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iii
Kurzfassung

Medikamente greifen in das komplexe Netzwerk von Regel- und Stoffwechselprozessen ei-
nes Organismus ein, meist indem sie an bestimmte Zielmolekiile binden und ihre Funktion
beeinflussen. Die Suche nach geeigneten Wirkstoffen bedient sich heute ausgefeilter experi-
menteller und computergestiitzter Verfahren, um neue Verbindungen von therapeutischer
Relevanz zu finden. Eine solche computerbasierte Methode ist das molekulare Docking.
Diese Methode versucht auf Grundlage der dreidimensionalen Struktur eines Zielproteins
zu entscheiden, ob gegebene Verbindungen (Liganden) eine hohe Bindungsaffinitit zum
Zielprotein besitzen, und zwar bevor die Substanzen synthetisiert werden.

Die meisten Ansidtze fiir das Docking-Problem beriicksichtigen die Flexibilitdt der Li-
ganden. Dagegen wird das Protein vor allem aus Effizienzgriinden in der Regel als starres
Objekt behandelt. Aus experimentellen Beobachtungen weil man jedoch, dafl es auch bei
den Proteinen Konformationsdnderungen aufgrund der Bindung verschiedener Liganden
gibt (induced fit), die kritisch fiir das Docking sein kénnen.

Die hier vorgestellte Arbeit prasentiert einen neuen, effizienten Ansatz fiir das Docking-
Problem, der in der Lage ist, Variationen der Proteinkonformation beim Docking zu
berticksichtigen. Die Proteinflexibilitit wird dabei durch eine Menge (Ensemble) mogli-
cher Proteinstrukturen représentiert, die wahrend des Dockingprozesses zu neuen giiltigen
Proteinstrukturen rekombiniert werden kénnen. Die Abhéngigkeiten zwischen den Kon-
formationen der einzelnen Strukturen verwaltet ein sog. Kompatibilitdtsgraph, auf den
Graphsuchalgorithmen angewendet werden.

Die Methode wurde anhand von zehn Ensembles experimentell bestimmter Protein-
Ligand-Komplexe evaluiert, bei denen die Lage der Liganden im Protein, sowie Konfor-
mationen der Bindungspartner bekannt sind.

Schlagworte: strukturbasierter Wirkstoffentwurf, computerbasierter Wirkstoffentwurf,
Protein-Ligand-Wechselwirkungen, flexibles molekulares Docking, Proteinflexibilitat



Abstract (English)

Drugs interfere with the complex network of regulatoric and metabolic processes of an
organism, mostly by binding to certain target molecules and affecting their function. Today,
the search for appropriate agents uses sophisticated experimental and computer-aided
procedures in order to find novel compounds of therapeutical relevance. One such computer
based method is called molecular docking. This method tries to decide whether given
compounds possess a high binding affinity to the given target protein using its known
three-dimensional structure, before the substance is synthezied actually.

Most approaches for the docking problem take into account the flexibility of ligands.
In contrast, the protein is usually treated as a rigid object largely for efficiency reasons.
However, it is known from experimental data that conformational changes due to the
binding to different ligands (induced fit) do also appear in proteins, which may be critical
for docking.

The work presented here, describes a novel and efficient approach for the docking
problem, which is able to take into account the protein flexibility. The flexibility of a
protein is represented by a set (ensemble) of protein structures, which may be recombined
to new valid protein structures during the docking process. The dependencies between
the conformations of the particular structures are described by a so-called compatibility
graph, to which graph search algorithms are applied.

The method has been evaluated on the basis of ten ensembles of experimentally deter-
mined protein-ligand complexes, for which the position of the ligands within the protein
and the conformations of the binding partners are known.

Keywords: structure-based drug design, computer-based drug design, protein-ligand in-
teractions, flexible molecular docking, protein flexibility
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Kapitel 1

Einleitung

Die Wirkung von Medikamenten beruht im allgemeinen auf einem Eingriff in die komplexen
Regelungsmechanismen und Stoffwechselprozesse des Koérpers, die durch eine Vielzahl un-
terschiedlicher Molekiile, oft Proteine, gesteuert und katalysiert werden. Wirkstoffmolekiile
beeinflussen diese requlatorischen und metabolischen Netzwerke, indem sie mit bestimmten
Zielmolekiilen interagieren. Wesentliche Voraussetzung fiir eine solche Interaktion ist eine
hohe Bindungsaffinitit zwischen Wirkstoff- und Zielmolekiil. Uber die Hohe dieser Affi-
nitat entscheiden dabei sowohl die geometrische als auch die chemische Komplementaritat

der beiden Molekiile.

Die Suche nach neuen Medikamenten gegen eine bestimmte Krankheit beginnt heute
in der Regel mit der Identifikation eines geeigneten Zielmolekiils (meist ein Makromolekiil)
mit regulatorischen bzw. metabolischen Aufgaben, das durch den neuen Wirkstoff beein-
flufit werden soll. Dies setzt ein gutes Verstdndnis des Krankheitsbildes auf biomolekularer
Ebene voraus. Der Vergleich der exprimierten Gene in gesunden und kranken Zellen mit
Hilfe von sog. DNA-Chips [1, 2] sowie die vollstindige Aufklarung des menschlichen Ge-
noms [3, 4] sind dabei wichtige neue Informationsquellen.

Wenn ein geeignetes Zielmolekiil identifiziert ist, beginnt die Suche nach sog. Liganden,
in der Regel kleine Molekiile, die an das Zielmolekiil binden. Findet sich ein Ligand mit
hoher Affinitét zum Zielmolekiil, so dient er als Leitstruktur fiir die Entwicklung des neuen
Medikaments [5]. Die Leitstruktursuche kann experimentell durch Messen von Bindungsaf-
finitdten oder virtuell mit Computermethoden erfolgen. Oft werden Kombinationen beider
Verfahren eingesetzt.

Vollautomatisierte Robotersysteme sind in der Lage, mehr als zehntausend Verbindun-
gen pro Tag experimentell daraufhin zu {iberpriifen, ob sie an ein Zielmolekiil binden [6].
Die Substanzen werden dabei auf etwa 10 cm x 20 cm groflen Platten mit bis zu 1536 Ver-
tiefungen zusammengebracht, wobei jede Vertiefung eine andere Substanz enthilt. Solche
High-Throughput-Screenings (HTS) setzt die pharmazeutische Industrie heutzutage rou-
tinem#Big ein, um bei der Suche nach Leitstrukturen groBe Bibliotheken von 10° — 108
Verbindungen zu durchmustern.

Bei der virtuellen Leitstruktursuche gibt es zwei Situationen: Ist die dreidimensionale
Struktur des Zielmolekiils unbekannt, so lassen sich durch die Analyse von bekannten Li-
ganden des Zielmolekiils Riickschliisse auf den Bindungsmechanismus ziehen. Man kann
nach dhnlichen Verbindungen suchen und mit QSAR-Modellen (quantitative structure-
activity relationships, [7, 8]) versuchen, deren Affinitét vorherzusagen. Man spricht deshalb
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

vom ligandbasterten Wirkstoffdesign. Beim strukturbasierten Wirkstoffdesign ist die drei-
dimensionale Struktur des Zielmolekiils dagegen verfiighar. Hier besteht die Moglichkeit,
entweder neue Liganden ganz gezielt zu entwerfen (De-Novo-Design) oder fiir gegebene
Verbindungen zu entscheiden, ob sie eine gute sterische und chemische Komplementaritat
zur gegebenen Struktur des Zielmolekiils besitzen (Docking). Durchmustert man mit die-
sen Verfahren grofle Mengen von Liganden, so spricht man von virtuellem Screening. Ziel
ist es dabei, die Bindungsaffinitat von potentiellen Liganden abzuschétzen, noch bevor sie
synthetisiert werden.

Damit aus einer Leitstruktur ein Wirkstoff wird, miissen weitere physiko-chemische
Eigenschaften optimiert werden. Denn neben einer hohen Affinitdt zum Zielmolekiil muf}
ein Medikament weitere Anforderungen erfillen: Es sollte gut synthetisierbar und stabil
sein, die Verbindung darf weder selbst toxisch sein, noch im Kérper in toxische Substan-
zen umgewandelt werden. Das Wirkstoffmolekiil sollte sehr spezifisch an das Zielmolekiil
binden, um mdoglichst wenige Nebenwirkungen zu haben. Auflerdem mufl der Wirkstoff
broverfiigbar sein, das heifit, er mufl nach der Aufnahme unverédndert und in maéglichst ho-
her Konzentration zu seinem Wirkort gelangen und dort eine gewisse Zeit zur Verfiigung
stehen, bevor er abgebaut und ausgeschieden wird (Pharmakokinetik). Die Modifikatio-
nen, die aus diesen Griinden an der Leitstruktur vorgenommen werden, fithren aber in
der Regel zu einer Verbindung mit geringerer Affinitdt zum Zielmolekiil. Deshalb versucht
man neuerdings, die physiko-chemischen Eigenschaften bereits bei der Leitstruktursuche
zu berticksichtigen.

In der klinischen Prifung wird der neue Wirkstoff schlieilich in mehreren Phasen
zunichst an gesunden und spéter an erkrankten Patienten erprobt, bevor er als neues
Medikament zugelassen werden kann. Diese klinische Priifung ist der zeit- und kostenin-
tensivste Schritt bei der Entwicklung neuer Medikamente.

Das experimentelle Durchmustern grofler Substanzbibliotheken High-Troughput-Screen-
ing bei der Suche nach einer geeigneten Leitstruktur ist technisch und logistisch aufwendig.
Denn alle Verbindungen, die getestet werden sollen, miissen verfiigbar sein, das heifit, man
muf sie entweder synthetisieren oder kaufen und fiir spétere Tests lagern. Dabei diirfen sich
die Molekiile wahrend der Lagerung nicht verdndern. Die Messungen miissen mit klein-
sten Mengen von Substanzen erfolgen. Dies erfordert eine hohe Prézision, ist aber auch
Ursache von Mefifehlern. Dariiber hinaus kénnen Verunreinigungen, Nebenreaktionen und
gealterte Verbindungen zu falschen Ergebnissen fiihren.

Virtuelle Verfahren haben gegeniiber experimentellen den Vorteil, dal die Molekiile
nicht real verfiighar sein miissen. Die Informationen iiber die Verbindungen liegen in elek-
tronischen Datenbanken vor, so dal man keine Substanzen zu kaufen, zu synthetisieren, zu
lagern und wéhrend der Messungen zu handhaben braucht. Deshalb sind auch die Kosten
dieser computerbasierten Methoden erheblich geringer. Auflerdem ist bei In-silico-Tests
immer klar, welche Verbindung gerade bearbeitet wird, denn es gibt keine Seiteneffekte
durch Verunreinigungen, Nebenreaktionen oder Alterung bei der Lagerung.

Da die zugrunde liegenden Modelle oft Vereinfachungen erforderlich machen, sind die
virtuellen Vorhersagen allerdings nicht so exakt, dafy sie Messungen ersetzen konnten. Aus
diesem Grund verwendet man das virtuelle Screening vor allem, um die Zahl der Experi-
mente zu reduzieren, indem man z.B. moglichst diverse Substanzkollektionen zusammen-
stellt, im voraus mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht bindende Substanzen verwirft oder
fiir ein gegebenes Zielmolekiil maBgeschneiderte Bibliotheken entwirft (focused libraries).



Diese Arbeit beschéftigt sich mit einem speziellen Verfahren aus dem Bereich des
virtuellen strukturbasierten Wirkstoffdesigns, und zwar dem molekularen Protein-Ligand-
Docking. Dabei geht es um die Vorhersage eines Komplexes zwischen Proteinen und Li-
ganden.

Die Liganden kénnen sehr unterschiedliche Konformationen annehmen und nur in ganz
bestimmten Konformationen in die Bindetasche des Proteins eingepafit werden. Deshalb
wird diese Flexibilitdt der Liganden heute von den meisten Docking-Programmen beriick-
sichtigt. Proteine werden dagegen vor allem von den Programmen, die auf das Screening
groflerer Datenmengen ausgelegt sind, vor allem aus Effizienzgriinden als starr betrachtet,
obwohl es durchaus auch Konformationsinderungen auf der Proteinseite gibt. Deshalb
konnen Programme, die starre Proteinstrukturen benutzen, nicht in jedem Falle den kor-
rekten Bindungsmodus von Liganden vorhersagen, wenn die Proteinkonformation von der
vorgegebenen Struktur abweicht.

Das Problem der Proteinflexibilitdt ist in erster Linie kombinatorischer Natur. Die
Zahl der moglichen Proteinkonformationen wéchst exponentiell mit der Zahl der dreh-
baren Bindungen im Protein. Allerdings sind viele dieser Konformationen aufgrund der
dichten Packung der Atome im Protein gar nicht realisierbar und man hat beobachtet, dafl
die einzelnen Aminosauren, aus denen ein Protein aufgebaut ist, in der Regel nur eine klei-
ne Zahl unterschiedlicher Konformationen einnehmen (Rotamere). Diese Einschrankungen
sowie die Annahme, dafl die Tertidrstruktur und insbesondere die Form des aktiven Zen-
trums des Proteins im groflen und ganzen erhalten bleiben muf; um die Funktionalitét
des Proteins zu erhalten, bieten die M&glichkeit, die Proteinflexibilitat als ein diskretes
kombinatorisches Optimierungsproblem zu formulieren.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung neuer Datenstrukturen und Algorithmen
fiir das effiziente molekulare Protein-Ligand-Docking mit flexiblen Proteinstrukturen, die
zu anwendbaren Programmen fithren. Deshalb stehen Robustheit und praktische Laufzeit-
und Speichereffizienz im Vordergrund. Alle hier vorgestellten Ansdtze sind in dem neuen
Programm FLEXE implementiert, das zur Zeit von den Kooperationspartnern in der Praxis
evaluiert wird.

Das folgende Kapitel gibt zunichst einen Uberblick {iber das molekulare Protein-
Ligand-Docking und stellt kurz das Docking-Programm FLEXX vor, das starre Prote-
instrukturen verwendet und auf dem diese Arbeit aufbaut. Danach wird am Beispiel der
Aldose-Reduktase die Problematik flexibler Proteine beim Docking erldutert, ein Uber-
blick iiber die Behandlung der Proteinflexibilitit beim Docking gegeben sowie verschiede-
ne Anséitze aus der Literatur zur Behandlung dieses Problems vorgestellt und verglichen.
Kapitel 4 beschreibt das hier verwendete Modell der Proteinflexibilitdt und die Modifika-
tionen, die sich daraus fiir die Modellierung der Wechselwirkungen, der Oberflache und fiir
die Bewertungsfunktion ergeben. Eine Diskussion der algorithmischen Aspekte des Ver-
fahrens findet man im darauffolgenden Kapitel. Das sechste Kapitel geht auf verschiedene
Methoden zur Evaluation eines Docking-Programms ein und erklért, welche Verfahren
hier angewendet werden. Die Ergebnisse der Evaluierung von FLEXE an realen Daten und
einen Vergleich zwischen FLEXE und FLEXX befinden sich in Kapitel 7. Anschlieflend
werden einige Limitierungen der entwickelten Methode aufgezeigt und Lésungsansitze fiir
deren Uberwindung skizziert. Eine Zusammenfassung und ein Ausblick auf denkbare Er-
weiterungsmoglichkeiten schliefflen die Arbeit ab.



KAPITEL 1. EINLEITUNG



Kapitel 2

Protein-Ligand-Docking

Beim molekularen Protein-Ligand-Docking geht es darum, die Geometrie eines Komple-
xes und die Bindungsaffinitat zwischen einem Makromolekiil (Protein) und einem kleinen
Molekiil vorherzusagen, das in der Regel als Ligand bezeichnet wird. Zur Losung dieses
Problems werden also eine geeignete Modellierung von Protein und Ligand, ein Algorith-
mus, um den Liganden in der Bindetasche des Proteins zu plazieren, und eine Bewertungs-
funktion fiir die vorhergesagten Plazierungen benétigt.

Proteine und Liganden haben unterschiedliche Eigenschaften. Sie werden hier kurz
charakterisiert. Insbesondere unterscheiden sich diese Molekiile in ihrer Flexibilitat. Die
weniger flexiblen Proteine werden von den aktuellen Docking-Programmen in der Regel als
starre Strukturen modelliert, wéhrend diese Programme vielfach die grofiere Flexibilitét
der Liganden beriicksichtigen. Die verschiedenen Ansétze zur Modellierung der Ligandfle-
xibilitdt werden knapp zusammengefaflt.

Zentrales Element aller Plazierungsalgorithmen ist die Uberlagerung zweier Mengen
korrespondierender Punkte. Sie sollen so aufeinander gelegt werden, daf} ihre mittlere
Abweichung minimal ist. Dieses Teilproblem kann man z.B. mit dem Kabsch-Algorithmus
[9], den viele Docking-Programme verwenden [10], optimal l6sen. Deshalb wird hier nicht
weiter auf die Plazierungsalgorithmen eingegangen. Bei den Bewertungsfunktionen gibt
es dagegen verschiedene Ansitze, deren wesentlichen Merkmale erlautert und diskutiert
werden.

Ein aktuelles Docking-Programm ist FLEXX [11]. Es kann flexible Liganden in starre
Proteinstrukturen plazieren. Das Programm wird hier vorgestellt, weil diese Arbeit darauf
aufbaut. Abgeschlossen wird dieses Kapitel durch eine Definition des Docking-Problems
unter besonderer Beriicksichtigung der Proteinflexibilitit. Aktuelle Uberblicksartikel zum
Protein-Ligand-Docking im allgemeinen findet man in [10, 12].

2.1 Proteine

Proteine sind grofle Polymere aus mehreren tausend Atomen. Sie sind aus einem Satz
von 20 Aminosduren aufgebaut. Alle in Proteine eingebauten Aminosduren haben diesel-
be Grundstruktur: Sie bestehen aus einem zentralen C,-Atom einer Amino- und einer
Carboxylatgruppe sowie einem variablen Rest R, der auch als Seitenkette bezeichnet wird
(s.a. Abb. 5.1). Amino- und Carboxylatgruppen verschiedener Aminosduren kénnen unter
Wasserabspaltung verbunden werden (Peptidbindungen, vgl. Abb. 2.1). Eine lange Kette

5
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Abbildung 2.1: Peptidbindung. Aminosduren kénnen unter Wasserabspaltung zu Peptiden ver-
kniipft werden. Die gebildete Peptidbindung (blauer Kasten) ist planar, das heifit, die vier Atome
der Peptidbindung liegen in einer Ebene.

so verkniipfter Aminosauren bildet das Riickgrat (Backbone) eines Proteins.

Die Peptidbindung ist infolge einer Elektronendelokalisation eine Einfachbindung mit
partiellem Doppelbindungscharakter. Sie ist deshalb planar. Die Bindungen zum zentralen
Co-Atom und zu den Seitenketten sind dagegen prinzipiell frei drehbar, aber aus sterischen
Griinden treten auch hier nur ganz bestimmte Torsionswinkel auf. Typische Seitenketten-
konformationen werden als Rotamere bezeichnet [13].

Eine spezielle Aminosiduresequenz (Primdrstruktur) ist charakteristisch fiir ein Protein
und bestimmt unter gegebenen dufieren Bedingungen seine rdumliche Gestalt. Man unter-
scheidet dabei mehrere Ebenen: Die Sekunddrstruktur wird vor allem durch Wasserstoff-
briicken stabilisiert. Es bilden sich a-Helizes und 3-Faltblatter, die durch Schleifen (Loops)
miteinander verbunden sind. Die Abfolge mehrerer Sekundérstrukturelemente wird als Mo-
tiv bezeichnet. Mehrere Motive falten zu Domdnen und ergeben die Tertidrstruktur, die vor
allem von hydrophoben Wechselwirkungen und Disulfidbriicken zusammengehalten wird.
Héaufig sind die Domé&nen Trager einer bestimmten Funktion. Viele Proteine enthalten nur
eine Doméne, komplexe Proteine kénnen aber auch aus mehreren Domé&nen aufgebaut
sein. Wenn ein Protein aus mehreren Aminosédureketten besteht, so wird deren Formation
als Quartdrstruktur bezeichnet [5, 14].

Proteine sind in der Lage, andere Molekiile sehr spezifisch zu erkennen und mit ihnen
in Wechselwirkung zu treten. Dabei bindet der Ligand in der sog. Bindetasche des Pro-
teins, die auch als aktives Zentrum bezeichnet wird. Dies ist in aller Regel eine deutliche
Vertiefung in der sonst mehr oder minder konvexen Oberfliche des Proteins. Bindet ein
Ligand, so bildet sich ein Komplex, der im Gegensatz zu einer kovalenten Bindung in der
Regel reversibel ist. Wesentliche Voraussetzungen fiir die Komplexbildung sind eine sowohl
chemische als auch geometrische Komplementaritdt der beiden Molekiile. Deshalb sprach
man lange Zeit vom Schlissel-Schlof- Prinzip [15, 16]. Dieses Paradigma wurde jedoch vom
Prinzip des induced fit [5, 17] abgeldst, weil sich herausstellte, dafl Proteine ihre Struktur
bei der Bindung eines Liganden verdndern kénnen. Diese Proteinflexibilitdt wird jedoch
bis jetzt von den meisten Docking-Programmen vernachléssigt.

2.2 Liganden

Im Gegensatz zu den Proteinen kénnen Liganden sehr flexibel sein. Sie lassen sich aus einer
Vielzahl unterschiedlicher Gruppen zusammensetzen und haben deshalb keine typische
Struktur. Die Molekiile kénnen flexible Ringsysteme enthalten, sehr grofie Makrozyklen
sind aber nur in Ausnahmeféllen fiir das Wirkstoff-Design von Interesse. Es ist davon
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auszugehen, dafl Liganden in einer Konformation an das Protein binden, die, &hnlich wie
die Konformation in Losung, energetisch giinstig ist. Denn eine hohe Spannungsenergie
wiirde einen groflen Teil der Bindungsaffinitdt kompensieren.

Liganden koénnen im Prinzip beliebige Molekiile sein, von einzelnen Metallionen bis hin
zu ganzen Proteinen. Im allgemeinen sind aber nur nicht-peptidische organische Molekiile,
die aus hochstens ein paar hundert Atomen bestehen, pharmazeutisch interessant [5, 18].
Fiir die Eignung als Medikament miissen die Verbindungen bioverfiigbar sein, das heif}t, sie
miissen das Protein, an das sie binden sollen, unverandert erreichen. Peptide sind deshalb
zumindest fiir die orale Verabreichung ungeeignet, weil sie im Verdauungstrakt abgebaut
werden. Ebenso sind Substanzen, die mehr als fiinf Wasserstoffbriicken-Donatoren, mehr
als zehn Wasserstoffbriicken-Akzeptoren, ein Molekulargewicht von mehr als 500 Dalton
haben oder zu lipophil sind (logP > 5), in der Regel als Wirkstoffe nicht geeignet (,rule
of five“ [19]).

2.2.1 Modellierung der Ligandflexibilitit

Die Ligandflexibilitdt wird von den heutigen Docking-Programmen in der Regel beriick-
sichtigt, weil die Liganden aufgrund der Vielzahl von Freiheitsgraden die unterschiedlich-
sten Konformationen bei der Bindung an ein Protein annehmen kénnen. Einen ausfiihr-
licheren Uberblick iiber die Modellierung der Ligandflexibilitdt beim Docking findet man
bei Rarey [10].

Die einfachste Moglichkeit die Ligandflexibilitdt zu modellieren besteht darin, ein En-
semble von verschiedenen Ligandkonformationen zu verwenden, die separat in die Protein-
struktur gedockt werden [20, 21, 22]. Andere Ansitze zerlegen den Liganden in mehr oder
minder grofle Fragmente, die man als starr betrachten kann. Diese starren Bausteine las-
sen sich entweder einzeln im aktiven Zentrum des Proteins plazieren und anschlieflend zu
kompletten Molekiilen zusammensetzen [23, 24, 25] oder aber der Ligand wird — ausgehend
von einem oder mehreren Basisfragmenten — inkrementell in der Bindetasche aufgebaut
[11, 26, 27, 28, 29, 30].

Genetische Algorithmen [31, 32, 33, 34, 35, 36, 37] orientieren sich an der Strategie der
Evolution und versuchen, eine Menge von initial plazierten Ligandkonformationen durch
zuféllige Verdanderungen und iteratives Rekombinieren von Teilkonformationen beziiglich
einer sog. Fitness-Funktion zu optimieren. Abschnitt 3.3.3 geht etwas ausfiihrlicher auf
diese Art der Algorithmen ein.

Andere diskrete Modellierungen versuchen die Plazierungen zu optimieren, indem sie
iterativ die aktuell beste Losung auf andere Weise zuféllig variieren [38, 39]. Schliefllich gibt
es die Distanzgeometriemethoden [40, 41, 42], die darauf basieren, alle potentiellen Kon-
formationen eines Liganden durch die jeweils minimal und maximal md&glichen Abstande
der Ligandatome zu beschreiben. Innerhalb dieser Distanzintervalle wird eine Anordnung
der Atome gesucht, die den durch das Protein bestimmten Randbedingungen entspricht.
Auf diese Distanzgeometriemethoden wird hier nicht néher eingegangen.

Einen ganz anderen Ansatz verfolgen die Verfahren, die mit Molekiildynamik-Rechnun-
gen [43, 44, 45, 46, 47], Monte-Carlo-Methoden [48, 49, 50, 51, 52, 53] oder Simulated-
Annealing-Protokollen [54] versuchen, die Komplexbildung zu simulieren, indem sie die
Energie einer oder mehrerer orientierter Startkonformationen des Liganden durch gezielte
bzw. zufillige Konfigurationsdnderungen minimieren (vgl. Abs. 3.3.4). Diese Verfahren
sind allerdings in der Regel wesentlich zeitaufwendiger als die zuvor beschriebenen.
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2.3 Bewertungsfunktionen

Bei der Vorhersage von Protein-Ligand-Komplexen ist die Bewertungsfunktion die zu op-
timierende Groéfle. Sie stellt eine heuristische Approximation der freien Bindungsenergie
AG dar, weil deren exakte Berechnung heute auch mit aufwendigeren Methoden nicht
moglich ist. Da die Bindungsenergie bei der Komplexbildung frei wird, ist sie per De-
finition mit negativem Vorzeichen versehen. Die Optimierung entspricht also einer Mi-
nimierung der geschitzten freien Bindungsenergie. Die Aufgabe der Bewertungsfunktion
besteht darin, energetisch gilinstige, das heifit in der Realitdt mogliche Komplexe von ener-
getisch ungilinstigen Vorhersagen zu diskriminieren. Dazu sind die verschiedenen Ldsungen
beziiglich ihrer Energie richtig zu ordnen. Ausfiihrliche Uberblicksartikel iiber Bewertungs-
funktionen fiir das Docking-Problem sind [55, 56, 57, 58, 59, 60].

Fiir das Protein-Ligand-Docking haben sich zwei Typen von Funktionen fiir die Bewer-
tung herauskristallisiert: die sog. empirischen und die wissensbasierten Bewertungsfunk-
tionen.

Empirische Bewertungsfunktionen [11, 35, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68] versuchen,
alle wesentlichen Beitrage zur freien Bindungsenergie durch gewichtete Terme zu erfas-
sen. Hauptsachlich werden dabei Wasserstoffbriickenbindungen, Kontaktflichen zwischen
Protein und Ligand sowie entropische Effekte beriicksichtigt. Die Gewichte der Terme be-
ziehen sich auf den Typ und die Geometrie der Wechselwirkungen und werden anhand
experimentell bestimmter Protein-Ligand-Komplexe geeicht.

Die wissensbasierten Bewertungsfunktionen [69, 70, 71, 72, 73, 74] beruhen auf Stati-
stiken tiber typische Abstédnde von Protein- und Ligandatomen in Komplexen. Sie gehen
davon aus, dafl haufig beobachtete Abstinde energetisch giinstig sind, und berechnen des-
halb fiir jedes Paar von Atomen aus dem Histogramm ihrer Abstande ein Pseudopotential.
Die Energie eines Protein-Ligand-Komplexes 148t sich dann durch Addition der Potentiale
aller Atompaare berechnen. Diese Methode stammt urspriinglich aus der Proteinstruktur-
vorhersage [75, 76].

Keine dieser Bewertungsfunktionen kann jedoch die freie Bindungsenergie exakt vor-
hersagen und die Vorhersagequaltitdt der einzelnen Funktionen variiert fiir verschiedene
Proteine, bei denen unterschiedliche Wechselwirkungen bei der Ligandbindung dominieren.
Deshalb wurde vorgeschlagen, die Bewertung mehrerer Funktionen in einem sog. consensus
scoring [77, 78] zu vereinigen.

2.4 Das Docking-Programm FLEXX

FLEXX von Rarey et al. [11] ist ein Computerprogramm zur Vorhersage von Protein-
Ligand-Wechselwirkungen, das dem aktuellen Stand der Entwicklung entspricht. Ausge-
hend von einer dreidimensionalen Struktur eines Proteins und einem kleinen Ligandmo-
lekiil sagt FLEXX die Geometrie des Protein-Ligand-Komplexes vorher und schétzt die
Bindungsenergie ab. Die Ligandflexibilitdt wird dabei durch einen inkrementellen Aufbau
des Liganden in der Bindetasche modelliert, wéhrend das Programm die Proteinstruktur
als starr betrachtet und nur eine Proteinkonformation berticksichtigt. Zur Bewertung der
Losungen wird eine modifizierte empirische Bewertungsfunktion von Bohm [61] verwendet.

Evaluiert wurde FLEXX anhand eines Testdatensatz mit 200 Komplexen [79] aus der
PDB [80] und durch Blindvorhersagen bei CASP II (Critical Assesment of Structure Pre-



2.4. DAS DOCKING-PROGRAMM FLEXX 9

Wechselwirkungs—
zentrum

AN \ -y
/c—o / — \

c > C Gruppe A Gruppe B

Wechselwirkungs—
flaeche

a b c

Abbildung 2.2: Modell der Wechselwirkungen. (a) Eine Wechselwirkungsgeometrie besteht
aus einem Zentrum und einer Wechselwirkungsfliche. (b) Verschiedene Wechselwirkungsflichen:
Kugelkappe, Kugelkappenstumpf und sphérisches Rechteck. (¢) Eine Wechselwirkung kommt zu-
stande, wenn die Wechselwirkungszentren jeweils ndherungsweise auf den Wechselwirkungsflichen
der Gegengruppe plaziert sind.

diction, zweite Runde) [30, 81]. Fiir den Testdatensatz findet FLEXX in rund 70% der
Fille den richtigen Bindungsmodus, der bei gut 46% aller Liganden auch als beste Losung
bewertet wird. Die Vorhersage eines Protein-Ligand-Komplexes dauert dabei im Durch-
schnitt rund 90 Sekunden auf einer Sun Ultra 30.

Dieser Abschnitt fat nur kurz die Modelle und wesentlichen algorithmischen Konzepte
zusammen, auf denen FLEXX beruht. Fiir eine detailierte Beschreibung der Methoden [11,
30, 82, 83, 84, 85], der Evaluierungen [79, 86, 87] und der aktuellen Weiterentwicklungen

[78, 88, 89], wird auf die Originalarbeiten verwiesen.

2.4.1 Ligandflexibilitiat

Die konformative Flexibilitdat des Liganden wird durch eine diskrete Menge von bevorzug-
ten Torsionswinkeln an den azyklischen Einzelbindungen und durch mehrere Konforma-
tionen fiir Ringsysteme modelliert. Die Torsionswinkel an Mehrfachbindungen, die Bin-
dungsliangen und die Bindungswinkel werden so verwendet, wie sie in der Eingabestruktur
vorgegeben sind. Deshalb sollten energieminimierte Geometrien verwendet werden. Die
Torsionswinkel stammen aus der MIMUMBA Datenbank, die ca. 900 Molekiilfragmente
mit einer zentralen Einzelbindung enthélt und die von Klebe und Mietzner [90] aus der
Cambridge-Structure-Database (CSD) [91] abgeleitet wurde. Durch diese Methode kdnnen
jeder Einzelbindung bis zu 12 Torsionswinkel mit niedrigerer Energie zugewiesen werden.
Fiir Ringsysteme werden mehrere Konformationen mit dem Programm CORINA [92,
93, 94] berechnet. Die Zahl der Ringatome eines Elementarrings ist auf acht beschrankt.
Groflere Ringe werden als starr behandelt, und es wird die Eingabestruktur benutzt.

2.4.2 Wechselwirkungen

Das Modell der molekularen Wechselwirkungen, das FLEXX verwendet, wurde von Béhm
[95, 96] und Klebe [97] iibernommen. Jeder Gruppe, die Wechselwirkungen ausbilden kann,
weist man eine Wechselwirkungsgeometrie zu, die aus der Position des Zentrums und der
Gestalt der Wechselwirkungsflache besteht. Sie sind jeweils Teile einer Kugeloberflache.
Zwei Gruppen interagieren miteinander, wenn die Wechselwirkungszentren beider Grup-
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Abbildung 2.3: Wechselwirkungsgeometrien. Die Abbildung zeigt die in FLEXX verwendeten
Wechselwirkungsgeometrien: H-Akzeptoren (Stufe 3, links oben), H-Donatoren (Stufe 3, rechts
oben), H-Atome in aromatischen Ringen, Methyl- und Amidgruppen (Stufe 2, links unten) sowie
Zentren aromatischer Ringe (Stufe 2, rechts unten). Wechselwir kungsgeometuen vou Metallen (Stu-
fe 3) sind immer vollstindige Kugeln und hier nicht dargestellt. Wie in Tabelle 2.1, in der die ver-
wendeten Abstinde und Energieparamenter der Geometrien angegeben sind, sind die kompatiblen
Wechselwirkungstypen nebeneinander und die der verschiedenen Stufen {ibereinander angeorduet.
Die fett gedruckten Winkelintervalle sind relativ zu den angegebenen Vektoren in der Zeichenebe-
ne, die iibrigen senkrecht zu dieser Ebene gemessen. Der aromatische Ring (rechts unten) steht aus
der Zeichenebene heraus. Die skizzierten Geometrien werden fiir verschiedene funktionelle Grup-
pen verwendet, so wird z.B. die Wechselwirkungsgeometrie des Carbonyl-Sauerstoffs auch fiir sp?
Sauerstoffe an Schwefel und Phosphor benutzt.

pen (in etwa) auf der Wechselwirkungsflache der Gegengruppe liegen (s. Abb. 2.2). Fiir
jede Wechselwirkungsgeometrie ist eine Menge von Referenzatomen definiert, die jeweils
ein (orthogonales) Bezugssystem festlegen, in dem die Lage der Geometrie eindeutig be-
schrieben werden kann. Abbildung 2.3 zeigt alle derzeit in FLEXX verwendeten Wechsel-
wirkungsgeometrien.

Die Wechselwirkungen lassen sich in drei Typen unterteilen: von Stufe 3 stark ge-
richtete Wechselwirkungen, wie z.B. Wasserstoffbriicken, bis zu Stufe 1 fiir ungerichtete
Wechselwirkungen, wie z.B. hydrophobe Wechselwirkungen (vgl. Tab. 2.1). Die Wechsel-
wirkungen hoherer Stufen werden bevorzugt bei der Auswahl der Basisfragmente (s. Abs.
2.4.4) und bei der Plazierung der Liganden verwendet. Nur wenn es nicht ausreichend
gerichtete Wechselwirkungen gibt, greift der Algorithmus auf solche niedrigerer Stufen
zuriick [85].
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Kompatible Wechselwirkungstypen | Abstand AG cutral AGonic Stufe
H-Akzeptor H-Donor 1.9 A —4.7kJ/mol  —8.3 kJ/mol
Metal Akzeptor Metal 2.0 A —4.7 kJ/mol  —8.3 kJ/mol
Atome ar. Ring Zentrum
Methyl, Amide ar. Ring 4.5 A —0.7 kJ/mol - 2
aliphatische und aromatische
Kohlenstoff- u. Schwefelatome 4.5 A - - 1

Tabelle 2.1: Wechselwirkungstypen und Energieparameter von FLEXX. Fiir alle Paare
von Wechselwirkungstypen sind der Abstand zwischen den interagierenden Atomen, die Ener-
giebeitrige fiir neutrale und geladene Wechselwirkungen sowie die Stufe angegeben, zu der die
Wechselwirkung gehért (s. Text).

FLEXX basiert auf der Annahme, daf lediglich Atome an der Oberfliche des Proteins
mit einem Liganden in Wechselwirkung treten kénnen. Deshalb werden nur Atomen an der
Oberflache im aktiven Zentrum des Proteins Wechselwirkungsgeometrien zugeordnet. Die
Connolly Oberflache [98] wird berechnet, um zu entscheiden, ob ein Atom des Proteins fiir
Wasser zuginglich ist. Diese Oberfliche entspricht der Fliche, auf der sich der Mittelpunkt
einer iiber das Protein gerollten Probekugel bewegt. Diese Kugel hat mit 1.4 A in etwa
den Radius eines Wassermolekiils.

Die Wechselwirkungsflichen lassen sich auf der Proteinseite durch eine endliche Menge
sog. Wechselwirkungspunkte anndhern. Da die Wechselwirkungsflaichen bzw. die Wechsel-
wirkungspunkte die Region beschreiben, in die Ligandatome plaziert werden sollen, kénnen
alle Punkte verworfen werden, auf die man kein Ligandatom plazieren kann, weil es dort
mit dem Protein iiberlappen wiirde. Aus diesem Grund wird auf alle Wechselwirkungs-
punkte eine Testkugel mit dem van-der-Waals-Radius der potentiellen Gegengruppe gelegt
und das Uberschneidungsvolumen zum Protein bestimmt. Ist diese Uberlappung zu gro8,
kann der betroffene Punkt ausgeschlossen werden.

2.4.3 Bewertungsfunktion

Die FLEXX-Bewertungsfunktion basiert auf einer Modifikation der empirischen Bewer-
tungsfunktion von Bohm [61]:

AG = AG0+AG.rOtXNT-Ot (21)
+ AGr, >, f(AR,A) (2.2)
neutral H—bonds
+ AGi, >, f(AR,Aa) (2.3)
ionic int.
+ AGuo Y., f(AR,Ac) (2.4)
aro int.

lipo. cont.
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Der globale Grundterm AG(P, L) hangt nur vom Liganden ab und besteht aus einer
Konstanten AGy und einem Faktor AG,, der proportional zur Zahl N, der drehbaren
Bindungen im Liganden ist. Er berticksichtigt den Entropieverlust durch die Bindung des
Liganden aufgrund der Einschrdnkung von drehbaren Bindungen.

Die weiteren Terme (2.2-2.5) summieren iiber alle paarweisen Wechselwirkungen. Der
letzte Term der Funktion bewertet die Atom-Atom-Kontakte zwischen Protein und Ligand,
die hydrophob oder zu dicht sind (Uberlappung). Die Funktionen f, f* sind heuristische
distanz- und winkelabhéngige Straffunktionen, die die Abweichung von der Idealgeometrie
beriicksichtigen. Die Parameter sind in Tabelle 2.1 angegeben.

2.4.4 Plazierungs-Algorithmus
Der Algorithmus zur Plazierung eines Liganden besteht aus drei Phasen (vgl. Abb. 2.4):

1. Auswahl eines bzw. mehrerer geeigneter Basisfragmente
2. Plazierung der Basisfragment in der Bindetasche

3. inkrementeller Aufbau des gesamten Liganden

Auswahl der Basisfragmente

Der zu plazierende Ligand wird durch Schneiden an allen azyklischen Einfachbindungen
in Fragmente zerlegt, die als starr betrachtet werden. Unter Beriicksichtigung ihrer mogli-
chen Wechselwirkungen lassen sich aus dieser Menge von Fragmenten automatisch sog.
Basisfragmente bestimmen, die als erste in die Bindetasche plaziert werden. Die Basis-
fragmente koénnen aus einzelnen Fragmenten oder Kombinationen bestehen. Sie werden so
ausgewahlt, daBl sie moglichst gut {iber das gesamte Molekiil verteilt sind [30].

Basisplazierung

Die Basisfragmente werden mit Hilfe von zwei verschiedenen Algorithmen, die auf dem
Kabsch-Algorithmus [9] basieren, im aktiven Zentrum plaziert. Der erste Algorithmus
(triangle matching) {iberlagert Tripel von Wechselwirkungszentren des Basisfragments mit
Tripeln von geeigneten Wechselwirkungspunkten in der Bindetasche, auf die mit Hilfe einer
Hashtabelle (s. ndchste Seite) effizient zugegriffen werden kann. Wenn ein Basisfragment
weniger als drei Wechselwirkungszentren besitzt oder wenn die Zahl der Plazierungen
kleiner als 100 ist, dann wird der zweite Algorithmus (line matching) gestartet. Er {iberla-
gert Paare von Wechselwirkungszentren mit Paaren von Wechselwirkungspunkten. Wegen
der geometrischen Mehrdeutigkeit werden durch Rotation um die Achse, die durch die
Wechselwirkungspunkte bzw. -zentren definiert ist, mehrere Plazierungen erzeugt. Bei-
de Basisplazierungs-Algorithmen generieren typischerweise eine Vielzahl von Lésungen.
Deshalb erfolgt eine Reduktion der Losungsmenge durch Clashtests und Clustern der Pla-
zierungen.

Inkrementeller Aufbau

Ausgehend von den verschiedenen Basisplazierungen wird der gesamte Ligand durch Anhén-
gen der verbleibenden Fragmente Stiick fiir Stiick entsprechend der Torsionsdatenbank
aufgebaut (s. Abs. 2.4.1). Nachdem ein neues Fragment hinzugefiigt worden ist, wird nach
neuen Wechselwirkungen gesucht und die Bewertungsfunktion verwendet, um die besten
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Abbildung 2.4: Inkrementeller Aufbau des Liganden. Die Plazierung des Liganden besteht aus
drei Schritten: (a) Auswahl der Basisfragmente, (b) Basisplazierung und (c) inkrementeller Autbau
des Liganden in der Bindetasche.

(Teil-) Losungen fiir den nachsten Aufbauschritt auszuwihlen bzw. die vollstindigen Vor-
hersagen zu sortieren. Plazierungen, bei denen die durchschnittliche Uberlappung oder das
Schnittvolumen einzelner Atome von Protein und Ligand zu grof§ ist, werden verworfen.
Die maximale Anzahl von Losungen, die in der nédchsten Iteration berticksichtigt werden,
ist 400 + 100n ¢, wobei ny die Zahl der verschiedenen Basisfragmente angibt.

Hashtabelle

Um bei der Basisplazierung effizient auf die Wechselwirkungspunkte zugreifen zu kénnen,
werden in einer Vorverarbeitungsphase Paare von Wechselwirkungspunkten, deren Ab-
stand in vorgegebenen Grenzen liegt, in einer Hashtabelle abgelegt. Adressiert werden
die Paare iiber die Typen der Wechselwirkungen und den Abstand der Punkte, wobei
man aquidistante Abstands-Intervalle, sog. Buckets, verwendet. In den Buckets werden
die Punktpaare in sortierten, doppelt verzeigerten Listen abgelegt (hashing with chaining).
Aus den Punktpaaren werden online die Punkttripel generiert, die zu den Anfragedreiecken
des Basisfragments passen, dabei werden auch benachbarte Buckets berticksichtigt.

2.5 Definition des Docking-Problems mit Proteinflexibilitét

Bisher wurde in diesem Kapitel der aktuelle Stand bei der Modellierung des moleku-
laren Protein-Ligand-Docking-Problems zusammengefafit und mit FLEXX ein Docking-
Programm vorgestellt, das diesem neusten Entwicklungsstand entspricht. Wahrend man
das Plazierungsproblem 16sen kann und verschiedene, geeignete Modelle fiir flexible Ligan-
den zur Verfiigung stehen, bleibt die Proteinflexibilitdt bis jetzt bei den meisten Docking-
Programmen unberiicksichtigt.

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, ein Docking-Verfahren zu entwickeln, das alternative
Proteinkonformationen schon bei der Plazierung verschiedener flexibler Liganden beriick-
sichtigt. Dieses Problem wird hier als Protein-Ligand-Docking-Problem mit Proteinflexi-
bilitit bezeichnet und im folgenden genauer definiert. Dabei handelt es sich nicht um eine
formale, in sich abgeschlossene Definition, sondern vielmehr um eine knappe iibersichtliche
Beschreibung des Problems, das hier gelést werden soll.

Definition 1 (Konformation) Unter einer Konformation versteht man die genaue rgum-
liche Anordnung von Atomen oder Atomgruppen eines Molekils. Verschiedene Konforma-
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tionen werden durch Rotation um FEinfachbindungen erzeugt und lassen sich nicht zur

Deckung bringen [13].

Definition 2 (Konformere) Konformere oder Konformationsisomere sind verschiedene
Konformationen eines Molekiils, die approzimativ lokalen Energieminima entsprechen. Bet
offenkettigen Verbindungen spricht man auch von Rotameren [13].

Definition 3 (Bindungsmodus) FEin Bindungsmodus beschreibt die Lage eines Ligan-
den im aktiven Zentrum eines Proteins. Charakteristisch fir den Bindungsmodus etnes
Liganden sind das besetzte Volumen in der Bindetasche, die abgedeckte Proteinoberfliche
und die Aminosdiurereste, mit denen der Ligand interagiert [5].

Seien £(L) alle Konformationen eines Liganden L und P(P) alle Konformationen eines
Proteins P sowie | € L£(L) und p € P(P) einzelne Konformationen, dann 148t sich der
Bindungsmodus in Form von Plazierung folgendermaflen modellieren:

Definition 4 (Plazierung) Eine Plazierung B(l,p) beschreibt die Anordnung eines Li-
ganden in der Konformation ! € L(L) relativ zur Proteinkonformation p € P(P).

Diese Definition ist strikter als die des Bindungsmodus, denn leicht unterschiedliche
Protein- und Ligandkonformationen mit geringfiigig verschiedenen Plazierungen konnen
denselben Bindungsmodus reprasentieren. Da ein optimaler Bindungsmodus aber minima-
le Energie haben sollte, kann man das allgemeine Docking-Problem wie folgt formulieren:

Definition 5 (Allgemeines Docking-Problem)

Gegeben: ein Protein P und ein Ligand L
Gesucht:  die Konformationenl € L(L), p € P(P) und

ihre Plazierung B(l,p) mit minimaler Energie

Werden anstelle der kontinuierlichen Konformationsraume £(L) fiir den Liganden L
und P(P) fiir das Protein P jeweils diskrete Teilmengen I.(L) C £(L) bzw. P(P) C P(P)

von Konformeren (Def. 2) verwendet, so ergibt sich das diskrete Docking-Problem:

Definition 6 (Diskretes Docking-Problem)

Gegeben: eine Menge von Proteinkonformeren P(P) und
eine Menge von Ligandkonformeren IL(L)

Gesucht:  die Konformationen ! € L(L), p € P(P) und

ihre Plazierung B(l,p) mit minimaler Energie

Bei der Evaluation von Docking-Methoden geht man davon aus, dafl der Bindungsmo-
dus eines gemessenen Komplexes eine minimale Energie hat, das heifit, dafl die Ligand-
und Proteinkonformation sowie ihre Plazierung optimal sind. Die vorhergesagten Kom-
plexe kénnen deshalb iiber die RMS-Abweichung zur experimentellen Struktur bewertet
werden. Das ist vor allem deshalb notwendig, weil die verwendeten Bewertungsfunktionen
den experimentell bestimmten Komplex nicht unbedingt am besten bewerten.
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Definition 7 (RMS-Abweichung) Gegeben seien zwet im Raum orientierte Konforma-
tionen mi,ma € M(M) eines Molekils M. Seien c'* die Koordinaten des Atoms a der
ortentierten Konformation m,, dann st die RMS-Abweichung defintert als:

1
| {a} ]

In dieser Arbeit wird die Abweichung einer Plazierung iiber die RMS-Abweichung zwi-
schen den Orientierungen des Liganden im vorhergesagten Komplex und in der Kristall-

RMSD(my,ms) = \/ D (et — ci?)?

struktur (Referenzstruktur) bestimmt. Um Plazierungen eines Liganden in einer Protein-
struktur, aus der er nicht extrahiert wurde, bestimmen zu koénnen, werden die Backbone-
Atome dieser Struktur und der Originalstruktur mit minimaler RMS-Abweichung {iberla-
gert und die Referenzstruktur entsprechend transformiert.
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Kapitel 3

Proteinflexibilitit beim Docking

Bevor in diesem Kapitel die Behandlung der Proteinflexibilitédt beim Docking diskutiert
wird und einige Ansdtze dazu aus der Literatur vorgestellt werden, soll die Problematik
am Beispiel des Proteins Aldose-Reduktase erlautert werden. Dieses Beispiel soll belegen,
daB} die Proteinflexibilitat beim Docking kein rein akademisches Problem ist, sondern auch
in der Praxis der Wirkstofforschung bei der Suche nach neuen Leitstrukturen von Bedeu-
tung ist. Denn das Enzym Aldose-Reduktase ist auf der einen Seite sehr flexibel und auf
der anderen Seite pharmazeutisch interessant, weil es einen Therapieansatz des Diabetes
mellitus er6ffnet, vor allem im Hinblick auf eine Verhinderung von Spétschéden.

3.1 Beispiel: Aldose-Reduktase

Der Diabetes mellitus ist die h&ufigste und zugleich bedeutendste Stoffwechselstérung
[102]. Dabei kann es trotz Insulintherapie immer wieder zu unphysiologisch hohen Gluko-
sekonzentrationen in Zellen kommen, deren Glukoseaufnahme insulinunabhéngig erfolgt.
Die Aldose-Reduktase katalysiert die Reduktion der iiberschiissigen Glukose zu Sorbitol.
Die Anreicherung des polaren Sorbitols fiihrt zu Zellschddigungen, die sich klinisch in den
sogenannten diabetischen Spétschiaden manifestieren. Inhibitoren der Aldose-Reduktase
stellen somit einen Therapieansatz zur Vermeidung dieser gravierenden Komplikationen
dar [100, 103]. Bisher bekannte Inhibitoren besitzen nicht die gewiinschte Wirkstarke und
verursachen Nebenwirkungen. Ausgehend von der dreidimensionalen Struktur der Aldose-
Reduktase wird daher nach neuen Leitstrukturen gesucht.

Abbildung 3.1 zeigt die iiberlagerten aktiven Zentren von vier Aldose-Reduktase-
Strukturen, und zwar den drei Kristallstrukturen 1ahO, lah3 und lah4 aus der PDB [80]
sowie einem Homologiemodell [99, 100, 101]. Die Strukturen 1ah0, 1ah3 und das Modell
enthalten die Inhibitoren Sorbinil, Tolrestat bzw. Zopolrestat, wohingegen das native Ho-
loenzym der Struktur lah4 nur den natiirlichen Cofaktor NADPH gebunden hat, der an
einer anderen Stelle im Protein bindet und nicht dargestellt ist.

Zwei Bereiche des aktiven Zentrums der Aldose-Reduktase sind an der Bindung der Li-
ganden beteiligt: eine hydrophobe Kontaktzone zwischen den Tryptophanen TRP 20, TRP
79, TRP 111 und TRP 219 sowie ein hydrophiler Bereich, in dem Wasserstoffbriickenbin-
dungen zu den Aminosduren THR 48, HIS 110 und TRP 111 ausgebildet werden kénnen.
Wiéhrend der letztgenannte Bereich iiber die vier Strukturen geometrisch konserviert ist,
treten im hydrophoben Teil unterschiedliche Seitenkettenkonformationen und sogar Ab-

17
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Abbildung 3.1: Beispiel: Aldose-Reduktase. Gezeigt sind die iiberlagerten aktiven Zentren der
vier Kristrallstrukturen 1ah0, 1lah3 und lah4 aus der PDB [80, 99] sowie ein Homologiemodell
[100, 101], die die Inhibitoren Sorbinil (1ah0, violett), Tolrestat (lah3, gelb) bzw. Zopolrestat
(Modell, tiirkis) gebunden haben. Die verschiedenen Inhibitoren induzieren sehr verschiedene Kon-
formationen bei der Aldose-Reduktase.

weichungen im Backbone auf (Loop: ALA 299 — CYS 303). Hier befindet sich die Spezi-
fitdtstasche, der flexible Teil des aktiven Zentrums der Aldose-Reduktase. Diese Tasche
wird von PHE 122 und LEU 300 verschlossen, wenn Sorbinil gebunden wird, und 6ffnet
sich auf zwei verschiedene Weisen, um sich den Liganden Tolrestat bzw. Zopolrestat anzu-
passen. Die verschiedenen Proteinkonformationen variieren dabei so stark, dafl die beiden
groferen Liganden Tolrestat und Zopolrestat aus sterischen Griinden jeweils nicht in die
anderen Strukturen passen. Diese Flexibilitdt konnte die grofle Zahl von sehr unterschied-
lichen natiirlichen Substraten der Aldose-Reduktase erklaren [99].

Um Leitstrukturen flir die Entwicklung neuer Inhibitoren der Aldose-Reduktase zu
suchen, reicht also ein virtuelles Screening mit nur einer starren Proteinstruktur nicht
aus. Zu leicht kénnten dabei potentielle Liganden iibersehen werden, weil sie nicht in die
gegebene Proteinstruktur passen, sondern nur in eine andere Konformation des Enzyms.
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Abbildung 3.2: Konformationsdnderun-
gen. Die Abbildung zeigt den Backbone
mehrerer experimentell bestimmter Aldose-
Reduktase-Komplexe aus der PDB [80] sowie
die beiden Seitenketten PHE 122 und LEU 300
und die Liganden Sorbinil (violett), Tolrestat
(gelb) bzw. Zopolrestat (tiirkis) aus dem vor-
herigen Beispiel. Die dargestellten Seitenket-
ten richten sich bei der Bindung der Liganden
unterscheidlich aus. Oben rechts in der Ab-
bildung sind auflerdem unterschiedliche Loop-
konformationen zu erkennen, die durch ver-

schiedene Liganden induziert werden.

3.2 Behandlung der Proteinflexibilitéit beim Docking

Proteine sind nicht so flexibel wie Liganden, weil die charakteristische Faltung ihrer Ami-
nosiureketten weitgehend die Tertidrstruktur dieser Makromolekiile bestimmt [14] (vgl.
Abs. 2.1). Das gilt zwar streng genommen nur im Inneren konkaver Bindetaschen, aber
Proteine werden deshalb von den diskreten Docking-Algorithmen im wesentlichen als star-
re Objekte modelliert [11, 20, 22, 25, 31, 33, 28]. Mehrere Argumente lassen diesen Ansatz,
der in der Praxis oft zu guten Ergebnissen fiihrt, sinnvoll erscheinen, obwohl die Funktion
von Proteinen oft gerade auf Konformationsdnderungen beruhen:

1. Die dichte Packung der Atome im Protein erschwert Konformationsdnderungen aus
sterischen und physiko-chemischen Griinden.

2. Die Spezifitdt des aktiven Zentrums wird vor allem durch seine Form bestimmt.
Konformationsdnderungen wiirden die Funktionalitdt des Proteins verdndern und
sind deshalb unwahrscheinlich.

3. Die Proteinstrukturen, die dem Docking zugrunde liegen, stammen meist aus be-
kannten Protein-Ligand-Komplexen, z.B. mit dem natiirlichen Substrat, und liegen
deshalb in einer Konformation vor, die fiir die Komplexbildung besonders geeignet
ist.

4. Starre Proteinstrukturen lassen sich leichter modellieren und effizienter handhaben.

5. Im Zusammenhang mit einer ungenauen Bewertungsfunktion fiihrt ein flexibles Pro-
tein zu vielen falsch-positiven Plazierungen.

Allerdings ist schon seit den fiinfziger Jahren das Prinzip des induced fit [5, 17, 104, 105,
106, 107], also die Adaption der Proteinstruktur an die Bindung eines Liganden, bekannt
(vgl. Abb. 3.2). Auch beim Vergleich von Komplexen eines Proteins mit verschiedenen
Liganden wurde beobachtet, dafl das Protein unterschiedliche Konformationen annimmt
[108, 109, 110, 111], die, wie das Beispiel im nichsten Abschnitt zeigt (s.a. Abb. 3.1), so
unterschiedlich sein kénnen, dafl ein Ligand, der an die eine Proteinkonformation bindet,
aus sterischen Griinden in die andere Proteinkonformation nicht eingepafit werden kann
[99, 100]. Die Flexibilitat der Proteine reicht dabei von der Rotation endstandiger Gruppen
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iiber die Konformationsdnderung von Seitenketten und die Anpassungen einzelner Loops
bis hin zu groflen Bewegungen ganzer Domé&nen [112].

Ein weiterer Typ der Proteinflexibilitit ergibt sich fiir modellierte Proteinstrukturen.
Es gibt zahlreiche Sequenzen, fiir die bis jetzt keine dreidimensionale Struktur bekannt ist.
Zwar konnen einige dieser Proteinstrukturen mit Hilfe homologer Strukturen modelliert
werden [113, 114], aber dabei gibt es oft mehrere Moglichkeiten fiir die Plazierung von
Seitenketten und Unsicherheiten bei der Modellierung von Loops [115, 116, 117, 118, 119].
Wenn z.B. eine drehbare Seitenkette eine Subtasche des aktiven Zentrums ausfiillt, in die
ein Ligand gedockt werden miifite, so kann der richtige Bindungsmodus nicht vorhergesagt
werden, ohne die Seitenkette wegzudrehen. Dieser Effekt kann unter Umstéanden sogar dazu
fiithren, dafl der Ligand {iberhaupt nicht in die modellierte Proteintasche eingepafit werden
kann.

Kleine Variationen der Proteinkonformation verursachen in der Realitdt nur geringe
Unterschiede in der Bindungsaffinitdt zwischen Protein und Ligand, denn ein realer Kom-
plex kann gegebenenfalls relaxieren. Beim virtuellen Docking kénnen sich dagegen schon
aufgrund leichter Variationen der Konformation grofie Unterschiede bei der vorhergesag-
ten Bindungsenergie ergeben [109], z.B. wenn die Rotation einer endstidndigen Gruppe
die Bildung einer Wasserstoffbriicke zwischen Protein und Ligand verhindert oder eine
Uberlappung der Bindungspartner verursacht [84]. Der Grund dafiir ist unter anderem
bei der Bewertungsfunktion zu suchen, die die Realitdt nur unzuldnglich erfafit. FLEXX
[11] erlaubt zwar, geeignete Torsionswinkel fiir solche Gruppen manuell vorzugegeben, eine
automatische Einstellung fiir verschiedene Liganden ist aber nicht moéglich. Der genetische
Docking-Algorithmus, auf dem das Programm GOLD [31, 32] basiert, 148t die Einzel-
bindungen zu endstédndigen Wasserstoffakzeptoren bzw. -donatoren frei drehbar, so dafl
geeignete Konformationen eingestellt werden kénnen. Der Rest des Proteins ist aber auch
hier starr. Weitere Ansétze, die Proteinflexibilidt bei den diskreten Docking-Werkzeugen
zu berticksichtigen, lassen einfach flexible Seitenketten unberticksichtigt [120], 16sen Kol-
lisionen zwischen Protein und Ligand flexibel auf [121], mitteln iiber mehrere bekannte
Proteinstrukturen [122, 123] oder durchsuchen den Konformationsraum der Seitenketten
[124, 125]. Auf diese Verfahren wird in den Abschnitten 3.3.2 u. 3.3.3 n&her eingegangen.

Die volle Proteinflexibilitat kann zur Zeit nur von solchen Docking-Methoden behandelt
werden, die die Komplexbildung simulieren [46, 52, 126, 127, 128] (s. Abs. 3.3.4). Die
Plazierungen und Bindungsenergien, die diese Methoden vorhersagen, sind oft genauer als
die der diskreten Verfahren. Allerdings haben sie eine hohe Laufzeit im Stundenbereich und
eignen sich daher vor allem fiir das genauere Studium weniger Protein-Ligand-Komplexe,
nicht aber fiir das Durchmustern grofiler Datenmengen (Screening). Oft wird daher auch
hier versucht, die Simulation dadurch zu beschleunigen, dal man Teile des Proteins fixiert
[46, 126] oder sogar das ganze Protein starr hilt [53, 129].

Hybridansédtze [130, 131] kombinieren die Vorteile der diskreten Methoden und der
Simulationen, indem sie zundchst mit einem der schnelleren Verfahren eine Menge von
Grobplazierungen generieren, die anschliefend energieminimiert werden. Solche Verfahren
bleiben jedoch zeitaufwendig und sehr stark abhangig von der Vorhersagekraft der diskre-
ten Plazierungsmethode. Denn die Energiemininierung versagt, wenn aufgrund der starren
Proteinkonformation fiir einen Liganden keine geeignete Startposition gefunden wird.
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3.3 Ansatze aus der Literatur

Es gibt eine Vielzahl von Software-Werkzeugen fiir das Docking-Problem, die hier nicht alle
vorgestellt werden sollen, weil bereits eine Menge Ubersichtsartikel zum strukturbasierten
Wirkstoffdesign [132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141] sowie zum Docking
im speziellen [10, 12, 142, 143, 144, 145, 146] existieren und auch zahlreiche Vergleiche
zwischen verschiedenen Docking-Programmen [77, 81, 147, 148, 149, 150] veroffentlicht
worden sind. Stattdessen konzentriert sich dieser Abschnitt nur auf solche Ansétze aus
der Literatur, die Proteinflexibilitdt beim Protein-Ligand bzw. Protein-Protein-Docking
beriicksichtigen. Einen kurzen Uberblick iiber den aktuellen Stand der Behandlung von
Proteinflexibilitdt im Wirkstoffdesign geben Carlson und McCammon [151].

Prinzipiell kann jedes Docking-Verfahren zur Beriicksichtigung der Proteinflexibilitat
erweitert werden, indem es zwar starre Proteinstrukturen verwendet, aber die Liganden in
mehrere verschiedene Proteinkonformationen plaziert. Daher werden zunéchst zwei solche
Docking-Studien vorgestellt und anschlieBend Docking-Verfahren aufgefiihrt, die die Flexi-
bilitdt der Proteine per Design berticksichtigen. Die Docking-Verfahren lassen sich dabei in
drei methodische Klassen unterteilen, die jedoch nicht vollig orthogonal zueinander sind:

1. diskrete Docking-Methoden, die den Konformationsraum diskretisieren, um darin
gezielt nach Konformationen mit niedriger Energie zu suchen,

2. genetische Algorithmen, die die Evolution nachbilden, indem sie eine initiale Menge
von Plazierungen durch Rekombination und zuféllige Verdnderungen beziiglich einer
Fitness-Funktion optimieren,

3. Simulationsverfahren, die versuchen, die Energie einer oder mehrerer Startkonfigu-
rationen durch zufillige oder gezielte lokale Verdnderung der Konfiguration zu ver-
ringern.

Ein qualitativer Vergleich der vorgestellten Verfahren beziiglich Laufzeit und Vorhersage-
qualitit schlieft diese Ubersicht ab.

3.3.1 Kreuz-Docking mit starren Proteinstrukturen

Es gibt eine Vielzahl von Proteinen in der PDB [80], die im Komplex mit verschiedenen Li-
ganden vermessen worden sind. Bei diesen Proteinen kann man versuchen, die Liganden in
die Proteinstrukturen zu docken, die im Komplex mit anderen Liganden bestimmt worden
sind. Diese Proteinstrukturen werden im folgenden auch fremde Strukturen genannt. Wenn
alle moglichen Kombinationen probiert werden, wird das Experiment als Kreuz-Docking
bezeichnet. Kreuz-Docking-Experimente mit Docking-Programmen, die das Protein starr
halten, weisen auf die Notwendigkeit hin, die Proteinflexibilitat beim Docking zu beriick-
sichtigen, weil bereits kleine Variationen der Proteinstrukturen zu groflen Abweichungen
bei der Plazierung der Liganden fiihren kénnen.

e Kramer et. al [79] haben fiir sieben Proteine jeweils 3 — 9 Komplexe mit verschiedenen
Liganden mit FLEXX [11] untersucht. Sie kommen zu dem Ergebnis, daf§ die Ligan-
den in den meisten Féllen auch in die fremden Strukturen plaziert werden kénnen.
In einigen Féllen haben diese Plazierungen sogar eine geringere RMS-Abweichung
als die, die mit der Originalstruktur vorhergesagt werden. Es gibt aber auch Félle, in
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denen der Ligand in einen Teil der fremden Proteinstrukturen nicht gedockt werden
kann. Die Autoren raten deshalb, mehrere Proteinstrukturen fiir ein Screening nach
neuen Liganden zu verwenden.

Murray et al. [109] fithren mit ihrem Programm PRO_LEADS [38] fiir drei Proteine
ein Kreuz-Docking mit jeweils 6 — 9 Komplexen durch. Dabei kann PRO_LEADS
in 76% der Fille die korrekte Plazierung auf Rang 1 vorhersagen, wenn die ori-
ginale Proteinstruktur zugrunde gelegt wird. Die korrekte Losung findet sich aber
nur in 49% der Fille auf Rang 1, wenn das Docking auf einer fremden Protein-
struktur beruht. Sie machen Seitenkettenbewegungen zum Teil in Verbindung mit
Cy-Verschiebungen, Backbone-Bewegungen sowie die Positionsdnderung von Metall-
atomen fiir diesen Unterschied verantwortlich. Diese Verdnderungen konnen, selbst
wenn sie teilweise nur sehr gering sind, die Bildung bzw. Bewertung von Wasserstoff-
briickenbindungen erheblich beeinflussen.

3.3.2 Diskrete Algorithmen fiir das Protein-Ligand-Docking

Es gibt nur relativ wenige diskrete Docking-Algorithmen, die die Flexibilitat des Prote-
ins wenigstens zum Teil berticksichtigen. Die Ansétze reichen von der Vernachlassigung

einzelner Seitenketten [120] bis hin zur vollstdndigen Suche im Konformationsraum der
Seitenketten [124, 125]. Andere {ibertragen das Konzept der Ligandflexibilitit auf das
Protein, miissen dafiir aber den Liganden starr halten [152], verwenden Mittelwerte {iber

Ensembles von Proteinstrukturen [122, 123] oder verlassen sich auf eine Nachoptimierung

des Komplexes [121]. Die verschiedenen Methoden werden im folgenden kurz beschrieben.
Angaben tiiber die Vorhersagequalitdt und die Laufzeit der Verfahren sind in Tabelle 3.1

gegeniibergestellt.

e Sobolev et al. [120, 153, 154] plazieren starre Liganden mit ihrem Docking-Programm

LIGIN, indem sie die Oberflichenkomplementaritidt zwischen Protein und Ligand
optimieren. Dazu werden die Atome in acht Klassen eingeteilt und Paarkontakte
zwischen den Oberflichen der Atome entsprechend der Klassen als legal oder illegal
klassifiziert. Die Summe der legalen Kontakte abziiglich der Summe der illegalen
Kontakte und eines repulsiven Terms fiir die Uberlappung zwischen Protein und Li-
gand bestimmt die Komplementaritat. Atome, die nicht klassifiziert werden kénnen,
werden bei der Berechnung der Komplementaritdt nicht beriicksichtigt. Eine, wenn
auch eingeschrénkte, Proteinflexibilitdt wird dadurch modelliert, dal der Algorith-
mus automatisch bis zu zwei Seitenketten des Proteins, mit denen der Ligand kolli-
diert, von der Berechnung der Komplementaritdt ausschlieen kann. Fiir diese Ami-
nosduren werden nur die Backbone-Atome und das Cz-Atom beriicksichtigt. Daher
148t sich dieser Ansatz nicht auf alle Seitenketten verallgemeinern.

Desmet et al. [125] docken Peptide, die aus bis zu 18 Aminosduren bestehen, indem
sie die Peptide, ausgehend von einer manuell ausgewédhlten Aminosédure, inkrementell
in der Bindetasche des Proteins aufbauen. Dabei modellieren sie die Flexibilitat des
Backbones und der Seitenketten des Peptids sowie die der Seitenketten des Proteins
in der Bindetasche mit Rotamerbibliotheken, die sie kombinatorisch nach der op-
timalen Konformation durchsuchen. Der Backbone des Protein bleibt unverdndert.
Die mogliche Translation und Rotation der Liganden werden durch ein sphérisches
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Gitter mit 4.0 A Radius und diskrete Rotationen um die drei Raumachsen erfaft,
die insgesamt zu 6636 relativen Orientierungen fiithren. Um den Suchraum einzu-
schrinken, verwenden sie die Dead-End-Elimination [155, 156, 157, 158], die energe-
tisch ungilinstige Rotamere frithzeitig von der weiteren Suche ausschliet, und eine
Greedy-Strategie, bei der jeweils im nédchsten Aufbauschritt nur die Plazierungen
beriicksichtigt werden, deren Bindungsenergie nicht mehr als 5-7 kcal/mol geringer
ist als die der bis dahin besten L&sung.

e Leach [124, 159] untersucht den Konformationsraum der Proteinseitenketten inner-
halb eines bestimmten Energie-Cutoffs, um die Kombination von Aminosauresei-
tenketten und Ligandkonformation zu finden, die zu einem globalen Energiemini-
mum fiihrt. Er geht dabei von einer vorgegebenen Ligandposition aus und hélt den
Backbone starr. Die Suche im Konformationsraum basiert auf dem A*-Algorithmus
[160, 161] mit Dead-End-Elimination [155, 156, 157, 158]. Die Untersuchung der
Konformationen nahe des globalen Energieminimums zeigt, dafl die meisten Unter-
schiede auf isolierten Konformationsédnderungen einzelner Aminosduren beruhen und
nur wenige aus der gekoppelten Bewegung mehrerer Residuen resultieren.

e Sandak et al. [24, 25, 152, 162] modellieren Flexibilitat mit dem Konzept der Gelenk-
bewegung (hinge-bending) — einer Methode, die zur Objekterkennung in der Bild-
verarbeitung fiir flexible Objekte verwendet wird, die aus mehreren starren Teilen
zusammengesetzt sind. Dieser Ansatz wurde urspriinglich benutzt, um die Ligandfle-
xibilitdt zu modellieren. Die Rollen von Ligand und Protein kénnen aber vertauscht
werden, weil das zugrundeliegende mathematische Problem symmetrisch ist. Die Fle-
xibilitdt beider Bindungspartner kann jedoch nicht gleichzeitig modelliert werden.
Die Gelenke miissen manuell definiert werden. Da ihre Anzahl auf eine geringe Zahl
beschrankt ist, eignet sich dieser Ansatz nicht zur Modellierung von Seitenkettenfle-
xibilitat.

e Knegtel et al. [122] benutzen energie- und geometriegewichtete Mittel {iber Ensem-
bles von Proteinstrukturen, um die Flexibilitdt von Proteinen zu beschreiben. Die
Ensembles sind Mengen von Kristall- bzw. NMR-Strukturen aus der PDB [80]. Die
Flexibilitat des Liganden wird in diesem Ansatz nicht berticksichtigt. Die Kraft-
feldterme der einzelnen Strukturen werden zu einem einzigen Gitter kombiniert, in
welches die Liganden mit dem Programm DOCK 3.5 unter Verwendung von SPH-
GEN [163, 164, 165, 166] plaziert werden. Die repulsiven Potentiale werden nur
bertiicksichtigt, wenn an einem Gitterpunkt die Potentiale aller Strukturen repulsiv
sind. Obwohl mehrere Proteinstrukturen bei diesen Berechnungen verwendet wer-
den, wird in diesem Ansatz die kombinatorische Natur des Problems vernachléssigt.
Vielmehr werden die Potentiale der einzelnen Konformationen vermischt, was zu
unrealistischen Maxima fiihren kann, und das aktive Zentrum wird durch die Ver-
nachldssigung der repulsiven Terme vergréflert. Dennoch kann diese Methode fiir
alle 15 Testliganden Plazierungen mit weniger als 2.0 A RMS-Abweichung vorhersa-
gen, was zum einen daran liegt, dal die Liganden starr gehalten werden, und zum
anderen daran, dafl Liganden mit einer hohen Bindungsaffinitdt gerade in solchen
Bindungsmodi vorliegen, die mit Potentialmaxima verschiedener Proteinkonforma-
tionen korrespondieren. Das Verfahren ist aufgrund der Proteinbeschreibung, die
wihrend des Docking-Prozesses nicht mehr angepafit werden muf}, relativ schnell.
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e Broughton [123] verwendet eine sehr dhnliche Methode wie Knegtel [122], um den
FLOG [20] Ansatz zu erweitern. Er erzeugt mit Hilfe von Molekiildynamik-Simulati-
onen eine grofere Menge von Proteinkonformationen und fafit die Potentialgitter der
einzelnen Strukturen zu einem neuen gewichteten Gitter zusammen, wobei die neuen
Gewichte vom Mittelwert und der Standardabweichung der Gitterwerte abhéngen.
Dadurch wird der Einflu} der repulsiven Terme verringert, die nur in einigen Kon-
formationen auftreten, ohne dafl sie vollstdndig vernachlassigt werden, wie das bei
Knegtel [122] der Fall ist. Die Maxima des neugewichteten Potentialgitters bilden
die Referenzpunkte, fiir die analog zum FLOG Ansatz mit einem Cliquesuchalgo-
rithmus passende Liganden aus einer Datenbank gesucht werden, die pro Ligand 250
verschiedene Konformationen enthalt (Flexibases [21]).

o Schnecke et al. [121, 167, 168, 169] verwenden das Docking als schnelle Screening-
Methode. Ziel ihrer Screening-Tools SPECTITOPE und SLIDE ist ein sehr schnelles
und grobes Docking vieler Liganden aus einer grofien Datenbank. Sie benutzen Multi-
Level-Hashing, um das sog. Ankerfragment des Liganden mit den sog. Schablonen-
punkten zur Deckung zu bringen, die das aktive Zentrum des Proteins beschreiben.
Das Ankerfragment ist der Teil des Liganden, der, ausgehend von der in der Daten-
bank gegebenen Konformation des Liganden, auf die Schablonenpunkte pafit. Alle
drehbaren Bindungen innerhalb des Ankerfragments werden starr gehalten. Daher
héngt dieser Ansatz sehr stark von den Ausgangskonformationen der Liganden in
der Datenbank und des Proteins ab, von dem die Schablonenpunkte abgeleitet wer-
den. Die Flexibilitdt von Ligand und Protein wird als Nachoptimierung dadurch
modelliert, dafl Kollisionen zwischen dem plazierten Ligand und dem Protein durch
disrekte Rotationen von Einzelbindungen im flexiblen Teil des Liganden bzw. der
Seitenketten aufgelost werden. Welche Bindungen dazu gedreht werden, wird mit

Hilfe der Mean-field-Theorie [170, 171, 172] entschieden.

3.3.3 Genetische Docking-Algorithmen

Genetische Docking-Algorithmen basieren auf einer Menge (Population) von Plazierungen
(Individuen), deren Eigenschaften in Form von Bit-Strings (Chromosomen) reprisentiert
werden. Durch Rekombination (Cross Over) und zufillige Verdnderungen (Mutation) der
Chromosomen erzeugt man iterativ neue Populationen (Generationen). Dabei entscheidet
eine Fitness-Funktion, welche Individuen ihre Eigenschaften in die ndchste Generation ver-
erben. Wieviele Iterationen des Verfahrens notwendig sind, hdngt unter anderem von der
Zahl der Freiheitsgrade ab, die optimiert werden. Als Faustregel gilt, je mehr Moglichkeiten
es gibt, desto mehr evolutionidren Zyklen sind erforderlich.

Zur Behandlung der Proteinflexibilitat werden Freiheitsgrade fiir endstéandige Gruppen
[31] oder wenige Seitenkettenkonformationen [173] eingefiihrt. Dieser Ansatz konnte zwar
theoretisch zur vollen Seitenkettenflexibilitdt erweitert werden, in der Praxis wiirde das
aber zu unakzeptabel hohen Laufzeiten fiihren, weil die Zahl der evolutionidren Zyklen
entsprechend der grofleren Anzahl von Freiheitsgraden erhoht werden miifite.

Im folgenden werden zwei Docking-Verfahren vorgestellt, die auf genetischen Algo-
rithmen beruhen. Da bis jetzt nur von Jones et al. [32] Angaben {iber die Laufzeit bei
Testsystemen mit Proteinflexibilitat veroffentlicht worden sind, ist nur diese Methode in

der Ubersicht (Tab. 3.1) enthalten.
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e Jones et al. [31, 32] verwenden fiir ihr Docking-Programm GOLD einen genetischen
Algorithmus, der neben allen drehbaren Bindungen innerhalb des Liganden auch die
endstédndigen Wasserstoffakzeptoren und -donatoren des Proteins drehen kann.

e Olson et al. [37, 173] haben fiir das Programm AutoDock einen sog. Lamarck’schen
genetischen Algorithmus entwickelt. Bei dieser Form des genetischen Algorithmus
wird in jeder Generation die Energie der einzelnen Individuen minimiert und ihre
neue Konformation in die genetische Beschreibung zuriickiibersetzt, bevor aus ihnen
eine neue Generation erzeugt wird (Vererbung von gelernten Eigenschaften). Neben
der Ligandkonformation kénnen in der neusten, Version von AutoDock (4.0.i), die
bisher nur den Programmentwicklern zugénglich ist, auch die Torsionswinkel einiger
Seitenketten variiert werden. Ihre Zahl ist jedoch wegen der wachsenden Komplexitat
des Problems begrenzt [173].

3.3.4 Simulation des Protein-Ligand-Dockings

Simulationsverfahren gehen von einer oder mehreren Startkonfigurationen aus und versu-
chen, durch lokale Verdnderung der Konfiguration die Energie des Systems zu verringern.
Bei Monte-Carlo-Verfahren (MC) erfolgen diese Konfigurationsdnderungen zuféllig. Bei
Metropolis-MC werden neue Konfigurationen mit niedrigerer Energie immer, solche mit
hoherer nur mit einer Wahrscheinlichkeit akzeptiert, die aus der temperaturabhéngigen
Boltzmann Statistik abgeleitet wird (Metropolis-Kriterium [174]). Wird dabei die Tem-
peratur iiber die Zeit abgesenkt, so spricht man von Simulated-Annealing. Im Gegensatz
dazu ergeben sich bei Molekildynamik-Simulationen (MD) die lokalen Anderungen aus der
Integration der Newtonschen Bewegungsgleichung. Oft werden diese beiden Simulations-
verfahren auch in der Art kombiniert, dafl eine zuféllig generierte Konfigurationsdnderung
mit einem kurzen MD-Lauf minimiert wird, bevor man die neue Konformation energetisch
bewertet.

Im Prinzip kénnen die Simulationsverfahren die volle Proteinflexibilitdat behandeln. Oft
wird die Flexibilitdt des Proteins aber nur fiir die Seitenketten und/oder das aktive Zen-
trum berticksichtigt. Dafiir gibt es zweil Griinde. Zum einen reduziert diese Einschrankung
die Laufzeit und zum anderen besteht so nicht die Gefahr, daf} sich das Protein entfaltet.
Da die Energieberechnungen dieser Verfahren im allgemeinen sehr viel aufweniger sind
und die Konfigurationsdnderungen in Abhéngigkeit von der Zahl der Freiheitsgrade mehr-
fach iteriert werden miissen, haben die Simulationverfahren eine langere Laufzeit als die
diskreten Docking-Algorithmen.

Hier wird nur eine Auswahl von Veréffentlichungen iiber Docking-Simulationen vorge-
stellt, die sich explizit mit der Modellierung von Proteinflexibilitét beim Docking beschéfti-
gen, um einen Eindruck von der Qualitdt und Komplexitdt dieser Verfahren zu geben.
Auch fiir diese Methoden enthilt Tabelle 3.1 Angaben iiber die Vorhersagequalitat und
die Laufzeit.

Monte-Carlo- / Simulated-Annealing-Verfahren mit lokaler Minimierung

e Abagyan’s und Totrov’s [49, 126] ICM-DOCK beruht auf einem Monte-Carlo-Verfahren
und lokaler Energieminimierung mit dem ECEPP3 Kraftfeld nach jeder Konforma-
tionsdnderung. Sie verwenden interne Koordinaten zur Beschreibung der Komple-
xe, die optimiert werden. Neben den sechs Freiheitsgraden fiir die Ligandposition,
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kénnen die Torsionswinkel im Liganden, die der Seitenketten sowie die des Backbo-
nes in Loopbereichen verdndert werden. Dabei verwenden sie fiir die Seitenketten
des Proteins Rotamere, die mit hoher Wahrscheinlichkeit auftreten [175].

e Apostolakis et al. [52] generieren zunichst 1000 zufillige Ligandplazierungen im akti-
ven Zentrum des Proteins. Diese Startkonformationen werden mit einem modifizier-
ten CHARMM Kraftfeld minimiert, bei dem zunéchst weichere Potentiale verwendet
werden, die schrittweise zu ihrer normalen Form zuriickkehren. Die so minimierten
Strukturen werden unter Beriicksichtigung von Solvatationseffekten bewertet und
die besten 20 Losungen werden noch einmal mit einem Monte-Carlo-Verfahren mit
lokaler Energieminimierung relaxiert. Bei allen Minimierungen kénnen alle Torsions-
winkel im Protein sowie in Liganden verdndert werden.

Molekiildynamik-Verfahren

e Luty et al. [46] fithren ausgehend von 100 verschiedenen Startplazierungen Mo-
lekiildynamik-Simulationen von 20 ps Lange aus, um den Liganden zu plazieren.
Dabei verwenden sie ein implizites Modell fiir die Solvatationsenergie und berech-
nen die Energiebeitrage des Proteinkerns auf einem Gitter vor. Die Aminosduren im
aktiven Zentrum sind vollstdndig flexibel und durch eine weniger flexible Pufferzone
vom starren Proteinkern getrennt.

e Mangoni et al. [45, 128] bestimmen die Lage eines Liganden in der Bindetasche eines
Proteins mit Hilfe einer 100 ps Molekiildynamik-Simulation mit dem Simulations-
paket GROMOS87. Um die Simulation effizienter zu machen, verwenden sie dabei
unterschiedliche Temperaturen fiir die Bewegung des Massenschwerpunktes des Li-
ganden und der Wassermolekiile sowie fiir die internen Freiheitsgrade des Liganden
und des Proteins.

e Zacharias et al. [176] schlagen vor, die Rezeptorflexibilitdt mit Hilfe der Normal-
moden zu beschreiben, die kleine Eigenwerte in der Hesseschen Matrix haben, weil
sie Bewegungen mit geringen Energiebarrieren entsprechen. Sie studieren diesen An-
satz an einem kleinen DNA-Ligand-Komplex, bei dem sie den Liganden starr halten.
Der Ansatz eignet sich prinzipiell auch fiir das Protein-Ligand-Docking, jedoch ist
die Berechnung und Diagonalisierung der Hesseschen Matrix fiir grofle Systeme mit
vielen Atomen sehr aufwendig.

3.3.5 Proteinflexibilitit beim Protein-Protein-Docking

Neben dem Protein-Ligand-Docking, bei dem ein kleines Molekiil in der Bindetasche eines
Proteins plaziert wird, gibt es ein verwandtes Docking-Problem, ndmlich die Vorhersage
von Protein-Komplexen, bei denen zwei Proteine miteinander einen Komplex bilden. Die
computerbasierte Vorhersage solcher Komplexe wird im allgemeinen als Protein-Protein-
Docking oder kurz als Protein-Docking bezeichnet. Einen Uberblick iiber dieses Gebiet
geben die Artikel [177, 178, 179, 180].

Natiirlich treten auch bei der Bildung von Protein-Komplexen Konformationsanderun-
gen auf [181]. Allerdings werden diese Konformationsinderungen abgesehen von einigen
Monte-Carlo- [48, 182] und Simulated-Annealing-Ansétzen [183], die zum Teil Kenntnisse
iiber die Lage der Bindestelle verwenden [48, 183], in der Regel erst bei der Optimierung
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von Rigid-Body-Plazierungen beriicksichtigt, weil das kombinatorische Problem ungleich
komplexer als beim Protein-Ligand-Docking ist [180, 184].

Fir die Rigid-Body-Plazierungen werden verschiedene Algorithmen verwendet. Einer
sucht nach geometrischer und chemischer Komplementaritat [185, 186, 187]. Die meisten
approximieren aber die Proteine mit diskreten Punkten auf kubischen Gitter, die sie ent-
weder direkt [184] oder fourier-transformiert korrelieren [188, 189, 190, 191, 192]. Dabei
verwenden sie weiche Potentiale [172, 191, 192], sehr grobe Gitter [189, 190] oder lassen
fiir besonders flexible Seitenketten eine groflere Uberlappung zu [184], um der Proteinfle-
xibilitdt Rechnung zu tragen.

Die Optimierung der Seitenkettenkonformationen erfolgt anschlieflend mit dhnlichen
Methoden, wie sie bereits beim Protein-Ligand-Docking vorgestellt wurden: Mean-Field-
Methode [170, 171, 172, 192] und systematische Suche [193, 187] mit Dead-End-Elimination
[155, 156, 157, 158, 187]. Althaus et al. [187] vergleichen dabei einen heuristischen Greedy-
Ansatz mit einer vollstandigen Branch-&-Cut-Suche basierend auf linearer Integer-Pro-
grammierung.

3.3.6 Vergleich der Protein-Ligand-Docking-Verfahren

Ein direkter Vergleich der vorgestellten Protein-Ligand-Docking-Methoden beziiglich der
Laufzeit und der Vorhersagequalitit ist schwierig, weil die Verfahren, die Testsysteme, die
einflielende Vorabinformation und die verwendete Hardware zu unterschiedlich sind. So
sind die Liganden bei einigen Verfahren flexibel, bei anderen werden dagegen zufillige,
starre Konformationen benutzt oder es wird sogar die Konformation verwendet, die im
Komplex vorliegt. Auflerdem werden die Liganden teilweise in der Bindetasche vorori-
entiert. Dies hat nicht nur erhebliche Auswirkungen auf die Komplexitat des Problems
und damit auf die Laufzeit des Algorithmus, sondern auch auf die zu erwartende RMS-
Abweichung. Hier spielt auch die Definition des Referenzsystems und die Modellierung der
Proteinflexibilitit eine Rolle. Einige Methoden basieren z.B. auf Rotamerbibliotheken, aus
denen nicht unbedingt die exakte Proteinkonformation reproduziert werden kann. Andere
beruhen dagegen auf Ensembles von Proteinstrukturen, die die korrekte Konformation ent-
halten. Dariiber hinaus werden die Strukturen manchmal energieminimiert, was ebenfalls
zu leicht verdnderten RMS-Abweichungen fiihrt.

Da aber Aussagen iiber die Vorhersagequalitdt und die Laufzeit zum Vergleich der
Verfahren und zur Einordnung einer neuen Methode unerldfilich sind, stellt Tabelle 3.1
die wichtigsten Kenndaten der vorgestellten Verfahren zum Protein-Ligand-Docking ge-
geniiber. Dabei werden keine Einzelergebnisse verglichen, sondern es wird versucht, quali-
tative Aussagen iiber die GréBenordnung der RMS-Abweichung (RMSD) und der Laufzeit
zu machen, wobei man bei der letzteren natiirlich auch die verwendete Hardware beriick-
sichtigen muf}. Die Tabelle enth&lt fiir jedes Verfahren die Zahl der Testsysteme, eine Cha-
rakterisierung der berticksichtigten Flexibilitdt, die GréBenordnung der RMS-Abweichung
(RMSD) und der Laufzeit sowie die verwendete Hardware.
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Erstautor Ref.| # Testsys. Flexibilitat RMSD Laufzeit |Hardware

(fiir Vergleich) Lig. Pro. | Lig. Protein Lig. [A] |pro Ligand |(Prozessor)

Sobolev 120] 4 4 starr  Sk. ignor. 0.4-1.4 3 min [DEC Turbo Laser
Desmet 125] 4 4 flex.! Rotamere | 0.6-1.9 k.A. |SGI Indy (R4600PC)
Leach 124] 2 2 flex.? Rotamere | 0.7-2.5 |1 u. 9 Tage |SGI Indigo (R3000)
Sandak 152] 3 3 starr 2 Gelenke | 3.5-7.2%|2.5-39 min |SGI (R10000)
Knegtel 122] 15 4 E | starr gew. Mittel | 0.4-1.6 1.5 min |k.A.

Schnecke  [121]175000 3 Aufl. v. Kollisionen | k.A.% 3-350 ms’|Pentium IT (450MHz)
32] 100 100 | flex. endst. Grp. [66%<2.0 [20x 12 min |SGI IndigoII(R4400)
8 5(8)%| flex. flex. Sk.? 1.8-7.8% 5-15 h |k.A.

Jones

Totrov 126] 5(8

~—

3 3 flex. flex. 0.9-1.4 5 Tage |SGI Chall. (R4400)
46] 1 1 flex. flex. ~1.0 ~1 Tag |SGI Challenge
11 flex. flex. k.A10 6.5 h |SGI P.Chall.(R10000)

Luty

Mangoni

[
[
[
[
[
Broughton [123] ~7000 2 E | Ens. gew. Mittel| k.A.* 2.5-17 % Cray J-90 (16 CPU’s)
[
[
[
[
[
[

Tabelle 3.1: Vergleich der Protein-Ligand-Docking-Verfahren. Fiir jedes Verfahren sind der Erstautor und
die Referenz, die Zahl der Testsysteme (Liganden u. Proteine bzw. Ensemble (E)), der Grad der beriicksichtig-
ten Flexibilitdt bei Liganden u. Proteinen , die Grofienordnung der RMS-Abweichung der plazierten Liganden
(RMSD), die Laufzeit, die fiir das Docking eines Liganden im Durchschnitt benotigt wird, sowie die verwendete
Hardware angegeben. Eine genaue Beschreibung der Methoden findet man in den Abschnitten 3.3.2 — 3.3.4.
1) 2.T vorplaziert; ?) vorplaziert; ) des Proteins; *) Evaluation iiber Anreicherungsfaktoren; 5) Evaluation
iiber Rang bekannter Liganden; ¢) 5 — 32 CPU Stunden fiir die gesamte Datenbank; 7) 9 min — 17 h fiir
gesamte Datenbank, dabei wird ein Grofiteil der Liganden gar nicht erst gedockt; ®) Ergebnisse von CASP2,
bei der RMS-Abweichung wurden drei Komplexe nicht beriicksichtigt, weil sie kovalent gebunden (2) bzw. auf
einer falschen Ligandstruktur (1) beruhen; ?) Verwendung von Rotameren; !°) Evaluation iiber Wechselwir-
kungslangen.

Das Programm AutoDock [37, 173] fehlt in dieser Ubersicht, weil bis jetzt noch keine Daten iiber die Lauftzeit
bei Testsytemen mit Proteinflexibilitit versffentlicht worden sind. Der Ansatz von Zacharias et al. [176] fehlt
ebenfalls, weil Angaben iiber die Gesamtlaufzeit des Verfahrens und die Qualitit der Losungen fehlen.



Kapitel 4

Modellierung der
Proteinflexibilitit beim Docking

Die charakteristischen Figenschaften von Proteinen wurden bereits in Abschnitt 2.1 zu-
sammengefaflt und die mégliche Proteinflexibilitdt sowie ithre Auswirkung auf das Docking-
Problem im vorherigen Kapitel ausfiihrlich diskutiert. Hier soll nun eine Modellierung der
Proteinflexibilitat vorgestellt werden, die auf der einen Seite die physiko-chemischen Ei-
genschaften, die beim Docking eine Rolle spielen, moglichst genau reprasentiert und auf
der anderen Seite algorithmisch effizient zu handhaben ist. Dabei wird von einer gegebe-
nen Proteinstruktur ausgegangen, deren dreidimensionale Struktur im groflen und ganzen
erhalten bleibt. Die Modellierung der Proteinflexibilitdt beschrénkt sich somit auf die Sei-
tenkettenflexibilitdt und die Anpassung von Loops an den Liganden.

Die Modelle der Ligandflexibilitdt und der Wechselwirkungen sowie die Bewertungs-
funktion kann man von FLEXX tibernehmen. Sie wurden in Abschnitt 2.4 kurz skizziert
und werden deshalb hier nicht noch einmal erldutert. Allerdings macht die Représentation
der Proteinflexibilitdt Modifikationen an diesen Modellen notwendig, die in den nachfol-
genden Abschnitten dargestellt werden.

4.1 Proteinflexibilitat

Proteine haben eine definierte dreidimensionale Struktur. Sie kénnen andere Molekiile
aufgrund chemischer und geometrischer Komplementaritat sehr spezifisch erkennen. Zwar
konnen sich die Proteine unterschiedlichen Liganden anpassen, aber dabei muf} ein charak-
teristisches Wechselwirkungsmuster erhalten bleiben, um die Spezifitdt zu gewdhrleisten.
Deshalb basiert das hier vorgestellte Modell der Proteinflexibilitdt auf der Annahme, daf3
Konformationsunterschiede bei der Bindung verschiedener Liganden vor allem fiir einzel-
ne Seitenketten oder in den Loop-Bereichen auftreten, wahrend dagegen der Backbone-
Verlauf im groflen und ganzen erhalten bleibt. Diese Annahme wird einerseits durch experi-
mentelle Beobachtungen gestiitzt [108] andererseits ist sie notwendig, um die Komplexitat
des Problems einzuschrinken und die Anzahl der falsch-positiven Lésungen zu begrenzen.

Diese Arbeit geht davon aus, daf} es eine Menge mdglicher Proteinkonformationen gibt,
die z.B. bei der Bindung verschiedener Liganden beobachtet wurden, die aufgrund von Mo-
lekiildynamik-Simulationen [123] sinnvoll erscheinen oder die alternative Homologiemodel-
le eines Proteins sind. Ein weitgehend identischer Backbone-Verlauf ist charakteristisch fiir

29
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Abbildung 4.1: Segmentierung der Ami-
nosiurekette. Das Bild zeigt die Segmentie-
rung einer Aminosidurekette an einem Aus-
schnitt, der aus vier Residuen besteht. Die
Backbone- und Seitenketten- Abschnitte sind
jeweils ein einzelnes Segment und farblich an-
ders eingeférbt.

eine solche Menge von Strukturen, die hier als Ensemble bezeichnet wird. Zwar handelt
es sich dabei nicht um ein Ensemble im strengen thermodynamischen Sinn, aber eine
solche Menge von Proteinstrukturen enthélt vor allem Proteinkonformationen mit niedri-
ger Energie, die auch ein thermodynamisches Ensemble im Gleichgewicht dominieren. In
diesem Sinn sind diese beiden Begriffe verwandst.

Definition 8 (Ensemble) Unter einem Ensemble wird im Rahmen dieser Arbeit eine
Menge von Proteinstrukturen verstanden, die die Variabilitit eines Proteins in Form alter-
nativer Proteinkonformationen und Punktmutationen reprdsentiert. Charakteristisch fir
die Strukturen eines solchen Ensembles sind verschiedene Seitenkettenrotamere bzw. Muta-
tionen und unterschiedliche Loop-Konformationen, wihrend der ibrige Verlauf des Back-
bones weitgehend konserviert ist.

Die globale Struktur des Proteins ist durch ein Ensemble von Proteinstrukturen fest-
gelegt. Es kommt bei der Modellierung der Proteinflexibilitdt also nicht darauf an, vollig
neue Proteinkonformationen zu generieren, sondern eine Menge gegebener Konformatio-
nen effizient zu verwalten, wobei neue Kombinationen von Teilkonformationen méglich
sein sollten.

Analog zum Modell der Ligandflexibilitdt basiert die hier vorgestellte Modellierung der
Proteinflexibilitat auf einer geeigneten Zerlegung des Proteins in Teilstrukturen, die als
starre Bausteine betrachtet werden, aus denen man das Protein wieder zusammensetzen
kann. Eine Proteinstruktur wird jedoch anders als die Liganden nicht an allen azyklischen
Einfachbindungen zerschnitten, sondern entsprechend der natiirlichen Unterteilung der
Proteine an den Peptid-Bindungen zwischen den Aminosduren. Zusétzlich werden die ein-
zelnen Aminosduren in einen Backbone-Abschnitt und eine Seitenkette zerlegt. Abbildung
4.1 illustriert diese Segmentierung einer Aminosaurekette.

Definition 9 (Segment) FEin Segment s umfafft alle Atome, die zu einem Backbone-
Abschnitt oder einer Seitenkette einer Aminosdiure eines Proteins gehdoren.

Da die Peptidbindungen, die die Backbone-Abschnitte miteinander verbinden, planar
und starr sind (vgl. Abs. 2.1 u. Abb 2.1), gibt es nur einen mdglichen Torsionswinkel
fiir die Verkniipfung. Unterschiedliche Backbone-Verlaufe ergeben sich durch verschiedene
Konformationen der Backbone-Abschnitte.
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Fiir die Seitenketten der verschiedenen Aminosduren gibt es jeweils eine kleine Menge
typischer Konformationen (Rotamere). Aus der Proteindatenbank kann man sog. Rotamer-
Bibliotheken ableiten, die jedem Rotamer eine Wahrscheinlichkeit fiir sein Auftreten zu-
ordnen [194, 195]. Diese Rotamer-Bibliotheken werden bei der Modellierung von Protein-
strukturen eingesetzt [114, 196, 197]. Sie konnen aber auch zur Generierung alternativer
Proteinkonformationen verwendet werden.

Anstelle verschiedener Konformationen einer Seitenkette kann manchmal auch der Aus-
tausch einer Seitenkette durch eine andere Seitenkette beim Docking-Problem von Inter-
esse sein. Eine solche Punktmutation kann durch alternative Seitenketten ebenfalls leicht
modelliert werden.

Eine spezielle Konformation oder Mutation eines Segments wird hier Instanz genannt:

Definition 10 (Instanz) Eine Instanz i reprisentiert eine spezielle Konformation oder
Mutation eines Segments des Proteins.

Ein Protein besteht in dem beschriebenen Modell aus einer Folge von Backbone-
Segmenten, die jeweils mit einem Seitenketten-Segment verkniipft sind. Bei einer einzelnen
Proteinstruktur liegt jedes dieser Segmente in einer speziellen Konformation vor, das heifit,
jedes Segment hat genau eine Instanz.

Fiir das Docking von Liganden kann ein flexibles Protein in diesem Modell durch eine
Menge disjunkter, alternativer Instanzen fiir jedes Segment beschrieben werden, die bei
der Plazierung eines Liganden zu einer geeigneten Proteinkonformation kombiniert werden
kénnen. Die alternativen Instanzen werden von der sog. vereinigten Proteinbeschretbung
verwaltet.

4.1.1 Vereinigte Proteinbeschreibung

In einem Ensemble von Proteinstrukturen haben viele korrespondierende Segmente, ins-
besondere die Backbone-Abschnitte, sehr dhnliche Konformationen. Um redundante Kon-
formere zu entfernen, wird eine vereinigte Proteinbeschretbung erzeugt, die die Backbone-
Abschnitte bzw. die Seitenketten mit &hnlichen Konformationen zusammenfafit und nur
unterschiedliche Instanzen als getrennte Alternativen behandelt (vgl. Abb. 4.2).

Da die Strukturen des Ensembles nach Voraussetzung (vgl. Def. 8) einen weitgehend
identischen Backbone-Verlauf haben, kénnen die Backbone-Atome der Ensemblemitglie-
der iiberlagert und die Instanzen der sich entsprechenden Segmente verglichen werden. Als
MaB fiir die Ahnlichkeit zweier Instanzen dienen ihre RMS-Distanz sowie der maximale
Abstand der korrespondierenden Atome. Sind sie beide kleiner als ein gegebener Schwell-
wert, werden die Instanzen zu einer neuen Instanz verschmolzen, wobei die Positionen der
Atome aus dem Mittelwert der alten Atomkoordinaten entstehen. Beschreiben zwei Instan-
zen zwei Seitenketten verschiedener Aminoséurereste (Mutation), werden sie grundsatzlich
getrennt behandelt. Die RMS-Distanz zwischen zwei unterschiedlichen Aminosadureresten
kann deshalb als unendlich betrachtet werden.

Definition 11 (Verschmelzen von Instanzen) Sei RMSD(i,j) die RMS-Distanz zwi-
schen den Instanzen i,j (vgl. Def. 7), ¢, die Koordinaten des Atoms a der Instanz i und
t€{1,2,..,20} die verschiedenen Aminosiuretypen sowie T'(¢) der Typ der Instanz i mit

) { 0 : wenn tein Backbone-Abschnitt ist
T() =

t : wenn t eine Seitenkette einer Aminosdure vom Typ t ist
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ahnliche Instanzen
werden zusammen-
gefaldt

Abbildung 4.2: Vereinigte Proteinbeschreibung. Die vereinigte Proteinbeschreibung (rechts)
wird aus den iiberlagerten Ensemblestrukturen (links) erzeugt, indem #hnliche Instanzen zusam-
mengefait werden und deutlich verschiedene Konformationen als separate Alternativen behandelt
werden.

Eine Menge Instanzen I C I, eines Segments s wird genau dann verschmolzen, wenn
Vijel  T@)=T() A BMSD(i,j) <dmaw A max(|lc; —cill) < maa

Die neuen Koordinaten ergeben sich aus dem Mittelwert der alten Koordinaten:

1 i
= cha Va

el

neu
a"fL

Der Schwellwert 6,4, darf nicht zu grofi gewahlt sein, weil nur solche Instanzen zusam-
mengefafit werden sollen, die so dhnlich sind, dal man sie durch eine einzige Instanz re-
prasentieren kann. In dieser Arbeit wird ein Schwellwert von 6,4, = 1.0 A verwendet (vgl.
Abs. 7.1). Die Verzerrung der verschmolzenen Instanzen und der Bindungen zwischen be-
nachbarten Segmenten sollte deshalb so gering ausfallen, dafl man sie beim Docking durch
geringe Toleranzen bei der Suche nach Wechselwirkungen und ihrer Bewertung sowie bei
der Uberlappung zwischen Protein und Ligand ausgleichen kann.

Jedes Segment s € S der vereinigten Proteinbeschreibung entspricht einer Menge al-
ternativer Instanzen I, fiir die jeweiligen Backbone-Abschnitte bzw. Seitenketten. Die
Instanzen i; € I; konnen entweder direkt, das heifit unverdndert aus einer der zugrun-
deliegenden Ensemblestrukturen stammen, oder durch das Verschmelzen sehr dhnlicher
Instanzen verschiedener Ensemblemitglieder entstanden sein. Deshalb enthélt jedes Seg-
ment mindestens eine Instanz, wenn alle Strukturen des Ensembles fiir ein Segment sehr
dhnliche Konformationen haben, und maximal Ng,, Instanzen, wobei Ng,s die Anzahl
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4 Abbildung 4.3: Inkompatibilitdt von In-

v 3 stanzen. Die Darstellumg illustriert die ver-
a Y & schiedenen Typen von Inkompatibilitit: (a)
logisch: die Instanzen sind Alternativen von-
. einander; (b) geometrisch: die Instanzen iiber-
‘ . / lappen; (c) strukturell: Instanzen, die zu
h H verschiedenen Loop-Konformationen gehéren,
,i diirfen nicht kombiniert werden. (d) indirekt:
d 21762,2/\1,27623/\23761,4$217(/L4

der Ensemblestrukturen ist, falls alle korrespondierenden Segmente verschiedene Konfor-

oy,
o .

mationen oder Mutationen aufweisen.

An dieser Stelle muf auf einen Sonderfall hingewiesen werden, der durch die Mutation
eines Glycins entsteht. In diesem Fall mufl man als Alternative fiir die Seitenkettenin-
stanz(en) der Mutation eine leere Instanz erzeugen, die die nicht vorhandene Seitenkette
des Glycins reprasentiert. Solche Instanzen werden in dieser Arbeit als Pseudoinstanzen
bezeichnet. Pseudoinstanzen sind volumenlos und haben keine Koordinaten.

Fiir das aktive Zentrum der vereinigten Proteinbeschreibung miissen bei dieser Model-
lierung der Proteinflexibilitdt immer alle Instanzen eines Segments beriicksichtigt werden,
da man bei der Auswahl von Instanzen immer auch alle Alternativen betrachten mufl. Dar-
um gehoren alle Segmente, in denen es mindestens eine Instanz gibt, die zu einem aktiven
Zentrum einer Ensemblestruktur gehort, komplett zum aktiven Zentrum der vereinigten
Proteinbeschreibung.

Die Zahl der Instanzen eines Segments der vereinigten Proteinbeschreibung kann zusétz-
lich durch Rotamere aus einer Bibliothek erweitert werden, wenn es nicht gentigend al-
ternative Konformationen im Ensemble von Proteinstrukturen gibt, oder nur eine einzige
Proteinkonformation zu Verfiigung steht.

4.1.2 Inkompatibilitit von Instanzen

Nicht alle Instanzen der vereinigten Proteinstruktur konnen beliebig miteinander zu Pro-
teinstrukturen kombiniert werden. Einige Instanzen schlieflen sich gegenseitig aus. Sie
werden als inkompatibel bezeichnet. Instanzen, die gleichzeitig in einer Proteinkonformati-
on auftreten kénnen, sind dagegen kompatibel miteinander. Es lassen sich vier Typen von
Inkompatibilitdt unterscheiden (vgl. Abb. 4.3):

e logische Inkompatibilitat: zwei Instanzen sind Alternativen voneinander
e geometrische Inkompatibilitat: zwei Instanzen iiberlappen sich
e strukturelle Inkompatibilitat: zwei Instanzen einer Kette sind nicht verbunden

e indirekte Inkompatibilitdt: zwei Instanzen schlieen sich durch Abhéngigkeiten aus
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Die logische Inkompatibilitit ergibt sich aus der Definition der vereinigten Proteinbe-
schreibung: Zwei Instanzen des gleichen Segments sind inkompatibel, weil sie Alternativen
voneinander sind, von denen jeweils nur eine verwendet werden darf.

Zwei Instanzen koénnen auch nicht gleichzeitig in einer Proteinkonformation enthalten
sein, wenn sie sich rdumlich {iberlappen. Diese Instanzen sind geometrisch inkompatibel.
Da die Atome einerseits als starre Kugeln modelliert werden und andererseits die Konfor-
mationen durch das Verschmelzen von Instanzen leicht verdndert sein kénnen, mufi man
jedoch ein geringes Uberlappungsvolumen von 5.5 A3 tolerieren (vgl. Abs. 7.1). Instan-
zen von kovalent gebundenen Segmenten diirfen sich uneingeschrankt durchdringen. Diese
Bindungen treten zwischen benachbarten Backbone-Segmenten, dem Backbone- und dem
Seitenketten-Segment einer Aminosaure, beim Ringschlufl der Proline und zwischen zwei
Cysteinen (Disulfid-Bindung) auf. Pseudoinstanzen haben kein Volumen und iiberlappen
deshalb mit keiner anderen Instanz.

Die einzelnen Aminosdureketten eines Proteins diirfen in einer méglichen Proteinkon-
formation nicht unterbrochen sein. Deshalb miissen zwei Instanzen einer solchen Kette
jeweils direkt oder liber eine Folge kompatibler Instanzen miteinander verbunden sein. Ist
das nicht der Fall, sind diese beiden Instanzen strukturell inkompatibel. Die Verkniipfun-
gen zwischen den Instanzen entsprechen entweder den Peptidbindungen im Backbone oder
der (', — Cg-Bindung zwischen dem Backbone und einer Seitenkette. Da diese Bindungen
ebenfalls durch das Verschmelzen leicht verzerrt sein kénnen, mufl auch hier eine Toleranz
zur theoretischen Bindungslidnge [198] erlaubt werden. Somit gelten zwei Instanzen i, j;
als direkt verbunden (7, < j;), wenn der Abstand der zu verkniipfenden Atome in etwa der
theoretischen Bindungslinge entspricht (£1.0 A, vgl. Abs. 7.1). Die Instanzen i, j; sind
indirekt verbunden, wenn es eine Folge von direkt verbundenen Instanzen k,,, .., k, gibt,
so daf} 7, >4 kyy, D4 kypyy1...ky, D4 7. Durch diese Modellierung wird insbesondere vermieden,
daf} eine rekombinierte Proteinstruktur zwischen zwei alternativen Loop-Konformationen
hin und her wechselt.

Zwei Segmente s,t sind verkniipft, wenn es mindestens ein Paar von Instanzen (i, j;)
gibt, die miteinander verbunden sind z; > j;. Fiir alle Seitenketteninstanzen sollte es
mindestens eine Verbindung zu einer Backbone-Instanz geben, das heifit, alle Seitenket-
tensegmente sollten mit einem Backbone-Segment verkniipft sein. Dagegen konnen jedoch
zwischen zwei Backbone-Segmenten Unterbrechungen auftreten, z.B. wenn ein Protein aus
mehreren Aminosdureketten besteht oder wenn einzelne Atome oder Aminosiuren in der
PDB-Datei fehlen. Eine Folge von verkniipften Backbone-Segmenten wird als Segmentkette
bezeichnet.

Gibt es mehrere Segmentketten, 148t sich nicht ohne weiteres entscheiden, welche In-
stanzen der beiden Segmente der Kettenenden man verbinden darf. Da das Modell der Pro-
teinflexibilitdt aber von einem im groflen und ganzen dhnlichen Backbone-Verlauf ausgeht,
sollten in der Regel alle Verkniipfungen zwischen den Instanzen dieser beiden Backbone-
Segmente moglich sein. Deshalb werden die Instanzen zweier Backbone-Segmente, die nicht
zu derselben Segmentkette gehdren, immer als strukturell kompatibel betrachtet.

Diese technisch motivierte Definition hat vor allem die Aufgabe, Backbone-Unterbrech-
ungen auflerhalb des erweiterten aktiven Zentrums behandeln zu kénnen. Insbesondere bie-
tet sie die Moglichkeit, Teile des Proteinkerns wegzulassen, die nicht an der Ligandbindung
beteiligt sind. Wenn eine Unterbrechung der Segmentkette jedoch in einem Loop inner-
halb des aktiven Zentrums auftritt, fiihrt diese Definition unter Umstédnden zu falschen
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Ergebnissen, weil sie einen Wechsel zwischen verschiedenen Loop-Konformationen zuléfit.
Backbone-Unterbrechungen innerhalb eines Loops sind jedoch in der Regel auf fehlende
Atome oder Aminosduren zuriickzufiihren und Strukturen, bei denen das aktive Zentrum
unvollstandig ist, sind ohnehin als Basis fiir Docking-Anwendungen ungeeignet.

SchlieBlich gibt es die indirekte Inkompatibelitit, die aufgrund fortgesetzter Abhéngig-
keiten zwischen Instanzen auftreten kann, die ansonsten logisch, geometrisch und struk-
turell kompatibel sind. Diese Art der Inkompatibilitdt kann sehr weit reichen und ist fir
den allgemeinen Fall sehr aufwendig zu berechnen, weil es sich dabei nicht einfach um
einen transitiven Abschlufl der Inkompatibilitdt fiir eine Menge von Instanzen handelt.
Um das darstellen zu kénnen, miissen jedoch zunéchst die Begriffe giltige Proteinkonfor-
mation und Inkompatibilititsgraph eingefithrt werden. Deshalb wird dieser Effekt erst in
Abschnitt 4.2.2 ndher erklért.

Definition 12 (Inkompatibilitit von Instanzen) Zwe: Instanzeni,j sind genau dann
imkompatibel i o j, wenn sie aus logischen, geometrischen oder strukturellen Grinden oder
aufgrund indirekter Abhdngigkeiten nicht gleichzeitig in einer Proteinkonformation enthal-
ten sein kénnen.

Definition 13 (Kompatibilitit von Instanzen) Zwei Instanzen i,j sind genau dann
kompatibel 1 ~ j, wenn ste nicht inkompatibel sind:

i~j e @A)
4.1.3 Giiltige Proteinkonformationen

Eine in der Realitdt mogliche Proteinkonformation besteht in dem hier beschriebenen
Modell aus einer Menge von kompatiblen Instanzen. Diese Menge muf} fiir jedes Seg-
ment genau eine Instanz enthalten, denn jedes Segment repréisentiert eine Auswahl von
alternativen Konformationen, von denen genau eine in einer giltigen Proteinkonformation
enthalten sein mu#f.

Definition 14 (Giiltige Proteinkonformation) Eine giltige Proteinkonformation I*
st eine Teilmenge von kompatiblen Instanzen, die genau eine Instanz aus jedem Segment
enthdlt:

rc|rn mit i~j Vigjel* A |I'nL|=1 VseS§

Aus der vereinigten Proteinbeschreibung lassen sich gegebenenfalls eine Vielzahl un-
terschiedlicher giiltiger Proteinkonformationen konstruieren. Die Menge aller dieser Kon-
formationen ist die diskrete Teilmenge des gesamten Konformationsraums des Proteins,
die von dem hier beschriebenen Modell der Proteinflexibilitdt bei der Plazierung eines
Liganden erfafit wird. Somit ist die Anzahl der beriicksichtigten Proteinkonformationen
im allgemeinen erheblich grofler als die Zahl der Ensemblestrukturen.

4.2 Kompatibilitdtsgraph

Die Abhéngigkeiten zwischen den einzelnen Instanzen reprédsentiert der sog. Kompatibi-
litdtsgraph, in ihm sind je zwei paarweise kompatible Instanzen mit einer Kante verbunden:
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Definition 15 (Kompatibilititsgraph) Die Instanzen bilden die Knoten des Kompa-
tibilitatsgraphen. Die Kanten verbinden die Instanzen, die miteinander kompatibel sind:

K
E

(I, E)
i,y c1]v~3}

Da alle Instanzen einer giiltigen Proteinkonformation paarweise kompatibel sein miissen,
entspricht eine giiltige Proteinkonformation im Kompatibilitdtsgraphen einer Menge von
vollstindig miteinander verbundenen Knoten, einer sog. Cligue [199], die genau eine In-
stanz aus jedem Segment enthalten mufl:

Lemma 1 (Giiltige Proteinkonformation im Kompatibilititsgraphen) FEine giilt:-
ge Proteinkonformation I™ entspricht einer Cliqgue im Kompatibilititsgraphen mit genau
etnem Knoten aus jedem Segment s:

{i,jYeE ¥Yi,jCI" A |I'NI|=1 VseSs

Fiir einige Betrachtungen ist es einfacher, den Graphen zugrunde zu legen, der aus
der komplementéren Kantenmenge E = {{i,j} C I}/E entsteht. Er wird in in dieser
Arbeit als Inkompatibilititsgraph bezeichnet. Da die Zahl der Kanten |E| im Inkompa-
tibilitatsgraphen wesentlich kleiner ist als im Kompatibilitdtsgraphen, eignet sich dieser
Graph besser zur Visualisierung. Segmente werden in den Abbildungen durch Kreise um
die Instanzen/Knoten dargestellt (s. Abb. 4.4).

Definition 16 (Inkompatibilititsgraph) Die Instanzen bilden die Knoten des Inkom-
patibilititsgraphen. Kanten verbinden die Instanzen, die miteinander inkompatibel sind:

K = (LLE)
E = {{i,j}CI|isj}

Aus einer Clique im Kompatibilitdtsgraphen wird im Inkompatibilitatsgraphen eine
unabhingige Menge von Knoten [199], das heifit, eine Menge von Knoten, zwischen denen
keine Kanten existieren. Entsprechend wird eine giiltige Proteinkonformation durch eine
unabhéngige Menge reprisentiert, die genau eine Instanz aus jedem Segment enthalt.

Lemma 2 (Giiltige Proteinkonformation im Inkompatibilitdtsgraphen) FEine
giiltige Proteinkonformation I* entspricht einer unabhingigen Menge von Knoten im
Inkompatibilititsgraphen mit genau einem Knoten aus jedem Segment s:

{i,j3¢ E Y{i,;3CI" A |I'nNl|=1 VseS§

Die Segmente selbst bilden Cliquen im Inkompatibilitdtsgraphen bzw. unabhéngige
Mengen im Kompatibilitdtsgraphen, weil alle Instanzen eines Segments paarweise inkom-
patibel sind. Deshalb enthilt eine giiltige Proteinkonformation bereits per Definition ma-
ximal einen Knoten aus jedem Segment. Die zusétzliche Bedingung besteht also nur darin,
daf} alle Segmente {iberdeckt werden miissen.
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Abbildung 4.4: Inkompatibilitdtsgraph.
Die Abbildung zeigt den Inkompatibilitits-
graphen einer Proteinstruktur, die im Hinter-
grund zu sehen ist. Die Knoten und Kanten
sind griin und die Segmente blau dargestellt.
Eine giiltige Proteinkonformation entspricht
einer unabhingigen Menge (gelb).

4.2.1 Zusammenhangskomponenten des Inkompatibilititsgraphen

Der Inkompatibilitatsgraph zerfallt wie jeder Graph in Zusammenhangskomponenten [199],
das sind maximale zusammenhingende Teilgraphen (vgl. Abb. 4.5). Da es zwischen Kno-
ten verschiedener Zusammenhangskomponenten nach Definition keine Kanten gibt, die
Segmente aber Cliquen bilden, besteht jede Zusammenhangskomponente im Inkompatibi-
litdtsgraphen aus vollstdndigen Segmenten, das heifit, die Instanzen eines Segments sind
in keinem Fall auf zwei Zusammenhangskomponenten verteilt.

Lemma 3 (Vereinigung unabhingiger Mengen) Es seien I alle Knoten und S alle
Segmente im Inkompatibilititsgraphen, der in eine Menge von Zusammenhangskomponen-
ten Z = {z1, 22, .., 2, } zerfdllt. Seien I, alle Instanzen des Segments s sowie S, die Menge
der Segmente, I, alle Knoten und I} eine unabhingige Menge der Zusammenhangskom-
ponente z, die S, abdeckt, dann bildet die Vereinigung aller dieser unabhdingigen Mengen
I} wiederum eine unabhingige Menge I* auf dem gesamten Graphen, die genau einen
Knoten aus jedem Segment s enthdlt:

Ve V{i,5}y C I {i,j;}¢E A |IInL|=1 Vs€S,
= UL=1" A V{ij5CI" {i,j}¢E A |[I'NL|=1 VseS

Beweis: Die Vereinigung der unabhéngigen Mengen aller Zusammenhangskomponenten
des Inkompatibilitatsgraphen ist selbst eine unabhédngige Menge im gesamten Graphen,
denn nach den Definitionen der unabhingigen Mengen und der Zusammenhangskompo-
nenten gibt es keine Kanten zwischen den Knoten derselben unabhangigen Menge oder
zwischen den Knoten verschiedener Zusammenhangskomponenten.

Wenn alle unabhéngigen Mengen der Zusammenhangskomponenten genau einen Kno-
ten aus jedem Segment der jeweiligen Zusammenhangskomponente enthalten, umfafit die



38 KAPITEL 4. MODELLIERUNG DER PROTEINFLEXIBILITAT

Abbildung 4.5: Zusammenhangskompo-
nenten. Das Bild zeigt die Zerlegung des
Inkompatibilitdtsgraphen in Zusammenhangs-
komponenten. Die unabhingigen Mengen
(gelb) der einzelnen Zusammenhangskompo-
nenten bilden auch auf dem gesamten Gra-

phen eine unabhingige Menge.

Vereinigung der unabhéngigen Mengen aller Zusammenhangskomponenten auch fiir den
gesamten Graphen genau einen Knoten aus jedem Segment. Denn gébe es ein Segment,
aus dem kein Knoten der Vereinigungsmenge stammt, dann wiirde entweder eine Zusam-
menhangskomponente in der Vereinigung fehlen oder es gébe eine Zusammenhangskom-
ponente, in der ein Segment nicht abgedeckt wére. Beides ist nach Voraussetzung nicht
erlaubt.

Es kann auch kein Segment geben, in das zwei Knoten gehoren, denn dann hétte
entweder bereits eine unabhingige Menge einer einzelnen Zusammenhangskomponente
ein solches Segment besessen, was nach Voraussetzung nicht méglich ist, oder die beiden
Knoten miifiten aus verschiedenen Zusammenhangskomponenten stammen. Aber auch das
ist unmdglich, weil alle Knoten eines Segments paarweise verbunden sind. Die Segmente
fallen deshalb vollstandig in eine Zusammenhangskomponente. O

Somit kénnen die unabhingigen Mengen der einzelnen Zusammenhangskomponenten
unabhingig voneinander bestimmt werden. Die Suche nach einer geeigneten giiltigen Pro-
teinkonformation bei der Plazierung eines Liganden in die vereinigte Proteinstruktur, die
in dieser Modellierung der Suche nach einer geeigneten unabhéngigen Menge im Inkom-
patibilitatsgraph entspricht, zerfallt durch die Zerlegung in Zusammenhangskomponenten
in unabhéngige Teilprobleme.

4.2.2 Indirekte Inkompatibilitit in Zusammenhangskomponenten

Die indirekte Inkompatibilitdat (vgl. Abs. 4.1.2) entsteht durch die Abhéngigkeit zwischen
der Inkompatibilitdt und der Bedingung, dafl eine giiltige Proteinkonformation genau eine
Instanz aus jedem Segment enthalten muf}. Sie kann deshalb nur zwischen Instanzen in-
nerhalb einer Zusammenhangskomponente auftreten. Abbildung 4.6 veranschaulicht das
an einem sehr einfachen Beispiel.
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Abbildung 4.6: Indirekte Inkompatibilitat.
Die Darstellung zeigt drei Segmente r,s,t € §
0 o (blau) mit je zwei Instanzen ¢,j und ihre In-

kompatibilitdten (griin) zuichst ohne die In-

M’ stanz ks. Wird ks beriicksichtigt, so entfillt

die Kante j, # ;.

Gegeben sind drei Segmente r,s,t € S mit je zwei Instanzen ¢, 7. Die Instanzen der
Segmente sind jeweils logisch inkompatibel ¢ # j, Vo € {r,s,t}. AuBerdem sind die
Instanzen j, # 15 und js # i+ jeweils paarweise inkompatibel (z.B. geometrisch). Daraus
folgt, dal auch 7, +£ i;. inkompatibel sind. Denn wenn j,. fiir eine giiltige Proteinkonforma-
tion ausgewahlt wird, kann 7, nicht benutzt werden. Da aber eine Instanz aus s verwendet
werden muf}, mufl man j; in die Proteinkonformation aufnehmen. Damit ist jedoch i; aus-
geschlossen. Héatte das Segment s noch eine weitere Instanz kg, die mit allen Instanzen
aus r und t kompatibel wire, triate dieser Effekt allerdings nicht auf. Ferner sind 2, und
J¢ in jedem Fall kompatibel. Also entspricht die indirekte Inkompatibilitiat nicht einfach
einem transitiven Abschlufl der Inkompatibilitat fiir eine Menge von Instanzen. Ein solcher
transitiver Abschlufl wiirde in einer Zusammenhangskomponente zu einer Clique fiihren.

Die Inkompatibilitdt bezieht sich jeweils nur auf Paare von Instanzen, sie ist abgese-
hen von der strukturellen Inkompatibilitat nicht transitiv. Die indirekte Wirkung entsteht
allein durch die zusédtzliche Bedingung, daff genau eine Instanz aus jedem Segment aus-
gewdhlt werden mufl. Aus diesem Grund ist die indirekte Inkompatibilitdt nur sehr auf-
wendig zu bestimmen, indem man den Inkompatibilitdtsgraphen fiir jeden Knoten erneut
analysiert. Dabei muf dieses Verfahren jeweils fiir alle Knoten wiederholt werden, wenn
man eine neue Inkompatibilitatskante findet. In dieser Arbeit wird deshalb unter Ausnut-
zung der Transitivitdt nur die indirekte strukturelle Inkompatibilitat bestimmt (vgl. Abs.
5.2).

4.3 Wechselwirkungen

Die Wechselwirkungen, die die Instanzen im aktiven Zentrum der vereinigten Proteinbe-
schreibung ausbilden kénnen, werden mit den Wechselwirkungsgeometrien modelliert, die
auch FLEXX verwendet. Ebenso kann die Unterteilung in unterschiedlich stark gerichtete
Wechselwirkungen und die Diskretisierung der Wechselwirkungsflachen in eine Menge von
Punkten unveridndert iibernommen werden (vgl. Abs. 2.4.2).

Die Wechselwirkungspunkte reprasentieren mégliche Positionen von Ligandatomen.
Deshalb werden Testkugeln mit den Van-der-Waals-Radien der zu plazierenden Atome an
die Position der Punkte gelegt und das Uberlappungsvolumen mit dem Protein bestimmt.
Ubersteigt dieses Volumen einen Schwellwert V., = 5.5 A3 (vgl. Abs. 7.1), so kann man
an dieser Stelle kein Ligandatom plazieren. Der Punkt ist unzugénglich und kann verworfen
werden.

In der vereinigten Proteinbeschreibung kann ein Wechselwirkungspunkt jedoch nur
dann sicher verworfen werden, wenn es keine einzige giiltige Proteinkonformation gibt,
in der der Punkt zuginglich ist. Dies festzustellen ist aber sehr aufwendig, weil dazu
alle Proteinkonformationen erzeugt, das heifit alle Cliquen des Kompatibilitdtsgraphen
aufgezdhlt werden miifiten. Deshalb geht diese Arbeit von der folgenden vereinfachten
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Abbildung 4.7: Unzugingliche Wechselwir-
kungspunkte. Ein Wechselwirkungspunkt gilt
nur dann als unzugénglich, wenn es in einem Seg-
ment keine kompatible Instanz gibt, mit der er
nicht iiberlappt. In der Abbildung sind die Wech-
selwirkungsgeometrien zweier Instanzen O1,02
dargestellt. Thre Wechselwirkungspunkte werden
durch die jeweils alternative Instanz nicht beein-
flult, weil O1 und O2 inkompatibel sind. Aufler-
dem sind die zwei Instanzen S1 und 52 eines an-
deren Segments dargestellt, die jeweils kompati-
bel zu O1 und O2 sind. Obwohl einige Wechsel-
wirkungspunkte von O1 mit S2 {iberlappen, wird
keiner dieser Punkte verworfen, weil es in diesem
Segment auch die Instanz S1 gibt, die keinen der

Punkte schneidet.

Definition aus, um zu entscheiden, ob ein Wechselwirkungspunkt verworfen werden kann
(vgl. Abb. 4.7).

Definition 17 (Unzugénglicher Wechselwirkungspunkt) Seien V}, das Volumen ei-
ner Instanz j € Iy des Segments t € S und V), das Volumen einer Testkugel, die an der
Position des Wechselwirkungspunkts p;, einer Wechselwirkungsgeometrie, die zu der In-
stanz © € Iy des Segments s € S gehért. p;, ist genauw dann unzuginglich, wenn

dte S V]’ c {] e I; | Jt ~ /I/q} ‘/Ié N -[/;7,;8 > Vinas

Die zu 7 inkompatiblen Instanzen diirfen nicht berticksichtigt werden, weil sie nach
Definition der Kompatibilitdt nicht gleichzeitig mit ¢ verwendet werden kénnen. Falls p;
innerhalb der Instanz i selbst liegt, ist er unzuginglich, weil ¢ die einzige Instanz des
Segments s, ist, mit der + kompatibel ist.

Fiir die Auswahl der Wechselwirkungspunkte nach dieser Definition ist es nicht notwen-
dig, alle Proteinkonformationen zu erzeugen. Allerdings kann es theoretisch durch indirekte
Inkompatibilitdten zwischen den Instanzen Wechselwirkungspunkte geben, die félschlich
fiir zugénglich gehalten werden (falsch-positiv). Diese Félle sind in der Praxis aber eher
selten und fiihren zu Plazierungen, bei denen der Ligand mit dem Protein kollidiert, so dafl
dann die Vorhersage verworfen wird. Deshalb fithrt auch dieser Fall nicht zu unzuléssigen
Losungen.

4.4 Oberflache

Nur die Atome, die an der Oberfliche eines Proteins liegen, kénnen mit dem Liganden in
Wechselwirkung treten. Nur diesen Atomen brauchen deshalb Wechselwirkungsgeometrien
zugeordnet werden.

Der Anteil einer Instanz ¢ an der Gesamtoberfliche eines Proteins hangt nicht allein
von der Konformation von 2 ab, sondern auch von der Lage der rdumlich benachbarten
Instanzen ,,, ..,%,, € I in einer giiltigen Proteinkonformation. Deshalb kann dieser Ober-
flichenanteil von 2 bei verschiedenen Proteinkonformationen variieren und die Proteinober-
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fliche kann nicht einfach additiv aus konstanten Beitragen der Instanzen zusammengesetzt
werden.

Aus diesem Grund 1Bt sich nicht ohne weiteres entscheiden, ob sich ein Atom einer
Instanz in irgendeiner giiltigen Proteinkonformation an der Oberfliche befindet. Um alle
potentiellen Oberflichenatome zu finden, miifiten alle zulassigen Cliquen des Kompatibi-
litdtsgraphen aufgezdhlt und die Oberflachen der entsprechenden Proteinkonformationen
berechnet werden. Auch wenn jeweils nur die Anderungen der Oberfliche neu berechnet
wiirden, wére dies ein sehr aufwendiges Verfahren.

Eine naheliegende Vereinfachung besteht darin, statt der Oberflachen aller moglichen
Proteinkonformationen, nur die Oberflichen der zugrunde liegenden Ensemblestrukturen
zu verwenden, die eine repréisentative Auswahl von Konformationen darstellen sollten.
Allerdings kénnen dabei mogliche Wechselwirkungen {ibersehen werden, und zwar solche
an Atomen, die erst durch eine Rekombination der Ensemblestrukturen an die Oberflache
gelangen.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, iiberhaupt keine Oberflache zu berechnen, son-
dern stattdessen zunichst allen Atomen, die zum aktiven Zentrum gehoéren, geeignete
Wechselwirkungsgeometrien zuzuordnen und die Auswahl von Wechselwirkungspunkten
dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen Uberlappungstest zu iiberlassen.

Da sich bei praktischen Tests zwischen den beiden Ansétzen kaum Unterschiede zeig-
ten, wird in dieser Arbeit aus folgenden Griinden der zweite Ansatz verwendet:

1. Er ist schneller. Denn es werden iiberhaupt keine Oberflichen berechnet und der
Uberlappungstest muf fiir den grofiten Teil der Wechselwirkungspunkte in jedem
Fall durchgefiihrt werden.

2. Er ist unabhéngig von den Ensemblestrukturen. Das heifit, es macht keinen Unter-
schied, wie die Konformationen der Instanzen auf die Ensemblestrukturen verteilt
sind.

3. Er erzeugt unter Umsténden einige wenige falsch-positive, aber keine falsch-negativen
Wechselwirkungspunkte. Dadurch werden keine méglichen Wechselwirkungen iiber-
sehen. Wechselwirkungspunkte, die eigentlich unméglich wéren, fithren dagegen zu
Plazierungen mit Uberlappungen zwischen Ligand und Protein, die dann nicht weiter
berticksichtigt werden.

4. Er eignet sich auch fiir den Fall, dafl die Instanzen der Segmente mit Hilfe von Rot-
amerbibliotheken angereichert werden. Da es fiir die Rotamere keine vollstdndigen
Ensemblestrukturen gibt, ware hier eine Oberflichenberechnung nicht ohne weiteres
moglich.

4.5 Bewertungsfunktion

Bewertungsfunktionen, die fiir das Docking-Problem eingesetzt werden, bestehen im all-
gemeinen aus einem Grundterm AG)(P, L), der global vom Protein P und vom Ligan-
den L abh&ngen kann, sowie mehreren unabhéngigen additiv verkniipften Termen fiir die
verschiedenen Wechselwirkungstypen W. Die Beitrdage der einzelnen Wechselwirkungen
w € W zur Gesamtenergie werden dabei mit den Funktionen f,, (w) gewichtet (vgl. Abs.

2.3).
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AG = AGy(P,L) +ZAGW 3 fw(w (4.1)
weWw

Aufgrund der Additivitdt der Bewertungsfunktion kénnen die Wechselwirkungen zwi-
schen einem Liganden und den einzelnen Instanzen i einer giiltigen Konformation I* se-
parat bestimmt und anschliefend zur Gesamtbewertung addiert werden:

AGgs = AGy(P,L)+ ) AG; (4.2)
el
= AGy(P, L)+ ) (ZAGW > fu w) (4.3)
iel* w; EW

Fiir eine gegebene Ligandkonformation ist die Proteinkonformation I;, optimal, die
diesen Ausdruck minimiert. Es kann auch mehrere solcher Konformationen I;, geben, die
jeweils einer unabhéangigen Menge von Instanzen im Inkompatibilitatsgraphen entsprechen

LEI;Pt w; EW

AGin = AG(P,L)+ > (Z AGy, > fo (wi)> < AGyes(I) VI' (4.4)

Die Zusammenhangskomponenten z € Z des Inkompatibilititsgraphen kénnen un-

abhingig voneinander nach optimalen Teilkonformationen, das heifit nach unabhingigen

Mengen von Instanzen I} mit minimaler Energie durchsucht werden (Lemma 3, Abs.

4.2.1). Die Gesamtenergie 148t sich als Summe der minimalen Bewertungen der einzelnen
Zusammenhangskomponenten z € Z berechnen:

AGmin = AGy(P,L)+ me{z (Z AG, Y [y (wi )} (4.5)

z2€Z 1€T* w, EW

Da die Instanzen der verschiedenen Segmente nicht unabhéngig voneinander sind, kann
man jedoch nicht lokal fiir jedes Segment s die Instanz ¢ mit minimaler Energie auswahlen,
um das globale Minimum zu finden. Die Summe dieser Energien ist aber eine untere
Schranke fiir die minimale Bindungsenergie:

AG,, = AGy(P, L)+ me (Z AGy > fo(wi ) < Gnin (4.6)

w; €W

Im Rahmen dieses allgemeinen additiven Bewertungschemas kann man verschiedene
Bewertungsfunktionen realisieren (vgl. Abs. 2.3). In dieser Arbeit wird die empirische
Funktion von Bshm [61] benutzt, die fiir FLEXX modifizierte wurde (vgl. Abs. 2.4.3).

Somit ergeben sich fiir Gleichung 4.2 die folgenden Terme:
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AGy(P,L) =
AG; =

+

+

+

AGO + AGrot X Nrot
AG, Y. f(AR,Aa)

neutral H—bonds

AG,, Y f(AR,Aa)

ionic int.

AGuo 3 f(AR,Aa)

aro int.

AGipo Y. [*(AR)

lipo. cont.
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(4.9)
(4.10)

(4.11)

Der globale Grundterm AG((P, L) hingt nur vom Liganden ab und besteht aus der
Konstanten AG(y und dem Faktor AG, ¢, der proportional zur Zahl N,,; der drehbaren
Bindungen im Liganden ist. Er berticksichtigt den Entropieverlust durch die Bindung des
Liganden aufgrund der Einschrdnkung von drehbaren Bindungen.

Die folgenden Terme (4.8-4.11) summieren fiir alle Instanzen iiber alle paarweisen

Wechselwirkungen zwischen der Instanz und dem Liganden. Dabei werden die gleichen
Parameter verwendet wie fiir FLEXX (s. Tab. 2.1, Abs. 2.4.3).
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Kapitel 5

Algorithmische Konzepte zur
Behandlung der Proteinflexibilitéit

Das Modell der Proteinflexibilitdt basiert zum einen auf der vereinigten Proteinbeschrei-
bung und zum anderen auf dem Konzept der Inkompatibilitdt. Diese Datenstrukturen
miissen erzeugt werden. Auflerdem mufl man die Algorithmen zur Plazierung der Ligan-
den, die FLEXX verwendet (s. Abs. 2.4.4), fiir die Behandlung alternativer Proteinkonfor-
mationen anpassen.

Dieses Kapitel beschreibt zunachst, wie die vereinigte Proteinbeschreibung und der
Inkompatibilitdtsgraph erzeugt werden. Danach stellt es ein Verfahren zur Reduktion der
Hashtabelle vor, weil die vereinigte Proteinbeschreibung aufgrund der alternativen Instan-
zen sehr viele Wechselwirkungspunkte enthalten kann. Anschlieflend wird erlautert, wie
die Instanzen fiir eine giiltige Proteinkonformation wéhrend der Plazierung eines Liganden
ausgewahlt werden.

5.1 Awufbau der vereinigten Proteinbeschreibung

Die vereinigte Proteinbeschreibung ist die zentrale Datenstruktur zur Modellierung der
Proteinflexibilitat. Sie verwaltet die alternativen Instanzen der verschiedenen Ensemble-
strukturen. Dabei werden sehr dhnliche Instanzen der einzelnen Ensemblestrukturen zu-
sammengefait und nur deutlich verschiedene Instanzen getrennt behandelt. Um die ein-
zelnen Ensemblestrukturen vergleichen zu kénnen, mufl man sie zunéchst iiberlagern und,
falls notig, eine Symmetriekorrektur fiir einzelne Seitenketten durchfiihren. Fiir jedes Seg-
ment werden die entsprechenden Instanzen der Ensemblestrukturen separat geclustert. Die
so erzeugten Cluster bilden die Instanzen der vereinigten Proteinbeschreibung.

5.1.1 Uberlagerung der Proteinstrukturen

Das Modell der Proteinflexibilitdt basiert auf einem im groflen und ganzen sehr dhnlichen
Backbone-Verlauf der einzelnen Ensemblemitglieder. Deshalb kann man die Strukturen
relativ leicht anhand der Backbone-Atome iiberlagern. Die erste Ensemblestruktur dient
als Referenz, auf die man alle anderen Strukturen unabhingig voneinander mit minimaler
RMS-Abweichung plaziert. Dabei werden die Ensemblestrukturen starr gehalten, um die
Proteinkonformationen nicht zu veréndern.

45
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Die Backbone-Atome, die iiberlagert werden sollen, miissen manuell definiert werden.
Im allgemeinen benutzt man den gesamten Backbone bzw. die Backbone-Atome im aktiven
Zentrum. Wenn jedoch Atome in einzelnen Strukturen fehlen, mufl man die entsprechen-
den Atome auch in den anderen Strukturen wegen der fehlenden Referenz auslassen. Da
die Strukturen immer als Ganzes {iberlagert werden, konnen die fehlenden Atome in der
vereinigten Proteinbeschreibung aber spater durch die entsprechenden Atome aus anderen
Strukturen ersetzt werden.

Mathematisch besteht die Aufgabe darin, zwei Mengen von Punkten so zu iiberlagern,
dafl die RMS-Abweichung minimal ist. Kabsch [9] konnte dieses Problem analytisch 16sen.
Man kann diese analytische Losung entweder einmal berechnen, um die Uberlagerungen zu
erhalten, oder man iteriert diese Berechnung, wobei alle Paare von Atomen, deren Abstand
grofler als ein benutzerspezifizierter Schwellwert ist, im néchsten Schritt ignoriert werden.
Wiederholt wird dieses Verfahren, solange sich die Menge der ausgewahlten Atompaare von
einem Schritt zum néchsten dndert und eine maximale Anzahl von Schritten noch nicht
erreicht ist. In der Regel konvergiert die Berechnung aber bereits nach wenigen Schritten.
Diese iterative Prozedur betont die Unterschiede und verbessert die Pafigenauigkeit der
konservierten Regionen der Strukturen [200, 201].

Statt der unabhingigen Uberlagerungen der Ensemblestrukturen auf die Referenz-
struktur konnte man auch versuchen, eine global optimale Uberlagerung zu finden, bei
der die paarweise RMS-Abweichung zwischen allen Paaren von Ensemblestrukturen mi-
nimal ist. Fiir die Berechnung einer solchen Abbildung stand jedoch keine geschlossene
Losung zur Verfiigung, sie hitte deshalb nur iterativ approximiert werden konnen. Auf-
grund der Annahme, daf§ die Backbone-Verlaufe der Ensemblestrukturen insgesamt recht
dhnlich sind, sollte sich eine solche global optimierte Uberlagerung aber nicht wesentlich
von der Superposition auf eine Referenzstruktur unterscheiden. Wegen der beim Clustern
der Instanzen und beim Docking der Liganden verwendeten Toleranzen ist deshalb eine
global optimale Uberlagerung der Ensemblestrukturen als Basis fiir die vereinigte Prote-
inbeschreibung nicht erforderlich.

5.1.2 Symmetriekorrektur

Die Schweratome der Aminosduren des Proteins sind in der PDB-Datei mit eindeutigen
Namen versehen. Die Backbone-Atome heiflen €, N, O und C'A fiir das Cy-Atom. Die
Namen der Seitenkettenatome bestehen aus dem Elementnamen (C,N,0,S) gefolgt von
der Transliteration des griechischen Buchstabens, der die Entfernung vom C-Atom der
Carbonyl-Gruppe angibt (8 =B, v =G, § =D, e 2E, { —»7Z). Bei Verzweigungen oder in
Ringen in den Seitenketten gibt es mehrere Atome, die gleichweit vom Cy-Atom entfernt
sind. In diesen Fallen werden die gleichweit entfernten Atome mit derselben Nummer ver-
sehen. Abbildung 5.1 zeigt diese Benennung der Seitenkettenatome fiir alle Aminosauren.

Die Aminosduren ARG, ASP, GLU, LEU, PHE, TYR und VAL sind symmetrisch, das
heiflt, man erhalt chemisch aquivalente Strukturen, wenn man konsistent alle Zahlen der
Zweige bzw. Ringhalften vertauscht. Da die Zuordnung der Atome aus den verschiedenen
Ensemblestrukturen anhand dieser Namen erfolgt, konnen beim Clustern symmetrische
Instanzen entstehen, die sich nur durch die Numerierung der Zweige, aber nicht in ihren
chemischen Eigenschaften unterscheiden. Darum werden die Zweige der symmetrischen
Seitenketten der tiberlagerten Ensemblestrukturen intern entsprechend der folgenden Re-
gel eindeutig numeriert, um solche Artefakte zu vermeiden:
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Abbildung 5.1: PDB-Nomenklatur der Aminosduren. Die Abbildung zeigt fiir die 20 Ami-
nosiuren, aus denen sich natiirliche Proteine zusammensetzen, die eindeutigen Atombezeichnun-
gen (fett schwarz), die in der PDB [80] verwendet werden. Unter den Strukturen stehen in rot die

Namen der Aminosdauren und in blau die iiblicherweise verwendeten Drei-Buchstaben-Abkiirzun-

gen. Die Backboneatome sind in griin dargestellt. Gelb sind die Seitenketten markiert, bei de-

nen eine Vertauschung der Numerierung zu symimetrischen Strukturen mit identischen chemischen

Eigenschaften fithrt. Bei den violett gekennzeichneten Seitenketten ergeben sich durch diese Ver-
tauschung unterschiedliche Rotamere und beim Histidin (hellblauer Kasten) entsteht dadurch ein

anderes Tautomer.
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Definition 18 (Numerierung symmetrieiiquivalenter Seitenkettenzweige) Seien
die Atomkoordinaten der jeweils ersten Atome nach der Verzweigung fir den ersten Zweig
(z1,y1,21) und fir den zweiten (wz2,y2,z22), dann git fir die Tripel die lexikographische
Ordnung:

(z1<z2) V ((zm1=22)A(y1<92)) V ((z1=22)A(y1=1y2) A (21 < 22))

Eine relative grofle Toleranz fiir die Identitdt der Werte bei diesem Vergleich sorgt dafiir,
dafl das Verfahren nur die Numerierung von tatsachlich gedrehten Zweigen vertauscht.

Neben den symmetrischen Aminosduren gibt es auch solche, bei denen eine Vertau-
schung der Numerierung zu Rotameren fiihrt, die um 180° gedreht sind (ASN, GLN, HIS,
THR). Diese Aminosauren bleiben in der aktuellen Implementation unverdndert. Auf Ba-
sis der eindeutigen Numerierung kénnte man jedoch auch systematisch alle alternativen
Instanzen einschliefilich der Tautomere des Histidins generieren.

5.1.3 Clustern von Instanzen

In der vereinigten Proteinbeschreibung sollen sehr dhnliche Instanzen zusammengefafit
werden. Diese Aufgabe entspricht einem Clustern der Instanzen beziiglich ihrer paarweisen
RMS-Abweichung.

Mit einem Graphen 148t sich das Cluster-Problem relativ allgemein beschreiben: Die
zu clusternden Objekte werden als Knoten und ihre Abstdnde als gewichtete Kanten
dargestellt. Die Zielfunktionen beim Clustern kénnen sehr unterschiedlich sein. So kann
man beispielsweise die Anzahl, die Gréfle oder den Abstand der Cluster beschréanken.
Auflerdem gibt es verschiedene Definitionsmoglichkeiten fiir die Distanz zwischen den
Clustern bzw. ihrer Elemente, die vom zugrundeliegenden Problem abhingt. Die mei-
sten Clusterprobleme fiihren in diesem Graph-Modell zu einem N P-schweren Graph-
Partitionierungsproblem, so dafl diese Probleme oftmals nur approximativ oder heuri-
stisch geldst werden koénnen. Einen Uberblick iiber Cluster-Algorithmen findet man z.B.
in [202, 203, 204, 205].

Hierarchische Cluster-Algorithmen sind eine héufig eingesetzte Heuristik. Thre Haupt-
strategie besteht darin, zwei Cluster mit minimalem Abstand iterativ zu verschmelzen,
solange dieser Abstand kleiner als ein vorgegebener Schwellwert ist. In der Regel wird
die Distanz zwischen zwei Clustern iiber ihre Elemente definiert. Hierarchische Cluster-
Algorithmen lassen sich entsprechend der verwendeten Distanzmafle folgendermafBlen klas-

sifizieren:
o d(C1,C9) = ming cc, cec,d(c1, ¢2) nearest neighbor oder single linkage
o d(C1,C9) = maxe,cc, e ey d(ct, c2) furthest neighbor oder complete linkage
e d(C1,Cs) = m Y e eCy e, dlc, c2) average linkage

Die Cluster von Instanzen beschreiben Mengen von Proteinkonformationen, die so dhn-
lich sind, daf sie durch eine einzige gemittelte Konformation reprasentiert werden kénnen.
Somit sollte bei diesen Clustern der maximale Abstand der Elemente beschrankt sein.
Zum Clustern der Instanzen wird deshalb ein hierarchischer Complete-Linkage-Cluster-
Algorithmus verwendet, der von Rarey [84] zum Clustern der Ligandplazierungen in FLEXX
entwickelt wurde. Unter der Voraussetzung, dafl die Abstdnde zwischen den zu clusternden
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Elementen sortiert vorliegen, hat dieser Algorithmus eine Laufzeit von O(m), wobei m die
Anzahl von zu verschmelzenden Elementpaaren ist.

Die symmetriekorrigierten Instanzen aus den verschiedenen Ensemblestrukturen wer-
den getrennt nach korrespondierenden Segmenten gemaf Definition 11 zusammengefafit,
das heif3t, es werden nur Instanzen vom gleichen Typ verschmolzen, wenn sowohl die RMS-
Abweichung als auch der maximale Abstand zwischen zwei einzelnen Atomen unterhalb
des vorgegebenen Schwellwertes von 1.0 A liegen (vgl. Abs. 7.1).

Die Instanzen des jeweiligen Segments sind die Elemente der Cluster, und die Distanz
zwischen zwei Elementen ist der RMS-Abstand zwischen den Atomen der Instanzen. Falls
nur der Abstand eines einzelnen Atompaares iiber dem Schwellwert liegt, die mittlere Ab-
weichung aber nicht, wird die Distanz kiinstlich auf einen Wert iiber dem Schwellwert
angehoben. Wenn die Instanzen nicht vom gleichen Typ sind, das heifit, wenn sie Seiten-
ketteninstanzen von verschiedenen Aminosiuren sind, wird anstelle des RMS-Abstands
eine grofle Konstante verwendet, die verhindert, dal die Instanzen zusammengefafit wer-
den. Mit der Benennung aus Definition 11 ist die Distanz zwischen zwei Elementen bzw.
Instanzen i, j also folgendermaflen definiert:

di, §) { max(RMSD(i,7),max.(||ci —cZ|])) : wenn T()

Konst. > V,an : wenn T(i) # T(j)

5.2 Berechnung der Kompatibilitat

Die Kompatibilitat zwischen den Instanzen ist ein zentrales Konzept im Modell der Prote-
inflexibilitat. Deshalb treten im Verlauf des Docking-Algorithmus haufig zwei verschiedene
Fragen auf:

1. Sind die Instanzen 7 und 7 kompatibel?
2. Welche Instanzen sind zur Instanz ¢ (in)kompatibel?

Um diese Fragen moglichst effizient beantworten zu kénnen, werden parallel zwei verschie-
dene Reprisentationen des (In)kompatibilitidtsgraphen verwendet:

Zum einen erlaubt die Adjazenzmatrix des Kompatibilitatsgraphen, die erste Frage in
O(1) zu beantworten. Diese Matrix wird auch als Kompatibilititsmatriz bezeichnet. Zum
anderen besitzt jede Instanz eine Liste mit den zu ihr inkompatiblen Instanzen. Dies ent-
spricht einer Adjazenzlisten-Darstellung des Inkompatibilitatsgraphen. Die inkompatiblen
Instanzen werden verwendet, weil die Zahl der zu einer Instanz inkompatiblen Instanzen
erheblich kleiner als die der kompatiblen ist. Implizit sind damit auch die kompatiblen
Instanzen bekannt.

Um die Kompatibilitdtsmatrix und die Listen inkompatibler Instanzen zu erzeugen,
werden alle geordneten Instanzpaare (7,j) mit ¢ < j aufgezahlt und ihre Kompatibilitat
in den im folgenden dargestellten Stufen entsprechend Definition 12 aus Abschnitt 4.1.2
tiberpriift:

Instanzen, die zu demselben Segment gehoren, sind inkompatibel und brauchen nicht
weiter untersucht zu werden (logische Inkompatibilitét).

Fiir alle Instanzen sind die kleinsten umschlieBenden Kugeln vorberechnet, das sind
minimale Kugeln, die alle Atome der Instanz umschlieen, die in Form von Kugeln mit
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Van-der-Waals-Radius repréasentiert sind. Nur wenn diese Kugeln iiberlappen, ist ein de-
taillierter Uberlappungstest erforderlich, bei dem das Uberlappungsvolumen paarweise fiir
alle Atome der beiden Instanzen aufsummiert wird, bis es gegebenenfalls den vorgegebenen
Schwellwert iibersteigt. Instanzen von Segmenten, zwischen denen kovalente Bindungen
auftreten, sind von diesem Test der geometrischen Inkompatibilitdt ausgenommen.

Strukturell kompatible Instanzen miissen direkt oder iiber eine Folge kompatibler In-
stanzen verbunden sein. Fiir zwei Instanzen ¢4, j; benachbarter Segmente s,{ mufl man
deshalb priifen, ob der Abstand der zu verkniipfenden Atome in etwa der theoretischen
Bindungslange [198] entspricht. Um festzustellen, ob zwei Instanzen einer Kette indirekt
liber weitere Instanzen verbunden sind, kann mit dynamischer Programmierung auf die
bereits berechnete Kompatibilitdtsmatrix zuriickgegriffen werden. Jede Instanz besitzt ei-
ne Liste ihrer Vorgénger. Das sind bei Backbone-Instanzen die Backbone-Instanzen des
Vorgangersegments und bei Seitenketten-Instanzen die Backbone-Instanzen der entspre-
chenden Aminosdure. Da fiir diese Vorgéngerinstanzen die Kompatibilitdt bereits berech-
net und in der Kompatibilitdtsmatrix eingetragen ist, braucht fiir ein Instanzenpaar (i, j¢)
nur gepriift zu werden, ob es eine Instanz k;_; im Vorgéngersegment ¢ — 1 von ¢ gibt, die
mit j; verbunden und mit ¢; kompatibel ist. Denn es gilt die Transitivitdt der strukturellen
Inkompatibilitét:

Lemma 4 (Transitivitit der strukturellen Inkompatibilitit) Fiir zwe: logisch und
geometrisch kompatible Instanzen iy, j; der Segmente s und t mit s < t gqult:

JeD ki1 AN kg~ = Jt i

Beweis: Aus k;_1 ~ 1, folgt insbesondere k; 1 > 15. Da 7 b< kg1 folgt gy bt kg1 bz,
das heifit j; > 7, und da die Instanzen 7, und j; nach Voraussetzung auch logisch und
geometrisch kompatibel sind, sind sie insgesamt kompatibel: j; ~ 24 O

Die indirekte Inkompatibilitat wird nur zum Teil vorberechnet. Es wird festgestellt,
ob es ein Segment s mit nur einer Instanz i, gibt, die inkompatibel mit einer anderen
Instanz j; eines anderen Segments ¢ ist. Tritt ein sog. Konflikt auf, wird die Instanz j;
vollig von den Berechnungen ausgeschlossen, weil sie ohnehin nie verwendet werden darf.
Die Suche wird wiederholt, falls das Segment dann nur noch eine einzige Instanz enthalt.
Solche Konflikte sollten nach der Definition des Ensembles eigentlich nicht auftreten, weil
die Instanzen mindestens mit allen Instanzen ihrer eigenen Ensemblestruktur kompatibel
sein sollten. Tatsachlich treten Konflikte aufgrund des Clusterns der Instanzen gelegentlich
auf. Sind es zu viele, ist dies ein Hinweis darauf, dafl entweder der Schwellwert fiir das
Clustern zu groB, oder die Toleranz fiir das Uberlappungsvolumen zu klein ist.

Dariiber hinaus werden keine indirekten Inkompatibilitdten zwischen Instanzen be-
stimmt, weil dazu jeder einzelne Knoten des Inkompatibilitdtsgraphen unter Umstanden
mehrfach analysiert werden mufl (vgl. Abs. 4.2.2). Da die indirekte Inkompatibilitdt zwi-
schen zwei Instanzen auch ohne das Vorhandensein einer expliziten Kante im Inkompati-
bilitdtsgraphen verhindert, da diese beiden Instanzen gemeinsam in einer unabhingigen
Menge enthalten sein kénnen, kann man auf diese aufwendige Suche verzichten und die Be-
stimmung der indirekten Inkompatibilitat dem Algorithmus zum Auffinden der optimalen
unabhéngigen Menge {iberlassen.
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5.2.1 Kompatibilitit der Wechselwirkungspunkte

Den Instanzen im aktiven Zentrum der vereinigten Proteinstruktur werden Wechselwir-
kungsgeometrien zugeordnet, die jeweils in einem Bezugssystem aus Referenzatomen ein-
deutig definiert sind. Die Wechselwirkungsgeometrien lassen sich durch eine Menge dis-
kreter Wechselwirkungspunkte approximieren. Uber eine vorberechnete Hashtabelle kann
dann der Basisplazierungsalgorithmus effizient auf Paare solcher Punkte zugreifen. Diese
Methode stammt aus FLEXX (vgl. Abs. 2.4.4).

Wechselwirkungspunkte, auf die kein Ligandatom plaziert werden kann, weil es dann im
Inneren des Proteins lage, diirfen nicht verwendet werden. Deshalb werden solche Punkte
entfernt, die nach Definition 17 unzugénglich sind. Dazu mufl man fiir jeden Wechselwir-
kungspunkt p; jeder Instanz i, feststellen, ob es ein Segment ¢ gibt, bei dem eine an die
Position von p;, plazierte Testkugel mit dem Van-der-Waals-Radius des entsprechenden
Ligandatoms innerhalb aller Instanzen j; liegt, die mit 5 kompatibel sind.

Dieser Uberlappungstest 148t sich effizient mit den dreidimensionalen Raumabfragen
realisieren, die fiir die Bestimmung des Uberlappungsvolumens zwischen Protein und Li-
gand fiir FLEXX entwickelt worden sind [84]. Bei dieser Methode wird der Raum in ach-
senparallele, gleich grofle Kuben zerlegt. Alle Kuben, die z.B. die Mittelpunkte von Pro-
teinatomen enthalten, werden in einer Hashtabelle abgelegt, die man iiber die Indizes der
Kuben adressiert. Fiir eine Anfragekugel lassen sich dann alle Kuben bestimmen, die diese
Kugel schneidet. So kann man effizient alle Punkte finden, die innerhalb der Anfragekugel
liegen.

Auf diese Weise lassen sich fiir einen Wechselwirkungspunkt p,, sehr schnell alle Pro-
teinatome a;, bestimmen, die in einem gewissen Radius um p;, zu finden sind. Fiir jedes
dieser Atome a;, mufl man zundchst iiberpriifen, ob die Instanzen s; und j; kompatibel
sind. Ist das der Fall, wird das Uberlappungsvolumen V(pi,,aj,) zwischen dem Atom a;,
und der Testkugel, die p;, repréasentiert, bestimmt und zu dem Gesamtvolumen Vj, der In-
stanz j; addiert. Alle Wechselwirkungspunkte p, , fiir die folgende Bedingung gilt, werden
entfernt:

dtes Vie{jeL|p~i} Vi>Vi

Man muf} dabei nur die Segmente j iiberpriifen, die mindestens eine Instanz enthalten, die
ein Uberlappungsvolumen V;, mit p;, besitzen. Deshalb sind bereits bei der Berechnung
der Uberlappungsvolumen Zeiger auf diese Segmente festzuhalten.

Fiir die vereinigte Proteinbeschreibung brauchen keine Paare von Wechselwirkungs-
punkten in die Hashtabelle aufgenommen zu werden, die zu inkompatiblen Instanzen
gehoren, weil diese Punktpaare ohnehin nicht fiir die Plazierung verwendet werden diirfen.
Generell macht es deshalb keinen Sinn, Wechselwirkungspunkte von alternativen Instan-
zen, die dicht beieinander liegen zusammenzufassen. Denn sie sind nicht unbedingt mit
denselben Punkten kompatibel, so da sich unterschiedliche Punktpaare fiir die Hashta-
belle ergeben. Die Kompatibilitdt zweier Wechselwirkungspunkte bzw. der zugehorigen
Instanzen 148t sich durch einfache Abfrage der zuvor berechneten Kompatibilitatsmatrix
bestimmen.
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Abbildung 5.2: Uberlappende Wechselwir-
kungsgeometrien alternativer Instanzen.
In der Abbildung sind sieben Instanzen eines
Segments mit ihren diskretisierten Wechsel-
wirkungsgeometrien dargestellt, die alle den-
selben Typ haben, weil sie Alternativen von-
einander sind. Wegen der rdumlichen Niahe der
Instanzen iiberlappen die verschiedenen Geo-
metrien und ihre Wechselwirkungspunkte lie-
gen gehduft in einem Gebiet.

5.3 Reduktion der Hashtabelle durch Clustern

Die Vorverarbeitung legt Paare von Wechselwirkungspunkten in einer Hashtabelle ab,
damit die Basisplazierung effizient darauf zugreifen kann. In dieser Hashtabelle werden
die Wechselwirkungspunktpaare mit derselben Adresse in einer sortierten Liste gehalten.
Dieses Verfahren wurde von FLEXX iibernommen (vgl. Abs. 2.4.4).

Wenn die Distanzen der einzutragenden Punktpaare gleichm&fig verteilt sind und die
Anzahl der Paare nicht wesentlich grofler als die Zahl der Buckets der Hashtabelle ist,
sind die zu sortierenden Listen kurz und der zusédtzliche Aufwand fiir das Sortieren kann
praktisch vernachlissigt werden. Die Zeit fiir den Aufbau der Hashtabelle wichst dann mit
O(N), wobei N der Anzahl der einzutragenden Wechselwirkungspunktpaare entspricht.
Dies ist bei FLEXX der Fall.

Beriicksichtigen mufl man den Sortieraufwand dagegen, wenn es viele Punktpaare mit
ghnlichem Abstand gibt, weil dann lange Listen an den Buckets entstehen, die sortiert
werden miissen. Viele Paare mit &hnlicher Distanzen ergeben sich automatisch, wenn es
viele Punkte im Verhéltnis zur Zahl der Buckets gibt, oder wenn Gebiete im Raum mit
einer groflen Zahl von Wechselwirkungspunkten vom gleichen Typ existieren, denn alle
Kombinationen von Punkten zweier solcher Gebiete haben in etwa den gleichen Abstand.
Deshalb wichst die Zeit fiir den Aufbau der Hashtabelle mit in diesem Fall mit O(N logN).
Auflerdem steigt natiirlich auch der bené&tigte Speicherplatz.

In der vereinigten Proteinbeschreibung gibt es im Vergleich zu einer normalen Prote-
instruktur insgesamt mehr Wechselwirkungspunkte und es treten auch oft Haufungen von
Punkten des gleichen Typs auf, weil alternative Instanzen Wechselwirkungen vom gleichen
Typ besitzen und deren Geometrien in der Regel nicht weit voneinander entfernt sind und
oft auch {iberlappen (vgl. Abb. 5.2). Darum dauert der Aufbau der Hashtabelle fiir eine
vereinigte Proteinbeschreibung ungleich langer als fiir eine einfache Proteinstruktur. In
einigen Féllen wird die Hashtabelle dabei so grofi, dal man sie nicht mehr effizient er-
zeugen kann. Insbesondere miissen Maschinen, die nicht {iber einen ausreichend groflen
Hauptspeicher verfiigen, ein Teil des Hauptspeichers und damit der Hashtabelle auf die
Festplatte auslagern (swapping). Diese Plattenzugriffe fithren nicht nur beim Aufbau der
Hashtabelle, sondern auch bei spateren Anfragen zu erheblichen Laufzeitverzégerungen,
die unter ungiinstigen Umstanden das gesamte Verfahren unpraktikabel werden lassen.

Aus diesem Grund wurde folgendes Verfahren entwickelt, um die Zahl der Punkte, die
effektiv in die Hashtabelle eintragen werden, ohne Informationsverlust zu reduzieren.
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1. Die Wechselwirkungspunkte werden unter Berticksichtigung der Wechselwirkungsty-
pen geclustert. Als Repréasentanten dieser Cluster dienen ihre geometrischen Mittel-
punkte.

2. Anstatt fiir die Wechselwirkungspunkte selbst erzeugt man dann die Hashtabelle fiir
die Cluster-Repréasentanten.

3. Bei der Abfrage der Hashtabelle werden anstatt eines Punktpaares alle Paare von
urspriinglichen Wechselwirkungspunkten zuriickgegeben, die die beiden Cluster re-
prasentieren.

Zum Clustern wird wiederum der hierarchische Complete-Linkage-Cluster-Algorithmus
von Rarey [84] (s. Abs. 5.1.3) verwendet, weil es auch hier vor allem darauf ankommt, die
maximale Distanz zwischen den Wechselwirkungspunkten eines Clusters zu begrenzen. Die
Kompatibilitdat der Wechselwirkungspunkte wird beim Clustern nicht beriicksichtigt. Denn
ein Hauptgrund fiir die Vielzahl von dicht beieinander liegenden Punkten sind alternative
Instanzen. Thre Wechselwirkungspunkte sind aber miteinander inkompatibel und wiirden
dann nicht zusammengefafit. Die Kompatibilitit der Punkte wird deshalb erst bei der
Riickgabe der Punktpaare im dritten Schritt {iberpriift.

Dieses Verfahren bendtigt zwar zusétzlich Laufzeit fiir das Clustern der Wechselwir-
kungspunkte und das Erzeugen aller Punktpaare bei einer Anfrage an die Hashtabelle
sowie zusitzlichen Speicher fir die Cluster und ihre Représentanten, dafiir spart es aber
Laufzeit und Speicherplatz beim Aufbau der Hashtabelle. Dabei ist zu beachten, daf} alle
Punkte in die Hashtabelle eingetragen werden miissen, also die Laufzeit fiir das Sortie-
ren der Listen in jedem Fall anfillt, wahrend im Falle der Komprimierung die zusétzliche
Laufzeit fiir das Aufzéhlen aller Punktpaare bei einer Anfrage nur fiir diejenigen Cluster
erforderlich ist, auf die man tatsdchlich zugreift. Diese Laufzeit ist jedoch nicht viel grofler
als die, die fiir die Riickgabe der gespeicherten Liste ohne Clustern bendtigt wird.

Welche Faktoren iiberwiegen, hdngt im Einzelfall von der Dichte der Wechselwirkungs-
punkte mit gleichem Typ ab. Enthéilt im schlechtesten Fall jeder Cluster nur einen Wech-
selwirkungspunkt, so sind die Gesamtkosten grofler als ohne das Reduktionsverfahren.
Umfassen die Cluster aber mehrere Punkte, so ist die Laufzeit fiir das Clustern geringer
als die Zeit, die beim Aufbau der Hashtabelle eingespart wird. Auch Speicherplatz kann
eingespart werden, denn der zusétzliche Speicherbedarf des Clusterns wéchst linear mit der
Zahl der Wechselwirkungspunkte, wéhrend der Platzverbrauch der Hashtabelle mit dem
Quadrat der eingetragenen Punkte steigt. Aus diesem Grund sollte man den Schwellwert
fiir das Clustern der Wechselwirkungspunkte nicht zu gering wahlen, damit die Cluster
nicht zu klein ausfallen. Zu grofle Cluster filhren aber auf der anderen Seite dazu, dafl
Punkte falsch in die Hashtabelle eingeordnet werden. Als geeigneter Schwellwert wurde
empirisch 0.6 A ermittelt (s. Abs. 7.4).
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Abbildung 5.3: Auswahl von Instanzen beim in-

krementellen Aufbau. Das Bild gibt die Situation

@ nach der Plazierung cines (Teil-)Liganden wieder: Es

@ @ wird fiir alle Instanzen die Wechselwirkungsenergie

@ zum Liganden bestimmt, die als Gewicht fiir die Kno-
ten (griine, Kreise) dient (mit Farbe hinterlegt, falls

/ Energie ungleich Null). Dann wird die unabhingi-

ge Menge von Knoten (gelb) mit minimaler Energie

@ bestimmt. Sie entspricht einer giiltigen Proteinkon-
formation, die im Hintergrund dargestellt ist.

5.4 Plazierung der Liganden

Der Plazierungs-Algorithmus von FLEXX besteht aus den drei Phasen, die in Abschnitt
2.4.4 erldutert wurden: der Auswahl der Basisfragmente, der Basisplazierung und dem
inkrementellem Aufbau der Liganden.

Da die Auswahl der Basisfragmente unabhéngig vom Protein erfolgt, wird sie durch die
Modellierung der Proteinflexibilitdt nicht beeinfluft und kann unveridndert iibernommen
werden.

Die Basisplazierung ordnet mit Hilfe der Hashtabelle Tripel bzw. Paare von Wechsel-
wirkungspunkten des Proteins Wechselwirkungzentren der Basisfragmente des Liganden
zu. Dabei darf man nur kompatible Wechselwirkungspunkte gleichzeitig verwenden (s.
Abs. 5.2.1). Dies kann dadurch erreicht werden, dafl nur Paare von kompatiblen Wech-
selwirkungspunkten in die Hashtabelle aufgenommen werden und die Kompatibilitdt der
Punkte beim Erzeugen der Riickgabedreiecke beriicksichtigt wird. Die Uberlagerung der
korrespondierenden Punkte erfolgt dann analog zu FLEXX.

Das Zusammensetzen der Ligandfragmente entsprechend der Torsionsdatenbank im
Zuge des inkrementellen Aufbaus kann wiederum ohne Anderungen von FLEXX iibertragen
werden.

Groflere Modifikationen sind dagegen fiir die Bewertung der Plazierungen erforder-
lich. Denn um die (Teil-)Losungen bewerten zu kdnnen, miissen nach jedem Konstrukti-
onsschritt alle méglichen Wechselwirkungen und die Uberlappungen zwischen dem (zum
Teil) plazierten Liganden und allen Instanzen der vereinigten Proteinbeschreibung einzeln
bestimmt werden. Die Bewertungsfunktion schétzt separat fiir jede einzelne Instanz die
Wechselwirkungsenergie zum Liganden (vgl. Abs. 4.5). Diese Energie dient als Gewicht
der entsprechenden Knoten des Inkompatibilitatsgraphen (s. Abb. 5.3).

Aufgrund der Abhéingigkeiten zwischen den verschiedenen Instanzen kann man jedoch
nicht einfach die Knoten mit den niedrigsten Gewichten aus jedem Segment kombinieren,
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sondern muf} eine unabhingige Menge von Knoten im Inkompatibilitdtsgraphen bestim-
men, die zur minimalen Bindungsenergie fiihrt. Sie repréasentiert eine giiltige Proteinkon-
formation, die im Hinblick auf die Bewertungsfunktion am besten zu dem (zum Teil)
plazierten Liganden pafit. Der Score dieser optimalen unabhéngigen Menge, der der Sum-
me der Einzelenergien der Knoten entspricht, wird als Gesamtenergie der (Teil-)Losung
verwendet. Die Bewertung einer Plazierung wird damit zur Suche nach einer optimalen
gewichteten unabhéngigen Menge im Inkompatibilitdtsgraphen. Diese Suche wird nach je-
dem Anbauschritt fiir die gesamte (Teil-)Plazierung wiederholt, weil sich die Auswahl der
Instanzen nach dem Hinzufiigen eines Fragmentes auch fiir die zuvor plazierten Fragmente
verdndern kann.

Die Suche nach optimalen gewichteten unabhéngigen Mengen ist, wie die Bestimmung
von unabhéngigen Mengen selbst, N'P-vollstindig [206, 207, 208] und 148t sich auch nur
schwer approximieren [209]. Allerdings kann man das Problem durch die Zerlegung des
Inkompatibilitdtsgraphen in Zusammenhangskomponenten in kleinere unabhingige Teil-
probleme aufteilen (vgl. Lemma 3, Abs. 4.2). Dabei miissen nur die Zusammenhangskom-
ponenten berticksichtigt werden, die wenigstens zum Teil im aktiven Zentrum liegen und
mindestens einen Knoten enthalten, der einen Score ungleich Null hat, denn die ande-
ren Zusammenhangskomponenten tragen nicht zum Gesamtscore bei. Dennoch bleibt die
zeitintensive Suche nach einer optimalen unabhingigen Menge der zeitkritische Schritt
des Docking-Algorithmus, weil diese Suche nach jedem Aufbauschritt fiir jede Plazierung
erneut durchgefiithrt werden muf.

5.4.1 Zerlegung des Kompatibilititsgraphen

Da die Liganden in das aktive Zentrum der vereinigten Proteinstruktur plaziert und nur
den Instanzen innerhalb der Bindetasche Wechselwirkungsgeometrien zugeordnet werden,
kénnen nur Instanzen, die sich in der Bindetasche befinden, zur Gesamtbindungsenergie
beitragen. Darum brauchen bei der Suche nach der optimalen unabhingigen Menge nur
die Zusammenhangskomponenten beriicksichtigt werden, bei denen zumindest ein Teil
der Knoten im aktiven Zentrum liegt. Alle Knoten dieser Zusammenhangskomponenten
bilden zusammen das erweiterte aktive Zentrum, auf das die Suche bei der Plazierung
eines Liganden beschrinkt werden kann.

Da sich die Konnektivitat des Inkompatibilitatsgraphen wéhrend der Ligandplazierung
nicht dndert, kann man dieses erweiterte aktive Zentrum bereits in der Vorverarbeitungs-
phase bestimmen. Dabei 148t sich zwischen Segmenten, die nur eine Instanz enthalten,
und solchen, die aus mehreren Instanzen bestehen, unterscheiden.

Die Einzelinstanzen bilden jeweils einelementige Zusammenhangskomponenten, da an-
dere Instanzen, die mit ihnen in Konflikt stehen, von der weiteren Berechnung ausgeschlos-
sen wurden (Abs. 5.2). Diese Einzelinstanzen tragen in jedem Fall zur Gesamtenergie bei,
weil sie nach Voraussetzung Bestandteil einer giiltigen Proteinstruktur sein miissen. Eine
Auswahl ist deshalb bei diesen Instanzen nicht erforderlich.

Fiir die iibrigen Instanzen lassen sich die Zusammenhangskomponenten mit folgendem
Verfahren bestimmen: Ausgehend von einer Instanz des aktiven Zentrums werden im In-
kompatibilitdtsgraphen alle mit ihr verbundenen Instanzen gesucht und mit der Nummer
der Zusammenhangskomponente markiert. Weitere Zusammenhangskomponenten enste-
hen, indem man die Suche mit einer noch nicht markierten Instanz des aktiven Zen-
trums wiederholt, bis es keine solche Instanz mehr gibt. Diese mehrelementigen Zusam-
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menhangskomponenten kénnen unabhéngig voneinander nach optimalen unabhangigen
Mengen durchsucht werden.

Durch diese Zerlegung wird die Suche nach optimalen unabhédngigen Mengen aus zwei
Griinden erheblich beschleunigt: Erstens braucht eine Vielzahl von Zusammenhangskom-
ponenten iiberhaupt nicht durchsucht zu werden, und zwar die einelementigen und die,
die keine Instanz mit einem Score ungleich Null enthalten. Vor allem aber bleiben die Zu-
sammenhangskomponenten unberiicksichtigt, die nicht zum erweiterten aktiven Zentrum
gehoren. Zweitens wird die Grofle des Suchraums verringert, denn alle Kombinationen von
Instanzen aus zwei verschiedenen Zusammenhangskomponenten miissen nicht bewertet
werden.

5.4.2 Suche nach der optimalen gewichteten unabhingigen Menge

Die Suche nach einer optimalen gewichteten unabhingigen Menge im Inkompatibilitéts-
graphen verfolgt im wesentlichen zwei Ziele: Erstens soll sie feststellen, ob die gefundene
Ligandplazierung tiberhaupt moglich ist, das heiflt, ob es eine giiltige Proteinkonformation
gibt, die moglichst viele der Knoten/Instanzen enthilt, die Wechselwirkungen ausbilden.
Zweitens soll eine unabhéngige Menge mit minimaler Energie bestimmt werden, weil ihre
Energie als Bewertung der Plazierung dient.

Die erste Frage: ,,Gibt es eine unabhéngige Menge?“, ist die wichtigere, denn es diirfen
nur Plazierungen verwendet werden, die auf giiltigen Proteinstrukturen basieren. Dabei
wird zusétzlich gefordert, dal die unabhingige Menge einen Knoten aus jedem Segment
enthélt. Hier diirfen durch eine mogliche Approximation keine Inkompatibilitiatskanten
libersehen werden, weil damit die Losung ungiiltig wiirde.

Bei der zweiten Frage: , Wie grofl ist die Energie einer optimalen unabhéngigen Men-
ge?“, konnen dagegen kleinere Fehler toleriert werden. Sie stoéren zwar die Ordnung der
Losungsmenge, fithren aber nicht direkt zum Ausschlufl einer Plazierung. Insbesondere
spielt es keine Rolle, ob es unter Umstdnden weitere unabhéngige Mengen mit derselben
Energie gibt.

Verschiedene unabhéngige Mengen stellen unterschiedliche Auswahlen von Instanzen
dar, die giiltige Proteinkonformationen fiir dieselbe Ligandplazierung représentieren. Ha-
ben sie die gleiche Gesamtenergie, fithren sie zu derselben Bewertung der Ligandplazierung.
Dagegen bedeuten zwei unabhéngige Mengen mit unterschiedlichem Score, dafl dieselbe
Plazierung eines Liganden unterschiedlich bewertet wird. In diesem Fall reicht es aus, die
bessere Bewertung zu berticksichtigen. Denn nach jedem Anbau eines weiteren Fragments
werden die unabhéngigen Mengen sowieso fiir jede (Teil-)Plazierung insgesamt neu be-
stimmt, weil sich aufgrund der Abh&ngigkeiten zwischen den Instanzen durch das Anfiigen
eines zusitzlichen Fragments auch die Auswahl der Instanzen in dem Bereich der Binde-
tasche andern kann, in dem der erste Teil des Liganden bereits plaziert worden war. Aus
diesem Grunde braucht man fiir jede Plazierung nur eine optimale unabhéngige Menge zu
finden.

Das Problem, die gréfite unabhangige Menge zu finden, bzw. das entsprechende Cli-
quenproblem, tritt nicht nur beim Docking [20, 95, 163, 210, 211, 212], sondern auch bei
anderen Fragestellungen aus dem Bereich der Biochemie und Bioinformatik immer wieder
auf [213, 214, 215, 216, 217]. Es gibt verschiedene Algorithmen, die das Problem generell
16sen [207, 208, 218, 219, 220], die Eigenschaften bestimmter Spezialfille ausnutzen [221,
222, 223, 224] oder versuchen, es heuristisch zu approximieren [206, 209, 225, 226, 227]. In
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allen Fallen bleiben die Verfahren recht aufwendig und dauern fiir die wiederholte Suche
fiir jede Plazierung nach jedem Konstruktionsschritt zu lange. Abschnitt 7.3.4 enthélt eine
Statistik iiber die Anzahl und Gréfle der Zusammenhangskomponenten, die bei den realen
Testsystemen auftreten. Auflerdem ist es fiir die heuristischen Verfahren zum Teil schwie-
rig, die zusétzliche Bedingung, dafl ein Knoten aus jedem Segment verwendet werden muf,
effizient zu integrieren. Deshalb wird in dieser Arbeit das folgende Verfahren verwendet,
um eine optimale unabhédngige Menge in den mehrelementigen Zusammenhangskompo-
nenten zu bestimmen.

Fiir Zusammenhangskomponenten, die nur zwei oder drei Instanzen enthalten, 148t
sich eine optimale unabhingige Menge durch direkten Vergleich ihrer Energien und der
Kompatibilitat sehr schnell bestimmen, zumal es sich hierbei meist um die Instanzen aus
ein und demselben Segment handelt, die Cliquen im Inkompatibilitdtsgraphen bilden. Die
optimale unabhangige Menge ist in diesem Fall die Instanz mit der niedrigsten Energie.

Zusammenhangskomponenten, die mehr als drei Knoten enthalten, lassen sich mit einer
Tiefensuche auf Basis des rekursiven Aufzahlungsschemas des Bron-Kerbosch-Algorithmus
[218] durchsuchen. Aus Zeitgriinden wird die erste unabhingige Menge, die dieses Verfah-
ren findet, als Losung verwendet. Diese Methode ist extrem schnell und findet in der Regel
gute Losungen, obwohl das natiirlich mit dieser stark heuristischen Greedy-Strategie in
keiner Weise garantiert werden kann.

Der originale Bron-Kerbosch-Algorithmus [218] z&hlt rekursiv alle Cliquen in einem
ungerichteten Graphen auf. Dieses Problem ist komplementidr zu der Suche nach un-
abhingigen Mengen. In jedem Schritt wird die aktuelle partielle Clique P, die initial leer
ist, durch einen Knoten k erweitert, der aus einer Kandidatenmenge (' ausgewiahlt wird.
Diese Auswahl ist kritisch fiir die Leistung des Algorithmus, weil sie bestimmt, wieviele
Knoten vor der nachsten Rekursion ausgeschlossen werden kénnen. Es ist daher sinnvoll,
die Kandidatenmenge nach dem Grad der Knoten zu sortieren [218].

Bron-Kerbosch-Algorithmus [218] zum Aufzihlen unabhéngiger Mengen
1. Wahle einen Kandidatenknoten k aus C.

2. Erweitere die aktuelle unabhiangige Menge P durch k.

3. Erzeuge N’ und C' aus N bzw. C durch Entfernen

aller Knoten k', die mit k& verbunden sind.

4. Wenn N’ = C" = ) schreibe P (eine unabhingige Menge),

andernfalls starte die Rekursion erneut mit N’ und C’ in Schritt 1
5. Entferne k aus der aktuellen unabhéngigen Menge P und fiige ihn in N ein.

Die Mengen N und C sind dabei als ein fortlaufendes Feld, die aktuelle unabhéngige
Menge P als Stack implementiert. Auf diese Weise bedeutet die Verschiebung von k aus
C nach N, daf} nur ein Feldindex um 1 erhéht werden mu#.

Die Tiefensuche beruht auf folgenden Modifikationen dieses Basisalgorithmus: Erstens
werden die Knoten in der Kandidatenliste C aufsteigend nach der geschétzten Bindungs-
energie der Instanzen sortiert. Auf diese Weise lassen sich unabhingige Mengen mit nied-
rigerer Energie frither erzeugen.
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Zweitens wird nach jeder Auswahl eines Knotens k iiberpriift, ob die Vereinigung PUC'
der aktuellen unabhéngigen Menge P und der Kandidatenmenge C' immer noch mindestens
eine Instanz fiir jedes Segment enthilt. Falls das nicht der Fall ist, kann der Algorithmus
die Rekursion frithzeitig beenden, weil die unabhéngige Menge nach Voraussetzung genau

eine Instanz pro Segment enthalten muf.



Kapitel 6

Methoden der Evaluierung

Theoretische Aussagen iiber die Leistungsfahigkeit eines neuen Docking-Programms sind
aufgrund der vielen verwendeten Heuristiken und Approximationen nicht méglich. Daher
bestimmt man die Qualitdt der Lésungen und den Laufzeitbedarf im allgemeinen experi-
mentell auf der Basis realer Testdaten, bei denen die Lésungen bereits bekannt sind. Fiir
das Docking-Problem haben sich dabei verschiedene Experimente etabliert [10], auf die im
folgenden eingegangen wird.

6.1 Redocking

Der erste Test fiir ein neues Docking-Programm ist in der Regel ein sog. Redocking-
Experiment. Dazu werden experimentell bestimmte Protein-Ligand-Komplexe zerlegt und
durch Docking wieder reproduziert [10]. Da bei diesem Experiment die korrekte Positi-
on des Liganden in der Bindetasche bekannt ist, kénnen die L&sungen iiber die RMS-
Abweichung der Liganden zu ihrer Referenzstruktur bewertet werden. In der Literatur
werden dabei iiblicherweise Plazierungen mit einer RMS-Abweichung von weniger als 2.0 A
als akzeptable Losungen betrachtet [32, 79].

6.1.1 Abhingigkeiten vom Testdatensatz

Beim Redocking besteht die Gefahr, dafl Informationen tiber den Komplex in die Auf-
bereitung der Testdaten einflieflen, z.B. durch die Definition des aktiven Zentrums, die
Protonierung oder die Wahl der Ligandkonformation. Evaluationen mit groflen Testda-
tensitzen, wie sie beispielweise fiir die Programme GOLD (100 Komplexe) [32] und FLEXX
(200 Komplexe) [79] durchgefiihrt worden sind, konnen dieses Problem zwar mindern, aber
nicht vollig ausschliefen. Dies ist nur mit sog. Blindvorhersagen moglich, bei denen der
Komplex zum Zeitpunkt der Docking-Rechnung noch nicht bekannt ist. Deshalb kann man
sicher sein, daf} keine speziellen Informationen iiber den Komplex in die Vorhersage einge-
hen. Solche Blindvorhersageexperimente sind aber organisatorisch sehr aufwendig, weil sie
von unabhéngigen Dritten kontrolliert werden miissen. Sie wurden fiir das Protein-Ligand-
Docking bisher nur auf einzelnen Beispielen im Rahmen des sog. CASP-II-Experiments
[81] durchgefiihrt.

Um eine Abhéngigkeit von FLEXE von speziellen Testdaten soweit wie moglich zu
vermeiden, wurde deshalb ein Testdatensatz zusammengestellt, der zumindest mehrere
verschiedene Ensembles und Liganden umfafit.

59
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6.1.2 Vorgabe der Proteinkonformation

Die Redocking-Experimente iibernehmen im allgemeinen die unverdnderte Proteinkonfor-
mation eines Komplexes. Das bedeutet zwar unter Umstédnden eine Vereinfachung der Auf-
gabe, ist aber nur fiir Docking-Programme legitim, die das Protein als starr behandeln, weil
hier die Proteinkonformation ohnehin nicht vorhergesagt wird. Kreuzdocking- Experimente
zeigen dariiber hinaus, daf§ sich die so ermittelte Vorhersagequalitdt oft auch auf leicht
verdnderte Proteinstrukturen iibertragen laft. In Ausnahmefillen findet man dabei sogar
bessere Plazierungen in anderen als den originalen Proteinstrukturen [79].

Fiir Docking-Programme, die die Proteinflexibilitdat beriicksichtigen, ist das Verwen-
den der originalen Proteinkonformation dagegen problematisch, weil man damit Komple-
xinformationen vorgibt, die vorhergesagt werden sollen. Auf der anderen Seite kdnnen
diskrete Docking-Programme nur Konformationen reproduzieren, die z.B. in Form von
Rotamerbibliotheken oder alternativen Proteinstrukturen vorgegeben worden sind. Struk-
turen, die {iber die Rekombination der gegebenen Konformere hinausgehen, kann man nur
mit Simulations-Verfahren finden.

Ziel des in dieser Arbeit beschriebenen Ensembleansatzes ist es, aus einer Menge von
Instanzen die giiltige Proteinkonformation effizient zusammenzusetzen, die zur besten Pla-
zierung eines Liganden fiihrt. Das kann jedoch nur gelingen, wenn die richtigen Instanzen
oder zumindest dhnliche Instanzen in der Menge aller Instanzen enthalten sind. Fehlen die
korrekten Instanzen, kann man von diesem Ansatz keine gute Plazierung erwarten.

Um sicher zu sein, daf} die korrekte Proteinkonformation {iberhaupt in der Losungs-
menge enthalten ist, wird deshalb die Originalproteinstruktur als eine Ensemblestruktur
verwendet. Sie ist aber in keiner Weise gekennzeichnet. Damit bleibt immer noch das
Problem, diese richtige Konformation als solche zu identifizieren.

Bei grofleren Ensembles kann man davon ausgehen, dafl es unter den Ensemblestruk-
turen mehrere dhnliche Instanzen gibt, die in geeigneter Weise kombiniert werden konnen,
um einen Liganden korrekt zu plazieren. In diesem Fall ist die Originalstruktur nicht
erforderlich. Diese Situation entspricht einer realen Anwendung, bei der man zwar die
konkrete Proteinkonformation nicht kennt, wohl aber dhnliche Strukturen in Komplexen
mit anderen Liganden beobachtet hat.

6.1.3 Bewertung der Vorhersage

Die meisten Docking-Programme generieren eine Menge von Ldsungen, die entsprechend
der Bewertung sortiert ist. Im Idealfall sollte die Plazierung auf dem ersten Rang auch
die niedrigste RMS-Abweichung zur Referenzstruktur haben. Zumindest sollte die erste
Vorhersage aber eine niedrige Abweichung haben. Aufgrund der Heuristiken, auf denen
die Bewertungsfunktionen beruhen (vgl. Abs. 4.5), ist dies aber oft nicht der Fall [59, 60].

Es gibt deshalb verschiedene Kriterien, anhand derer man unterschiedliche Docking-
Programme bewerten und vergleichen kann. Sie werden im folgenden diskutiert. Dabei
gilt im Rahmen dieser Arbeit die Plazierung mit der geringsten Abweichung zur Refe-
renzstruktur als die beste Losung, weil sie die korrekte Losung am besten reproduziert.
Qualitative Bewertungen beziehen sich immer auf diese korrekte Plazierung. Die Losung,
die sich auf dem ersten Rang befindet, also vom Programm als optimal bewertet wird, wird
dagegen als die erste Losung bezeichnet. Die Ordnung in der Liste wird mit Zahlwortern
beschrieben (erste, zweite, ..., letzte Plazierung).
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Loésung auf dem ersten Rang

Die RMS-Abweichung der ersten Losung wird oft verwendet, um die Leistungsfédhigkeit
eines Docking-Programms zu beurteilen, weil sie zum einen im Idealfall auch die beste
oder zumindest eine gute Losung sein sollte und weil man zum anderen bei Screening-
Anwendungen nur eine geringe Zahl von Loésungen haben mdochte.

Diese erste Losung hiangt neben dem Plazierungsalgorithmus auch sehr stark von der
Bewertungsfunktion ab. Denn wenn der Algorithmus die richtige Plazierung findet und
sie in der Losungsmenge enthalten ist, entscheidet die Bewertung, ob die Lésung auch auf
den ersten Rang fallt, wobei unter Umstdnden minimale Unterschiede in der geschétzten
Bindungsenergie den Ausschlag geben kénnen.

Beste Lésung auf den ersten 10 Ringen

Berticksichtigt man statt der ersten Losung die beste Losung auf den ersten zehn Réngen,
so wird die gerade beschriebene Abhangigkeit der Vorhersage von der Bewertungsfunktion
etwas gemindert, ohne dafl dabei die Zahl der Losungen zu stark anwéchst.

In dieser Arbeit geht es in erster Linie um einen neues Verfahren, das bei der Pla-
zierung eines Liganden Variationen der Proteinstruktur beriicksichtigen kann. Dabei wird
eine bekannte Bewertungsfunktion verwendet, die im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht
verbessert werden sollte. Sie kann gegebenenfalls auch gegen eine andere ausgetauscht oder
durch ein Consensus-Scoring ersetzt werden (vgl. Abs. 2.3). Deswegen ist es fiir die Eva-
luation des Verfahrens wichtiger, daf} eine gute Plazierung in der Losungsmenge enthalten
ist, als dafB sich diese Loésung auf Rang Eins befindet. Aus diesem Grund wird hier vor
allem die beste Losung auf den ersten 10 Rangen untersucht.

Beste Lésung unabhingig vom Rang

Uber die RMS-Abweichung der besten Losung 148t sich abschétzen, welche Vorhersage-
qualitdt mit einer idealen Bewertungsfunktion zu erreichen wire. Allerdings ist auch diese
Vorhersage bei vielen Verfahren nicht vollig unabhéngig von der Bewertungsfunktion, weil
oft bereits Zwischenergebnisse bewertet werden miissen. FLEXE und FLEXX verwenden
diese Funktion beispielsweise wahrend des inkrementellen Aufbaus der Liganden, um die
Teilldsungen zu sortieren und diejenigen auszuwéhlen, an die die n&chsten Fragmente
anhangt werden.

Rang der besten Lésung

Der Rang der besten Losung ist ein Indikator fiir die Qualitdt der Bewertungsfunktion.
Im Prinzip ist er umso niedriger, je besser die Funktion zwischen guten und schlechten
Plazierungen diskriminieren kann. Aber auch die Gesamtzahl der Losungen beeinfluflt
diesen Rang. Denn wenn sich eine gute Plazierung weit vorn in der Liste der Vorhersagen
befindet, ist die Wahrscheinlichkeit, eine unter Umstadnden nur minimal bessere Losung
weiter hinten zu finden, bei langeren Listen grofler.

Rang der ersten Lésung mit RMS-Abweichung unter 2.0 A

Der Rang der ersten Losung mit einer RMS-Abweichung von unter 2.0 A besagt, wieviele
Losungen man hatte durchgehen miissen, um eine gute Plazierung zu finden. Fiir prakti-
sche Anwendungen ist dieser Rang deshalb wesentlich wichtiger, als der Rang der besten
Losung, die unter Umsténden wesentlich weiter hinten in der Liste liegen kann.
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Da FLEXE die Instanzen der Ensemblestrukturen clustert, was die Proteinstruktur
unter Umsténden leicht verzerrt, werden in dieser Arbeit zusétzlich die Rénge fiir einen
etwas hoherer Schwellwert von 2.5 A angegeben.

Laufzeit

Die Laufzeit eines Docking-Programms entscheidet vor allem iiber die Grofle der Da-
tensitze, die noch in akzeptabler Zeit bewiltigt werden konnen, und damit {iber das An-
wendungsgebiet flir das Programm. Schnelle Verfahren kann man fiir das Screening von
Datenbanken einsetzen, wahrend sich langsamere Methoden, die unter Umstdnden bessere
Vorhersagen machen, eher fiir das Studium einzelner Komplexe eignen, z.B. im Rahmen
einer Leitstrukturoptimierung.

6.2 Anreicherungsfaktoren beim Screening

FEin typisches Anwendungsgebiet fiir schnelle Docking-Programme ist das Durchsuchen von
Datenbanken nach moglichen Bindungspartnern fiir ein bestimmtes Protein (Screening)
[228]. Hier kommt es vor allem darauf an, moglicherweise aktive Verbindungen von definitiv
inaktiven zu trennen. Nicht zuletzt diese Anwendung war der Anlaf}, die Proteinflexibilitat
beim Docking zu beriicksichtigen, weil man nicht unbedingt davon ausgehen kann, daf}
die Konformation eines Proteins bei der Bindung verschiedener Liganden unveréndert
bleibt. Es konnen vielmehr Konformationsanderungen auftreten, die unter Umstanden die
Bindungseigenschaften des Proteins verandern.

Das Maf} fiir die Giite eines Verfahrens ist in diesem Fall der Anreicherungsfaktor,
der angibt, wievielmal mehr aktive Liganden sich tatsdchlich unter den von der Docking-
Methode als aktiv vorhergesagten Liganden befinden, verglichen mit einer gleich grofien
zufélligen Auswahl von Liganden aus der Datenbank. Die Bestimmung dieses Faktors ist
nicht ganz einfach, weil man dazu wissen muf, wieviele aktive und inaktive Verbindungen
die Datenbank insgesamt enthilt. Der Einfachheit halber geht man deshalb in der Regel
davon aus, daff nur die bekannten Liganden eines Proteins auch wirklich aktiv sind. Alle
iibrigen Liganden werden als inaktiv betrachtet [10]. In aller Regel mufl man dabei nur
mit wenigen falsch-negativen rechnen.

Ein solches Screening-Experiment ist aus zwei Griinden mit FLEXE bisher nicht durch-
gefiihrt worden: Erstens macht diese Experiment erst Sinn, wenn das Verfahren hinreichend
robust geworden ist und ausreichend Erfahrungen mit dem Redocking gesammelt worden
sind. Zweites erfordert ein solches Screening sehr spezielle Testdaten, namlich ein Ensem-
ble von Proteinstrukturen, bei dem tatsichlich Konformationsdnderungen aufgrund der
Bindung verschiedener Liganden erwartet werden und dazu eine gréflere Menge von be-
kannten Liganden vorhanden ist. Diese Daten standen jedoch bisher nicht zur Verfiigung.

6.3 Vergleich mit anderen Docking-Programmen

Da in den Publikationen iiber verschiedene Docking-Verfahren ganz unterschiedliche Test-
datensdtze und Methoden zur Evaluation herangezogen werden, ist ein detailierter Ver-
gleich der Verfahren nicht praktikabel (vgl. auch Abs. 3.3.6). Ein solcher Vergleich kann
deshalb nur die Methoden und Modelle gegeniiberstellen, sowie globale Aussagen {iber die
Vorhersagequalitdt und Laufzeit machen.
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Vergleichbare Resultate bekommt man nur, wenn die verschiedenen Algorithmen auf
denselben Datensatz angewendet werden, der nicht zu klein sein darf, um die Signifikanz
des Vergleichs zu gewéhrleisten (s. Abs. 6.1.1). Ein solcher Vergleich sollte aber nicht von
den Entwicklern der Programme selbst, sondern von unabhéngigen Anwendern durch-
gefithrt werden, die fiir alle Verfahren dasselbe Vorwissen mitbringen.

6.3.1 Vergleich von FLEXE und FLEXX

Verschiedene Proteinkonformationen kénnen mit einem Docking-Programm, das die Pro-
teinstrukturen starr hélt, nur durch sequentielles Docking in alle Einzelstrukturen bertick-
sichtigt werden (Kreuz-Docking [79, 109]). Die Losungen der einzelnen Docking-Laufe muf}
man in einer automatisch reproduzierbaren Weise, die keinen Gebrauch von der korrekten
Plazierung macht, zu einer Ergebnisliste kombinieren. Denn es ist unzulissig, jeweils die
Proteinstruktur, die zur besten Vorhersage fiihrt herauszugreifen, und zur Grundlage fiir
den Vergleich zu machen, weil dies in der realen Anwendung auch nicht moglich ist.

Darum werden fiir den Vergleich von FLEXE und FLEXX alle Plazierungen, die FLEXX
fiir einen Liganden in den einzelnen Strukturen vorhersagt, zusammengefafit und entspre-
chend der geschitzten Bindungsenergie neu geordnet. Damit liegen der FLEXX-Vorhersage
zwar insgesamt mehr Losungen zugrunde, was aber vertretbar ist, weil insbesondere die
ersten Losungen verglichen werden sollen.

Da beide Programme die Liganden absolut gleich behandeln und auch dieselbe Be-
wertungsfunktion benutzen, konzentriert sich dieser Vergleich insbesondere auf die Unter-
schiede bei der Behandlung der Proteinflexibilitét.
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Kapitel 7

Ergebnisse

Die in den vorherigen Kapiteln dargestellten Modelle und Methoden sind in dem Docking-
Programm FLEXE realisiert, das auf FLEXX basiert. So sind die grundlegenden algorith-
mischen Konzepte und die Behandlung der Liganden sowie die Benutzungsschnittstelle
und die Visualisierung tibernommen worden. Aktuelle Weiterentwicklungen von FLEXX
wie das Docking in kombinatorische Bibliotheken [89], neue Bewertungsfunktionen oder
die Verwendung von Pharmakophor-Randbedingungen kénnen daher wegen der engen
Verwandtschaft der Programme in Zukunft leicht adaptiert werden.

Dieses Kapitel erldutert zunédchst die Parametrisierung der benutzten Docking-Pro-
gramme FLEXE und FLEXX und stellt dann den Testdatensatz vor, auf dem das Redocking-
Experiment mit FLEXE und der Vergleich zwischen FLEXE und FLEXX basieren. Nachdem
die Ergebnisse dieser beiden Tests zusammengefait worden sind, wird auf zwei Ensembles
etwas mehr im Detail eingegangen: Das eine ist das Beispiel der Aldose-Reduktase vom An-
fang (Abs. 3.1), das zweite ein verkleinertes Ensemble fiir die Dihydrofolat-Reduktase, das
nicht fiir alle gedockten Liganden die Originalproteinstruktur enthélt. Ein Vergleich von
FLEXE mit anderen Ansdtzen aus der Literatur, der an Abschnitt 3.3 ankniipft, schlieft
dieses Kapitel ab.

7.1 Parametrisierung

Zur Modellierung der Proteinflexibilitdt wurden in FLEXE einige Parameter neu eingefiihrt
bzw. in ihrer Bedeutung modifiziert. Die nachfolgende Ubersicht gibt die Belegung dieser
neuen Parameter an und erlautert kurz, wie die gewdhlten Werte zustande kommen. Die
Belegungen aller weiteren Parameter sind fiir beide Programme identisch und entsprechen
den Defaulteinstellungen von FLEXE /X, die sich bereits fiir FLEXX bewiahrt haben [79].
Die wichtigsten Parameter sind in Tabelle 7.1 zusammengefa3t.

o

e Schwellwert fiir Cluster von Wechselwirkungspunkten (Abs. 5.3): 0.6 A
Je grofler dieser Wert ist, desto mehr Punkte werden zusammengefafit. Ist

der Wert aber grofler als die Halfte der Bucketgrofie der Hashtabelle, werden
Punktpaare falsch einsortiert. Man kann jedoch einen Schwellwert benut-
zen, der etwas grofer als die Hilfte der aktuellen BucketgroBe von 0.9 A ist,
weil die Abfrage benachbarte Buckets beriicksichtigt. Dieser Wert wurde
empirisch ermittelt (vgl. Abs. 7.4). Von diesem Versuch abgesehen, wurden
bei den folgenden Tests keine Wechselwirkungspunkte geclustert!

65



66 KAPITEL 7. ERGEBNISSE

e Schwellwert fiir Cluster von Instanzen (Abs. 4.1.1 u. 5.1.3): 1.0A
Dieser Schwellwert stellt eine Abwagung zwischen den konkurrierenden Zie-

len dar, moglichst viele dhnliche Instanzen zusammenzufassen und die Ver-
zerrung der Proteinstruktur gering zu halten. Da eine gewisse Verzerrung
durch die Toleranzen bei der Plazierung und der Bewertung ausgeglichen
wird, kann man diesen relativ grofien Abstand verwenden.

e Toleranz fiir Bindungslinge (strukt. Inkompatibilitit, Abs. 4.1.2): 1.0A
Da davon auszugehen ist, dafl die Bindungslangen in den einzelnen En-

semblestrukturen korrekt sind, hat dieser Parameter vor allem die Aufga-
be, Fehler auszugleichen, die durch das Clustern der Instanzen entstehen.
Deshalb entspricht die Bindungsldngentoleranz dem Schwellwert fiir das
Clustern von Instanzen.

e Toleranz fiir Uberlappung (geom. Inkompatibilitit, Abs. 4.1.2): 5.5 A3
Dieser Parameter wurde so eingestellt, dafl es zu keiner geometrischen In-

kompatibilitat innerhalb einer einzelnen experimentell bestimmten Prote-
instruktur kommt.

e Toleranz fiir Uberlappung zwischen Ligand u. Protein (Abs. 5.4): 5.5 A®
FLEXE bestimmt die Uberlappung zwischen Ligandatomen und Instanzen.
Darum wurde das maximal zulédssige Schnittvolumen der Toleranz bei der
geometrischen Inkompatibilitdt angepafit. FLEXX berechnet dagegen die FLEXX
Uberschneidung zwischen einem Ligandatom und einzelnen Proteinatomen 2.5 A3
und erlaubt dafiir ein geringeres Volumen von 2.5 A%. Beide Programme
verwenden als maximale durchschnittliche Uberlappung 40% ihres jeweili-
gen Maximums (s. Abs. 2.4.4).

e Toleranz fiir Uberlappung d. Wechselwirkungspunkte (Abs. 4.3): 5.5A3
Dieser Parameter hiangt eng mit dem vorherigen zusammen und sollte des-

halb denselben Wert haben. FLEXX berechnet die Uberlappung der Punkte FrExX
wiederum mit einzelnen Proteinatomen und toleriert dabei, wie auch bei 2.5 A3
den Ligandatomen, maximal 2.5 A3 Uberschneidung.

Die im folgenden vorgestellten Resultate beruhen auf den Programmversionen FLEXE
0.8.0, FLExX 1.8.1 [11, 84] und CORINA 2.4 [92, 93, 94], das zur Berechnung von Ring-

konformationen eingesetzt wird.

7.2 Testdatensatz

Der Testdatensatz fiir diese Arbeit umfafit 10 Proteinstrukturensembles mit insgesamt 105
experimentell bestimmten Kristallstrukturen aus der PDB [80] und ein Homologiemodell
sowie 60 Liganden, die in den gemessenen Komplexen dieser Proteine vorliegen, so dafl
ihre Bindungsmodi bekannt sind (vgl. Tab. 7.2 u. 7.3).

Da weder das vorgestellte Modell der Proteinflexibilitdt noch die verwendeten Algo-
rithmen auf experimentell bestimmte Strukturen beschrankt sind, liegt der Grund fiir die
starke Ausrichtung des Testdatensatzes auf Kristallstrukturen allein in der Methodik der
Evaluation, die das Wissen iiber den korrekten Bindungsmodus bené&tigt, um die vorher-
gesagten Plazierungen beurteilen zu kénnen.
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Parameter Wert
Faktor fiir die durchschnittliche Uberlappung (vom Maximum s. Text) 0.4
Maximale Anzahl automatisch generierter Basisfragmente 4
Maximale Anzahl von Konformationen pro Basisfragment 30
Maximale Anzahl von Losungen fiir den néachsten Anbauschritt 400
Zuséatzliche Anzahl von Losungen je Basisfragment 100
Bucketgrofle in der Hashtabelle 0.9A
Minimaler Abstand der Wechselwirkungspunkte in der Hashtabelle 0.5A
Maximaler Abstand der Wechselwirkungspunkte in der Hashtabelle 10.0 A
Schwellwert fiir das Clustern von Dreiecken 1.1A
Schwellwert fiir das Clustern von Wechselwirkungspaaren 0.4 A
Schwellwert fiir das Clustern von Plazierungen 0.7A

Tabelle 7.1: Parameter fiir FLEXE und FLEXX. Die Tabelle enthilt die verwendeten Werte
der wichtigsten Parameter. Sie entsprechen den Defaultwerten der beiden Programme.

7.2.1 Auswahl der Testdaten

Die Auswahl der Ensembles ist in keiner Weise vollstdndig oder gar reprasentativ fiir die
PDB. Sie bildet lediglich einen ersten, zufilligen Testdatensatz, der als Basis zur Entwick-
lung der Methode dient. Um eine zu starke Fokussierung des Algorithmus auf ein spezielles
Ensemble zu vermeiden, wurden von Beginn an mehrere Testensembles verwendet.

Es ist schwierig, geeignete Ensembles in der PDB zu finden, denn oft enthalt sie nur eine
Struktur fiir ein Protein, und wenn es verschiedene Strukturen fiir dasselbe Protein gibt,
sind diese meist sehr &hnlich, das heifit, ihre Seitenketten haben eine RMS-Abweichungen
von weniger als 0.5 A und der Backbone ist noch stérker konserviert. Eine automatisierte
vollstandige Suche nach Strukturen mit Konformationsdnderungen ist sehr aufwendig, weil
man dazu alle Strukturen fiir ein Protein iiberlagern und analysieren mu8.

Deshalb wurde von Hand in der Datenbank ReliBase [229] nach Proteinstrukturen mit
einer Sequenzidentitat von mehr als 90% gesucht und manuell gepriift, ob die Strukturen
die folgenden Anforderungen erfiillen. Die Suche wurde nicht auf hundertprozentig identi-
sche Sequenzen beschrankt. Denn erstens sind auch Mutationen von Interesse und zweitens
fehlen in einzelnen Strukturen Aminosduren, die z.B. nicht aufgel6st werden konnten.

e Die Strukturen sollten einen weitgehend gleichen Backbone-Verlauf

haben (mittlere RMS-Abweichung < 1.0 A).
e Es sollten mindestens drei verschiedene Liganden vorhanden sein.

o Es sollten verschiedene Seitenkettenkonformationen vertreten sein,
die auf die Bindung unterschiedlicher Liganden zuriickzufiihren sind.
Die Rotamere sollten dabei im Mittel um mindestens 1.0-2.0 A variieren.

o Es sollte mindestens eine Struktur geben, die ohne Ligand
kristallisiert und vermessen wurde.

e Punktmutationen sind erlaubt. Sie sind insbesondere dann interessant,
wenn sie die Bindung verschiedener Liganden beeinflussen.

e Flexible Loops sollten maximal zehn Aminosduren lang sein.
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Nicht alle Ensembles des Testdatensatzes erfiillen alle Kriterien. Zwar haben alle Mit-
glieder eines Ensembles einen sehr dhnlichen Backbone-Verlauf, verschiedene Seitenket-
tenkonformationen oder Punktmutationen und leicht unterschiedliche Loop-Verldufe, aber
aufgrund der beschrankten Datenlage in der PDB sind die Liganden oft sehr dhnlich und
manchmal auch identisch.

Fiir die Aldose-Reduktase wurden drei PDB-Strukturen des Enzyms aus den Linsen
von Schweineaugen mit einem Homologiemodell von menschlicher Aldose-Reduktase kom-
biniert [100], weil es fiir dieses Protein nur zwei verschiedene Liganden in der PDB gab,
als der Datensatz zusammengestellt wurde. In diesem Fall betragt die Sequenzidentitat
zwar nur etwa 86%, aber das aktive Zentrum ist sehr stark konserviert.

Tabelle 7.2 gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Ensembles. Dort sind fiir jedes
Ensemble die PDB-Kiirzel der Strukturen aufgelistet, aus denen es sich zusammensetzt,
wobel die PDB-Strukturen markiert sind, deren Liganden als Referenz verwendet werden.
Das Intervall der Backbone-Abweichung und die Angabe der Aminosduren, bei denen es
alternative Instanzen bzw. Mutationen im aktiven Zentrum gibt, vermitteln einen FEin-
druck von der strukturellen Variabilitdt der Ensembles. Sie bestimmen im wesentlichen
die Grofle des Suchraums, die hier durch die Zahl der potentiellen Konformationen nach
oben abgeschétzt wird. Diese Zahl stellt eine obere Schranke dar, weil ihre Berechnung die
Abhéngigkeiten zwischen den Instanzen vernachlédssigt. Im Anhang findet man dariiber
hinaus fiir alle Ensembles Abbildungen des aktiven Zentrums der vereinigten Proteinbe-
schreibung.

Es wurden nicht alle Liganden verwendet, die in den PDB-Eintragen enthalten sind.
Zu kleine (weniger als vier Atome) oder kovalent gebundene Molekiile blieben unbertick-
sichtigt. Die wichtigsten Eigenschaften der iibrigen 60 Liganden sind in Tabelle 7.3 zusam-
mengefafit, Abbildungen ihrer Strukturformeln findet man ebenfalls im Anhang.

7.2.2 Aufbereitung der Daten

Bevor die Ensembles von Proteinstrukturen in FLEXE bzw. FLEXX verwendet werden
konnen, miissen die Liganden aus den Komplexen extrahiert, minimiert und im mol2-
Format [230] gespeichert werden. Die Ensembles werden in sog. EDF-Dateien (ensemble
description files) definiert, die die Bindetasche bestimmen, Mehrdeutigkeiten der PDB-
Dateien auflésen und festlegen, wie FLEXE die einzelnen Proteinstrukturen kombinieren
soll. Dieses Format ist an das Format der RDF-Dateien (receptor description file) von
FLEXX angelehnt. Daher kénnen fiir FLEXX aus einer EDF-Datei automatisch eine Menge
von RDF-Dateien erzeugt werden, die die entsprechenden Information fiir die einzelnen
Strukturen eines Ensembles enthalten.

Tabelle 7.2: Ubersicht iiber die Ensembles. Die Tabelle gibt fiir alle Ensembles die PDB-Codes
[80] der Ensemblemitglieder an. Die Liganden der markierten Strukturen (*) dienen als Referenz.
Auflerdem enthilt sie das Intervall der mittleren Backbone Abweichung im aktiven Zentrum und
die Anzahl der potentiellen Konformationen im aktiven Zentrum (RMSD) sowie insgesamt. Die
Zahl ergibt sich aus dem Produkt der Anzahl von Instanzen pro Segment. Ferner sind die Segmente
aufgefithrt, die im aktiven Zentrum mehr als eine Instanz umfassen. Bei Mutationen sind beide
Kiirzel angegeben.
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Ensemble PDB Codes* RMSD [A] | # pot. Konf. | Flexible Seg. / Mutationen
Aldose-Reduktase 1lah0* 1ah3* lah4 0.2-0.6 2.0 108 PHE 122, LEU124, VAL130,
(4 Struk., 3 Lig.) homology model* (2.510°7 ) | VAL297 — ALA/THR 304
Alpha-Momorcharin | lmri lahe I1mrh* 9.6 10* GLUS85, GLU112, ARG122,
(7 Struk., 4 Lig.) lmrg* laha* lahb* 0.2-0.2 ( 2'4 1047 ) LEU/VAL64, ASN/ASP110,
lmom ' ASN 68 — MET 72
Carboanhydrase II 2cbb  1h9n 1lhec HIS 64, ASNG67, GLN92,
(16 Struk., 8 Lig.) lmua luga 1lugd 0.1-0.3 1.5 10° LYS133, VAL135, GLN136,
1bed* 1lcil*  lenw® (8.010% ) | CYS206, ALA/PHE/SER 65,
lenx* lera* lray GLN/GLU 106, ASP/HIS119,
lecam* lcaz* lugb HIS/LEU 198, ALA/THR 199,
1zsb* ALA/PRO 202
Carboxypeptidase 5cpa  larl  lyme HIS69, ARGT71, ARGI127,
(16 Struk., 7 Lig.) 3cpa* 4cpa* 6cpa’ 0.1 -0.5 4.2 1016 ARG 145, LEU 203, LEU 206,
Tcpa* 8cpa 1lbavA (4.810%2) | TYR208, ILE243, THR 268,
1bavB 1bavC 1bavD GLU 270, THR 274, SER 162 —
lcbx* lceps* 2ctb THR 164, SER 194 — SER 199,
2ctc* ILE 247 — ILE 255,
Dihydrofolat- 1dyh* 1dyi* 1dyj* LEU4, LEUS, ILE 14, GLY 15
Reduktase 1jol* 1ra2* 1ra3* 0.1 0.7 8.3 1010 ALA19, MET20, TRP 30,
(12 Struk., 12 Lig.) | 3drc* 1dhj* 1dra* (1.110%) | LYS32, ARG33, PHE/TRP 22
1drb* 2dre* 4dfr* ASP/CYS/SER 27,
HIS45-LEU54
Isocitrat- lidf  1lidd  6icd ARG119, ARG 129, ASN155,
Dehyrogenase Ticd lika  4icd 0.3-0.6 3.6 1012 ASN 303, LEU304, ASP 307,
(14 Struk., 6 Lig.) Sicd* 9icd  lide* (4510270 ) | SER310, ASP311, GLU 336,
lide* 1gro* 1lgrp* PHE/TYR 160,
8icd* liso ASP/GLU/SER 113 — ALA 117
LEU103 — THR 105
THR 338 — GLY 340
Mandelat- 2mnr lmdr* lmns VAL29, ASN197, ASN248,
Racemase lmndl* lmra* 1dtn* 0.1-1.1 9.3 1019 LEU 321, ARG/LYS 166,
(6 Struk., 4 Lig.) (1.0 10° ) | ASN/ASP 270, GLN/GLU 317,
VAL 22— ALA 25
Ricin Irtc  lobs 2aai ASN78, TYRS80, VALS2,
(9 Struk., 3 Lig.) 1fmp* lapg* lifu 0.3-04 3.2 108 ASP96, ASN122, ASP 124,
lifs  1lift  lobt* (3.810% ) | ARG125, GLN173, ILE 205,
THR 206, ASN209, SER210,
ARG 213, ARG 258
ARG/GLY/HIS 180
Seryl-T-RNA- lsryA 1lsryB lsesA* ARG157, GLN211, GLU227,
Synthetase 1sesB* 1setA* 1setB* 0.3-0.5 4.4 10%° ARG 256, GLU258, GLU 345,
(6 Struk., 4 Lig.) (6.210'%2) | SER 348, ASN378, ASN379,
LEU 382, ARG386, ILE387,
MET 270 — GLU 279
Trypsin 3ptn  2ptc  1tld ASN97, THR98, LEU99
(16 Struk., 9 Lig.) ltpo 1ltaw 1lmax 0.2-0.3 2.2 108 GLN 175, LYS188, GLN192
1ppc* 1pph* ltng* ( 1.2 10°%) SER 217, GLN221, LYS224
1tnh* 1tni* 1tnj* TYR 228
1tnk* 1tnl* 1tpp

3pth*
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Anzahl Wechselwirk. Anzahl min.

Ensemble Ligand Name A B R |S3 S2 S1 | Frag. Konf. | rmsd
Aldose- SBI.1ah0 Sorbinil 17 1 1 6 4 5 2 8 0.18
Reduktase TOL.1ah3 Tolrestat 24 6 1 3 9 4 7 23000 0.32
ZST.model | Zopolrestat 29 5 2 5 9 8 6 29000 0.28

Alpha- FMC.1mrh | Formycin 19 5 2|13 2 8 6 7400 0.46
Momorcharin | ADN.lmrg | Adenin 10 0 1 6 4 3 1 1] 0.14
ADE.laha | Adenin 10 0 1 6 4 3 1 1 0.07

FMP.1ahb | Formycin-5-Monophosphat | 23 5 2] 15 2 8 6 7400 0.23

Carbo- FMS.1bed Trifuormethansulfonamid 8 2 0 5 0 0 3 3 0.12
anhydrase 11 ETS.1cil Inhibitor ETS 19 4 1 9 2 5 5 1900 0.33
EGl.lenw | Benzolsulfonamid EG1 26 15 1|13 7 9|16 1110% | 043

EG2.1enx | Benzolsulfonamid EG2 22 12 1|11 6 8| 13 3910% | 023

TRI.1cra 1,2,4-Triazol 5 0 1 3 2 0 1 1 0.02

BCT.1cam | Bicarbonat 4 1 0 4 0 0 2 4| 0.02

ACY.lcaz Essigsiure 4 0 0 2 1 0 1 1] 0.7

AZM.1zsb Acetazolamid 13 3 1 8 2 1 4 290 0.35

Carboxy- G-Y.3cpa Glyeyl-Tyrosin 17 8 1 9 6 5 9 130000 0.23
peptidase GLY .4cpa Glycin 5 2 0 5 0 1 3 9 0.29
ZAF.6cpa | Phosphonat ZAA=P=(O)F [ 33 14 2|10 16 7| 15 1310 | 046

FVF.7cpa | (BZ-Phe-Val=P=(0)-Phe) | 41 17 3| 10 22 10| 18 3.510% | 047

BZS.1cbx Benzyl-Bersteinsaure 15 5 1 4 6 4 6 86000 0.21

CPM.1cps | Sulfonamid Inhibitor CMP | 16 5 1 7 7 4 6 8600 0.28

LOF 2¢cte 3-Phenyl-Milchsdure 12 4 1 4 6 3 5 450 0.24

Dihydrofolat- | DZF.1dyh 5-Deaza-Folsadure 32 11 2|14 10 10 | 12 2.2 10° 0.40
Reduktase FOL.1dyi Folsdure 32 11 2| 15 9 9| 12 2.4 108 0.39
DDF.1dyj 5,10-Dideaza-4H-Folsdure 32 10 2| 11 7 10 | 11 7.6 107 0.36

FFO.1j0l 5-Formyl-6-Hydro-Folsdure | 34 12 2 | 15 7 11| 13 2.2 10° 0.49

FOL.1ra2 Folsaure 32 11 2| 15 9 9 | 12 9.4 10® 0.35

MTX.1ra3 | Methotrexat 33 10 2|14 10 9 | 11 3.9 107 0.27

MTX.3dre | Methotrexat 33 10 2|14 10 9| 11 3.9 107 0.32

MTX.1dhj | Methotrexat 33 10 2|14 10 9| 11 3.9 107 0.30

MTX.1dra | Methotrexat 33 10 2|14 10 9| 11 3.9 107 0.30

MTX.1drb | Methotrexat 33 10 2|14 10 9| 11 3.9 107 0.43

MTX.2dre | Methotrexat 33 10 2|14 10 9| 11 3.9 107 0.40

MTX.4dfr Methotrexat 33 10 2|14 10 9 | 11 3.9 107 0.42

[socitrat- ICT.bied Isocitronensaure 13 6 0 8 0 3 7 49000 0.25
Dehyrogenase | ICT.1lide Isocitronensaure 13 6 0 8 0 3 7 49000 0.22
0XS.1lide Ozxalbernsteinsidure 13 5 0 7 0 2 6 22000 0.26

ICT.1gro [socitronensiure 13 6 0 8 0 3 7 49000 0.19

ICT . 1grp Isocitronensiure 13 6 0 8 0 3 7 49000 0.19

ICT.8icd Isocitronensiure 13 6 0 8 0 3 7 49000 0.20

Mandelat- SAA.1lmdr | 2-Phenyl-Milchsiure 12 3 1 4 7 1 4 90 0.21
Racemase SMN.1mdl | 2-Phenyl-Glycolsiure 11 3 1 4 6 2 4 180 0.14
SAA.1mra | 2-Phenyl-Milchsidure 12 3 1 4 7 1 4 90 0.21

SAA.1dtn 2-Phenyl-Milchsdure 12 3 1 4 7 1 4 90 0.20

Ricin FMP.1fmp | Formycin-5-Monophosphat | 23 5 21|15 2 8 6 7400 0.57
A-G.lapg Adenyl(3’->5") Guanosin 42 12 4| 25 7 13| 13 4.1 108 0.79

AMP.1obt | Adenosin-Monophosphat 23 6 2| 14 4 8 7 6800 0.52

Seryl-T-RNA- | AHX.1ses Seryl-Hydroxamat-AMP 30 13 2|21 5 10 | 14 4.4 10° 0.61
Synthetase AMP.1ses Adenosin-Monophosphat 23 6 2| 14 4 8 7 6800 0.62
SSA . 1set 5-0-(N-(L-Seryl)- 29 12 2| 21 4 10| 13 9.6 10° 0.61

SSA.1set Sulfamoyl)- Adenosin 29 12 2| 20 5 10| 13 3.4 10° 0.54

Trypsin NAS.1ppc | NAPAP 37 11 3|11 15 11 | 12 3.3 10° 0.39
TOS.1pph | 3-TAPAP 30 8 3 9 11 11 9 2.1 10° 0.51

AMC.1tng | Aminomethylcyclohexan 8 1 1 3 0 7 2 18 0.12

FBA.1tnh 4-Fluorbenzylamin 9 1 1 3 5 3 2 6 0.09

PBN.1tni 4-Phenylbutylamin 11 4 1 3 6 5 5 1500 0.32

PEA.1tnj 2-Phenylethylamin 9 2 1 3 6 3 3 30 0.46

PRA.1tnk 3-Phenylpropylamin 10 3 1 3 6 4 4 210 0.49

TPA.1tnl Phenylcyclopropylamin 10 1 2 3 6 4 2 6 0.12

BEN.3ptb Benzamidin 9 1 1 4 6 1 2 4 | 0.06
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Aufbereitung der Liganden

Die Liganden werden fiir FLEXE und FLEXX unter Verwendung des Programmpakets
SYBYL [230] nach exakt dem gleichem Verfahren wie folgt aufgearbeitet: Zunachst wer-
den die Ligandkoordinaten der Nicht-Wasserstoffatome aus dem Original-PDB-Eintrag
extrahiert. Sie dienen spéater als Referenz fiir die Berechnung der RMS-Abweichung. In
den Fillen, in denen es gleiche Liganden in verschiedenen PDB-Eintragen gibt, werden
alle Liganden als separate Referenzen verwendet, weil sie sich zum Teil in ihrer Positi-
on leicht unterscheiden. Eine Eingabedatei fiir die Liganden erhilt man, indem man die
korrekten Atomtypen (einschlieBlich der Hybridisierung) und die korrekten Bindungsty-
pen definiert, Wasserstoffatome hinzufiigt, jedem Atom Formalladungen zuweist und die
Struktur schliefilich energieminimiert. Im allgemeinen werden dabei alle Carboxylat- und
alle Phosphorsduregruppen mit einer negativen Ladung versehen, wohingegen alle Amino-,
Amidino- und Guanidinogruppen, aber keine Amidgruppen protoniert werden.

Die Energieminimierung garantiert eine Konformation mit niedriger Energie, deren
Bindungslangen und -winkel nahe bei den theoretischen Werten liegen [198]. Diese neue
Geometrie und die Tatsache, da$ die minimierte Struktur nicht entsprechend der Uber-
lagerung der Ensemblestrukturen verschoben wird, garantieren, daf§ die Eingabedatei fiir
den Liganden keine impliziten Docking-Informationen iiber den Komplex enthalt.

Aufbereitung der Ensemblestrukturen

Die EDF-Dateien enthalten fiir jede Struktur eines Ensembles die Definition der Prote-
inatome ({iber Kettenbezeichner und Heterogruppen), die beim Docking berticksichtigt
werden sollen. Das sind in der Regel alle Atome. Von Multimeren, bei denen das akti-
ve Zentrum vollstandig in einem Monomer liegt, wird allerdings nur das entsprechende
Monomer verwendet. Bei zwei Ensembles (Carboxypeptidase, Seryl-T-RNA-Synthetase)
werden die verschiedenen Monomere eines PDB-Eintrags {iberlagert und als alternative
Konformationen benutzt.

In einigen PDB-Eintridgen sind alternativer Koordinaten fiir bestimmte Atome ange-
geben. Hier mufl man festgelegen, welche Position fiir eine bestimmte Ensemblestruktur
verwendet wird. Im Zweifelsfall wurden beide Konformationen alternativ benutzt.

Die Zuordnung der Wasserstoffpositionen erfolgt im allgemeinen auf der Basis von
Default-Regeln. Ausgenommen sind hier nur die Torsionswinkel der Hydroxylgruppen der
Aminosduren Serin, Threonin und die Wasserstoffposition der Histidinseitenkette. In die-
sen Fillen werden die Torsionswinkel (0°, 180° fiir Tyrosin; 60°, 180°, 300° fiir Serin u.
Threonin) und die Tautomerie manuell so festgelegt, wie fiir das Ausbilden von Wasser-
stoffbriicken am gilinstigsten ist. Fiir FLEXE werden gegebenenfalls mehrere Alternativen
verwendet. Die Seitenketten von Lysin und Arginin werden protoniert und die Carboxylat-
gruppen von Asparagin und Glutamin werden ionisiert. Wassermolekiile, die in der PDB-
Datei enthalten sind, werden entfernt.

Tabelle 7.3: Ubersicht iiber die Liganden. Die Tabelle fiihrt fiir alle Ensembles die in dieser
Arbeit verwendeten Kiirzel fiir die Liganden auf. Fiir die Liganden sind die (Trivial-) Namen,
die Anzahl der Schweratome (A), der Bindungen (B) und die Anzahl der Ringe (R) sowie die
Zahl der Wechselwirkungen getrennt nach den Stufen (S1, S2, S3) angegeben. Auflerdem findet
man die Zahl der Fragmente und die Zahl potentieller Konformationen. Die letzte Spalte gibt
die RMS-Abweichung zwischen der Konformation des Liganden in der Kristallstruktur und der
Konformation wieder, die der gemessenen Struktur unter Verwendung der Torsionsdatenbank am
néchsten komimt.
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Um das aktive Zentrum der Proteine zu bestimmen, werden alle Mitglieder eines En-
sembles zusammen mit den entsprechenden Referenzliganden iiberlagert. Alle Atome, die
weniger als 6.5 A von einem der Referenzligandatome entfernt sind, gehoren zum aktiven
Zentrum. Auf diese Weise wird die Bindetasche durch die Vereinigung aller Referenzligan-
den definiert. Zusatzlich wird die komplette Aminosdure ausgewahlt, wenn wenigstens ein
Atom im aktiven Zentrum liegt.

Die iiberlagerten Proteinstrukturen und Referenzliganden dienen als Input fiir das
Kreuz-Docking-Experiment mit FLEXX, fiir das die entsprechenden RDF-Dateien aus den
EDF-Dateien erzeugt werden. Somit verwenden beide Programme fiir den Vergleich iden-
tisch aufgearbeitete Proteinstrukturen mit derselben Definition des aktiven Zentrums.

7.3 Redocking mit FLEXE

Die Liganden aller Ensembles des Testdatensatzes werden mit FLEXE jeweils in das aktive
Zentrum der vereinigten Proteinbeschreibung plaziert, die aus allen Proteinstrukturen
des entsprechenden Ensembles entsteht. Dann werden die symmetriekorrigierten RMS-
Abweichung aller Vorhersagen und die Laufzeiten der verschiedenen Phasen des Verfahrens
bestimmt. Als Referenz fiir die RMS-Abweichung dient jeweils die Position des Liganden
in der {iberlagerten, experimentell bestimmten Proteinstruktur.

7.3.1 Qualitit der Plazierungen

Wie in Abschnitt 6.1.3 bereits ausgefiithrt wurde, gilt im Rahmen dieser Auswertung die
Plazierung mit der geringsten Abweichung zur Referenzstruktur als die beste Losung, weil
sie die korrekte Losung am besten reproduziert. Dagegen wird die Lésung, die sich auf
dem ersten Rang befindet, als erste Losung bezeichnet.

Die einzelnen Ergebnisse des Redockings mit FLEXE stellt Tabelle 7.4 dar. Sie zeigt
fiir jeden Liganden die Anzahl der vorhergesagten Plazierungen, die RMS-Abweichung
der ersten Losung, der besten Lésung unter den ersten zehn Vorhersagen und der besten
Losung von allen Plazierungen unabhangig vom Rang. Zusatzlich sind der Rang der besten
Losung und der Rang der ersten Losung mit einer RMS-Abweichung von weniger als 2.0 A
bzw. 2.5 A aufgelistet. Eine Statistik iiber die jeweilige Zahl der Losungen mit einer RMS-
Abweichung bis zu 1.0 A, 1.5 A, 2.0 A bzw. 2.5 A findet man in Tabelle 7.5.

FLEXE findet fiir etwa ein Drittel aller Liganden auf dem ersten Rang eine akzeptable
Plazierung mit einer RMS-Abweichung von bis zu 2.0 A. Die Anzahl erhéht sich auf zwei
Drittel, wenn man die ersten zehn Losungen betrachtet. Unter den Plazierungen mit der
geringsten Abweichung zur Referenzstruktur befinden sich rund 80% Loésungen mit einer
RMS-Abweichung von weniger als 2.0 A. Im Durchschnitt befinden sich diese Vorhersagen
allerdings auf Rang 25. Fiir einen Liganden (AMC.1tng) belegt die beste Plazierungen
auch den ersten Rang und weicht dabei lediglich um 0.7 A von der Kristallposition ab.

Tabelle 7.4: FLEXE-Vorhersagen. Fiir jeden Liganden sind die Anzahl der vorhergesagten Pla-
zierungen, die RMS-Abweichung der ersten Lésung, der besten Losung unter den ersten zehn
Vorhersagen und der besten Lésung von allen Plazierungen unabhéngig vom Rang sowie der Rang
der ersten Losung mit einer RMS-Abweichung von weniger als 2.0 A bzw. 2.5 A angegeben.
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Anz. (Min.) RMSD [A] Beste Losung <20A | <25A

Ensemble Ligand Lés. | Rang1 Rang 10 | RMSD [A] Rang Rang Rang
Aldose- SBI.1ah0 153 0.58 0.54 0.54 2 1 1
Reduktase TOL.1ah3 116 1.09 1.05 1.05 5 1 1
ZST.model] 195 6.74 6.72 0.64 133 133 133

Alpha- FMC.1mrhl 270 2.13 1.75 0.80 119 7 1
Momorcharin | ADN.Imrg| 161 4.30 1.11 0.97 13 10 10
ADE.laha 163 3.27 0.85 0.76 13 10 7

FMP.1ahb 445 1.60 1.42 0.85 116 1 1

Carbo- FMS.1bed 175 3.33 1.47 1.47 2 2 2
anhydrase 11 ETS.1cil 348 2.76 2.69 2.35 95 - 95
EGl.lenw 178 7.86 7.86 6.83 111 - -

EG2.1enx 284 4.70 4.70 4.10 65 - -

TRI.lcra 502 5.84 0.82 0.79 82 5 5

BCT.lcam| 163 6.82 2.51 1.96 12 12 11

ACY .lcaz 285 2.18 1.18 0.96 41 2 1

AZM.1zsb 368 6.48 3.16 1.85 302 240 82

Carboxy- G-Y.3cpa 233 1.81 1.69 1.05 210 1 1
peptidase GLY .4cpa 500 3.20 3.17 1.63 402 237 42
ZAF .6cpa 176 7.35 7.33 7.31 53 - -

FVF.7cpa 122 6.51 5.37 5.08 24 - -

BZS.1cbx 247 6.40 6.03 1.53 67 16 16

CPM.1cps 492 4.97 1.02 1.00 21 2 2

LOF .2cte 402 2.44 2.32 1.72 140 140 1

Dihydrofolat- | DZF.1dyh 111 2.21 2.00 1.86 60 4 1
Reduktase FOL.1dyi 117 2.17 1.84 1.81 57 4 1
DDF.1dyj 468 5.43 1.63 1.58 123 8 8

FFO.1j0l 67 8.49 5.37 5.21 43 - -

FOL.1ra2 111 2.30 1.91 1.91 4 4 1

MTX.1ra3 284 1.50 0.81 0.53 59 1 1

MTX.3dre 231 1.21 0.50 0.50 7 1 1

MTX.1dhj 301 1.12 0.67 0.46 11 1 1

MTX.1dra| 290 1.10 0.70 0.59 51 1 1

MTX.1drb| 284 1.23 0.98 0.64 65 1 1

MTX.2dre 289 1.05 0.97 0.61 36 1 1

MTX.4dfr 284 1.32 0.66 0.65 60 1 1

Isocitrat- ICT .bicd 258 4.35 1.47 1.12 21 8 8
Dehyrogenase | ICT.lide 257 4.29 1.39 1.01 7 7 7
0XS§.1ide 277 3.77 1.91 1.68 16 9 9

ICT.1gro 255 4.29 1.53 1.05 99 9 9

ICT.1grp 252 4.38 2.91 0.89 90 11 11

ICT .8icd 255 4.25 1.67 1.00 109 7 7

Mandelat- SAA.1mdr| 307 1.85 0.99 0.56 99 1 1
Racemase SMN.1mdl| 286 2.54 1.45 0.83 175 8 8
SAA.lmra| 307 1.08 0.82 0.54 27 1 1

SAA.1dtn 303 1.95 0.86 0.30 168 1 1

Ricin FMP.1fmp| 469 5.42 2.71 1.29 200 40 11
A-G.lapg 230 8.22 4.44 3.26 91 - -

AMP.1obt 541 3.11 3.11 1.50 298 238 38

Seryl-T-RNA- | AHX.1ses 186 3.28 2.62 2.46 149 - 47
Synthetase AMP.1ses 466 5.87 2.48 2.45 58 - 8
SSA.1set 185 2.35 1.95 1.92 20 5 1

SSA.1set 184 2.54 2.28 2.12 14 - 2

Trypsin NAS.1ppc 405 3.04 1.98 1.10 16 4 2
TOS.1pph 173 3.75 3.75 1.03 33 33 33

AMC.1tng| 464 0.70 0.70 0.70 1 1 1

FBA.ltnh 235 0.55 0.48 0.48 3 1 1

PBN.1tni 375 0.96 0.96 0.84 15 1 1

PEA .1tnj 500 1.86 0.61 0.61 2 1 1

PRA.1tnk 350 1.97 0.57 0.57 8 1 1

TPA.1tnl 200 0.93 0.89 0.89 2 1 1

BEN.3ptb 500 0.63 0.27 0.27 5 1 1
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A kompletter Datensatz B  bereinigter Datensatz
erster Rang erster Rang

rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min
# 6 15 21 28 60 # 6 9 13 19 45
% 10.0 25.0 35.0 46.7 100.0 % 13.3  20.0 289 422 100.0

ersten 10 Riénge ersten 10 Rénge

rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min
# 20 29 40 43 60 # 12 19 27 29 45
% 33.3 483 66.7 71.7 100.0 % 26.7 42.2 60.0 64.4 100.0

unabhingig vom Rang unabhingig vom Rang

rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min
# 29 39 50 54 60 # 19 26 36 39 45
% 48.3 65.0 83.3 90.0 100.0 % 42,2 57.8 80.0 86.7 100.0
0 24.0 925.2 247 11.9 73.3 Die Statistik su den Rangen wurde nicht be-

rechnet, weil dazu Losungen hatten zusam-

o 37.8 60.6 60.2 250 80.8 mengefaft werden miissen.

Tabelle 7.5: FLEXE-Ergebnisse. Die Tabellen fassen die Anzahl der Losungen mit einer RMS-
Abweichung unter 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 A bzw. mit minimaler Abweichung in absoluten Zahlen (#) und
in Prozent (%) jeweils fiir den ersten Rang, die ersten zehn Rénge und fiir alle Ringe zusammen.
Fiir den letzten Fall sind auflerdem der durchschuittliche () Rang der ersten Losung unterhalb
des Schwellwertes und die dazugehorige Standardabweichung (o) angegeben. Die Tabellen unter A
beziehen sich auf den gesamten Testdatensatz, wihrend die Tabellen unter B nur den um identische
Liganden bereinigten Datensatz beriicksichtigen.

Um die einzelnen Docking-Ergebnisse besser nachvollziehen zu kdénnen, werden die
Qualitdt der Vorhersagen von FLEXE im folgenden in knapper Form mit den Eigenschaf-
ten der einzelnen Ensembles (vgl. Tab. 7.2) und denen ihrer Liganden (vgl. Tab. 7.3) in
Beziehung gesetzt und Besonderheiten erlautert. Abbildungen der aktiven Zentren der
vereinigten Proteinbeschreibungen und der Ligandstrukturen befinden sich im Anhang.

Aldose-Reduktase

Das Ensemble der Aldose-Reduktase besteht aus drei Kristallstrukturen und einem Homo-
logiemodell, deren Konformationen sich im hydrophoben Teil der Bindetasche stark un-
terscheiden. Wéhrend das Sorbinil (SBI.1ah0) und das Tolrestat (TOL.1ah3) von FLEXE
gut gedockt werden konnen, findet man fiir das Zopolrestat (ZST.model) erst auf Rang
133 eine akzeptable Losung, weil die relativ enge Tasche in diesem Fall zu einem groflen
Strafterm fiir die Uberlappung zwischen Protein und Ligand fiihrt.

Alpha-Momorcharin

Das Alpha-Momorcharin hat ein relativ kleines aktives Zentrum mit einigen alternativen
Seitenkettenkonformationen und Mutationen im Ensemble. Fiir alle Liganden gibt es unter
den ersten zehn Plazierungen Losungen mit RMS-Abweichungen von unter 1.5 A zur Lage
des Molekiils im experimentell bestimmten Komplex. Die besten Vorhersagen liegen bei
0.54A, 1.05 A und 0.64 A.

Carboanhydrase II
Das aktive Zentrum der Carboanhydrase Il ist grofl und strukturell recht stark konserviert.
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Die Alternativen bestehen in diesem Fall vor allem in Mutationen. An diesem Beispiel zeigt
sich, dal sowohl extrem kleine Liganden (BCT.lcam) als auch extrem grofie Molekiile
(EGl.1ecnw, EG2.1cnx) fiir FLEXE problematisch sind. Denn fiir die kleinen Liganden
gibt es in einer groflen Tasche viele verschiedene Plazierungen, die energetisch giinstig sind,
wahrend bei den groflen Molekiilen die Greedy-Aufbaustrategie den Suchraum offenbar zu
stark einschrankt. Dementsprechend findet sich fiir EGl.lenw und EG2.1cnx keine Ldsung
unter 2.5 A und fiir den kleinen Liganden BCT.lcam sind 1.96 A fiir die beste Plazierung
(Rang 12) viel relativ zu seiner Grofe.

Carboxypeptidase

Die Carboxypeptidase hat das grofite aktive Zentrum aller Testensembles mit einer grofien
strukturellen Variabilitdt. Dadurch ergeben sich eine Vielzahl von Kombinationsméglich-
keiten und zahlreiche unterschiedliche Plazierungen mit &hnlicher Energie. Aus diesem
Grunde findet man die Vorhersagen, die der Referenzstruktur nahe kommen, in einigen
Féllen erst sehr weit hinten in der Liste der Lésungen. Daf} fiir die Liganden ZAF.6cpa
und FVF.7cpa tiberhaupt keine akzeptable Losung gefunden wird, liegt an ihrer Gréfle,
da sie aus 15 bzw. 18 Fragmenten bestehen.

Dihydrofolat-Reduktase

Die Strukturunterschiede bei der Dihydrofolat-Reduktase sind nicht sehr grof}, allerdings
gibt es einen beweglichen Loop (HIS45-LEU54) und einige Mutationen. Die Liganden die-
ses Ensembles bilden zwei Gruppen: Die erste umfaft die Folsdure und ihre Derivate. Die
zweite besteht aus den Methotrexat-Molekiilen (MTX) der verschiedenen PDB-Eintrage,
die sich, wenn auch nur geringfiigig, in ihrer Position in der Bindetasche unterscheiden.
Auflerdem weisen die Proteine in den dazu gehorigen Komplexe unterschiedliche Konfor-
mationen auf.

FLEXE sagt fiir die Heterozyklen beider Gruppen dhnliche Plazierungen vorher, obwohl
die Pteridinringe der Methotrexat-Molekiile in den Kristallstrukturen relativ zu denen
der Folsdure(derivate) um 180° gedreht sind (s. Abb. 7.1). Die Ursache fiir diese falsche
Vorhersage liegt darin, dafl die Pteridinringe der Folsdure(derivate) in der protonierten
Enolform gedockt wurden. Diese Form wurde verwendet, weil das Wassermolekiil, das
im Falle der Folsdure(derivate) eine Wasserstoffbriicke vermittelt, bei der Plazierung des
Methotrexates aber nicht gebraucht wird, nicht beriicksichtigt werden konnte, da FLEXE
in der getesteten Version noch keine optionalen Wassermolekiile behandeln kann.

Abbildung 7.1: Bindungsmodus
von Folsdure und Methotrexat
in  Dihydrofolat-Reduktase.  Der
Heterozyklus der Folsidure (rot) wird in
einer dhnlichen Orientierung plaziert,
wie der Heterozyklus des Methotrexats
(blaun), der jedoch im Vergleich zur
Kristallstruktur der Folsdure (griin)
um 180° gedreht ist.
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Isocitrat-Dehydrogenase

Die Isocitrat-Dehydrogenase-Strukturen variieren vor allem in den Loop-Konformationen.
Dadurch ergibt sich eine relativ groBe Zahl potentieller Konformationen (10'%). Zwar findet
man auf dem ersten Rang in keinem Fall eine annehmbare Lésung, aber unter den ersten
11 Vorhersagen ist in allen Fillen eine Plazierung, die um weniger als 2.0 A abweicht, und
die besten Losungen liegen fast alle im Bereich von etwa 1.0 A.

Mandelat-Racemase

Unter den Mandelat-Racemase-Strukturen treten ebenfalls grofie Backbone- Abweichungen
auf. Deshalb gibt es trotz der kleinen Bindetasche ziemlich viele alternative Konformatio-
nen. Dennoch kénnen alle Liganden gut plaziert werden und unter den ersten zehn Vor-
hersagen befindet sich jeweils eine Losung mit einer Abweichung von weniger als 1.5 A zur
Referenzstruktur.

Ricin

Dieses Ensemble enthélt mit 6 Mitgliedern relativ viele Proteinstrukturen, die an keinen
Liganden gebunden sind. FLEXE findet zwar fiir die beiden kleineren Liganden FMP.1fmp
und AMP.lobt gute Lésungen mit 1.29 A bzw. 1.50 A RMS-Abweichung, aber sie be-
finden sich sehr weit hinten in der Liste. Das Dinukleotid A-G.lapg kann dagegen gar
nicht plaziert werden. Der Grund dafiir liegt vor allem darin, daf} sich die eine Halfte des
Liganden in der Kristallstruktur gar nicht in der Bindetasche, sondern im umgebenden
Losungsmittel befindet. Dies konnte zwar auch ein Artefakt sein, da bei allen verwende-
ten PDB-Strukturen die B-Kette fehlt, die unter Umstanden die Bindetasche abdeckt. In
jedem Fall kann diese Plazierung aber so nicht reproduziert werden.

Seryl-T-RNA-Synthetase

Auch fiir die Liganden der Seryl-T-RNA-Synthetase kann FLEXE die Kristallpositionen
nur schlecht vorhersagen. Das liegt einerseits an der Konformation der Liganden, die im
Rahmen des Modells nur mit rund 0.6 A Abweichung reproduziert werden kann, ande-
rerseits an der Variabilitdt in der Bindetasche, die zu extrem vielen (102”) potentiellen
Kombinationsméglichkeiten fiihrt.

Trypsin

Die Ensemblemitglieder sind beim Trypsin strukturell ziemlich dhnlich, so daf} sich trotz
der 16 Strukturen nur 10° potentielle Konformationen fiir das aktive Zentrum ergeben.
Die kleinen Liganden des Fnsembles lassen sich alle aufgrund ihrer charakteristischen
Amidingruppe gut plazieren. Deshalb findet FLEXE fiir sie bereits auf dem ersten Rang
Losungen mit niedrigen RMS-Abweichungen. Fiir die beiden grofleren Liganden NAPAP
(NAS.1ppc) und 3-TAPAP (TOS.1pph) befinden sich dagegen die jeweils ersten Losungen
mit einer RMS-Abweichung unter 2.0 A erst auf dem vierten bzw. 33. Rang.

7.3.2 Gleiche Liganden fiir ein Ensemble

Einige Ensembles des Testdatensatzes enthalten mehrfach den gleichen Liganden. Das En-
semble der Dihydrofolat-Reduktase umfaflt beispielsweise sieben Proteinstrukturen, die
alle im Komplex mit Methotrexat bestimmt worden sind. Nach der Uberlagerung der
Strukturen sind die Positionen dieser Liganden zwar sehr dhnlich, aber nicht identisch.

Man kann dies in Tabelle 7.3 daran erkennen, daf§ die RMS-Abweichungen zwischen der
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Referenzstruktur und der Ligandkonformation, die dieser im Rahmen des Konformations-
modells am néachsten kommt, unterschiedlich ausfallen.

Die RMS-Abweichungen der vorhergesagten Plazierungen variieren deshalb fiir diese
Liganden ebenfalls, weil fiir die Bestimmung der Abweichung jeweils die Position des Li-
ganden als Referenz dient, die er in der tiberlagerten Proteinstruktur einnimmt, aus der
er extrahiert wurde. Im allgemeinen betrégt diese Streuung der RMS-Abweichung etwa
0.5 A fiir einen Liganden. So haben alle Methotrexatplazierungen auf Rang 1 eine RMS-
Abweichung im Bereich von 1.0 A bis 1.5 A; die der jeweils besten Losung der ersten zehn
Ringe liegt zwischen 0.5A und 1.0 A (vgl. Tab. 7.4). Sie fallen damit fiir die Statistik
iiber die jeweilige Zahl der Losungen mit einer RMS-Abweichung bis 1.0 A, 1.5 A, 2.0 A
bzw. 2.5A in dieselben Intervalle. Da die Zahl der Losungen nicht in allen Intervallen
gleichmé&fiig anwéchst, beeinflussen die mehrfach vorhandenen Liganden diese Statistik.

Die Tabelle 7.5B zeigt daher noch einmal die RMS-Statistik, wobei gleiche Liganden
nur einmal beriicksichtigt wurden. Insgesamt verringert sich durch diese veranderte Zahl-
weise der Anteil der Losungen fiir fast alle Schwellwerte, wobei der Effekt starker ausfallt,
wenn man nur die ersten zehn Ringe oder nur den ersten Rang betrachtet. Allein die An-
zahl der Plazierungen auf Rang Eins mit einer RMS-Abweichung bis 1.0 A bleibt konstant,
wodurch sich der prozentuale Anteil dieser Losungen leicht erhoht.

7.3.3 Laufzeitverhalten von FLEXE

Alle in dieser Arbeit vorgestellten Berechnungen wurden auf einer Sun Ultra 10 durch-
gefiihrt, die tiber einen Ultra SPARC 2e Prozessor mit einer Taktfrequenz von 440 MHz
und 512 MB Hauptspeicher verfiigt. Tabelle 7.6 enthilt fiir alle Ensembles die Zahl der
Wechselwirkungspunkte und deren Paare als Maf fiir die Grofle der Hashtabelle sowie, auf-
geschliisselt nach den verschiedenen Phasen des Algorithmus, die Laufzeiten, die FLEXE
im Durchschnitt fiir die Plazierung eines Liganden in die vereinigte Proteinbeschreibung
benotigt.

Die hier aufgefiihrte Zeit fiir die Vorverarbeitung bezieht sich nur auf die Proteinseite.
Das Einlesen der Liganden und die externe Berechnung ihrer Ringkonformationen, die im
allgemeinen nur wenige Sekunden dauert, ist nicht beriicksichtigt. Die Preprozessingphase
kann man noch einmal in zwei Schritte unterteilen: erstens die Vorbereitung der vereinig-
ten Proteinbeschreibung, die das Einlesen und Uberlagern der Ensemblestrukturen, das
Clustern der Instanzen und das Erzeugen und Zerlegen des Inkompatibilitdtsgraphen um-
fafit; zweitens den Aufbau der Hashtabelle aus Paaren von Wechselwirkungspunkten. Beide
Schritte braucht man nur einmal durchfiihren, wenn mehrere Liganden gedockt werden.
Somit erhoht sich die Laufzeit fiir die Vorverarbeitung im Falle mehrerer Liganden nicht.

Die Vorbereitung der vereinigten Proteinbeschreibung bendtigt in der Regel ebenfalls
nur wenige Sekunden. Die Laufzeit hdngt im wesentlichen von der Grofie und den Ver-
kntipfungen des Inkompatibilitdtsgraphen ab. Diese Parameter kénnen jedoch a priori nur
schlecht abgeschétzt werden, weil sie in komplexer Weise von verschiedenen Faktoren,
wie beispielsweise der Zahl von Strukturen, dem Konservierungsgrad, der Verteilung von
alternativen Instanzen und der Gréfle des aktiven Zentrums beeinfluit werden. Im allge-
meinen kann man aber davon ausgehen, dafl die Vorbereitung groler Bindetaschen wie
z.B. bei der Carboxypeptidase oder bei Strukturen mit mehreren Loop-Konformationen
(Isocitrat-Dehydrogenase) sowie in Fillen mit vielen alternativen Instanzen (Seryl-T-RNA-
Synthetase) mehr Zeit braucht.
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Hashtabelle Vorverarb. [himn:s] Docking [m:s]
Ensemble # | Punkte Paare | Prep. Hashtab. Basisp.  Aufbau
Aldose-Reduktase 4 7099 7600514 6.22 22:07.57 4:50.41 16.64
Alpha-Momorcharin 7 4278 3430526 6.32 7:33.73 2:07.55 15.35
Carboanhydrase IT 16 3712 1810278 | 13.23 3:37.67 2:20.58 19.12
Carboxypeptidase 16 13338 30665256 | 22.42  2:59:42.58 | 12:52.40 1:12.84

Dihydrofolat-Reduktase 12 5531 3478479 7.43 11:55.56 1:28.47 52.76
Isocitrat-Dehydrogenase 14 6419 7430572 | 38.74 25:58.31 5:56.50 42.59

Mandelat-Racemase 6 4701 5496 722 9.75 21:18.54 2:28.57 38.81
Ricin 9 5817 5009379 9.80 22:49.63 1:28.61 51.26
Seryl-T-RNA-Synthetase 6 5377 5124088 | 23.69 24:06.88 8:06.86  8:58.61
Trypsin 16 6546 3198583 | 11.00 10:36.76 1:09.72 10.36
Durchschnitt 10.6 6282 7324440 | 14.86 32:58.72 4:16.97 1:25.83

Tabelle 7.6: FLEXE-Laufzeit. Die Tabelle zeigt fiir jedes Ensemble die Anzahl der Strukturen
(#) und der Wechselwirkungspunkte sowie die daraus resultierende Zahl von Punktpaaren, die in
der Hashtabelle abgelegt werden. Dem gegeniiber gestellt sind die durchschnittlichen Laufzeiten fiir
einen Liganden fiir die verschiedenen Phasen des Algorithmus: die Vorverarbeitung bestehend aus
Preprozessing (Einlesen u. Uberlagern der Strukturen etc.) und dem Aufbau der Hashtabelle sowie
dem eigentlichen Docking, das die Basisplazierung und den inkrementellen Aufbau des Liganden

umfafit. Die Zeiten wurden auf einer Sun Ultra 10 (Ultra SPARC 2e, 440 MHz, 512 MB) gemessen.

Der Zeitbedarf fiir den Aufbau der Hashtabelle wachst stérker als linear mit der Anzahl
der Wechselwirkungspunktpaare im aktiven Zentrum der vereinigten Proteinstruktur, die
in die Hashtabelle aufgenommen werden, weil die Paare mit derselben Adresse in sortierten
Listen abgelegt werden (vgl. Abs. 5.3). Darum braucht FLEXE fast drei Stunden, um die
Hashtabelle fiir die Carboxypeptidase zu erstellen, deren aktives Zentrum mehr als 13 000
Wechselwirkungspunkte und 30 Mio Punktpaare enthilt. Erschwerend kommt hinzu, dafl
dafiir rund 1 GB Speicherplatz benétigt wird, so dal der Rechner Daten auf die Festplatte
auslagern muf.

Fiir die Plazierung der Basisfragmente sind im Durchschnitt gut vier Minuten erfor-
derlich. Bei der Laufzeit der Basisplazierungen spielen viele Parameter eine Rolle. Auf der
Ligandseite sind dies vor allem die Zahl der Basisfragmente, die Anzahl und Verteilung von
Wechselwirkungszentren sowie die Zahl von Konformationen der Basisfragmente. Auf der
Proteinseite kommen die Anzahl der gefundenen Dreiecke sowie die Grofle und Zahl von
Zusammenhangskomponenten des Inkompatibilitdtsgraphen hinzu, die zur Bewertung der
Plazierung nach optimalen unabhingigen Mengen durchsucht werden miissen. Die Viel-
zahl von Wechselwirkungspunktpaaren bei der Carboxypeptidase ist deshalb der Grund
fiir die extrem lange Laufzeit, wahrend bei der Seryl-T-RNA-Synthetase eine sehr grofie
Zusammenhangskomponente dafiir verantwortlich ist (s. Abs. 7.3.4).

Der Aufbau der Liganden in der Bindetasche erfolgt mit zwei Ausnahmen innerhalb
einer Minute und ist damit wesentlich schneller als die Basisplazierung. Die Zeit, die diese
Phase in Anspruch nimmt, wird im wesentlichen von zwei Faktoren bestimmt: von der
Anzahl der anzubauenden Fragmente und von der Gréfle und Zahl von Zusammenhangs-
komponenten des Inkompatibilitdtsgraphen, die nach jedem Anbauschritt durchsucht wer-
den miissen. Die sehr grofle Zusammenhangskomponente bei der Seryl-T-RNA-Synthetase
fihrt deshalb auch beim Ligandaufbau zu einer Laufzeit von fast neun Minuten.
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einel. mehrelem. Zhgk. Anzahl Zhg.-Komponenten mit ... Knoten

Ensemble Zhgk. | Z S I 1/S| 2 3|4 5 6 7 8 9 10 <10
Aldose-Reduktase 63 10 17 41 24| 7 2| - - - - - -1 (2
Alpha-Momorcharin 50 11 11 34 3.1 6 11 3 - - - - - -
Carboanhydrase II 50 13 13 34 26| 8 2|3 - - - - - - -
Carboxypeptidase 46 28 33 122 37|15 413 1 3 1 - 1 -1 (29)
Dihydrofolat-Reduktase 54 19 30 71 24|14 2|1 1 - - - -1 (27
Isocitrat-Dehydrogenase 24 24 27 8 36|10 7|1 2 1 1 1 - 1 -
Mandelat-Racemase 34 8§ 25 72 29| 4 12 - - - - - -1 (53)
Ricin 48 6 18 59 33| 9 1|1 - 3 - 2 - - -
Seryl-T-RNA-Synthetase 61 17 37 147 40|10 6 |- - - - - - - 1(109)
Trypsin 58 10 11 50 46| 4 -3 - - - 1 - 1 112

Tabelle 7.7: FLEXE: Zusammenhangskomponenten. Die Tabelle zeigt fiir jedes Ensemble die Anzahl
der ein- und mehrelementigen Zusammenhangskomponenten (Zhgk.) des erweiterten aktiven Zentrums. Die
einelementigen Zusammenhangskomponenten enthalten jeweils genau eine Instanz aus einem Segment, das
nur eine Instanz umfaflt. Fiir die mehrelementigen Zusammenhangskomponenten sind neben ihrer Anzahl
(Z) auch die Zahl der Segmente (S) und Instanzen (I) sowie deren Quotient (I/S) angegeben, die diese
Zusammenhangskomponenten insgesamt umfassen. Ferner ist eine Statistik iiber die Anzahl der Knoten
der mehrelementigen Zusammenhangskomponenten dargestellt. Fiir die Zusammenhangskomponenten mit
mehr als zehn Instanzen ist deren Anzahl in Klammern angegeben.

7.3.4 Anzahl und Grofie der Zusammenhangskomponenten

Die Anzahl und vor allem die Grofle der Zusammenhangskomponenten des Inkompatibi-
litdtsgraphen haben einen entscheidenden Einflufl auf die Laufzeit des Docking- Algorithmus.
Tabelle 7.7 zeigt fiir alle Ensembles des Testdatensatzes eine Statistik {iber die Anzahl der
Zusammenhangskomponenten und die Zahl der Knoten, aus denen die einzelnen Kom-
ponenten bestehen. Auflerdem gibt die Tabelle an, wieviele Segmente jeweils von allen
Zusammenhangskomponenten des erweiterten aktiven Zentrums erfalt werden.

Die einelementigen Zusammenhangskomponenten, deren Anzahl in der zweiten Spalte
angegeben ist, enthalten jeweils genau eine Instanz eines Segments, das ebenfalls jeweils
genau eine Instanz umfafit. Da fiir eine giiltige Proteinkonformation aus jedem Segment
genau eine Instanz ausgewdhlt werden muf}, sind diese Instanzen Bestandteil aller giiltigen
Proteinkonformationen und ihre Energiebeitrage flieen in jedem Fall in die Gesamtbe-
wertung ein. Eine Auswahl von Instanzen ist deshalb bei den einelementigen Zusammen-
hangskomponenten nicht erforderlich, so dafl ihre Anzahl die Laufzeit der Suche nach
unabhingigen Mengen nicht beeinfluf3t.

Die folgenden Spalten beziehen sich alle auf mehrelementige Zusammenhangskompo-
nenten. Angegeben sind die Anzahl der Komponenten (Z), die Zahl der Segmente (S), die
sie {iberdecken, und die Gesamtzahl ihrer Knoten bzw. Instanzen (I) sowie der Quotient
I/S. Danach folgt ein Histogramm {iber die Zahl der Knoten der einzelnen Zusammen-
hangskomponenten.

Das Verhéltnis I/S von Instanzen (I) und iiberdeckten Segmenten (S) gibt an, wie-
viele alternative Instanzen es im Durchschnitt pro Segment gibt, wobei nur die Segmente
beriicksichtigt werden, bei denen es iiberhaupt Alternativen gibt. Dieser Quotient ist un-
abhéngig von der Grofle der Ensembles und liegt in allen Fillen zwischen 2.4 und 4.6.
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Wenn die Anzahl der Zusammenhangskomponenten gleich der Zahl der iiberdeckten
Segmente ist, bedeutet das, dafi die einzelnen Komponenten jeweils nur aus den Cliquen
im Inkompatibilitdtsgraphen bestehen, die die Instanzen der Segmente bilden. Dement-
sprechend gibt es in diesen Fillen keine grofien Zusammenhangskomponenten (Alpha-
Momorcharin, Carboanhydrase IT). Ubersteigt die Zahl der iiberdeckten Segmente dage-
gen die Anzahl der Komponenten deutlich, so existieren grofle Zusammenhangskomponen-
ten (Aldose-Reduktase, Carboxypeptidase, Dihydrofolat-Reduktase, Mandelat-Racemase,
Seryl-T-RNA-Synthetase). Dabei fallt auf, daB es in den vereinigten Proteinbeschreibungen
dieser Ensembles neben mehreren mittelgrofien immer eine besonders grofle Komponente
mit mehr als zwanzig Knoten gibt. Diese grofite Zusammenhangskomponente bestimmt we-
sentlich die Gesamtlaufzeit des Docking-Algorithmus. Denn fiir den Aufwand bei der Suche
nach unabhéngigen Mengen ist nicht die Gesamtzahl der Instanzen im erweiterten aktiven
Zentrum entscheidend, sondern die Zahl der Knoten in den einzelnen Zusammenhangs-
komponenten. Wahrend sich in den zwei- und dreielementigen Komponenten eine optimale
unabhéangige Menge sehr schnell durch direkten Vergleich der Instanzenergien bestimmen
1aBt, werden die Zusammenhangskomponenten, die mehr als drei Knoten enthalten, mit der
in Abschnitt 5.4.2 beschriebenen Tiefensuche auf Basis des Bron-Kerbosch-Algorithmus
[218] durchsucht. Die lange Laufzeit beim Docking in die Seryl-T-RNA-Synthetase, des-
sen Ensemble nur aus sechs Strukturen besteht, 148t sich daher vor allem mit der extrem
groflen Zusammenhangskomponente aus 109 Instanzen erklaren.

7.4 Clustern von Wechselwirkungspunkten

In Abschnitt 5.3 wurde ein Verfahren zur Reduktion der Hashtabelle vorgestellt, das die
Wechselwirkungspunkte clustert. Um den optimalen Schwellwert fiir das Clustern experi-
mentell zu ermitteln, wurde dieser Parameter in 0.2 A Schritten bis zum eineinhalbfachen
der Bucketgréfie der Hashtabelle erhdht. Tabelle 7.8 gibt fiir die verschiedenen Werte
die, iiber alle zehn Testensembles gemittelte, Anzahl von Wechselwirkungspunkten und
Punktpaaren, die durchschnittlichen Laufzeiten sowie die Zahl der Losungen mit RMS-
Abweichungen unter 2.0 A fiir die verschiedenen Ringe wieder.

Zunéchst fallt auf, das die Zahl der in die Hashtabelle eingetragenen Punktpaare beim
Cluster-Schwellwert 0.2 A steigt, obwohl die Anzahl der Wechselwirkungspunkte durch das
Clustern abnimmt. Das liegt daran, dal Paare von Cluster-Reprasentanten unabhéngig
von ihrer Kompatibilitdt in die Hashtabelle aufgenommen werden. Denn die Kompatibi-
litdt der Punkte wird erst bei der Riickgabe der Punktpaare {iberpriift (vgl. Abs. 5.3).

Generell sinkt die Zahl der Wechselwirkungspunkte und Punktpaare mit steigendem
Schwellwert. Dem entsprechend wird der Zeitbedarf fiir den Aufbau der Hashtabelle ins-
gesamt etwa um den Faktor 30 geringer, und die Basisplazierung wird circa doppelt so
schnell, weil sich die Anfragezeit an die Hashtabelle verringert. Die Laufzeit fiir das Pre-
prozessing und den inkrementellen Aufbau der Liganden, &ndern sich dagegen nicht, weil
diese beiden Schritte unabhangig vom Clustern der Wechselwirkungspunkte sind.

Auffallig ist, daB die Zahl der Plazierungen mit einer RMS-Abweichung unter 2.0 A,
auf dem ersten wie auf den ersten zehn Réngen bei den kleinen Schwellwerten 0.2 A und
0.4 A, die kleiner als die halbe Bucketgrofie (0.45 A) sind, grofler ist als ohne Clustern.

Die Zahl der Losungen mit einer RMS-Abweichung von unter 2.0 A variiert zwar et-
was fiir die verschiedenen Schwellwerte, in der Gesamttendenz nimmt ihre Anzahl aber
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) Hashtabelle Vorver. [h:m:s] Docking [m:s] RMS-Abweichung < 2.0 A [#][%]
[A] | Pkt. Paare | Prep. Hasht. | Basisp. Aufbau | Rang 1 Rang 10 bst. Lsg.

— | 6282 7324440 | 14.86 32:58.72 | 4:16.97 1:25.83 | 21 35.0 40 66.7 50 83.3
0.2 | 5966 8634541 | 14.80 36:04.77 | 5:28.19 1:25.64 | 23 38.3 43 T71.7 50 83.3
0.4 | 5162 5777156 | 14.89 17:41.42 | 4:27.53 1:256.49 | 26 43.3 41 68.3 50 83.3
0.6 | 4217 3654880 | 14.85  8:32.63 | 3:02.72 1:22.30 | 20 33.3 35 583 50 83.3
0.8 | 3437 2352598 | 14.72  4:11.87 | 2:30.33 1:20.90 | 23 38.3 36 60.0 48 80.0
1.0 | 2983 1675424 | 14.68  2:29.13 | 2:15.90 1:22.69 | 21 35.0 35 ©58.3 48 80.0
1.2 1 2383 1097026 | 14.73  1:31.36 | 2:17.27 1:23.02 | 17 283 33 55.0 46 76.7
1.4 | 2079 8165635 | 15.06  1:00.70 | 2:09.10 1:23.40 | 17 28.3 31 51.7 46 76.7

Tabelle 7.8: FLEXE: Clustern von Wechselwirkungspunkten. Die Tabelle zeigt fiir verschiedene
Schwellwerte (0) die durchschnittliche Anzahl der Wechselwirkungspunkte und die daraus resultie-
rende Zahl von Punktpaaren, die im Mittel in der Hashtatabelle abgelegt werden. Dem gegeniiber
gestellt sind die durchschnittlichen Laufzeiten fiir einen Liganden fiir die verschiedenen Phasen des
Algorithmus: die Vorverarbeitung bestehend aus Preprozessing (Einlesen u. Uberlagern der Struktu-
ren etc.) und dem Aufbau der Hashtabelle sowie dem eigentlichen Docking, das die Basisplazierung
und den inkrementellen Aufbau des Liganden wifafit. Auflerdem sind die Anzahl der Losungen mit
einer RMS-Abweichung unter 2.0 A in absoluten Zahlen (#) und in Prozent (%) jeweils fiir den
ersten Rang, die ersten zehn Rénge und der besten Lésung von allen Ringe angegeben. Die Zeiten

wurden auf einer Sun Ultra 10 (Ultra SPARC 2e, 440 MHz, 512 MB) gemessen.

mit grofleren Schwellwerten bei allen Rang-Intervallen ab. Denn bei zu grofien Cluster-
Schwellwerten geben die Abstdnde der Cluster-Reprédsentanten die Distanzen zwischen
den Wechselwirkungspunkten falsch wieder, so dafl die Paare nicht richtig in der Hashta-
belle abgelegt werden. Ist der Schwellwert grofer als 0.6 A werden deshalb auch insgesamt
auf allen Rangen weniger Losungen gefunden.

Ein Cluster-Schwellwert von 0.6 A wird als optimal betrachtet, weil er die Laufzeit
der Vorverarbeitung etwa um den Faktor vier und die Basisplazierung immerhin um rund
25% beschleunigt, ohne dabei Losungen zu verlieren, wenn man alle Rénge zugrunde legt.
Erlaubt man den Verlust einiger Vorhersagen, so kann der Schwellwert bis etwa auf die
BucketgroBe (0.9 A) erhoht werden, den bei Cluster-Schranken von 0.8 A bzw. 1.0 A werden
insgesamt nur zwei Losungen nicht gefunden und auf dem ersten Rang finden sich mit 23
bzw. 21 Lésungen vergleichbar viele Plazierungen mit einer RMS-Abweichung unter 2.0 A,
wie im Fall ohne Clustern. Wesentlich grofler als die Bucketgrofie sollte der Schwellwert
aber nicht gewahlt werden, da ab 1.2 A in allen betrachteten Rang-Intervallen mehr als
vier Losungen (6.6%) verloren gehen.

7.5 Vergleich von FLEXE und FLEXX

Um die Resultate von FLEXX mit den dargestellten Ergebnissen, die FLEXE erzielt, ver-
gleichen zu kénnen, wird folgendes Docking-Protokoll benutzt: Zunéchst werden alle Ligan-
den aller Ensembles mit FLEXX sequentiell in alle Proteinstrukturen der entsprechenden
Ensembles gedockt (Kreuz-Docking) und die RMS-Abweichungen sowie die Laufzeiten be-
stimmt. Dabei verwendet man fiir beide Programme dieselbe Grofle des aktiven Zentrums
und die gleiche Definition der Referenzstrukturen. Anschliefend werden fiir alle Liganden
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die Losungen, die FLEXX fiir die einzelnen Ensemblestrukturen generiert hat, zu einer
Losungsmenge zusammengefafit und anhand ihres Scores neu sortiert.

Da die Vorverarbeitungszeit fiir einen Liganden erheblich kiirzer als fiir eine Protein-
struktur ist, werden in der praktischen Durchfiihrung dieses Protokolls alle Proteinstruktu-
ren nur einmal vorbereitet und die Liganden mehrfach eingelesen. Die Proteinoberflichen
werden flir FLEXX vorberechnet, weil FLEXE vollig ohne Oberflichen arbeitet.

Aus den 106 Proteinstrukturen und den 60 Liganden des Testdatensatzes ergeben sich
auf diese Weise insgesamt 727 einzelne Komplexe mit separaten Plazierungen, die man
dann zu 60 Losungsmengen fiir die einzelnen Liganden zusammenfaft.

7.5.1 Plazierungen

Tabelle 7.9 stellt die einzelnen Ergebnisse der jeweils zusammengefafiten Losungsmengen
des Kreuz-Dockings-Experiments mit FLEXX dar. Sie zeigt wiederum fiir jeden Liganden
die Anzahl der vorhergesagten Plazierungen, die RMS-Abweichung der ersten Ldsung, der
besten Losung unter den ersten zehn Vorhersagen und der besten Losung von allen Plazie-
rungen unabhéangig vom Rang. Auflerdem sind der Rang der besten Losung und der Rang
der ersten Losung mit einer RMS-Abweichung von weniger als 2.0 A bzw. 2.5 A angegeben.
Auch hier gilt wieder die Plazierung mit der geringsten Abweichung zur Referenzstruktur
als die beste Losung, wahrend die erste Losung diejenige ist, die sich auf dem ersten Rang
befindet.

Die Statistiken {iber die jeweilige Zahl der Losungen mit einer RMS-Abweichung bis
zu 1.0A, 1.5A, 2.0 A bzw. 2.5 A zeigt die Tabelle 7.10A. Der Vollstindigkeit halber fin-
det man in Tabelle 7.10B auch die entsprechenden Statistiken fiir den Datensatz, der
durch Entfernen der identischen Liganden bereinigt wurde. Auf diese zweite Statistik, die
die gleichen Effekte wie bei FLEXE zeigt, wird hier aber nicht weiter eingegangen, weil
flir einen Vergleich zwischen zwei Docking-Programmen nur entscheidend ist, daf§ er auf
derselben Testmenge beruht.

FLEXX findet fiir die Hélfte aller Liganden auf dem ersten Rang eine akzeptable Pla-
zierung mit einer RMS-Abweichung von bis zu 2.0 A. Diese Zahl erhdht sich, wenn man
die ersten zehn Loésungen betrachtet, auf knapp zwei Drittel, und unter den Plazierungen
mit geringster Abweichung zur Referenzstruktur befinden sich zu 90% Losungen mit einer
RMS-Abweichung von weniger als 2.0 A. Mit einem durchschnittlichen Rang von 104 sind
sie allerdings wesentlich weiter hinten in der Plazierungsliste zu finden als bei FLEXE, wo
sie im Mittel auf Rang 25 liegen. Der Grund fiir den im allgemeinen schlechteren Rang der
besten Losung von FLEXX besteht darin, dafl man durch das Zusammenfassen der Einzel-
plazierungen wesentlich mehr Vorhersagen pro Ligand erhilt als bei FLEXE. Darum sind
die besten Losungen von FLEXX oft auf Rangen zu finden, die die Zahl der von FLEXE
vorhergesagten Plazierungen {ibersteigen.

Tabelle 7.9: FLEXX-Vorhersagen, zusammengefafite Losungen. Fiir jeden Liganden sind die
Anzahl der vorhergesagten Plazierungen, die RMS-Abweichung der ersten Losung, der besten
Losung unter den ersten zehn Vorhersagen und der besten Losung von allen Plazierungen un-
abhingig vom Rang sowie der Rang der ersten Losung mit einer RMS-Abweichung von weniger
als 2.0 A bzw. 2.5 A angegeben. Die Rangangabe ist eingeklammert, wenn der Rang grofier ist als
die Gesamtzahl der Lésungen, die von FLEXE vorhergesagt werden.
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Anz. | (Min.) RMSD [A] Beste Lésung <2.0A | <254

Ensemble Ligand Lés. | Rang 1 Rang 10 | RMSD [A] Rang Rang Rang
Aldose- SBI.1ah0 248 7.67 0.56 0.41 16 9 9
Reduktase TOL.1ah3 619 3.25 0.72 0.72 2 2 2
ZST. model 849 0.75 0.75 0.75 1 1 1

Alpha- FMC.1lmrh| 1818 1.47 1.47 0.75 265 1 1
Momorcharin | ADN.1mrg| 334 0.72 0.72 0.72 1 1 1
ADE.1laha 340 3.24 0.67 0.49 24 3 3

FMP.1lahb | 3028 1.71 1.26 0.37 403 1 1

Carbo- FMS.1bed 790 1.75 0.87 0.52 (589) 1 1
anhydrase 11 ETS.1cil 5628 2.65 2.45 0.94 (2032) 18 9
EGl.lcnw | 2953 10.66 10.64 2.92 (2026) - -

EG2.1enx | 3865 6.47 5.85 1.29 (743) 145 145

TRI.1cra 4734 1.82 1.77 0.66 (1868) 1 1

BCT.lcam | 1669 2.15 1.82 1.30 (243) 7 1

ACY.1lcaz | 2215 2.06 1.88 0.42 232 5 1

AZM.1zsb | 5501 6.00 2.95 1.15 (1413) 345 230

Carboxy- G-Y.3cpa 3520 7.48 2.03 1.17 (280) 19 8
peptidase GLY .4cpa | 5371 2.73 2.70 1.54 (5132) (2540) 86
ZAF .6cpa | 5799 4.97 4.74 2.48 (307) - (307)

FVF.7cpa | 2454 4.31 4.15 2.74 (1689) - -

BZS.1cbx | 4386 1.35 1.00 0.76 76 1 1

CPM.1cps | 8411 0.78 0.78 0.78 1 1 1

LOF .2ctc 4638 2.04 0.51 0.51 313 2 1

Dihydrofolat- | DZF.1dyh | 1397 2.58 2.16 1.77 (721) 57 2
Reduktase FOL.1dyi 1361 2.22 2.12 1.79 (303) 31 1
DDF.1dyj | 4482 3.86 2.58 1.78 (614) (614) 78

FFO.1jol 1325 3.27 2.94 2.40 (299) - (219)

FOL.1ra2 1440 2.80 2.42 1.79 (365) 94 7

MTX.1ra3 | 3305 1.58 1.14 0.53 156 1 1

MTX.3dre | 2931 1.31 0.70 0.53 38 1 1

MTX.1dhj | 3310 1.12 0.68 0.57 184 1 1

MTX.1dra | 3415 1.23 0.72 0.53 25 1 1

MTX.1drb | 3307 1.29 0.88 0.64 113 1 1

MTX.2dre | 3546 1.42 0.74 0.60 83 1 1

MTX.4dfr | 3452 1.48 0.78 0.62 78 1 1

Isocitrat- ICT.bicd 3318 1.50 0.72 0.71 26 1 1
Dehyrogenase | ICT.lide 3350 1.46 1.07 0.83 (1400) 1 1
0XS.1lide 3352 3.37 3.30 1.50 (895) 234 106

ICT.1gro 3340 1.15 0.33 0.33 5 1 1

ICT.1grp 3344 1.42 0.69 0.59 27 1 1

ICT .8icd 3313 1.24 1.24 0.39 29 1 1

Mandelat SAA.1mdr | 1416 1.16 0.68 0.48 91 1 1
Racemase SMN.1mdl | 1765 2.31 1.08 0.50 14 5 1
SAA.lmra | 1417 1.28 0.73 0.47 104 1 1

SAA.1dtn | 1417 1.06 0.70 0.61 (794) 1 1

Ricin FMP.1fmp | 3961 3.48 2.19 1.30 (1261) 14 10
A-G.lapg 1792 4.72 4.57 2.91 137 - -

AMP.1obt | 4227 3.62 3.01 1.66 (1158) (1158) (1134)

Seryl-T-RNA- | AHX.1ses | 1420 7.93 4.05 2.48 (930) - (930)
Synthetase AMP.1ses 3205 5.67 5.56 1.12 (3192) 24 24
SSA.1set 1199 2.62 2.48 1.72 (282) 118 2

SSA.1set 1346 1.41 1.41 1.39 40 1 1

Trypsin NAS.1ppe | 6591 2.72 1.42 0.73 (635) 2 2
TOS.1pph | 3293 5.48 5.46 1.05 (389) 91 91

AMC.1tng | 6756 0.78 0.37 0.37 9 1 1

FBA.ltnh | 1437 0.45 0.43 0.20 14 1 1

PBN.1tni 5749 2.37 2.34 0.56 308 37 1

PEA.1tnj 5891 1.84 0.73 0.55 19 1 1

PRA.1tnk | 5930 1.92 1.31 0.63 223 1 1

TPA.1tnl 895 1.46 0.55 0.55 10 1 1

BEN.3pth | 3214 0.52 0.32 0.20 19 1 1
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A kompletter Datensatz B  bereinigter Datensatz
erster Rang erster Rang
rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min
# 6 24 30 36 60 # 6 13 18 24 45
% 10.0  40.0 50.0 60.0 100.0 % 13.3 289 40.0 53.3 100.0
ersten 10 Réange ersten 10 Réange
rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min
# 26 35 38 46 60 # 16 22 25 31 45
% 43.3 583 63.3 76.7 100.0 % 35.6 489 55.6 68.9 100.0
unabhéngig vom Rang unabhingig vom Rang
rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min rms< 1.0 1.5 2.0 2.5 min
# 38 47 54 57 60 # 25 34 39 42 45
% 63.3 783 90.0 95.0 100.0 % 55.6 75.6 86.7 93.3 100.0
0 110.5 50.5 103.8 60.4 544.1 Die Statistik zu den Réngen wurde nicht be-
rechnet, weil dazu Lésungen hitten zusam-
o 343.7 173.3 380.6 196.2 877.2 mengefaBt werden miissen.

Tabelle 7.10: FLEXX-Ergebnisse, zusammengefafite Losungen. Die Tabellen fassen die Anzahl
der Losungen mit einer RMS-Abweichung unter 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 A bzw. it minimaler Abweichung
in absoluten Zahlen (#) und in Prozent (%) jeweils fiir den ersten Rang, die ersten zehn Réange
und fiir alle Riinge zusammen. Fiir den letzten Fall sind auflerdem der durchschuittliche (@) Rang
der ersten Losung unterhalb des Schwellwertes und die dazugehorige Standardabweichung (o)
angegeben. Die Tabellen unter A beziehen sich auf den gesamten Testdatensatz, wihrend die
Tabellen unter B nur den um identische Liganden bereinigten Datensatz beriicksichtigen.

In drei Fallen (GLY.4cpa, DDF.1dyi, AMP.1lobt) trifft dies auch fiir die erste Losung
mit einer RMS-Abweichung unter 2.0 A zu. L&t man deshalb diese drei Ldsungen beim
Vergleich mit FLEXE unberiicksichtigt, so gibt es bei FLEXX mit 51 Losungen in etwa
genauso viele Vorhersagen mit RMS-Abweichung bis 2.0 A wie bei FLEXE mit 50 solcher
Plazierungen. Auch auf den ersten zehn Réngen wird von beiden Programmen mit rund
einem Drittel die gleiche Zahl von akzeptablen Plazierungen gefunden. Nur auf dem ersten
Rang unterscheidet sich die Anzahl mit 30 (50%, FLEXX) bzw. 21 (35%, FLEXE) Losun-
gen deutlich. Ebenso findet FLEXX fiir die kleineren Schwellwerte von 1.0 A und 1.5 A
in allen drei Statistiken iiber die verschiedenen Range wesentlich mehr Plazierungen als
FLEXE. Verantwortlich dafiir sind zwei Effekte: Erstens werden &dhnliche Instanzen bei der
Erzeugung der vereinigten Proteinbeschreibung von FLEXE geclustert, was zu einer ge-
ringfligigen Verzerrung der Proteinstruktur fiihrt. Zweitens dockt FLEXX einen Liganden
in eine genau definierte Struktur, wéhrend FLEXE alle Alternativen gleichzeitig verwendet.
Da in verschiedenen Bereichen der Bindetasche unter Umstanden Instanzen aus verschiede-
nen Ensemblemitgliedern am besten bewertet werden, kann auch dies die Plazierung leicht
verschieben. Beide Effekte kénnen, wie in Abschnitt 7.3.2 diskutiert, zu einer Stérung der
Plazierung von ca. 0.5 A fithren und erkliren die beobachtete Verlagerung der Losungen
innerhalb der Statistik.

Die Zahl der Liganden, bei denen das Docking-Protokoll mit FLEXX die beste Losung
auch tatsdchlich auf Rang Eins findet, ist wie auch bei FLEXE gering. Nur in drei Fallen
(ZST.model, ADN.1mrg, CPM.1cps) belegen die besten Plazierungen mit Abweichungen
von 0.72-0.78 A den ersten Rang.
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Wechselwirkungspunkte Wechselwirkungspunktpaare
Ensemble # | FiexX FLexE F  F/# | FLexX FLEXE F JF
Aldose-Reduktase 4 2228 7099 3.2 0.80 | 681758 7600514 11.1 3.3
Alpha-Momorcharin 7 1132 4278 3.8 0.54 | 270633 3430526 12.7 3.6
Carboanhydrase IT 16 1297 3712 2.9 0.18 | 263588 1810278 6.9 2.6
Carboxypeptidase 16 1954 13338 6.8 0.43 | 513536 30665256 59.7 7.7

Dihydrofolat-Reduktase 12 1974 5531 2.8 0.23 | 532223 3478479 6.5 2.5
Isocitrat-Dehydrogenase 14 1077 6419 6.0 0.43 | 236937 7430572 31.4 5.6

Mandelat-Racemase 6 933 4701 5.0 0.84 | 199151 5496722 27.6 5.2
Ricin 9 1273 5817 4.6 0.51 | 290601 5009379 17.2 4.1
Seryl-T-RNA-Synthetase 6 1286 5377 4.2 0.70 | 274816 5124088 18.6 4.3
Trypsin 16 1700 6546 3.9 0.24 | 391106 3198583 8.2 2.7
Durchschnitt 10.6 1506 6282 4.2 0.39 | 362982 7324440 20.2 4.5

Tabelle 7.11: Vergleich der Anzahl von Wechselwirkungspunkten. Die Tabelle stellt fiir alle
Ensembles die Anzahl der Wechselwirkungspunkte, die von FLEXE und FLEXX zugewiesen wer-
den, gegeniiber und gibt den Zuwachsfaktor F' = E/X sowie den Quotienten F/# von diesem
Faktor (F) und der Zahl der Ensemblestrukturen (#) an. Auflerdem sind die Anzahl der Wech-
selwirkungspunktpaare in der Hashtabelle, der entsprechende Faktor F' = E/X sowie die Wurzel

VF angegeben.

Die Vorhersagequalitat unterscheidet sich fiir verschiedene Ensembles sowohl bei FLEXE
als auch bei FLEXX. Griinde dafiir wurden fiir FLEXE in Abschnitt 7.3.1 diskutiert. Sie
gelten in vielen Féllen auch fiir FLEXX, denn extrem groBe oder kleine Liganden (Car-
boanhydrase, Carboxypeptidase), eine Vielzahl von &hnlich bewerteten Losungen (Car-
boxypeptidase) oder Molekiile, die nicht vollstdndig in der Bindetasche liegen (Ricin)
sind auch fiir FLEXX problematisch. Auch die falsche Plazierung der Heterozyklen der
Folsdure(derivate) in der Dihydrofolat-Reduktase (vgl. Abs. 7.3.1) tritt bei FLEXX ge-
nauso wie bei FLEXE auf, weil auch bei FLEXX aus Griinden der Vergleichbarkeit keine
Wassermolekiile beim Docking verwendet wurden. Auf zwei der Ensembles gehen die Ab-
schnitte 7.6 und 7.7 detailierter ein.

Die Ergebnisse aller separaten Kreuz-Docking-Experimente sind im Anhang in farbco-
dierten Matrizen dargestellt. Darin entspricht jede Zeile einem Liganden und jede Spalte
einer Proteinstruktur. Die erste Spalte enthélt die Ergebnisse von FLEXE, die zweite die
Resultate der zusammengefafiten Losungsmengen und die {ibrigen Spalten die Vorhersagen
von FLEXX fiir die einzelnen Proteinstrukturen.

7.5.2 Wechselwirkungspunkte und Hashtabellen

Tabelle 7.11 zeigt fiir alle Ensembles die durchschnittliche Zahl von Wechselwirkungs-
punkten im aktiven Zentrum, die von FLEXX je Ensemblestruktur generiert werden, und
vergleicht sie mit der Gesamtzahl der entsprechenden Punkte in der vereinigten Proteinbe-
schreibung von FLEXE. Ferner sind jeweils die Anzahl von Wechselwirkungspunktpaaren
aufgefiihrt, die die beiden Programme in den Hashtabellen ablegen.

Die Zunahme der Wechselwirkungspunkte von FLEXX zu FLEXE féllt sehr unter-
schiedlich aus. Das Verhéltnis des Zuwachses zur Zahl der Proteinstrukturen im Ensemble
spiegelt dabei im wesentlichen wieder, wie stark sich die Instanzen im aktiven Zentrum
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Vorverarbeitungszeit [him:s]

FLExX  FLEXX FLEXE E/X
Ensemble # einzel akkum. Ens. Fak.
Aldose-Reduktase 4 23.15 1:32.60 22:13.79 144
Alpha-Momorcharin 7 8.42 58.93 7:40.06 7.8
Carboanhydrase II 16 8.42 2:14.79 3:50.90 1.7
Carboxypeptidase 16 26.01 6:56.23 3:00:05.00 26.0

Dihydrofolat-Reduktase 12 26.72  5:20.64 12:02.99 2.3
Isocitrat-Dehydrogenase 14 9.70 2:15.74 26:37.05 11.8

Mandelat-Racemase 6 7.24 43.43 21:28.29 29.7
Ricin 9 9.86 1:28.71 22:59.43 15.5
Seryl-T-RNA-Synthetase 6 14.93 1:29.59 24:30.47 16.4
Trypsin 16 16.54  4:24.67 10:47.76 2.4
Durchschnitt 10.6 15.10  2:44.53 33:13.58 12.1

Tabelle 7.12: Vergleich: Laufzeit Vorverarbeitung. Die Tabelle zeigt fiir jedes Ensemble die
Anzahl der Strukturen (#) sowie die Laufzeiten von FLEXE und FLEXX, die wihrend der Vor-
verarbeitung fiir das Preprozessing (Einlesen u. Uberlagern der Strukturen etc.) und den Aufbau
der Hashtabelle benétigt werden. Dabei sind fiir FLEXX sowohl die durchschnittlichen Zeiten fiir
eine einzelne Proteinstruktur als auch die akkumulierte Zeit fiir alle Strukturen eines Ensembles
angegeben. Auf die akkumulierte Zeit bezieht sich der Quotient der Laufzeiten von FLEXE und
FLExX (E/X). Die Zeiten wurden auf einer Sun Ultra 10 (Ultra SPARC 2e, 440 MHz, 512 MB)
gemessen.

der Ensemblestrukturen unterscheiden. Denn &dhnliche Instanzen werden in der vereinig-
ten Proteinbeschreibung zusammengefafit. Dadurch fallen ihre Wechselwirkungsgeometri-
en zusammen und die redundanten Wechselwirkungspunkte weg. Deshalb kann man aus
dieser Gegeniiberstellung ablesen, dafl die Ensembles der Aldose-Reduktase, der Mandelat-
Racemase und der Seryl-T-RNA-Synthetase relativ stark variieren, wahrend die Konfor-
mationen bei der Carboanhydrase und dem Trypsin recht gut konserviert sind.

Die Hashtabellen wachsen in etwa mit dem Quadrat der Wechselwirkungspunkte. Die-
ser Zusammenhang ist nicht exakt, weil nur die Paare von Punkten in die Hashtabellen
aufgenommen werden, deren Distanz innerhalb des Intervalls von 0.5 A und 10.0 A lie-
gen, auflerdem bei FLEXE zusétzlich auch nur diejenigen Punktpaare, die miteinander
kompatibel sind.

7.5.3 Laufzeiten

Um die Proteinflexibilitat mit FLEXX zu berticksichtigen, werden die Liganden sequentiell
in alle Ensemblestrukturen plaziert. Darum mufl man die Zeit, die FLEXE fir das Docken
eines Liganden bendtigt, mit der akkumulierten Laufzeit von FLEXX vergleichen, das
heiflt, man mufl die Zeit fiir FLEXX i{iber alle Einzellaufe aufsummieren. Die Tabellen
7.12 und 7.13 stellen die Laufzeiten von FLEXE und FLEXX fiir die Vorverarbeitung bzw.
das eigentliche Docking gegeniiber. Sie enthalten fiir jedes Ensemble die Zeiten, die bei
FLEXE und FLEXX im Durchschnitt fiir die Plazierung eines Liganden erforderlich sind.
Dabei sind fiir FLEXX neben den akkumulierten Zeiten zum Vergleich auch die Mittel der
Einzellaufzeiten angegeben.
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Basisplazierung [m:s] Komplexaufbau [m:s]

FLExX FLExX FLexE E/X | FLexX FrLexX FLexE E/X
Ensemble # einzel akkum. Ens. Fak. einzel  akkum. Ens. Fak.
Aldose-Reduktase 4| 3:12.91 12:51.64  4:50.41 0.4 8.57 34.27 16.64 0.5
Alpha-Momorcharin 7 17.57  2:02.97  2:07.55 1.0 6.26 43.84 1535 04
Carboanhydrase II 16 38.49 10:15.84  2:20.58 0.2 10.19  2:43.02 19.12 0.1
Carboxypeptidase 16 48.02 12:48.27 12:52.40 1.0 15.64 4:10.23 1:12.84 0.3
Dihydrofolat-Reduktase 12 51.85 10:22.18 1:2847 0.1 30.54  6:06.51 52.76 0.1
Isocitrat Dehydrogenase 14 19.28  4:29.94  5:56.50 1.3 11.19  2:36.70 42.59 0.3
Mandelat-Racemase 6 53.34  5:20.03  2:28.57 0.5 3.70 22.18 38.81 1.7
Ricin 9 39.48  5:55.31  1:28.61 0.2 25.94 3:53.43 51.26 0.2
Seryl-T-RNA-Synthetase 6 25.18  2:31.06  8:06.86 3.2 33.81 3:22.89 8:58.61 2.7
Trypsin 16 2772  7:23.50  1:09.72 0.2 5.80 1:32.86 10.36 0.1
Durchschnitt 10.6 51.38  7:24.07  4:16.97 0.6 15.16  2:36.59 1:25.83 0.5

Tabelle 7.13: Vergleich: Laufzeit Docking. Die Tabelle zeigt fiir jedes Ensemble die Anzahl der Struk-
turen (#) sowie die durchschnittlichen Laufzeiten von FLEXE und FLEXX fiir das Docking eines Liganden,
das aus der Basisplazierung und dem inkrementellen Komplexaufbau besteht. Dabei sind fiir FLEXX so-
wohl die durchschnittlichen Zeiten fiir eine einzelne Proteinstruktur als auch die akkumulierte Zeit fiir alle
Strukturen eines Ensembles angegeben. Auf die akkumulierte Zeit bezieht sich der Quotient der Laufzeiten

von FLEXE und FLEXX (E/X). Die Zeiten wurden auf einer Sun Ultra 10 (Ultra SPARC 2e, 440 MHz,

512 MB) gemessen.

Fir die Vorverarbeitung der Liganden benutzen FLEXE und FLEXX dieselben Rou-
tinen. Deshalb ist die Zeit, die im Mittel fiir das Einlesen und Zerlegen eines Liganden
benétigt wird, bei beiden Programmen identisch. Allerdings mufl FLEXX in dem verwende-
ten Docking-Protokoll die Liganden fiir jede Ensemblestruktur erneut einlesen. Deswegen
multipliziert sich der Zeitbedarf fiir die Vorbereitung der Liganden bei FLEXX mit der
Anzahl der Liganden eines Ensembles.

Die in Tabelle 7.12 angegebenen Vorverarbeitungzeiten beziehen sich wie auch schon
in Abschnitt 7.3.3 nur auf das Protein. Das Preprozessing besteht bei FLEXE, wie be-
reits beschrieben, aus dem Einlesen der Ensemblestrukturen, dem Aufbau der vereinigten
Proteinbeschreibung einschlielich des Inkompatibilitdtsgraphen sowie aus dem Aufbau
der Hashtabelle, der den grofiten Teil der Zeit beansprucht. Bei FLEXX werden in die-
ser Phase die Proteinstrukturen und die vorberechneten Oberflichen eingelesen sowie die
Hashtabelle aufgebaut, die im Vergleich zu FLEXE wesentlich kleiner ist. Darum bend&tigt
FLEXX mit ein paar Minuten deutlich weniger Zeit fiir die Vorverarbeitung als FLEXE.
Dafl die Zunahme der Vorbereitungszeiten dabei von Ensemble zu Ensemble differiert,
liegt vor allem daran, daf} die Zahl der Wechselwirkungspunkte und damit die Gréfle der
Hashtabelle, wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, beim Ubergang von FLEXX zu FLEXE
unterschiedlich stark wachst.

Fiir die Basisplazierung benétigt FLEXE in zwei Féllen eine langere Laufzeit und ist in
sechs Fallen wesentlich schneller als FLEXX, obwohl die Hashtabellen von FLEXE grofler
sind und auflerdem fiir jede Plazierung die Zusammenhangskomponenten nach unabhangi-
gen Mengen durchsucht werden miissen. Das liegt jedoch daran, dal FLEXE insgesamt
weniger Basisplazierungen erzeugt als FLEXX.

Beim Komplexaufbau ist FLEXE in 8 von 10 Fallen deutlich schneller als FLEXX und
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bendtigt in vielen Fillen nur etwa die doppelte Laufzeit eines Einzeldockings mit FLEXX.
Grund dafiir ist vor allem die parallele Verarbeitung der verschiedenen Alternativen. Daf
FLEXE in zwei Féllen langsamer ist als FLEXX, kann insbesondere bei der Seryl-T-RNA-
Synthetase auf das Durchsuchen der Zusammenhangskomponenten nach jedem Anbau-
schritt zuriickgefiihrt werden.

7.6 Beispiel Aldose-Reduktase

Zu Beginn dieser Arbeit (Abs. 3.1) wurde das Enzym Aldose-Reduktase als ein Beispiel
genannt, bei dem die Proteinflexibilitat dazu fiihren kann, dal mogliche Liganden bei ei-
ner Screening-Anwendung iibersehen werden, wenn nur eine einzige starre Proteinstruktur
zugrunde gelegt wird. Diese Aussage belegt das Kreuz-Docking-Experiment mit FLEXX,
dessen Losungen zu einer Ergebnisliste zusammengefaft werden. Deshalb geht dieser Ab-
schnitt noch einmal ausfiihrlich auf das Beispiel der Aldose-Reduktase ein.

Das Ensemble der Aldose-Reduktase besteht aus vier Proteinstrukturen. Drei dieser
Strukturen (1ah0,1ah3, 1ah4) sind Kristallstrukturen des Enzyms der Schweinelinsen, die
Urzhumtsev et al. im Komplex mit den potenten Inhibitoren Sorbinil (1ah0) und Tol-
restat (lah3) sowie allein mit dem Co-Faktor (1ah4) experimentell bestimmt haben [99].
Diese Strukturen wurden mit einem Homologiemodell der menschlichen Aldose-Reduktase
kombiniert, das den Liganden Zopolrestat enthélt. [100]. Fiir diesen Komplex sind bisher
nur die Koordinaten der C,-Atome verdffentlicht (1mar, [101]). Die menschliche Aldose-
Reduktase hat eine Sequenzidentitat von etwa 86% zu der vom Schwein, aber das aktive
Zentrum ist sehr stark konserviert.

Abbildung 7.2a zeigt das aktive Zentrum der vereinigten Proteinbeschreibung mit den
Referenzstrukturen der drei Inhibitoren, aber in diesem Fall sind nur die Aminosiduren
dargestellt, die direkte Wechselwirkungen zum Liganden ausbilden (vgl. Abb. 3.1, Abs.
3.1). Die stark konservierte, hydrophile Bindungsregion befindet sich zwischen den Ami-
nosduren TRP 20, THR 48, HIS 110 und TRP 111, die Wasserstoffbriicken zum Liganden
ausbilden konnen, wihrend die hydrophobe Kontaktzone im wesentlichen aus den Trypto-
phanen TRP 20, TRP 79, TRP 111, TRP 219 besteht. Die flexible Spezifitatstasche liegt
zwischen den Residuen PHE 122 und LEU 300. Diese Tasche ist verschlossen (Konforma-
tion 2), wenn Sorbinil gebunden wird und &ffnet sich auf zwei verschiedene Weisen, um
sich Tolrestat (Konformation 1) bzw. Zopolrestat (Konformation 3) anzupassen.

Abbildung 7.3 stellt die RMS-Abweichungen der jeweils besten Losung dar, die von
FLEXE bzw. FLEXX auf einem beliebigen Rang vorhergesagt wurden. Daher ist ausge-
schlossen, daf} es eine Lésung mit einer geringeren Abweichung auf einem niedrigeren Rang
gibt. Da die Spezifitatstasche nicht an der Bindung von Sorbinil beteiligt ist, kann FLEXX
diesen Liganden in alle Ensemblestrukturen mit einer RMS-Abweichung von deutlich unter
1.0 A plazieren. Der Originalkomplex kann sogar mit einer Abweichung von nur 0.43 A re-
produziert werden. Aufgrund der unterschiedlichen Konformationen der Spezifitatstasche
bei der Bindung von Tolrestat und Zopolrestat kann FLEXX diese beiden Liganden nur
in die Strukturen korrekt docken, aus denen sie extrahiert wurden. Die besten Ldsungen
in fremden Strukturen haben Abweichungen von mehr als 3.5 A beim Tolrestat und 6.0 A
beim Zopolrestat. Das macht deutlich, dal man moglicherweise geeignete Inhibitoren nicht
gefunden hétte, wenn man nur eine Ensemblestruktur fiir ein Screening verwendet hétte,
weil einige Liganden nur in eine andere Konformation der Aldose-Reduktase passen. Dieses
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Abbildung 7.2: Beste Vorhersagen Aldose-Reduktase. Die Abbildungen zeigen die vereinigte Protein-
beschreibung der Aldose-Reduktase, die (a) die Referenzstrukturen der drei Inhibitoren Sorbinil (violett),
Tolrestat (gelb) und Zopolrestat (tiirkis) sowie (b-c) jeweils die besten Vorhersagen (rot) zusammen mit
diesen Referenzstrukturen (grau) fiir Sorbinil (b), Tolrestat (¢) und Zopolrestat (d) enthilt. Es sind nur die
Aminosduren dargestellt, die Wechselwirkungen mit den Liganden ausbilden, nicht verwendete alternative
Instanzen sind ausgeblendet.

Beispiel zeigt die Notwendigkeit, mehrere verschiedene Proteinstrukturen beim Docking
zu berticksichtigen.

Die vereinigte Proteinbeschreibung von FLEXE wie auch das Zusammenfassen der
Losungen beim Kreuz-Docking mit FLEXX sind verschiedene Arten, solche Variationen
der Proteinstruktur zu beriicksichtigen. Beide Ansédtze wahlen geeignete Konformationen
aus und finden fiir alle drei Inhibitoren gute Plazierungen, die nur um rund 1.0 A oder
weniger von der Lage im Kristall abweichen.

Die besten Lésungen, die von FLEXE vorhergesagt wurden, sind in den Abbildungen
7.2b—c zusammen mit dem jeweiligen Referenzliganden dargestellt. Auf diesen Abbildun-
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Abbildung 7.3: Kreuz-Docking der
Aldose-Reduktase. Die farbcodierte
Tabelle zeigt die RMS-Abweichung in A
der besten Vorhersage unabhéingig vom
Rang der Losung. Jede Zeile enthélt die
Ergebnisse fiir einen Liganden, die von
FLEXE (FlexE, 1. Spalte), den zusam-
mengefafiten Losungsmengen (MRGD,
2. Spalte) und von FLEXX (iibrige Spal-
ten) fiir die einzelnen Proteinstrukturen

ENS
MRGD
lah4 X
model

SBl.1ah0 |0.54 |0.41 |0.43 |0.92 |0.41 |0.56

TOL.1ah3 |1.05|0.72

ZST.model |0.64 |0.75 [SREANRNRRRZE O.75

vorhergesagt wurden.

gen sind jeweils nur die Instanzen gezeigt, die Wechselwirkungen mit dem Liganden ausbil-
den. Dazu alternative Konformationen, die fiir diese speziellen Lsungen nicht verwendet
werden, sind ausgeblendet. Wenn sich FLEXE bei einem Segment nicht auf eine Instanz

festlegen muBte, sind alle Konformationen dargestellt (z.B. LEU 300 in Abb. 7.2b).

Sorbinil (Abb.7.2b), das aus drei verbundenen Ringen besteht, ist weitgehend starr.
Die Wasserstoftbriicken zu THR 48, HIS 110 und TRP 111 wurden gefunden und der
aromatische Ring liegt in der hydrophoben Region. Eine gute Lésung mit 0.58 A findet
sich auf Rang 1 und die beste Lésung mit 0.54 A auf Rang 2. Bei FLEXX findet man die
beste Losung auf Rang 16 der vereinigten Vorhersageliste.

Im Fall des Tolrestat (Abb.7.2c) werden zwei Wasserstoffbriicken zwischen seinen Car-
boxylatgruppen und den Aminosduren HIS 110 und TRP 111 gefunden, wahrend es zwi-
schen dem Naphtylring und TRP 20, TRP 79 TRP 111 TRP 219, PHE 115 PHE 122
und LEU 300 hydrophobe Kontakte gibt. FLEXE benutzt sowohl fiir PHE 122 als auch
fir LEU 300 jeweils die Konformation 1, die im Originalkomplex vorliegen, so daf} die
Trifluormethylgruppe und die Methoxygruppe des Inhibitors in Ubereinstimmung mit der
experimentell bestimmten Struktur in den oberen Teil der Spezifitdtstasche plaziert wer-
den. Wiederum findet sich eine gute Losung (1.09 A) auf dem ersten Rang und eine etwas
bessere Losung (1.05 A) auf Rang flinf. Die beste Losung der zusammengefafiten Ergeb-
nisliste von FLEXX befindet sich auf dem zweiten Rang.

Wie auch das Tolrestat, bildet das Zopolrestat (Abb.7.2d) zwei Wasserstoffbriicken
zwischen seinen Carboxylatgruppen und HIS 110 bzw. TRP 111 aus. Der Phthalazionring
liegt in der konservierten hydrophoben Zone und der Benzothiazolring fiillt den tieferen
Teil der Spezifitdtstasche, die von LEU 300 gedffnet wird. Fiir diese Seitenkette verwendet
FLEXE die Konformation, die aus dem Komplex mit Tolrestat stammt (Konf. 1) anstelle
der Konformation drei. Deshalb gibt es eine groBere Uberlappung zwischen dem Stickstoff
des Benzothiazolrings und LEU 300, die jedoch von FLEXE toleriert wird. Beim PHE
122 verwendet FLEXE die Konformation drei, deren Orientierung aus dem modellierten
Komplex zwischen Zopolrestat und Aldose-Reduktase stammt. Somit kann PHE 122 hy-
drophobe Wechselwirkungen sowohl zum Benzothiazolring als auch zum Phthalazionring
des Zopolrestats ausbilden. Die besten Losungen befinden sich auf Rang 133 bei FLEXE
und auf dem ersten Rang bei FLEXX. Der Grund dafiir liegt vermutlich bei der leicht un-
terschiedlichen Bewertung des Protein-Ligand-Uberlappungsvolumens durch FLEXE bzw.
FLEXX, die sich bei dieser relativ engen Tasche deutlich bemerkbar macht.
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FlexX

n (DD < = = N ™ o = © o o -

/2§32 3 5 583 3 83 8%
DZF.1dyh
FOL.1dyi
DDF.1dyj
FFO.1jol 4.97 4.54
FOL.1ra2 7.55

MTX.1ra3 0.81|1.19(1.38(1.37|1.39 1.11|1.14

MTX.3drc 0.50|0.70(0.89(0.87|1.32 0.70(0.77

MTX.1dhj 0.67|0.68(0.91(0.88|1.20 0.68(0.82

MTX.1ldra 0.70|0.72|0.97(0.86 |1.17 0.71(0.53

MTX.1drb 0.98|0.88(1.06(0.99|1.01 0.68(0.87

MTX.2drc 0.97|0.74(1.13(1.16|0.95 0.74(0.81

MTX.4dfr 0.66|0.78(0.98(1.19|1.20 0.78(0.84

Abbildung 7.4: Kreuz-Docking der Dihydrofolat-Reduktase. Die farbeodierte Tabelle zeigt
die RMS-Abweichung in A der besten Vorhersage unter den ersten zehn Losungen. Jede Zeile
enthilt die Ergebnisse fiir einen Liganden, die von FLEXE (ENS., 1. Spalte), den zusammenge-

faBten Losungsmengen (MRGD, 2. Spalte) und von FLEXX (iibrige Spalten) fiir die einzelnen
Proteinstrukturen vorhergesagt wurden.

7.7 Verkleinertes Ensemble fiir Dihydrofolat-Reduktase

Das Ensemble fiir die Dihydrofolat-Reduktase besteht aus zwolf Kristallstrukturen, die
alle im Komplex mit kleineren Molekiilen experimentell bestimmt worden sind. Alle diese
Liganden sind im Testdatensatz enthalten. Thre Bindungsmodi lassen sich, abgesehen von
dem bereits beschriebenen Problem bei der Plazierung der Heteroringe (vgl. Abs. 7.3.1
u. 7.5.1), sowohl mit FLEXE in der vereinigten Proteinbeschreibung als auch mit dem
Kreuz-Docking-Protokoll fiir FLEXX vorhersagen. Allerdings enthilt das Ensemble fiir
alle Liganden die Originalstruktur.

Abbildung 7.4 zeigt die farbcodierte Matrix, die fiir die ersten zehn Rénge die besten
Ergebnisse fiir FLEXE und fiir die zusammengefafiten Lésungen vom FLEXX sowie aller
einzelnen Kreuz-Docking-Experimente wiedergibt. Die entsprechenden Matrizen fiir den
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FOL.1dyi Abbildung 7.5: Kreuz-Docking
. der Dihydrofolat-Reduktase, ver-
DDF.1dyj 1. L kleinertes Ensemble. Die farbco-
) dierte Tabelle stellt die Docking-
FFO.1jol . 4.97 5.36

Ergebnisse fiir das vollstindige und
das verkleinerte Ensemble aus drei
FOL.1ra2 |1. : 7.55 Proteinstrukturen der Dihydrofolat-
Reduktase gegeniiber. Angegeben
sind die RMS-Abweichung in A der
besten Vorhersage unter den ersten
zehn Losungen. Jede Zeile enthilt
die Resultate fiir einen Liganden.
Die ersten beiden Spalten geben die
Vorhersagen von FLEXE (ENS.) und
dem Merging-Ansatz (MRGD) mit
. FLEXX fiir das vollstindige Ensem-
MTX.1drb [0.98[0.88]0.96 |2.5 . ble wieder. Die folgenden beiden
Spalten zeigen die entsprechenden
Ergebnisse fiir das verkleinerte En-
semble und die iibrigen drei Spalten
stellen die Plazierungen fiir die ein-
zelnen Proteinstrukturen dar.

MTX.1ra3 |0.81(1.19]1.06

MTX.3drc |0.50|0.7040.80

MTX.1dhj |0.67|0.680.92

MTX.1dra |0.70|0.720.74

MTX.2drc |0.97|0.74]0.80

MTX.4dfr |0.66|0.780.90

ersten Rang und die jeweils besten Losungen unabhingig vom Rang sehen &hnlich aus
(s. Anhang). Insbesondere fiir die Methotrexat-Molekiile aus den verschiedenen PDB-
Eintragen werden von beiden Programmen Plazierungen mit geringer Abweichung zur
Referenzstruktur vorhergesagt.

Beim separaten Docking in die einzelnen Ensemblemitglieder mit FLEXX zeigt sich,
daf drei Proteinstrukturen (1dhj, 1drb, 1jol) zu signifikant schlechteren Resultaten fithren
als alle anderen Strukturen. Wahrend bei 1jol offenbar nur eine ungiinstige Proteinkon-
formation vorliegt, gibt es bei den beiden anderen Strukturen an der Position 27 jeweils
eine Mutation von Aspartat nach Serin bzw. Cystein, die sich negativ auf die Vorhersage
auswirken.

Um zu analysieren, ob FLEXE immer noch gute Vorhersagen macht, wenn nicht fiir
alle Liganden die Originalstruktur im Ensemble enthalten ist, wurde das Ensemble fiir
Dihydrofolat-Reduktase verkleinert, nur die drei PDB-Strukturen 1dhj, 1dbr und 1jol aus-
gewdhlt und der Vergleich zwischen FLEXE und FLEXX wiederholt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 7.5 den urspriinglichen Ergebnissen gegeniibergestellt.

Die Vorhersagequalitdt von FLEXE mit dem verkleinerten Ensemble ist etwas schlech-
ter als mit dem vollstindigen Ensemble aus Dihydrofolat-Reduktase-Strukturen, wohin-
gegen die Vorhersage von FLEXX insbesondere fiir die Methotrexat-Molekiile deutlich
schlechter wird. In vier Fallen (MTX.1ra3, MTX.1dra, MTX.2drc, MTX.4dfr) findet FLEXE
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auf den ersten zehn Ringen Plazierungen mit einer RMS-Abweichung von rund 1.0 A,
wihrend alle Vorhersagen von FLEXX um mehr als 2.5 A von der Referenz abweichen.

Von FLEXX werden dagegen bei zwei Liganden (MTX.3drc, MTX.1drb) die guten
Plazierungen in einzelnen Strukturen so schlecht bewertet, daf} sie sich nach dem Zusam-
menfassen der Losungen nicht mehr unter den ersten zehn Vorhersagen befinden.

Dieses Experiment zeigt, dafl FLEXE die verschiedenen Ensemblestrukturen, die alle
fiir sich problematisch sind, zu neuen Proteinstrukturen kombinieren kann, die besser fir
das Docking eines speziellen Liganden geeignet sind, wohingegen das nachtrigliche Zusam-
menfassen der Losungen bei FLEXX dazu nicht in der Lage ist. FLEXE kann bereits bei der
Plazierung des Liganden durch Rekombination lokale Probleme ausgleichen, wahrend dies
bei einzelnen starren Strukturen nicht moéglich ist. Damit geht der Konformationsraum,
der von FLEXE beriicksichtigt wird, wesentlich iiber die Proteinkonformationen hinaus,
die von den einzelnen Ensemblestrukturen repréasentiert werden.

7.8 Vergleich von FLEXE mit anderen Ansitzen

Ein Vergleich verschiedener Docking-Programme anhand der Literatur ist schon deshalb
schwierig, weil die Verdffentlichungen auf unterschiedlichen Testdatensétzen basieren. Den-
noch lassen sich aufgrund eines solchen Vergleichs einige grundséitzliche Aussagen {iber die
Leistungsfahigkeit von FLEXE machen. Ankniipfend an Abschnitt 3.3 nimmt deshalb Ta-
belle 7.14 die Tabelle 3.1 (Abs. 3.3.6) wieder auf und ordnet FLEXE darin ein.

FLEXE ist ein diskreter Ansatz fiir das Docking-Problem, der im Rahmen dieser Arbeit
anhand von zehn Ensembles und 60 Liganden getestet wurde. Dieser Datensatz ist im
Vergleich zu den Testféllen, an denen die anderen Methoden validiert wurden, relativ grofl
und vermeidet dadurch eine zu starke Fokussierung auf einzelne Spezialfalle.

Fiir 80% der Liganden des Testdatensatzes findet FLEXE eine Losung mit einer RMS-
Abweichung von weniger als 2.0 A. Damit liefert FLEXE ebenso gute Resultate wie das
Zusammenfassen und Neu-Sortieren der Losungen von FLEXX, wenn die Original-Protein-
struktur Bestandteil des Ensembles ist. Diese Vorhersagequalitdt ist auch mit der Pla-
zierungsgenauigkeit anderer Methoden vergleichbar, die in Tabelle 7.14 angegeben sind.
Allerdings sind viele dieser Verfahren nur mit einer geringen Zahl von Liganden getestet
worden.

Neu an FLEXE ist, daf} es, anders als beim Zusammenfassen der Losungen von FLEXX
moglich, die Rekombination der gegebenen Ensemblestrukturen erlaubt. Deshalb kann
FLEXE, wie das Beispiel des verkleinerten Ensembles fiir die Dihydrofolat-Reduktase be-
legt, auch noch gute Vorhersagen machen, wenn ein Ligand in keine der vorgegebenen
Proteinstrukturen selbst pafit. FLEXE ist also in der Lage, fiir die Plazierung eines Ligan-
den geeignete Konformere des Proteins beim Docking zu einer neuen Proteinkonformation
zu kombinieren und dadurch die Flexibilitdt des Proteins effektiv zu modellieren.

Einige Ansédtze aus der Literatur beriicksichtigen nur eine sehr eingeschrankte Pro-
teinflexibilitdt (Jones [32], Sobolev [120], Sandak [152]) oder benutzen starre Liganden
(Sobolev [120], Sandak [152], Knegtel [122]) und zum Teil wird die Komplexitat des Pro-
blems durch eine Vorplazierung der Liganden eingeschrankt (Desmet [125], Leach [124]).
Bei FLEXE sind diese Einschrankungen nicht erforderlich. Die vorgestellte Modellierung
berticksichtigt sowohl die Flexibilitdt der Liganden (inkrementeller Aufbau) als auch die
der Proteine (Rekombination der Strukturen), ohne daf eine Vorplazierung nétig ist.
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Das Modell der Proteinflexibilitdat besteht darin, aus einer Menge gegebener diskre-
ter Konformationen fiir die einzelnen Aminosiuren diejenige auszuwéhlen, die am besten
zu dem speziellen Liganden pafit. Dabei ist FLEXE nicht auf experimentelle Daten be-
schrankt. Insofern ist dieser Ansatz mit Methoden, die Rotamer-Bibliotheken benutzen
(Desmet [125], Leach [124], Schnecke [121]) vergleichbar. Bei diesen Verfahren werden
Seitenkettenkonformationen aus der Menge von Rotameren ausgew&hlt, die man typi-
scherweise in Proteinstrukturen findet. Nur die Simulations-Verfahren (Totrov [126], Apo-
stolakis [52], Luty [46], Mangoni [128]), die die Konformationen von Ligand und Protein
dynamisch anpassen, sind in der Lage v6llig neue Konformationen vorherzusagen, wobei
diese Simulationen allerdings fiir die allermeisten Docking-Anwendungen aus Griinden der
Praktikabilitdat wegen langer Rechenzeiten ausscheiden.

Die Modellierung der Proteinflexibilitat bei FLEXE stellt also prinzipiell keine stérkere
Einschrankung dar als die Rotamer-Ansatze, die zudem in der Regel auf einem starrem
Backbone basieren (Desmet [125], Leach [124]). Im Gegenteil: FLEXE bietet die Mdglich-
keit, parallel zu unterschiedlichen Seitenketten-Konformationen auch verschiedene Loop-
Konformationen bei der Plazierung von flexiblen Liganden zu handhaben.

Die Zahl der Kombinationsmoglichkeiten bei der Rekombination der Ensemblestruk-
turen in FLEXE ist zwar bis jetzt nicht so grofi wie bei Rotamer-Bibliotheken, dafiir sind
die vorgegebenen Konformationen aber unter Umstédnden besser an das Docking-Problem
angepafit, weil nur Alternativen betrachtet werden, die man bei dem speziellen Protein
beobachtet hat, die sich in einer Molekiildynamik-Simulation verdndern oder deren Posi-
tion in einem Homologiemodell unklar ist. Eine Erweiterung des Ensemble-Ansatzes auf
die Verwendung von Rotamer-Bibliotheken ist vom Konzept her leicht moglich, so dafl
man die Vorteile der grofien Auswahl von Rotamer-Ansidtzen und die Mdéglichkeit des
Ensemble-Ansatzes, Figenschaften des speziellen Docking-Problems einflieen lassen zu
konnen sowie Loop-Flexibilitdt zu modellieren, in FLEXE kombinieren kann.

Eine ganz andere Art die Proteinflexibilitdt zu modellieren, stellen die Verfahren dar,
die iiber eine Menge von Proteinstrukturen mitteln und daraus eine konstante Protein-
beschreibung generieren, die wahrend des Dockings nicht mehr an verschiedene Liganden
angepafit wird (Knegtel [122], Broughten [123]). Auch diese Modelle basieren auf einer
Menge bekannter Konformationen und kdnnen deshalb nicht extrapolieren. Diese Verfah-
ren sind mit einer Laufzeit von 1-2 Minuten relativ schnell, weil sie die kombinatorische
Natur des Problems umgehen. Denn es werden immer alle Alternativen gleichzeitig be-
trachtet, weil die Potentiale der einzelnen Strukturen durch Mittelung zusammengefafit
werden. Dadurch entsteht jedoch ein véllig unrealistisches Bild der Bindetasche, denn
entweder ist die Tasche zu eng, wenn alle repulsiven Terme beriicksichtigt werden, oder
aber zu grof}, wenn man diese Terme unberticksichtigt 1a8t. Auch in den Potentialen der
tbrigen Wechselwirkungen konnen Maxima an Positionen auftreten, die eigentlich nicht
gleichzeitig vorhanden sein oder von keiner real moglichen Proteinkonformation erreicht
werden konnen. Allerdings werden Liganden mit hoher Bindungsaffinitat gerade solche
Bindungsmodi bevorzugen, die mit Potentialmaxima verschiedener Proteinkonformatio-
nen korrespondieren.

Die von FLEXE vorhergesagten Plazierungen beruhen dagegen immer auf giiltigen
Proteinstrukturen, weil durch das Konzept der Kompatibilitat sichergestellt ist, dafl keine
Instanzen kombiniert werden, die nicht gleichzeitig in einer Proteinkonformation auftreten
konnen. Dabei wird die kombinatorische Natur des Problems berticksichtigt. Trotzdem
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benétigt FLEXE im Durchschnitt nur eine Rechenzeit von 5.5 Minuten zum Docken eines
Liganden.

Die Geschwindigkeit einer Methode bestimmt seine Einsatzmaoglichkeit beim Screening
von Datenbanken. Aufgrund ihrer langen Rechenzeiten von mehreren Stunden bis Tagen
fiir das Plazieren eines Liganden, eignen sich die Simulationsverfahren fiir diese Anwen-
dung nicht. Ebenso kommen die diskreten Docking-Algorithmen, die den Konformations-
raum vollstandig durchsuchen (Desmet [125], Leach [124]) mit Laufzeiten in derselben
Gréflenordnung fiir das Screening nicht in Frage.

Die schnellsten diskreten Docking-Methoden benétigen dagegen nur wenige Sekunden
bis Minuten, um ein Molekiil zu docken. Sie arbeiten mit starren Liganden (Sobolev [120],
Knegtel [122]) und/oder mit konstanten Proteinmodellen (Knegtel [122], Broughten [123]).
Das Verfahren von Schnecke [121] ist im Mittel vor allem deswegen so schnell, weil es mit
effizienten Vorfiltern eine Vielzahl von Molekiilen aussortieren kann, so daf3 nur ein Teil
der Liganden gedockt werden mufl. Das Docking basiert dabei im wesentlichen auf einem
Matching zwischen einer starren Proteinbeschreibung und der gegebenen Ligandkonforma-
tion. Nur wenn diese wenigstens zum Teil zusammenpassen, wird in einer Nachoptimierung
versucht, Kollisionen zwischen Protein und Ligand flexibel aufzul6sen.

FLEXE berticksichtigt im Gegensatz dazu die Flexibilitit von Ligand und Protein
bereits bei der Plazierung und eignet sich mit einer Laufzeit von durchschnittlich 5.5
Minuten zum Durchmustern mittelgrofler Datenbanken von bis zu 50 000 Molekiilen. Durch
effektive Vorfilter lieBe sich auch bei FLEXE der mégliche Durchsatz von Liganden beim
Screening weiter erhdhen.
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Erstautor Ref. | # Testsys. Flexibilitat RMSD Laufzeit |Hardware

(fiir Vergleich) Lig. Pro. | Lig. Protein Lig. [A] |pro Ligand |(Prozessor)

Sobolev  [120] 4 4 starr  Sk. ignor. 0.4-1.4 3 min [DEC Turbo Laser
Desmet [125] 4 4 flex.! Rotamere 0.6-1.9 k.A. |SGI Indy (R4600PC)
Leach [124] 2 2 flex.?  Rotamere 0.7-2.5 |1 u. 9 Tage |SGI Indigo (R3000)
Sandak [152] 3 3 starr 2 Gelenke 3.5-7.23 | 2.5-39 min |SGI (R10000)
Knegtel [122] 15 4E |starr gew. Mittel | 0.4-1.6 1.5 min |k.A.

Broughton [123]|~7000 2 E | Ens. gew. Mittel | k.A.% 2.5-17 % Cray J-90 (16 CPU’s)
Schnecke  [121]|175000 3 Aufl. v. Kollisionen |  k.A.5 3-350 ms’| Pentium II (450MHz)

Claufien [231] 60 10E | flex. rkb. Ens. |83%<2.0| 5.5 min |Sun Ultra 10

Jones [32] 100 100 | flex. endst. Grp.|66%<2.0 [20x 12 min [SGI IndigoII(R4400)
Totrov [126]| 5(8)% 5(8)%| flex. flex. Sk.? 1.8-7.88 5-15 h |k.A.

Apostolakis [52] 3 3 flex. flex. 0.9-1.4 5 Tage |SGI Chall. (R4400)
Luty [46] 11 flex. flex. ~1.0 ~1 Tag |SGI Challenge
Mangoni  [128] 11 flex. flex. k.A10 6.5 h |SGI P.Chall.(R10000)

Tabelle 7.14: Vergleich der Protein-Ligand-Docking-Verfahren II. Fiir jedes Verfahren sind der Erstautor
und die Referenz, die Zahl der Testsysteme (Liganden u. Proteine bzw. Ensemble (E)), der Grad der beriicksich-
tigten Flexibilitdt bei Liganden u. Proteinen , die Gréoflenordnung der RMS-Abweichung der plazierten Liganden
(RMSD), die Laufzeit, die fiir das Docking eines Liganden im Durchschnitt benétigt wird, sowie die verwendete
Hardware angegeben. Eine genaue Beschreibung der Methoden findet man in den Abschnitten 3.3.2 — 3.3.4.
Diese Tabelle erweitertTabelle 3.1 (Abs. 3.3.6) um den hier vorgestellen Ansatz (fett hervorgehoben).

1y 2.T vorplaziert; %) vorplaziert; ®) des Proteins; *) Evaluation iiber Anreicherungsfaktoren; °) Evaluation iiber
Rang bekannter Liganden; ) 5 — 32 CPU Stunden fiir die gesamte Datenbank; 7) 9 min — 17 h fiir gesamte
Datenbank, dabei wird ein Grofiteil der Liganden gar nicht erst gedockt; ®) Ergebnisse von CASP2, bei der RMS-
Abweichung wurden drei Komplexe nicht beriicksichtigt, weil sie kovalent gebunden (2) bzw. auf einer falschen
Ligandstruktur (1) beruhen; ?) Verwendung von Rotameren; 19) Evaluation iiber Wechselwirkungslingen.

Das Programm AutoDock [37, 173] fehlt in dieser Ubersicht, weil bis jetzt noch keine Daten iiber die Lauftzeit
bei Testsytemen mit Proteinflexibilitit verdffentlicht worden sind. Der Ansatz von Zacharias et al. [176] fehlt
ebenfalls, weil Angaben iiber die Gesamtlaufzeit des Verfahrens und die Qualitit der Losungen fehlen.



Kapitel 8

Limitierungen und Losungsanséitze

Die computergerechte Modellierung eines komplexen Problems wie die des Protein-Ligand-
Dockings erfordert eine Vielzahl von Annahmen und Vereinfachungen. Diese Heuristiken
limitieren die Vorhersagequalitdt des vorgestellten Docking-Verfahrens. In diesem Kapitel
werden einige dieser Einschrankungen aufgezeigt und Anséatze diskutiert, sie zu umgehen.

8.1 Modellierung der Proteinflexibilitat

8.1.1 Drehbare endstindige Gruppen

Endstandige Gruppen der Aminosduren im Protein sind meist frei drehbar, das heifit, sie
sind in der Regel nicht sterisch behindert und kénnen sich zur Bildung einer Wechselwir-
kung optimal zum Liganden ausrichten.

Solche Gruppen werden im Moment nicht gesondert behandelt. Alternative Konfor-
mationen dieser Gruppen kann man in Form verschiedener Instanzen fiir die betreffende
Seitenkette modellieren. Dabei sind mehrere Instanzen notwendig, um die volle Rotation
abzudecken. Dieses Vorgehen erzeugt jedoch aus zwei Griinden eine Vielzahl redundanter
Wechselwirkungspunkte, die die Hashtabelle unnétig belasten: Erstens wird auch der Teil
der Seitenkette, der unverdndert bleibt, und damit gegebenenfalls auch seine Wechsel-
wirkungsgeometrien dupliziert. Zweitens {iberlappen die Wechselwirkungsgeometrien der
alternativen Konformationen der endsténdigen Gruppe.

Das erste Problem konnte relativ leicht gelost werden, indem man die Seitenkette noch
einmal in zwei Segmente unterteilt, die jeweils alle Instanzen des Seitenkettenstamms bzw.
der endstandigen Gruppe umfassen. Eine geeignete Erweiterung des Konzepts der struk-
turellen Kompatibilitdt wiirde dabei die Verkniipfung der Instanzen aus diesen beiden
Segmenten kontrollieren, wenn es mehrere Konformationen oder Mutationen fiir die ge-
samte Seitenkette gibt. Bei diesem Ansatz wiirde es allerdings ebenfalls zu tiberlappenden
Wechselwirkungsgeometrien der endstéandigen Gruppe kommen.

Ein Modell, das redundante Wechselwirkungspunkte aufgrund dieser Uberlappung ver-
meidet, kénnte etwa folgendermaflen aussehen: Anstelle der bisherigen Wechselwirkungs-
geometrie ordnet man einer frei drehbaren endstindigen Gruppe eine Art Torus zu, der
durch die Rotation der Geometrie um die Drehachse der endstidndigen Gruppe entsteht.
Dieser Torus wird genauso wie die {ibrigen Wechselwirkungsgeometrien mit Punkten dis-
kretisiert (vgl. Abb 8.1). Bei der Verwendung dieser Wechselwirkungspunkte miiiten dann

97
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Abbildung 8.1: Drehbare endstédndige Gruppen. (a) Beispiele fiir drehbare endstéindige Grup-
pen von Aminosduren. (b) Die Rotation von Wechselwirkungsgeometrien kann man durch eine
Art Torus beschreiben, der sich durch diskrete Punkte approximieren ldfit. (¢) Wenn mehrere
Wechselwirkungsgeometrien von der Rotation betroffen sind, mufl man auch ridumliche Abhéngig-
keiten zwischen den verschiedenen Wechselwirkungen beachten: Hier miissen z.B. die ausgewdhlten
Wechselwirkungspunkte der beiden Wasserstoffe in etwa den gleichen Winkel in ihrem jeweiligen
Torus haben, wiahrend die Punkte des Sauerstoffs in dem um 180° gedrehten Winkelbereich liegen
miissen.

Abhéngigkeiten etwa in der Form beachtet werden, dal nur Punkte, die in einem bestimm-
ten Winkelbereich des Torus liegen, gleichzeitig verwendet werden diirfen. Bei endstédndi-
gen Gruppen, die mehrere Wechselwirkungen ausbilden konnen, miifite auflerdem sicher
gestellt werden, dafl die jeweils ausgewadhlten Punkte der verschiedenen Geometrien kom-
patibel sind. Dafiir ist bei dieser Modellierung eine zusatzliche Segmentierung der Seiten-
kette nicht erforderlich.

8.1.2 TUntypische Konformationen und dynamische Bewegungen

Die hier verwendete Modellierung der Proteinflexibilitdt basiert im wesentlichen auf der
Auswahl einer Proteinkonformation aus der Menge diskreter Alternativen, die man durch
die Rekombination der Ensemblestrukturen erzeugen kann. Die ausgewiahlte Proteinkon-
formation sollte dabei fiir die Bindung des speziellen Liganden am besten geeignet sein.
Vollig neue Proteinkonformationen kann dieser Ansatz deshalb nicht vorhersagen.

Die Zahl der alternativen Konformationen fiir einzelne Seitenketten kénnte man zwar
durch die Verwendung von Rotamerbibliotheken erhéhen, aber diese Bibliotheken umfas-
sen nur Seitenkettenkonformationen, die man typischerweise in Proteinstrukturen findet.
Sehr selten auftretende Konformationen sind auch in Rotamerbibliotheken nicht enthal-
ten. Deshalb kann man auch mit Hilfe dieser Bibliotheken keine ungewdhnlichen oder
unerwarteten Seitenkettenpositionen vorhersagen.

Die Menge der diskreten alternativen Konformationen ist ein statisches Abbild der
Proteinflexibilitdt. Die Dynamik der Flexibilitdt wird von diesem Modell nicht erfafit. Der
in dieser Arbeit vorgestellte Ansatz konzentriert sich somit, wie alle diskreten Docking-
Programme, vor allem auf die Frage, wo ein Ligand in der Bindetasche plaziert ist.
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8.1.3 Bewegungen von Doméinen

FLEXE kann einen Induced-Fit, bei dem sich ganze Domé&nen des Proteins bewegen, nicht
handhaben. Prinzipiell konnten Domé&nenbewegungen zwar in dem vorgestellten Protein-
modell durch ein Ensemble von Strukturen beschrieben werden, die Zwischenstufen zwi-
schen der gedffneten und dem geschlossen Form des Protein darstellen, aber die daraus
resultierende vereinigte Proteinbeschreibung wire aus folgenden Griinden zu komplex, um
noch effizient behandelt werden zu kénnen:

1. Es wire eine sehr grofle Zahl von Ensemblestrukturen erforderlich, weil es auch fiir
Jjede Zwischenstufe alternative Seitenkettenkonformationen gibt. Daraus ergeben sich
sehr viele Instanzen je Segment.

2. Alle Instanzen einer Zwischenstufe der beweglichen Doméne sind mit allen Instanzen
aller anderen Zwischenstufen strukturell inkompatibel. Dadurch entsteht ein Inkom-
patibilitdtsgraph mit sehr groflen Zusammenhangskomponenten und das erweiterte
aktive Zentrum dehnt sich auf die gesamte bewegliche Doméne aus.

8.1.4 Technische Einschrinkungen

Aus technischer Sicht gibt es vor allem zwei kritische Gréfen fiir das Verfahren: die Zahl
der Wechselwirkungspunkte, die die Groéfle der Hashtabelle bestimmt, sowie die Grofle,
die Anzahl und die Gestalt der Zusammenhangskomponenten im Inkompatibilitdtsgra-
phen. Der Aufbau grofler Hashtabellen dauert sehr lange und erfordert viel Speicherplatz,
wahrend bei komplexen Zusammenhangskomponenten mehr Zeit fiir die Suche nach ge-
eigneten unabhingigen Mengen nach jedem Aufbauschritt benétigt wird. Vor allem der
zweite Parameter kann a priori nur sehr schlecht abgeschatzt werden.

Zur Reduktion der Hashtabelle wurde bereits in Abschnitt 5.3 ein Verfahren zum
Clustern der Wechselwirkungspunkte vorgestellt.

Um den Einflufl der Zusammenhangskomponenten auf die Laufzeit der Plazierung zu
reduzieren, gibt es im wesentlichen zwei Moglichkeiten: Auf der einen Seite kénnte man
versuchen, die Zahl der Suchen in den Zusammenhangskomponenten durch Vorberech-
nung von unabhéngigen (Teil-)Mengen oder durch das Wiederverwenden von Losungen zu
verringern. Auf der anderen Seite liefle sich unter Umsténden die Komplexitdt der Zusam-
menhangskomponenten durch eine geeignete Zerlegung der Komponenten vermindern.

8.2 Bewertungsfunktion

8.2.1 Qualitat der Bewertungsfunktion

Die vorhergesagten Plazierungen des Docking-Algorithmus sind beztiglich der implemen-
tierten Bewertungsfunktion optimiert, die eine heuristische Approximation der freien Bin-
dungsenergie darstellt, denn eine exakte Berechnung der freien Bindungsenergie ist prak-
tisch nicht méglich (vgl. Abs. 4.5). Damit hat die Giite der Bewertungsfunktion grofien
Einfluf auf die Vorhersagequalitét des Docking-Verfahrens.

Aufgrund der Vereinfachungen, auf denen die Bewertungsfunktionen basieren, bewer-
ten sie nicht immer die Plazierungen mit minimaler RMS-Abweichung am besten. Dies
ist eine prinzipielle Einschrankung der Leistungsfahigkeit, der jeder Docking-Algorithmus
unterliegt. Eine Verbesserung von Bewertungsfunktionen war nicht das Ziel dieser Arbeit.
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Das hier vorgestellte Verfahren zum Docken in flexible Proteinstrukturen fiihrt einen
zusitzlichen Freiheitsgrad ein, und zwar den der verschiedenen Proteinkonformationen.
Die Bewertungsfunktion wird deshalb auch zur Auswahl der Instanzen benutzt, die ener-
getisch am besten zum plazierten Liganden passen. Damit hiangt von der Qualitdt der
Bewertungsfunktion ebenfalls ab, ob die Abschidtzung der Energie {iberhaupt auf der rich-
tigen Proteinkonformation beruht. Da die Unterschiede zwischen den alternativen Kon-
formationen aber unter Umstdnden nicht sehr groB sind, mufl man davon ausgehen, dafl
die heuristische Funktion auch hier Fehler machen kann, die die Vorhersagequalitdt des
Docking-Verfahrens limitieren.

8.2.2 Intramolekulare Wechselwirkungen

Auswahlkriterium fiir die Instanzen ist im Moment nur die Wechselwirkungsenergie der je-
weiligen Instanz zum Liganden. Die Energie der Instanzen selbst wird nicht beriicksichtigt.
Die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen ausgewé&hlten Instanzen flielen nur in
Form der strukturellen und geometrischen Kompatibilitét ein. Das heifit, man betrachtet
alle giiltigen Proteinkonformationen als energetisch gleichwertig. Diese sehr starke Verein-
fachung kann jedoch nicht mehr verwendet werden, wenn man die Anzahl der alternativen
Konformationen mit Hilfe von Rotamerbibliotheken anreichert. In diesem Fall miissen
intramolekulare Wechselwirkungen im Protein bei der Bewertung der Komplexe beriick-
sichtigt werden, um zwischen besser und schlechter geeigneten Rotameren unterscheiden
zu konnen.

8.3 Sonstige Limitierungen

8.3.1 Wasser im aktiven Zentrum

Bei der Bildung von Protein-Ligand-Komplexen spielt Wasser eine wichtige Rolle. Im
ungebundenen Zustand fiillen Wassermolekiile das aktive Zentrum des Proteins aus. Sie
werden bei der Bindung eines Liganden nicht immer vollstindig verdrangt. Finzelne Mo-
lekiile kénnen in der Bindetasche verbleiben und Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
dem Protein und dem Liganden vermitteln. Ob und wo solche Wassermolekiile in einem
Komplex auftreten, hingt dabei im Einzelfall von den Liganden ab und kann bei verschie-
denen Liganden variieren.

Fir FLEXX wurde zur Vorhersage dieser optionalen Wassermolekiile das sog. Partikel-
konzept entwickelt [88]. Es berechnet nach jedem Anbauschritt eine Menge von giinstigen
Positionen fiir Wassermolekiile und bezieht diese in die Bewertung der Teillésungen mit
ein. Im weiteren Verlauf des inkrementellen Aufbaus des Liganden, kénnen diese Was-
sermolekiile gegebenenfalls auch wieder entfernt werden, wenn an derselben Stelle ein
Ligandfragment plaziert werden kann.

FLEXE kann optionale Wassermolekiile zur Zeit noch nicht behandeln. Aber aufgrund
der engen Verwandtschaft von FLEXE und FLEXX koénnte das Partikelkonzept in FLEXE
leicht iibernommen werden. Eine andere Moglichkeit besteht darin, giinstige Wasserposi-
tionen als Instanzen in den Inkompatibilitdtsgraphen aufzunehmen. Die Optionalitdt kann
dabei wie bei der Mutation eines Glycins durch Pseudoinstanzen realisiert werden (vgl.

Abs. 4.1.1).
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8.3.2 Grofle Liganden

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dafl die Vorhersage des korrekten Bindungsmodus bei
groflen Liganden sowohl fiir FLEXE als auch fiir FLEXX problematisch ist. Man kann davon
ausgehen, dafl FLEXX Liganden nur bis zu einer Gréfle von etwa 15 Fragmenten plazieren
kann [79]. Verantwortlich dafiir ist die Greedy-Strategie des inkrementellen Aufbaus der
Liganden. Sie beruht auf dem Prinzip der lokalen Optimalitidt, das heift, die Verkniipfung
lokal optimal plazierter Fragmente sollte auch eine global optimale Losung ergeben.

Bei groflen Liganden ist der Bindungsmodus aber ein energetischer Kompromif}, der
es ermoglicht, alle Fragmente gleichzeitig zu plazieren. Darum kann es fiir die Einzelfrag-
mente jeweils energetisch giinstigere Plazierungen geben, die jedoch zusammen mit den
anderen Fragmenten nicht realisiert werden kénnen. Aus diesem Grund kann man lokal
optimal plazierte Basisfragmente nicht unbedingt zur richtigen Losung expandieren. Dieser
Effekt verstarkt sich unter Umsténden, wenn es alternative Proteinkonformationen gibt.
Denn hier werden méglicherweise Alternativen fiir die Plazierung des einzelnen Fragments
benutzt, die spiater mit anderen Teilen des Liganden inkompatibel sind.

Mit einer vorausschauenden Bewertung, die abschétzt, ob die gegebene Teillosung auch
noch die Plazierung des restlichen Liganden erlaubt, liele sich hier Abhilfe schaffen, weil
so eine Funktion Teillésungen verwerfen kénnte, die zwar fiir sich optimal sind, aber nicht
expandiert werden kénnen.
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Kapitel 9

Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit befafit sich mit einem speziellen Aspekt des molekularen Docking-Problems,
und zwar der Modellierung von Proteinflexibilitdt bei der computerbasierten Vorhersage
von Protein-Ligand-Komplexen, die auch die Flexibilitat der Liganden berticksichtigt.

Den Ausgangspunkt bildet das Docking-Programm FLEXX, von dem das hier beschrie-
bene Verfahren neben der Repréasentation von Wechselwirkungen und der Bewertungsfunk-
tion vor allem die Behandlung der Liganden iibernimmt. Das Modell der Ligandflexibilit&t
beruht dabei auf einem inkrementellen Aufbau dieser Molekiile im aktiven Zentrum des
Proteins. Die Proteinstrukturen werden dagegen von FLEXX als starr betrachtet. Die-
se Annahme kann aber dazu fiihren, dafl sich Liganden, die Konformationsdnderungen
im Protein induzieren, nicht in der Bindetasche plazieren lassen. Dies wurde anhand des
Beispiels der Aldose-Reduktase belegt.

Es gibt bisher nur wenige Verfahren, die Proteinflexibilitat beim Protein-Ligand-Docking
berticksichtigen. Allerdings ist die modellierte Flexibilitat bei diesen Verfahren zum Teil
sehr eingeschrankt, ersetzt die Ligandflexibilitit oder ist als Nachoptimierung realisiert.

Der Ansatz dieser Arbeit basiert darauf, die Proteinflexibilitat, Punktmutationen oder
alternative Modellierungen eines Proteins durch ein Ensemble von méglichen Proteinstruk-
turen zu reprisentieren, das nicht auf experimentell bestimmte Konformere beschrankt ist.
Diese Strukturen lassen sich wahrend des Docking-Prozesses zu neuen giiltigen Protein-
konformationen kombinieren, die in bezug auf die Bewertungsfunktion optimal zu der
jeweiligen Ligandplazierung passen.

Zur Verwaltung der alternativen Proteinkonformationen (Instanzen) und ihrer Abhéngig-
keiten, wurden das Konzept der Kompatibilitdt eingefiihrt und geeignete Datenstrukturen
entworfen, um dieses in Form eines Graphen darzustellen. Die Moglichkeit, alternative
Instanzen rekombinieren zu kénnen, machte aulerdem Modifikationen bei der Zuordnung
von Wechselwirkungen, der Definition der Oberfliche sowie bei der Anwendung der Be-
wertungsfunktion erforderlich.

Es gelang, die Auswahl der optimalen giiltigen Proteinkonformationen bei der Plazie-
rung eines Liganden auf die Suche nach unabhéngigen Mengen im Inkompatibilitatsgra-
phen zu tibertragen. Durch die Zerlegung dieses Graphen in Zusammenhangskomponenten
und die Beschrankung der Suche auf das erweiterte aktive Zentrum lie sich dariiber hinaus
die Bestimmung der optimalen Proteinkonformationen erheblich beschleunigen.

Die beschriebenen Modelle und Algorithmen wurden in dem Docking-Programm FLEXE
realisiert und empirisch getestet.
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Basis fiir die Evaluierung war ein Testdatensatz bekannter Protein-Ligand-Komplexe,
der aus zehn Ensembles mit insgesamt 106 Proteinstrukturen und 60 Liganden besteht.

Alle Komplexe wurden mit FLEXE reproduziert (Redocking) und die RMS-Abweichun-
gen zu den Referenzstrukturen bestimmt. Auflerdem wurde ein Vergleich mit einem Kreuz-
Docking-Experiment mit FLEXX durchgefiihrt, das die Liganden sequentiell in die einzel-
nen Ensemblestrukturen plaziert und die Losungen zu einer Liste zusammenfaflt.

Die Ergebnisse des Redockings mit FLEXE belegen, daf3 der Ensemble-Ansatz in der
Lage ist, mehrere Seitenkettenkonformationen und sogar Loop-Bewegungen effektiv zu
behandeln. Denn FLEXE findet in 83% aller Testfélle akzeptable Ligandplazierungen mit
RMS-Abweichungen von weniger als 2.0 A.

Wenn sich unter den Ensemblestrukturen eine Proteinkonformation befindet, in die der
Ligand plaziert werden kann, treten im Vergleich von FLEXE zu FLEXX keine signifikanten
Unterschiede der Vorhersagequalitdt auf. Beide Programme finden auf den ersten zehn
Réngen fiir rund zwei Drittel der Testliganden eine akzeptable Losung.

Der Vorteil von FLEXE wird erst deutlich, wenn es keine Ensemblestruktur gibt, in
die der Ligand pafit: Wahrend man durch das nachtrigliche Zusammenfassen von FLEXX-
Losungen keine richtigen Plazierungen findet, ist FLEXE noch immer in der Lage, gute
Vorhersagen zu machen, weil es die gegebenen Proteinkonformationen in geeigneter Weise
beim Docking rekombinieren kann. Dies konnte am Beispiel des verkleinerten Ensembles
fiir die Dihydrofolat-Reduktase nachgewiesen werden.

Die Rechenzeit von FLEXE betrdgt im Durchschnitt 5.5 Minuten auf einer gangigen
Workstation, das bedeutet, FLEXE ist um den Faktor zwei schneller als FLEXX (akkumu-
lierte Zeit) und gehort zu den schnelleren der aktuellen Docking-Programme. Mit dieser
Laufzeit eignet sich FLEXE auch fiir ein Screening mittelgrofler Datenbanken von bis zu
etwa 50 000 Verbindungen.

Ein solches Screening mit FLEXE konnte bis jetzt wegen fehlender Daten noch nicht
durchgefithrt werden. Es sollte deshalb einer der néchsten Tests fiir das neue Verfahren
sein. Ferner sollte der Testdatensatz fiir das Redocking durch eine systematische Suche in
der PDB erweitert werden.

Es wurden einige Limitierungen des Verfahrenes, sowie Losungsansétze zu ihrer Um-
gehung aufgezeigt. Diese Ansidtze konnen die Grundlage fiir eine Weiterentwicklung des
vorgestellten Docking-Algorithmus bilden. Insbesondere die geschlossene Modellierung von
drehbaren endstandigen Gruppen, die Integration von Rotamer-Bibliotheken und die Bertick-
sichtigung intramolekularer Wechselwirkungsenergien im Protein sollten das Anwendungs-
spektrum von FLEXE wesentlich erweitern.

Weitere offene Punkte sind eine Verbesserung der Bewertungsfunktion und die Ent-
wicklung effizienter Vorfilter, die bei Screening-Anwendungen die Zahl der Molekiile, die
gedockt werden miissen, effektiv reduzieren.

Insgesamt hat sich FLEXE aber schon jetzt als ein effizientes Verfahren mit guter Vor-
hersagequalitat fiir das Protein-Ligand-Docking mit flexiblen Proteinstrukturen erwiesen.



Anhang A

Ligandstrukturen und
Kreuz-Docking-Matrizen

Dieser Anhang enthélt fiir alle Ensembles eine Abbildung des aktiven Zentrums der verei-
nigten Proteinbeschreibung und die Strukturen der Liganden aus dem Testdatensatz, die
als Referenzen fiir den korrekten Bindungsmodus dienen. Auflerdem sind fiir alle Liganden
die RMS-Abweichungen der jeweils ersten Vorhersage, der besten unter den ersten zehn
Losungen und die beste Plazierung unabhéngig vom Rang angegeben, die von FLEXE,
durch das Zusammenfassen der FLEXX-Lésungen bzw. von FLEXX fiir die einzelnen En-
semblestrukturen vorhergesagt wurden.

Es wurden nicht alle Liganden verwendet, die in den PDB-Eintrédgen des Testdatensat-
zes enthalten sind. Zu kleine oder kovalent gebundene Molekiile blieben unberiicksichtigt.
Die wichtigsten Eigenschaften der Ensembles und der 60 ausgew&hlten Liganden fassen
die Tabellen 7.2 und 7.3 in Abschnitt 7.2.1 zusammen. Die Abbildungen der vereinigten
Proteinbeschreibungen wurden mit FLEXV [232] produziert. Die Ligandstrukturen wurden
mit dem Programm ISIS Draw [233] gezeichnet.

Die Liganden aller Ensembles des Testdatensatzes werden mit FLEXE jeweils in das
aktive Zentrum der vereinigten Proteinbeschreibung plaziert, die aus allen Proteinstruk-
turen des entsprechenden Ensembles entsteht. Dann werden die symmetriekorrigierten
RMS-Abweichungen aller Vorhersagen bestimmt. Als Referenz fiir die RMS-Abweichung
diente jeweils die Position des Liganden in der iiberlagerten, experimentell bestimmten
Proteinstruktur. Zum Vergleich werden alle Liganden aller Ensembles mit FLEXX sequen-
tiell in alle Proteinstrukturen der entsprechenden Ensembles gedockt (Kreuz-Docking)
und die RMS-Abweichungen bestimmt. Dabei verwendet man dieselbe Grofle des aktiven
Zentrums und die gleiche Definition der Referenzstrukturen wie bei FLEXE. Anschlielend
werden fir alle Liganden die Losungen, die FLEXX fiir die einzelnen Ensemblestruktu-
ren generiert hat, zu einer Lésungsmenge zusammengefafit und anhand ihres Scores neu
sortiert.

Die RMS-Abweichungen in A aller separaten Kreuz-Docking-Experimente sind in farb-
codierten Matrizen dargestellt. Darin entspricht jede Zeile einem Liganden und jede Spalte
einer Proteinstruktur. Die erste Spalte enthélt die Ergebnisse von FLEXE, die zweite die
Resultate der zusammengefafiten Losungsmengen (MRGD) und die iibrigen Spalten die
Vorhersagen von FLEXX fiir die einzelnen Proteinstrukturen. Die Matrizen wurden mit

dem Programm MATLAB [234] erzeugt.
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A.l Aldose-Reduktase
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A.2 Alpha-Momorcharin
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A.3 Carboanhydrase II
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9Die Sulfonamide binden in einfach deprotonierter Form an die Carboanhydrase. Die Liganden wurden
jedoch in neutraler Form gedockt, um eine spezielle Aufarbeitung fiir das Zielprotein zu vermeiden, da dies
bei Datenbanken ebenfalls nicht méglicht ist.
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A.4 Carboxypeptidase
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Range L % g & S &§ &§ § 8 & & &8 8 &8 8 & B B
o i — ™ < o M~ [e6] i — i — - — N (V)
G-Y.3cpa .0 .3 2 71
GLY.4cpa
ZAF.6cpa ierRiNe! 6.27 7.64 5.27 4.56 4.70 7.80 A4 6.15 5.90 4.51 6.39 4.65
FVF.7cpa SRl 2.74 4.61 5.83 8.89 — 4.86 4.99
BZS.1cbx
CPM.1cps
LOF.2ctc
I g FlexX
dalle )
ol O c © © © © © > > > > x %)
Ringe 7|2 8 %8 § 8 8 8 8 3 8§ 8 8 %8 3 8 % 8
g LS b ada 38 o & © K~ ©®© =9 =9 9 9 a4 494 «
G-Y.3cpa [1.05(1.17({1.42(2.28|2.14(1.30(1.85(1.37|1.36(1.64|1.40|1.36(1.66|2.21|1.17|1.24|1.43|1.33
GLY.4cpa [1.63(1.54({2.35(2.51|2.58|1.54|2.52|1.86|2.24|2.27|1.90|2.01|2.15|2.20|2.36|1.93|2.54|2.10

ZAF.6cpa @ . \\\ 5.58 6.29 5.67 5.41
FVF.7cpa [X . . 5.54 7.75 - 7.82 5.37

BZS.1cbx |1. . 3 . . . . .30(0.90 jRezy 1.83

CPM.1cps|1. . . . . . . . . . . . . . .78|1.57|1.52|1.26

LOF.2ctc |1.72]0.51{1.23(2.31|1.83|0.84|2.37|1.62({1.32({1.72|1.65|1.90{0.92(1.31({1.34 0.85‘1.45’0.51
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A.5 Dihydrofolat-Reduktase

FOL.1xxx DZF.1dyh DDF.1dyj FFO.1jol MTX.XXXX

9Das Methotrexat wurde protoniert, weil daduch eine Wasserstoffbriicke zum ASP 27 augebildet werden
kann. Die Folsdure(derivate) wurden in der Enolform gedockt, obwohl sie eigentlich in der Ketoform binden

(vgl. Abs. 7.3.1).



A.5. DIHYDROFOLAT-REDUKTASE 115

1 Wi FlexX Yis FlexXx
Rang || 838 §=% 8 8§88 %8s r|E 58z
DZF.1dyh 2.21 2.34(2.10(2.24 |2.41 2.16| DZF.1dyh
FOL.1dyi 2.17|2.22|2.10 2.23|2.37 (2.08|2.35 gk 2.23 XY 2.22 |2.12 FOL.1dyi
DDF.1dyj 4 0 4.56 4.70 5.50 DDF.1dyj
FFO.1jol 8.49 4.98 9 8.28 6.0 8 FFO.1jol 4.78 5.39 8.28 6.05 5.39
FOL.1ra2 2.30 2.41(2.28(2.27|2.32|2.23|2.06 | 2.36 NN 2.02 ER[0N 2.42 FOL.1ra2 4.64 8.30
MTX.1ra3 1.50(1.58(1.42|1.74|1.79 1.19|2.40(1.58 1.38 1.54|1.37 MTX.1lra3
MTX.3drc 1.21(1.31{0.92|1.41|1.65|1.73|1.03 1.13 1.19 1.31& MTX.3drc
MTX.1dhj 1.1211.12(1.04|1.43(1.62|1.26(1.02|1.02|1.12 0.84 1.27E MTX.1dhj
MTX.1ldra 1.10(1.23|1.04|1.47|1.59 1.46 1.17 0.82 1.23@ MTX.1ldra
MTX.1drb 1.23|1.23|1.10(1.48|1.49|1.45(1.30(0.87|1.27 1.02 1.165 MTX.1drb
MTX.2drc 1.05(|1.42(1.26|1.51|0.95 1.05(0.98|1.14 1.09 0.74; MTX.2drc
MTX.4dfr 1.32(1.48(1.19|1.55|1.39 1.06(1.54|1.54 (NN 6.14 0.785 MTX.4dfr
10 % 8 = - ~ FNI i XQX = © o o -
Range |2 58 §3 8 E § 8§ % § 3
DZF.1dyh 2.00(2.16(1.97(1.94(2.00(1.91|1.93|2.07|2.07 2.03 2.15|2.16 DZF.1dyh
FOL.1dyi 1.84|2.1211.94|2.10|2.10{1.94(1.87(2.04 |2.08 1.95 1.94|2.12| FOL.1dyi
DDF.1dyj [1.63 4.56 DDF.1dyj
FFO.1jol 4.97 4.54 FFO.1jol . 4,97 5.36
FOL.1ra2 1.9112.41(2.01(2.09(2.22|2.02(1.95|2.06|2.04 1.92 2.12 FOL.1ra2 . &y 2.02
MTX.1ra3 0.81(1.19(1.38(1.37 {1.39 1.19(0.86|1.11 1.14 1.11|1.14 MTX.1lra3
MTX.3drc 0.50(0.70(0.89|0.87 (1.32|1.60|0.93|0.72(0.63 0.70 0.700.7 MTX.3drc
MTX.1dhj 0.67(0.68(0.91/0.88(1.20|1.24|0.96|0.72[0.66 0.59 O.GBE MTX.1dhj
MTX.1ldra 0.70(0.72|0.97(0.86 [1.17 1.05({0.81|0.66 0.57 0.71£ MTX.1ldra
MTX.1drb 0.98(0.88|1.06 [{0.99 1.010.94 0.75|0.87 0.69 O.GBE MTX.1drb
MTX.2drc 0.97(0.74(1.13|1.16 |0.95 0.970.73|1.09 0.92 0.74& MTX.2drc
MTX.4dfr 0.66(0.78(0.98|1.19(1.20 1.03{0.76|0.65 0.78 0.78& MTX.4dfr
alle W, FlexX
Range |Z/¢ 8 5 53 88§35 558 ¢s
DZF.1dyh 1.86(1.77|1.86(1.84|1.80({1.91(1.77(1.85|1.81 1.88 1.86(1.88) DZF.1dyh
FOL.1dyi 1.81(1.79|1.82|1.85/1.88|1.90(1.80(1.92|1.79 1.81 1.84|1.83 FOL.1dyi
DDF.1dyj 1.58|1.96 1.96|2.22 DDF.1dyj
FFO.1jol 2.40 2.40 4.9 FFO.1jol
FOL.1ra2 1.91(1.79(1.89(1.90|2.00|1.95|1.84|1.94(1.79 1.88 1.85(1.91 FOL.1ra2
MTX.1ra3 0.53|0.53|0.76|0.79 [1.06 0.99|0.55|0.57 0.58 0.73[{0.53 MTX.1ra3
MTX.3drc 0.50(0.53|0.74|0.83|0.86(1.41|0.92(0.72|0.57 |1.56 |0.59 O.SBE MTX.3drc
MTX.1dhj 0.46 |0.57[0.82|0.85[0.81|1.24 |0.96 |0.72|0.66 |1.53|0.59 [2.42|0.57 [0.60 MTX.1dhj
MTX.1ldra 0.59(0.53(0.82|0.84 (0.87 0.89/0.67|0.66 |1.53|0.57 0.70|0.53 MTX.1ldra
MTX.1drb 0.64(0.64(0.89|0.75(1.01 0.94 0.73]0.76 0.64 0.68 g MTX.1drb
MTX.2drc 0.61/0.60|0.85[{0.93(0.95 0.97|0.64(0.60(1.59|0.61 0.60@ MTX.2drc
MTX.4dfr 0.65(0.62(0.93(0.78 (1.08 0.98|0.66|0.62|1.66|0.67 0.63|0.80 MTX.4dfr
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A.6 Isocitrat-Dehydrogenase
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OXS.1icd



A.6. ISOCITRAT-DEHYDROGENASE

1
Rang

ICT.5icd
ICT.lide
OXS.1idc
ICT.1gro
ICT.1grp

ICT.8icd

10
Range

ICT.5icd
ICT.lide
OXS.1idc
ICT.1gro
ICT.1grp

ICT.8icd

alle
Range

ICT.5icd
ICT.lide
0OXS.1lidc
ICT.1gro
ICT.1grp

ICT.8icd

lidf

lidd

6icd

7icd

lika

lide

lidc

1gro

1grp

117

8icd

liso

= FlexX

() 8 « ©W ©w ©v &8 W © ©W © © o 2 -5 o
T =] i) Q Q 3 Q Q Q i} B =)} (o)) Q 2
L | = = = [ i< = 3 in > | = = = (3] =
1.120.71 2.29(0.81|1.67(1.49|1.75(1.37 |0.71|0.72 {1.80
1.0110.83 1.9411.33|1.53(1.30|2.15(1.49|1.17 ({0.90 |1.23
1.68 |1.50 1.62|1.55|2.26 (1.76 |1.90 [2.03 . 1.50 .
1.05|0.33 2.05(0.801.36(1.44|1.70(1.32 |0.38 |0.33 {1.81
0.89 (0.59 2.11(0.82|1.52(1.44|1.72 |1.37 |0.59 |0.69 [1.78
1.00|0.39 2.10(0.81|1.42({1.49|1.71 (1.29 (|0.48 |0.39 {1.90




118 ANHANG A. LIGANDSTRUKTUREN UND KREUZ-DOCKING-MATRIZEN

A.7 Mandelat-Racemase

/4
SMN.1mdl o 9° SAA.1XXX



A.7. MANDELAT-RACEMASE

1
Rang

SAA.1mdr
SMN.1mdl

SAA.1mra

SAA.1dtn

10
Range

SAA.1mdr
SMN.1mdl
SAA.1mra

SAA.1dtn

alle
Range

SAA.1mdr
SMN.1mdl
SAA.1mra

SAA.1dtn

FlexE

MRGD

2mnr

1mdl

Imra

1dtn

18

()]

1.16

2.48

1.25

2.54

231

2.02

1.02

1.23

231

1.08

1.28

2.45

1.56

1.93

1.28

0.80

1.77

1.95

FlexE

1.06

MRGD

2.51

2mnr

1.67

1.92

Imns ¢

1.06

1mdl

0.70

Imra

1.03

1dtn

0.9

©

0.68

1.53

0.95

0.48

1.25

1.45

1.08

1.43

0.92

1.02

0.85

1.08

0.82

0.73

1.54

0.60

1.86

0.99

0.47

1.11

0.86

0.70

1.62

0.76

1.88

0.92

0.64

1.03

FlexE

MRGD

2mnr

Imdr

Imns ¢

1mdl

1mra

1dtn

0.5

(o3}

0.48

1.47

0.81

0.48

0.96

0.83

0.50

1.04

0.88

0.92

0.62

0.61

0.50

0.54

0.47

1.49

0.60

1.73

0.85

0.47

0.93

0.30

0.61

1.52

0.76

1.65

0.87

0.61

0.80
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A.8 Ricin

A-G.lapg

AMP.1lobt FMP.1fmp
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A.8. RICIN

1907

HI

SHT

sqoT

oUT

dodiN

3x9l4

FMP.1fmp ReXi¥

Rang

6.86 7.98

6.79

—
o5
©

9.39 7.54 6.84 4.72

4.72

A-G.lapg N

AMP.1lobt

2.19

3x9|4

10
Range

FMP.1fmp [2.71

A-G.lapg

AMP.1obt

sqoTt

oUT

dodiN

1.30

3xX9|4

alle
Range

FMP.1fmp |1.29

A-G.lapg

1.66
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A.9 Seryl-T-RNA-Synthetase

I‘GLH Fall

-
b1
—

7 e

/H
0 /H
H H—N  O—H
\
/N /H
(—)0.66 H N\o o5 o H
o @) \_.O
0.66 \p/o-o.ee 05 P~ \S//O
o~ 0" % o\
H H H
\O \o \o
(@) (0] (e}
N N
(X
P N L2 P,
Zal N N
N N N

AMP.1ses AHX.1ses SSA.lset



A.9. SERYL-T-RNA-SYNTHETASE

1
Rang

AHX.1sesA
AMP.1sesB
SSA.lsetA

SSA.1setB

10
Range

AHX.1sesA
AMP.1sesB
SSA.lsetA

SSA.lsetB

alle
Range

AHX.1sesA
AMP.1sesB
SSA.lsetA

SSA.lsetB

5.87

FlexE

MRGD

2.4

o

2.48

2.45

1.12

1.92

1.72

2.12

1.39

8.05 748 578 7. 8.49

10.99 10.81 5.67 8.05 5.70
5.63

10.12 7.12

1.24

7'73

6.58 4.94 QNI

FlexX
> > 3 @ oy ko
(2] 7] 7] ) ) 7]
— — — — — —

.

1.72 |2.44
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A.10 Trypsin

H
H\ _!-l H \N+,H
H™ \ +H H H_’\/I H H
\+\ /
F

PBN.1tni PRA.1tnk PEA.1tnj AMC.ltng TPA.1tnl BEN.3ptb  FBA.ltnh
H\ H
N—H
|
I .0
S—N .S’
O I JK/N < > 0”
(0] H N
NAS.1ppc o TOS.1pph H



A.10. TRYPSIN 125

1

Rang

NAS.1ppc

TOS.1pph 5.12 5.91 4.58 5.98 5.22 4.56 5.09
AMC.1tng 0.37(1.68|1.65 1.57{0.88

FBA.1tnh |0.55/0.45|0.70|0.37(0.45/0.80|0.70(0.70|0.45|0.41|0.90|0.54|0.54{0.59{0.43

PEA.1tnj 1.86(1.84|0.73|1.03|0.86|1.77|1.03|0.97|2.46|2.57| 1.24|1.34|0.99|1.84|1.78

PRA.1tnk  |1.97|1.92|1.74|1.46|1.55|1.64|1.92|1.49|1.49|1.98|1.65|1.57|1.91|1.31|1.77

TPA.1tnl 0.93|1.46{1.07|0.69|1.02|0.95|0.80(1.41|0.75(1.29|0.81{0.54|0.80{1.46|1.48

BEN.3ptb |0.63 0.52. 0.77|0.42/0.64|0.52|0.67(0.33|0.31|0.54|0.87|0.61|0.76(0.78

10
Range

[EEN
w
[e5)
[
o]
a1
[EEN
N
w
=
o
[<5)
[=
w
o))
BN
U1
&)
[=
I
~

1.18|1.13 MeZy1.11 (1.

o
ey
[
J

NAS.1ppc

TOS.1pph

AMC.1tng |0.70{0.37|0.51{0.37|0.49|0.56|1.26|0.86{0.95|0.88/0.53|0.72(0.61|0.87{0.54|0.60|0.69|0.78

FBA.1tnh  |0.48|0.43|0.64|0.37|0.45|0.39|0.65|0.69|0.45|0.41|0.52|0.40|0.54|0.47|0.20{0.53|0.72|0.63

PBN.1tni 0.96]2.34(2.08(2.53(1.28 2.40. 2.21(1.30{2.52(0.80{0.81{2.09(2.15(0.56{2.23(2.16(2.30

PEA.1tnj 0.61|0.73]0.73|0.58/0.86|0.55|0.98|0.90{1.61|1.73|1.18(0.79|0.96{0.58|1.21|0.73| 1.27(1.54

PRA.1tnk |0.57|1.31|1.57|1.26|1.06|1.49|1.45|1.49|1.24|1.71|0.63|0.78|0.83|1.05|0.83|1.41|1.06{1.55

TPA.1tnl 0.89|0.54(1.07|0.64|0.84|0.75|0.80(1.33|0.66{1.03|0.77{0.54|0.73|0.60|0.77|0.84(1.12|2.17

BEN.3ptb |0.27|0.32|1.26|0.41|0.32|0.37|0.52|0.67|0.33|0.21|0.53|0.56|0.58|0.70|0.60{0.64|0.42|0.42

alle = FlexX
T O N
Ringe |28 § ¢ = 38 3 § 8 8 2 £ £ 2 £ z & 8
LS & & 8 &8 83 a8 a4 4 49 8 38 8 a8 8 38 o
NAS.1ppc |1.10 0.73. 1.07|1.05/0.76{1.41|0.73|1.08|1.36/0.94|0.89|1.11 1.131.11 0.99(1.09

TOS.1pph |1.03|1.05|1.22({1.21|1.26{1.12 2.34.2.06 1.92(1.24/1.26|1.06({1.07|1.17{1.05|2.25(1.05

AMC.1tng |0.70{0.37|0.51{0.37|0.49|0.56|1.26|0.67{0.57|0.62|0.53|0.57|0.54|0.52{0.54|0.60|0.69|0.78

FBA.1tnh  |0.48|0.20|0.64|0.37|0.45|0.39|0.65|0.69|0.45|0.41|0.52|0.40|0.54|0.47|0.20{0.53|0.60{0.63

PBN.1tni 0.84|0.56{1.32|1.94|1.23|0.90|1.56/1.34|1.30{1.62|0.80{0.81|1.00|0.74|0.56|1.00(1.23|1.89

PEA.1tnj 0.61|0.55{0.73]|0.58|0.86|0.55|0.98/0.90|1.19{1.41|0.62{0.77|0.69|0.58|0.79|0.63|1.22| 1.49

PRA.1tnk |0.57|0.63|1.55|0.84|0.66|0.68|0.93|1.17|0.92|1.33|0.63|0.71|0.79|0.76|0.69(0.71|1.06{0.98

TPA.1tnl 0.89(0.54(1.07(0.64{0.84(0.71{0.80(1.33(0.66|1.03|0.77(0.54|0.73|0.60|0.77|0.84|1.12|2.17

BEN.3ptb |0.27|0.21|1.26|0.41|0.32|0.37|0.52|0.67|0.33|0.21|0.53|0.56|0.58|0.70|0.60|0.64|0.42|0.42
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