebenden g’-Werte deutlich kleiner as Null sind. Das mit den zufallsverteilten
Werten erhaltene Modell weist also eine schlechtere Vorhersagefahigkeit auf as jenes, dal3
bei der Verwendung des Mittelwertes der abhangigen Variablen des Datensatzes erhalten
wiirde (dies entsprache einem g?-Wert von Null). Somit kann der Verdacht einer Zufallskor-

relation in obigen Ergebnissen ausgeschlossen werden.
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Tab. 32: PLS-Analyse mit zufallsverteilten biologischen Aktivitéten

2a) b)

Anzahl der Komponenten q SPRESS
1 -0.51 (-0.39) 2.45
2 -0.30 (-0.20) 2.30
3 -0.28 (-0.18) 2.30
4 -0.26 (-0.17) 2.31
5 -0.41 (-0.30) 2.46
6 -0.45 (-0.33) 2.51
7 -0.47 (-0.35) 2.56
8 -0.47 (-0.35) 2.58
9 -0.41 (-0.30) 2.56

10 -0.36 (-0.25) 2.54

a) Gemal Gl. 56. In Klammern mit angegeben ist das Ergebnis bel Betrachtung der gesamten pK-
Werte, zusammengesetzt aus dem in der PLS-Analyse angepaldten Anteil pK;* und dem auf dabei nicht
beriicksichtigte Atomtypen zurtickgehenden Anteil pK;** (s.a. Gl. 54). b) GemaR Gl. 57.

In Abb. 40 sind die aus der nicht-kreuzvalidierten PLS-Anayse berechneten pKi-Werte
gegen die experimentell bestimmten Bindungsaffinitéten aufgetragen. Die pKi-Werte setzen
sich hierbei aus dem angepaldten Anteil pK;' und dem auf nicht berticksichtigte Atomtypen
zurlckgehenden Anteil pK;** zusammen (Gl. 54). Bei ausschliefdlicher Betrachtung der pK;'-
Werte ergibt sich eine nahezu identische Abbildung, bel der alle Punkte jedoch um etwa 0.7
Einheiten zum Ursprung hin verschoben sind. Zusétzlich zur idealen Korrelationsgeraden sind
Bereiche der Abweichung von £ 1 logarithmischen Einheit gekennzeichnet. Alle berechneten

pKi-Werte liegen dabel innerhalb dieser Grenzen.
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Abb. 40: Auftragung der ohne Anwendung einer Skalierung der unabhéngigen Variablen mit dem
Modéll aus der PLS-Analyse (ohne Kreuzvalidierung) berechneten pK;-Werte (Gl. 54) gegen
die experimentell bestimmten Gréfzen. Die gepunkteten Linien geben eine Abweichung von
* 1 logarithmischen Einheit gegentiber der idealen Korrelationsgeraden an.

Der Beitragsanteil der einzelnen Wechselwirkungsfelder zur Erklarung der Bindungsaffi-
nitétsunterschiede ist ebenfallsin Tab. 31 angegeben. Es fallt auf, dal? die Beitrage der auf C.3
und C.ar zuriickgehenden Felder etwa drel bis vier mal so hoch sind wie die der polaren Ato-
me, im Fall des S.3-Atomtyps sogar etwa acht mal. Dies gilt sowohl mit als auch ohne zu-
sétzliche Skalierung der unabhangigen Variablen. Die Auswahl der verwendeten Atomtypen
erfolgte zunéchst so, dafR insbesondere nach der Uberlagerung beobachtbare Wechselwir-
kungsunterschiede mit dem umgebenden Protein reprasentiert werden. Ausgehend von der
C.3/ 0.3/ 0.2/ O.co2 / N.am-Kombination wurde dabei ein g*-Wert von 0.43 hinsichtlich
der betrachteten pK;‘-Werte erhalten (Tab. 33). Werden zusétzlich C.ar-Atome beriicksichtigt,
findet eine deutliche Steigerung auf einen g>-Wert von 0.57 statt (33 % bezogen auf den Wert
von 0.43). Die Hinzunahme des S.3-Feldes bewirkt eine erneute Zunahme dieses Parameters
auf 0.62 (9 % bezogen auf den Wert von 0.57), die ebenfalls als signifikant angesehen werden
kann. Wird statt des S.3-Feldes ein auf den Atomtypen C.2, N.3, N.ar oder P.3 beruhendes

Wechselwirkungsfeld mit einbezogen, kommt es alerdings zu keiner Steigerung des g-
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Wertes. Somit erweist sich die Verwendung der auf der Kombination C.3/ C.ar/ 0.3/ 0.2/
0O.co2/ N.am / S.3 beruhenden Wechselwirkungsfelder als optimal.

Tab. 33: Statistische Parameter der bei einer kreuzvalidierten (SAM)PLS-Analyse unter Verwendung
verschiedener Wechselwirkungsfeld-Kombinationen fur den Trainingsdatensatz (Tab. 13,
S. 95) erhaltenen Ergebnisse.

2 a) b)

Kombinationen der Wechselwirkungsfelder q SPRESS
C.3/0.3/0.2/0.co2/ N.am 0.43 (0.48) 1.58
C3/Ca/0.3/0.2/0.co2/N.am 0.57 (0.60) 144
C3/Ca/0.3/0.2/0.co2/N.am/S.3 0.62 (0.65) 1.34
C3/Ca/0.3/0.2/0.co2/N.am/C.2 0.57 (0.59) 1.47
C3/Ca/0.3/0.2/0.co2/N.am/N.3 0.58 (0.61) 141
C3/Ca/0.3/0.2/0.co2/N.am/N.ar 0.57 (0.60) 143
C3/Ca/0.3/0.2/0.co2/N.am/P.3 0.58 (0.59) 1.45

a) Gemal Gl. 56. In Klammern mit angegeben ist das Ergebnis bei Betrachtung der gesamten pK-
Werte, zusammengesetzt aus dem in der PLS-Analyse angepaldten Anteil pK;* und dem auf dabei nicht
beriicksichtigte Atomtypen zurtickgehenden Anteil pK;** (s.a. Gl. 54). b) GemaR Gl. 57.

Im Fall der 3D-QSAR Verfahren wie CoOMFA und CoMSIA ist diskutiert worden (Kim et
al., 1998), dai3 die Verwendung zusétzlicher Eigenschaftsfelder die statistische Signifikanz
der bei der PLS-Analyse erhaltenen Ergebnisse erhdhen kann. Diese Annahme konnte bel der
EinfUhrung von zusétzlichen Feldern zur Beschreibung von Wasserstoffbriickenbindungs-
Eigenschaften im CoMSIA-Verfahren nicht bestétigt werden (Klebe & Abraham, 1999).
Hierbel ist alerdings zu beachten, dald die in diesen Féllen verwendeten Eigenschaftsbe-
schreibungen (sterisch, elektrostatisch, hydrophob, Wasserstoffbriickendonor und -akzeptor)
generisch und nicht atom(typ)spezifisch sind. Aus der Tatsache, dal3 z.B. das Hinzufligen
einer Hydroxylgruppe zu einem Molekil einen Beitrag zu allen oben angefihrten physiko-
chemischen Eigenschaftsfeldern liefert, folgt, dal? diese Eigenschaften sicher nicht unabhéan-
gig voneinander, sondern auf komplexe Weise miteinander korreliert sind. Somit kann nicht
erwartet werden, dad die Bindungsaffinitdtsdaten der untersuchten Verbindungen additiv
durch die einzelnen Felder erklart werden. In dem Fall der hier verwendeten atomtypspezifi-
schen Wechselwirkungsbeschreibungen ist die Unabhéngigkeit der resultierenden Felder je-
doch gegeben, da etwa das erwédhnte Hinzufligen der Hydroxylgruppe sich auch nur im O.3-
Feld auswirkt. Eine Beschrankung der verwendeten Feldanzahlen ergibt sich hierbei nur

durch die Anwesenheit der jeweiligen Atomtypen im Trainingsdatensatz sowie den zur Ver-
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flgung stehenden Arbeitsspeicher zur Aufnahme der zusétzlichen Spaltenwerte. Nicht be-
ricksichtigte Atomtyp-Felder stellen jedoch prinzipiell keinen Informationsverlust dar, wird
doch bei der Vorhersage von Affinitdtsdaten unbekannter Verbindungen ihr auf den ur-
sprunglich abgel eiteten Paarpotentialen beruhender Beitrag verwendet (s.u. sowie Gl. 54). Ein
zusétzlicher Vorteil atomtypspezifischer gegentiber generischen Eigenschaftsfeldern sollte bei
der graphischen Analyse der erzielten Ergebnisse zur Verbesserung der Bindungse genschaft
bekannter Verbindungen zum Tragen kommen. Wéahrend im CoMFA-Verfahren fir einen
Teil der Bindetasche z.B. vorhergesagt werden konnte, dal3 ein ,, sterisch anspruchsvoller Rest
mit negativem elektrostatischen Feld“ dort vorteilhaft ist, wirde in dem hier vorgestellten
Verfahren eine darliber hinausgehende Information in Form von konkreten Vorschlégen zu

gunstigen Atomtypen gegeben werden.

In Abb. 41 ist die Abhangigkeit des bel der kreuzvalidierten (SAM)PLS-Analyse fur den
Trainingsdatensatz der 61 Thermolysininhibitoren (Tab. 13, S. 95) erhaltenen g°-Wertes von
der Steilheit der zur Abbildung der Wechselwirkungen auf die umliegenden Gitterpunkte
verwendeten spharischen Gauss-Funktion angegeben. Zusétzlich wurde dazu die Hohe des
kunstlichen AbstoRungsterms (Abb. 41 @) bzw. die Gitterweite variiert (Abb. 41 b). In beiden
Falen erweist sich dabel ein o-Wert von 0.7 as optimal. Die Wahl des o-Parameters be-
stimmt hierbei, welchen Beitrag die Potentialwerte auf den um ein Atom liegenden Gitter-
punkten zum Gesamtwechselwirkungsbeitrag des betrachteten Atoms leisten. So wird bei
einem Gitter der Weite 1 A fiir ein auf einem Gitterpunkt befindliches Atom der Beitrag der
nachsten Gitterpunkte bei Verwendung von Gl. 47 und o=0.7 um den Faktor 0.21 abge-
schwécht, fiir 2 A entfernte Gitterpunkte betrégt er nur noch etwa ein Hundertstel. Hieraus
wird deutlich, dal3 v.a. lokale Wechselwirkungseigenschaften in dem hier verwendeten Ansatz
berticksichtigt werden. Der aus Abb. 41 a) ersichtliche Unterschied der g’-Werte bei Verwen-
dung verschiedener Hohen des kiinstlich angefuigten Abstof3ungsbeitrags (s.a. Kap. 4.8.1) ist
bei Verwendung der Werte 10 bzw. 20 gering.

DaR auch bei der Verwendung von Gitterweiten von 1.5 bzw. 2.0 A ein o-Wert von 0.7
optimal ist, vermag auf den ersten Blick tUberraschen. Allerdings darf hierbei nicht vergessen
werden, dal3 die in der Bindetasche liegenden Ligandmolekile Kontakt zum Protein besitzen.
Die Wahl eines grofReren o-Wertes wirde aso nicht nur zur Einbeziehung von Gitterpunkten
im eigentlich freien Raum der Tasche fuhren, sondern vermehrt auch von solchen im Bereich
der Proteinatome. Da hier jedoch nur ein geringfugig fur den jeweiligen Atomtyp spezifi-
scher, durch den Abstol3ungsterm begriindeter Potentialwert vorliegt, ergibt sich insgesamt
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eine Erniedrigung des zur Verfligung stehenden Informationsgehaltes. Eine Variation der
Gitterweite bei einem festen o-Wert von 0.7 zeigt im Gegensatz zu in der Literatur erwdhnten
Beispielen (Cramer 111 et al., 1993; Folkers et al., 1993) keine Verschlechterung der statisti-
schen Ergebnisse fiir kleinere Abstandwerte. Fiir eine Weite von 1.0 A wird sogar ein um 7 %
groRerer g°-Wert berechnet als fiir eine Weite von 2.0 A. Aus diesem Grund wird trotz der um

den Faktor 8 htheren Rechenzeit dieser Gitterabstand verwendet.
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Abb. 41: Abhangigkeit der bei der kreuzvalidierten (SAM)PLS-Analyse flr den Trainingsdatensatz
erzielten Ergebnisse von der Steilheit der fir die Abbildung der Wechselwirkungen auf die
umliegenden Gitterpunkte verwendeten sphérischen Gauss-Funktion. Als MaR fur die Steil-
heit wird hierbei der o-Wert verwendet; sein Zahlenwert entspricht gemaR Gl. 47 der Lage
der Wendepunkte der Funktionen. In Teil &) wird bei festgehaltenem Gitterabstand von 1 A
die Hohe des in Kap. 4.8.1 beschriebenen kiinstlichen Abstof3ungsterms variiert (10: W; 20:
®: 40: A), in Teil b) bei festgehaltener AbstoRungshdhe von 10 der Gitterabstand (1.0 A: m;
15A: ;20A: v).
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5.7.3 Vorhersagefahigkeit des erhaltenen Modells bei Variation der Einflulnahme der

proteinspezifischen Information

Zur Uberpriifung der Vorhersagefahigkeit des aus der PLS-Analyse fiir 61 Verbindungen
des Trainingsdatensatzes erhaltenen Modells wird damit die Bindungsaffinitét nach Gl. 54 fir
15 Verbindungen eines Testdatensatzes (Tab. 14, S. 95) berechnet und mit experimentell be-
kannten Affinitdten verglichen (Abb. 42). Hierbel liegen die vorhergesagten Werte fur acht
der 15 Verbindungen innerhalb der zusétzlich mit eingezeichneten Abweichung vom tatsach-
lichen Wert von £ 1 logarithmischen Einheit. Drei der Verbindungen (ZFGNH2, ZLGNH2
und ZY GNH2) zeigen dagegen deutliche Abweichungen von mehr als 2.5 logarithmischen
Einheiten; die fUr sie berechnete Bindungsaffinitat wird dabei zu gering vorhergesagt. Hierbei
kommen zwel Ursachen zusammen. Zum einen weisen alle drei Verbindungen keinen Sub-
stituenten auf, der in die hydrophobe S1‘-Tasche zeigt, zum anderen binden alle Uber eine
terminale Amidgruppe an das Zinkion. Im Trainingsdatensatz trifft ersteres nur noch fur die
Verbindungen NHOHMALAGNH2 (pK;=2.96), ZGGNHOH (pK;=3.03) und PAAOH
(pKi = 4.06) zu, von denen die ersten beiden mit einer Hydroxamsauregruppe eine Wechsel -
wirkung mit dem Zink eingehen, die letzte dagegen mit einer Phosphatgruppe an das Metall-
kation bindet. Umgekehrt binden die Verbindungen ACE_OHLEU_AGNH2 (pK; = 2.47),
ZGLNH2 (pK; = 1.68) und Z_ NH_GLNH2 (pK; = 3.42) mit einer terminalen Amidgruppe an
das Zink, weisen alerdings auch einen Substituenten fir die S1‘-Tasche auf. Wird diein alen
sechs Trainingsféallen zumindest schwache Bindung an das Protein auf die Anwesenheit min-
destens eine der beiden Eigenschaften (S1'-Substituent oder Nicht-Amid-Gruppe fur die Bin-
dung an das Zink) zuriickgefihrt, lassen sich die zu gering vorhergesagten Bindungsaffinitd-
ten der drei ,Ausreif3er ZFGNH2, ZLGNH2 und ZY GNH2 auf das Fehlen beider Kompo-
nenten in ihren Strukturen - kein Substituent fur die S1°-Tasche und nur eine Uber eine Amid-
bindung vermittelte Wechselwirkung zum Zink - zurtickfihren. Hierbei wird deutlich, dal3 ein
auf einer Regression basierendes Verfahren immer nur interpolieren, nicht jedoch extrapolie-

ren kann.
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Abb. 42: Auftragung der mit dem aus der PLS-Analyse erhaltenen Modell vorhergesagten gegen die
experimentellen pK-Werte fir die 15 Verbindungen des Testdatensatzes (Tab. 14, S. 95).
Zusétzlich mit eingezeichnet sind Abweichungsgrenzen von + 1 logarithmischen Einheit
(gepunktete Linien).

Der nach Gl. 63 berechnete rzpred-Wert, die Standardabweichung zwischen vorhergesagten
und experimentellen Werten sowie die maximale Abweichung sind in Tab. 34 aufgefihrt.
Zusétzlich werden die statistischen Parameter der Vorhersageergebnisse der Bindungsaffini-
téten unter Verwendung der urspringlichen Paarpotentiale nach Gl. 15 sowie Gl. 42 angege-
ben. Die dazugehdrige Auftragung der experimentellen gegen die berechneten Werte ist in
Abb. 43 gezeigt. Sowohl der visuelle Vergleich als auch der der statistischen Werte zeigt, dal3
unter Verwendung des aus der PLS-Analyse erhaltenen Modells die Vorhersagegenauigkeit
betrachtlich ansteigt (hinsichtlich der bel der Verwendung des PLS-Modells auftretenden gro-
eren maximalen Abweichung s.u.). Ein Vergleich mit den in Tab. 26 (S. 159) aufgefihrten
Ergebnissen fir diesen Testdatensatz (, Thermolysin(I1)*) ergibt dagegen, dal3 die aleinige
Verwendung der Paarpotentiale gegenuiber der gesamten Bewertungsfunktion nach Gl. 36
sowie der durch die Uberlagerung erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen im Gegensatz zu

den mit FlexX erzeugten nur zu einer unwesentlichen V erschlechterung der Ergebnisse fhrt.
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Tab. 34: Statistik der Vorhersage der Bindungsaffinitaten fir 15 Verbindungen des Testdatensatzes
(Tab. 14, S. 95) unter Verwendung des aus der PLS-Analyse (61 Trainingsverbindungen) er-
haltenen Modells sowie der urspriinglichen Paarpotentiale (Gl. 15/ Gl. 42).

Berechnungsmethode Pored” sp® MDY
PLS-Modell (8= 1.0)Y 0.69 1.11 3.83
PLS-Modell (8= 0.8) 0.69 1.11 2.91
Paarpotentiale 0.34 155 2.56

a) Nach Gl. 63. b) Standardabweichung der berechneten von den experimentellen Bindungsaffinitaten.
¢) Maximale Abweichung zwischen berechneter und experimenteller Bindungsaffinitét. d) Beziiglich
der Bedeutung von @s.a. Gl. 62.
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Abb. 43: Auftragung der unter Verwendung der urspriinglichen Paarpotentiale vorhergesagten gegen
die experimentellen pK;-Werte fr die 15 Verbindungen des Testdatensatzes (Tab. 14, S. 95).
Zusétzlich mit eingezeichnet sind Abweichungsgrenzen von + 1 logarithmischen Einheit
(gepunktete Linien).

Um der Frage nachzugehen, wieviel Zusatzinformation in Form von Protein-Ligand-
Komplexen mit bekannter Struktur und Bindungsaffinitét bendtigt wird, um eine gegentiber
der Verwendung der urspringlichen Paarpréferenzen gesteigerte Verlddlichkeit bei der Vor-
hersage neuer Verbindungen zu erlangen, wurden jeweils 100 mal 5, 15, 30, 45 und 53 Ver-

bindungen aus dem Trainingsdatensatz zufdllig ausgewdahlt und mit ihnen nach dem in
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Kap. 4.8.2 beschriebenen Verfahren eine PLS-Analyse durchgefihrt (s.a. Kap. 4.8.3). Mit den
fr jede der Teilmengen erhatenen 100 Modellen sowie mit dem unter Verwendung aller 61
Trainingsdaten aufgestellten Modell wurden sodann unter Variation des Parameters € zur
Beimischung der adaptierten Potentialwerte in Gl. 62 zwischen 0.1 und 1 die Bindungsaffini-
téten fur die 15 Verbindungen des Testdatensatzes berechnet. Die dabei erhaltenen, Gber ale
Laufe gemittelten rzpred-Werte (Gl. 63) sind in Abb. 44 dargestellt. Zusétzlich ist der bei Ver-
wendung der urspringlichen Paarpotentiale erhaltene Wert (*) von 0.34 (Tab. 34) mit aufge-
fahrt. Schon bel Verwendung von nur 5 Trainingsdaten ergibt sich bei 6= 0.5 (d.h. bel einer
1:1-Gewichtung der Beitrdge der urspringlichen Paarpréferenzen und der auf die PLS
Modelle zuriickgehenden Beitrage) ein rzpred-Wert von 0.43. Unter Berticksichtigung der fur
diesen Punkt erhaltenen Standardabweichung von 0.08 liegt die Verbesserung der Vorhersa-
gegenauigkeit jedoch an der unteren Signifikanzgrenze. Eine signifikant verbesserte Vorher-
sagegenauigkeit ist allerdings bereits bei der Verwendung von 15 Trainingsverbindungen ge-
geben, wird hierbei doch ein r’ye-Wert von 0.48 (Standardabweichung: 0.05) bei 8= 0.6
erzielt. Fur 30, 45 und 53 Trainingsverbindungen ergeben sich dementsprechend Werte von
0.56 (Standardabweichung: 0.08; &= 0.7), 0.66 (Standardabweichung: 0.07; 8= 0.8) und 0.68
(Standardabweichung: 0.05; 8= 0.9). Der fur die PLS-Analyse mit allen Trainingsverbindun-
gen erhatene maximale rzpred-Wert betragt 0.69 (=10, sa Tab. 34). Wie zu erwarten
nimmt mit zunehmender Zahl berlicksichtigter Trainingsdaten auch der zu dem jeweiligen
maximalen r’ye-Wert gehdrige 8Wert zu: je mehr Daten aus dem Trainingssatz verwendet
werden, desto sicherer wird auch die auf den PLS-Modellen beruhende Vorhersage. Dal3 al-
lerdings auch bel 61 Verbindungen eine alleinige Berticksichtigung der PLS-Ergebnisse auf-
grund der vorliegenden rzpred-Werte nicht optimal sein mu3, wird bel der Betrachtung des
maximalen Fehlers deutlich. Bei einem Unterschied in den rzpred-Werte fur 8=0.8 bzw.
6=1.0 lediglich in der dritten Nachkommastelle kann bei einer dem ersten 8Wert entspre-
chenden Gewichtung dieser maximale Vorhersagefehler um nahezu eine logarithmische Ein-

heit gegenliber der 8= 1.0-Gewichtung gesenkt werden (s.a. Tab. 34).
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Abb. 44: Abhangigkeit des r’,e-Wertes (Gl. 63) bei der Vorhersage von Bindungsaffinitéten fur die
15 Verbindungen des Testdatensatzes (Tab. 14, S. 95) von der Gewichtung & der auf die ur-
springlichen Paarpréferenzen bzw. die erhaltenen PLS-Modelle zurlickgehenden Beitrége
(Gl. 62). Zusétzlich ist die Anzahl der zur Berechnung der PLS-Analysen verwendeten Trai-
ningsdaten (Tab. 13, S. 95) variiert worden (O (d.h. ausschliefdiche Verwendung der Paar-
potentiale): *; 5: +; 15: A; 30: @ ;45: v;53: [J; 61: m).

5.7.4 Vergleich mit anderen Methoden

Diein Tab. 13 (S. 95) und Tab. 14 (S. 95) aufgefihrten Trainings- und Testdatensétze
wurden bereits in den Arbeiten von DePriest et al. (De Priest et al., 1993), Waller und Mar-
shal (Waller & Marshall, 1993) und Klebe et al. (Klebe & Abraham, 1999; Klebe et al.,
1994) zur Validierung von 3D-QSAR-Verfahren verwendet. Sie stellen daher eine solide
Vergleichsgrundlage fur die in dieser Arbeit mit ihnen erhaltenen Ergebnisse dar. Tab. 35 gibt
eine Ubersicht der statistischen Parameter fir die (SAM)PLS-Analyse mit und ohne leave-
one-out-Kreuzvalidierung des Trainingsdatensatzes sowie fUr die Vorhersage von Bin-
dungsaffinitéten der Testdatensatzverbindungen.
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Tab. 35: Zusammenfassung der statistischen Parameter der PLS-Analysen und Affinitétsvorhersagen
fur diein Tab. 13 (S. 95) und Tab. 14 (S. 95) angegebenen Datensétze von Thermolysininhi-

bitoren.
DePriest?  Waller® Klebe |9 Klebell?  DieseArbeit

N® 61 (11) 61 (11) 61 (15) 61 61 (15)

" 0.70 0.54 0.59 0.59 0.62
SpressY 1.309 0.839 1.41 1.41 1.34
Komponenten 11 5 7 7 10

r2h 0.98 0.85 0.90 0.93 0.97

s 0.31" - 0.71 0.60 0.37

Pored) 0.29 0.44 0.56 - 0.69

a) Die Werte stammen aus Tab. IX in (De Priest et al., 1993), Zeile ,CoMFA only‘. b) Die Werte
stammen aus Tab. X in (Waller & Marshall, 1993), Zeile,CoMFA (S,E)‘. ¢) Die Werte ssammen aus
Tab. 3in (Klebe et al., 1994), Spalte , CoOMSIA(6)*. d) Die Werte stammen aus Tab. 1 in (Klebe &
Abraham, 1999), Spalte ,CoMSIA(3)‘. €) Anzahl der Trainings- und Testverbindungen (letztere in
Klammern). f) Gemal3 Gl. 56. g) Gem&R Gl. 57. h) GemaR Gl. 58. i) Gemal3 Gl. 59. j) Gemal3 Gl. 63.
k) Angegeben wurde der ,, standard error of estimate” . 1) Angegeben wurde die Standardabwei chung.

Die der Arbeit von DePriest et al. (De Priest et al., 1993) entnommenen und in Tab. 35 aufge-
flhrten Werte resultieren aus einer dort durchgefihrten CoMFA-Analyse unter Verwendung
des sterischen und elektrostatischen Feldes sowie einer Uberlagerung der Verbindungen unter
Verwendung von Kristallstrukturtemplaten. Der auffallig hohe g?-Wert von 0.70 geht auf eine
mit nur 30 anstelle der 61 mdglichen Kreuzvalidierungsgruppen durchgefihrte Anayse zu-
rick. Der angegebene rzpred-Wert von 0.29 weist somit zusétzlich auf eine nur eingeschrénkte
Vorhersagefahigkeit mit diessm Modell hin. In einer Folgestudie von Waller und Marshall
(Waller & Marshall, 1993) wurde mit dem gleichen Datensatz erneut unter Anwendung einer
CoMFA-Analyse eine auf 61 Gruppen beruhende Kreuzvalidierung durchgeftihrt, die ein Mo-
dell mit 5 Komponenten und einem g°-Wert von 0.536 ergab. Die damit durchgefiihrte Vor-
hersage fur 11 Testverbindungen ergab eine signifikante Korrelation (> 0.3). Die aus der Ar-
beit von Klebe et al. (Klebe et al., 1994) (,Klebe(l)') enthommenen Zahlenwerte beruhen auf
einer mit einer modifizierten Version des Programms SEAL (Klebe et al., 1999) durchge-
fuhrten Uberlagerung der Strukturen und der Anwendung der CoM SIA-Methode unter Ver-
wendung eines sterischen, elektrostatischen sowie hydrophoben Feldes. Die damit bei der
Vorhersage fur 15 Testverbindungen erzielten Ergebnisse (rzpred = 0.56) kdnnen nach den in
Kap. 4.8.2 aufgefiihrten Kriterien als ,,gut* bezeichnet werden. In einer Folgearbeit (Klebe &
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Abraham, 1999) (,Klebe(I1)") wurden zusétzliche Felder zur Beschreibung von Wasserstoff-
briickendonator und -akzeptorei genschaften eingefiihrt; sie brachten allerdings keinen Gewinn
der statistischen Signifikanz des damit erhaltenen Modells. Die mit dem in dieser Arbeit ent-
wickelten Verfahren erzielten Ergebnisse zeigen eine im Vergleich zu den vorherigen Verfah-
ren bessere Statistik. Sieht man von dem g°-Wert in der ersten Spalte ab (s.0.), so ergibt sich
hier der dafir beste Wert von 0.62. Dal3 dieses Modell tatsachlich zur Vorhersage von Bin-
dungsaffinitaten geeignet ist, wird insbesondere auch durch den erzielten r’ye-Wert von 0.69
deutlich.

Welche Grunde kénnen dafur angefihrt werden? Sicher spielt die Berticksichtigung der Pro-
teinumgebung in dem hier verwendeten Verfahren eine mal3gebliche Rolle, werden doch Bei-
trdge von zum Losemittel hin orientierten Gruppen der Liganden von vornherein geringer
bzw. gar nicht beriicksichtigt, da bei ausreichendem Abstand der Gitterpunkte vom Protein
der mit Gl. 45 dort errechnete Potentialwert gegen Null geht. Bel den Verfahren ohne Berlick-
sichtigung der Rezeptorstruktur werden jedoch ale Atome des Liganden gleich behandelt.
Eine weitere Ursache mag in der gegenseitigen Unabhéngigkeit der verwendeten Wechsel-
wirkungsfelder gesehen werden (s.a. Kap. 5.7.2). Wahrend bei der Verwendung generischer
Felder die Hinzunahme eines neuen Eigenschaftsfeldes nicht notwendigerweise zu einer In-
formationszunahme fuhren mui, trifft dies fur die hier entwickelte Methode nicht zu.
Schliefdlich kann auch die Verwendung der wissensbasierten Paarpréferenzen als vorteilhaft
angesehen werden. Wie in Kap. 4.6.2 und 4.7 gezeigt, vermogen sie auch ohne vorherige

PLS-Anayse, Bindungsaffinitdten und , hot spots' vorherzusagen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit ist die Entwicklung einer neuen, wissensbasierten, allgemein anwendbaren
und schnell berechenbaren Bewertungsfunktion zur Vorhersage von Bindungsmodus und Af-
finitét von Protein-Ligand-Komplexen vorgestellt worden. Zusétzlich wurde ihre Eignung zur
graphischen Identifikation gunstiger Wechselwirkungsbereiche in Proteinbindetaschen und
eine Methode zur proteinspezifischen Adaptierung dieser Funktion unter Verwendung struk-
tureller und energetischer Zusatzinformationen aufgezeigt.

Im Rahmen eines wissenshasi erten Ansatzes wurden zur Ableitung der Bewertungsfunkti-
on mit der Datenbank RelLiBase extrahierte Strukturinformationen aus kristallographisch be-
stimmten Protein-Ligand-Komplexen in atombasierte, statistische Praferenzen umgewandelt
(Kap. 4.1 und 5.3). Die Notwendigkeit, sowohl spezfische Wechselwirkungen al's auch haupt-
séchlich entropisch bedingte Losemittelbeitrage bei der Protein-Ligand-Bindung berticksich-
tigen zu mussen, fuhrte dabei zur Verwendung von zwei Termen, einer distanzabhéngigen
Paarpréaferenz (Kap. 4.2 und 5.1) sowie einer von der Ldsemittel-zuganglichen Oberflache
abhangigen Einteilchenpréferenz (Kap. 4.3 und 5.2). Eine Bewertung fir gegebene 3D-
Anordnungen von Protein und Ligand ergibt sich daraus durch Summation aller Paarwech-
selwirkungs- sowie Einteilchenbeitrdge der Protein- und Ligandatome. Unter Verwendung
eines approximierenden, auf einem Gitteralgorithmus beruhenden Verfahrens zur Berechnung
der Losemittel-zuganglichen Oberflache wird je Protein-Ligand-Konfiguration eine Rechen-
zeit von nur etwa einer Sekunde bendtigt.

Bel der Ableitung der statistischen Praferenzen hat sich die Wahl des jeweiligen Referenz-
zustandes al's bedeutsam fir die in den Préferenzen enthaltene Information und damit auch fir
das Ergebnis der Struktur- und Affinitétsvorhersagen gezeigt. Wahrend im Fall der Paarpréfe-
renzen ein auf einer kompakten Protein-Ligand-Konfiguration mit nichtspezifischen Wech-
selwirkungen beruhender Zustand gewéhlt wurde, wurde fir die von der Ldsemittel-
zuganglichen Oberfl&che abhangigen Einteil chenpréferenzen eine vollstandige Separation von
Protein und Ligand als Bezugspunkt verwendet. Weiterhin ist die Behandlung von in den ex-
perimentellen Daten auftretenden Ungenauigkeiten sowie eine adaguate Berilicksichtigung
von Verteilungen mit zu geringer Anzahl an Beobachtungen notwendig. Bedingt durch die

Beschrankung auf Nichtwasserstoffatome wahrend der Ableitung der Préferenzen sind aul3er-
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dem fur die Anwendung der Bewertungsfunktion keinerlei Annahmen Uber im Protein-

Ligand-Komplex auftretende Protonierungszustéande notwendig.

Die Untersuchung der Eignung dieser Funktion zur Identifikation nativ-ahnlicher Protein-
Ligand-Anordnungen (Kap. 5.4) in einer Menge davon abweichender Alternativen erfolgte an
Datensdtzen von 91 bzw. 68 Komplexen, fur die mit dem Programm FlexX bis zu 500 Prote-
in-Ligand-Konfigurationen erzeugt wurden sowie an 100 Komplexen, bei denen die Konfigu-
rationserzeugung mit dem Programm DOCK durchgefiihrt wurde. Im Fal der FlexX-
generierten Datensétze ergibt sich dabei eine Erkennungsrate fir am besten bewertete Ligand-
anordnungen mit einem rmsd-Wert < 2.0 A von der Kristallstruktur in 80 % der méglichen
Féle. Bezogen auf den 91 Komplexe umfassenden Datensatz bedeutet dies eine Verbesserung
um 35 % gegentber den mit FlexX erzielten Ergebnissen. Im Fall der mit DOCK unter Ver-
wendung der ,, Chemischen Bewertungsfunktion” erzeugten Rezeptor-Ligand-Anordnungen
betragt der Anteil korrekt erkannter nativ-dhnlicher Konfigurationen 70 %, was sogar eine
46 %ige Verbesserung gegentiber den mit DOCK erzielten Ergebnissen bedeutet. Eine solch
zuverlassige Erkennung nativ-ahnlicher gedockter Protein-Ligand-Anordnungen, die als not-
wendige Voraussetzung fur eine verlaldliche Vorhersage von Bindungsaffinitdten im Rahmen
des strukturbasierten Designs von Liganden angesehen werden kann, ist bislang noch von

keinem anderen Verfahren berichtet worden.

Die Vaidierung der entwickelten Bewertungsfunktion zur Vorhersage von Bindungsaffi-
nitaten (Kap. 5.5) erfolgte an sechs Datensdtzen mit kristallographisch bestimmten Protein-
Ligand-Komplexen sowie drel Datensétzen, fur die Protein-Ligand-Anordnungen mit FlexX
erzeugt wurden. Im Fall von 16 Serinprotease-Inhibitor-Komplexen mit experimentell be-
stimmter Struktur wird dabei ein R>-Wert von 0.86 und eine Standardabweichung von 0.95
logarithmischen Einheiten verglichen mit den experimentell bestimmten Affinitéten erzielt.
Fur einen Satz von 64 in das jeweilige Protein gedockten Thrombin- und Trypsininhibitoren
ergibt sich ein RZ-Wert von 0.48 und eine Standardabweichung von 0.71 logarithmischen
Einheiten. Ein Vergleich der erzielten Ergebnisse mit denen von vier der Literatur entnomme-
nen Verfahren zeigt, dal3 insbesondere bei der Priorisierung verschiedener Liganden gegen-
Uber einem Protein die hier entwickelte Methode deutlich geringere Standardabweichungen
zwischen experimentellen und berechneten Bindungsaffinitdten ergibt. Die Eignung des Ver-
fahrens, im Rahmen von virtual screening-Ansédtzen , aktive® Verbindungen in einer Menge

von ,inaktiven* erkennen zu kdnnen, wird unter Verwendung von 31 Thrombin- und Tryp-
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sinliganden mit bekannter Affinitdt sowie gegen 800 aus dem Available Chemicals Directory
extrahierten Verbindungen getestet, die in die beiden Proteine mit FlexX gedockt wurden.
Hierbei kann eine 5- bzw. 23-fache Steigerung des Anreicherungsfaktors bei Betrachtung der
ersten 10 % der mit der entwickelten Funktion bewerteten Mol ekuile gegentiber den mit FlexX

erzielten Ergebnissen erreicht werden.

Unter Verwendung der distanzabhangigen Paarpréferenzen gelingt die Identifikation von
fur einen Ligandatomtyp gunstigen Bereichen (hot spots) (Kap. 4.7 und 5.6) in Proteinbinde-
taschen durch Berechnung von Potentialwerten fir an Gitterpunkten lokalisierte Sondenatome
und Visualisierung der Ergebnisse in Form von Isokonturoberflachen. Bel Verwendung von
159 Protein-Ligand-Komplexen sowie finf Sondenatomtypen kann zudem fir Losemittel-
unzugangliche Ligandatome in 74 % der Falle der korrekte Atomtyp und in sogar 85 % der
Fale ein fur die korrekte Wechselwirkung passender Atomtyp vorhergesagt werden. Die er-
zielten Ergebnisse demonstrieren nicht nur, dal3 die zusammengesetzte Représentation der (an
sich kugelsymmetrischen) Paarpraferenzen in einer Bindetasche auch gerichtete Wechselwir-
kungen korrekt beschreiben kdnnen, sondern sind auch mit den Resultaten anderer Methoden
vergleichbar, die auf 3D-Verteilungen beruhende Wahrscheinlichkeitsdichten fir Protein-

Ligand-Wechselwirkungen verwenden.

Der Frage, inwieweit vorhandene strukturelle und energetische Informationen fur ein be-
trachtetes Protein zur Steigerung der Vorhersagegenauigkeit von Bindungsaffinitéten neuer
Verbindungen herangezogen werden kénnen (Kap. 4.8 und 5.7), wurde im letzten Teil der
Arbeit anhand eines Datensatzes aus insgesamt 76 Thermolysininhibitoren nachgegangen.
Hierzu werden ebenfalls an Gitterpunkten in der Bindetasche von Thermolysin berechnete
Potentialwerte mit Hilfe einer Partial-Least-Squares-Analyse sowie unter Verwendung der
bekannten Anordnungen der 61 Verbindungen des Trainingsdatensatzes relativ zum Protein
an experimentell bestimmte Affinitdtswerte angepaldt. Fur 15 Verbindungen eines Testdaten-
satzes kann so eine bemerkenswerte Erhohung der V orhersagegenauigkeit erzielt wird, vergli-
chen mit den Affinitétsvorhersagen basierend auf den urspriinglichen Paarpraferenzen. Unter
Verwendung von Teilmengen der Trainingsdaten kann zudem demonstriert werden, dafid
schon mit einem Zehntel der urspringlichen Verbindungsanzahl von 61 eine signifikante
Steigerung der Verlddlichkeit der berechneten Werte erhalten wird. Die entwickelte Methode
ist daher auch in der frihen Phase eines Ligandfindungsprozesses bei nur beschrénkt vorlie-

gender Zusatzinformation einsetzbar.
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6.2 Ausblick

Die fur die Ableitung der statistischen Praferenzen in dieser Arbeit zugrundegelegte Wis-
sensbasis bestand aus Protein-Ligand-Komplexen der PDB. Obwohl damit die fur die Pro-
blemstellung — die Vorhersage von Struktur und Affinité von Ligand-Rezeptor-K omplexen —
naheliegenste Informationsquelle verwendet wurde, fihrt sie doch zwangdaufig zu Ein-
schrankungen. Die immer noch stark limitierte Anzahl verflgbarer Komplexe erlaubt nur die
Definition einer begrenzten Anzahl von Ligandatomtypen, und fir viele der so erhatenen
Subsysteme stehen auch dann noch keine ausreichenden Anzahlen an Beobachtungen zur
Verfugung. Ein moglicher Ausweg eréffnet sich bei der Verwendung von Informationen Uber
nichtbindende Wechselwirkungen in Kristallpackungen von kleinen organischen Moleklen,
wie sie aus der CSD (Allen et al., 1991) extrahiert werden konnen. Hierbel ist jedoch insbe-
sondere zu untersuchen, welchen Einflu® z.B. unterschiedliche Kristallisationsbedingungen
auf den Verlauf der erhaltenen Préferenzen austiben; eine notwendige Skalierung der erhalte-
nen Daten hinsichtlich der aus der PDB gewonnenen Verteilungen kann dabel nicht ausge-
schlossen werden.

Die Verwendung von ausschliefdlich Nichtwasserstoffatomen im Rahmen dieser Arbeit er-
weist sich —nach den erzielten Ergebnissen zu urteilen —in der Uberwiegenden Mehrzahl aler
Félle als nicht nachteilhaft. Dennoch wére zu untersuchen, ob sich durch Hinzunahme von
Informationen Uber Wasserstoffatome insbesondere an polaren Atomen die Vorhersagege-
nauigkeiten beziglich Struktur und Affinitét noch weiter steigern lassen. Insbesondere durch
die Klassifizierung von Atomtypen mit unterschiedlichen Wechselwirkungscharakteristika
unter einen Obertyp auftretende Mehrdeutigkeiten (wie z.B. bel der Zusammenfassung von
Sauerstoffatomen in Ether- bzw. Hydroxylgruppen) sollten hierbei wegfalen. Auch hierfir
waéren insbesondere aus der CSD (Allen et al., 1991) gewonnene Molekildaten geeignet. Al-
lerdings tritt bei der Anwendung solcher Préferenzen das bislang nur unvollstandig geldste
Problem auf, Protonierungszusténde ionisierbarer Gruppen von Proteinen und Liganden im
gebundenen Zustand korrekt (und mit ausreichender Geschwindigkeit) vorhersagen zu mis-

sen.

Obwohl durch den gewahlten wissensbasierten Ansatz durch das umgebende Losemittel
bedingte Beitrage in den abgel eiteten Préferenzen mitberlicksichtigt sind, stellt sich die Frage,
inwiefern das auch fur Wassermolekile gilt, die unmittelbar Wechselwirkungs-vermittelnde
Funktionen zwischen Protein und Ligand ausiben. Im Rahmen des Protein-Ligand-Dockings

bedeutet dieses, dal3 ein Algorithmus zur Plazierung von Wassermolekilen mit einer zuver-
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lassigen Bewertung der so erzeugten Wasseranordnungen gekoppelt werden mifdte. In Vor-
versuchen konnten unter Verwendung des oben vorgestellten Formalismus zur Ableitung di-
stanzabhangiger Paarpréferenzen und einem zusétzlich eingefuhrten Atomtyp , Wasser Po-
tentiale abgeleitet werden, die eine Identifizierung von gunstigen Wasserpositionen im Bin-
dungsepitop ermoglichen.

Die implizite Berticksichtigung von gerichteten Wechselwirkungen durch eine zusammen-
gesetzte Reprasentation der Paarpréferenzen in der Bindetasche fuhrt zu der Frage, ob durch
eine mit diesem ,Kraftfeld" erfolgende ,, Energie”-Minimierung die aus Docking-Programmen
erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen weiter strukturell optimiert werden kénnen. Zusétz-
lich wére zu hinterfragen, ob damit die Identifikation von nativ-dhnlichen Protein-Ligand-
Konfigurationen gegentiber solchen mit einer vom Experiment stark abweichenden Anord-
nung verlallicher wirde. Bei diesbeziiglichen Vorversuchen, in denen unter Verwendung
ebenfalls empirisch bestimmter Torsionswinkelpotentiale (Klebe & Mietzner, 1994) sowie
intramolekularer van-der-Waals-Potentiale eine zusétzliche Flexibilitét des Liganden im Tor-
sionswinkelraum ermdglicht wurde, konnte solches fir einzelne Protein-Ligand-
K ombinationen bestétigt werden.

Das hohe MaR an Ubereinstimmung zwischen vorhergesagten und im Experiment tatsich-
lich gefundenen, fir Atome eines speziellen Typs glnstigen Bereichen in der Bindetasche
wirft die Frage auf, ob die erhatene Funktion nicht nur zur Bewertung, sondern — etwa in
Form der Potentialfelder — auch schon zur Plazierung von Liganden im Rahmen eines Dok-
king-Verfahrens verwendet werden kann. Dieses konnte im Sinne einer Uberlagerung der
Potentialfelder in der Bindetasche mit einer addquaten Feldreprasentation des (flexibel gehal-
tenen) Liganden geschehen. Fir eine Untersuchung, inwieweit die erhaltene Funktion schon
einen Einflul auf die Ligandplazierung alleine durch die Bewertung von Teillésungen im
Verlauf eines inkrementellen Aufbaualgorithmus' nimmt, wird die Berechnung der statisti-

schen Pré&ferenzen derzeit in FlexX implementiert.
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Anhang

Programmiertechnische Hilfsmittel

Die Programmteile zur Ableitung der Potentiale sowie zur Berechnung der Bewertungen

flr gegebene Protein-Ligand-Konfigurationen, zur Vorhersage ,, ausgezeichneter* Bereiche in

einer Proteinbindetasche sowie zur proteinspezifischen Anpassung der Bewertungsfunktion

wurden in der Programmiersprache C++ erstellt. Aufbauend auf einer hierarchischen Klassen-

struktur wurden die einzelnen Aufgabenstellungen in eigenstdndigen Einheiten organisiert

cube_algo.cc
Bereitstellung des
kubischen Gitters

I

area.cc
Berechnung der
Oberflachen

condistr.cc
Schnittstelle zu
ReliBase
statistic.cc stat_main.cc
statistische Ableitung der
Prozeduren Praferenzen

multimol.cc
Klasse zur Beschreibung
eines Multimols

files.cc
Behandlung von
Ein-/Ausgabe

!

o/

VAN

molecule.cc
Klasse zur Beschreibung
eines Molekuls

drugscore.cc

Berechnung der Bewer-

tungen und hot spots

flex_tools.cc
allgem. Berechnungs-
prozeduren

\V4

atombulk.cc
Klasse zur Beschreibung
einer Ansammlung von

atombonds.cc
Klasse zur Behandlung
von Atombindungen

Atomen
atom.cc atomtypes.cc
Klasse zur Beschreibung O— Atomtypkonver-
eines Atoms tierungen

Abb. 45; Klassen- und Programmstruktur zur Ableitung der statistischen Préferenzen und zur Berech-
nung der Bewertungen und hot spots. Die Notation der Beziehungen zwischen den Unterein-
heiten folgt der von Booch (Booch, 1994) eingefuhrten (O——: Assoziationsbeziehung
(,uses'); O—: Aggregationsbeziehung (,has'); —>: Vererbungsbeziehung (,is’)).
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Die Entwicklung erfolgte mit dem MIPSpro C++-Compiler von SGI (Version 7.3.1.1) un-
ter dem Betriebssytem IRIX auf einer SGI O2 (R5000-Prozessor, 195 MHz) sowie mit dem
GNU C/C++-Compiler (Version 2.91.66) unter Linux auf einem Pentium-I1-PC (450 MHz).
Auf ersterer Maschine wurde auch die Ableitung der statistischen Préferenzen durchgefihrt,

auf den letzteren die Berechnungen der Bewertungen, hot spots und PLS-Analysen.

Verwendete Programme

Die Ableitung der Potentiale erfolgte unter Verwendung der Datenbank RelLiBase
(Version 11.1998) (Hemm et al., 1995; Hendlich, 1998).

Das Docking der Liganden erfolgte mit den Programmen FlexX (Version 1.65) (Rarey
et al., 1995; Rarey et al., 1996a) sowie DOCK (Version 4.0.1) (Kuntz et al., 1982; Ma
kino & Kuntz, 1997; Meng et al., 1992).

Fur die Aufbereitung der Datensétze und die Visuaisierung der Ergebnisse wurde das
Programmpaket SYBYL (Version 6.5) (SYBYL) verwendet. Die Suche des Datensat-
zes der , Inaktiven” im Rahmen des virtual screening-Ansatzes wurde mit dem Pro-
gramm UNITY (Version 4.1) (UNITY) durchgefihrt.

Fur die Minimierung der Thermolysin-Inhibitoren zur proteinspezifischen Anpassung
der Bewertungsfunktion wurde das im Programm MOLOC implementierte Kraftfeld
MAB (Gerber & Miller, 1995) verwendet.
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Ergebnistabellen

Tab. 36: Docking-Ergebnisse fir 100 Protein-Ligand-Komplexe (DOCK_DS) unter Verwendung des
rigiden Dockingsin DOCK.

PDB- rig_cnt rig_min_cnt rig_nrg rig_min_nrg rig_chm rig_min_chm
Code
D? R” D? R D? R D? R” D? R D? R

labe 080 18 08 325 08 149 070 171 080 149 053 171

labf 092 220 101 449 092 217 069 397 092 217 074 3.97
lacj 083 514 078 479 083 194 025 057 08 194 035 217
lack 032 424 039 45 032 032 016 016 032 032 022 3.75
lase 164 635 176 406 164 635 162 394 164 635 190 3.36
lazm 081 157 077 254 081 254 093 15 081 565 108 5.82
1blh 137 614 15 384 137 345 216 423 137 345 2083 3.37
1cbx 097 58 08 103 097 580 063 59 097 879 046 7.55
1cde 172 825 083 738 172 688 046 394 172 6838 050 1108
1cil 124 689 116 116 124 689 160 194 124 794 0.73 6.55
lcps 104 129 034 320 104 129 033 077 104 961 046 0.91
Ictr 15 775 139 831 15 775 098 716 155 868 127 8.40
1dbm 146 917 069 604 146 917 045 079 146 917 032 1.56
1did 160 433 154 533 160 433 104 529 160 870 124 5.69
ldie 116 442 083 435 116 220 065 253 116 6.80 0.67 491
ldrl 096 09 088 324 09 09 061 065 09% 268 051 6.54
ldwd 140 1008 077 437 140 1008 101 1475 140 1008 115 1435
lela 134 249 180 231 134 249 091 091 134 249 166 9.34
Ifrp 144 1405 09 414 144 883 129 823 144 1048 151 7.66
1ghb 137 600 139 624 137 45 087 591 137 45 0.74 5.95
Ihfc 15 758 131 150 15 15 062 064 156 758 050 1.24
1hgi 111 680 063 135 111 911 080 192 111 911 115 1.98
lhgj 168 794 114 782 168 794 123 150 168 1268 200 321
1hd 047 187 047 159 047 163 036 049 047 163 043 0.81
1hti 096 448 063 354 096 445 052 448 096 362 046 514
lhyt 143 527 137 921 143 803 029 531 143 803 056 8.89
licn 142 268 118 160 142 208 101 170 142 208 1.00 1.57
limb 151 420 087 447 151 513 127 563 151 568 130 5.27
live 170 418 138 548 170 246 052 215 170 397 117 2.50
livd 037 526 145 462 037 555 061 324 037 291 0.86 342
live 142 386 146 664 142 347 117 1694 142 269 110 1949
Livf 148 427 121 479 148 427 138 406 148 6.02 057 4.09
llah 039 041 027 034 039 041 045 047 039 041 048 0.48
licp 058 360 100 518 058 300 043 269 058 303 120 1102
llic 119 1119 070 329 119 1119 060 879 119 1279 0.74 9.38
lina 147 574 109 339 147 777 059 798 147 970 055 8.59
lst 073 100 042 042 073 09 040 057 073 090 050 0.58
Imid 108 406 116 612 108 389 132 388 108 38 124 3.88

Imrg 043 375 024 072 043 315 050 054 043 469 049 5.49
Imrk 064 310 031 167 064 293 062 121 064 317 0.82 1.26
Imup 069 351 113 436 069 420 051 416 069 422 033 4.45
Inis 073 382 068 380 073 38 041 384 073 382 057 543
Insc 124 457 089 427 124 574 103 774 124 574 0.60 711
1pbd 050 195 031 503 050 050 025 062 050 050 018 0.54
1phf 071 251 116 994 071 58 098 945 071 181 087 7.56
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Fortsetzung von Tab. 36:

1poc 157 1164 111 640 157 1317 089 089 157 1317 112 1134
1pph 182 859 18 625 18 859 130 148 182 859 185 9.15
1ppl 048 048 032 091 048 048 036 040 048 048 044 0.44
1pso 178 1198 045 045 178 1519 025 025 178 1519 046 1334
1rds 181 1033 207 687 181 300 106 106 181 1255 054 1201
Irnt 131 439 039 062 131 683 077 1110 131 992 165 1265
1rob 179 608 19 714 179 1059 069 069 179 1059 081 0.81
1snc 141 79 146 146 141 141 057 057 141 141 0064 0.64
1s 081 1023 072 072 081 350 05 120 081 742 0.69 7.72
1tdb 163 838 157 770 163 204 104 104 163 249 172 8.76
1thy 250 1197 179 194 250 517 157 400 250 1197 193 331
1tlp 176 1452 077 752 176 1452 060 087 176 1452 054 7.08
1tng 047 28 097 208 047 08 039 050 047 162 033 0.67
1tnh 097 249 078 39 097 249 038 048 097 248 042 0.44
1tni 117 208 126 234 117 213 134 214 117 213 130 191
1tpp 141 599 150 295 141 577 217 1633 141 692 220 14.27
lukz 09 1191 088 673 096 118 073 1161 096 1189 063 1202
lulb 092 445 061 428 092 635 077 747 092 707 088 7.18
Iwap 079 1095 079 28 079 1075 045 066 079 1075 0.37 0.57
Ixid 105 427 081 443 105 403 071 284 105 364 093 2.03
Ixie 099 323 033 50 099 30 049 275 099 502 071 6.40
2ada 082 1142 048 048 082 904 048 070 082 904 046 7.31
28k3 101 144 09 1221 101 144 064 131 101 1124 095 1113
2cor 455 1150 414 622 455 1150 451 558 455 1150 473 8.40
2cht 086 08 038 399 08 194 059 077 08 194 079 0.81

2cmd 049 049 035 761 049 317 047 047 049 317 049 0.49
2cpp 157 591 144 600 157 516 120 608 157 281 097 2.88
2gbp 097 1207 013 334 097 1328 041 383 097 1328 016 1356

2lgs 121 453 120 38 121 503 079 48 121 503 0.75 4.82
2mep 138 511 090 552 138 328 053 237 138 409 0.69 2.02
2mth 133 1204 125 1375 133 504 070 106 133 193 053 0.59
2pk4 132 547 109 160 132 19 08 091 132 283 1.06 121
2r04 0.61 1844 082 1245 061 218 034 1283 061 2188 045 16.40
2r07 116 1300 030 1210 116 1300 055 1253 116 1300 052 1116
2sim 139 573 052 052 139 650 051 051 139 593 082 1.02
2tmn 080 970 046 362 08 79 063 484 080 698 041 6.22
2xis 106 487 070 257 106 499 069 238 106 499 0.62 5.08
2yhx 187 642 113 122 187 642 077 568 187 534 141 341
2ypi 058 448 055 284 058 447 065 48 058 633 045 4.27
3aah 103 132 051 070 103 103 038 697 103 103 030 1456
3cpa 589 823 597 799 589 88 725 826 58 977 675 1196
4cts 076 370 058 542 076 381 035 083 076 268 080 0.96
dest 153 1212 128 764 153 1212 286 1898 153 1212 230 1127
4fab 139 917 112 598 139 662 08 478 139 1320 0.97 4.22
4fbp 146 982 094 729 146 573 096 117 146 474 085 10.75
4phv 351 1417 332 1399 351 1503 391 1534 351 1503 586 16.99
4tim 144 426 068 450 144 184 068 144 144 184 0.60 1.34
4tIn 117 319 097 512 117 397 089 421 117 1026 094 10.15

5abp 050 272 022 267 050 271 041 378 050 271 025 3.83
5p2p 1290 1473 060 705 129 1473 105 726 129 1473 088 1390
6abp 080 321 054 372 08 167 039 192 08 167 057 179

6rnt 18 577 239 412 18 546 150 630 189 806 187 5.26
6tmn 159 1032 131 1243 159 972 148 1007 159 1032 148 6.63
7tim 074 374 05 206 074 380 062 600 074 616 0.50 5.79
8atc 114 485 097 469 114 485 045 112 114 485 0.60 1.19

a) Bel der Strukturgenerierung Uberhaupt gefundener kleinster rmsd-Wert (in A) beziiglich der Einga-
bestruktur. b) rmsd-Wert (in A) beziiglich der Eingabestruktur fiir die Protein-Ligand-Anordnung, die
bei Bewertung mit der jeweiligen Funktion auf Rang 1 gefunden wurde.
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Tab. 37: Docking-Ergebnisse fur 100 Protein-Ligand-Komplexe (DOCK_DS) unter Verwendung des
flexiblen Dockingsin DOCK.

PDB- flex_cnt flex_min_cnt flex_nrg flex_min_nrg flex_chm flex_min_chm
Code
D R” D R” D R D R?” D R?” D? R

labe 124 18 130 300 149 18 09 181 149 157 056 1.66

labf 220 220 216 451 092 217 073 222 092 217 0.85 1.36
lagj 083 514 09 479 08 194 025 057 083 194 0.66 217
lack 058 060 107 453 058 060 021 078 058 060 0.66 3.78
lase 250 250 250 250 255 300 192 442 255 300 375 4.03
lazm 152 15 183 269 105 194 137 225 105 105 202 215
1blh 433 623 322 665 433 505 368 579 39 418 3.08 4.41
1cbx 207 793 275 428 052 1013 098 126 057 1216 136 10.30
lcde 097 752 210 593 08 752 255 704 08 752 554 6.49
1cil 316 316 129 325 307 397 118 264 316 362 084 4.82
Icps 162 643 283 837 482 482 08 149 491 9.03 079 1.88
Ictr 284 1053 566 670 284 438 240 707 318 327 265 8.78
1dbm 272 872 120 159 145 783 092 722 272 783 157 1.95
1did 277 436 201 1063 277 406 126 511 277 558 442 4.76
1die 233 411 249 98 220 411 219 305 220 39 315 3.30
ldrl 115 266 149 527 072 1020 116 265 229 516 431 7.04
ldwd 221 1104 387 910 270 6.65 1215 1448 270 327 936 14.79
lela 643 733 496 541 643 892 474 495 529 665 544 5.95
1frp 102 980 176 558 402 798 145 405 535 798 412 8.35
1ghb 146 443 128 393 134 375 097 100 134 375 100 1.00
1hfc 485 936 557 727 408 872 416 658 483 890 566 16.04
lhgi 204 541 247 1092 297 829 231 492 297 407 243 5.40
1hgj 332 574 205 1059 274 574 147 150 332 637 204 3.23
1hsl 044 297 18 380 032 38 117 159 032 328 1.00 1.90
1hti 323 401 18 382 33 405 161 161 39 638 376 5.65
lhyt 124 1301 250 910 118 213 134 519 105 1378 1.70 7.21
licn 211 49 382 852 23 380 207 387 217 1054 214 8.36
limb 307 638 314 357 303 500 291 578 303 500 383 5.64
live 239 468 148 650 180 180 120 148 180 180 249 4.69
livd 037 58 19 514 050 050 101 314 278 278 311 3.91
live 271 438 315 682 291 933 210 678 282 933 244 16.73
Livf 084 514 184 469 248 331 09 149 248 961 204 4.17
llah 108 37 122 153 133 214 08 133 133 249 0.78 1.26
llicp 054 340 166 484 054 340 208 235 209 340 554 1024
llic 243 804 732 749 267 278 216 218 267 289 326 4.77
lina 059 665 279 990 059 648 312 504 059 1208 177 11.05
llst 252 635 114 613 134 226 045 110 134 226 035 122
Imid 15 24 226 662 138 138 217 339 138 138 209 3.49

Imrg 151 375 024 301 066 315 050 054 066 469 438 5.49
Imrk 236 265 137 29 236 293 119 254 236 262 179 212
Imup 113 33 208 531 068 18 162 509 077 18 053 1.76

Inis 169 475 183 304 223 437 29 370 223 437 293 2.93
Insc 291 291 255 609 291 678 733 847 291 678 712 8.98
1pbd 057 378 08 38 043 176 039 039 043 176 030 0.30
1phf 181 251 214 994 181 582 358 945 09 181 103 7.56

1poc 343 988 577 867 348 406 420 838 406 406 495 8.59
1pph 399 715 326 656 399 761 406 408 584 761 586 6.51

1ppl 854 1336 655 699 537 537 618 618 792 1357 1061 12.03
1pso 751 2178 1048 10.70 816 21.73 862 125 816 1891 1211 1240
1rds 209 331 540 614 272 343 159 161 343 534 712 9.13

1rnt 220 418 121 378 220 766 531 1326 400 766 642 11.89
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Fortsetzung von Tab. 37:

1rob 297 1079 381 1046 160 837 105 118 161 658 287 5.97
1snc 124 823 255 441 045 206 138 574 206 206 146 161
1gj 117 117 08 123 117 320 100 101 320 484 192 7.14
1tdb 223 363 338 926 230 258 066 273 179 271 160 1.98
1thy 217 466 240 643 207 207 194 231 207 1206 198 2.20
ltlp 346 981 558 1122 346 445 552 616 369 983 6.60 9.52
1tng 076 222 114 198 048 104 059 110 048 208 020 0.36
1tnh 109 421 208 451 07 179 07 078 076 203 037 0.67
1tni 320 482 208 547 341 38 116 223 209 38 175 218
1tpp 192 209 246 311 117 140 293 997 365 365 7.09 1262
1ukz 438 1195 130 1064 566 1195 108 18 560 1177 267 1319
1ulb 129 445 061 428 129 635 29 747 128 7.07 290 7.18
Iwap 107 1132 189 300 107 1115 05 066 244 1115 0.86 2.03
Ixid 0v8 372 192 338 078 372 263 293 078 206 313 4.66
Ixie 163 347 097 324 254 353 268 458 184 353 6.57 8.44

2ada 090 602 08 08 192 857 064 09 192 913 6.50 6.59
2ak3 254 444 298 399 444 844 133 352 492 823 322 7.62
2cgr 572 83 670 712 572 826 648 728 248 253 529 7.32
2cht 091 091 112 331 091 091 142 142 091 453 149 1.49
2cmd 129 268 169 339 108 224 109 149 108 224 113 141
2cpp 186 554 247 600 157 516 253 608 157 281 097 2.88
2gbp 15 324 100 429 178 324 083 303 178 1355 293 14.09

2lgs 168 273 178 511 101 101 164 499 101 101 266 6.39
2mep 412 582 383 487 35 540 103 18 35 383 124 191
2mth 150 345 215 566 118 277 156 489 150 1369 134 1.98
2pk4 407 747 461 516 179 179 104 172 179 179 121 1.60
2r04 169 1026 175 954 098 098 139 154 098 1006 150 1250
2rQ7 116 116 206 1181 116 116 089 117 310 1088 125 1232

2sim 343 835 432 535 359 798 154 157 440 6.02 404 514
2tmn 547 798 296 1049 242 767 343 467 242 754 479 6.58

2xis 146 160 192 950 175 265 202 317 175 818 280 4.55
2yhx 090 090 247 478 090 090 179 270 25 616 312 3.73
2ypi 338 338 196 419 338 648 106 473 294 648 164 4.55
3aah 167 565 064 068 165 549 08 080 165 549 054 1379
3cpa 916 1064 786 1157 916 1036 825 1320 1013 1072 1133 1194
4cts 164 515 259 365 159 182 067 359 164 184 123 3.65
dest 321 1082 648 759 197 274 578 1368 274 305 904 1470
4fab 223 1219 178 514 102 474 093 545 102 1219 102 112
4fbp 224 942 219 631 224 942 108 222 423 1443 438 4.93
4phv 240 1180 766 1134 240 733 556 588 394 1422 683 1174
4tim 389 495 204 411 332 394 139 156 332 471 140 6.37
4tin 226 343 357 783 278 920 231 433 278 880 240 4.50

5abp 077 077 136 40 099 277 057 116 099 277 0.60 3.82
5p2p 407 911 543 872 700 1003 69 985 543 852 7.06 7.08
6abp 115 321 204 238 08 326 074 182 080 167 0.62 1.79

ornt 131 530 204 745 131 720 130 686 119 634 159 5.10
6tmn 228 627 311 874 463 625 378 395 218 118 337 3.68
7tim 298 546 171 474 291 58 139 18 291 634 330 6.15
8atc 253 803 248 483 253 253 231 486 253 253 181 5.26

a) Bei der Strukturgenerierung tiberhaupt gefundener kleinster rmsd-Wert (in A) beziiglich der Einga-
bestruktur. b) rmsd-Wert (in A) beziiglich der Eingabestruktur fiir die Protein-Ligand-Anordnung, die
bei Bewertung mit der jeweiligen Funktion auf Rang 1 gefunden wurde.
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Tab. 38: Docking-Ergebnisse fur 91 Protein-Ligand-Komplexe (FlexX_DS1) unter Verwendung von

FlexX.

PDB-Code D? R” PDB-Code D? R”
labe 0.40 1.80 1rbp 0.74 0.89
1abf 0.45 3.05 1rds 1.18 4,92
1atl 0.67 1.30 1rnt 0.96 1.87
lazm 1.06 2.95 1rob 1.57 7.95
1bbp 1.97 2.28 1t 1.42 1.61
1cbx 0.89 5.21 1snc 2.60 6.70
lcde 1.13 1.53 1srj 2.90 8.03
1cil 1.53 3.97 1tlp 241 2.46
lcom 1.00 1.23 ling 0.46 2.02
1cps 0.64 4.85 1tnh 0.4 1.48
lctr 1.69 3.16 1tni 0.47 2.70
1did 2.69 355 1tpp 1.44 2.66
1die 2.21 459 lukz 0.96 10.84
ldrl 0.85 1.48 Iwap 0.21 0.57
ldwc 0.99 8.86 Ixid 0.52 414
ldwd 1.00 1.20 Ixie 0.51 3.74
lela 1.56 1.63 2ada 0.58 0.60
lepb 1.78 3.06 2ak3 0.87 2.52
1frp 0.60 191 2cgr 0.92 0.99
1ghb 1.32 11.88 2cht 1.49 457
lhfc 0.62 211 2cmd 0.58 1.79
1hgj 2.19 3.74 2cpp 0.39 2.91
1hd 0.60 0.60 2gbp 0.37 0.97
lhyt 0.56 1.45 2mth 0.4 4.28
licn 2.19 10.19 2pk4 0.84 1.37
1limb 0.63 5.09 29m 0.52 1.24
live 1.12 1.78 2tmn 0.81 5.26
livd 0.87 5.59 2xis 0.96 451
live 1.21 2.56 2ypi 0.66 1.34
livf 0.89 8.20 3aah 0.57 1.04
1llah 0.29 0.29 3cpa 0.71 2.53
lcp 0.80 4.86 3hvt 3.53 10.20
1lic 2.68 6.01 4fbp 1.57 1.77
1lina 0.81 1.14 4hmg 0.80 0.89
1lst 0.44 0.82 dphv 2.48 4.25
1mid 0.47 1.71 4tim 0.83 3.99
1mrg 0.40 1.10 4tln 0.92 3.67
1mrk 2.85 2.89 4tsl 0.66 1.45
1nis 0.89 1.41 5abp 0.35 0.79
nsc 0.85 1.30 5p2p 0.72 1.01
1pbd 0.45 0.48 6abp 0.39 1.69
1phf 0.79 4.23 ernt 2.31 6.79
1poc 2.08 3.52 6tmn 2.27 4.46
1pph 2.44 4.42 7tim 0.53 1.47
1ppl 2.30 571 8atc 0.58 0.97
1pso 1.74 1.98 - - -

a) Bei der Strukturgenerierung lberhaupt gefundener kleinster rmsd-Wert (in A) beziiglich der Kri-
stallstruktur. b) rmsd-Wert (in A) beziiglich der Kristallstruktur fiir die Protein-Ligand-Anordnung, die
bei Bewertung mit der jeweiligen Funktion auf Rang 1 gefunden wurde.
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Tab. 39: Docking-Ergebnisse fur 68 Protein-Ligand-Komplexe (FlexX_DS2) unter Verwendung von

FlexX.

PDB-Code D¥ R PDB-Code D¥ RY

121p 0.91 0.92 1lpm 6.09 6.75
laaq 0.81 1.71 1mbi 0.28 0.28
lacm 0.81 0.90 1mdr 0.56 1.05
laco 0.35 0.75 1mmq 4.18 11.80
laec 6.98 8.52 1nco 6.30 9.14
laha 0.51 0.56 1phd 0.33 0.77
lake 121 1.60 1phg 4.49 4.60
lapt 5.22 6.46 1ppc 0.70 2.78
lavd 0.73 1.30 1ppi 6.51 6.75
1bma 10.52 14.72 1ppk 1.16 154
1byb 1.09 157 1ppm 5.39 5.97
1cbs 1.23 1.39 1rne 3.54 12.01
1cdg 3.76 6.00 1tnk 0.64 1.63
1coy 0.93 1.18 1tnl 0.65 0.71
1dbb 0.81 0.81 1tph 0.52 1.48
leap 3.65 3.95 1trk 0.74 1.53
leed 10.76 12.94 2ctc 0.63 1.98
1elb 3.26 7.19 2er6 9.63 11.26
lelc 4.02 4.74 3cla 5.19 6.45
leld 5.15 6.98 3gch 1.61 1.97
lele 4.35 10.72 3ptb 0.56 0.60
letr 8.02 8.46 Adfr 0.52 1.08
1fen 1.39 1.39 4fxn 0.41 041
1fkg 5.06 5.91 4hvp 13.03 13.47
1glp 0.45 0.45 4phv 2.48 4.25
19lq 5.40 6.16 4tmn 2.00 8.34
1hdc 10.21 13.84 Scts 6.47 6.99
1hef 14.76 15.09 5tim 0.86 1.99
1hvr 3.00 10.15 5tmn 4.54 4.76
lida 8.71 11.53 6cpa 5.45 7.00
ligj 4.65 7.18 6tim 1.22 1.61
livb 0.61 0.61 7cpa 8.82 9.30
1ldm 0.50 0.69 8gch 6.04 7.41
1lmo 4.76 4.91 ohvp 13.57 13.90

a) Bel der Strukturgenerierung tiberhaupt gefundener kleinster rmsd-Wert (in A) beziiglich der Kri-
stallstruktur. b) rmsd-Wert (in A) beziiglich der Kristallstruktur fiir die Protein-Ligand-Anordnung, die
bei Bewertung mit der jeweiligen Funktion auf Rang 1 gefunden wurde.
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Tab. 40: rmsd-Wert (in A) beziiglich der Kristallstruktur der bei Bewertung mit der hier entwickelten
Funktion auf dem ersten Rang erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen des Datensatzes

DOCK_DS.
PDB-Code flex_min_nrg flex_min_chm
Ohne Mit? Ohne Mit?
Kristallstruktur Kristallstruktur
labe 157 0.00 0.56 0.00
labf 3.26 0.00 1.00 0.00
lagj 0.62 0.62 4.76 4.76
lack 3.83 3.83 0.71 0.71
lase 521 521 3.79 0.00
lazm 5.86 5.86 5.87 5.87
1blh 6.63 6.60 354 0.00
1cbx 0.99 0.99 1.40 0.00
lcde 712 712 9.32 0.00
1cil 2.93 2.93 4.82 0.00
1cps 1.45 1.45 1.64 0.00
lctr 717 717 2.65 0.00
1dbm 1.33 0.00 1.59 0.00
1did 10.67 0.00 10.74 0.00
1die 10.32 0.00 10.66 10.66
1drl 7.95 7.95 711 711
1dwd 27.63 0.00 9.36 0.00
lela 5.00 0.00 10.10 0.00
1frp 1.70 0.00 4.12 0.00
1ghb 1.05 1.05 1.15 1.15
1hfc 6.29 0.00 7.50 0.00
1hgi 5.19 0.00 5.64 0.00
1hgj 1.47 0.0 5.30 0.00
1hsl 1.59 0.00 1.63 0.00
1hti 4.46 4.40 4.43 0.00
lhyt 1.88 0.00 1.70 0.00
licn 10.57 0.00 2.14 214
limb 7.49 7.49 6.91 0.00
live 4.89 4.89 2.72 272
livd 2.66 2.66 344 0.00
live 6.40 6.40 8.01 8.01
Livf 0.95 0.95 4.18 0.00
llah 1.20 0.00 1.26 0.00
llcp 11.10 0.00 9.05 0.00
1lic 7.70 0.00 5.83 0.00
lina 10.20 10.20 4.86 4.86
st 0.45 0.00 0.35 0.00
1mid 3.22 0.00 2.18 0.00
1mrg 0.54 0.00 5.67 0.00
1mrk 2.48 2.48 2.25 2.25
1mup 5.16 5.16 4.30 4.30
1nis 4.19 0.00 3.05 0.00
1nsc 8.50 0.00 7.92 0.00
1phd 0.39 0.00 1.70 0.00
1phf 5.08 0.00 1.73 1.73
1poc 8.40 0.00 8.48 0.00
1pph 6.24 0.00 6.46 0.00

1ppl 7.46 0.00 12.07 0.00
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Fortsetzung von Tab. 40:

1pso 12.56 0.00 12.58 0.00
1rds 1.61 0.00 12.48 0.00
1t 7.25 0.00 7.05 0.00
1rob 1.18 0.00 5.22 0.00
1snc 5.74 5.74 8.39 0.00
1sij 2.56 2.56 3.42 3.42
1tdb 8.35 8.35 2.38 0.00
1thy 2.54 0.00 1.98 0.00
1tlp 7.71 0.00 8.12 0.00
1tng 1.26 1.26 0.59 0.59
1tnh 3.75 3.75 1.72 0.00
1tni 3.34 3.34 2.12 2.12
1tpp 3.39 0.00 7.94 0.00
1ukz 5.88 0.00 6.76 0.00
1ulb 7.17 0.00 2.90 0.00
Iwap 0.98 0.98 0.99 0.00
1xid 2.70 2.70 10.79 10.79
Ixie 458 458 8.49 0.00
2ada 0.1 0.00 6.64 0.00
2ak3 1.54 0.00 3.79 0.00
2cgr 6.85 6.85 7.28 0.00
2cht 3.14 0.00 1.49 0.00
2cmd 1.32 0.00 1.27 0.00
2cpp 253 0.00 3.21 3.21
2gbp 3.79 0.00 3.85 0.00
2lgs 450 0.00 481 0.00
2mep 1.84 1.84 1.91 1.91
2mth 4.24 4.24 1.98 0.00
2pkd 1.41 1.41 1.40 1.40
2104 1.60 1.60 1.50 1.50
2r07 9.45 0.00 8.68 0.00
2sim 1.66 0.00 4,63 0.00
2tmn 4.65 0.00 4.79 0.00
2xis 2.79 0.00 10.65 0.00
2yhx 8.89 8.89 7.34 0.00
2ypi 1.44 1.44 1.64 1.64
3aah 0.80 0.00 5.89 0.00
3cpa 12.38 0.00 12.40 0.00
4cts 3.59 3.59 3.66 0.00
et 10.34 10.34 17.69 0.00
4fab 5.47 5.47 1.05 1.05
4fbp 6.44 6.44 11.26 0.00
4phv 6.17 0.00 9.24 0.00
4tim 1.49 1.49 1.60 1.60
Min 4.36 0.00 2.40 0.00
5abp 0.57 0.00 0.60 0.00
5p2p 9.34 0.00 7.63 0.00
6abp 3.47 0.00 0.62 0.00
6rnt 6.58 0.00 1.63 0.00
6tmn 3.78 0.00 4.20 0.00
7tim 1.39 1.39 3.30 0.00
8atc 2.41 0.00 1.81 0.00

a) Zu der von DOCK generierten L 6sungsmenge wurde die Kristall struktur hinzugefugt.
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Tab. 41: rmsd-Wert (in A) beziiglich der Kristallstruktur der bei Bewertung mit der hier entwickelten
Funktion auf dem ersten Rang erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen des Datensatzes

FlexX_DSL.
PDB-Code Ohne Mit? PDB-Code Ohne Mit?
Kristallstruktur Kristallstruktur

labe 0.40 0.00 1rbp 0.74 0.00
labf 0.40 0.00 1rds 1.29 0.00
1atl 2.35 2.36 Irnt 1.73 1.73
lazm 1.47 1.40 1rob 1.63 0.00
1bbp 3.66 0.00 1t 1.68 0.00
1cbx 0.81 0.81 1snc 5.22 5.22
lcde 7.45 7.45 1srj 6.65 0.00
1cil 2.04 2.06 1tlp 3.84 3.84
lcom 1.09 1.05 1tng 1.98 1.98
1cps 0.66 0.64 1tnh 0.55 0.00
Lctr 7.47 7.45 1tni 3.35 3.35
1did 3.66 0.00 1tpp 2.97 0.00
ldie 4.45 4.43 1lukz 4.07 4.07
1drl 1.48 0.00 1lwap 0.21 0.00
ldwc 1.05 0.00 Ixid 1.95 1.95
ldwd 1.65 0.00 Ixie 4.45 4.45
lela 11.66 0.00 2ada 0.69 0.00
lepb 2.76 2.76 2ak3 2.15 2.15
1frp 541 0.00 2cqr 0.92 0.00
1ghb 1.39 0.00 2cht 8.95 0.00
1hfc 211 0.00 2cmd 0.75 0.00
1hg 2.10 0.00 2cpp 2.27 2.27
1lhsl 0.66 0.00 2gbp 0.85 0.00
lhyt 1.42 1.44 2mth 1.59 1.59
licn 11.30 11.30 2pk4 131 131
1limb 5.07 5.07 2sm 1.33 1.33
livc 2.07 2.07 2tmn 1.45 1.45
livd 5.43 5.43 2xis 1.35 1.35
live 1.46 1.46 2ypi 1.05 1.05
livf 1.85 1.85 3aah 1.05 0.00
1llah 1.09 0.00 3cpa 117 0.00
lcp 2.58 2.58 3hvt 3.53 0.00
1lic 6.02 6.02 4fbp 1.77 0.00
1lina 0.87 0.87 4hmg 0.89 0.00
1lst 0.54 0.00 dphv 4.25 0.00
Imld 131 0.00 4tim 1.18 1.18
1mrg 0.40 0.00 4tIn 1.03 0.00
1mrk 6.06 6.06 4ts1 1.69 1.69
1nis 4.30 4.30 5abp 0.51 0.00
1nsc2 1.28 1.28 5p2p 0.87 0.00
1pbd 0.45 0.00 6abp 0.54 0.54
1phf 1.39 0.00 6rnt 8.31 0.00
1poc 2.08 0.00 6tmn 2.31 2.31
1pph 4.69 0.00 7tim 0.61 0.61
1ppl 5.70 0.00 8atc 0.99 0.00
1pso 1.87 0.00 - - -

a) Zu der von FlexX generierten Lésungsmenge wurde die Kristallstruktur hinzugeflgt.



Anhang 212

Tab. 42: rmsd-Wert (in A) beziiglich der Kristallstruktur der bei Bewertung mit der hier entwickelten
Funktion auf dem ersten Rang erhaltenen Protein-Ligand-Anordnungen des Datensatzes

FlexX_DS2.
PDB-Code Ohne Mit? PDB-Code Ohne Mit?
Kristallstruktur Kristallstruktur
121p 1.64 0.00 1lpm 7.05 0.00
laaq 0.82 0.82 1mbi 0.46 0.46
lacm 1.66 0.00 1mdr 0.94 0.00
laco 1.58 1.58 1mmq 6.31 0.00
laec 8.52 8.52 1nco 6.37 0.00
laha 2.99 0.00 1phd 0.64 0.64
lake 1.81 0.00 1phg 4.60 0.00
lapt 5.96 0.00 1ppc 171 0.00
lavd 1.19 1.19 1ppi 6.95 0.00
1bma 14.50 0.00 1ppk 1.50 0.00
1byb 113 0.00 1ppm 6.11 0.00
1cbs 1.23 0.00 1rne 3.58 0.00
1cdg 4.54 454 1tnk 1.04 0.00
1coy 1.06 0.00 1tnl 0.67 0.00
1dbb 0.81 0.81 1tph 1.79 0.00
leap 3.95 0.00 1trk 1.29 0.00
leed 12.94 0.00 2ctc 0.63 0.00
1elb 7.10 7.10 2er6 11.29 11.29
lelc 4.02 0.00 3cla 5.20 5.20
leld 6.46 0.00 3gch 6.80 6.80
lele 11.24 0.00 3ptb 0.60 0.00
letr 9.75 0.00 Adfr 1.43 1.43
1fen 1.47 0.00 4fxn 041 0.00
1fkg 5.98 5.98 4hvp 13.48 0.00
1glp 6.69 6.69 4phv 4.25 0.00
1glq 10.52 0.00 4tmn 5.09 0.00
1hdc 11.34 0.00 5cts 7.11 7.11
1hef 14.93 0.00 5tim 1.72 1.72
1hvr 3.65 0.00 5tmn 5.31 5.31
lida 11.52 0.00 6cpa 9.08 9.08
ligj 7.01 0.00 6tim 1.61 1.61
livb 1.24 1.24 7cpa 9.27 0.00
1ldm 5.67 0.00 8gch 6.04 0.00
1Imo 4.91 491 9hvp 13.90 0.00

a) Zu der von FlexX generierten Losungsmenge wurde die Kristallstruktur hinzugeflgt.

Tab. 43: Nach Gl. 36 und Gl. 42 berechnete Bindungsaffinitdten fir 16 Serinproteasekomplexe (s.a.

Tab. 6, S. 91).

PDB-Code pK; PDB-Code pK;

lbra 321 1tmt 7.65
ldwb 334 1tng 312
1dwd 7.70 1tnh 3.35
letr 6.54 1tni 3.25
lets 8.38 1tnj 3.56
lett 5.98 1tnk 3.73
1ppc 7.45 1tnl 3.75
1pph 6.25 3pth 4.04
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Tab. 44: Nach Gl. 36 (y=0.09) und GI. 42 berechnete Bindungsaffinitaten fir 15 Metalloprotease-
komplexe (sa Tab. 7, S. 91).

PDB-Code pK; PDB-Code pKi
1cbx 6.63 4tmn 10.81
1mnc 8.34 5tin 7.13
1tlp 8.45 5tmn 8.56
1tmn 9.03 bcpa 9.21
2tmn 4.98 6tmn 8.46
3cpa 5.82 7cpa 11.61
3tmn 5.64 8cpa 7.84
4tin 4.14 - -

Tab. 45: Nach Gl. 36 und Gl. 42 berechnete Bindungsaffinitéten fir 11 Endothiapepsinkomplexe (s.a.

Tab. 8, S. 91)

PDB-Code pK; PDB-Code pK;
leed 6.22 2er9 7.63
lepo 6.63 3er3 7.30
lepp 6.55 derl 7.79
2er0 7.24 derd 7.63
2er6 7.63 5er2 8.00
2er7 8.67 - -

Tab. 46: Nach Gl. 36 und Gl. 42 berechnete Bindungsaffinitéten fir 9 Arabinose-bindende Proteine
enthaltende Komplexe (s.a. Tab. 9, S. 92).

PDB-Code pK® PDB-Code pK®

1labe 6.45 (6.39) 6abp 6.35 (6.26)
1abf 6.98 (7.06) 7abp 7.11 (7.06)
1apb 6.95 (7.04) 8abp 7.62 (7.66)
1bap 6.49 (6.36) 9abp 7.72 (7.73)
5abp 7.62 (7.60) - -

a) Der Wert fur das in der Kristallstruktur jeweils als zweites aufgefiihrte Kohlenhydratepimer ist in
Klammern angegeben.

Tab. 47: Nach Gl. 36 und GI. 42 berechnete Bindungsaffinitéten fir 17 Komplexe aus dem kombi-
nierten Trainings- und Testdatensatz der Arbeit von Bohm (Béhm, 1994), die nicht in Tab.
6 — Tab. 9 (S. 91 — 92) enthalten sind und eine Auflsung besser als 2.5 A besitzen (s.a. Tab.

10, S. 92).

PDB-Code pK; PDB-Code pK;
1fkf 6.18 2tsc 5.66
Imbi 0.89 2xis 291
1phf 2.09 2ypi 2.63
1phg 3.12 Adfr 6.72
1rbp 6.11 4hvp 10.05
1rne 10.98 4phv 12.19
2cpp 1.96 5cna 331
2gbp 4.78 5cpp 218
2ifb 5.17 - -
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Tab. 48: Nach Gl. 36 und Gl. 42 berechnete Bindungsaffinitéaten fir 71 Komplexe aus dem kombi-
nierten Trainings- und Testdatensatz der Arbeit von Bohm (Bohm, 1998), die auch in der
PDB enthalten sind (s.a. Tab. 11, S. 92).

PDB-Code pK; PDB-Code pK;
lagj 5.04 2gbp 551
ladd 5.96 2gpb 4.10
1bzm 2.64 2ifb 5.96
1cbx 4.97 2phh 3.27
1cil 3.73 2r04 777
1cps 4.16 2tmn 4.00
lctt 4.36 2tsc 6.53
ldwb 3.86 2xis 3.36
ldwc 7.14 2ypi 3.03
lela 7.43 3cpa 4.88
lelc 8.16 3dfr 8.44
1fkf 7.13 3ptb 4.67
lhpv 9.24 3tpi 6.75
lhvr 13.18 4dfr 7.75
1183 231 derd 12.39
1idm 0.78 4fab 6.00
Imbi 1.02 4grl 1.45
1phe 3.01 4hmg 4.22
1phf 241 4hvp 11.60
1phg 3.60 dphv 14.06
1ppc 8.61 4tIn 342
1pph 7.22 4tmn 8.83
1pso 11.33 4tsl 3.74
1r09? 5.54 5cna 381
1rbp 7.05 5cpp 251
1rne 12.67 5tim 0.69
1sbp 1.78 5tin 5.70
lsre 591 5tmn 6.83
1stp 5.39 6acn 1.90
1tlp 6.32 6cpa 6.70
1tmn 7.28 6rsa 4.48
1tnk 431 7cpa 8.83
1ulb 3.55 7cpp 2.05
2cpp 2.26 Oaat 5.83
2ctc 3.76 9hvp 12.08
2er6 12.50 - -
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Tab. 49: Nach Gl. 36 und Gl. 42 berechnete Bindungsaffinitéten gegentiber Thrombin und Trypsin fir
32 Inhibitoren aus der Arbeit von Obst et al. (Obst, 1997; Obst et al., 1997) (s.a. Tab. 12, S.

94).
Bezeichnung pK; (Thrombhin) pK; (Trypsin)
uO54 5.30 4.82
UoO62a 5.68 5.08
uo62b 5.20 4.21
Uo62c 4.83 4.64
uoe2d 4.71 4.32
UO62e 4.79 3.92
uoe2f 5.97 5.44
uo62g 5.98 5.27
Uo62h 5.93 4.84
UOo62i 6.44 5.19
U062 5.62 4.37
Uo62k 6.42 5.15
uoe62l 5.90 4.63
UOG3i 531 4.49
UOo63k 5.23 4.30
UOo63l 5.38 4.34
uoe67 6.73 5.15
uo68 6.12 4.93
Uo7l 6.58 5.53
uo75 6.23 5.16
U089 6.14 5.16
U090 6.07 5.09
U095 6.05 511
U0109 6.41 5.27
U0110 6.51 5.36
uo111 6.69 5.31
uo112 6.30 5.56
uo128 6.79 5.66
U0129 6.82 5.76
U0130 7.10 5.70
Uo131 6.86 6.08

UQ0132 6.49 5.71
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Tab. 50: Nach Gl. 36 und Gl. 42 berechnete Bindungsaffinitéten fir 61 Thermolysininhibitoren aus
dem Trainingsdatensatz von Klebe et al. (Klebe et al., 1994) (s.a Tab. 13, S. 95).

Bezeichnung pK; Bezeichnung pK;
ACE_OHLEU_AGNH2 4.24 PO3_FAGNH2 5.03
BZSAG 4.65 PPHEOH 3.97
C6PCLTNME 5.66 R_THIORPHAN 4.01
C6PLTNME 6.25 S02P_FAGNH2 4.73
C6POLTNME 6.26 S_THIORPHAN 3.45
CBZPHE 4.78 SO3_FAGNH2 4.73
CH3COCH2CO_FAGNH2 5.08 Z D_APOLA 5.91
CH302S FAGNH2 4.73 Z D_FPLA 6.37
CHO_OHLEU_AGNH2 4.22 Z D _FPOLA 6.27
CLTZNCRYS 6.55 Z D LPOLA 6.35
DAH50 6.88 Z NH_GLNH2 4.88
DAH51 6.09 Z NH_GLNHOH 431
DAH52 5.19 ZALA 7.55
DAH53 8.58 ZAPOLA 5.43
DAH54 6.46 ZFPLAZNCRYS 6.72
DAH55 5.51 ZFPOLA 6.74
HOCH2CO_FAGNH2 4.86 ZG_D_LNHOH 4.71
NHOHBZMAGNA 5.76 ZGG_D_LNHOH 5.42
NHOHBZMAGNH2 4.82 ZGGLNHOH 5.55
NHOHBZMAGOH 4.84 ZGGNHOH 4.10
NHOHBZMOET 3.74 ZGLNH2 5.20
NHOHIBMAGNH2 4.46 ZGLNHOH 471
NHOHLEU 2.63 ZGLNMECOH 451
NHOHMALAGNH2 4.00 ZGLY 7.40
OHBZMAGNH2 5.10 ZGPCLLZNCRYS 6.38
P_ILE_ AOH 354 ZGPLA 6.08
P_OPHE_OME_LEUNH2 4.02 ZGPLLZNCRYS 6.53
PAAOH 3.28 ZGPOLA 5.64
PHOSPHORAMIDON 6.79 ZGPOLLZNCRYS 6.12
PLEUNH2 3.20 ZLPOLA 5.96
PNHET 1.91 - -

Tab. 51: Nach Gl. 36 und Gl. 42 berechnete Bindungsaffinitéten fir 15 Thermolysininhibitoren aus
dem Testdatensatz von Klebe et al. (Klebe et al., 1994) (s.a. Tab. 14, S. 95).

Bezeichnung pK; Bezeichnung pK;
PLFOH 511 ZGPLG 6.16
PPPHE 5.18 ZGPLNH2 4.50
ZFGNH2 4.87 ZGPOLF 5.51
ZGPCLA 577 ZGPOLG 5.32
ZGPCLF 6.42 ZGPOLNH2 4.69
ZGPCLG 5.65 ZLGNH2 4.67
ZGPCLNH2 5.06 ZY GNH2 5.01
ZGPLF 6.69 - -
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Tab. 52: Nach Gl. 36 und Gl. 42 berechnete Bindungsaffinitéten fir 53 Protein-Ligand-Komplexe, die
aus den Datensédtzen FlexX DS1 und FHexX DS2 extrahiert wurden und fir die eine Bin-
dungsaffinitét in Eldrige et al. (Eldridge et al., 1997), Head et al. (Head et al., 1996) bzw.
Bohm (Bohm, 1994; Bohm, 1998) berichtet wurde (s.a. Tab. 15, S. 96).

PDB-Code pK; PDB-Code pK|
laaq 11.52 1tni 4.81
labe 3.94 1tnk 4.53
labf 4.20 1tnl 4.21
lapt 7.60 2cor 6.95
1cbx 5.27 2cpp 2.63
1cps 4.43 2ctc 4.10
ldwd 8.73 2er6 2.78
leed 791 2gbp 5.72
lela 6.57 2tmn 4.18
lelc 7.25 2xis 4.03
letr 5.27 2ypi 3.55
1hd 4.62 3cpa 5.20
lhvr 10.76 3ptb 4.65
1idm 2.04 4dfr 8.04
1mbi 1.26 4hmg 8.04
1nsc 5.40 4hvp 4.15
1phf 247 4dphv 8.45
1phg 371 4tln 1241
1ppc 9.10 4tmn 3.66
1pph 6.86 4tsl 8.02
1ppk 8.28 5abp 4.57
1pso 11.45 5tmn 4.47
1rbp 7.13 6abp 8.15
1rne 11.69 bcpa 3.87
1tlp 8.18 6tmn 7.56
1tng 381 7cpa 7.72
1tnh 4.05 - -
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Tab. 53: Nach Gl. 54 unter Anwendung einer nicht-kreuzvalidierten PLS-Analyse erhatene Bin-
dungsaffinitéten fir 61 Thermolysininhibitoren aus dem Trainingsdatensatz von Klebe et
al. (Klebeet al., 1994) (s.a. Tab. 13, S. 95).

Bezeichnung pK; Bezeichnung pK;
ACE_OHLEU_AGNH2 2.29 PO3_FAGNH2 5.30
BZSAG 6.34 PPHEOH 4.45
C6PCLTNME 7.43 R_THIORPHAN 571
C6PLTNME 8.30 S02P_FAGNH2 5.43
C6POLTNME 5.97 S THIORPHAN 6.23
CBZPHE 2.82 SO3_FAGNH2 1.67
CH3COCH2CO _FAGNH2 2.34 Z D_APOLA 4.67
CH302S _FAGNH2 0.54 Z D FPLA 6.50
CHO_OHLEU_AGNH2 2.23 Z D FPOLA 4.06
CLTZNCRYS 7.80 Z D LPOLA 4.42
DAHS0 7.78 Z NH_GLNH2 3.00
DAH51 6.31 Z NH_GLNHOH 5.22
DAH52 4.72 ZALA 6.15
DAH53 6.68 ZAPOLA 5.90
DAH54 5.50 ZFPLAZNCRYS 10.06
DAH55 3.26 ZFPOLA 7.44
HOCH2CO_FAGNH2 2.83 ZG_D_LNHOH 5.09
NHOHBZMAGNA 6.51 ZGG_D_LNHOH 3.55
NHOHBZMAGNH2 5.81 ZGGLNHOH 4.50
NHOHBZMAGOH 5.68 ZGGNHOH 254
NHOHBZMOET 4.86 ZGLNH2 1.71
NHOHIBMAGNH2 6.40 ZGLNHOH 5.05
NHOHLEU 3.62 ZGLNMECOH 2.66
NHOHMALAGNH2 3.56 ZGLY 6.49
OHBZMAGNH2 343 ZGPCLLZNCRYS 6.62
P_ILE_AOH 6.43 ZGPLA 7.60
P_OPHE_OME_LEUNH2 1.37 ZGPLLZNCRYS 8.13
PAAOH 3.95 ZGPOLA 4.64
PHOSPHORAMIDON 7.46 ZGPOLLZNCRYS 5.23
PLEUNH2 4.56 ZLPOLA 5.91
PNHET 0.59 - -

Tab. 54: Nach Gl. 62 (6= 1) unter Verwendung des aus der PLS-Analyse erhaltenen Modells vorher-
gesagte Bindungsaffinitdten fir 15 Thermolysininhibitoren aus dem Testdatensatz von Klebe
et al. (Klebeet al., 1994) (sa Tab. 14, S. 95).

Bezeichnung pK; Bezeichnung pK;
PLFOH 6.19 ZGPLG 6.88
PPPHE 2.93 ZGPLNH2 6.14
ZFGNH2 0.26 ZGPOLF 4.69
ZGPCLA 5.75 ZGPOLG 3.84
ZGPCLF 5.93 ZGPOLNH2 3.59
ZGPCLG 5.40 ZLGNH2 0.07
ZGPCLNH2 4.92 ZYGNH2 -0.17
ZGPLF 7.04 - -
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