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Abkiirzungsverzeichnis

1D, 2D, 3D  ein-, zwei-, dreidimensional

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift

ADME/Tox  adsorption, distribution, metabolism and excretion / toxicity
AIDS acquired immunodeficiency syndrome

C Programmiersprache’'

CD4 cluster of differentiation 4

csv comma separated values

dimax maximaler Abstand, den ein Ankerpaar iiberspannen kann
dmin minimaler Abstand, den ein Ankerpaar liberspannen kann
DNA deoxy ribonucleic acid

E Energie

Emax Energie des energieungiinstigsten Rotamers

Emin Energie des energiegiinstigsten Rotamers

GP120 Glykoprotein 120

HAART highly active antiretroviral therapy

HIV human immunodeficiency virus

HSQC heteronuclear single quantum coherence

HTS high throughput screening

LCAO linear combination of atomic orbitals

log P Octanol-Wasser Verteilungskoeffizient

MD Molekiildynamiksimulationen

mol2 Dateiformat fiir Molekiile

newEmax Neuer Grenzwert fiir die maximale Energie der Rotamere eines RBR
NMR nuclear magnetic resonance

NOE nuclear Overhauser enhancement

NOESY nuclear Overhauser enhancement and exchange spectroscopy
PDB Brookhaven Protein Data Bank

QSAR quantitative structure activity relationships

RNA ribo nucleic acid

SPL SYBYL programming language

SPR surface plasmon resonance

STD saturation transfer difference

vdW van-der-Waals
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Ein Glossar der in dieser Arbeit verwendeten englischen Begriffe sowie eine Liste der
getroffenen Definitionen befindet sich in den Anhdngen 7.1 und 7.2. Ein schematischer
Uberblick iiber die wichtigsten Schritte der vorliegenden Arbeit befindet sich als Referenz in
Abschnitt 3.8.

Aminosauren

Aminosdure Abkiirzung Code Aminosdure  Abkilirzung Code
Alanin Ala A Leucin Leu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Asparaginsdure Asp D Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamin Gln Q Serin Ser S
Glutaminsdure  Glu E Threonin Thr T
Histidin His H Tryptophan  Trp W
Glycin Gly G Tyrosin Tyr Y
Isoleucin Ile I Valin Val A%

Abweichung von den Sl-Einheiten

Bei der Beschreibung chemischer Bindungen werden nicht immer SI-Einheiten verwendet.
Bindungslingen und interatomare Abstinde werden in dieser Arbeit in Angstrom [A]
angegeben, wobei ein Angstrom 107" m (0.1 nm) entspricht.

Energien werden im Rahmen dieser Arbeit in Kilokalorien [kcal] angegeben, wobei 1 kcal

4.1868 Kilojoule entspricht.

Farbgebung in den Bildern

Sofern nicht anders angegeben wurde fiir die in dieser Arbeit gezeigten Strukturbilder die
folgende Farbgebung verwendet: Proteinoberflichen sind gelb dargestellt, Liganden sind
entweder einfarbig oder koloriert gezeigt. Bei der Kolorierung nach Atomtypen wurden
Sauerstoffatome rot, Stickstoffatome dunkelblau, Wasserstoffatome cyan, Schwefelatome
gelb und Kohlenstoffatome weill dargestellt. Bei der Kolorierung der im Rahmen dieser

Arbeit neu generierten Liganden wurden die Atome und Bindungen entsprechend der

v



Beschreibung in der Bildunterschrift zu Abbildung 35 auf Seite 51 eingefarbt. Docking-

spheres wurden als farbige Kugeln dargestellt.

Programmcode

Die im Rahmen dieser Dissertation programmierten Skripte und Programme sind im Anhang
7.3 abgedruckt. Aus Platzgriinden ist von Gruppen sehr dhnlicher Skripte jeweils nur eines
exemplarisch priasentiert. Um die Vielfiltigkeit der Anwendbarkeit der Programme zu
erhéhen, wurden sie modular aufgebaut und variierbar miteinander verkniipft. Hierdurch war
und ist es moglich, bestimmte Arbeitsschritte einzeln abzuéndern, zu wiederholen oder auch

mit Hilfe eines externen Programms zu ersetzen.

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Wirkstoffdesign historisch

Bis in das 20. Jahrhundert hinein war die Basis der Wirkstoffentwicklung das tradierte Wissen
aus der Volksmedizin, gelegentlich erginzt durch Zufallsentdeckungen. Im 19. Jahrhundert
wurde mit der systematischen Testung neuer Arzneimittel im Tiermodell begonnen.” Des
Weiteren gewannen aus Naturprodukten isolierte und nachsynthetisierte Naturstoffe an
Bedeutung, mit denen es erstmals mdglich war, Wirkstoffe genau zu dosieren. Tierversuche
sind bis heute ein wichtiges Mittel bei der Wirkstoffentwicklung, konnten aber auf vielen
Gebieten durch ethisch weniger bedenkliche und oft auch aussagekriftigere Systeme wie
Zellkultursysteme oder in vitro-Studien ersetzt werden.

Die Suche nach neuen Wirkstoffen orientiert sich an den so genannten Leitstrukturen (/eads).
Dies sind Molekiile, die zwar einige der gewiinschten Eigenschaften tragen, zum Beispiel
Bindung an das Zielprotein, denen aber andere noch fehlen, zum Beispiel orale Verfiigbarkeit.
Basierten Leitstrukturen frither meist auf Naturstoffen, ist heute der Ursprung vieler
Leitstrukturen das Hochdurchsatz-screening (high throughput screening - HTS).>” Hierbei
werden pro Tag 10.000 bis 100.000 synthetische Verbindungen in vollautomatischen HTS-
Anlagen auf ihre Bindung an ein Zielprotein (targef) untersucht. Eine Grundvoraussetzung fiir
das HTS ist das Vorhandensein einer groBBen Anzahl von Verbindungen. Hierfiir bedienen
sich die Pharmafirmen der Methoden der kombinatorischen Chemie (sieche Abschnitt 1.2.1)
und halten riesige Substanzbibliotheken in so genannten compound repositories
(roboterisierten Chemikalienlagern) vor.*” Die verschiedenen screening-Verfahren (z.B.
HTYS) liefern eine groBe Anzahl von hits (Verbindungen, die Bindung oder Wirkung im Assay
gezeigt haben). Aus diesen werden in einem "hit to lead" genannten Prozess mehrere
Leitstrukturen  ausgewéhlt oder entwickelt, auf denen dann die eigentliche

Wirkstoffentwicklung basiert.”

1.2 Kombinatorische Chemie

1.2.1 Kombinatorische Synthese

Die kombinatorische Synthese ist eine der Grundlagen der Wirkstoffforschung. Methoden, die

es erlauben, viele Verbindungen definierter Struktur parallel oder in einer Mischung

1



Einleitung

gleichzeitig herzustellen, wurden aufbauend auf den Arbeiten zur Synthese von
Peptidbibliotheken entwickelt. Einen ausfiihrlichen Uberblick iiber die bislang beschriebenen
kombinatorischen Synthesen niedermolekularer organischer Verbindungen, in Losung oder an

fester Phase, geben Balkenhohl ef al. und Terrett et al.”'°

1.2.2 In silico-Kombinatorik

Die kombinatorische Chemie ermdglicht den Zugang zu Millionen von Verbindungen, die fiir
das high throughput screening benotigt werden. Fiir den entsprechenden Prozess in silico, das
so genannte virtual screening,'’ werden die digitalen Reprisentationen sehr vieler Molekiile
benoétigt. Analog zur kombinatorischen Chemie, haben sich Verfahren der in silico-

1.'? Grundsitzlich wird

Kombinatorik entwickelt. Einen guten Uberblick geben hier Leach et a
zwischen fokussierten und exploratorischen Bibliotheken unterschieden. Fokussierte
Substanzbibliotheken haben eine deutliche Ausrichtung auf ein bestimmtes target. Sie
enthalten Molekiile, die sich in vielen Eigenschaften dhneln und einen ausgewéihlten
Parameter variieren. Exploratorische Bibliotheken hingegen sind angelegt um einen weiten
Bereich physikochemischer und struktureller Eigenschaften abzudecken.

In einer viel beachteten Veroffentlichung von 1999 wiesen Teague et al. auf die Probleme
hin, die sich daraus ergeben, wenn Bibliotheken allzu wirkstoffartig angelegt sind."> Da
anwendbare Wirkstoffmolekiile meist bereits eine auf orale Verfiigbarkeit hin optimierte
Polaritdit und Molmasse haben, lassen sie wenig Spielraum fiir den Prozess der
Leitstrukturoptimierung. Teague et al. schlagen vor, die Bibliotheken mit einer
Molmassenverteilung von 100-350 g/mol und einem logP-Wert von 1-3, also mit

Leitstrukturen, deren Hydrophobizitidt und Molekulargewicht im Laufe der Optimierung noch

steigen kann, anzulegen.

1.3 Eignung von Substanzen als Wirkstoffe

Beim Erstellen von Substanzbibliotheken, in vitro und in silico, bei der Auswahl von
Substanzen fiir screenings sowie beim Design neuer Substanzen, die als Wirkstoffe eingesetzt
werden sollen, stellt sich immer wieder die Frage, wie zwischen wirkstoffartig und nicht-
wirkstoffartig unterschieden werden kann.

Bei dieser Fragestellung geht es nicht darum vorherzusagen, welche Molekiile gute Binder fiir
das entsprechende farget-Protein sein werden (primary constraints), sondern um eine

Auswahl von Molekiilen, die moglichst glinstige secondary constraints, also glinstige

2
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ADME/Tox-Eigenschaften,'*!* eine gute Verfiigbarkeit an ihrem Wirkort und geringe bis
keine negativen Nebenwirkungen haben. Die Verfiigbarkeit am Wirkort hdngt unter anderem
stark von den physikochemischen Eigenschaften der Verbindung ab, so kdnnen zum Beispiel
sehr groBe Molekiile im allgemeinen schlecht biologische Membranen durchdringen.'
Verschiedene Ansdtze zur systematischen Untersuchung von heutigen Wirkstoffen wurden
verdffentlicht, der wohl bekannteste stammt von Lipinski et al.'®

In dieser Studie wurden die Eigenschaften von 2245 Wirkstoffen, die im Jahr 2001 in den
USA bereits zugelassen waren, oder sich in klinischen Studien befanden, analysiert. Die
Autoren stellten fest, dass beim Vorhandensein von mehr als einer der folgenden fiinf

Eigenschaften eine schlechte Absorption oder Permeation wahrscheinlich ist (rule of five):

e Das Molekiil weist mehr als fiinf H-Bindungsdonoren auf (Summe von OH und NH).

e Das Molekulargewicht ist groBBer als 500 Dalton.

e Der log P Wert ist groB3er als 5.

e Das Molekiil weist mehr als zehn H-Bindungsakzeptoren auf (Summe von O- und N-
Atomen).

e Das Molekiil hat mehr als fiinf rotierbare Bindungen.

Verbindungsklassen, die biologische Transporter nutzen, und daher den Regeln nicht

gehorchen miissen, stellen Ausnahmen dar.

Zahlreiche neuere Methoden, die ebenfalls auf einer Analyse der physikochemischen
Eigenschaften der Verbindungen beruhen, wurden veroffentlicht.'”>*

Einen anderen Ansatz wihlten Bemis und Murcko 1996 mit dem shapes-Konzept,” das in
Abschnitt 1.3.1 ndher beschrieben wird, da es fiir die vorliegende Arbeit von grofBer

Bedeutung ist.

1.3.1 Das shapes-Konzept

Guy W. Bemis und Mark A. Murcko fiihrten 1996 eine Analyse der etwa 6700 Substanzen

durch, die zum damaligen Zeitpunkt in der Comprehensive Medicinal Chemistry database™™®

aufgelistet waren.”> Sie entfernten zundchst alle Verbindungen, die keine
humanmedizinischen Wirkstoffe waren, beispielsweise Kontrastmittel, Geschmackstoffe oder

Konservierungsmittel.”
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30;31

Die verbliebenen 5120 Verbindungen betrachteten sie als Graphen und analysierten sie

hinsichtlich ihrer Struktur.

Qoo™

Thioridazin Graphen Darstellung

Ringsysteme Briicke Seitenketten

Abbildung 1: Betrachtungen von Molekiilen als Graphen. Aufteilung in Ringsysteme, Briicken und
Seitenketten am Beispiel des Neuroleptikums Thioridazin. In fett sind die entsprechenden

Strukturelemente gezeigt.25

Wie in Abbildung 1 am Beispiel des Thioridazins gezeigt ist, teilten sie die Struktur der
Molekiile in Geriiste (die Gesamtheit von Ringsystemen und Briicken), Ringsysteme, Briicken
(linker) und Seitenketten auf. Sie fiihrten Hiufigkeitsanalysen der in den Wirkstoffmolekiilen
vorhandenen Ringsysteme, Briicken® und Seitenketten®> durch.

Die Analyse der Briicken ergab, dass in den 5120 Wirkstoffmolekiilen Briicken mit 0 bis 7
Atomen existierten.

Zur Héufigkeitsanalyse der Ringsysteme verwendeten sie zwei unterschiedliche Ansétze:

In einer graphentheoretischen Betrachtung®' ignorierten sie sowohl den Atomtyp der
einzelnen Atome als auch ihre Hybridisierung. Dadurch kamen sie zu einer rein
2-dimensionalen Betrachtungsweise. Als Ergebnis dieser Analyse stellten sie fest, dass sich
die Datenbank aus 1179 verschiedenen Geriisten zusammensetzte, von denen 783 (66 %)
einmalig sind, da sie nur in einem Wirkstoffmolekiil dieser Datenbank auftauchen. In
Abbildung 2 ist die Héaufigkeitsverteilung der 32 héaufigsten Grundgeriiste (frameworks)
dargestellt.
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Abbildung 2: Die hiiufigsten Geriiste (frameworks) der 2D-Analyse von Bemis und Murcko. Zu jedem

Geriist ist sein Vorkommen in der Datenbank angegeben.”

Aus diesen 32 hiufigsten Geriisten lassen sich bereits iiber 50 % der in der Datenbank
enthaltenen Molekiile aufbauen.
In ihrer erweiterten Analyse verwendeten sie einen Ansatz, der die Molekiile iiber ihre

topologischen Torsionen beschreibt.”> Hierbei werden die Hybridisierung, der Bindungstyp

5
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und der Atomtyp beriicksichtigt, wodurch die Information {iber die 3D-Struktur des
Gesamtmolekiils erhalten bleibt. Durch die groflere Anzahl an moglichen Bausteinen war zu
erwarten, dass die Datenbank, aus diesem Blickwinkel betrachtet, aus mehr unterschiedliche
Geriiste bestehen wiirde. Dies bestitigte sich mit einer Gesamtzahl von 2506 verschiedenen
Gertisten. In Abbildung 3 sind die 41 Geriiste, die in der Datenbank am héufigsten vertreten
waren, aufgefiihrt. Wieder war eine grole Anzahl (1908, entsprechend 76 %) der Geriiste
einmalig. Die in Abbildung 3 gezeigten 41 hiufigsten Geriiste reprisentieren bereits 1235

(24 %) der 5120 Wirkstoffmolekiile in der von Bemis und Murcko analysierten Datenbank.
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Abbildung 3: Die hiiufigsten Geriiste der 3D-Analyse von Bemis und Murcko.”
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Die von den Autoren durchgefiihrte Analyse der Wirkstoffdatenbank ist sehr aufschlussreich.
Bestimmte Grundgeriiste sind in zugelassenen Wirkstoffen {iberdurchschnittlich héufig
enthalten. Aus nur wenigen Bausteinen ldsst sich wiederum ein Grofteil der Wirkstoffe der
Datenbank aufbauen. Dies konnte bedeuten, dass bestimmte Geriiste wirkstoffartiger sind als
andere, sich also besser zum Aufbau neuer Wirkstoffe eignen. Eine wichtige Rolle fiir die
Haufigkeit des Auftretens bestimmter Geriiste spielen selbstversténdlich auch Patentrecht,
Kosten, Synthetisierbarkeit und nicht zuletzt der Konservativismus ("a tendency to make new

"2). Trotzdem ist

compounds which are structurally similar to known compounds
anzunehmen, dass die hier vorgestellte Analyse deutliche Hinweise darauf gibt, welche
Geriiste besonders giinstig fiir den Aufbau von neuen Wirkstoffen sein werden. Dies kann,
wie in der vorliegenden Arbeit (siche Abschnitt 3.1.1), genutzt werden, um im Vorfeld einer
kombinatorischen Aufgabe eine Beschrinkung der Bausteine auf solche, die sich in den
Untersuchungen von Bemis und Murcko als besonders wirkstoffartig gezeigt hatten,

vorzunehmen.

1.3.2 Peptide als Wirkstoffe

Da in dieser Arbeit der von Wiilfken® entwickelte peptidische Ligand NMWQKVGTPL als
Modellverbindung verwendet wurde, sind im Folgenden die wesentlichen Gesichtspunkte,

beziiglich der Verwendung von Peptiden als Wirkstoffe aufgefiihrt.

Peptide haben oft starke Aktivitit. Zum Beispiel als Hormone, Neurotransmitter oder
Antibiotika spielen sie in biologischen Systemen oft eine grof3e Rolle.
Aufgrund der leichten Variierbarkeit, der schnellen und gut automatisierbaren Synthese und
der leichten Ableitbarkeit aus Protein-Protein-Wechselwirkungen (vgl. Abschnitt 3.2 HIV
GP120) sind Peptide oft ein erster Ansatzpunkt in der Wirkstoffentwicklung. Sie eignen sich
ausgezeichnet als Modellverbindungen.
Peptide als Medikamente einzusetzen ist hingegen schwierig. Insbesondere sprechen vier
Griinde dagegen:

¢ Die schnelle Hydrolyse der Peptide durch Proteasen im Serum

e Die grofle konformationelle Flexibilitdt, die aufgrund von Entropieverlusten meist zu

einer schlechten Bindungskinetik fiihrt
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e Die mangelnde orale Verfligbarkeit, die aus dem schnellen Abbau im Magen, Darm
oder Serum resultiert

¢ Die vergleichsweise hohen Synthesekosten
Fiir einige spezielle Anwendungen werden Peptide als Wirkstoffe eingesetzt (z.B. Insulin,
Ciclosporin, Leptin, Oxytocin, Erythropoetin), aber die negativen Eigenschaften der Peptide,
besonders die schlechte Bioverfiigbarkeit, verhindern in vielen Féllen den Einsatz als
Therapeutika.*>>’
Wo Peptide als Wirkstoffe eingesetzt werden, geschieht dies meist durch intravendses oder
subkutanes Spritzen. Der HIV-Fusions-Hemmer Fuzeon (T20, Enfuvirtide) beispielsweise
muss zweimal tdglich subkutan gespritzt werden, damit eine wirksame Konzentration
aufrechterhalten wird. Bei oraler Gabe ist er wirkungslos.™®
Fiir viele dieser Fille, in denen ein guter peptidischer Binder vorlag, der aber als Wirkstoff
nicht einsetzbar war, sind inzwischen Peptidomimetika entwickelt worden. Hierbei handelt es

sich um Verbindungen, die von ihrer Wirkung her den Peptiden dhneln, aber nicht mehr

Triger der unerwiinschten Eigenschaften sind.”

1.4 Der Pharmakophor

Ein wichtiger Begriff bei der Beschreibung biologischer Wechselwirkungen ist der des
Pharmakophors. Der Begriff wurde von Paul Ehrlich 1909 fiir das molekulare Muster eines
Medikamentes (pharmacon) eingefiihrt, das die biologische Aktivitit trigt (phoros).*
Verwendet wird der Begriff heute meist fiir die 3D-Anordnung der die Wirkung
vermittelnden funktionellen Gruppen eines Liganden innerhalb der Bindungstasche eines
Proteins. Meist werden nicht spezielle funktionelle Gruppen definiert, sondern Eigenschaften,
die eine an diesem Punkt befindliche Atomgruppe aufweisen muss, zum Beispiel positive
Ladung, Wasserstoffbriicken-Akzeptoreigenschaften oder hohe Lipophilie. Ein Pharmakophor

kann als Negativpassform des aktiven Zentrums des Rezeptors angesehen werden.

1.5 Methoden zur Bestimmung des Pharmakophors
Soll aufbauend auf einem gebundenen Liganden, ein Pharmakophor-Modell konstruiert
werden, werden zwei Informationen benétigt:

e Welche Gruppen des Liganden vermitteln die Bindung zum Rezeptor?

e Welche dreidimensionale Anordnung nehmen diese Gruppen dabei ein?
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Zur Ermittlung dieser beiden Informationen existieren verschiedene Verfahren, die im

Folgenden beschrieben werden.

1.5.1 Alanin-Scan

Welche funktionellen Gruppen eines peptidischen Liganden an den Rezeptor binden, lésst
sich zum Beispiel durch Substitutions-Experimente wie den Alanin-Scan analysieren. Hierbei
werden die Aminosduren eines bindenden peptidischen Liganden einzeln gegen Alanin
ausgetauscht. Ein starker Abfall der Aktivitdt ist Indiz dafiir, dass die entfernte Seitenkette
wichtig ist. Die Durchfithrung eines Alanin-Scans ist einfach, die Ergebnisse sind aber nicht
immer eindeutig. Fiihrt der Austausch einer Aminosdure zum Aktivititsverlust, kann sie
entweder Teil des Pharmakophors sein oder eine strukturgebende Funktion gehabt haben. Um
dies unterscheiden zu konnen, miissen weitere Methoden hinzugezogen werden. Eine
vergleichbare Analyse des Bindungsepitops durch sukzessiven Austausch einzelner Gruppen
ist auch an nicht-peptidischen Liganden moglich, jedoch meist synthetisch mit sehr viel
groBerem Aufwand verbunden.*!

Zur Identifikation der bindungsaktiven Gruppen des Liganden anhand ihrer Ndhe zum Protein
bieten sich die STD(saturation transfer difference)-NMR-Spektroskopie und die

Rontgenstrukturanalyse an.

1.5.2 STD-NMR-Spektroskopie

Die STD-NMR-Spektroskopie*? kann genutzt werden, um aus Substanzbibliotheken die
Liganden zu identifizieren, die an ein Zielprotein binden (screening).”**** Auch Informationen
iiber Dissoziationskonstanten des Ligand-Rezeptor-Komplexes und damit iiber
Bindungsstirken sowie iiber das Bindungsepitop™ sind iiber diese Methode zuginglich.***

In Abbildung 4 ist das Prinzip der STD-NMR-Spektroskopie schematisch gezeigt.
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Nichtbinder selektive

Sﬁtlig‘l?

Ligandmolekiil

>
X

Rezeptor-

protein
S off resonance-Spektrum
HSS M on resonance -Spektrum
'H —A—A—A— Differenz-Spektrum (STD)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Prinzips der STD (saturation transfer difference)-NMR-
Spektroskopie. Ein Teil der selektiven Sattigung des Rezeptorproteins wird auf den bindenden Liganden
iibertragen und von diesem in Losung nach der Dissoziation beibehalten. Die Sittigung des Liganden ist
umso intensiver, je enger der Kontakt zum Rezeptor war. Auf nicht bindende Molekiile wird keine

Sittigung iibertragen, somit zeigen sie im STD-Spektrum keine Signale.

Das STD-NMR-Spektrum ergibt sich aus der Differenz zweier Teilspektren, dem
on resonance-Spektrum und dem off resonance-Spektrum.

Bei der Aufnahme des on resonance-Spektrums werden einige Resonanzen des Proteins
selektiv durch Einstrahlen einer passenden Frequenz gesittigt, ohne dass die Signale der
Liganden hierdurch beeinflusst werden. Durch Spindiffusion {ibertragt sich die Sattigung sehr
schnell auf alle anderen Protonen des Proteins, so dass all diese Signale im NMR-Spektrum
ausgeloscht werden. Auch auf den gebundenen Liganden iibertrdgt sich die Sattigung. Bei
seiner Dissoziation vom Protein trdgt er diese immer noch, so dass die entsprechenden
Signale des dann in Losung vermessenen Liganden abgeschwicht sind.

Fiir die Aufnahme des off resonance-Spektrums liegt der Einstrahlpunkt fiir die Séttigung so,
dass keine Proteinsignale getroffen werden, und erfolgt nur, um bei der Differenzbildung der

on und off resonance-Spektren gleiche Bedingungen zu schaffen.
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Molekiile, die nicht binden, zeigen im on und off resonance-Spektrum gleiche
Signalintensititen, so dass ihre Signale nach der Differenzbildung im Idealfall komplett
verschwunden sind.

Bindende Molekiile hingegen zeigen im Differenz-Spektrum Signale. Dabei sind deren
Intensitdten umso stirker, je mehr Sattigung sie wéihrend der Aufnahme des on resonance-
Spektrums erhalten haben. Der Séttigungstransfer hiingt dabei ab vom Abstand zwischen den
bereits gesittigten Protonen des Proteins und den Protonen des Liganden, auf die Séttigung
ibertragen wird.

Die Intensititsunterschiede der einzelnen Protonen eines Liganden innerhalb eines STD-
NMR-Spektrums koénnen somit zur Bestimmung des Bindungsepitops genutzt werden.
Hierbei werden zum Teil noch weitere Informationen bendtigt, da die Intensitit der STD-
Signale nicht ausschlieBlich vom Abstand der Protonen abhingt, sondern unter anderem auch
vom Ligandeniiberschuss, der T1-Relaxationszeit und der Kinetik der Bindung.***

Die STD-NMR-Methode konnte inzwischen erfolgreich auf Festphasensysteme,” auf in

Liposomen eingebettete Transmembranproteine®® und sogar auf Proteine in lebenden Zellen®

iibertragen werden.

1.5.3 Rontgenstrukturanalyse

Bei der Rontgenstrukturanalyse wird ein Einkristall der zu analysierenden Substanz mit einem
gebilindelten Rontgenstrahl beschossen. Die Wellenldngen der Rontgenstrahlen liegen im
Angstrombereich, daher werden sie an den Elektronen des Proteins gebeugt und gestreut. Aus
dem hierbei entstechenden charakteristisches Beugungsmuster wird dann {ber
Fourier-Transformationen die Elektronendichte bestimmt. Durch den Vergleich der Orte
hoher Elektronendichte mit der Primérstruktur des Proteins kann auf die Lage der Atome im
Raum und damit auf die dreidimensionale Struktur des Proteins zuriick geschlossen werden.”
Die Elektronendichte an Wasserstoffatomen jedoch reicht fiir eine Beugung nicht aus. Daher
ist die Position der Wasserstoffatome des analysierten Proteins auf diesem Wege nicht
bestimmbar. Ist die genaue Position der Wasserstoffatome jedoch von Interesse, kann sie
durch Neutronenstreuung an den Atomkernen des Kristalls ermittelt werden, denn die
Streuung von Neutronen am Wasserstoffkern ist auch im Vergleich mit schwereren Kernen
noch ausreichend grof3.

Nur kristalline Strukturen konnen per Rontgenstrukturanalyse aufgekldrt werden, daher muss

das zu untersuchende Protein kristallisieren. Dies hat dazu gefiihrt, dass vielféltige Techniken
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und Methoden entwickelt wurden um schnell die optimalen Bedingungen (Temperatur,
Salzkonzentration, pH-Wert, Additive) fiir die Kristallisation eines Analyten ermitteln zu

o 51-54
konnen.

Bei manchen Proteinen gelingt die Kristallisation nur nach Deglykosylierung
oder Expression mit verkiirzter Sequenz. Andere Proteine, vor allem die pharmakologisch
besonders interessanten integralen Transmembranproteine, entziehen sich weitestgehend der
Kristallisation, da es aufgrund der hydrophoben Transmembransegmente leicht zu
Aggregation kommt.”

Zur Erzeugung von Einkristallen von Protein-Liganden-Komplexen gibt es verschiedene
Moglichkeiten. Vor allem ist hier die Erzeugung gemischter Kristalle und das so genannte
soaking zu erwiahnen, das nachtrigliche Einlegen eines Protein-Einkristalls in eine Ldsung
des Liganden.

In der 1971 angelegten Brookhaven Protein Data Bank (PDB) werden die so erzeugten Daten,
insbesondere die Koordinaten, ihre Genauigkeit und Herkunft, abgespeichert, und sind somit
6ffentlich zuginglich.”®’

Einen guten Uberblick iiber die Fragen, die bei der Verwendung einer Réntgenstruktur zu
beriicksichtigen sind, geben Davis et al. und weisen darauf hin, dass eine
rontgenkristallographisch bestimmte Struktur immer die subjektive Interpretation einer
Elektronendichtekarte durch einen Kristallographen ist.”® Rontgenstrukturen mit guter
Auflésung (kleiner als 2 Angstrém) sind oft gut verwendbar.”® Bei schlechterer Auflosung

standen bei der Zuordnung der Elektronendichte zur Proteinstruktur sehr viele

Interpretationsmoglichkeiten offen, was hiufig zu schwerwiegenden Fehlern fiihrte.*

Trotz aller Bedenken ist die Rontgenstrukturanalyse ein niitzliches und weit verbreitetes
Verfahren. Beim Vorliegen von Protein-Ligand-Mischkristallen kann es sowohl zur
Identifikation der bindenden Gruppen des Liganden, als auch zur Analyse der 3D-Struktur des
Liganden im gebundenen Zustand genutzt werden. Kuntz et al. stellten 2003 fest, dass die
Ubereinstimmung zwischen NMR- und Réntgenstrukturen, besonders im Bereich der active

. : 4 61
sites von Enzymen, sehr hoch ist.

1.5.4 Transferred NOE-NMR-Spektroskopie

Eine weitere Methode zur Bestimmung der 3D-Struktur des gebundenen Liganden ist die
Ausnutzung des Nuclear Overhauser Effects"™® in der transferred NOESY-NMR-
Spektroskopie.

13
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Hierbei wird beeinflussen sich zwei benachbarte Kernspins (Entfernung von 2 bis 5
Angstrom) iiber die dipolare Kopplung durch den Raum. Eine Abweichung der
Magnetisierung des einen Spins vom Gleichgewicht tibertrigt sich durch den Raum auf den
anderen Kernspin, so dass dieser ebenfalls vom Gleichgewicht abweicht und sein
beobachtbares Signal verstirkt oder abgeschwicht wird.

Dieser Effekt wird als Nuclear Overhauser Effect (NOE) bezeichnet. Er wird zur
Identifikation rdumlich benachbarter Kerne in mittels NOE-NMR-Spektroskopie untersuchten
Molekiilen genutzt. Da die Stirke des NOE vom Abstand der koppelnden Spins abhingt,
kénnen mit dieser Methode Atomabstinde bestimmt werden.**

Ahnlich wie bei der oben beschriebenen STD-NMR-Spektroskopie enthilt die
Magnetisierung des Liganden bei der Dissoziation vom Protein noch Informationen iiber den
gebundenen Zustand. In Losung kann diese Magnetisierung ausgelesen, der iibertragene NOE

bestimmt und dadurch auf die interatomaren Abstinde im gebundenen Liganden

zuriickgeschlossen werden.

flexible Liganden /(H\

in Lésung
/L/\)\ \ Prtan”
Protein
Assoziation
Relaxation

Dissoziation

T,

Messung des
transferred NOESY

Abbildung 5: Ablauf der transferred NOESY-NMR-Spektroskopie. Der NOE, den der Ligand im
gebundenen Zustand aufgebaut hat, baut sich nach der Dissoziation nur so langsam ab, dass er am

ungebundenen Liganden noch gemessen werden kann.

Mit diesen interatomaren Abstinden als Randbedingungen (constraints) kann dann eine

Distanzgeometrierechnung durchgefiihrt werden, um zu den Raumkoordinaten der Atome und
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damit zur 3D-Struktur des gebundenen Liganden zu kommen. Hiufig wird noch eine
Molekulardynamik-Rechnung (vgl. Abschnitt 1.6.3) angeschlossen, um zu identifizieren,
welches der meist mehreren Strukturmodelle aus den NMR- und Distanzgeometrie-Methoden

zutreffend ist.

1.6 Grundlagen des molecular modeling

Unter molecular modeling werden verschiedene, iiberwiegend computergestiitzte Methoden
der Darstellung, Bearbeitung und Charakterisierung chemischer Strukturen und ihrer
Wechselwirkungen verstanden.

Theoretisch miissten diese Systeme streng quantenmechanisch betrachtet werden.’” Da die
geschlossene Losung der Schrodinger-Gleichung aber fiir groBere Molekiile unmdglich ist,
werden mehrere Nédherungen und Vereinfachungen vorgenommen (Born-Oppenheimer,

Hartree-Fock, LCAO), was zu den so genannten ab initio-Methoden fiihrt.

Schrédinger-Gleichung

v

Born-Oppenheimer-Naherung
(Annahme : Atomkerne bewegen sich nicht)

.

Hartree-Fock-Naherung
(Annahme : getrennte Elektronenbewegung)

LCAO-Naherung

(Annahme : Molekulorbitale als Summe der

Atomorbitale)

Praktische Molekllorbital Methoden

Abbildung 6: Ubersicht iiber iibliche Niherungen zur Losung quantenmechanischer Probleme.®®
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Diese sind fiir Molekiile von bis zu 20 Atomen gut anwendbar und werden genutzt, um sehr
grundlegende physikalische Eigenschaften der Verbindungen, wie ihre Bildungswirme, das
Ionisationspotential, die Molekiilgeometrie oder ihr Dipolmoment vorherzusagen.

Um auch noch groflere Systeme gendhert quantenmechanisch betrachten zu konnen, sind
weitere Vereinfachungen mdoglich. Bei einer Gro3e von etwa 200 Atomen ist allerdings zur
Zeit die Grenze erreicht, bis zu der ein Problem noch quantenmechanisch beschreibbar ist.

Fir groBere Systeme sind quantenmechanische Ansdtze nicht geeignet. Hier werden
klassisch-mechanische Modelle, wie die Molekiilmechanik, verwendet. In dieser werden die

Atome des Molekiils als Massekugeln, die Bindungen als Federkréfte betrachtet.

—,

o
Q AN ve (o) /:l

[
“~
(
R

Abbildung 7: Federmodell eines Molekiils (hier Aceton)®®

Die Modellierung dieser Kréfte zur Ermittlung einer energetisch giinstigen 3D-Struktur ist die

Aufgabe einer so genannten Kraftfeldberechnung.

1.6.1 Kraftfelder

Betrachtet nach der Kraftfeldmethode setzt sich die Gesamtenergie des zu beschreibenden
Systems additiv aus vier Einzelbeitragen zusammen:
E

+F +F

= E Bindungslinge + E Bindungswi nkel Torsion nichtkovalent

Formel 1: Energiebeitrige zur Gesamtenergie eines Molekiils (Kraftfeldmethode).*

In die Gleichungen, die die Anderung der Energie durch die Bindungsdehnung
bzw. -stauchung, die Erweiterung oder Verengung des Bindungswinkels, die Verdrehung des
Torsionswinkels und die van-der-Waals- und ionischen-Wechselwirkungen zwischen

nichtgebundenen Atompaaren beschreibt, gehen einige Konstanten ein, die in jedem Kraftfeld
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fiir jeden Atomtyp individuell definiert sind. Diese Parameter und damit die gesamten
Kraftfelder sind immer fiir eine kleine Auswahl an Stoftklassen optimiert.

Wichtige Kraftfelder im Bereich der Biopolymere sind CHARMM,*"”" AMBER"""* und
GROMOS.”*"™ Relativ allgemein in der organischen Chemie anwendbar mit einem groBen
Parametersatz sind Tripos’> und OPLS(AA).”

Mit den klassischen Potentialen der Molekiilmechanik allein lassen sich dynamische
Vorgidnge, wie Bindungsbildung oder Bindungsbruch nicht beschreiben (sieche Abschnitt
1.6.3 Molekiildynamiksimulationen). Auch beruhen diese Methoden nur auf einer
Beschreibung der Position des Atomkerns und lassen die Elektronen unberiicksichtigt.
Insofern sind sie, im Gegensatz zu den oben genannten quantenmechanischen Ansétzen, nicht

in der Lage, Phinomene wie Delokalisierung, Aromatizitdt und Ionisierung zu erkléren.

1.6.2 Energieminimierung

Energieminimierung ist eine Methode, eine energetisch glinstige Konformation eines
Molekiils zu ermitteln, dessen Energie aufbauend auf den oben genannten klassischen
Potentialen der Molekiilmechanik beschrieben wird.

Hierbei wird eine Startgeometrie des Molekiils iterativ verdndert, so dass die Molekiilenergie
von einem Schritt zum néichsten verringert wird. Das Verfahren endet in einem lokalen
Energieminimum. Welche Struktur als energetisch giinstigste gefunden wird, hingt stark

davon ab, von welcher Startstruktur ausgegangen und welches Kraftfeld verwendet wird.

1.6.3 Molekuldynamiksimulationen

Grof3e Molekiile sind nicht starr. Die Funktion mancher Makromolekiile wird erst deutlich,
wenn mehrere Konformere betrachtet werden, zum Beispiel beim induced fit von Enzymen.
In der Molekiildynamik werden die Newtonschen Bewegungsgleichungen fiir die Atome
eines Molekiils basierend auf einem vorher gewéhlten Kraftfeld berechnet. Dies erlaubt
Aussagen 1liber die thermodynamischen FEigenschaften, die Bewegung und iiber die
verschiedenen Konformere von Molekiilen. Molekiildynamiksimulationen bis zu einer Dauer

von 10 ns mit iiber 100.000 Atomen sind heute auf modernen Rechnersystemen umsetzbar.”’
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1.7 Molecular modeling beim Wirkstoffdesign

1.7.1 Auswahl der Modellierungsmethode

Aufbauend auf den oben beschriebenen Grundlagen gibt es heute ein gro3es Repertoire von
Methoden und Techniken, die beim Auffinden und Entwickeln neuer Wirkstoffe unterstiitzen
konnen.”® Eine herausragende Bedeutung hierbei hat die Modellierung von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen. Welche Methoden und Techniken hierfiir eingesetzt werden konnen,
hiangt stark von den zur Verfiigung stehenden Informationen iiber das zu modellierende
System ab.

In Abbildung 8 ist ein Entscheidungsbaum fiir die Auswahl einer geeigneten Methode
gezeigt.

START

Rezeptor-
struktur
bekannt

EEEEEEEEEER IENEEEEEEEEENEENEENEEEE

-
.
L]

threading / homologe homologie-
Struktur-  |us Struktur "= modelin
vorhersage bekannt J

=
. =
.IIIIIlllIIIIIIIIl.lllllllllllllllllln e ENEEENEEENEEESEEEEEEEEEN

- Bindungs-
EEEEEEEEEEEEEEER VeSrtla[?(lltChe taSChen ) el
- rurur Suche

erhalten

_aktive “Indirektes” E
. 4 Liganden ==x| modeling ;
bekannt z.B. QSAR

Bindungs-
p"EEEEEEEES taschen [ R RN} modus (L™
' . Analyse bekannt

docking

Abbildung 8: Entscheidungsbaum zur Auswahl einer geeigneten Methode des molecular modeling.”

Eine 3D-Struktur des Proteins liegt meist in Form einer Rontgenkristallstruktur vor. Ist dies
nicht der Fall, kann sie oft iiber threading oder homology modeling vorhergesagt werden.***?
Sobald eine gemessene oder vorhergesagte 3D-Struktur vorliegt, muss die Bindungstasche

identifiziert werden. Dies ist hdufig anhand eines kokristallisierten Liganden mdglich,
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ansonsten existieren Methoden um eine Proteinoberfliche nach Bindungstaschen
abzusuchen.™

Liegen sowohl die dreidimensionale Struktur des Proteins, als auch Informationen iiber die
Bindungstasche vor, konnen die Methoden des docking oder des de novo design (siche
Abschnitte 1.7.2 und 1.7.3) angewendet werden.

Verfiigt man nicht iiber eine geeignete 3D-Struktur des makromolekularen Rezeptors und
gelingt es auch nicht, eine solche iiber threading oder homology modeling zu erzeugen, kann
man sich bei der Suche nach neuen Wirkstoffen an bereits bekannten aktiven Molekiilen
orientieren. Hierfiir existieren verschiedene unter dem Oberbegriff QSAR (quantitative

Struktur-Wirkungsbeziehungen) zusammengefasste Techniken.**!

1.7.2 De novo design

De novo design Programme identifizieren Positionen innerhalb der Bindungstasche eines
Rezeptors, an denen dieser giinstig mit einem Liganden wechselwirken konnte. Die
Programm konstruieren neue Molekiile durch Kombination von Atomen oder Molekiil-
Fragmenten. Fiir den Aufbau der Liganden existieren zwei prinzipiell unterschiedliche
Ansitze, der des sequentiellen Wachstums und der des "Platzierens und Verbriickens".

In Abbildung 9 sind diese beiden Vorgehensweisen einander schematisch gegeniibergestellt.
Einen guten Uberblick iiber die zur Zeit gingigen de novo design Programme erschien 2005

in einem Ubersichtsartikel von Schneider et al.®?
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(a)

HM MH 2

Abbildung 9: Zwei Strategien im de novo design. Die durchgezogene Linie reprisentiert die
Bindungstasche an der Oberfliche eines Proteins. (a) sequenzielles Wachstum und (b) Platzieren und

Verbriicken von Fragmenten.93

1.7.3 Docking

94:95 1~: .
77 Die Kosten im

Docking ist ein integraler Bestandteil des Wirkstoffdesigns geworden.
Entwicklungsprozess eines Wirkstoffs steigen stetig. Es ist zwar technisch moglich, aber sehr
teuer, riesige Substanzbibliotheken in HTS-Assays (vgl. Abschnitt 1.1) zu untersuchen. Daher

lohnt es sich durch virtual screening’®’

7 aus diesen groBen chemischen Bibliotheken nur eine
liberschaubare Anzahl viel versprechender Verbindungen herauszufiltern. Nur die
Verbindungen, die sich in silico als interessant erweisen, werden dann in vitro auf ihre
Wirkstofftauglichkeit getestet.

Docking-Programme bestehen grundsitzlich aus zwei Komponenten, einem Algorithmus, der
viele verschiedene Orientierungen und Konformationen des zu dockenden Liganden in der
Bindungstasche des Rezeptors erzeugt und einer so genannten scoring-function, die in der
Lage ist, diese Anordnung von Rezeptor und Ligand energetisch zu bewerten. Damit gibt
diese Funktion einen Anhaltspunkt fiir die zu erwartende Bindungsenergie.”*'" Einen

Uberblick iiber die wichtigsten scoring functions geben Ajay et al.'"!
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GroBe Bedeutung kommt der Behandlung der Flexibilitit zu. Den Rezeptor flexibel zu
betrachten und seine Anpassung an den bindenden Liganden zu erlauben, wiirde dem Konzept
des induced fit'"* Rechnung tragen und sicherlich in vielen Fillen zu Ergebnissen fiihren, die
dem natiirlichen Zustand niher kimen.'®"'%

Komplette Rezeptorflexibilitit zu beriicksichtigen bedeutet einen immensen Rechenaufwand
und ist im Rahmen eines docking-Programms bei der Leistungsfdhigkeit heutiger

109
1.

Computersysteme nicht praktikabe Einige Programme behandeln Teile des Rezeptors als

flexibel oder arbeiten parallel mit mehreren verschiedenen Versionen des Rezeptors, um seine
Flexibilitit zu beriicksichtigen.”*' %!

Im Gegensatz zur Rezeptorflexibilitit ist die Ligandenflexibilitit vergleichsweise einfach zu
implementieren, da hier eine geringere Anzahl an Freiheitsgraden zu beriicksichtigen ist, was
zu geringerem Rechenzeitaufwand fiihrt. Da Liganden in den seltensten Fillen in ihrer
energiegiinstigsten Konformation an einen Rezeptor binden ist es nicht ausreichend, nur die
energiegiinstigste Konformation zu docken.''”!" Daher wurden verschiedene Ansitze
entwickelt um Liganden wihrend des docking flexibel zu behandeln. Diese unterscheiden sich
besonders darin, ob die Konformere des Liganden vor oder wéhrend des docking erzeugt
werden. Werden die Konformere im Voraus erzeugt, konnen sie spiter immer wieder fiir
verschiedene docking-Probleme verwendet werden, ohne dass dann zusétzliche Ressourcen
fiir die Berticksichtigung der Flexibilitit aufgewendet werden miissen.

AuBerdem kann bei dieser Methode jedes docking-Programm verwendet werden, da die
Konformere im spéteren docking als starr betrachtet werden. Ansitze, die die Konformationen
im Voraus erzeugen, gehen entweder nach der Methode der systematischen
Konformationssuche vor (vgl. Abschnitt 1.8), sie erzeugen die Ligandenkonformationen
basierend auf experimentell bestimmten Konformationen dhnlicher Liganden,''* oder sie
verwenden mdglichst unterschiedliche Konformere des Liganden, um die Flexibilitat
moglichst vollstindig zu représentieren.'"

Werden die Konformere wihrend der Orientierungssuche des Liganden innerhalb der
Bindungsregion des Rezeptors generiert, konnen die Informationen iiber die sterischen und
elektrostatischen Eigenschaften des Rezeptors zur Steuerung der Erzeugung der Konformere
genutzt werden. Hierdurch ldsst sich ansatzweise der induced fit des Liganden simulieren. Das
so erzeugte Ensemble von Ligandenstrukturen ist jedoch auf diese eine Bindungstasche hin
optimiert, so dass der Rechenaufwand fiir ein spdteres docking des gleichen Liganden an

einen anderen Rezeptor unverandert grof3 bleibt.
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Zur Erzeugung der Konformere wihrend des docking existieren verschiedene Methoden: Der

inkrementelle Aufbau des Liganden mit Energieminimierungsschritten nach dem Kniipfen der

115;116 117;118

Programme, die Monte Carlo
122-124

einzelnen Bindungen, simulated annealing-Ansitze,

117;119-121 . . . .
FI9121 g der sich genetischer Algorithmen bedienen.

125

Simulationen beinhalten
Es existiert eine Vielzahl von docking-Programmen. Van Leuwen = hat eine Sammlung von
links und Informationen zum Thema docking zusammengestellt, die als weitere Referenz
dienen kann. Zu den am meisten verwendeten docking-Programmen gehéren DOCK,'*
FLEXX,'” GOLD,'” AUTODOCK,'"” GLIDE,"*"'** QXP'* und ICM."® Im Folgenden
werden die wichtigsten docking-Programme kurz vorgestellt.

Das Programm DOCK, das in dieser Arbeit verwendet wurde, wird eingehend in Abschnitt

1.7.4 beschrieben.

FLEXX

FLEXX ist eines der am weitesten verbreiteten Tools fiir das fragmentbasierende docking.
Diese Methode beruht darauf, dass der Ligand zunichst in Bestandteile zerschnitten, dann ein
Basisfragment optimal gedockt und anschliefend die restlichen Fragmente flexibel wieder
angekniipft werden. Die Ergebnisse fragmentbasierender Methoden sind sehr stark abhingig
von der Wahl und der Platzierung des Basisfragmentes. In FLEXX wird die Bindungstasche
durch interaction sites beschrieben. Das als starr angenommene Basisfragment wird so
platziert, dass es mit einem Dreieck solcher Punkte iiberlagert. Die energiegiinstigste
Anordnung wird dann als Anker fiir die inkrementelle und flexible Neukonstruktion des
urspriinglichen Liganden gewihlt. Die Platzierung des Basisfragmentes durch FLEXX, im
Vergleich zum Vorgehen von DOCK, ist in Abbildung 10 gezeigt. Als scoring function
verwendet FLEXX eine Variante der Funktion von B&hm'"' und beriicksichtigt
Wasserstoftbriicken, Salzbiicken, aromatische =~ Wechselwirkungen, = hydrophobe

Wechselwirkungen sowie entropische Beitrige.
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(b)

Abbildung 10: Schematische Darstellung des FLEXX-Algorithmus (a) und des DOCK-Algorithmus (b).
Die geschwungene durchgezogene Linie reprisentiert die Bindungstasche an der Oberfliche eines
Proteins. Die gepunktete Linie stellt eine Region giinstiger lipophiler Kontakte dar, die ficherartigen
Strukturen sind mégliche Wasserstoff-Briicken-Bindungen. FLEXX platziert das Basisfragment so, dass
ein Dreieck seiner Atome mit einem Dreieck von solchen interaction sites in der Bindungstasche
iibereinstimmt. DOCK fiillt die Bindungstasche mit spheres und bringt dann diese spheres mit Atomen des

Liganden zur Deckung.”

Im Jahre 2001 erschien FLEXE, eine Variante von FLEXX, die in begrenztem Malle
Seitenkettenflexibilitdit in der Bindungstasche beriicksichtigt, indem sie verschiedene

Konformere in diesem Bereich beriicksichtigt.'"!

GOLD

GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) arbeitet mit einem genetischen

Algorithmus nach dem Inselmodell,'*

in dem die Orientierungen des Liganden und seine
Wasserstoftbriicken zum Rezeptor in Form eines "Bitstring-Chromosoms" représentiert sind.
Hierbei kodiert jedes Byte einen Torsionswinkel, wiahrend die Wasserstoftbriicken {iber zwei

Integerstrings codiert sind. In einer Nachahmung der Evolution "entwickeln" sich diese
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Orientierungen iiber Generationen weiter, da sie einem Selektionsdruck (Optimierung der
Gesamtenergie) ausgesetzt sind. GOLD geht von der Rontgenstruktur des Rezeptors aus, in
der (vgl. Abschnitt 1.5.3) Wasserstoffbriicken zwischen Ligand und Rezeptor nicht definiert
sind. Um diese trotzdem beriicksichtigen zu konnen, behandelt GOLD einen Teil des
Rezeptors um die Bindungstasche herum, als flexibel. Hierdurch koénnen sich die
entsprechenden Hydroxylgruppen jeweils optimal zu ihren Bindungspartnern ausrichten.

Auch den Liganden behandelt GOLD flexibel.

AUTODOCK

AUTODOCK'''?* arbeitete in seinen ersten Versionen mit einem simulated annealing-

"7 verwendet inzwischen aber ebenfalls einen genetischen Algorithmus, in dem die

Ansatz,
"Gene" die Zustandsvariablen "Ort", "Ausrichtung" und "Konformation" des Liganden
beschreiben. Durch diese Umstellung des Algorithmus ist das Programm zum einen schneller,
zum anderen in der Lage, Probleme hoherer Dimensionalitdt, z.B. mehr als acht frei drehbare

33 AUTODOCK verwendet eine energicbasierte scoring

Bindungen im Ligand, zu berechnen.
function, die van-der-Waals- und elektrostatische Wechselwirkungen, Solvatations- und

Entropieeffekte beriicksichtigt.

In verschiedenen vergleichenden Studien'**'*” haben sich in der letzten Zeit GLIDE und ICM

als die iiber einen weiten Bereich zuverlédssigsten docking-Werkzeuge erwiesen.

GLIDE

GLIDE'®® arbeitet mit hierarchischen Filtern zur Einengung des Suchraumes. Die im ersten
Schritt erzeugten Orientierungen des Liganden werden zur Clustern zusammengefasst, die
dann im weiteren Vorgehen nur noch durch eine Orientierung reprasentiert werden. Diese
Orientierungen der repriasentativen Liganden werden dann neu gedockt und minimiert, wobei
nur die energetisch giinstigsten erhalten bleiben. Diese wenigen Orientierungen werden dann
nach dem Monte Carlo Verfahren optimiert und neu bewertet. Nur die endgiiltigen
Orientierungen des Liganden werden so rechenintensiv bewertet. Am Anfang des docking
hingegen filtert GLIDE sehr schnell und grob. Dadurch liefert GLIDE vergleichsweise genau

gerechnete Ergebnisse in kurzer Zeit.'*®
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ICM

ICM (Internal Coordinate Mechanics) behandelt den Liganden als vollkommen flexibel, den
Rezeptor als starr. Fiir den Rezeptor konstruiert ICM fiinf Potential-"Landschaften", die die
elektrostatischen und hydrophoben Eigenschaften, die mdglichen Wasserstoft-
briickenbindungen und die van-der-Waals-Eigenschaften des Rezeptors beschreiben. Die
Beitrdge der Rezeptoratome zu diesen Potential-"Landschaften" werden bei ICM vor dem
eigentlichen docking berechnet und in einem "grid" genannten Gitter zur spéteren
Verwendung im scoring abgespeichert. Als scoring function verwendet ICM die VLS (virtual
library screening).”® Das eigentliche docking verliuft dann iiber einen modifizierten
Metropolis-Monte Carlo Ansatz, bei dem zwischen der Erzeugung einer neuen Orientierung
und der Anwendung des Metropolis Kriteriums eine Energieminimierung (vgl. Abschnitt

1.6.2) durchgefiihrt wird, was die Effizienz der Methode deutlich erhoht.

Consensus docking und -scoring

Verschiedene veroffentlichte Artikel befassen sich damit, das "Beste docking-Programm" zu
ermitteln. In Artikeln, die von den Autoren oder Koautoren einzelner docking-Programme
geschrieben wurden, schneiden diese Programme oft iiberdurchschnittlich gut ab.'*%'%
Glaubwiirdiger, auf jeden Fall iibertragbarer, sind Untersuchungen, in denen Anwender, meist
aus der industriellen Forschung, die gingigen docking-Programme auf ihre Anwendbarkeit
fiir reale Probleme testen.””*!4°

Die Strategie des consensus docking versucht durch die Kombination mehrerer Algorithmen,
die Stirken der verschiedenen docking-Programme zu vereinen. So kann beispielsweise fiir
ein virtual screening einer grofen Datenbank von Liganden mit einem der schnellen
Algorithmen eine Vorauswahl getroffen werden, die dann mit einem langsameren aber
genaueren Algorithmus weiter reduziert wird. Ahnliches Vorgehen ist auch bei den scoring
functions sinnvoll. So konnen die Ergebnisse durch die Verwendung von zwei oder drei

, : - 141-144
scoring functions deutlich verbessert werden.

1.7.4 DOCK

DOCK war das erste Programm, das das docking-Problem nicht in Form einer Simulation,

. . 145
sondern durch einen cligue-search Ansatz anging.
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Die erste Version, wurde von Irwin D. Kuntz an der University of California at San Francisco
entwickelt und 1982 verdffentlicht.'*® Die zur Zeit aktuelle Version ist DOCK 5.4.0.'*

Das DOCK-Programmpaket beinhaltet unter anderem die Programme MS, SPHGEN, GRID
und DOCK. Zunichst erzeugt das Programm MS eine Connolly-Oberfliche'*® des Rezeptors.
Dann erzeugt das Programm SPHGEN durch einander iiberlappende Kugeln (in der DOCK-
Terminologie spheres genannt) ein Negativbild dieser Connolly-Oberfliche der

Bindungsregion des Rezeptors.

Abbildung 11: Die durchgezogene griine Linie repriisentiert eine Connolly-Oberfliche, die iiber den fiinf
in violett dargestellten Atomen des Rezeptors erzeugt wurde. Die hellblau dargestellten spheres, die

SPHGEN in dieser Region erzeugt hat, fiillen die Bindungstasche aus. Ihre Mittelpunkte liegen auf den

Oberflichennormalen (als diinne schwarze Linien dargestellt).'*’

In diese Kugeln passt DOCK dann Atome des Liganden ein, so, dass es zu einer mdglichst
groBen Uberlappung kommt (vgl. Abbildung 10b). Diese Methode des docking ist

197; 149;150

vergleichsweise sehr schnel und hat bereits zu etlichen erfolgreichen Vorhersagen

151-15 . . . . 158 . .
7 auch beim docking von Proteinen an Proteine."”® Spitere Versionen von DOCK

gefiihrt,
sind in der Lage den Liganden wihrend der Einpassung in die spheres des Rezeptors flexibel
zu handhaben.'” In der Ankersuche wird der Ligand zunichst virtuell zerschnitten und das
resultierende grofBte starre Fragment als Ankerfragment (vergleichbar dem FLEXX
Basisfragment, Seite 23) gedockt. Dann werden alle anderen Teile des Liganden im Rahmen
einer Konformationssuche (Abschnitt 1.8) wieder angekniipft.'® Der resultierende Ligand
kann abschlieBend in der Bindungstasche minimiert werden. Auch andere Ansitze zur
Reprisentation der Flexibilitit in DOCK wurden verdffentlicht, zum Beispiel das docking
mehrerer als starr angenommener Konformere eines Liganden'"” oder die Verwendung von

distance geometry-Methoden zum Aufbau einer optimierten Ligandenkonformation innerhalb

der Bindungstasche.'®’
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DOCK ist eines der schnellsten docking-Programme.”*’” Daher wird es, neben FLEXX,
besonders hiufig fiir das virtual screening groBer Datenbanken eingesetzt.'”’

Fiir das scoring bietet DOCK drei verschiedene Optionen: Das energy scoring, contact
scoring und das chemical scoring.

Fiir das energy scoring verwendet DOCK einen auf dem AMBER Kraftfeld”"’* beruhenden
Kraftfeld-Ansatz, bei dem van-der-Waals- und elektrostatische Anteile beriicksichtigt

werden,'*12

E:ff ﬁ_ﬁ+332q"q‘f
aE o Dy

Formel 2: DOCK Energiefunktion. E = intermolekulare Wechselwirkungsenergie, r; = Abstand der
Atome i und j, A; und By = van-der-Waals-Abstolungs- und Anziehungs-Parameter, a und b = van-der-

Waals-AbstoBungs- und Anziehungs-Exponenten, g; und q; = Punktladungen auf den Atomen i und j, D =

Dieelektrizititskonstante, 332 = Faktor zur Umrechnung der elektrostatischen Energie in kcal/mol.'®

Zusitzlich beriicksichtigt DOCK die intramolekulare Energie des Liganden (vgl. Formel 1).

Das contact scoring verwendet eine Energiefunktion mit einem harten Gefille. Alle Rezeptor-
Ligand-Atomkontakte, die zwischen 4.5 und 2.8 Angstrém liegen, werden als Kontakt
gewertet und tragen positiv zur score bei. Alle engeren Kontakte werden mit einer vom
Benutzer definierbaren Strafe belegt. Der entfernungsabhingige Verlauf des Potentials der

contact score ist in Abbildung 12 gezeigt.
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Abbildung 12: Verlauf des Potentials der DOCK-contact score (durchgezogene Linie) im Vergleich mit

dem Verlauf eines 6-12-van-der-Waals-Potentials (gestrichelte Linie).'®

Das chemical scoring erfordert eine aufwendige Parametrisierung. Es basiert auf der
normalen energy score, erlaubt es aber dem Benutzer, mehr Kontrolle tiber das scoring
auszuiiben, ohne eine eigene scoring function programmieren zu miissen. Durch Hinzufligen

von so genannten "chemical labels" kann der Benutzer von DOCK Bindung zwischen
bestimmten Gruppen bestrafen oder begiinstigen.'®*

Fiir alle drei Arten des scoring bietet das DOCK-Programmpaket'® die Moglichkeit, die

- : 162 i 1
Beitrage des Rezeptors zur score im Voraus zu berechnen. °° Bei diesem Vorgehen, das auch

als "force field on a grid"'**'®” bezeichnet wird, werden, fiir das Beispiel der energy score,
die van-der-Waals- und Coulomb-Einfliisse aller Rezeptoratome an Punkten eines virtuellen

Gitters berechnet, das durch die Bindungstasche gelegt wird. Dieses grid wird zusammen mit
dem Rezeptor abgespeichert.

Bei der Berechnung der intermolekularen Wechselwirkungsenergie (Formel 2) werden die am
nichstliegenden Gitterpunkt summierten Einfliisse aller Rezeptoratome in die Berechnung
einbezogen. Die Verwendung eines grid bietet sich dann an, wenn der Rezeptor als starr
betrachtet wird. Es ist rechenzeiteffizient, wenn beabsichtigt wird viele Liganden oder viele
Orientierungen zu bewerten.'® In einer Untersuchung von Wu et al.'® stellte sich heraus,

dass die Verwendung eines grid (im Vergleich zu einem "full force field"-Ansatz, bei dem die
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Wechselwirkung aller Atome einzeln berechnet wird) in einigen Fillen zu einer deutlichen
Verschlechterung der Ergebnisse fiihrte. Um in dieser Arbeit in kurzer Rechenzeit moglichst
genaue Ergebnisse zu erhalten, wurde als Kompromiss ein grid mit sehr geringem
Gitterabstand verwendet.

Fiir spezielle Anwendungen bietet DOCK eine grofle Anzahl von Mdoglichkeiten, die von dem
bisher beschriebenen Vorgehen abweichen. So ist es mdglich, bestimmte spheres des
Liganden und des Rezeptors als so genannte critical points zu definieren.'® Dies erlaubt dem
Benutzer, bestimmte Wechselwirkungen in der Bindungsregion zu erzwingen, zum Beispiel
um nur Orientierungen erzeugen zu lassen, in denen eine bekannte Wechselwirkung zwischen
zwei funktionellen Gruppen reproduziert ist.

Noch einen Schritt weiter geht die Definition von "ligand centers". Bei Verwendung dieser
Funktion nutzt DOCK bei der Einpassung des Liganden in den sphere cluster der Rezeptor-
Bindungsregion nicht mehr die Schweratome des Liganden, sondern die neu definierten
ligand centers. Durch die Kombination dieser beiden Methoden der critical points und ligand
centers wurde im Rahmen dieser Arbeit das constrained docking (siehe Abschnitt 3.3.4)
realisiert.

Zur Beriicksichtigung von Rezeptorflexibilitit, in Fillen wo sie eine entscheidende Rolle
spielt, haben Knegtel et al. einen Ansatz programmiert, der mit Ensembles von Rezeptor-
Strukturen arbeitet.'””

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Version 4.0.1 von DOCK wurde 1997
veroffentlicht.'® Im Jahre 2001 verdffentlichten Ewing et al.'*® einen Artikel, in dem sie auf
mogliche Strategien beim Arbeiten mit dieser Version von DOCK eingingen. Unter anderem
validierten sie hier die Methode der Variation des random seed, die in Abschnitt 3.5.2
verwendet wird. Seit Version 4 verwendet DOCK einen neuen und wesentlich schnelleren
Algorithmus zum Einpassen der spheres des Liganden in die spheres des Rezeptors.
Hierdurch konnte die docking-Geschwindigkeit nochmals verdoppelt werden.'® Eine
detaillierte Beschreibung des alten und des neuen Algorithmus geben Ferro ef al.'”' und Kuhl

et al'?

Fiir weitere Details zu DOCK sei hier auf das DOCK4-Handbuch'® und auf die Abschnitte
3.3 bis 3.5 der vorliegenden Arbeit verwiesen. Einen Uberblick iiber die wichtigsten Schritte

bei der Arbeit mit DOCK gibt Abbildung 51.
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1.8 Molekulare Konformation und Konformationsanalyse

Als Konformation wird die Orientierung von Molekiilteilen zueinander bezeichnet, die sich
durch Drehung um Einfachbindungen ergibt. Molekiile, die sich nur in der Verdrehung von
Molekiilteilen unterscheiden, werden als Konformationsisomere oder Konformere

bezeichnet.'”

H HH 4
gestaffelt  teilweise verdeckt ekliptisch

Abbildung 13: Drei Newman-Projektionen des Ethans. Das Molekiill wird jeweils entlang seiner
C-C-Einfachbindung betrachtet. Es sind die drei wichtigsten Extreme einer theoretisch unendlichen

Anzahl moglicher Konformationen dargestellt.

Der Konformationsraum eines Molekiils ist die Menge aller seiner mdglichen Konformere.

Eine energetische Beurteilung des Konformationsraumes einer chemischen Struktur liefert

ihre Energiehyperfliche. Jeder Punkt auf dieser Flache (vgl. Abbildung 14) entspricht einer
174

diskreten Konformation und dem dazugehorigen Energieinhalt.
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Abbildung 14: Energiehyperfliche des Konformationsraumes des Pentans. Links: 3D-Darstellung.

Rechts: 2D-Darstellung mit Potentiallinien. Als Winkelinkrement wurden 5 Grad gewihlt, so dass 8184

Rotamere beriicksichtigt wurden.'™
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Die Analyse des Konformationsraumes eines Liganden, mit dem Ziel, die Konformation, die
der Ligand bei der Bindung einnimmt, vorherzusagen oder zu beschreiben, ist von groBer
Bedeutung im Wirkstoffdesign. Die experimentelle Bestimmung dieser Konformation iiber
2D-NMR oder Rontgenkristallographie ist sehr aufwendig und kostenintensiv, zeigt aber, dass
nicht immer die energetisch giinstigste Konformation auch die biologisch aktive ist.

Um fiir das Wirkstoffdesign iiber eine reprisentative Auswahl von Konformeren giinstiger
Energie zu verfligen, kann der Konformationsraum eines Molekiils auf verschiedene Arten
analysiert werden.

Die systematische Methode (auch angewendet im Rahmen dieser Arbeit, Abschnitt 3.1.4)
besteht darin, jeden Torsionswinkel im Molekiil schrittweise um einen konstanten Winkel zu
variieren und die Energie jedes Rotamers auf der Energichyperfliche aufzutragen. Bei einem
Winkelinkrement von 60 Grad ergibt das bei Pentan (mit zwei relevanten drehbaren
Bindungen) 36 diskrete Rotamere, eher wenig, um den Verlauf der entsprechenden
Energiehyperfliche in Abbildung 14 abzuschétzen. Die Anzahl der zu beriicksichtigenden

Rotamere ergibt sich nach folgender Formel:

(360]k
n= —
inc

Formel 3: Formel zur Berechnung der Anzahl der méglichen Rotamere n aus der Anzahl der rotierbaren

Bindungen k und dem Winkelinkrement inc, um das die Bindungen gedreht werden.

Fir ein Molekiil mit fiinf rotierbaren Bindungen sind bei einem Winkelinkrement von
10 Grad demnach bereits 60.5 Millionen Rotamere zu beriicksichtigen, was zeigt, dass dieses
Verfahren nur fiir Molekiile mit wenigen rotierbaren Bindungen und einem vergleichsweise
grobem Winkelinkrement anwendbar ist.

Ab einer Anzahl von drei Bindungen, also sobald mindestens vier Atome betrachtet werden,
kann es zu hochenergetischen Konformeren kommen, die physikalisch unsinnig sind und
nicht berticksichtigt werden miissen. Diese treten immer dann auf, wenn sich zwei Atome
ndher kommen, als 3/4 der Summe ihrer van-der-Waals-Radien (vgl. Formel4 und

Abbildung 15).
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dpin = %(F(A)vdW + V(B)vdW)

Formel 4: Formel zur Berechnung der minimal erlaubten Distanz zwischen zwei nicht miteinander

verbundenen Atomen A und B aus ihren van-der-Waals-Radien r(A),qw und r(B)yqw-

Abbildung 15: Van-der-Waals-Verletzung der schraffiert dargestellten Atome.'”*

Diese "van-der-Waals-verbotenen" Rotamere spielen physikalisch keine Rolle und kénnen bei
der systematischen Untersuchung des Konformationsraumes aufler Acht gelassen werden.

Fiir Systeme mit mehr rotierbaren Bindungen, oder wenn eine feinere Abtastung des
Konformationsraumes erforderlich ist, ist die Methode der systematischen Suche nicht mehr
praktikabel.

In diesen Fillen kénnen Monte Carlo- oder Molekiildynamik-Ansitze eingesetzt werden.'””
180

1.9 AIDS
Gegen die Krankheit AIDS (acquired immunodeficiency syndrome), die durch das HIV

(human immunodeficiency virus) ausgelost wird, existiert bis heute kein wirksames Heilmittel
und kein Impfstoff. Weltweit waren im Jahre 2005 iiber 40 Millionen Menschen mit dem HI-
Virus infiziert. Fiinf Millionen Menschen steckten sich 2005 neu mit dem Virus an, drei
Millionen Menschen starben an AIDS beziehungsweise an den Folgeerkrankungen. Insgesamt
hat AIDS bis heute 28 Millionen Opfer gefordert. Stidostasien, das siidliche Afrika und
Lateinamerika sind, wie in Abbildung 16 zu sehen ist, besonders stark betroffen. Durch die
hohen Infektions- und Sterberaten besonders unter jungen Menschen, droht in einigen
Regionen in wenigen Jahren ein Zusammenbruch der Okonomischen und sozialen

Strukturen.'3:1%2
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Osteuropa
West-und und Zentralasien
iseip 1.6 Millionen
Nordamerika v '.:,%egaoopa (990 000-2.3 Millionen)
1.2 Millionen (570 000-890 000) Ostasien
(650 000-1.8 Millionen) 870 000
Nordafrika (440 000-1.4 Millionen)
Karibik und Naher Osten Siid- und
300 000 510 000 Siidostasien
(200 000-510 000) (230 000—1.4 Millionen) 7.4 Millionen

(4.5—11.0 Millionen)

Lateinamerika Siidliches

1.8 Millionen Afrika

(1.4-2.4 Millionen) 25 .8 Millionen Ozeanien
(23.8—28.9 Millionen) 74 000

(45 000~120 000)

Abbildung 16: Globalen Ausbreitung von HIV. Die Bereiche in Klammern geben die Genauigkeit der

jeweiligen Schitzung der Zahl der HIV-Infizierten an.'

Patienten werden heute mit der so genannten HAART (highly active antiretroviral therapy)
behandelt, einer Kombination mehrerer Medikamente, die gegen unterschiedliche Stadien im
Lebenszyklus von HIV gerichtet sind (vgl. Abbildung 17). Durch diese Behandlung kann die
Viruslast gesenkt, das Fortschreiten der Krankheit verzogert und das Leben der Patienten
verlangert werden.'®

Aufgrund der komplizierten Dosierung der HAART, der zum Teil schweren Nebenwirkungen
einiger Komponenten und des Umstandes, dass nach einiger Zeit resistente HIV-Stdmme
auftreten und die Patienten durch die HAART nicht geheilt werden kénnen, sondern trotzdem

sterben, besteht weiterhin ein groBer Bedarf an neuen Wirkstoffen im Kampf gegen HIV.'®
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Virion
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pd1/gp120-Trimere

Reverse +
Trazskriptase CD4 -Zelle

DMNA-Kapie der
HIV-RMNA

Abbildung 17: Schematische Abbildung des HIV-Lebenszyklus. Nach dem Binden des Virus an die
Wirtszelle erfolgt eine Zellfusion (A, B und C). Das in die Zelle freigesetzte Genom wird anschliefend
durch die viruseigene Reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben (D), in den Kern transportiert und
dort durch die virale Integrase in das Genom der humanen Zelle integriert (E). Durch die normale
Transkription (F) und Translation (G) der Wirtszelle entstehen wieder virale Proteine und virale RNA.
Diese werden zur Oberfliche der Wirtszelle transportiert, wo sie als neue Viren ausknospen (H). Die
Wechselwirkung zwischen CD4 und GP120 ist in Schritt A gezeigt. Die Komponenten der HAART richten
sich gegen die Schritte B, D und G.'®

1.9.1 Die CD4-GP120 Wechselwirkung

Der erste Kontakt zwischen der Zelle des humanen Immunsystems und dem HI-Virion ist die
Wechselwirkung zwischen dem viralen Hiillprotein GP120 und dem Rezeptor CD4 auf der
Zelloberflache (Schritt A in Abbildung 17). Wenn es gelingt, diese Bindung zu verhindern,
kann der Virus nicht in die Zelle eindringen und wird vom Immunsystem neutralisiert oder ist
bereits nach wenigen Stunden nicht mehr infektios.'®® Verschiedene Wirkstoffe, z.B. TNX-
355, die auf eine Storung dieser Wechselwirkung abzielen, befinden sich derzeit in der
klinischen Testung.'®’

Die CD4-GP120 Wechselwirkung ist gut beschrieben. Seit 1998 existiert eine
Rontgenkristallstruktur (Abbildung 18) von Kwong et al., in der ein gekiirztes und partiell
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deglykosyliertes GP120 mit der D1 und der D2-Doméne des CD4 und einem gegen GP120
188

gerichteten Antikorper kokristallisiert werden konnte.

Abbildung 18: Rontgenstrukturanalyse eines terniren Komplexes aus CD4 (cyan, nur Doménen D1 und

D2), GP120-core (rot) und dem Antikorpers 17b (blau, Fab-F ragment).188

Aufbauend auf dieser Rontgenstruktur untersuchte Wiilfken 2001 die Grenzfliche CD4-
GP120 und identifizierte diejenigen viralen Aminoséuren, die wahrscheinlich fiir die Bindung

verantwortlich sind, da sie in engem Kontakt zum CD4 stehen.*
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Abbildung 19: Crossed Stereodarstellung. Die sieben von Wiilfken™ identifizierten Peptidsequenzen des
GP120, die sich in der Rontgenstruktur von Kwong et al.'® in engem Kontakt zur Oberfliche des CD4
(hier weifl dargestellt) befinden. Die in der vorliegenden Arbeit niher untersuchten Sequenzen sind das

dunkelblau dargestellte BSNMWQKV* und das gelb dargestellte IBTpL',

Wiilfken stellte fest, dass die beiden bindenden Peptide **NMWQKV*’ und '“TPL'* (in
Abbildung 19 dunkelblau und gelb) ohne Lagednderung iiber ein Glycin verbriickt werden
konnen. Das Peptidkonstrukt NMWQKVGTPL zeigte eine Dissoziationskonstante zum CD4
von 6 mM und inhibierte in einem Virusinhibitions-Assay'® in vitro die Infektion von Zellen
mit HIV. Mit Hilfe der STD-NMR-Spektroskopie ermittelte Wiilfken 2001 das
Bindungsepitop des Dekapeptides NMWQKVGTPL an das CD4, worauf in Abschnitt 3.2

nédher eingegangen wird.
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2 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, Methoden zu entwickeln, die den Prozess der Leitstruktursuche

unterstiitzen. Es stehen verschiedene Methoden zur Verfligung, um Pharmakophore zu

charakterisieren. So liefert die STD-NMR-Spektroskopie Informationen iiber die an einer

Bindung beteiligten Atome des Liganden und die transferred NOESY-NMR-Spektroskopie

Informationen iiber die dreidimensionale Anordnung dieser Atome im Raum zum Zeitpunkt

der Bindung. Ausgehend von diesen Daten soll die neue Methode wirkstoffahnliche Liganden

vorschlagen. Die Methode soll an einem aktuellen Forschungsthema, der Wechselwirkung des

GP120 des HIV mit dem humanen CD4, angewendet werden.

Diese Aufgabe ldsst sich in folgende Teilprobleme untergliedern:

Es soll eine Datenbank von Molekiilen aufgebaut werden, die geeignet sind, typische
Distanzen in einem gegebenen Pharmakophor (4 bis 20 A) zu iiberspannen. Die in der
Datenbank enthaltenen Molekiile sollen so ausgewdéhlt werden, dass sie moglichst
wirkstoffdhnlich sind. Um mit geringem Aufwand eine moglichst groe Zahl an
Molekiilen zu erzeugen, bietet es sich an, ein Verfahren zur in silico-Kombinatorik
zum Aufbau der Datenbank zu entwickeln und zu verwenden. AnschlieBend sollen
Skripte fiir die einfache Suche in der Datenbank bereitgestellt werden.

Der Pharmakophor der CD4-GP120-Bindung soll in silico so vorbereitet werden, dass
zum einen seine Charakteristika, die zur Suche in der Datenbank verwendet werden
sollen, identifiziert werden kdnnen, und dass zum anderen ein in silico-Testsystem fiir
die vorgeschlagenen neuen Liganden zur Verfiigung steht. Als Datenbasis hierfiir
liegen eine Rontgenkristallstruktur von Kwong et al.'™ und STD-NMR-Daten von
Wiilfken®* vor.

Anhand des Pharmakophors soll dann eine Suche in der Datenbank durchgefiihrt
werden. Die gefundenen hits sollen bewertet werden. Einige der besten hits sollen
ausgewdhlt und in silico chemisch funktionalisiert werden.

Abschlieffend soll die Bindung der funktionalisierten hits an das CD4 kritisch
betrachtet werden. Bei einer vollstindigen Wirkstoffentwicklung wiirde dieses zum
Beispiel durch Synthese und in vitro Tests geschehen. Im Rahmen dieser Arbeit soll

unconstrained docking zur Bewertung der entwickelten Liganden verwendet werden.
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in vitro
peptidischer Ligand
(guter Binder)
hier : hier :
Wilfken 2001 hier : NMWQKVGTPL Kwong, 1998
Wilfken 2001
Bindungs- 3D-Struktur

epltop _., 3D-Pharmacoph0r — (gebunden)

“shapes“-artige
Fragmente

in silico
nichtpeptidische Liganden
(Vorschlage)

Abbildung 20: Die Problemstellung der vorliegenden Arbeit in graphischer Form. Ausgangspunkt ist ein
peptidischer Ligand mit guten Bindungseigenschaften sowie Informationen iiber sein Bindungsepitop
(ermittelt mittels STD-NMR-Spektroskopie) und seine 3D-Struktur im gebundenen Zustand (hier
ermittelt aus einer Rontgenstruktur, beim Fehlen einer Rontgenstruktur auch gut zuginglich iiber die
transferred NOESY-NMR-Spektroskopie). Nach Charakterisierung des 3D-Pharmakophors sollen hierfiir
neue Binder gefunden werden. Diese sollen basierend auf der "shapes"-Analyse von Bemis und Murcko®

Kkonstruiert werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Es ist iiblich, in Pharmakophor-Modellen nur Schweratome zu beriicksichtigen und
Wasserstoffatome zu vernachldssigen.”” Im Folgenden sollte jedoch ein Pharmakophor
anhand "H-NMR-spektroskopischer Daten charakterisiert werden. Daher wurden die shapes®
erweitert, indem alle chemisch sinnvollen Protonen hinzugefiigt wurden.

Es wurde zunichst eine fragmentbasierte Molekiil-Datenbank aufgebaut. Aus dieser kdnnen
anhand einer gegebenen Distanz zwischen zwei Protonen eines Pharmakophors Molekiile
ausgewdhlt werden, die in einer energiegiinstigen Konformation zwei Protonen in diesen
Abstand bringen konnen.

Angewendet werden sollte diese Datenbank auf die Wechselwirkung zwischen dem HIV-
GP120 und dem humanen CD4. Zur Beschreibung dieser Wechselwirkung lag eine
Rontgenkristallstruktur'™ und ein Bindungsepitop aus STD-NMR-Messungen® vor. Mit
Hilfe von modeling-Methoden wurden diese Daten genutzt, um einen 3D-Pharmakophor zu
konstruieren.

Anschliefend wurde eine der Entfernungen in diesem Pharmakophor ausgewdhlt,
ausgemessen und als Input fiir die Datenbank gewéhlt. Die besten Aits der Antwort wurden
in silico chemisch funktionalisiert, um ihre Bindungseigenschaften zu verbessern. Die jeweils
energiegiinstigsten Einzelmodifikationen wurden dann in jeweils einem Molekiil
zusammengefasst, dessen verbesserte Bindung an das CD4 abschlieSend durch unconstrained
docking bestitigt wurde.

Ein zusammenfassender Uberblick iiber die gesamte Struktur der Arbeit ist in Abschnitt 3.8,

Abbildung 97 und Abbildung 98 gegeben (ab Seite 125).

3.1 Aufbau einer Strukturdatenbank

Viele pharmakologisch interessante Molekiile bestehen aus zwei oder mehreren
Ringsystemen, die iiber Briicken (auch als linker bezeichnet) miteinander verkniipft sind.*
Daher wurde in dieser Arbeit eine Datenbank von Molekiilen, die dem Motiv "Ring-Briicke-
Ring" entsprechen, konstruiert und zur Auswahl von Modellverbindungen fiir zukiinftige
Wirkstoffe verwendet.

Der Aufbau der Datenbank verlief in vier Schritten, die in den folgenden Abschnitten
dargelegt werden.

Zunichst wurde die von Bemis und Murcko® durchgefiihrte Analyse der Struktur heutiger

Wirkstoffmolekiile dafiir genutzt, ausgewihlte Ringsysteme und Briicken als Fragmente fiir
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die Datenbank auszuwéhlen. Fiir jedes Ringsystem wurden chemisch die interessanten
Positionen markiert.

Dann wurden die Fragmente in silico kombiniert und zu "Ring-Briicke-Ring-Systemen" (im
Folgenden als RBR bezeichnet) verkniipft. Die RBR wurden einheitlich benannt,
energieminimiert und in einer Datenbank abgelegt.

AnschlieBend wurde fiir jedes RBR eine systematische Konformationssuche (vgl. Abschnitt
1.8) durchgefiihrt, bei der die Torsionswinkel der Bindungen der Briicke systematisch variiert
wurden.'” In einer Abstandsmatrix (im verwendeten modeling-Programm SYBYL als
"distance map" bezeichnet) wurden fiir jede Kombination von Torsionswinkeln die
Entfernungen zwischen allen chemisch interessanten Wasserstoffatomen gespeichert.

Da die Konformationssuche auch die Rotamere mit hoher Energie gespeichert hatte, wurde
abschlieBend ein "Energieschnitt" durch die Datenbank durchgefiihrt. Hierbei wurden nur

Rotamere mit gilinstiger innerer Energie erhalten.

3.1.1 Auswahl der Ring-Bausteine

Um die Anzahl an Ringen, aus denen im Folgenden RBR aufgebaut werden sollten, moglichst
gering zu halten und gleichzeitig Grundgeriiste mit pharmakologisch giinstigen Eigenschaften
zu erhalten, wurden als Startpunkt die Arbeiten von Bemis und Murcko aus dem Jahre 1996
verwendet.”

Bemis und Murcko hatten analysiert, welche Grundgeriiste in den heute verfiigbaren
Wirkstoffen mit welcher Hiufigkeit vorkommen. Thre Untersuchungen sind in der Einleitung
(Abschnitt 1.3.1) zusammengefasst. Ein Ergebnis ihrer Studie war, dass sich aus den 41
hiufigsten der 1235 Grundgeriiste bereits 24 % der Wirkstoffe rekonstruieren lassen, dass
also unter Verwendung nur weniger Bausteine viele der derzeit bekannten Wirkstoffe
reprisentiert werden konnen.

Diese 41 Grundgeriiste (Abbildung 21) wurden als Ausgangspunkt fiir die Auswahl von
Ringsystemen fiir diese Arbeit gewihlt.
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Abbildung 21: Die 41 hiiufigsten Geriiste der 3D-Analyse von Bemis und Murcko.”
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Da in dieser Arbeit RBR kombinatorisch erzeugt werden sollten, wurden die 18
Grundgeriiste, die bereits RBR waren, entfernt (Abbildung 22). Diese Grundgeriiste waren
insofern redundant, da sie als Ergebnis der kombinatorischen Verkniipfung in Abschnitt 3.1.3

erneut entstehen konnen.
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Abbildung 22: Diese Geriiste wurden aus der Auswahl entfernt, da sie bereits Ring-Briicke-Ring-Systeme

(RBR) sind.

"H—-Hs"

Unter den 23 verbliebenen Grundgeriisten konnten fiinf identifiziert werden, die
ausschlieflich in Wirkstoffen vorkommen, die ein sehr eng eingeschrinktes, bei vielen
Leitstruktursuchen nicht erwiinschtes Anwendungsgebiet haben. Die in Abbildung 23
gezeigten Grundgeriiste der Phenothiazine (Neuroleptika, Antihistaminika, Antiemetika und
Sedativa), Sulfonamidantibiotika, Tetrazykline (Breitbandantibiotika) und morphinartigen

Alkaloide wurden aus der Auswahl von shapes fiir Schritt 3.1.3 entfernt.'”’
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Abbildung 23: Fiinf Geriiste, die aufgrund ihres eng eingeschrinkten biologischen Wirkungsspektrums

aus der Auswahl entfernt wurden.

Die spitere Suche in der Datenbank sollte anhand der sterischen Anforderungen des
Pharmakophors erfolgen. Daher wurden sdmtliche Atomtypen in den verbliebenen 18
Grundgeriisten vereinheitlicht, wodurch die Gréfle der Datenbank deutlich verringert werden
konnte. Nur das Stickstoffatom im Indol-Gertist behielt einen individuellen Atomtyp (N) um
die planare Geometrie des Indols zu erhalten.

Allein die Information iiber die Hybridisierung an den jeweiligen Positionen des Geriistes
wurde erhalten. Chemische Funktionalisierung und Einfithrung von Heteroatomen in die
sterisch bereits gut angepassten RBR erfolgte erst spéter und ist in Abschnitt 3.4 beschrieben.
Durch Vergleich der Geriiste untereinander fiel auf, dass weitere sieben Geriiste
(Abbildung 24) entfernt werden konnten, da sie sterische Doubles anderer Geriiste (des

Benzols, des Cyclohexans, des Indols oder des Naphtalins) sind.

0 O
E’“ﬁ“rm

Abbildung 24: Sieben Geriiste, die aus der Auswahl entfernt wurden, da sie bei Betrachtung als

3D-Graphen sterische Doubles anderer Geriiste waren.

Von den finf Steroid-Geriisten, die noch in der Auswahl enthalten waren, wurden
exemplarisch zwei ausgewéhlt, die sich in der Sittigung des A-Ringes unterschieden. Die
anderen drei Steroid-Geriiste wurden entfernt.

Die verbleibende Auswahl enthielt noch zwei Fiinfringe. Beide wurden entfernt und durch
einen gesittigten Fiinfring ersetzt, da an diesem durch das gleichzeitige Vorhandensein
dquatorialer und axialer Positionen ein ausreichend breiter Raum von mdglichen

Substitutionen am Fiinfring abgedeckt wird.

43



Ergebnisse und Diskussion

Von den 41 shapes, die Bemis und Murcko als die hiufigsten identifiziert hatten, wurden in
dieser Arbeit nach den hier beschriebenen Selektionsschritten die sieben shapes in

Abbildung 25 verwendet.

5 00 050

Abbildung 25: Die sieben Geriiste (shapes), die aus den 41, die Bemis und Murcko als hiufigste
beschrieben hatten (Abbildung 21), ausgew:iihlt wurden.

Definition der Verknupfungspunkte

Fiir jedes Ringsystem wurde festgelegt, welches Atom zur Verknilipfung mit den Briicken

genutzt werden sollte. Bei den monozyklischen Ringsystemen (Abbildung 26) war diese

5 & &

CRO CR1

Entscheidung trivial.

Abbildung 26: Die drei monozyklischen Ringsysteme. Die Verkniipfungspunkte sind jeweils als fett
gedruckte Bindung dargestellt.

Bei den bizyklischen Ringsystemen konnte auf Vorarbeiten von Bemis und Murcko
zuriickgegriffen werden. Als Teil ihrer 2D-Analyse hatten sie untersucht, an welchen Atomen
besonders hiufig Briicken gebunden sind. Sie hatten dabei festgestellt, dass am Indol sowohl

an C-2 als auch an C-3 (Abbildung 27) Briicken verkniipft sind.

Abbildung 27: Strukturformel des Indols. Bemis und Murcko stellten fest, dass Briicken sowohl an C-2 als

auch an C-3 verkniipft sind.
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Um dieser Besonderheit des Bausteins gerecht zu werden, wurden am Indol-Geriist beide
Verkniipfungspunkte beim Aufbau der Datenbank berticksichtigt.

Da Bemis und Murcko in ihrer Untersuchung entsprechend fiir das Naphtalin-Geriist
festgestellt hatten, dass Briicken sowohl an der 1- als auch an der 2-Position verkniipft sind,

wurden beide Verkniipfungsmoglichkeiten in der Datenbank berticksichtigt.

N N
. Uo-
CR3 CR4
CR5 CR6 |

Abbildung 28: Die in die Datenbank eingebundenen bizyklischen Ringsysteme. Sowohl fiir das Indol-
System als auch fiir das Naphtalin-System wurden zwei verschiedene Verkniipfungspunkte (mit fett

gedruckten Bindungen markiert) beriicksichtigt.

Die Verkniipfungspunkte fiir die Steroid-Geriiste wurden jeweils an C-17 festgelegt, da die

meisten Steroide dort eine Seitenkette tragen.'*>

CR7 CR8

Abbildung 29: Die beiden in die Datenbank eingebundenen Steroid-Geriiste. Die Verkniipfungspunkte

sind mit fett gedruckten Bindungen gekennzeichnet.

Definition der Ankerpunkte

Ankerpunkte sind die leicht chemisch modifizierbaren und repridsentativen Atome eines
Ringsystems. In der systematischen Konformationssuche (Abschnitt 3.1.4) wird zwischen
allen Ankerpunkten des RBR die Distanzmatrix berechnet. Zur Verringerung der Rechenzeit

wurden verschiedene Kriterien zur Reduzierung der Ankerpunkte verwendet.
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Bei den monozyklischen Ringsystemen (CRO, CR1 und CR2 in Abbildung 26) wurden
lediglich Symmetriebetrachtungen zur Auswahl der Anker genutzt. Dies soll am Beispiel des
Benzols erldutert werden.

Der Phenylring ist um die Bindung zur Briicke frei drehbar. Insofern besteht, bei einer
Verkniipfung der Briicke an C-1 des Benzols, kein sterischer Unterschied zwischen den
beiden ortho-stdndigen Protonen H-2 und H-6, beziehungsweise zwischen den beiden meta-

standigen Protonen H-3 und H-5. Daher wurden als Anker fiir den Benzolring H-2, H-3 und

H-4 definiert (Abbildung 30).
H ;
°H H° A
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Briicke

Abbildung 30: Strukturformel des Benzols, das in die Ring Datenbank als CR1 eingebunden wurde. Bei
Verkniipfung der Briicke an C-1 (markiert mit einer fett gedruckten Bindung) besteht kein sterischer
Unterschied zwischen den beiden ortho-stindigen Protonen H-2 und H-6. Insofern wurde von diesen nur
H-2 als Ankerpunkt (durch eine gestrichelte Bindung dargestellt) definiert. Das gleiche gilt fiir die meta-

stindigen Protonen H-3 und H-5 von denen nur H-3 als Ankerpunkt beriicksichtigt wurde.

Bei den bizyklischen Ringsystemen (CR3, CR4, CRS und CR6 in Abbildung 28) wurden nur
Positionen als Anker definiert, die neue sterische Anordnungen ermdéglichen. So wurde zum
Beispiel am CRS das H-2 nicht als Anker definiert. Die sterische Anordnung dieser zwei

Atome ist identisch mit der, die am CR1 bereits als Anker an der ortho-Position beschrieben

wurde (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Das Naphtalin-Geriist CR5 (Mitte), bei dem der Verkniipfungspunkt an C-1 mit einer fett
gedruckten Bindung gekennzeichnet ist, im Vergleich mit dem als CR1 benannten Benzol-Geriist (links).
Die Protonen H-2 und H-3 des Naphtalins sind sterisch der ortho- und der meta-Position im Benzol

dquivalent. Insofern wurden sie als Ankerpunkte fiir das Naphtalin nicht beriicksichtigt. Die als

Ankerpunkte definierten Positionen sind mit gestrichelten Bindungen markiert (rechts).

Des Weiteren wurden am Indol Symmetrie-Uberlegungen in die Definition der Ankerpunkte
einbezogen, so dass an einem der Indol-Ringsysteme nur zwei statt vier Anker definiert
wurden (siehe Abbildung 32).

Fiir die Steroid-Geriiste (CR7 und CRS8 in Abbildung 29) brachten weder Symmetrie- noch
Redundanz-Betrachtungen eine Einschriankung der mdglichen Ankerpunkte. Daher wurde
hier die Haufigkeit der Substitution der einzelnen Wasserstoffatome des Steroides analysiert.
Hierfiir wurde das Geriist im Programm SCIFINDER'*'** als Ausgangspunkt fiir eine Suche
nach chemischen Strukturen genutzt, die das jeweilige Grundgeriist als Teilstruktur enthielten.
Die Ergebnisse dieser Suchen wurden visuell inspiziert, und Positionen, an denen besonders
haufig Substitutionen auftraten, wurden als Anker definiert.

Die neun ausgewdhlten Ringsysteme wurden mit CRO bis CR8 benannt und sind in
Abbildung 32 gezeigt. Die Position am Ring, an der die Briicke (der /inker) verkniipft werden
soll, ist jeweils mit einer fett gedruckten Bindung markiert. Die Positionen, die als
Ankerpunkte definiert wurden, sind in der Abbildung als gestrichelte Bindungen dargestellt.
Auf eine Abbildung der Stereochemie der Ankeratome an CRO, CR2 und CR7 wurde zur
Ubersichtlichkeit der Abbildungen verzichtet. Der Verkniipfungspunkt der Briicken befand
sich bei CRO, CR2, CR7 und CRS8 in der dquatorialen Position, so dass die dort zu
verkniipfende Briicke durch das Ringsystem eine moglichst geringe sterische Hinderung
erfahrt. Fiir die Ankeratome von CR0O, CR2 und CR7 wurden jeweils sowohl die dquatoriale

als auch die axiale Position beriicksichtigt.
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Abbildung 32: Die neun Ringsyteme CRO0 bis CRS8, aus denen die Ring-Datenbank aufgebaut wurde. Die
Verkniipfungspunkte sind jeweils mit fett gedruckten Bindungen markiert, die Ankerpunkte als
gestrichelte Bindungen. An CR0, CR2 und CR7 wurden fiir die Ankeratome sowohl die liquatorialen als
auch die axialen Positionen beriicksichtigt, auf eine Darstellung der Stereochemie wurde in dieser

Abbildung zur Erhéhung der Ubersichtlichkeit verzichtet.

195 erstellt. Die

Die neun in Abbildung 32 gezeigten Ringsysteme wurden in SYBYL
Definition der Wasserstoffatome als Anker erfolgte durch Hinzufiligen dieser Atome zu einem
Tripos-Set. Es wurde eine Energieminimierung gemil AAV la durchgefithrt, um die
Ringsysteme in einer moglichst energiegiinstigen Konformation in der Datenbank abzulegen.
Hierzu wurde als Platzhalter fiir den sterischen Anspruch der Briicke an der
Verkniipfungsposition ein C-Atom eingefiihrt, bevor das Ringsystem minimiert wurde. Um

die automatische Verkniipfung (Abschnitt 3.1.3) dieses Platzhalter-Atoms mit einer Briicke zu

erleichtern, wurde diesem C-Atom die atom ID "1" zugewiesen.

3.1.2 Auswahl der Briicken

Auch fiir die Auswahl der Briicken konnten die Analysen von Bemis und Murcko
herangezogen werden, in denen sich gezeigt hatte, dass in den untersuchten Wirkstoffen vor
allem Briicken (/inker) von 0 bis 7 Atomen Lange vorkamen.

Um die mittlere Rigiditdt der RBR zu erhdhen wurde auf die Verwendung von Briicken mit
mehr als fiinf frei drehbaren Bindungen verzichtet (vgl. Lipinskis rule of five auf Seite 3). Es

wurden Briicken mit null bis vier Briicken-Atomen verwendet (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Briicken, bezeichnet mit L0 bis L4, aus denen die Briicken-Datenbank aufgebaut wurde.

Mit n ist jeweils die Anzahl der durch die Briicke neu eingefiigten Atome angegeben.

Die Briicken wurden in SYBYL erstellt. Hierbei wurden die Atome, die spiter durch die
Platzhalter-C-Atome der Ringe (vgl. Abschnitt 3.1.1) ersetzt werden sollten, als
Kohlenstoffatome ohne Wasserstoff-Substituenten gezeichnet. Um die automatische
Verkniipfung (Abschnitt 3.1.3) zu erleichtern, wurde diesen beiden endstindigen Atomen
jeweils die atom ID "1" bzw. "2" zugewiesen. Die Briicken wurden mit LO bis L4 benannt und
vor ihrer Ablage in der Datenbank in eine gestreckte und gestaffelte Konformation (vgl.

Abbildung 13) gebracht.

3.1.3 In silico-Kombinatorik: Aufbau der Datenbank DB1

Die Benennung der RBR erfolgte durch Verkniipfen der Namensteile. So wurde das RBR aus
einem gesittigten Fiinfring (CR0) und einem aromatischen Sechsring (CR1) verkniipft mit
einer Briicke aus drei Atomen (L3) als CROXL3XCR1 benannt (vgl. Abbildung 32 und
Abbildung 33).

Bei der Kombination der RBR wurde darauf geachtet, kein RBR doppelt zu erzeugen, da dies
die Datenbank nur redundant vergroBert hitte.

Die Verkniipfung zu RBR geschah automatisiert mit Hilfe des Skriptes 7.3.1 combine_all.spl
und ist in Abbildung 34 am Beispiel des RBR CR3XL1XCRS dargestellt. Zuerst wurden die
drei zu verkniipfenden Molekiilteile in drei Molekiil-Ebenen von SYBYL geladen.
Anschliefend wurde die Briicke L1 mit dem ersten Ringsystem CR3 verkniipft. Hierfiir
wurde der SYBYL-Befehl "JOIN" auf die Atome mit den atom IDs "2" (Briicke L1) und "1"
(Ring CR3) angewendet, was unter Loschung eines der Atome zum Entstehen des Ring-
Briicke-Konstrukt CR3XL1 fiihrte. AnschlieBend wurde dieses mit dem zweiten Ringsystem
CRS5 verkniipft.

49



Ergebnisse und Diskussion

N : N : -
/'@ + 2v1 + 1‘~.

CR3XL1XCR5

CR3 L1 CR5

Abbildung 34: Schematische Darstellung der im Text nidher beschriebenen Verkniipfung von zwei

Ringsystemen und einer Briicke zu einem RBR am Beispiel von CR3XL1XCRS.

Die Information iiber die in Ringl als Anker definierten Atome wurde wihrend der
Verkniipfung im Set ANCHORS_ A bewahrt. Die Set-Definitionen innerhalb der anderen
Molekiilteile gehen wéhrend der Verkniipfung verloren. Um die Information iiber die in
Ring2 als Anker definierten Atome zu bewahren, wurden diese Atome fiir die Verkniipfung
auf den Atomtyp "Du" (dummy) gesetzt, so dass sie auch nach der Verkniipfung zum RBR
noch eindeutig identifiziert werden konnten. Nach der Verkniipfung wurden alle Atome vom
"Du"-Typ im Set ANCHORS B zusammengefasst und dann auf den Atomtyp "H"
zuriickgesetzt. Dieses Vorgehen bedingt, dass erstens nicht von vorneherein "Du"-Atome in
den Ring-Bausteinen enthalten sein diirfen und zweitens ausschlieSlich Wasserstoffatome als
Anker definiert werden konnen. Auch die Information, welche Bindungen des fertigen RBR
ehemals zur Bricke gehorten, welche Torsionswinkel also im der folgenden
Konformationssuche variiert werden sollten, ging durch das Verkniipfen verloren. Es wurde
daher ein Algorithmus entwickelt, der das Molekiil nach rotierbaren Bindungen innerhalb der
Briicke durchsucht (Skript combine_all.spl Zeile 372-381). Diese Bindungen wurden dann im
Set BKL. ROTATABLE abgespeichert (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Der Farbcode fiir die Tripos-Sets, dargestellt am Beispiel des RBR CR3XL2XCRS. Die
Anker am ersten Ringsystem CR3 sind rot dargestellt (Set ANCHORS_A). Die Anker am zweiten
Ringsystem CRS sind griin dargestellt (Set ANCHORS B). Die im Set BKL ROTATABLE
zusammengefassten Bindungen der Briicke sind orange dargestellt. Der Rest des Molekiils ist "by atom
color" eingefirbt, so dass Kohlenstoffatome weill sind, Wasserstoffatome cyan und Stickstoffatome

dunkelblau.

Die fertiggestellten RBR wurden in einer SYBYL-Datenbank abgelegt, die im Folgenden als
Datenbank DB1 bezeichnet wird. Durch die Kombination der neun Ringsysteme CRO bis
CR8 mit den fiinf Briicken LO bis L4 ergaben sich (unter Vermeidung von doppelten
Strukturen) 225 RBR.
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Abbildung 36: Aufbau der RBR-Datenbank durch in silico-Kombinatorik. Da vermieden wurde, doppelte
RBR zu erzeugen (z.B. CROXL1XCR2 und CR2XL1XCRO0), wurden 225 statt 405 RBR in der Datenbank
DBI1 abgelegt.

Mit Hilfe des Skriptes 7.3.2 minimize all.spl wurden anschlieBend alle RBR gemill AAV la

energieminimiert.

3.1.4 Konformationsanalyse: Aufbau der Datenbank DB2

Die in Abschnitt 3.1.3 erzeugten Molekiile befanden sich nach der Minimierung in einer
energiegiinstigen Konformation. Nur diese eine Konformation zu beriicksichtigen wiirde
jedoch der mitunter hohen Flexibilitit der Molekiile nicht gerecht.

Um die systematischen  Konformationssuchen (SYBYL-Terminus:  Systematic
Conformational Search) vorzubereiten, wurde das SPL-Skript 7.3.3 setupsearch all.spl
verwendet. Diese Suchen waren rechenaufwendig und es war bei vorherigen Versuchen
immer wieder zum Ausfall des Systems gekommen. Daher wurden zuerst fiir alle Suchen die
Einstellungen gespeichert. Der Start der Suchen erfolgte spater mit einem zweiten Skript.

Fir jedes RBR wurden alle die Bindungen als rotierbar definiert, die im Set

BKL ROTATABLE enthalten waren. Der Literatur ist zu entnehmen, dass 60 Grad als
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% Da die Rechenzeit zur

Winkel-Inkrement fiir die meisten Molekiile ausreichend fein ist.
Erzeugung der Rotamere in der vorliegenden Arbeit aber nur einmalig aufgewendet werden
musste und die Dbetrachteten Molekiille nur {iber wenige (maximal fiinf)
Rotationsfreiheitsgrade verfligten, wurde eine feinere Abtastung in 10 Grad-Schritten
verwendet. Diese ist als Mittelweg zwischen einer vollstindigen Abtastung in
1 Grad-Schritten, mit immens hoher Rechenzeit und unter Produktion riesiger Datenmengen,
und einer zu groben Abtastung (z.B. im 120 Grad-Schritten), bei der eventuell ganze Bereiche
energiegiinstiger Konformationen tibersehen wiirden, zu sehen.

Die Einstellungen fiir die Bewertung von van-der-Waals-Wechselwirkungen wurden auf den
vorgegebenen Werten ("General": 0.94, "1-4": 0.87, "H-Bond": 0.65) belassen. Durch die
Verwendung dieser rechnerisch verringerten van-der-Waals-Radien wird ein relativ weiches
Potential simuliert und der Flexibilitit des Rezeptors Rechnung getragen.'”

Es wurden alle Rotamere verworfen, die die mit diesen Faktoren skalierten van-der-Waals-
Radien verletzten. Fiir jedes Rotamer wurde die Energie berechnet und in der Ausgabematrix
abgespeichert. Der Wert fiir Max Energy Difference wurde mit 9999 kcal/mol so grof3
gewidhlt, dass hierdurch kein Rotamer aussortiert wurde. Rotamere mit einer Energie deutlich
groBer als 10 kcal/mol waren trotzdem nicht in den Ausgabematrizen zu finden, da diese
bereits vorher aufgrund der Verletzung der van-der-Waals-Radien aussortiert wurden (vgl.
Formel 4 und Abbildung 15). Die maximale Anzahl an Rotameren pro RBR ergibt sich nach
Formel 3 aus der Anzahl der zu rotierenden Bindungen und dem Winkelinkrement. Nur die
Rotamere, bei denen es nicht zu einer Verletzung der van-der-Waals-Radien kam wurden in
der csv-Datei des RBR abgelegt. Zusitzlich beschrinkt war die Anzahl der gespeicherten
Rotamere durch eine interne Beschrankung von SYBYL, so dass maximal die jeweils 500000
energiegiinstigsten Rotamere in der csv-Datei gespeichert wurden.

In die Abstandsmatrix (distance map), also die Liste der fiir jedes Rotamer zu messenden
Entfernungen, wurden alle Entfernungen zwischen Atomen des Sets ANCHORS A zu
Atomen des Sets ANCHORS B aufgenommen. Nur bei RBR, die auf beiden Seiten das
gleiche Ringsystem trugen (z.B. CRI1XL3XCRI1), wurden redundante Entfernungen
aussortiert (z.B. "Ringl-H-5(para) nach Ring2-H-1(ortho)", da ja schon "Ringl-H-1(ortho)
nach Ring2-H-5(para)" bestimmt wurde).
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ortho (H1)@ : : Qortho (H1)
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Abbildung 37: Bei gleichen Ringsystemen auf beiden Seiten der Briicke gab es redundante Entfernungen,

para

die nicht mit in die Abstandsmatrix aufgenommen wurden. Dies ist hier gezeigt an den beiden ortho-para-

Paarungen am RBR CR1XL3XCRI.

Die 225 vorbereiteten Suchen wurden mit der Option "HOLD FOR LATER" abgespeichert
und standen so fiir das Skript 7.3.4 startsearches all.spl zur Verfiigung. In diesem Skript
wurden dann die vorbereiteten Suchen mit einem Verzogerungsintervall von je einer Minute
nacheinander gestartet, denn sofortiges und unverzdgertes Starten hatten in Vorversuchen
immer wieder aufgrund von Speicherproblemen zum Komplettausfall des Systems gefiihrt.
Die Gesamtheit der Operationen "Verkniipfen von Bausteinen zu RBR", "Minimierung der
RBR", "Vorbereitung der systematischen Konformationssuche" und die Suchen selbst,
wurden mit einem Skript (7.3.5 go_all.spl) gestartet.

Die Skriptlaufzeit auf einer Silicon Graphics Octane2 betrug 22 Minuten. Nach Ende des
Skriptes dauerte es noch knapp vier Stunden, bis das System die letzten Suchen bearbeitet
hatte.

Die so erzeugten Ergebnisse lagen in einer SYBYL-internen Form vor, die sich nur {iber den
SYBYL-Befehl "analyze systematic search" 6ffnen und betrachten lies. Um die Daten in ein
Format zu bringen, das eine Bearbeitung und Suche auch ohne Verwendung von SYBYL
erlaubt, wurde das SPL-Skript 7.3.6 export dirs csv.spl verwendet. Das Offnen der
Ergebnisse des systematischen Suchen in SYBYL sowie der Export der Tabellen in das csv
(comma separated values)-Format war iberaus zeitaufwendig. Um die Rechnung zu
beschleunigen, wurden die Ergebnisse der systematischen Suchen auf mehrere unterschiedlich
leistungsstarke (Octanel, Octane2) sgi-Workstations verteilt, die dann parallel am Offnen und
Exportieren der Daten arbeiteten. Zur Erzeugung der 225 csv-Dateien wurden insgesamt
245922 Minuten Rechenzeit auf den Rechnern benétigt (entsprechend 171 Tagen).

Es wurden 225 Tabellen (entsprechend 225 RBR) mit insgesamt 28.2 Millionen Zeilen
(entsprechen 28.2 Millionen Rotameren) erzeugt. In den Feldern der Abstandsmatrix wurden
dabei insgesamt 417.7 Millionen Einzelentfernungen vermessen. Die Gesamtheit dieser 225
Tabellen stellt die Datenbank DB2 dar. Die im Rahmen der Konformationssuche erzeugten
Rotamere wurden zwar von SYBYL generiert und vermessen, jedoch im Rahmen der
Konformationssuche nicht als in silico-Molekiille (mol2-Dateien) abgespeichert. Die

Informationen iiber die erzeugten Rotamere, ihre Energien und die Abstandsmatrizen der
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Ankerpaare wurde in den csv-Dateien gespeichert. Im spdteren Verlauf der Arbeit wurden

dann gezielt die Rotamere erzeugt und gespeichert, die bestimmten Anforderungen

entsprachen.

N 1
L0
CR3XL1XCR5

Abbildung 38: Das RBR CR3XLI1XCRS, an dessen Beispiel im Folgenden die Durchfiihrung der

systematischen Konformationssuchen erklirt wird.

Tabelle 1: Auszug aus der csv-Datei der systematischen Konformationssuche des RBR CR3XL1XCRS.
Jede Zeile beschreibt ein Rotamer, das sich von dem vorhergehenden Rotamer in einem der
Rotationswinkel um 10 Grad unterscheidet. In der dritten Spalte ist die intramolekulare Energie dieses

Rotamers aufgefiihrt, in den folgenden Spalten findet sich die Distanzen zwischen allen als Anker

definerten Atomen der beiden Ringsysteme des RBR

Torsions- | Torsions- . 1"(12)CR3.H4-->|"(12)CR3.H4--> "(15)CR3.H7-->

winkel 1 |winkel2 |E"€"9%€ |(31)cR5.H8"  [(32)CR5.H7" | |(34)CR5.H5"
330 310 19.24 4.985 6.095] ... 6.775
330 300] 19.35 4.895 6.175] ... 7.195
30 60] 19.74 4.785 6.045] ... 7.175
30 50 19.6 4.875 5975| ... 6.755
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Abbildung 39: Zur Veranschaulichung der primiren Ergebnisse der systematischen Konformations-
suchen ist in hier fiir das Ankerpaar 10 des RBR CR3XL1XCRS fiir jedes Rotamer aufgetragen, welche
Distanz die beiden Atome mit den atom IDs "14" und "32" aufspannen (schwarzes x) und welche Energie

das Rotamer hat (rotes Dreieck).

3.1.5 Aufbau der Datenbank DB3

Um die Daten aus den Konformationssuchen in eine Form zu bringen, in der eine
Suchanfrage (zum Beispiel "Welche Anker an welchen Bausteinen sind geeignet,
energiegiinstig eine Entfernung von elf Angstrom zu iiberbriicken?") effizient beantwortet
werden kann, wurden zunichst verschiedene organisierende Dateien erzeugt:

Mit Hilfe von 7.3.7 csv_2 energy all.sh wurde fiir jedes RBR eine energy-Datei erzeugt.
Durch das Skript wurde hierzu die entsprechende csv-Datei nach dem Minimum und dem
Maximum der Energiewerte durchsucht. Diese beiden Werte wurden dann in die neu erzeugte

energy-Datei geschrieben.

Tabelle 2: Abbildung der energy-Datei der systematischen Konformationssuche des RBR CR3XL1XCRS.

Die erste Zahl ist die Energie des giinstigsten, die zweite die des ungiinstigsten Rotamers dieses RBR.

17.69
23.09
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Des Weiteren wurde mit dem SPL-Skript 7.3.8 writelogs all.spl zu jedem RBR eine
map-Datei erzeugt, in der fiir jede Spalte der Abstandsmatrix vermerkt war, welchen Abstand
innerhalb des RBR sie enthielt. Das Skript gleicht in vielen Schritten dem Skript
setupsearch_all.spl. Es bereitet aber keine systematische Suche vor, sondern speichert
lediglich die Liste der zu vermessenden Entfernungen in einer map-Datei ab.

Tabelle 3: Abbildung der map-Datei des RBR CR3XL1XCRS. In der ersten Zeile ist die Anzahl der
Ankerpaare abgelegt (16). In den 16 folgenden Zeilen steht jeweils zuerst die laufende Nummer eines
Ankerpaars und in der zweiten Spalte eine Beschreibung, von welchem Anker-Atom (atom ID,

Ringsystem.Atom-Name) des ersten Ringsystems zu welchem Anker-Atom des zweiten Ringsystems die

Entfernung gemessen werden sollte.

16

00112 CR3.H4 --> 31 CR5.H8
00212 CR3.H4 --> 32 CR5.H7
003 |12 CR3.H4 --> 33 CR5.H6
004 |12 CR3.H4 --> 34 CR5.H5
005]13 CR3.H5 --> 31 CR5.H8
006 |13 CR3.H5 --> 32 CR5.H7
007 ]13 CR3.H5 --> 33 CR5.H6
008 |13 CR3.H5 --> 34 CR5.H5
009 |14 CR3.H6 --> 31 CR5.H8
01014 CR3.H6 --> 32 CR5.H7
011]14 CR3.H6 --> 33 CR5.H6
01214 CR3.H6 --> 34 CR5.H5
013]15 CR3.H7 --> 31 CR5.H8
014115 CR3.H7 --> 32 CR5.H7
01515 CR3.H7 --> 33 CR5.H6
016 |15 CR3.H7 --> 34 CR5.H5

Die eigentliche Datenbank DB3 wurde (nach vergeblichen Vorversuchen mit den
Programmen MATHEMATICA" und MAPLE"® mit Hilfe eines in der Programmiersprache
C' geschriebenen Programms aufgebaut. Dieses Programm 7.3.9 csv 2 distdb.c, das Teile
der Bibliothek bkutil (Anhang 7.3.10) verwendet, bearbeitet nacheinander alle 225 RBR.
Zuerst liest das Programm die energy-Datei und die map-Datei des RBR ein, dann
zeilenweise die entsprechende csv-Datei. In seiner einfachsten Funktion bestimmt das
Programm dann den maximalen und den minimalen Abstand jeder Anker-Paarung jedes RBR.
Fiir jedes RBR speichert das Programm diese Werte, zusammen mit der Beschreibung der

verwendeten Anker in einer db-Datei ab.
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Abbildung 40: Auftragung der Energie der Rotamere der RBR CR3XL1XCRS gegen den Abstand, den

sie zwischen den Atomen mit den atom IDs ''14" und "32" aufspannen (vgl. Tabelle 3).

Tabelle 4: db-Datei der systematischen Konformationssuche der RBR CR3XL1XCRS.

Unter

Beriicksichtigung aller Rotamere dieses RBR wurde fiir die 16 in der ersten und vierten Spalte

beschriebenen Ankerpaare (vgl. Tabelle 3) aufgelistet, welchen Abstand sie minimal (d,,;;) bzw. maximal

(dmay) tiberbriicken konnen. Eine graphische Auftragung der Werte fiir die in Zeile 10 angegebene

Ankerpaarung befindet sich in Abbildung 40.

z
=

. dmin

dmax

Beschreibung der Anker

4.785

9.575

12 CR3.H4 --> 31 CR5.H8

5.935

10.845

12 CR3.H4 --> 32 CR5.H7

5.625
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Die db-Dateien fiur alle 225

RBR wurden mit Hilfe

des

Shell-Skriptes

7.3.11 multidb_2 database.sh zu einer grof3en Tabelle, der Datenbank DB3 zusammengefiigt.
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Fiir jedes der 3515 Paare von Ankeratomen, dessen Abstinde widhrend der systematischen
Konformationssuche (3.1.4) vermessen wurden, waren in dieser Tabelle der minimal und der
maximal tiberbriickte Abstand aufgelistet. Aulerdem enthielt die Tabelle Informationen tiber
das verwendete RBR, die minimalen und maximalen Energiewerte seiner Rotamere, sowie

die atom IDs der entsprechenden Anker-Atome.

Tabelle 5: Auszug aus der Datenbank DB3. In Spalte 1 ist der Name des RBR angegeben, von dem die
jeweilige Ankerpaarung stammt. In den Spalten E,;, und E,,, sind die jeweiligen Energiegrenzen dieses
RBR angegeben (vgl. Tabelle 2). Die vierte Spalte enthélt eine laufende Nummer. Die restlichen Spalten

wurden aus den jeweiligen db-Dateien iibernommen und sind in der Uberschrift zu Tabelle 4 erliutert.

Enin | Enax | 1fd.Nr. | 1fd.Nr. | duin Apax Anker-Atome
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 1 1] 2.085] 4.815 7 CRO.H3 --> 21 CRO.H3
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 2 2l 2.225] 4.895 7 CRO.H3 --> 22 CRO.H4
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 3 3] 4.505] 6.175 7 CRO.H3 --> 23 CRO.H5
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 4 4] 4.495] 5.525 7 CRO.H3 --> 24 CRO.HG6
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 5 5] 2.375] 4.965 8 CRO.H4 --> 22 CRO.H4
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 6 6] 4.645] 6.285 8 CRO.H4 --> 23 CRO.H5
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 7 7] 4.635] 5.645 8 CRO.H4 --> 24 CRO.Hb6
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 8 8] 6.915| 8.045 9 CRO.H5 --> 23 CRO.HS5
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 9 9] 6.855] 7.535 9 CRO.H5 --> 24 CRO.Hb6
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 10 10] 6.685|] 7.105|] 10 CRO.H6 --> 24 CRO.H6
CROXLOXCR1 | 12.53]| 15.54 11 1] 2.195| 4.735| 7 CR0O.H3 --> 21 CR1.H1
CRB8XL4XCR8 | 39.20] 74.32 3515 3] 10.255| 23.685| 21 CR8.H4 --> 74 CR8.H4

3.1.6 Energieschnitte

Basis fiir den Aufbau der Datenbank DB3 in Abschnitt 3.1.5 war die gesamte DB2, also die
kompletten Ausgaben der systematischen Konformationssuchen in Abschnitt 3.1.4. Somit
waren nur die Rotamere aussortiert worden, bei denen es zu starken Verletzungen der van-
der-Waals-Radien gekommen war (vgl. Abschnitt 1.8 und 3.1.4).

In Abbildung 40 ist zu sehen, dass die dort abgebildeten "Abstand gegen Energie"-Punkte
einen weiten Bereich abdecken. Interessant sind aber vor allem die Punkte mit geringer
Energie. Da die Abstandsbereiche der verschiedenen Ankerpaare weit iiberlappen, wurde
entschieden, von jedem Ankerpaar nur den unteren, energiegiinstigen Teil der "Abstand gegen
Energie"-Punktmenge zu verwenden. Fiir jedes RBR sollten nur die giinstigsten Rotamere zur

Bestimmung der "Abstandsgrenzen" beriicksichtigt werden. Bei welcher Energie der Schnitt
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zwischen den Rotameren, die noch beriicksichtig werden sollten, und denen, die als zu
unglinstig verworfen werden sollten, anzusetzen war, sollte im Folgenden ermittelt werden.

Das in Abschnitt 3.1.5 bereits erwéhnte Programm csv_2 distdb.c wurde hierfiir mit der
Funktion ausgestattet, nur die Zeilen der csv-Datei (Rotamere) fiir die Bestimmung des
maximalen und des minimalen Abstandes der Anker-Paarungen zu beriicksichtigen, deren

Energie innerhalb eines definierten Intervalls iiber der minimalen Energie dieses RBR lag.

30 7 CR3XL1XCRS5 - dist10 - Abstand gegen Energie
= mit Energieschnitt (1 kcal/mol)
E
2541 3=
3
2
201 £
T A
15
10
5 =4
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Abbildung 41: Auftragung der Energie der Rotamere der RBR CR3XL1XCRS gegen den Abstand, den
sie zwischen den Atomen mit den atom IDs '"'14" und "32" aufspannen (vgl. Tabelle 3). Im Unterschied zu
Abbildung 40 sind hier nur noch die Rotamere beriicksichtigt, die sich unterhalb des Energieschnittes
(hier als rote Linie dargestellt) bei 18.69 kcal/mol (E,;, + 1 kcal/mol) befinden. Hierdurch liegen die

Abstandsgrenzen d,;;, und d,,,, die dieses Ankerpaar noch iiberbriicken kann néiher beieinander.

Das Energielimit x wird in absoluten kcal/mol angegeben, und auf die fiir dieses RBR

festgestellte minimale Energie (Ein) addiert.

newk =FE . +Xx

Formel 5: Formel fiir den Energieschnitt. Nur Rotamere, deren Energie kleiner oder gleich newE,,,, ist,

werden weiter beriicksichtigt.

Eine weitere Option, bei der das Energielimit prozentual angegeben werden kann (Formel 6),
wurde zwar programmiert und getestet, fand aber keine Anwendung. Da hier die Energie des

Rotamers mit der hochsten Energie (Enax) in die Formel einging, wurde die Selektion stark

60



Ergebnisse und Diskussion

durch einzelne hochenergetische Konformere beeinflusst. Da es mit dieser Methode nicht
moglich war, reproduzierbar nur energiegiinstige Rotamere zu selektieren, wurde sie nicht

weiter verwendet.

E —-F_
newk =FE . +| ———= |*x
100

Formel 6: Formel fiir die Verwendung eines prozentualen Energieschnittes. Unter Verwendung dieser
Formel fiir den Energieschnitt wurde keine reproduzierbare Selektion von Rotameren geringer Energie

erzielt. Die Formel wurde nicht weiter verwendet. Der Energieschnitt wurde nach Formel 5 durchgefiihrt.

Die csv-Dateien der RBR enthielten zwischen drei und 500000 Rotamere (vgl. Abschnitt
3.1.4). Da der gewihlte Energieschnitt sowohl fiir RBR mit vielen Rotameren, als auch fiir
RBR mit wenigen Rotameren gute Ergebnisse bringen sollte, wurden exemplarisch sechs

RBR ausgewihlt, die gut die Gesamtheit aller RBR repréisentieren (Abbildung 42).

CR2XL1XCR4
523 Rotamere

CRBXL1XCR8

47 Rotamere OO 1 923 Rotamere
N
< S O - . /

CROXL2XCRO CR1XL3XCR6 CR3XL4XCR3
4756 Rotamere 54040 Rotamere 500000 Rotamere

CR8XL2XCR8

Abbildung 42: Die sechs RBR, die zur Bestimmung des giinstigsten Energieschnittes ausgewéhlt wurden.

Die Briicken sind als fett gedruckte Bindungen, die Anker als gestrichelte Bindungen dargestellt.

Jeweils fiir das erste Ankerpaar jedes dieser RBR wurde das Programm csv_2 distdb.c mit
acht verschiedenen Energielimits (0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 5, 10 kcal/mol) gestartet. In

Tabelle 6 ist jeweils der minimale und der maximale iiberspannte Abstand, sowie die
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Differenz [Emax - Emin] (in der Tabelle als range bezeichnet) aufgelistet. In Abbildung 43 ist

die range gegen das als Parameter {ibergebene Energielimit aufgetragen.

RER Energie distance #1 RBR Energie distance #1

schnitt [range  |dmin Armax schnitt [range Amin Armax
CR6XL1XCR8 0.25| 0.000{ 11.335] 11.335[ |CROXL2XCRO 0.25| 0.110] 5.725] 5.835
47 Rotamere 0.5| 0.000| 11.335] 11.335[ [4756 Rotamere 0.5| 2440 4.305| 6.745
0.75] 0.000f 11.335] 11.335 0.75| 2.900] 3.995] 6.895
11 1.130[ 10.775] 11.905 11 2920 3.995] 6.915
2| 5.400[ 10.775| 16.175 2| 3.280| 3.685| 6.965
3| 5.400| 10.775| 16.175 3| 3.460| 3.525| 6.985
5| 5.590| 10.775| 16.365 5| 4.160| 2.825| 6.985
10] 5.770] 10.775] 16.545 10] 4.640f 2.345] 6.985
CR2XL1XCR4 0.25| 3.050f 5.325] 8.375[ |CR1XL3XCR6 0.25| 1.970] 5.225] 7.195
523 Rotamere 0.5| 3.230| 5.145| 8.375| [54040 Rotamere 0.5 3.040| 4.935| 7.975
0.75] 3.260f 5.115] 8.375 0.75| 3.040| 4.935] 7.975
11 3.410[ 4.965| 8.375 11 3.190f 4.935] 8.125
2| 3.640| 4.735] 8.375 2| 4.720| 4.935| 9.655
3| 3.640| 4.735| 8.375 3| 5.530| 4.615| 10.145
5 3.710| 4.665| 8.375 5| 6.320| 4.615| 10.935
10] 3.710] 4.665] 8.375 10] 6.860[ 4.125] 10.985
CR8XL2XCR8 0.25| 0.340f 22.725] 23.065[ |CR3XL4XCR3 0.25| 0.610] 3.605] 4.215
923 Rotamere 0.5 0.520| 22.545| 23.065( [500000 Rotamere 0.5 0.670] 3.545] 4.215
0.75] 0.520| 22.545] 23.065 0.75| 1.420] 3.125] 4.545
11 0.660 22.455| 23.115 1l 1.460( 3.115] 4.575
2| 0.990[ 22.125| 23.115 2| 3.030] 2705 5.735
3| 2.580| 20.545| 23.125 3| 4.790| 2465 7.255
5| 4.280| 18.855| 23.135 5| 6.180| 2215 8.395
10] 7.900] 15.235] 23.135 10] 7.030f 2.055] 9.085

Tabelle 6: Analyse der systematischen Konformationssuchen der in Abbildung 42 dargestellten RBR. Fiir
jedes RBR wurden Energieschnitte bei 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, S und 10 kcal/mol durchgefiihrt und fiir
jeden dieser Energieschnitte analysiert, welchen Einfluss er auf den minimalen (d,;;,) bzw. maximalen
(dmax) Abstand, den ein Ankerpaar an dem jeweiligen RBR iiberspannen kann, hat. In der Spalte "range"
ist jeweils die Differenz d,.. - d,;, aufgefiihrt. Eine graphische Auswertung dieser Daten folgt in
Abbildung 43.
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Abbildung 43: Auftragung des Energieschnittes, bis zu dem Rotamere der RBR in Abbildung 42 fiir die
Bestimmung der Abstandsgrenzen d;, und d,,., (vgl. Tabelle 6) beriicksichtigt wurden, gegen die
Differenz zwischen dem maximalen und dem minimalen iiberspannten Abstand des ersten Ankerpaars
des RBR (hier als "range" bezeichnet). Je hoher der Wert fiir "range", desto breiter der Bereich, fiir den
diese Ankerpaarung das RBR eingesetzt werden kann. Je héher der Energieschnitt, desto mehr

energetisch ungiinstige Rotamere werden beriicksichtigt.

Zur Auswahl eines geeigneten Energieschnittes wurde nach einem Wert fiir x (vgl. Formel 5)
gesucht, bei dem fiir alle betrachteten RBR représentative aber nicht zu viele Rotamere
berticksichtigt wurden. Ein zu kleiner Wert fiir x bedingte, dass manche RBR nur durch ihr
giinstigstes Rotamer reprisentiert wurden - ein Vorgehen, das der Grobheit des Modells und
der zu erwartenden Flexibilitdt der Liganden nicht gerecht wird. Ein zu hoch angesetzter
Energieschnitt wiirde fiir eine Anfrage zu viele Antworten ergeben, insbesondere zu viele
Antworten, die von energetisch vergleichsweise ungiinstigen Rotameren stammen.

Die fiinf zuvor gewihlten RBR mit vielen Rotameren zeigen im Bereich knapp unter
1 kcal/mol ein Plateau in ihrem Kurvenverlauf. Nur die Kurve des RBR CR6XL1XCRS,
dessen csv-Datei nur 47 Rotamere enthilt, zeigt solch einen Verlauf nicht. Sie befindet sich
aber auch bei 1 kcal/mol weder bei einem Entfernungsbereich von 0 (also bei dem Zustand, in
dem nur ein Rotamer verwendet wird), noch bei dem maximalen Abstandsbereich fiir dieses

RBR, der bei 5.77 A liegt. Daher wurde als Energieschnitt 1 kcal/mol gewihlt.
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Dieser Energieschnitt wurde auf alle 225 Rotamer-Dateien angewendet. Von den urspriinglich
28.2 Millionen Rotameren, deren Energie um bis zu 35.12 kcal/mol {iber der Energie des
giinstigsten Rotamers ihres RBR lag, wurden alle aussortiert, deren Energie hdher als
Emin + 1 kcal/mol war. Unterhalb des Energieschnittes lagen 18470 Rotamere, die die
Datenbank DB4 bildeten (vgl. auch Abbildung 97). Aus den db-Dateien mit engeren
Abstandsgrenzen wurde mit Hilfe des Shell-Skriptes 7.3.11 multidb 2 database.sh die
Datenbank DBS5 aufgebaut.

Tabelle 7: Auszug aus der Datenbank DBS. Die Spalten entsprechen denen in Tabelle S. Die zusitzliche
Spalte new_E,,,, enthiilt den jeweiligen Energieschnitt dieses RBR, also den Energiewert, bis zu dem
Rotamere noch fiir die Bestimmung von d,;, und d,,,, beriicksichtigt wurden. Die Spalten d,,;, und d;.
enthalten hier nun deutlich sichtbar niher beieinander liegende Werte als in Tabelle 5, die ohne

Energieschnitt erzeugt wurde.

Epin | BEpax | new _Ega | 1£d.Nr. | 1£d.Nr. | dyig Arax Anker-Atome
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 1 1] 3.915] 4.465 7 CRO.H3 --> 21 CRO.H3
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 2 2 2.915| 4.895 7 CRO.H3 --> 22 CR0O.H4
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 3 3] 5.445] 5.975 7 CRO.H3 --> 23 CRO.H5
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 4 4] 4.585] 5.525 7 CRO.H3 --> 24 CR0O.H6
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 5 51 2.375| 4.765 8 CRO.H4 --> 22 CRO.H4
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 6 6 4.915] 6.285 8 CRO.H4 --> 23 CR0O.H5
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 7 7] 4.635] 5.455 8 CRO.H4 --> 24 CRO.H6
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 8 8| 7.465| 7.945 9 CRO.H5 --> 23 CRO.H5
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 9 9] 6.895| 7.535 9 CRO.H5 --> 24 CRO.H6
CROXLOXCRO | 22.43] 31.53 23.43 10 10| 6.695] 6.955| 10 CRO.H6 --> 24 CRO.H6
CROXLOXCR1 | 12.53]15.54 13.53 11 1l 2.195| 4.675 7 CRO.H3 --> 21 CR1.H1
CR8XL4XCR8 | 39.20| 74.32 40.2 3515 31 23.505|23.685] 21 CR8.H4 --> 74 CR8.H4

Um die Anzahl an hits fiir eine gegebene Distanz vorherzusagen, wurde das Programm
7.3.12 dist_2 count.sh verwendet, das zusitzlich zur gesuchten Entfernung die Angabe einer
maximalen Abweichung erlaubt. Diese maximale Abweichung wurde auf 0.2 Angstrém
gesetzt und berticksichtigt,

e dass in den meisten Fillen kein Rotamer exakt die gesuchte Entfernung widerspiegelt,

e dass die RBR flexibel sind und sehr viel mehr Konformationen einnehmen konne, als

durch die Abtastung in 10 Grad-Schritten generiert wurden und
e dass sich Liganden den sterischen Anspriichen der Bindungstasche anzupassen

vermogen (induced fit des Liganden).
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Bei einem Suche mit 0.2 Angstrdom maximaler Abweichung nach einem Rotamer, das eine
Entfernung von 6 Angstrém iiberspannt werden alle Bausteine als hits ausgegeben, fiir die
"6 Angstrém" innerhalb des Intervalls dyi, - 0.2 bis dpax + 0.2 Angstrém liegt (vgl. Tabelle 7).
Von den ersten elf in Tabelle 7 gezeigten Datenbankeintrdgen werden demnach lediglich der
dritte und der sechste als hits zurlickgegeben, denn nur sie konnen energiegiinstig eine
Entfernung von 5.8 Angstrdm bis 6.2 Angstrom iiberbriicken. Das Skript dist 2 count.sh
fiihrt eine Suche mit anschlieBender Zahlung durch und gibt nur das Ergebnis der Zéhlung
aus. Diese Daten wurden genutzt, um die das Profil der Datenbank DBS5 in Abbildung 44 zu

erzeugen.
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Abbildung 44: Auftragung der Anzahl an hits, die die Datenbank DBS fiir Pharmakophor-Distanzen von
1 bis 30 Angstrom liefert. Die meisten hits (1116) werden erhalten bei einer Anfrage mit einer Distanz von

9 Angstrom (ermittelt mit dem Programm dist 2 _count.sh und einer "allowed deviation" von 0.2 A).

Die meisten hits gab die Datenbank bei einer gesuchten "distance" von 9 Angstrom zuriick.
Im Bereich von 6 bis 14 Angstrom gab die Datenbank fiir jede Anfrage iiber 500 hits zuriick.

Typische Entfernungen innerhalb von Pharmakophoren liegen zwischen vier und

65



Ergebnisse und Diskussion

20 Angstrom.'”2!

Fiir diesen Bereich ist die Datenbank hervorragend geeignet. Einen
Uberblick iiber die in der Datenbank vorhandenen Bausteine und die von ihnen iiberspannten

Entfernungen gibt Abbildung 45.
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Abbildung 45: Auftragung des minimal iiberspannten Abstandes (d.;,), des maximal iiberspannten
Abstandes (d,.) und des Mittelwertes der beiden fiir alle 3515 Ankerpaare. Auf der y-Achse sind die
Abstinde und auf der x-Achse die einzelnen Ankerpaare aufgetragen. Zur Erhohung der

Ubersichtlichkeit sind die Ankerpaare hier nach dem Mittelwert der iiberspannten Abstiinde sortiert.

3.1.7 Interface-Skripte fur die Datenbank DB5

Um spiter auf diese Datenbank zugreifen zu konnen, wurden zwei Skripte geschrieben
(7.3.13 und 7.3.14).

Das erste ist das Shell-Skript 7.3.13 dist 2 rotamerlist.sh. Es erlaubt (wie dist 2 count.sh)
die Angabe der gesuchten Entfernung und der maximalen Abweichung. Dann wird die
csv-Datei des entsprechenden RBR durchsucht. Von allen Rotameren, die innerhalb des
Energielimits liegen, wird das ausgewdhlt, bei dem die Entfernung zwischen den
Ankeratomen der gesuchten Entfernung entspricht. Existiert ein solches Rotamer nicht, so

wird das ausgewdhlt, bei dem die Differenz der Entfernung zur gesuchten Entfernung
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moglichst gering ist. Fiir dieses Rotamer wird die Zeile aus der csv-Datei, erweitert um den
Namen des RBR und die Anzahl der zu modifizierenden Torsionswinkel ausgegeben. Diese
Ausgabe dient dann als Datenbasis fiir das SPL-Skript 7.3.14 rotamerlist 2 manymol2s.spl.
Dieses wird in SYBYL gestartet. Fiir jede Zeile der Ausgabe wird aus der SYBYL-Datenbank
das entsprechende RBR geladen. Dann werden die Torsionswinkel der jeweiligen
Briickenbindung auf die aus der csv-Datei ausgelesenen Werte gesetzt. Fiir das Rotamer,
dessen Torsionswinkel den Angaben aus der Ausgabe von dist 2 rotamerlist.sh entsprechen
wird anschlieBend der Abstand zwischen den beiden Ankern gemessen. Das Molekiil wird
dann als mol2-Datei abgespeichert, wobei die Herkunft der Datei dadurch nachvollziehbar
wird, dass der Dateiname aus dem Namen des RBR, der Entfernung zwischen den beiden
Ankeratomen und den atom IDs der Anker-Atome zusammengesetzt wird.

Jede Zeile der Ausgabe entspricht einem #it, den dist 2 rotamerlist.sh in der Datenbank DB5

gefunden hat. Fiir jeden Ait erzeugt rotamerlist 2 manymol2s.spl ein Molekiil in silico.

3.2 Rekonstruktion des GP120-CD4-Pharmakophors

Als erste pharmakologisch relevante Anwendung der Datenbank DBS wurde die Interaktion
des humanen CD4 mit dem GP120 des HIV (vgl. Abschnitt 1.9.1) gewdhlt. Zu dieser
Interaktion lagen sowohl NMR-spektroskopische als auch rontgenkristallographische
Informationen vor. Die Informationen iiber ein diskontinuierliches Bindungsepitop wurden
von Wiilfken** 2001 mit Hilfe der STD-NMR-Spektroskopie ermittelt. Aus diesen Studien
war bekannt (vgl. Seite 36), dass das Dekapeptid **NMWQKV*°-G-'"*TPL'* aus dem
GP120 an CD4 bindet. Im Besonderen das Indol-System des Trp (auf eine Nummerierung der
Aminoséduren des Dekapeptides wird im Folgenden verzichtet, da sie eindeutig sind), die a-
und e-Protonen des Lys, sdmtliche Protonen des Val, die B- und y-Protonen des Thr, die -

Protonen des Pro und die Methylgruppen des Leu vermitteln die Bindung.
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Abbildung 46: Das von Wiilfken* mit Hilfe der STD-HSQC-Spektroskopie ermittelte Bindungsepitop des
vom GP120 abgeleiteten Dekapeptides NMWQKVGTPL. Die in der Abbildung rot gekennzeichneten
Atome zeigten einen starken STD-Effekt und sind somit wahrscheinlich direkt an der Bindung dieses

Peptides an CD4 beteiligt.

Die Informationen iiber die dreidimensionale Anordnung dieser Gruppen im Raum kann
theoretisch  sowohl aus transferred  NOESY-NMR-Studien, als auch aus
rontgenkristallographischen Daten erhalten werden. Da fiir diese Wechselwirkung keine
ausreichend hochaufgeldste transferred NOESY-NMR-Studie vorlag, wurden die 3D-

1'% ermittelt.

Informationen mit Hilfe der Rontgenstruktur von Kwong et a
Anhand der Ergebnisse der STD-NMR-Untersuchungen, der Virusinhibitions-Assays und der
Rontgenstrukturanalyse kann als gesichert angesehen werden, dass der Bindungsmodus des
Dekapeptides NMWQKVGTPL dem der entsprechenden Aminosduren des GP120

. 4;1
entspricht.**'®

3.2.1 Bearbeitung der Rontgenstruktur

Kwong et al. gelang es 1998 ein partiell deglykosyliertes und gekiirztes GP120 mit zwei
Dominen des CD4 und einem gegen GP120 gerichteten Antikorper zu kokristallisieren (vgl.
Abbildung 18).'**

Die Rontgenstruktur mit einer Auflssung von 2.5 A wurde unter dem Zugriffscode 1gcl aus
der Brookhaven Protein Data Bank™®’ geladen. Mit Hilfe von SYBYL wurden aus der
Struktur alle nicht zum Komplex gehorenden Atome, alle Wassermolekiile und der
Antikorper entfernt. Da Wasserstoffatome in der Rontgenstrukturanalyse nicht aufgelost
werden (vgl. Abschnitt 1.5.3), wurden diese anschlieBend mit SYBYL hinzugefiigt. Analog
zu den Arbeiten von Wiilfken®* wurden alle Aminosduren des GP120 bis auf die zehn oben
genannten entfernt und dann die beiden verbleibenden Sequenzabschnitte, das Heptapeptid

PNMWQKVG*! und das Tripeptid '“TPL'* verkniipft. Hierzu wurde eine Bindung
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zwischen dem Carbonyl-Sauerstoffatom des Gly und dem amidischen Stickstoffatom des Thr
gekniipft. Unter Fixierung der Aminoséduren Lys und Pro wurde eine Energieminimierung des
Tripeptides V-G-T nach AAV 1b durchgefiihrt. Die so erhaltene Struktur des Dekapeptid-
CD4-Komplexes, die aufgrund von Uberlappungen der nachtriglich hinzugefiigten
Wasserstoffatome miteinander energetisch sehr ungiinstig war, wurde anschlieBend nach
AAV lc iiber 1000 Schritte energieminimiert. Hierbei wurden Gasteiger-Marsili-Ladungen
und eine Dielektrizititskonstante von 1 verwendet. Um die Struktur in einer dhnlichen
Konformation wie die Struktur von Kwong et al. zu erhalten und um Vergleichbarkeit zum
biologischen System zu gewihrleisten wurde diese Minimierung in einer Wasserbox
durchgefiihrt.

Im Folgenden wurden die, von Wiilfken per STD-NMR-Spektroskopie identifizierten,
Wechselwirkungen von Aminosduren des Dekapeptides mit Aminosduren des CD4
beriicksichtigt. Die Seitenkette des Trp interagiert mit Ser42 und Phe43. Die geladene
Seitenkette des Lys wechselwirkt ionisch mit der Carboxylgruppe des Asp63. Diese beiden
Interaktionen wurden durch Modifikation der entsprechenden Torsionswinkel des
Dekapeptides berticksichtigt. Die von Wiilfken beschriebene Interaktion des Thr und Leu mit
Ser60 und Leu61, sowie die "Einbettung" der Seitenkette des Val durch Trp62, Serd2, Phe43,
Arg59, Ser60, Asp63 und Ser23 waren schon ohne manuelle Modifikation gut gegeben.

Die modifizierte Struktur wurde nach AAV lc iiber 1000 Schritte in einer Wasserbox

energieminimiert.

3.2.2 Vermessung des Pharmakophors

Der Ligand NMWQKVGTPL und der Rezeptor CD4 wurden fiir die weitere Verwendung in
DOCK (ab Abschnitt 3.3.2) im mol2-Format*** gespeichert.

Um einen Teil des Pharmakophors mit Bausteinen aus der Datenbank DB5 nachahmen zu
konnen, wurden zunichst fiinf Ankeratome im Dekapeptid definiert. Basierend auf den
STD-Ergebnissen von Wiiltken (Abbildung 46) waren dies das aromatisches He3 des Trp, ein
He des Lys ein Hy des Val, ein Hy des Thr und ein Ho des Leu (siche Abbildung 47 und
Tabelle 8).
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Abbildung 47: Bindungsepitop des Dekapeptides NMWQKVGTPL zum CD4. Die fett gedruckten Atome
vermitteln die Bindung. Die fiinf farbigen Kreise bezeichnen die fiinf Protonen, die als Reprisentanten

der bindenden Gruppen ausgewiihlt und als Anker B1 bis BS definiert wurden.

Tabelle 8: Nihere Beschreibung der fiinf Ankeratome im NMWQKVGTPL (vgl. Abbildung 47). Die
cigentlichen Anker sind die als Pharmakophoratom bezeichneten Wasserstoffatome. Zur eindeutigen
Bezeichnung der Atome ist zusétzlich in der Spalte "Geriistatom" das Kohlenstoffatom mit angegeben, an

das sie kovalent gebunden sind.

Anker | Aminosiure Pharmakophoratom | Geriistatom
B1 W - Tryptophan | He3 Ce3

B2 K - Lysin He Ce

B3 V - Valin Hy Cy

B4 T - Threonin Hy Cy

BS5 L - Leucin Hd Co

Die zehn Abstinde zwischen diesen funf Atomen wurden mit SYBYL vermessen. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 9 und Abbildung 49 dargestellt.
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Abbildung 48: Darstellung der fiinf Ankeratome B1 bis BS (farbige Kugeln, Farbcode entsprechend
Abbildung 47) im Dekapeptid NMWQKVGTPL (schwarze Linien). Die Connolly-Oberfliche'® des CD4

ist gelb dargestellt, die box fiir das spiitere docking als violetter Kasten.

Exemplarisch wurden die Anker B2 und BS5, also das He des Lysins und das HS des Leucins

ausgewihlt. Der Abstand zwischen ihnen betrigt 11.477 A. Dieser wurde im folgenden

Abschnitt fiir die Suche in der Datenbank DB5 verwendet.

Tabelle 9: Abstinde zwischen den in Abbildung 47 definierten und Abbildung 48 dargestellten
Ankeratomen im Dekapetid NMWQKVGTPL. Das Ankerpaar B2-BS ist fett gedruckt, da es im

Folgenden fiir die Suche in der Datenbank verwendet wurde.

Anker-Paar | Entfernung Anker-Paar | Entfernung
B1-B2 15.138 B2-B4 9.207
B1-B3 11.940 B2-BS 11.477
B1-B4 16.816 B3-B4 7.043
B1-B5 23.437 B3-B5 11.801
B2-B3 8.345 B4-B5 9.818
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Abbildung 49: Darstellung aller Entfernungen zwischen den als Kugeln dargestellten Ankeratomen
B1 (rot), B2 (griin), B3 (blau) B4 (gelb) und BS (magenta) im an CD4 (nicht dargestellt) gebundenen
Dekapeptid NMWQKVGTPL. Der Rest des Peptides ist "by atom color" eingefirbt (vgl. Seite V). Die
Strecke zwischen den Ankern B2 und BS ist fett gedruckt, da sie im Folgenden fiir die Suche in der

Datenbank verwendet wurde.

3.3 Auswahl virtueller Leitstrukturen

Die Entfernung von 11.477 A, die an diesem Punkt als einziges Kriterium fiir die Suche in der
Datenbank DB5 verwendet werden sollte, reprisentiert die tatsdchliche chemische Situation
im Pharmakophor nur ungenau und unvollstdndig. Durch die Reduktion aller Anforderungen
der Bindungstasche auf den Abstand zwischen zwei Protonen wird das Problem extrem
vereinfacht. Informationen iiber weitere sterische und elektrostatische Anforderungen und
mogliche Einschrankungen sind in diesem Konzept nicht enthalten. Auch tauscht die Angabe
des "Suchabstandes" mit drei Nachkommastellen iiber die Grobheit des Modells hinweg. Die
Bausteine, die aufgrund dieser Eingabedaten gefunden werden, konnen nur Anregungen fiir
die weitere Wirkstoffentwicklung sein. Auch nach ihrer chemischen Funktionalisierung in
Abschnitt 3.4 sind sie bestenfalls fiir dieses in silico-Modell optimiert. In vitro-Assays werden
durch in silico-Verfahren wie dieses selbstverstindlich nicht vollstindig zu ersetzen sein,

ebenso wenig wie der chemische Sachverstand des Forschers.
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3.3.1 Suche in der Datenbank
Fir das Ankerpaar B2-B5 (vgl. Abbildung 47) wurde im vorherigen Abschnitt eine

Entfernung von 11.477 A gemessen. Diese wurde zur Suche in der Datenbank DB5 genutzt.
Um der Grobheit des Modells gerecht zu werden, wurde eine allowed deviation von 0.2 A
verwendet.

Es wurden 943 Ankerpaare gefunden, die in der Lage sind, energiegiinstig den Abstand von
11.477 A zu iiberspannen. Die chronologisch ersten drei Ankerpaare, die von verschiedenen

RBR stammen, sind exemplarisch in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Auszug aus den 943 Ankerpaaren aus der Datenbank DB5 auf die Anfrage nach Bausteinen,
die energiegiinstig die Distanz von 11.477 A (£ 0.2 A) iiberspannen kénnen. Da hier noch kein ranking

existiert, sind chronologisch die ersten drei Ankerpaare aufgelistet, die von verschiedenen RBR stammen.

Ecut| Enin | Enax | n€W_Ea [ LEd.Nr. | 1£d.Nr. | dpin | dnax Anker-Atome
CROXLOXCR7[1k |32.89] 39.43 33.89 112 10( 11.625| 11.645|8 CR0.H4 --> 35 CR7.H25
CROXLOXCRS8|1k | 30.15| 36.97 31.15 136 2| 11.295| 11.325|7 CR0.H3 --> 35 CR8.H4
CROXL1XCR5[1k |12.10] 19.80 13.10 222 10[ 9.255| 11.535|9 CR0O.H5 --> 31 CR5.H7

Das Skript dist 2 rotamerlist.sh selektiert nicht nur die passenden Ankerpaare, es durchsucht
auch die csv-Dateien, die die Rotamere der jeweiligen RBR enthalten, nach dem Rotamer, das
den gesuchten Abstand am besten erfiillt. Existiert kein Rotamer, welches exakt den
gesuchten Abstand tiberspannt, so wihlt das Skript das Rotamer, das, innerhalb der
Energiegrenzen des Energieschnittes die geringste Abweichung von der gesuchten Distanz
aufweist. Als Beispiele fiir die Ergebnisse dieses Schrittes sind in Abbildung 50 die drei RBR
aus Tabelle 10 mit den von ihren ausgewéhlten Rotameren {iiberspannten Distanzen

dargestellt.
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Abbildung 50: Abbildung je eines Rotamers fiir jedes der drei Ankerpaare aus Tabelle 10 und somit
dreier hits auf die Anfrage nach Bausteinen, die energiegiinstig eine Entfernung von 11.477 A (+ 0.2 A)
iiberspannen konnen. Die mit blauen Kreisen markierten Atome sind die Ankeratome, die diese

Entfernung aufspannen.

3.3.2 Ranking der initialen hits

Die Liste der hits nach dem initialen Schritt, der Suche in der Datenbank DBS5, wird immer
relativ grof sein (vgl. Abbildung 44). Da die chemische Funktionalisierung zeitintensiv ist
und in diesem System nicht vollautomatisch vom Computer erledigt werden kann, sollte nach
der initialen Suche eine Verringerung der Anzahl der Aits erfolgen. Im Falle der vorliegenden
Arbeit wurde dies mit Hilfe des Programms DOCK'*® und der 3D-Struktur des Rezeptors
durchgefiihrt. Fiir Félle, in denen keine 3D-Struktur des Rezeptors vorliegt, sind andere
Moglichkeiten des ranking und der Verringerung der Anzahl der hits denkbar. Mdogliche
Kriterien fiir die Selektion von hits sind zum Beispiel die gewiinschte Flexibilitédt, die
Molmasse, das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein bestimmter Ringsysteme oder auch

QSAR-Studien.

3.3.3 Vorbereitung des docking

Da in diesem Fall eine 3D-Rezeptorstruktur (vgl. Seite 69) vorlag, konnte diese, in

Verbindung mit dem Programm DOCK, fiir die weitere Selektion der 4its verwendet werden.

Das docking wurde im Wesentlichen nach der Kurzanleitung im DOCK-Handbuch'®

durchgefiihrt. Auf die Abweichungen davon wird im Folgenden niher eingegangen.
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Abbildung 51: Flussdiagramm aus der Bedienungsanleitung zu Dock4.'® Es ist gezeigt, wie man von einer
Datenbank von Liganden (oben links) und einer Rontgenstruktur des Rezeptors (oben mittig) zu
gedockten Liganden (unten mittig) kommt. Weille Késten mit blauem Rand beschreiben Dateien. Die

anzuwendenden Programme sind in magentafarbener Schrift angegeben.

Der so genannte PDB-Rezeptor wurde aus dem in Abschnitt 3.2.1 erzeugten Rezeptor (vgl.
Seite 69) erzeugt, indem alle Wasserstoffatome, alle Atome des GP120 bzw. Dekapeptides

und alle Ladungen entfernt wurden.
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Der so genannte mol2-Rezeptor wurde aus dem in Abschnitt 3.2.1 erzeugten Rezeptor
erzeugt, indem zuerst alle Atome des GP120 bzw. Dekapeptides und alle Ladungen entfernt
wurden. AnschlieBend wurden Ladungen nach dem Gasteiger-Marsili-Modell*** hinzugefiigt.
Die Rezeptoroberfliche wurde mit dem Programm AUTOMS fiir den gesamten Rezeptor
erzeugt.

Das Programm SPHGEN wurde verwendet, um einen Cluster von spheres zu erzeugen, die
DOCK spiter fiir die Platzierung des Liganden bendtigt. Von den 39 erzeugten sphere
clusters, die an verschiedensten Stellen der Oberfliche des CD4 lokalisiert waren, wurde
einer, der im Bereich der Bindungsstelle des Dekapeptides lag, ausgewihlt und manuell
modifiziert. Geloscht wurden spheres, die weit entfernt von der Region lagen, in der das
Dekapeptid bindet. In Bereichen, in denen zwar das Dekapeptid bindet, der ausgewéhlte
Cluster aber keine spheres enthielt, wurden spheres aus anderen Clustern hinzugefiigt. Der
resultierende sphere cluster, der 40 spheres enthielt, ist in Abbildung 52 dargestellt. Fiir das
constrained docking wurden dem sphere cluster zwei weitere spheres hinzugefiigt, an den
Koordinaten, an denen die Ankeratome B2 und B5 des Dekapeptides lokalisiert waren. Diese
beiden spheres, die in der sphere-Datei als "critical spheres" (vgl. Abschnitt 1.7.4)
gekennzeichnet wurden, sind in Abbildung 52 griin (Lys) und magentafarben (Leu)
dargestellt.
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Abbildung 52: Abbildung des sphere cluster fiir das constrained docking. Die 40 von SPHGEN generierten
spheres sind als violette Kugeln dargestellt. Die beiden zusiitzlich hinzugefiigten critical spheres sind griin
(Bildmitte, am Lysin des Dekapeptides) und magenta (unten rechts im Bild, am Leucin des Dekapeptides)
dargestellt. Das Dekapeptid ist als schwarze Linien, die Oberfléiche des CD4 in gelb und die box fiir das

constrained docking als violetter Kasten dargestellt.

Das grid, welches DOCK dazu nutzt, das spitere scoring zu beschleunigen, ist ein virtuelles
Gitter, das den gesamten Raum der Bindungsregion fiillt. Fiir jeden Gitterpunkt werden im
Vorwege bereits die elektrostatischen und sterischen Einfliisse des Rezeptors auf ein Atom an
diesem Punkt berechnet und abgespeichert. Fiir das scoring stehen diese dann bereits zur
Verfligung. Das scoring-grid wurde mit den Programmen SHOWBOX und GRID erzeugt.

Die entsprechende Parameter-Datei ist in Anhang 7.4 abgedruckt.

Erzeugung von ligand spheres

Fiir das constrained docking, bei dem die Ankeratome des zu dockenden Liganden exakt an
den Positionen der Ankeratome B2 und B5 des Dekapeptides fixiert werden sollten, wird fiir
jeden zu dockenden Liganden eine sphere-Datei (sphere_file) bendtigt, in der spheres an den
beiden zu verwendenden Ankeratomen dieses Liganden definiert sind. Diese sph-Dateien
wurden mit 7.3.15 ligand 2 ligandcenter.spl automatisiert direkt aus den entsprechend

benannten mol2-Dateien der Liganden erzeugt.

77



Ergebnisse und Diskussion

Um automatisiert einen Liganden nach AAV 2 (constrained docking) docken zu kénnen und
gleichzeitig die dafiir bendtigte ligand.sph-Datei zu erzeugen, wurde das Shell-Skript
7.3.16 dock single ligand to B2B5.sh verwendet. Dieses wiederum wird von einem
weiteren Skript (7.3.17 dock all in dir to B2BS5.sh) aufgerufen, welches dazu genutzt
wurde, alle Liganden, deren mol2-Dateien sich innerhalb eines Verzeichnisses befinden, nach
AAV 2 an CD4 zu docken. Fiir jeden gedockten Liganden wird eine log-Datei der Ausgabe
von DOCK erzeugt.

3.3.4 Docking und Ergebnisse

Fir die 943 hits aus Schritt 3.3.1 wurden mit Hilfe von rotamerlist 2 manymol2s.spl
mol2-Dateien erzeugt. Diese sollten mit Hilfe von dock all in dir to B2B5.sh geméil
AAYV 2 an den Rezeptor gedockt werden. Dieses docking war, aufgrund der groBen Anzahl an
Liganden und aufgrund von Beschridnkungen der verwendeten Software (der Begrenzung des
fiir Argumente und Umgebungsvariablen reservierten Adressraums) nur mit dem Skript
7.3.18 dock_struct ligandsx to B2B5.sh mdglich. Fiir jeden Liganden wurde hierbei eine
dock.in-Datei erzeugt. Das Templat, auf dem alle diese Dateien beruhen, ist in Tabelle 25
abgedruckt.

Die Analyse der dockings erfolgte mit Hilfe des Skriptes 7.3.19 analyze dockings in_dir.sh.
Es zeigte sich, dass von den 943 ersten hits 660 ein docking ergaben und 283 nicht (vgl.
Tabelle 11). Die 283 Molekiile, die sich gemdl AAV 2 nicht docken lieBen, wurden

verworfen. Alle anderen 660 Aits wurden weiter untersucht.
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Tabelle 11: Ausschnitt aus den Ergebnissen analyze dockings in_dir.sh. Nach der Auflistung der 283

Molekiile, die kein docking ergaben, sind energiesortiert die 660 hits aufgelistet, die sich docken lieflen.

NULL ORIENTATIONS FOR

dock CROXLIXCR7 10.967 8 39.log, 0, 1000.00
dock CROXLIXCR7 11.736 8 40.log, 0, 1000.00
dock CROXL1XCR7 12.061 8 38.log, 0, 1000.00
dock CR6XL3XCR6 9.853 14 41.log, 0, 1000.00
SUCCESSFUL DOCKINGS

dock CR3XL4XCR5 11.551 15 41.log, 2, -10.05
dock CR3XLI1XCR5 11.522 14 33.log, 2, -7.70

dock CR5XL3XCR8 11.707 15 47.log, 2, -6.84

dock CR6XLIXCR7 11.396 14 44.log, 2, 1500928.00

Fiir jeden der 660 hits, die erfolgreich gedockt werden konnten ("bestitigte hits"), hatte

DOCK zwei Orientierungen abgespeichert. Diese Orientierungen unterschieden sich vor

allem darin, welches der Ankeratome des RBR welche der zu besetzenden "critical spheres"
B2 und BS5 belegte. Beispielhaft sind in Abbildung 53 und Abbildung 54 die beiden
Orientierungen fiir das RBR CR3XL4XCRS5 11.551 15 41 angegeben, das insgesamt das

docking mit der giinstigsten Energie (-10.05 kcal/mol) ergab.
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Abbildung 53: Erste Orientierung aus dem constrained docking des RBR CR3XL4XCRS5_11.551_15 41.
Farben entsprechend Abbildung35 und Seite V. Diese Orientierung erreichte eine Energie

von -10.05 kcal/mol. Crossed Stereodarstellung.

Abbildung 54: Zweite Orientierung aus dem constrained docking des RBR CR3XL4XCRS 11.551_15 41.

Farben entsprechend Abbildung 35 und Seite V. Diese Orientierung wurde von DOCK mit einer Energie
von 4187562 kcal/mol bewertet. Die Energie ist so hoch, weil Atome des Liganden mit Atomen des
Rezeptors iiberlagern. Die jeweils zweiten Orientierungen hatten oft sehr hohe Energien und wurden im

Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verwendet.
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Fir die 660 hits, die erfolgreich gedockt werden konnten, wurde mittels

analyze dockings in_dir.sh ein ranking erstellt. Hierfiir wurden jeweils die Energiewerte der

giinstigeren der beiden Orientierungen verwendet.

Die Ergebnisse der 660 erfolgreich gedockten #its sind in Tabelle 12 und Abbildung 55 und

Abbildung 56 zusammengefasst.

Tabelle 12: Ubersicht iiber die Energien der constrained dockings der 943 hits.

943 gedockt, davon
283 ohne Erfolg
660 mit Erfolg (giinstigste Energie = -10.05 kcal/mol)
E < 0 kcal/mol 84
0 <E <100 kcal/mol 102
100 < E <1000 kcal/mol 77
1000 < E < 10000 kcal/mol 82
10000 < E < 100000 kcal/mol 150
100000 < E < 1500928 kcal/mol 165
= Energien der dockings B2B5
1500000 7 £ (alle 660 dockings ) ‘
© 3
w $
1000000 + /'
500000 -
0 DOCK-ranking
0 100 200 300 400 500 600 700

Abbildung 55: Auftragung der in Tabelle 12 zusammengefassten Energiewerte der constrained dockings

der 660 hits an CD4. Eine Vergrofierung des Bereiches der besten 100 DOCK-rankings folgt in

Abbildung 56.
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Abbildung 56: Auftragung der Energiewerte der besten 100 constrained dockings der 660 hits an CD4. Die
Energien aller 660 dockings sind in Abbildung 55 aufgetragen.
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3.3.5 Beurteilung nach Variabilitat in den Ringen

Um ein moglichst reprisentatives Spektrum der Aits weiter verfolgen zu konnen, wurden fiinf
der TOP10 bestitigten hits als Leitstrukturgeriiste fiir das weitere Vorgehen ausgewihlt. Die
TOP10 sind in Abbildung 57 abgebildet, ihre Energien in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13: Auflistung der TOP10 des constrained docking der 660 hits der Suche nach Rotameren, die

energiegiinstig die Entfernung von 11.477 A iiberspannen kénnen.

gedockter Ligand Energie [kcal/mol]
CR3XL4XCRS5 11.551 15 41 -10.05
CR3XLIXCRS5 11.522 14 33 -7.70
CR5XL3XCRS8 11.707 15 47 -6.84
CR4XL4AXCRS5 11.464 13 42 -6.63
CR1XL4XCR7 11.474 07 50 -5.99
CR2XL4XCR4 11.478 12 42 -5.92
CR4XL4XCRS5 11.475 13 40 -5.88
CR5XL2XCR7 _11.400 16 48 -5.72
CR4XL4XCR4 11.477 13 40 -5.53
CR3XL2XCR7 _11.558 14 45 -5.26
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Abbildung 57: Die TOP10 des constrained docking der 660 hits der Suche nach Rotameren, die
energiegiinstig die Entfernung von 11.477 A iiberspannen konnen. Die Liganden docken in ihrer
energiegiinstigeren Orientierung (vgl. Abbildung 53 und Abbildung 54) mit dem hier magentafarben
markierten Proton an der Stelle, wo sich der Anker BS, also das Hé des Leucins befindet. Das hier griin
markierte Proton dockt in dieser Orientierung dann am Anker B2, der Position des He des Lysins (vgl.
Tabelle 8).

Bei einem visuellen Vergleich der RBR fiel auf, dass CR4XL4XCRS (viertbeste Energie)
dem RBR mit der besten Energie (CR3XL4XCRS) sehr dhnlich ist. Beide RBR bestehen aus
den gleichen Ringsystemen und der gleichen Briicke, nur der Verkniipfungspunkt der Briicke
am Indol-Ringsystem ist um eine Position verschoben. Da die Untersuchung von sowohl
CR4XL4XCRS5 als auch CR3XL4XCRS5 wahrscheinlich zu sehr &hnlichen Ergebnissen
gefiihrt hitte, wurde auf die weitere Untersuchung von CR4XL4XCRS verzichtet, und
stattdessen noch der Aif mit der sechstbesten Energie (CR2XL4XCR4) mit in Schritt 3.4

ubernommen.
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Abbildung 58: Die fiinf RBR, die zur chemischen Funktionalisierung in Abschnitt 3.4 ausgewihlt wurden
(TOPS). Angegeben ist jeweils die Bezeichnung, die sich aus der in silico-Kombinatorik ergeben hatte und
die im Folgenden verwendete Bezeichnung, die den Rang des hit, bewertet nach Energie angibt (so ist
B2BST2 der hit, der unfunktionalisiert beim constrained docking an die Anker B2 und BS die zweitbeste

Energie ergeben hatte).

3.4 Funktionalisierung der ausgewéhlten Geriiste

Die Datenbank DBS5 enthdlt nur unfunktionalisierte RBR. Reale Wirkstoffe enthalten eine
Vielzahl von funktionellen Gruppen.’”> Diese "sidechains" wurden bisher in dieser Arbeit
ignoriert. Sie wurden im Ansatz von Bemis und Murcko (vgl. Abschnitt 1.3.1) entfernt, als
die Wirkstoffe der Comprehensive Medicinal Chemistry database in Geriiste, Ringsysteme,
Briicken und Seitenketten aufgeteilt wurden. Fiir die Konstruktion der RBR in Abschnitt 3.1
wurden nur die Analysen iiber Ringsysteme und Briicken (/inker) angewandt. Seitenketten
wurden bis zu diesem Abschnitt vollstindig ignoriert. Des Weiteren wurden auch
Heteroatome innerhalb der Ringsysteme und der Briicken bisher ignoriert.

Durch das Hinzufiigen von Seitenketten und funktionellen Gruppen an den Ringsystemen und
durch Heteroatom-Substitiution innerhalb der RBR ist es moglich, die Bindungseigenschaften
der jeweiligen RBR zu verbessern. Hinzugefiigte unpolare Reste konnen in hydrophobe
Taschen des Rezeptors binden. Zwischen geladenen Gruppen des Rezeptors und neu
hinzugefiigten geladenen Gruppen am RBR konnen Ionenbindungen entstehen etc. Solche
Verbesserungen der Bindung sind nur zu erwarten, wenn beim Hinzufiigen von funktionellen

Gruppen Informationen verwendet werden konnen, die iiber die die Pharmakophor-Distanz
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hinausgehen. Als Quelle fiir solche, die Bindung ndher beschreibenden Informationen
kommen zum Beispiel Kristallstrukturen, QSAR-Studien und transferred NOESY-NMR-
Studien in Frage, und somit genau die Techniken, die auch zur Beschreibung des
Pharmakophors verwenden werden konnen. Unter Zuhilfenahme dieser Informationen kann
eine Optimierung der Liganden in silico stattfinden, bevor erste in vitro-Tests oder ein HTS
durchgefiihrt werden.

Wenn keine Rontgenkristallstruktur vorliegt, muss sich die Einfiihrung funktioneller Gruppen
allein an der Funktionalitit des Liganden, der als zur Ermittlung des Pharmakophors gedient
hatte, orientieren. Fiir die Abschitzung der Bindungsenergien kann dann allein die
Ahnlichkeit zu diesem Liganden herangezogen werden.

Im vorliegenden Fall existiert sowohl eine Réntgenkristallstruktur,'™ die im Rahmen dieser
Arbeit bereits verwendet wurde (Abschnitt 3.2) und ein "Musterligand" (das Dekapeptid
NMWQKVGTPL). Die Funktionalisierung der RBR erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
anhand der Struktur des biologisch aktiven Liganden NMWQKVGTPL.* Die funktionellen
Gruppen wurden so eingefiihrt, dass sie im Dekapeptid vorhandene Strukturmotive
nachahmen oder konservativ variieren sollten. In wieweit diese Nachahmung jeweils
erfolgreich war, und welche funktionelle Gruppe an welcher Position die
Bindungseigenschaften wie beeinflusst, wurde in silico durch constrained docking an die
CD4-Rontgenstruktur von Kwong ef al. untersucht. Die auf diesen docking-Untersuchungen
basierende Energiebewertung wurde zur Auswahl giinstiger Einzelmodifikationen und zur
Kombination der jeweils zwei giinstigsten Modifikationen in einem neuen Liganden
verwendet. Die Bindungseigenschaften der doppelt funktionalisierten RBR wurden anhand
von unconstrained docking-Experimenten abgeschitzt. Im Folgenden sind dieses Schritte fiir
die in Abschnitt 3.3.5 ausgewéhlten Leitstrukturgeriiste beschrieben. Da ab diesem Schritt der
Arbeit auch ionische Wechselwirkungen betrachtet werden, wurden ab hier alle docking-
Experimente mit Molekiilen durchgefiihrt, deren Partialladungen nach dem Modell von

Gasteiger et al.” beriicksichtigt wurden.

3.4.1 Funktionalisierung des Leitstrukturgeruistes B2B5T1

An dem nach AAV2 gedockten Leitstrukturgeriist wurden vier verschiedene
Funktionalisierungen am Anker B5Leu und sieben Funktionalisierungen am Anker B2Lys
durchgefiihrt. Wie auch bei allen anderen Funktionalisierungen wurden die Anderungen der

Atomtypen, das Loschen und Hinzufiigen von Atomen und die Berechnung der
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Partialladungen in einem SPL-Skript zusammengefasst. Dies erleichterte das Auffinden von
Fehlern und erhohte die Reproduzierbarkeit. Exemplarisch ist in Anhang 7.3.20 das Skript
B2B5T1 LO1KO0O 15 41.col zur Erzeugung von B2B5T1 LO1KO0O abgedruckt. In diesem
Skript wurde zuerst das Ergebnis des docking des unmodifizierten Liganden
B2B5T1 LOOKOO 15 41 geladen und danach das Wasserstoffatom an der 8-Position des
Naphtylringes durch ein sp>-hybridisiertes Kohlenstoffatom ersetzt. Anschliefend wurden die
drei neuen Wasserstoffatome an diesem Kohlenstoffatom hinzugefiigt. Nach der Berechung
von Gasteiger-Marsili-Ladungen203 wurde das Molekiill unter seinem neuen Namen
B2B5T1 _LO1KOO 15 41 wieder abgespeichert.

Jedes einfach modifizierte Leitstrukturgeriist wurde nach AAV 2 energiebewertet.

B2B5T1_LOOKO00_15_41 CR3XL4XCR5

@®B2 Lys
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J4 0°
’ II i ’ ’.
LO2 LO3 L04

LO1
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/ S / S~ / /

K1 K02 K03 K04
R N K05 —CH,-NH +

) | R=KO6 —CH,CH,-NH,+
KO7 —CH,NH,C(NH)(NH,)+

Abbildung 59: Die am RBR CR3XL4XCRS, durchgefiihrten in silico-Funktionalisierungen. Oben: Das

unfunktionalisierte RBR. Mitte: Die vier Modifikationen am Ringsystem CRS zur Nachahmung des
Bindungsbeitrages des Leucins. Unten: Die sieben Funktionalisierungen am Ringsystem CR3 zur
Nachahmung der Bindungseigenschaften des Lysins. Die fett gedruckte Bindung am jeweiligen
Verkniipfungspunkt reprisentiert hier jeweils die gesamte Briicke und das jeweils andere Ringsystem in

seiner unmodifizierten Form.
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Tabelle 14: in Abbildung 59 dargestellten
funktionalisierten RBR. Die Energie des unmodifizierten RBR L00K00 war mit -9.50 kcal/mol etwas

Energien der constrained dockings der einfach
ungiinstiger als im ersten docking (Tabelle 13), da nun, im Gegensatz zum ersten docking die

Partialladungen des Molekiils beriicksichtigt wurden. Die Coulomb-Energie dieses docking von LO0KO00

betrigt +0.55 kcal/mol.

Ligand Energie Ligand Energie

LOOKO00 -9.50 LO0OKO02 NA
LO1KO00 -9.82 LO0OKO03 -9.12
L02K00 -10.03 LO0K04 -1.01
L03KO00 -10.09 LOOKO0S5 -16.01
L04K00 -10.34 LO0KO06 4.95
LO0OKO1 -14.23 LOOKO07 62.26

Top scorer waren L04 und KO5. Die am L04 neu eingefiigte Ethylgruppe passte sich gut in
die unpolare Region des Rezeptors ein, in der im Dekapeptid Cp und Cy des Leucins liegen.
Auf der Seite des Lysins wurde die ionische Wechselwirkung mit dem Asp63 am besten
durch das sterisch am wenigsten anspruchsvoll substituierte Indol K05 erfiillt. Sowohl die
Einfiihrung groBerer Substituenten an dieser Position (K06, K07) als auch die Authebung des
Indol-Systems (K01-K04) resultierte in ungiinstigeren Energiewerten.

Das doppelt modifizierte B2BST1 _L04KO05 zeigte nach AAV 2 bewertet einen Energiewert
von -16.85 kcal/mol. Diese Energie setzte sich zusammen aus -11.66 kcal/mol van-der-Waals-
Energie und -5.19 kcal/mol Coulomb-Energie. Da im Vergleich dazu B2BST1_L0O0KO0O0 eine
Energie von -10.05 (van-der-Waals) und +0.55 (Coulomb) gezeigt hatte, wurde deutlich, dass
hier vor allem die bessere Nachahmung der ionischen Wechselwirkung des Lysins mit dem
Asp63 die Bindungsenergie verbessert hat.

Da die Unterschiede in den Energiewerten der verschiedenen Leucin-Modifikationen eher
gering waren (die Werte reichten von -9.05 bis -10.34 kcal/mol, vgl. Tabelle 14), war auch
der Effekt des Wechsels von L00 nach L04 gering (0.84 kcal/mol).
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Abbildung 60: Crossed Stereodarstellung des constrained docking des Leitstrukturmotivs
B2BST1_L04K05, das eine Energie von -16.85 kcal/mol erreichte. Die Farben sind entsprechend
Abbildung 35 und Seite V gewiihlt.

3.4.2 Funktionalisierung des Leitstrukturgerlistes B2B5T2

Das nach AAV 2 gedockte Leitstrukturgeriist wurde vierfach am Anker B5Leu und elffach
am Anker B2Lys modifiziert. Hierbei stellte sich die Frage, wie die freie Drehbarkeit von neu
angekniipften Bindungen in den Substitutionen K01, K06-K11, L02 und L04 beriicksichtigt
werden sollte. Es wurde entschieden, fiir jede dieser Varianten einzeln alle moglichen
Rotamere zu generieren und zu docken. Im Anhang 7.3.21 ist exemplarisch das SPL-Skript
B2B5T2 LOOKO7X 14 33.col gezeigt, mit dem die 1296 Rotamere des RBR
B2B5T2 LO0KO7 (Abbildung 61) erzeugt wurden.
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Abbildung 61: Das Leitstrukturgeriist B2B5T2, einfach funktionalisiert gemifi Abbildung 62 zum
B2B5T2_L00KO07. Die optimalen Torsionswinkel der mit Pfeilen gekennzeichneten rotierbaren Bindungen
der neu hinzugefiigten Aminoethylgruppe werden mit Hilfe der Skripte B2B5T2_L00K07X_ 14 33.col und
B2B5T2_LXXKXX_torsionscan.sh ermittelt.

Mit Hilfe des Skriptes 7.3.22 B2B5T2 LXXKXX torsionscan.sh wurden alle diese Rotamere
nach AAV 2 gegen CD4 gedockt, ebenso wie die Rotamere fiir die anderen Substitutionen.
Das Skript erzeugte fiir jeden Liganden eine zusammenfassende Datei, aus der dann das
Skript 7.3.23 B2B5T2 move best rotamers.sh die jeweils besten Rotamer selektierte. Dieses
Vorgehen des systematischen Absuchens des Konformationsraumes in 10 Grad-Schritten mit
anschlieBender Selektion des energiegiinstigsten Rotamers wurde als AAV 3 in den Anhang
aufgenommen und fiir die folgenden #4its ebenfalls angewendet.

Fiir B2B5T2 LOOK10 zeigte sich, dass die optimale Bindungsenergie von -9.24 kcal/mol bei
Torsionswinkeln von 110 Grad und 160 Grad erreicht wurde. Das Rotamer wurde mit
B2B5T2 LOOK10X110X160 14 33 bezeichnet und im Folgenden als Représentation fiir die
Substitution K10 weiterverwendet.

Unter Verwendung der torsionsoptimierten RBR fiir KO1, K06-K11, L02 und L04 ergaben
sich beim docking nach AAV 2 die in Tabelle 15 dargestellten Energiewerte. In der Tabelle
sind ebenfalls die jeweils eingestellten Torsionswinkel an den Substituenten mit freier

Drehbarkeit aufgelistet.
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Abbildung 62: Die am Leitstrukturgeriist CR3XL1XCR5 durchgefiihrten in silico-Funktionalisierungen.
Es wurden vier auf der Leucin-Seite und elf auf der Lysin-Seite durchgefiihrt. Die Energiewerte sind in

Tabelle 15 aufgelistet.

Tabelle 15: Energien der constrained dockings der in Abbildung 8 dargestellten einfach funktionalisierten
RBR des als B2B5T2_L00KO00 bezeichneten Leitstrukturgeriistes CR3XL1XCRS. In der Spalte "Torsion"
sind die nach AAV 3 ermittelten giinstigsten Torsionswinkel der rotierbaren Bindungen der neu

eingefiihrten funktionellen Gruppen aufgelistet.

Ligand Torsion | Energie Ligand Torsion | Energie

LOOKO00 -7.28 LOOK 04 NA
LO1KO00 -7.48 LOOKO0S5 -4.89
L02K00 310 -7.79 LOOKO06 320 -9.90
L0O3KO00 3.88 LOOKO7 310/10 -12.09
L04K00 220 -4.96 LOOKO8 320 -8.08
LOOKO1 220/40 -14.80 LOOK09 100 -9.71
LOOKO02 NA | | LOOK10 | 110/160 -9.24
LO0KO03 -8.13 LOOK11 100 -7.22

Bei den Leucin-Modifikationen waren die Energiewerte fiir LO3 und L04 deutlich ungiinstiger
als die fiir LO1 und L02, die sich wiederum nur wenig von dem Energiewert fiir das

unmodifizierte LO00 unterschieden. Wahrscheinlich lag eine ungiinstige sterische
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Wechselwirkung zwischen L03/L04 und dem Ser60 des CD4 vor (Abbildung 63). Fiir die

Doppelmodifizierungen wurden sowohl L02 als auch L0OO weiterverfolgt.

Abbildung 63: Die Funktionalisierungen L03 und L04 auf der Leucin-Seite (vgl. Abbildung 62) sind

ungiinstig, da die neu eingefiihrten Alkylgruppen zu nah an die Rezeptoroberfliche, insbesondere an die
in dieser Abbildung orange eingefirbte Aminosiure Ser60, hineinragen. Die crossed Stereodarstellung
zeigt das constrained docking des einfach funktionalisierten Liganden B2BST2_L03K00. Die griin/cyan
gefirbte Methylgruppe am zweiten Ringsystem CRS in der Bildmitte kommt dem Ser60 des CD4 zu nah.
Die Farben sind entsprechend Abbildung 35 und Seite V gewiihit.

Bei den Lysin-Modifikationen war der top scorer KO1, bei dem, ein Pyrrol-System anstatt des
Indol-Ringsystems vorliegt. Zusétzlich zu dieser recht stark verandernden Substitution wurde
ein konservativ substituiertes Indol-Derivat (K06-K11) weiterverfolgt. Hier zeigte sich, dass
die jeweiligen Modifikationen an R1 giinstigere Energiewerte als an R2 ergaben (K07 besser
als K10, KO8 besser als K11 und K06 besser als K09). Die Strukturen, bei denen der
Indolring selbst modifiziert wurde (K02-K05), docken schlecht, bis auf K03.

LO02 ist der fop scorer fiir die Leucin-Modifikation. KO1 brachte den besten Energiewert fiir
die Lysin-Modifikation, aber da auch K07 einen sehr guten Energiewert erbrachte, wurden
diese beiden Lysin-Modifikationen weiterverfolgt.

Anstatt eines doppelt modifizierten Liganden wurden in diesem Fall zwei Strukturen

(B2B5T2 LOOKO1 und B2B5T2 LO02KO07) in silico konstruiert. Somit sollte sowohl der
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Effekt der Ethylgruppe am L02 abgeschétzt werden, als auch eine unkonventionelle und eine
konventionelle Modifikation der Lysin-Seite weiterverfolgt werden. Beide Leitstrukturgeriiste
wurden nach AAV 2 constrained gegen CD4 gedockt und ergaben Energiewerte
von -14.80 kcal/mol (LOOKO1) und -12.41 kcal/mol (L02KO07).

Im constrained docking des Leitstrukturgeriistes B2B5T2 LO0KO1 (Abbildung 64) wurde das
Ankeratom des Liganden (in Abbildung 62 mit einem griinen Kreis markiert) nicht mehr
exakt auf der Position des Ankers B2Lys des Dekapeptides (in Abbildung 64 mit einer griinen
Kugel markiert) platziert, sondern 0.517 A davon entfernt. In diesem Fall befindet sich das
Ankeratom durch den Ringabbau in einer flexiblen Seitenkette. Daher wird durch die
Seitenkettenkonformationssuche bereits dem wunconstrained docking vorgegriffen und eine
Anpassung der Position des Ankers an die Gegebenheiten der Bindungsregion erlaubt. Die
Bindungsenergie des Liganden konnte durch diese Schritte im Vergleich zur Energie des

unmodifizierten Liganden um iiber 7 kcal/mol verbessert werden.

Abbildung 64: Crossed Stereodarstellung des constrained docking des Leitstrukturmotivs

B2B5T2_L00KO1, das eine Energie von -14.80 kcal/mol erreichte.
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Abbildung 65: Crossed Stereodarstellung des constrained docking des Leitstrukturmotivs
B2BST2_L02K07, das eine Energie von -12.41 kcal/mol erreichte.

3.4.3 Funktionalisierung des Leitstrukturgeriustes B2B5T3

Fiir das RBR mit dem drittbesten Energiewert wurden vier Funktionalisierungen am B5Leu
und vier am B2Lys durchgefiihrt. Fiir die Funktionalisierungen, bei denen eine oder mehrere
der neuen Bindungen freie Drehbarkeit aufwiesen (L02, L04, K02, K03, K04), wurde wieder
gemidll AAV 3 analysiert, welches Rotamer das giinstigste war. Diese Rotamere wurden dann
gemeinsam mit den einfacheren Funktionalisierungen LO1, LO3 und KOI nach AAV 2 gegen
CD4 gedockt. Die Ergebnisse dieses docking sowie die giinstigsten Torsionswinkel sind in

Tabelle 16 aufgelistet.
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Abbildung 66: Am  Leitstrukturgeriist B2BST3 (CR5SXL3XCRS8) wurden vier in silico-
Funktionalisierungen auf der Leucin-Seite und fiinf auf der Lysin-Seite durchgefiihrt. Die Energiewerte

sind in Tabelle 16 aufgelistet.

Tabelle 16: Energien der constrained dockings der in Abbildung 66 dargestellten einfach
funktionalisierten RBR des Leitstrukturgeriistes CRSXL3XCRS. In der Spalte "Torsion" sind die nach
AAYV 3 ermittelten energiegiinstigsten Torsionswinkel der rotierbaren Bindungen der neu eingefiihrten

funktionellen Gruppen L02, L04, K02, K03 und K04 angegeben.

Ligand Torsion | Energie Ligand Torsion | Energie
LOOKO00 -6.46 LO0OKO1 -11.84
LO1KO00 -6.53 LO0KO02 140 -13.02
L02K00 170 -6.78 LOOKO03 140/10 -14.33
L03KO00 -3.03 LO0OK04 20 -7.90
L04K00 250 0.12

Top scorer waren L02 (mit einem Torsionswinkel von 170 Grad) und KO3 (mit
Torsionswinkeln von 140 Grad und 10 Grad). Die Modifikationen L0O3 und L04 waren
deutlich ungiinstiger, da sie direkt in den Rezeptor hineinragten (Abbildung 67).
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Abbildung 67: Die Funktionalisierungen L03 und L04 auf der Leucin-Seite (vgl. Abbildung 66) sind

ungiinstig, da die neu eingefiihrten Alkylgruppen zu nah an die Rezeptoroberfliche, besonders an die in
dieser Abbildung orange eingefirbte Aminosiiure Ser60 hineinragen. Die crossed Stereodarstellung zeigt
das constrained docking des einfach funktionalisierten Liganden B2B5T3_L03K00. Die rot/cyan gefirbte
Methylgruppe am ersten Ringsystem CRS in der Bildmitte kommt dem Ser60 des CD4 zu nah. Farben
entsprechend Abbildung 35 und Seite V.

Als doppelt modifizierter Ligand wurde B2B5T3 L02K03 konstruiert, wobei die fiir die
Einzelmodifikationen optimierten Torsionswinkel eingestellt wurden.

Die Energiebewertung dieses Liganden nach AAV 2 durch constrained docking
ergab -14.65 kcal/mol.
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Abbildung 68: Crossed Stereodarstellung des constrained docking des Leitstrukturmotivs
B2BST3_L02K03, das eine Energie von -14.65 kcal/mol erreichte. Die Abbildung zeigt, dass dieses

Leitstrukturmotiv trotz der giinstigen Bindungsenergie im constrained docking nur sehr bedingt zur
Nachahmung des hier als schwarze Linien dargestellten Dekapeptides geeignet ist, da der grofie Ligand
nur in einer engen Faltung die beiden als griine und magentafarbene Kugeln dargestellten critical spheres

B2Lys und BSLeu erreichen kann.

In der Abbildung 68 ist zu erkennen, dass dieses Leitstrukturgeriist keineswegs die kiirzeste
Verbindung zwischen den beiden Punkten B2Lys und BS5Leu iiberbriickt, sondern einen
weiten Bogen beschreibt. Im spéteren unconstrained docking (Abschnitt 3.5.5) zeigte sich,
dass dieses RBR zur Nachahmung der Bindung des Lys und Leu des NMWQKVGTPL eher
zu grof} war. In allen durchgefiihrten dockings kam es zu Anordnungen in einem weiten

Bogen auf der Oberfldche mit in jedem Fall ungiinstiger innerer Energie des Liganden.

3.4.4 Funktionalisierung des Leitstrukturgeriuistes B2B5T4

Fir den hit B2B5T4 wurden zwei Funktionalisierungen am BS5Leu und vier am B2Lys
durchgefiihrt. Die gilinstigsten Rotamere wurden nach AAV 3 ausgewihlt. Im Folgenden sind
die nach AAV 2 ermittelten Energiewerte aufgefiihrt, die anschlieBend fiir das ranking der

moglichen Funktionalisierungen genutzt wurden.
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Abbildung 69: Die Einzel-Funktionalisierungen die in silico am Leitstrukturgeriist B2B5T4 durchgefiihrt
wurden. Gezeigt sind zwei Modifikationen der Leucin-Seite und vier der Lysin-Seite. Die Energien der

dockings folgen in Tabelle 17.

Tabelle 17: Energien und giinstigste Torsionswinkel der constrained dockings der in Abbildung 69

dargestellten einfach funktionalisierten RBR des Leitstrukturgeriistes CR1IXL4XCR?7.

Ligand Torsion | Energie Ligand Torsion | Energie
LOOKO00 -6.21 LOOKO1 -8.43
LO1KO00 -6.22 L0O0KO02 200 -8.56
L02K00 310 -6.43 LOOKO03 200/10 -10.53

LOOK04 210 -6.73

Top scorer waren hier KO3 (Torsionswinkel 200 Grad und 10 Grad) und L0O2 (Torsionswinkel
310 Grad). Als doppelt modifizierter Ligand wurde B2B5T4 L02K03 mit entsprechenden
Torsionswinkeln in silico konstruiert. Das docking dieses Liganden nach AAV 2 ergab eine

Energie von -10.65 kcal/mol.
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Abbildung 70:  Crossed Stereodarstellung des constrained docking des Leitstrukturmotivs
B2BS5T4_L02K03, das eine Energie von -10.65 kcal/mol erreichte. Die Torsionswinkel der drehbaren

Bindungen der neu eingefiihrten Gruppen entsprechen den nach AAV 3 ermittelten Werten (310 Grad bei
L02, 200 Grad und 10 Grad bei K03).

Die Abbildung 70 zeigt die sterische Hinderung der 9-Position des Steroides bzw. der dort
verkniipften Aminoethylgruppe. Im spiteren freien docking (Abschnitt 3.5.6) kam es nie zu
einer giinstigen Coulomb-Wechselwirkung mit dem Asp63 des CD4, ohne dass es gleichzeitig
an vielen Stellen zu Energieverlusten aufgrund geringer Abstinde zwischen Atomen des

sperrigen Steroid-Geriistes und des Rezeptors kam.

3.4.5 Funktionalisierung des Leitstrukturgerustes B2B5T5

Am Liganden B2B5T5 wurden jeweils vier verschiedene Modifikationen am Leucin und am
Lysin durchgefiihrt. Fiir die Funktionalisierung mit frei drehbaren Bindungen wurden die
optimalen Torsionswinkel nach AAV 3 bestimmt. Die Einzel-Modifikationen wurden nach

AAYV 2 energiebewertet. Aus diesen Energiewerten wurde ein ranking erstellt.
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Abbildung 71: Am als B2BST5 bezeichneten Leitstrukturgeriist CR2XL4XCR4 wurden je vier in silico-
Funktionalisierungen zur Nachahmung des Leucins und des Lysins durchgefiihrt und nach AAV 2 und

AAYV 3 energiebewertet.

Tabelle 18: Energien und giinstigste Torsionswinkel der in Abbildung 71  dargestellten
Einzelmodifikationen des Leitstrukturgeriistes B2BSTS_L00KO00.

Ligand Torsion | Energie Ligand Torsion | Energie

LOOKO00 -5.90 LO0KO1 41.66

LO1KO00 854.28 LO0KO02 230 106.28

L02K00 210 80.86 LOOKO3 | 230/230 106.79

L03KO00 -6.05 LO0K04 150 2287.59

L04K00 60 -6.45

Nach AAV 2 bewertet erwiesen sich alle Lysin-Modifikationen als sehr unglinstig (positive
Bindungsenergien von 42 bis 2000 kcal/mol). Dies lag daran, dass der Cyclohexylring parallel
zur Oberfldache des Asp63 des CD4 lag (Abbildung 72).

Jede VergroBerung des sterischen Anspruchs des Liganden in der axialen 4-Position fiihrte zu
einer sterischen Behinderung. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Bindungsenergie
in der Realitdt dadurch nicht so stark verschlechtert wird, denn das ganze Geriist des
CR2XL4XCR4 ist sehr flexibel und der Cyclohexylring konnte sich wahrscheinlich so weit
aus der Ebene drehen, dass ein Substituent an seiner Unterseite nicht mehr diese ungiinstige
Wechselwirkung hervorrufen wiirde. Da im Folgenden nach AAV 4 (unconstrained docking)
energiebewertet werden sollte, wurde KO1, der sterisch am wenigsten anspruchsvolle

geladene Substituent, weiterverfolgt.
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Abbildung 72: Crossed Stereodarstellung des constrained docking des einfach modifizierten

Leitstrukturgeriistes B2B5STS_L00KO01. Die Energie ist mit 854.28 kcal/mol extrem hoch, da die neu

eingefiihrte Methylgruppe am Cyclohexylring CR2 (oben rechts im Bild) ungiinstig mit der Aminosiure
Asp63 des CD4 (Oberfliche in gelb dargestellt) wechselwirkt.

Bei den Leucin-Modifikationen war der top scorer L04. Dieses bindet interessanterweise
aullerhalb des Bereiches, in dem das Leu des NMWQKVGTPL bindet (Abbildung 48) und
ragt in eine benachbarte Bindungstasche hinein. Solche unerwarteten dockings bieten immer
wieder interessante Ansatzpunkte, um im Rahmen des rationalen Wirkstoffdesigns neue
Wechselwirkungen mit dem Rezeptorprotein auszunutzen.

Fiir das weitere Vorgehen wurde B2B5TS5 L.04KO01 in silico konstruiert.
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Abbildung 73:  Crossed Stereodarstellung des constrained docking des Leitstrukturmotives

B2BST5_L04K01. Dieses docking ergab nur eine Energie von +41.32 kcal/mol, da die neu eingefiihrte
Methylgruppe (rot/cyan dargestellt, im Bild oben rechts) und die Aminosiure Asp63 des CD4 ungiinstig
wechselwirken (vgl. Abbildung 92 fiir die giinstigeren Ergebnisse des unconstrained docking). Unten in der
Bildmitte ist zu sehen, wie die neu eingefiihrte Ethylgruppe (weif3/griin/cyan) in eine andere Region des
Rezeptors (Oberfliiche des CD4 in gelb dargestellt) ragt, als die entsprechende Isopropylgruppe des

Leucins des Dekapeptides (schwarze Linien).

Die Energiebewertung dieses Liganden nach AAV 2 durch constrained docking ergab
+41.32 kcal/mol. Diese war positiv, weil im constrained docking der Substituent am
Cyclohexylring ungiinstig mit der Oberfldche des Rezeptors wechselwirkt. Es wurde davon
ausgegangen, dass diese ungiinstige Wechselwirkung durch Drehung des Ringes aus seiner
Position aufgehoben werden konnte. Dies sollte sich im anschlieBenden wunconstrained

docking bestitigen.

3.5 Unconstrained docking der funktionalisierten Leitstrukturmotive

Das constrained docking nach AAV 2, mit dem das primére ranking der hits durchgefiihrt und
das auch bei der Funktionalisierung der RBR fiir die Energiebewertung benutzt wurde, fixiert
die jeweils zwei Ankeratome der Liganden an ihren Positionen. Dies wurde im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrt, um zu zeigen, dass eine Optimierung der priméren hits auch ohne

Vorhandensein einer Rezeptorstruktur moglich ist. Im realen biologischen System existiert
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kein Potential, dass die Liganden exakt an dieser Position hédlt. Daher sind die Energiewerte,
die das constrained docking liefert, auch lediglich als grobe Anhaltspunkte fiir die
tatsdchliche Bindungsenergie zu sehen. Um die Ergebnisse dieses Prozesses zu iiberpriifen,
waren weitere Studien notwendig.

Im Verlauf des rational drug design ohne Rezeptorstruktur wéren nun in vitro-Assays
durchgefiihrt worden, um die prognostizierten Bindungseigenschaften der auf diesem Wege
entwickelten Liganden zu liberpriifen. Da in diesem speziellen Fall aber eine Rezeptorstruktur
(vgl. Abschnitt 3.2.1) vorlag, wurden die Bindungseigenschaften der optimiert
funktionalisierten RBR gemall AAV 4 durch unconstrained docking an CD4 ermittelt.

3.5.1 Vorbereitung des unconstrained docking

Bei ersten Versuchen die in Abschnitt 3.4 optimierten Leitstrukturmotive ohne die
Verwendung von "ligand centers" (Punkte an den Ankern B2 und B5, die DOCK nutzt, um
den Liganden exakt zu positionieren, vgl. Abschnitt 1.7.4) an den Rezeptor CD4 zu docken,
waren die Liganden von DOCK weit iiber die gesamte Oberfliche des Rezeptors verteilt
angeordnet worden. Sie befanden sich dabei unter anderem in Regionen, die bei der CD4-
GP120-Interaktion durch andere Aminosduren des GP120 belegt sind (besonders im Bereich
Asngys / Trpap7), und auch in Bereichen, die auBerhalb der GP120-CD4-Interaktionsfliche
liegen. Dies zeigte, dass die fiir das conmstrained docking definierten Abmessungen der
Bindungsregion (4 A um das Dekapeptid in jede Richtung) fiir das unconstrained docking zu
gro3 waren. Auch das Fehlen einer tiefen Bindungstasche, welche die Platzierung der
Liganden allein durch ihre Geometrie hitte lenken konnen, trug sicher zu der weiten
Verteilung der Liganden bei.

Fiir die neue Definition der Bindungsregion wurden einige der unter 3.3.3 erzeugten Dateien
verwendet, so der PDB- und der mol2-Rezeptor und die auf dem Rezeptor erzeugte
Oberfliche. Zur Definition der Rezeptor-spheres wurde wieder das Programm SPHGEN
verwendet. Aus dreien der erzeugten Cluster von spheres wurden insgesamt 21 spheres
ausgewdhlt, die im Bereich der Bindung der Aminosduren Lysso bis Leujs lagen. Der

Rezeptor-sphere cluster ist in Abbildung 74 gezeigt.
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Abbildung 74: Crossed Stereodarstellung der 21 als violette Kugeln dargestellten spheres des sphere cluster

fiir das unconstrained docking. Die Oberfliche des CD4 ist gelb, die box fiir das unconstrained docking ist
als violetter Kasten und das Dekapeptid NMWQKVGTPL ist als schwarze Linien dargestellt. Im
Vergleich mit Abbildung 52 ist deutlich zu erkennen, dass die box fiir das unconstrained docking

verkleinert wurde.

Fiir die Erzeugung des scoring grid wurden iliberwiegend die Einstellungen aus Abschnitt
3.3.3 verwendet, lediglich der "extra margin to also be enclosed" wurde auf von 4 auf 2 A
verringert. Da die Punkte dieses grid nicht exakt an den gleichen Stellen lagen wie die des
grid, das fiir das constrained docking in Abschnitt 3.3 und 3.4 verwendet worden war, werden
identische Orientierungen von Liganden bei der Bewertung mit den beiden unterschiedlichen
grids energetisch etwas verschieden beurteilt. Um zu kléren, welchen Einfluss die
Verwendung des neuen grid auf die Bindungsenergien hat, wurden die unmodifizierten TOPS
aus Abschnitt 3.3 zum Vergleich mit dem neuen grid gemill AAV 2 energiebewertet. Die
Energiewerte sind im Vergleich zu denen, die mit dem alten grid erzeugt wurden, in
Tabelle 19 aufgelistet. Da die Unterschiede mit maximal 5.6 % relativ gering waren, wurden

sie im Folgenden vernachléssigt.
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Tabelle 19: Vergleich zwischen Energien, die fiir identische Orientierungen der unmodifizierten
Leitstrukturgeriiste (vgl. Abbildung 58) mit den beiden im Verlauf dieser Arbeit verwendeten grids (vgl.
"force field on a grid", Abschnitt 1.7.4) ermittelt wurden. Da sich die Energien durch den Wechsel des grid

nur um maximal 5.6 % édnderten, wurde dieser Effekt im Folgenden vernachlissigt.

Energie erstes | Energie zweites | Energie- Energie-

grid [kcal/mol] | grid [kcal/mol] | differenz [kcal/mol] | differenz [%]
B2B5T1 -10.05 -9.50 -0.55 5.5
B2B5T2 -7.70 -7.82 0.12 1.6
B2BS5T3 -6.84 -6.46 -0.38 5.6
B2B5T4 -5.99 -6.21 0.22 3.7
B2B5TS5 -5.92 -5.90 -0.02 0.3

3.5.2 DOCK-Parameter

Um den realen Bedingungen der Bindung moglichst nahe zu kommen, wurden die Liganden
fiir das docking als flexibel angesehen. Im Rahmen einer "anchor search" selektierte der
DOCK-Algorithmus jeweils zunédchst ein moglichst gro3es und starres Ringsystem, das dann
moglichst energiegiinstig in der Bindungsregion gedockt wurde. Sobald hierfiir eine glinstige
Orientierung gefunden worden war, wurde der Rest des Liganden angekniipft und
entsprechend der energetischen Gegebenheiten der Bindungsregion flexibel angeordnet. Fiir
die endgiiltige Platzierung des Liganden fiihrte DOCK noch eine Minimierung iiber maximal
100 Schritte durch.

Beim wunconstrained docking der optimierten Leitstrukturmotive zeigte sich, dass dem
Parameter random_seed, einer Zahl, mit der der DOCK-Zufallszahlengenerator initialisiert
wird,'* groBe Bedeutung zukam. Bei Angabe verschiedener Werte fiir dieses random_seed
wurde bei sonst identischen Parametern der gleiche Ligand komplett verschieden gedockt. In
Abbildung 75 ist das exemplarisch fiir die beiden random seeds 02 und 03 beim
unconstrained docking von B2B5T2 1.04K07 gezeigt.
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Abbildung 75: Crossed Stereodarstellungen gemiifl Abbildung 35 und Seite V. Exemplarisch ist der

Einfluss des Parameters random_seed auf das Ergebnis des unconstrained dockings, am Liganden
B2B5T2 L04K07 gezeigt. Bis auf das random_seed sind die Parameter der DOCK-Liufe, die zu der im
oberen bzw. unteren Bild gezeigten Orientierung gefithrt haben, identisch. Die Energien der gezeigten
dockings betragen -14.18 kcal/mol. bzw. -14.79 kcal/mol.
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Es wurde entsprechend eines Vorschlages aus dem DOCK-Handbuch'® vorgegangen und
eine grofle Anzahl von dockings unter Variation des random seed durchgefiihrt. Hierfiir
wurde fiir jeden zu dockenden Liganden ein Skript geschrieben, dass das docking dieses
Liganden unter Variation des random_seed-Parameters durchfiihrte. Es wurden jeweils die
Werte fiir das random_seed von 1 bis 30 genutzt. Exemplarisch fiir die Skripte befindet sich
dock B2B5T5 L04KO1 random seed variation.sh im Anhang 7.3.24. Alle auf diesem Wege
erzeugten dockings mit den giinstigsten Energiewerten wurden visuell inspiziert.

Nicht in allen Fillen wurde die gedockte Orientierung mit dem giinstigsten Energiewert
verwendet. Teilweise wurden bei diesen einzelne giinstige Wechselwirkungen mit dem
Rezeptor nicht mehr realisiert, sondern der Ligand war zum Beispiel mit nur einer Seite an
den Rezeptor gebunden. Bei anderen dockings befand sich der Ligand in einem etwas anderen
Bereich als das Dekapeptid. Solche Orientierungen koénnen im Verlauf des rational drug
designs wertvolle Hinweise auf weitere giinstige Interaktionsmdglichkeiten liefern. Auf die
Auswertung solcher Hinweise wurde in diesem Fall jedoch verzichtet, da hier das Ziel nicht
primir die Entwicklung neuer Liganden fiir das CD4, sondern ein proof of concept der
Methode war. Dass solche unvorhergesehenen Orientierungen auftreten, war zu erwarten, da
die Bindung hier nicht innerhalb einer Bindungstasche mit hohen Potentialgrenzen sondern
eher in einer Art flachen Bindungsmulde stattfindet.

Im Folgenden ist fiir jeden Liganden die ausgewéhlte Konformation ("bestes docking")
gezeigt und angegeben, mit welchem Wert fiir random seed sie erzeugt wurde. Der
Vollstindigkeit halber ist ebenfalls das random seed angegeben, mit dem das

energieglinstigste docking erreicht wurde.

3.5.3 Unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T1_L04K05
Fir den Liganden B2B5T1 L04KO05 wurde mit den in Tabelle 26 angegebenen DOCK-

Parametern gemdl AAV 4 docking unter Variation des random seed durchgefiihrt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 20 und Abbildung 77 dargestellt.

B2Lys @

+HN N B5 Leu
AT

Abbildung 76: Das Leitstrukturmotiv B2B5ST1_L04KO0S5.
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Tabelle 20: Energiewerte des unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T1_L04KO05. Das
docking mit der giinstigsten Energie wurde mit einem random_seed von 29 erreicht. Diese Orientierung
wich jedoch weit von dem Bereich des Dekapeptides NMWQKVGTPL ab. Die beste Orientierung des

docking mit einem random_seed von 04 erreichte mit -16.26 kcal/mol eine dhnlich giinstige Energie.

B2B5T1 _L04KO05 random_seed | Energie [kcal/mol]
bestes docking 04 -16.26
energieglinstigstes docking 29 -17.00

Abbildung 77: Crossed Stereodarstellung der giinstigsten Orientierung des wunconstrained docking von

B2B5T1_L04KO05, erzeugt mit einem Wert fiir random_seed von 04. Diese Orientierung hat eine Energie

von -16.26 kcal/mol.

Um einen Uberblick iiber die Energiewerte der einzelnen Optimierungsstufen des
Leitstrukturgeriistes B2B5T1 zu geben, sind diese in Abbildung 78 aufgetragen. Nachdem die
Energie durch die Kombination der beiden giinstigsten Einzelmodifikationen im constrained
docking erwartungsgemal mit -16.85 kcal/mol besser als die der Einzelmodifikationen wird,
verschlechtert sie sich im letzten Schritt, dem unconstrained docking, unerwartet etwas und
steigt auf -16.26 kcal/mol. Diese geringe Verschlechterung der Bindungsenergie um
0.6 kcal/mol liegt jedoch innerhalb der durch die Verwendung des neuen grid entstandenen

Abweichungen.
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Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T1

LOOKOO B

>
Energie [kcal/mol]

L04 K05

L04 K05

Entwicklungsstufe

docking 1x funktionalisiert 2x funktionalisiert unconstrained

Abbildung 78: Ubersicht iiber die Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T1. Auf der x-Achse ist die
jeweilige Entwicklungsstufe aufgetragen. Sie fiihrt von dem ersten docking des unmodifizierten Liganden
LOOKOO (ganz links), iiber die vielen einzelnen Energiewerte der Einzelmodifikationen ("1x
funktionalisiert"), das constrained docking der Kombination der beiden zop scorer .04 und K05 ('2x
funktionalisiert') bis zum unconstrained docking dieses doppelt modifizierten Liganden mit random_seed
04 (vgl. Tabelle 20). Die Energie verbessert sich vom unmodifizierten iiber die Einzelmodifikationen bis
hin zum doppelt modifizierten Leitstrukturmotiv. Der nur geringe Anstieg der Energie im letzen Schritt
von -16.85 kcal/mol auf -16.26 kcal/mol zeigt wie gut die Methode der Optimierung des durch das

constrained docking fixierten Liganden hier funktioniert hat.

3.5.4 Unconstrained docking der Leitstrukturmotive B2B5T2_L00KO01
und B2B5T2_L02K07

Bei diesem hit war entschieden worden, zwei doppelt funktionalisierte Liganden zu
konstruieren (siehe Abschnitt 3.4.2). Im constrained docking hatte B2B5T2 LO0OKO1 einen
Energiewert von -14.80 kcal/mol und B2B5T2 L02KO07 einen Wert von -12.41 kcal/mol

ergeben.
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Abbildung 79: Die Leitstrukturmotive B2B5T2_L00KO01 (links) und B2B5T2_1.02K07 (rechts).

Im wunconstrained docking nach AAV 4 ergaben sich Energiewerte von -18.04 kcal/mol

(LOOKO1) und -16.99 kcal/mol (L02KO07), in beiden Fillen deutliche Verbesserungen der

Energie um drei bzw. um vier kcal/mol.

Tabelle 21: Energie und random_seed der giinstigsten unconstrained dockings des doppelt modifizierten

Leitstrukturmotives B2BST2_L00KO1.

B2Lys @.. N
9vPes
+H,N ‘®

B5 Leu

B2B5T2 LOOKO1

random_seed

Energie [kcal/mol]

bestes docking

01

-18.04

energiegiinstigstes docking

26

-18.09

Abbildung 80: Crossed Stereodarstellung der giinstigsten Orientierung des unconstrained docking von

B2B5T2_L00KO01, erzeugt mit einem Wert fiir random_seed von 01. Diese Orientierung hat eine Energie

von -18.04 kcal/mol.
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Tabelle 22: Energie und random_seed der giinstigsten unconstrained dockings des doppelt modifizierten
Leitstrukturmotives B2B5T2_1.02K07.

B2B5T2 L02KO07 random_seed | Energie [kcal/mol]
bestes docking 11 -16.99
energiegiinstigstes docking 25 -17.70

Abbildung 81: Crossed Stereodarstellung der giinstigsten Orientierung des unconstrained docking von

B2BST2_L02K07, erzeugt mit einem Wert fiir random_seed von 04. Diese Orientierung hat eine Energie

von -16.99 kcal/mol.

Die Energiewerte der einzelnen Optimierungsstufen der beiden Leitstrukturgeriiste B2B5T2
sind in Abbildung 82 aufgetragen. Die Abbildung zeigt, wie sich die Energiewerte
entsprechend den Erwartungen von den einfach modifizierten {liber die doppelt modifizierten
constrained gedockten bis zu den doppelt modifizierten unconstrained gedockten Liganden

stetig verbessert haben.

Hier bestitigte sich, was in Abschnitt 3.4.2 aufgrund der visuellen Inspektion der constrained
dockings angenommen wurde: Auf der Lysin-Seite bewdhrte sich die unkonventionelle
Ersetzung des Indols durch ein Pyrrol. Auf der Leucin-Seite wurde der Raum, den die

Isopropylgruppe des Leucins eingenommen hatte, durch das Ringsystem des CRS bereits gut
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ausgefiillt, so dass durch die zusitzliche Ethylfunktion am B2B5T2 L02K07 kein

zusitzlicher Energiegewinn mehr erzielt werden konnte.

Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T2

LOOKO0 M

Energie [kcal/mol]

LOOKO1
Entwicklungsstufe

docking 1x funktionalisiert 2x funktionalisiert unconstrained

Abbildung 82: Ubersicht iiber die Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T2. Es wurde eine
ungewohnlichere Variante LO0K(O1 und eine konservativere Variante L02K07 bearbeitet. Fiir beide
verbessert sich die docking-Energie kontinuierlich vom unmodifizierten iiber die Einzelmodifikationen bis
hin zum doppelt modifizierten Leitstrukturmotiv. Dass sich die Energie fiir beide im letzen Schritt vom
constrained docking zum unconstrained docking der doppelt modifizierten Liganden nochmals so stark
verbessert (in einem Fall sogar unter -18 kcal/mol), zeigt wie erfolgreich die in dieser Arbeit entwickelte

Methode in diesem Fall war.

3.5.5 Unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T3_L02K03

Als doppelt modifizierter Ligand war hier B2B5T3 [1.02K03 konstruiert worden.
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B2 Lys @

Abbildung 83: Das Leitstrukturmotiv B2ZBST3_1L02KO03.

Im unconstrained docking dieses Liganden gegen CD4 bestitigte sich die Annahme, dass der
Ligand fiir diese "Aufgabe" zu groB und sperrig war. Die beste erreichte Energie
(random_seed 00) von -13.21 kcal/mol war schon {iiber eine Kilokalorie schlechter, als
die -14.65 kcal/mol, die sich im constrained docking ergeben hatten. Die erste Orientierung
die in etwa die erwartete Anordnung einnahm (random_seed 24) hatte nur noch eine Energie

von -12.89 kcal/mol.

Abbildung 84: Crossed Stereodarstellung der energiegiinstigsten Orientierung des unconstrained docking

von B2BST3_L02K03, erzeugt mit einem Wert fiir random_seed von 00. Diese Orientierung wurde nicht
weiter verwendet, da sich die neu eingefiihrte Ethylgruppe an CRS (rot/weill/cyan dargestellt) nicht mehr
im Bereich der Isopropylgruppe des Leucins des Dekapeptides (schwarze Linien) befindet, sondern frei in

den Raum gerichtet ist.
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Abbildung 85: Diese Orientierung aus dem unconstrained docking des Liganden B2B5T3_1.02K03

entstand mit einem random_seed von 24. Auch hier verlisst das CRS5-Ringsystem den Bereich des
Leucins. Die Orientierung wurde trotzdem als die beste Nachahmung des Leucins ausgewihlt, da

zumindest die Protonen an der 2- und 3-Position des CR5(naphtyl)-Systems im Bereich des Leucins liegen.

Um einen Uberblick iiber die Energiewerte der einzelnen Optimierungsstufen des
Leitstrukturgeriistes B2B5T3 zu geben, sind diese in Abbildung 86 aufgetragen. Die
Verschlechterung der Energiewerte des Liganden im wunconstrained docking um fast

2 kcal/mol ist in der Grafik deutlich zu erkennen.
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Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T3

Energie [kcal/mol]

-10

-11 1

-12 4

L02K03

-13 1

14 4

02K03 Entwicklungsstufe

-15

docking 1x funktionalisiert 2x funktionalisiert unconstrained

Abbildung 86: Ubersicht iiber die Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T3. Zu Beginn der
Ligandenentwicklung (vgl. Abbildung 68) fiel bereits auf, dass der Ligand aufgrund seines CR8(steroid)-
Systems sehr sperrig und fiir die Nachahmung der Lys-Leu-Wechselwirkung eventuell nicht geeignet ist.
Die Optimierung im constrained docking, bei der das Steroid-Geriist nicht bewegt wurde, zeigte hier einen
normalen Energieverlauf. Im unconstrained docking des doppelt modifizierten Liganden steigt die Energie
jedoch deutlich an, da sich das volumindse Steroid-Geriist an vielen Stellen ungiinstig und sperrig der

Rezeptoroberfliche nihert.

3.5.6 Unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T4_L02K03

Auch dieses RBR enthielt ein Steroid-Geriist (CR7). Anhand der Ergebnisse des constrained
docking war entschieden worden (vgl. Abschnitt 3.4.4), das doppelt modifizierte
Leitstrukturmotiv B2B5T4 L.02K03 zu konstruieren.
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Abbildung 87: Das Leitstrukturmotiv B2B5T4_1.02K03.

In den ersten dockings in Abschnitt 3.4.4 hatte sich bereits gezeigt, dass die 9-Position dieses
Steroides, an der die Substitutionen zur Nachahmung der teminalen Aminogruppe des Lysazg
durchgefiihrt wurden, sterisch schlecht zugénglich war. Dies bestétigte sich im unconstrained
docking. Ausgehend von einer Energie von -10.65 kcal/mol aus dem constrained docking,

wurde im unconstrained docking bestenfalls eine Energie von -2.57 kcal/mol erreicht.

Abbildung 88: Crossed Stereodarstellung der mit -2.57 kcal/mol energiegiinstigsten Orientierung des

unconstrained docking von B2B5T4_1.02K03, erzeugt mit einem Wert fiir random_seed von 01. Um die
Coulomb-Interaktion zwischen der an der 9-Position des Steroides angekniipften Aminoethylgruppe
(oben rechts, blau/cyan/weif}) und der Carboxylatfunktion des Asp63 zu ermoglichen, wurde der unpolare
Substituent, der das Leucin nachahmen soll (unten links, rot/cyan/weifl), aus der Region herausgeschoben,

in der sich das Dekapeptid (schwarze Linien) befunden hatte.
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In der Abbildung ist zu sehen, dass das Geriist des Liganden viel zu grof3 fiir die gestellte
Aufgabe (Mimickry der Wechselwirkung des Lysazo/Leu;ss) war.

Auch die Auftragung der Energiewerte der einzelnen Optimierungsstufen der Leitstruktur
B2B5T4 in Abbildung 89 zeigt deutlich, dass die Methode in diesem Fall an ihre Grenzen
stof8t. Die Energie des Liganden, der aus den Optimierungsschritten im constrained docking
hervorgegangen ist, wird beim Schritt zum unconstrained docking um 8 kcal/mol schlechter.
Daran ist zu erkennen, dass die Optimierung im constrained Zustand bei einem so sperrigen
Baustein fiir eine vergleichsweise rdumlich kleine Pharmakophorregion nicht mehr gut

geeignet ist.

Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T4

L02K03

Energie [kcal/mol]

L02K03 Entwicklungsstufe

docking 1x funktionalisiert 2x funktionalisiert unconstrained

Abbildung 89: Ubersicht iiber die Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T4. Der Energieverlauf ist
iiber die nach AAV 2 bewerteten dockings normal (vgl. Abbildung 78 und Abbildung 82). Im
unconstrained docking des doppelt modifizierten Liganden jedoch stieg die Energie um iiber 8 kcal/mol
an, da sich das voluminose Steroid-Geriist an vielen Stellen ungiinstig und sperrig der Rezeptoroberfliche

naherte.

3.5.7 Fazit zu den Steroid-Bausteinen und -Gerusten

Fir das Bindungsepitop der Wechselwirkung des Lysins und des Leucins aus dem
NMWQKVGTPL mit dem CD4 waren RBR mit Steroid-Anteilen (CR7 und CRS, vgl.
Abbildung 29) ungeeignet. Die zu iiberbriickende Entfernung von B2Lys nach B5Leu betrug
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(vgl. Tabelle 9) 11.477 A. Das Steroid CRS als Grundgeriist, gemessen von einem C-Atom an
C3 bis zu einem C-Atom an C-17, iiberspannte 11.288 A.

CR8

Abbildung 90: Links: Eine capped sticks-Darstellung des Dekapeptides NMWQKVGTPL, eingefirbt "by
atom color". Als diinne schwarze Linie ist die Strecke von 11.477 A dargestellt, der Abstand des He des
Lysin (B2) zum HO des Leucin (BS). Rechts: Strukturformel des Ringsystems CRS8. Dieses spannt
zwischen einer Methylgruppe an C-3 und einer Methylgruppe an C-17 eine Entfernung von 11.288 A auf.
Die Abbildung verdeutlicht, dass Liganden die einen Steroid-Anteil enthalten, zu grof8 und unflexibel sind,

um die B2-B5-Wechselwirkung nachzuahmen.

Fiir wesentlich groflere Entfernungen konnten Liganden mit Steroid-Anteil wieder interessant
werden, da sie eine starre und somit entropisch giinstige Moglichkeit bieten, einen groen
Teil der Entfernung zwischen den beiden zu verbriickenden Zentren zu iiberspannen. Die
sterischen Schwierigkeiten mit der Substitution in der 9-Position von CR7 legen nahe, nur

noch die gut zuginglichen Positionen 3, 4 und 17 zu verwenden.

3.5.8 Unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T5_L04KO01

Fiir diesen Liganden war in den constrained docking-Experimenten der doppelt modifizierte
Ligand B2BS5T5 L04KO1 entwickelt worden. Seine Bindungsenergie war mit
+41.32 kcal/mol sehr schlecht.
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Abbildung 91: Das Leitstrukturmotiv B2BST5_L04KO01.

Es war zu vermuten, dass der Energieverlust durch die ungilinstige sterische Wechselwirkung
zwischen dem Substituenten am Cyclohexylring des Liganden und der Carboxylgruppe des
Asp63 des CD4 sich leicht durch Drehung einiger Bindungen in der Briicke wiirde auftheben
lassen. Daher war der Ligand trotzdem in die Stufe des unconstrained docking iibernommen
worden. Es war zu erwarten, dass es dann zu einer energetisch sehr giinstigen Interaktion
zwischen den beiden gegensétzlich geladenen Gruppen kommen sollte.

Im wunconstrained docking gemill AAV 4 bestitigte sich diese Annahme. Der Ligand
erreichte eine Energie von -16.43 kcal/mol (random_seed 01) wobei der Cyclohexylring ein
Stiick aus der Parallelitit zur Proteinoberfliche gekippt wurde. Die Aminogruppe an C-3

blieb weiterhin in unmittelbarer Nahe zur Carboxylgruppe des Asp63.

Tabelle 23: Energie und random_seed der giinstigsten unconstrained dockings des doppelt modifizierten

Leitstrukturmotives B2BST5 _L04KO01.

B2B5T5 L04KO01 random_seed | Energie [kcal/mol]
bestes docking 01 -16.43
energieglinstigstes docking 10 -16.83
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Abbildung 92: Crossed Stereodarstellung der giinstigsten Orientierung des unconstrained docking von

B2BST5_L04K01, erzeugt mit einem Wert fiir random_seed von 01. Diese Orientierung hat eine Energie

von -16.43 kcal/mol.

Fiir dieses Leitstrukturgeriist B2B5TS5 ist ein Uberblick iiber die Energiewerte der einzelnen

Optimierungsstufen in Abbildung 93 gegeben.
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Entwicklung des Leitstrukturmotives B2B5T5
130 -
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docking 1x funktionalisiert 2x funktionalisiert unconstrained

Abbildung 93: Energieverlauf der Entwicklung des Leitstrukturmotives B2BSTS 1.04K01. Da der CR2-
Cyclohexylring parallel zur Oberfliche des Rezeptors lag (vgl. Abbildung 72), kam es bei jeder
Modifikation auf der Lysin-Seite zu einem starken Anstieg der Energie weit in den positiven Bereich
hinein. Die giinstigen Modifikationen auf der Leucin-Seite verliefen im constrained docking nahezu
energieneutral. Auch nach der Kombination der beiden ausgewiihlten Einzelmodifikationen L04 und K02
schien das Konstrukt immer noch kein guter Binder zu sein (2 x funktionalisiert, Energie iiber
+41 kcal/mol). 1. Im unconstrained docking kam es jedoch zu einer Drehung des Cyclohexylringes und

damit zu einer Absenkung der Energie auf unter -16 kcal/mol.

Wie zu sehen ist, verdnderte die Leucin-Modifikationen beinahe nichts an der Energie der
Liganden, aber die Modifikationen auf der Lysin-Seite erhohte die Energie drastisch bis in
den positiven Bereich. Auch die Energie des doppelt modifizierten Liganden L0O4KO01 war mit
+41 kcal/mol noch sehr ungiinstig. Erst im wunconstrained docking konnte sich der
Cyclohexylring aus der Ebene drehen (vgl. Abbildung 92) und das System erreichte eine

giinstigere Energie als die des unmodifizierten Liganden.

3.6 Uberblick iiber die durchgefiihrte Ligandenentwicklung

Die in den vorhergehenden Abschnitten dargestellten Weiterentwicklungen der flinf
Leitstrukturgeriiste ~ durch ~ Funktionalisierung sind in  Abbildung 90  graphisch

zusammengefasst. Hier ist zu sehen, dass fiir die drei RBR, die keinen Steroid-Anteil
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enthielten, iiber den Entwicklungsprozess eine deutliche Verbesserung der vorhergesagten

Bindungsenergie erreicht wurde.

Entwicklung der fiinf Leitstrukturmotive

5 T4L02K03
-3 4 g
w
o
=
-5 1 ua;’ T5L00KO —e—T1L04K05
S
g T4LOOKO! —8—T2L00KO1
w T3LOOK00 —>—T3L02K03

T4L02K03
—o—T5L04K01

T1LOOKO0

T4L02K03

T3L02K03

T1L04K05

T5L04K01
T1L04K05

T2L00KO1
Entwicklungsstufe

docking 1x funktionalisiert 2x funktionalisiert unconstrained

Abbildung 94: Uberblick iiber die Energien der Entwicklungsschritte der fiinf Leitstrukturmotive. Aus
dem unfunktionalisierten Ligand B2BST1_L00KO00 (hier als TILO0KO00 bezeichnet und in dunkelblau
markiert), der im ersten constrained docking mit -9.50 kcal/mol den niedrigsten Energiewert erreichte,
ging mit B2B5T1_L04KO05 (hier als T1L04KO05 bezeichnet) ein sehr energiegiinstiges Leitstrukturmotiv
hervor. Das Leitstrukturmotiv T2 (magentafarben markiert) erreichte eine noch niedrigere Energie
von -18 kcal/mol. Die beiden Liganden die einen Steroid-Anteil enthielten (B2B5T3, in orange markiert)
und B2B5T4 (in cyan markiert) erreichten ungiinstigere bis sehr viel ungiinstigere Energiewerte. Der
Energiewert der Lysin-Modifikation des B2B5T5 (violett gekennzeichnet) liegt weit im positiven Bereich

(vgl. Abbildung 93) und ist in dieser Abbildung daher nicht dargestellt.

Die groBte Verbesserung der Energie gelang bei B2B5T2. Hier wurde durch die optimierte
Funktionalisierung gleichzeitig die mit -18.04 kcal/mol insgesamt giinstigste Energie erreicht.
Eine ebenfalls grole Verbesserung der Energie wurde bei B2B5TS erreicht. Hier hatten sich
im constrained docking alle lediglich auf der Lysin-Seite funktionalisierten RBR als
energetisch sehr ungiinstig gezeigt. Die in Abschnitt 3.4.5 angestellten Uberlegungen iiber die
wahrscheinlichen Ursachen dieser ungiinstigen Energien und Maoglichkeiten zu ihrer
Behebung bestétigten sich im unconstrained docking. Die Energie konnte im Vergleich zum
unmodifizierten Liganden B2B5TS5 um 10.53 kcal/mol auf einen Wert von -16.43 kcal/mol

verbessert werden. Die ungiinstige sterische Wechselwirkung von Substituenten auf der
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Lysin-Seite, die teils zu Energiewerten iiber 100 kcal/mol gefiihrt hatten, konnten durch die
Rotation des Cyclohexylringes verhindert werden.

Fiir den top scorer der initialen Suche (B2B5T1) bei dem das unmodifizierte RBR bereits eine
Energie von -10.05 kcal/mol erreicht hatte, konnte durch Funktionalisierung eine
Verbesserung um 6.76 kcal/mol auf -16.26 kcal/mol erreicht werden.

Fiir die beiden RBR, die ein Steroid als eines ihrer Ringsysteme enthielten (B2B5T3 und
B2B5T4), konnten keine giinstigen Energien erzielt werden. Wie in Abschnitt 3.5.7 bereits
dargelegt, sind diese Bausteine fiir das gegebene Problem sterisch zu anspruchsvoll. Im RBR
B2B5T3, bei dem das Lysin durch funktionelle Gruppen an der relativ gut zuginglichen
3- bzw. 4-Position des Steroides mimikriert werden sollte, wurden noch etwas bessere
Bindungsenergien erreicht als bei B2B5T4, in welchem die lysinartigen Funktionalisierungen

an der sterisch stark abgeschirmten 9-Position des Steroides lokalisiert waren.

3.7 Vergleich der entwickelten Liganden mit dem Dekapeptid

Die drei Leitstrukturmotive, die im unconstrained docking die besten Energien erreichten,

sind in Abbildung 95 dargestellt. Ihre Bindungsmodi an CD4 sind in Abbildung 96 gezeigt.

N

9 N
N
o) o) o) o) o)
H—N N\)J;N H N H N H NJ‘N%NJ‘N N\)J*O
o o] o] o] o)
) N T
S N
Dekapeptid NMWQKVGTPL
E = +28.52 kcal/mol M = 1173.41 g/mol

N
NH, p
N N
U2, L0 WL T
NH,

B2B5T1 L04K05 B2B5T2 LOOKO1 B2B5T5 L04K01
E =-16.26 kcal/mol M = 356.52 g/mol E =-18.04 kcal/mol M =250.35g/mol  E =-16.43 kcal/mol M = 298.48 g/mol

@)

Abbildung 95: Das Dekapeptid NMWQKVGTPL sowie die drei daraus entwickelten Leitstrukturmotive,
die die besten Bindungsenergien zum CD4 erreichten. Zu jeder Struktur ist ihre mit DOCK bestimmte

Bindungsenergie sowie ihre Molmasse angegeben.
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Abbildung 96: Ubersicht der drei besten in dieser Arbeit entwickelten Liganden. Mit -18.04 kcal/mol
erreichte B2B5T2 1.00K01 (Mitte) die beste Energie. Die Energien von B2B5T1_L04K05 (oben) und
B2BST5_L04K01 (unten) sind mit -16.26 kcal/mol und -16.43 kcal/mol etwas geringer.

Um einen Bezugspunkt fiir die mit DOCK ermittelten Energien der hier entwickelten

Liganden zu erhalten, wurde die Energie der Bindung des Dekapeptids NMWQKVGTPL

bestimmt. Das Dekapeptid war (vgl. Seite 69) aus der Rontgenstruktur von Kwong et al.'®®
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entwickelt worden und hatte als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung der Leitstrukturmotive
gedient.

Unter Verwendung der in Tabelle 24 abgedruckten Parameter wurde mit DOCK die
Bindungsenergie des Dekapeptids zum Rezeptor CD4 bestimmt. Die Parameter
"flexible ligand =no" und "orient ligand =no" legten hierbei fest, das Peptid weder
translatorisch bewegt noch flexibel behandeln wurde. Die von DOCK berechnete Energie fiir
die Bindung des Dekapeptids an CD4 betrug +28.52 kcal/mol. Diese Energie ist wesentlich
ungiinstiger als die guten Energien der dockings der unmodifizierten RBR (vgl. Abschnitt
3.3.4).

Tabelle 24: Auflistung der Parameter, die zur Energiebewertung der Orientierung des Dekapeptides
NMWQKVGTPL zum CD4 verwendet wurden. Eine ausfiihrliche Erklirung der einzelnen Parameter
befindet sich im DOCK-Handbuch'® ab Seite 23.

flexible ligand no chemical score no
orient ligand no energy score yes
score_ ligand yes atom model a
minimize ligand no vdw_scale 1
multiple ligands no electrostatic scale 1
intermolecular score yes score grid prefix

gridded score yes ../grid/grid

grid version 4 vdw_definition file

contact score no /usr/user/dock/vdw.defn

Die Energien der drei in Abbildung 96 gezeigten Leitstrukturmotive sind mit -16
bis -18 kcal/mol deutlich giinstiger. Die Molmasse der neu entwickelten Liganden betragen
zwischen 250 und 356 g/mol. Damit liegen sie deutlich unterhalb der von Lipinsky'
vorgeschlagenen Obergrenze von 500 g/mol und um den Faktor 3 bis 4 unter der Molmasse

der Dekapeptids (M = 1173 g/mol).

3.8 Schematischer Uberblick iiber die wichtigsten Schritte der Arbeit

Die folgenden beiden Abbildungen geben einen Uberblick iiber die wichtigsten Schritte dieser
Arbeit.
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Abbildung 97 zeigt, wie ausgehend von der Analyse heutiger Wirkstoffmolekiile durch Bemis
und Murcko (I in Abbildung 97) Ringe und Briicken ausgewihlt wurden (II in Abbildung 97),
aus denen dann durch in silico-Kombinatorik die Ring-Briicke-Ring-Systeme (RBR) der
Datenbank DB1 erzeugt wurden. Mittels einer anschlieBenden systematischen
Konformationssuche wurde hieraus die Datenbank DB2 mit 28.2 Millionen Rotameren
erzeugt. Die Datenbank DB3 enthielt eine Auflistung der Distanzbereiche, die die einzelnen
Ankerpaare der RBR in Datenbank DB2 {iiberbriicken konnten. Da hierbei jedoch auch die
energetisch ungilinstigen Rotamere berlicksichtigt worden waren, wurde durch einen
Energieschnitt der Datenbank DB2 die Datenbank DB4 erzeugt, die nur noch 18470
Rotamere in energetisch giinstiger Konformation enthielt. Auch fiir diese wurde eine Analyse
der Distanzbereiche, die die einzelnen Ankerpaare iiberbriicken kénnen, durchgefiihrt. Diese
bildete die Grundlage fiir die Datenbank DBS.

Angewendet wurde die Datenbank DB5 auf eine Fragestellung zum HIV-
Infektionsmechanismus. Basierend auf einer Rontgenstruktur von CD4 und GP120 (III in
Abbildung 97) und auf STD-NMR-Daten von Wiiltken wurde ein 3D-Pharmakophor
konstruiert. Die Distanz zwischen den Ankern B2 und B5 in diesem Pharmakophor wurde
exemplarisch ausgewihlt, mit 11.477 A ausgemessen und als Basis fiir eine Datenbanksuche
in DB5 gewihlt.

Die Datenbanksuche ergab 943 hits, und demnach 943 Ankerpaarungen an RBR, die in
energiegiinstiger Konformation in der Lage sein sollten, die Pharmakophorsuche
"d=11.477 A" zu erfiillen.

Diese 943 hits wurde mit dem Programm DOCK gegen einen aus der Rontgenstruktur
entwickelten CD4-Rezeptor gedockt (IV in Abbildung 97 und Abbildung 98). Hierdurch
wurde eine Reduzierung auf die 660 bestétigte hits erreicht, deren docking erfolgreich

verlaufen war.
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AnschlieBend wurden die 660 bestitigten hits mit dem in DOCK eingebauten AMBER
Kraftfeld energiebewertet und nach diesem ranking sortiert. Die TOP10, die zehn hits mit den
giinstigsten Energien, wurden visuell inspiziert (V in Abbildung 98) und auf flnf
Leitstrukturgeriiste (T1 bis T5) reduziert.

Jedes dieser Leitstrukturgeriiste wurde in silico chemisch funktionalisiert (VI in
Abbildung 98), sowohl an der Seite, die beim docking (IV) an dem Anker B2Lys lokalisiert
gewesen war, als auch an der Seite, die am Anker B5Leu befunden hatte. Die einzelnen
Modifikationen am Anker B2Lys und B5Leu wurden am als starr und unbeweglich
betrachteten Leitstrukturgeriist mit Hilfe von DOCK energiebewertet (constrained docking).
Die jeweils glinstigsten FEinzelmodifikationen wurden zu doppelt modifizierten
Leitstrukturmotiven zusammengefiihrt, die dann sowohl nach der Methode des constrained
docking, als auch durch freies docking an CD4 analysiert wurden (VII in Abbildung 98).

Die Anwendung hierarchischer Filter in dieser Arbeit fiithrte zu einer drastischen Reduzierung
der Verbindungen, die rechenzeitaufwendig gedockt oder visuell inspiziert werden mussten

(Abbildung 99).
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Abbildung 99: Ubersicht iiber die hierarchischen Filter, die beim Aufbau der Datenbank DB5 (linke Seite

18470 Rotamere (DB4

Charakterisierung
der Ankerpaare

der Abbildung) und bei ihrer Anwendung auf die in dieser Arbeit behandelte Pharmakophorsuche

genutzt wurden.

3.9 Ausblick

Fiir die in dieser Arbeit aufgebaute Datenbank von Ring-Briicke-Ring-Systemen (RBR)
wurde nur ein sehr kleiner Ausschnitt der Ringsysteme, die in heutigen Wirkstoffen
vorkommen, verwendet. Da sich im Rahmen dieser Arbeit gezeigt hat, dass die sterisch sehr
anspruchsvollen Steroid-Geriiste fiir zumindest dieses Problem ungeeignet waren, wire es
reizvoll, das Repertoire an Ringen, aus denen die Datenbank konstruiert wird, zu
modifizieren. Das Steroid CR7 trdgt mit seinen acht Ankeratomen ganz erheblich zum
Umfang der Datenbank bei. Dieses Gertist zu entfernen wiirde die Datenbank und damit den
Rechenaufwand in beinahe allen Schritten erheblich reduzieren. Um die Varianz der

Bausteine zu erhdhen, wire die Einfiihrung eines Ringsystems mit einem Siebenring denkbar.
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Nach neuer Auswahl der Ringe miissten die Schritte in silico-Kombinatorik, Minimierung,
systematische Konformationssuche, Export in das csv-Format und Aufbau der Datenbank
wiederholt werden, bevor eine neue Suche durchgefiihrt werden konnte.

Interessant wire es auch, dem Nutzer der Datenbank ein Programm zur Verfiigung zu stellen,
mit dem er eigene Bausteine in das System einspeisen konnte. Damit ein solches Programm
fiir eine breite Anwenderschaft nutzbar wiirde, sollte seine Entwicklung begleitet sein vom
Verfassen eines ausfiihrliches Handbuches.

Grofles Potential konnte die hier entwickelte Methode entfalten, wenn es gelinge, eine
Kooperation mit etablierten Softwarepaketen, hier bieten sich SYBYL von Tripos und DOCK
von der University of California an, aufzubauen.

Die in dieser Arbeit vorgeschlagenen neuen Liganden zur Inhibition der CD4-GP120-
Wechselwirkung ahmen die Wechselwirkung des Peptides "Lysszo-Leu;ss" nach. Zum einen
wire es interessant, einen oder mehrere dieser Liganden zu synthetisieren und ihre
Bindungseigenschaften in vitro mittels SPR- und/oder NMR-Studien zu testen. Zum anderen
lieBe sich sowohl die Bindungsenergie als auch die Bindungsspezifitit der Liganden
wahrscheinlich noch steigern, wenn zusétzlich die Wechselwirkung des Trpa,; mit Ser42 und
Phe43 mimikriert werden wiirde. Der Abstand zwischen Trp (B1) und Lys (B2) betrigt
15.138 A. Dieser konnte als Basis einer neuen Suche nach einer geeigneten Leitstruktur
dienen, die nach chemischer Funktionalisierung mit einem der in dieser Arbeit
vorgeschlagenen Liganden fusioniert werden konnte. Da das Molekulargewicht der hier
vorgeschlagenen bifunktionellen Liganden jeweils bei etwa 300 g/mol liegt, ist anzunehmen,
dass auch ein trifunktioneller Ligand "Trpa7-Lysazo-Leu;zs"-Mimetikum noch unterhalb der
von Lipinsky'® vorgeschlagenen Obergrenze von 500 g/mol liegen wird. Ebenfalls interessant
wire es, den Effekt einer Fixierung der giinstigsten Konformation der Briickenbindungen,
beispielsweise durch Mehrfachbindungen oder verbriickende Ringstrukturen zu erforschen.
Interessant wire es weiterhin, die Desolvatationsenergien fiir die Liganden und den Rezeptor

zu beriicksichtigen. Dafiir bietet sich ein Programm wie HY DREN?**2%

an, das bereits von
Shoichet ef al. 1999 mit gutem Erfolg mit DOCK kombiniert wurde.'® Auch in der neuesten

Version von DOCK sind Solvatationsterme berticksichtigt.
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4 Zusammenfassung

Ein zentrales Problem bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe ist der Schritt von einer
Pharmakophor-Hypothese zu einer geeigneten Leitstruktur. Liegt eine 3D-Rezeptorstruktur
vor, werden ublicherweise in silico a’ocking—Methoden98 verwendet, andernfalls Methoden des
de novo design'' oder QSAR.®

In der vorliegenden Arbeit wurde ein fragmentbasierter Ansatz mit Methoden des de novo
design, der Pharmakophorsuche und des docking entwickelt, um den Prozess der
Leitstruktursuche zu unterstiitzen. Ein besonderer Vorteil der hier entwickelten Methode liegt
darin, dass sie auch angewendet werden kann, wenn keine Rontgenkristallstruktur des
Rezeptors oder des Rezeptor-Ligand-Komplexes vorliegt. Héufig kann dennoch die
Konformation des Liganden im gebundenen Zustand mit Hilfe der transferred NOESY-
NMR-Spektroskopie, ermittelt werden. Das Bindungsepitop des Liganden kann mit der STD
NMR Spektroskopie bestimmt werden. Basierend auf diesen beiden Informationen ldsst sich
ein ausschlielich Liganden-basiertes Verfahren konzeptionieren.

Aufbauend auf den Arbeiten von Bemis und Murcko® iiber die Bausteine heutiger Wirkstoffe
wurden neun Ringsysteme und fiinf aliphatische Briicken als Grundlage fiir die Konstruktion
von 225 Ring-Briicke-Ring-Systemen (RBR) ausgewdhlt. Die Verkniipfung erfolgte
automatisiert mit Hilfe eines Skriptes in der SYBYL-Skriptsprache SPL. An jedem
Ringsystem wurden Ankerpunkte definiert, die fiir die weitere Verkniipfung dienen konnen.
Information iiber Atomtypen wurde verworfen und vorerst nur die Geometrien der Geriiste
betrachtet, da das erste Ziel die Erzeugung von geometrisch passenden Liganden ist. Um die
Flexibilitdt dieser Molekiile zu beriicksichtigen, wurde fiir jedes der Konformationsraum
abgetastet. Hierfiir wurde eine systematische Konformationssuche aller Torsionswinkel der
Briickenbindungen in 10 Grad-Schritten durchgefiihrt. Alle so erzeugten 28.2 Millionen
Rotamere wurden in einer Datenbank fiir die Leitstruktursuche abgelegt. Fiir jede Paarung
interessanter Anker-Atome an einem Ring-Briicke-Ring-System wurde berechnet, welchen
minimalen und maximalen Abstand diese beiden Atome in allen Rotameren dieses Systems
einnehmen, deren Energie unterhalb eines Schwellenwertes lag. Hierfiir wurde in der
Programmiersprache C ein Programm entwickelt. Als giinstigster Energieschwellenwert
wurde 1 kcal/mol oberhalb der Energie des jeweils energiegiinstigsten Rotamers ausgewéhlt.
Fiir 3515 Paarungen von Ankeratomen an Ring-Briicke-Ring-Systemen wurden die so

ermittelten giinstigen Abstinde in einer Datenbank erfasst. Um einen iibersichtlichen Zugriff
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auf diese Datenbank zu ermoglichen, wurden verschiedene Zugriffs-Skripte in UNIX-Shell-
Skripten und in SPL geschrieben.

Um die Datenbank an einem realen Problem zu testen, wurde die Wechselwirkung zwischen
dem menschlichen CD4 und dem GP120 des HIV modelliert. Die hierfiir benétigten
3D-Koordinaten der Bindungspartner wurden, aufbauend auf einer von Kwong et al.
veroffentlichten Réntgenstruktur'™ mit Methoden des molecular modeling bestimmt.
Informationen {iber das die Bindung vermittelnde Epitop waren von Wiiltken 2001 mit Hilfe
der STD-NMR-Spektroskopie* ermittelt worden.>*

Als Ankerpunkte der zu modellierenden Wechselwirkung wurde jeweils ein Wasserstoffatom
des Lysinsse und des Leucins;ps aus dem GP120 gewihlt. Der zwischen diesen beiden
Atomen gemessenen Distanz von 11.5 Angstrdom entsprachen 943 Bausteine aus der
Datenbank. Durch eine Energiebewertung mit dem DOCK-Programmpaket’®® konnten 283
der hits verworfen und fiir die restlichen 660 Aits ein ranking erstellt werden.

Fiint der bestplatzierten Liganden des ersten energy ramking wurden in silico chemisch
funktionalisiert. Nachdem die jeweils an einer Stelle funktionalisierten Liganden mit DOCK
energiebewertet waren, wurden die energiegiinstigsten Modifikationen in jeweils einem
Molekiil zusammengefiihrt. Diese Molekiile wurden unconstrained mit DOCK gegen CD4
gedockt und ihre Energie mit der der unfunktionalisierten Aits verglichen.

Durch die Einfiihrung funktioneller Gruppen konnten die Bindungsenergien der Liganden um
bis zu 10 kcal/mol verbessert werden. Der Ligand mit der giinstigsten Bindungsenergie
(B2B5T2_LOOKO1) war hierbei zusammengesetzt aus einem Naphthalin-Ringsystem, das
iiber eine Briicke mit zwei Bindungen mit einem 1H-Pyrrol verkniipft war, das mit einer
Ethylaminogruppe funktionalisiert war. Die Bindungsenergie dieses Liganden im betrug im
unconstrained docking -18 kcal/mol.

Die erzeugten Geriiste konnten erfolgreich so erzeugt und modifiziert werden, dass sie von
DOCK so platziert wurden, dass sie in der Pharmakophorregion eine verbesserte
Bindungsenergie erreichten.

Um diese sehr viel versprechenden in silico prognostizierten Bindungsenergien in vitro zu
verifizieren und zu neuen, nicht-peptidischen CD4-Liganden zu kommen, werden im
Arbeitskreis einige der hier vorgeschlagenen Verbindungen synthetisiert und untersucht
werden.

Mit der in dieser Arbeit entwickelten Datenbank konnte erfolgreich ein neues Werkzeug zur

in silico-1deengenerierung in der Leitstruktursuche etabliert werden.
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5 Summary

A critical point in modern drug design is the step from a pharmacophore hypothesis to a
suitable lead structure. n silico docking methods’® are used if the 3D structure of the receptor
is available. In other cases one can resort to de novo design'' or QSAR concepts.*

To support lead structure generation, a fragment based approach has been developed in the
present work. It is based on a combination of de novo design, pharmacophore searching and
docking.

A special advantage of the method developed here is that it can be applied to cases where
x-ray structures of the receptor or of a complex of the receptor with a ligand are not available.
The conformation of the ligand in the bound state can be obtained by transferred NOESY
NMR, while the binding epitope can be elucidated by STD NMR. Based on these a procedure
depending exclusively on ligand data of the can be developed.

Based on Bemis' and Murcko's publication® on the scaffolds of modern drugs, nine ring
systems and five linkers have been selected as building blocks. In an in silico combinatorial
process, controlled by a script in the SYBYL-programming-language SPL, these building
blocks have been combined to form 225 ring-linker-ring systems.

On each ring system anchor atoms were defined for further linking. Since the primary aim has
been the construction of ligands with suitable steric properties, all information on atom types
was discarded.

To account for the high flexibility of the molecules, the conformational space for each was
sampled by a systematic search along all torsion angles of each linker in steps of 10 degrees.
The resulting 28.2 million rotamers were stored in a database. For all rotamers below an
energy-cutoff of 1 kcal/mol, the minimum and maximum distance between pairs of anchor
atoms was calculated and stored in a database to look-up potential leads. For these
calculations, a program in the programming language C was developed. For an easy access to
the database, appropriate tools in UNIX-shellscript and the SPL were developed.

To test the database-concept on a real problem, the interaction of human CD4 and HIV-
GP120 was modeled. To obtain 3D-coordinates, methods of molecular modeling were applied
to an x-ray-structure published by Kwong et al.'*®

identified by Wiilfken using STD-NMR* in 2001.**

The binding epitope in question had been
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Two hydrogens of GP120, one of the e-CH,-group of Lysinesy9 and one of the 6-methyl-group
of Leucine;ys were chosen as key functional groups for the GP120-CD4-interaction. Their
distance was 11.5 Angstrom. A database-search with this distance yielded 943 primary hits.
Using the DOCK program package™ and a newly developed method named "constrained
docking" 283 of these hits were rejected and an energy-ranking of the remaining 660 hits was
obtained.

The five top scoring ligands were chemically functionalized in silico.

The ligands were modified at one of the two interaction-sites and were ranked with DOCK.
The most favorable modifications at each site were combined in one molecule. As a proof of
concept these molecules were docked "unconstrained" to CD4 and their binding energies were
compared to the energies of the unmodified hits.

The addition of functional groups to the ligands improved the binding energies by up to
10 kcal/mol. The top scoring ligand (B2B5T2 LO00KO01) was composed of a naphthalene ring
system which was linked with a two-bond-linker to an 1H-pyrrol which was modified by an
ethylamino-group. The binding energy of this ligand was -18 kcal/mol.

This approach was successful in creating and modifying the scaffolds in a way that DOCK
could place them in the pharmacophore-region with improved binding energies.

To verify these promising in silico results in vitro and to reach new nonpepdidic CD4-
binding-ligands, some of the ligands proposed here will be synthesized and analyzed in the
research group of Prof. Meyer in the near future.

The database that has been developed in this work is a new tool for in silico idea generation in

lead structure design.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Hard- und Software

Hardware

Handelstibliche PCs ( IA32 Prozessor)
Silicon Graphics Workstations (Octane2/R14000, Octane2/R12000, Octane1/R10000)

Software

DOCK (SPHGEN, AUTOMS, GRID, SHOWBOX) http://dock.compbio.ucsf.edu
SYBYL Molecular Modelling Package, Version 7.0; Tripos, Inc.: St.Louis, MO, USA
Programmer Studio fiir Windows, Version 4.1.3, Whisper Technology, Surrey, UK
Tripos Bookshelf 7.0, Tripos Inc., St. Louis, MO, USA

SCIFINDER SCHOLAR 2006, American Chemical Society

MIPSpro C-Compiler, Version 7.3.1.3m

6.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

6.2.1 AAV 1 Energieminimierung

Das im mol2-Format vorliegende Molekiil wird in SYBYL mit den Standard-Einstellungen
des Tripos-Kraftfeldes” energieminimert (vgl. Abschnitt 1.6.2). Hierbei wird eine der
folgenden drei Varianten angewendet:

a) Uber 10000 Schritte, ohne Partialladungen, mit einer Dielektrizititskonstante von 1.

b) Uber 1000 Schritte, mit Gasteiger-Marsili-Partialladungen®”  und  einer
Dielektrizitatskonstante von 4.

¢) Nach Solvatation des Komplexes in drei Lagen TIP3-Wasser, ® iiber 1000 Schritte, mit

Gasteiger-Marsili-Partialladungen und einer Dielektrizititskonstante von 1.

136



Experimenteller Teil

6.2.2 AAV 2 Constrained docking

Fiir einen nach dem Muster Name /D] ID2.mol2 (ID] und ID2 bezeichnen die atom IDs der
Wasserstoffatome, die an die Positionen der Anker B2Lys und B5Leu gedockt werden sollen)
benannten Liganden werden zundchst automatisiert mit Hilfe von
7.3.15 ligand 2 ligandcenter.spl eine ligand centers-Datei erzeugt. AnschlieBend wird eine

dock.in-Datei mit folgenden Einstellungen erzeugt (siche Tabelle 25):

Tabelle 25: Auflistung der Parameter, die in allen dock.in-Dateien des constrained docking identisch
waren. Eine ausfiihrliche Erklirung der einzelnen Parameter befindet sich im DOCK-Handbuch'® ab

Seite 23.

flexible ligand no check degeneracy no
orient ligand yes reflect ligand no
score ligand yes critical points yes
minimize ligand no multiple points yes
multiple ligands no chemical match no
random_seed 0 intermolecular_ score yes
match receptor sites yes gridded score yes
random_ search no grid version 4
ligand centers yes bump filter no
automated matching no contact_score no
maximum orientations chemical score no

5000 energy score yes
write orientations yes atom_model a
rank_orientations yes vdw_scale 1
rank orientation total 10 electrostatic scale 1
nodes_minimum 1 score grid prefix
nodes_maximum ../grid/grid

1000 vdw_definition file
distance tolerance /usr/user/dock/vdw.defn

0.25 receptor site file
distance minimum 2 ../struct/receptor spheres for B2B5.sph

Die Werte fiir die Parameter ligand atom file, ligand center file und ligand energy file
werden jeweils individuell festgelegt.

Hierbei wird der Ligand als starr behandelt (Flexibilitit wird gegebenenfalls im Voraus durch
eine systematische Seitenketten-Konformationssuche berticksichtigt) und durch DOCK relativ
zum Rezeptor neu angeordnet. Hierfiir werden statt der Schweratome des Liganden die im
ligand center file definierten ligand centers verwendet. Durch die Nutzung von
critical points und ligand centers wird der Ligand in eine Position gezwungen, in der die
beiden Atome mit den atom [Ds IDI und ID2 die Positionen der beiden mit B2 und B5
bezeichneten Wasserstoffatome des Dekapeptides einnehmen (vgl. Abbildung 48). Von den
5000 erzeugten Orientierungen werden anhand einer auf einem grid berechneten
Energiebewertung die besten zehn Orientierungen gespeichert. Die Gewichtung von van-der-
Waals- und elektrostatischen Parametern sowie die Definition des grid entsprechen den

Standardeinstellungen. Eine Variation des random_seed erfolgt in diesem Fall nicht.
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AnschlieBend wird das Programm DOCK mit dieser Parameter-Datei aufgerufen und die
Ausgabe zu Dokumentationszwecken in eine log-Datei umgeleitet.

Die Ergebnisse des docking finden sich anschlieBend im ligand energy file, das sowohl die
Koordinaten der energiegiinstigsten Orientierungen, als auch die von DOCK ermittelten

Energiewerte der Orientierungen enthélt.

6.2.3 AAV 3 Systematische Seitenketten-Konformationssuche

Diese Arbeitsvorschrift dient der Beriicksichtigung der konformationellen Flexibilitit der neu
hinzugefiigten funktionellen Gruppen bei modifizierten Liganden, bei denen diese Gruppen
Rotations-Freiheitsgrade haben die die Bindung an den Rezeptor beeinflussen kdnnen.

Das SPL-Skript, das den jeweiligen Liganden aus dem unmodifizierten kit entwickelt (vgl.
B2B5T1 _LO1KO0O 15 41.col in Anhang 7.3.20), ist in diesem Fall um einen zweiten Teil
erweitert. Dieser Teil (siche Anhang 7.3.21 B2B5T2 LOOKO07X 14 33.col) fiihrt eine
systematische Konformationssuche an den entsprechenden Bindungen durch. Unabhingig
von der inneren Energie des Liganden erzeugt dieses Skript in 10 Grad-Schritten alle
Rotamere an der oder den relevanten Bindungen. Fiir Liganden mit einer neuen rotierbaren
Bindung (z.B. nach Hinzufiigen einer Ethylgruppe in B2B5T2 L02KO00) erzeugt das Skript
somit 36 Rotamere. Bei zwei neuen rotierbaren Bindungen, beispielsweise nach Hinzufiigen
einer Aminoethylgruppe in B2B5T2 LOOKO7 entstehen 36°, also 1296 Rotamere. Die
Rotamere werden unter eindeutig identifizierenden Namen (z.B.
B2B5T2 LO0OKO07X310X100 14 33 fiir das Rotamer bei dem die erste rotierte Bindung einen
Torsionswinkel von 310 Grad hat, dic zweite einen Torsionswinkel von 100 Grad)
abgespeichert und dann mit Skript 7.3.22 und DOCK starr und constrained nach AAV 2 an
den Rezeptor gedockt. Die energieglinstigsten Rotamere werden mit Skript 7.3.23

identifiziert.

6.2.4 AAV 4 Unconstrained docking

Der zu dockende Ligand muss in keinem bestimmten Format benannt sein, da in diesem Fall
das Skript ligand 2 ligandcenter.spl nicht bendtigt wird. Es wird eine dock.in-Datei mit den

folgenden Einstellungen erzeugt:
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Tabelle 26: Auflistung der Parameter, die in allen dock.in-Dateien des unconstrained docking identisch
waren. Der Parameter random_seed variierte von 1 bis 30. Eine ausfiihrliche Erklirung der einzelnen

Parameter befindet sich im DOCK-Handbuch'® ab Seite 23.

flexible ligand yes repulsive exponent 12
orient ligand no score _grid prefix

score_ligand yes ../grid B2B5soft/grid 20082005
minimize ligand yes flex definition file

multiple ligands no /usr/user/dock/flex.defn
intermolecular score yes vdw_definition file

gridded score yes /usr/user/dock/vdw.defn

grid version 4 flex drive file

contact_score no /usr/user/dock/flex_drive.tbl
chemical score no anchor size 1
energy_score yes configurations_per cycle 5
atom model a torsion minimize yes
vdw_scale 1 reminimize layer number 2
electrostatic_scale 1 minimize anchor no
anchor search yes reminimize anchor no
multiple anchors yes reminimize ligand yes
write partial structures no energy minimize yes
torsion_drive yes initial translation 1
clash overlap 0.5 initial rotation 0.1
write conformations yes initial torsion 10
write conformation total 1 maximum_ iterations 100
intramolecular score yes energy convergence 0.1
energy cutoff distance 10 maximum cycles 2
distance dielectric yes cycle convergence 1
dielectric factor 4 energy termination 1
attractive exponent 6 random seed 1

Die Parameter ligand atom_file und ligand energy file werden jeweils individuell festgelegt.
Der Ligand wird hier als flexibel angenommen, und diese Flexibilitdt wird entsprechend der
DOCK-anchor _search behandelt (vgl. Abschnitt 1.7.4). Durch die Auswahl von
"anchor size=1" ist es DOCK moglich, die Konstruktion des Liganden in der
Bindungsregion mit jedem beliebigen Fragment des Liganden als Anker zu beginnen. Wie
viele Orientierungen DOCK insgesamt erzeugt, hiangt hier von der Anzahl der Fragmente, die
DOCK als Anker ausprobiert und von der Anzahl der rotierbaren Bindungen im Molekiil ab.
Um die Rechenzeit gering zu halten ist der Parameter configurations per cycle, der definiert,
wie detailliert DOCK den Konformationsraum absuchen soll, hier mit 5 angesetzt. Nach dem
vollstdndigen Aufbau eines Liganden erfolgt eine Energieminimierung (vgl. Abschnitt 1.6.2)
innerhalb des AMBER Kraftfeldes. AbschlieBend werden die Orientierungen energiebewertet
und die energiegiinstigste wird im ligand energy file gespeichert.

Das docking mit den oben beschriebenen Einstellungen wird 30 Mal durchgefiihrt, wobei fiir
jedes docking der Parameter random seed um eins erhoht wird. Diese Variation wird
automatisiert durch Skripte durchgefiihrt. Exemplarisch ist in Abschnitt 7.3.24 das Skript
dock B2B5T5 L04KO01 random seed variation.sh fiir den Liganden B2B5TS5 L04KO01
abgedruckt.
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7 Anhang

7.1 Glossar englischer Begriffe

Wo die Verwendung deutscher Begriffe uniiblich ist, wurden in der vorliegenden Arbeit

folgende englischen Begriffe genutzt.

anchor Anker. Hier: Atom, das an einer bestimmten Position festgehalten wird.

atom ID Eindeutige, ganzzahlige Identifizierungsnummer eines Atoms im
Programm SYBYL.

box Quaderformiger Bereich, in dem das Programm DOCK versucht, die
Liganden zu platzieren.

constrained ~ Docking unter sehr strikten Rahmenbedingungen. Hier: Docking, bei dem

docking von vorneherein feststeht, an welchen Punkten die zwei Ankeratome des
Liganden sich befinden miissen. Hierfiir wurden critical points
verwendet.

critical Entscheidend. Critical points sind im Rahmen dieser Arbeit Punkte im
dreidimensionalen Raum, die der gedockte Liganden unbedingt séttigen
muss.

docking Das Platzieren von Liganden in Bindungstaschen.

file Datei.

frameworks Grundgeriiste (vgl. Abbildung 2).

grid Gitter. Hier: Ein virtuelles Gitter von Punkten in der Bindungsregion, fiir
die der Beitrag des Rezeptors zur Energieberechnung bereits vor dem
docking bestimmt wird.

hit Treffer. Hier: Ergebnisse der Suche in einer Datenbank.
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induced fit

lead

linker

molecular

modeling

random seed

range

ranking

resonance

scoring

scoring

functions

screening

shapes

spheres

Vorgang bei der Ausbildung eines Rezeptor-Ligand-Komplexes, bei dem
die Liganden-Bindungsstelle erst ausgebildet wird, wihrend der Ligand

an den Rezeptor bindet.

Leitstruktur. Mogliche Vorstufe eines potentiellen Arzneistoft-

Kandidaten.

Briicke. Hier: Flexible Kette von Atomen, die zwei Molekiilteile

miteinander verbindet.

Die Untersuchung molekularer Fragestellungen mit Hilfe von

Computersimulationen.

Zahl, mit der ein Zufallszahlengenerator (z.B. im Programm DOCK)
initialisiert wird. Bei Auswahl verschiedener Werte fiir das random seed
erzeugt der Zufallszahlengenerator verschieden Abfolgen quasi-zufilliger

Zahlen.
Bereich, Streubreite, Strecke.

Rangfolge. Ergibt eine Methode eine Vielzahl von Ergebnissen, so kann
ein ranking nach geeigneten Sortierkriterien (z.B. nach dem Energiewert)

helfen, schnell die giinstigsten Ergebnisse auszuwéhlen.
Resonanz. Hier: Die kernmagnetischen Resonanzen eines Proteins.

Bewerten von Ergebnissen nach mathematischen Kriterien. Die score

eines Ergebnisses bestimmt seinen Platz im ranking.

Mathematische Funktion mit der Ergebnisse bewertet werden. Hier meist

eine  empirische  Funktion  zur  Berechnung von  freien

Bindungsenthalpien.

Verfahren, bei dem ein Pool von Stoffen auf ihre Tauglichkeit als

Medikament systematisch gepriift werden.

Formen. Hier: Die grundlegende sterische Struktur von Molekiilen die

. . . 2
von Bemis et al. beschrieben wird.?

Sphédren. Hier: Kugelformige Bereiche, die Zentren moglicher

Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor beschreiben.
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target Wirkstoff-Zielverbindung. Biomolekiil, das Angriffspunkt fiir ein
(zukiinftiges) Medikament ist. Das Target in der vorliegenden Arbeit ist

das humane Protein CD4.

top scorer Ergebnis, das in einem vorangegangenen ranking die beste score erzielt
hat. Hier: Die chemische Modifikation an einem Molekiil, die, verglichen
mit allen anderen getesteten chemischen Modifikationen, den gréfiten

Energiegewinn erzielte.

unconstrained Docking unter weitgehend offenen Rahmenbedingungen. Hier: Docking,
docking bei dem keine critical points oder ligand centers verwendet werden, bei
dem also nicht festgelegt ist wo die Ankeratome des Liganden platziert

werden missen.

7.2 Definitionen

Die folgenden Auflistung enthilt die im Rahmen dieser Arbeit getroffenen Definitionen und
Bezeichnungen. Ein schematischer Uberblick iiber die wichtigsten Schritte der vorliegenden

Arbeit befindet sich als Referenz in Abschnitt 3.8.

Anker, Ankerpunkte Ankerpunkte sind die Atome, die sich an den entscheidenden
Punkten des Pharmakophors befinden oder befinden sollen.
Ankeratome werden an den Ringsystemen in Abschnitt 3.1.1
definiert und sind in den Abbildungen mit gestrichelten

Bindungen gekennzeichnet.

Asp63, D63 In dieser Schreibweise, mit normal formatiertem Index, sind
(Beispiel) die Aminosduren des CD4 bezeichnet.
B1-B5 Ankeratome am Dekapeptid NMWQKVGTPL. Die fiinf an

den Punkten Bl bis B5 lokalisierten Wasserstoffatome
definieren in der vorliegenden Arbeit exemplarisch den 3D-

Pharmakophor der CD4-GP120-Wechselwirkung.
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B2B5T2 LOOKO1 14 33 Am Anker B2Lys modifiziertes Leitstrukturgeriist B2B5T2.

(Beispiel) Die Leucin-Seite ist unmodifiziert (L00), die Art der
Modifikation der Lysin-Seite (KO1) ergibt sich aus
Abbildung 62. Die Zahlen 14 und 33 bezeichnen die atom IDs
der Ankeratome.

B2B5T2 LOOK07X310  Am Anker B2Lys modifiziertes Leitstrukturgeriist. Die dort

X100 14 33 substituierte Aminoethylgruppe (vgl. Abbildung 61) hat zwei

(Beispiel) rotierbare Bindungen, fiir die die optimalen Torsionswinkel
nach AAV 3 zu 310 und 100 Grad bestimmt wurden.

bestatigte hits Die Datenbanksuche in DB5 ergab 943 hits. Nur 660 lielen

sich mit DOCK constrained an CD4 docken. Dies sind die
660 bestdtigten hits. Die 283 anderen wurden verworfen.
Briicke Eine Briicke im Sinne dieser Arbeit ist eine flexible Kette von
einer bis fiinf frei drehbaren Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Einfachbindungen. Im Programmcode zu dieser Arbeit
(Abschnitt 7.3) ist synonym auch das englische Wort "linker"

fir Briicken verwendet.

CRO - CRS8 Ringsysteme (Abbildung 26, Abbildung 28, Abbildung 29).

CR1XL2XCR3 RBR, das aus dem Ringsystem CR1, der Briicke L2 und dem

(Beispiel) Ringsystem CR3 kombiniert wurde.

DB1 Erste Datenbank, die RBR enthilt (siche auch Abbildung 97).

DB2, DB4 Aus DBI durch systematische Konformationssuche der RBR
erzeugte Datenbanken, die Rotamere enthalten (siehe auch
Abbildung 97).

DB3, DB5 Aus DB2 und DB4 erzeugte Datenbanken, die eine Auflistung

von Ankerpaaren an den RBR in DB1 zusammen mit
Angaben dariiber, welche Distanzen diese Ankerpaare
iberbriicken konnen (siehe auch Abbildung 97), enthalten.
doppelt funktionalisierte Die doppelt funktionalisierten RBR sind die optimierten
RBR Leitstrukturmotive der vorliegenden Arbeit (Schritt VI und
VII in Abbildung 98). Sie sind die Kandidaten fiir Synthese
und Bindungs-Assays.
Gertiste, Briicken, Ringe Elemente von Wirkstoffmolekiilen (siche Abbildung 1).

und Seitenketten
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LO-L4 Briicke mit null bis vier C-Atomen (sieche Abbildung 33).
Lysa29, Ka2g In dieser Schreibweise, mit tief gestelltem Index, sind die
(Beispiel) Aminosduren des GP120 beziehungsweise die Aminosiuren

des daraus abgeleiteten Dekapeptides NMWQKVGTPL
bezeichnet.

NMWQKVGTPL Von Wiilfken aus dem GP120 entwickeltes Dekapeptid der
Sequenz  Asparagin-Methionin-Tryptophan-Glutamin-Lysin-
Valin-Glycin-Threonin-Prolin-Leucin.

RBR Mit RBR sind im Rahmen dieser Arbeit die in Abschnitt 3.1.3
durch in silico-Kombinatorik erzeugten Ring-Briicke-Ring-
Systeme abgekiirzt. Im Programmcode zu dieser Arbeit

(Abschnitt 7.3) ist synonym auch das Wort "cuff" fiir RBR

verwendet.

T1-T5 Leitstrukturgeriist das beim docking in Schritt 1V
(Abbildung 98) die beste bis fiinftbeste Energie erreichte
(siche auch TOPS).

TOP10 Die TOP10 sind die zehn hits, die im energy ranking der 660

bestétigten Aits die ersten zehn Plétze belegten.

TOPS Die TOPS, auch als Leitstrukturgeriiste bezeichnet, wurden in
Schritt 3.3.5 aus den TOP10 ausgewdhlt. Die TOPS wurden
als B2B5T1 bis B2B5TS5 oder T1 bis T5 bezeichnet (siche
auch T1 - TS).

Verkniipfungspunkte Die Atome an einem Ringsystem, an denen im Laufe der
in silico-Kombinatorik ~ Briicken = verkniipft =~ werden.
Verkniipfungspunkte werden in Abschnitt 3.1.1 definiert und
sind in den Abbildungen mit fett gedruckten Bindungen

gekennzeichnet.

7.3 Programme und Skripte

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Programme und Skripte abgedruckt. Die
Art des Quellcodes ist jeweils auch an der Dateiendung zu erkennen. Spl-Dateien sind in der
SYBYL Programming Language geschrieben, sh-Dateien sind Shell-Skripte, und h- und c-

Dateien sind Quellcode in der Programmiersprache C.
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7.3.1

1
2
3
4
5:
6:
7 .
8
9
10

combine_all.spl

### combine all.spl

### Skript zum Verknuepfen von Ring-Linker-Ring-Systemen
### Entwicklungsstand v9 18.06.2004 Boris Kroeplien

#H#

setvar GLOBAL!bkl logfile S%cat("bkl logfile "

SFILE _CLEAN FILENAME ("Stime()"))

11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:
42:
43:
44:
45:
46:
47:
48:
49:
50:
51:
52:
53:
54:
55:
56:
57:
58:
59:
60:
61:
62:
63:
64:
65:
66:
67:
68:
69:
70:
71:
72:
73:
74:

uims define macro logbkl sybylbasic YES
echo "$1" >> $SGLOBAL!bkl logfile

uims define expression generator bklvalidpart YES

### ring or linker must already be loaded in area $1
### function returns "none" if

### 1.) the molecule-name does not include an X
### 2.) dummy-atoms are present

### 3.) atom 1 is not a C.3

### 4.) atom 1 has not exactly one neighbour

### then, if

### 5.) the set {BKC_ANCHORS} has members
### the function returns "ring"

### if (BKC_ANCHORS} has no members, but
### 6.) atom 2 is a C.3

### 7.) atom 2 has only one neighbour

### the function returns "linker"

LOCALVAR answer

if %not (%eq($# 1))
echo "Usage : %bklvalidpart (area expr)"
return
else
if %not( %atoms( $1 ) )
echo "Mol Area $1 is empty"
echo "Usage : bklvalidpart (area expr)"
return h
endif
endif

setvar answer "ring"
# test, if in $1 is at all valid

if %$POS ("X" %mol_info($l name) )
setvar answer "none"
GOTO EarlyExit
endif
if %atoms ($1 ((<Du>)))
setvar answer "none"
GOTO EarlyExit
endif
if %not(%streql ("$ATOM INFO($1(1) type)" "C.3") )
setvar answer "none"
GOTO EarlyExit
endif
if %neqg(%count ($ATOM INFO ($1 (1) neighbors)) 1)
setvar answer "none"
GOTO EarlyExit
endif

# test BKC ANCHORS. If it has members, the molecule is a ring
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75:
76:
77
78:
79:
80:
81:
82:
83:
84:
85:
86:
87:
88:
89:
above.
90:
91:
92:
93:
94:
95:
96:
97:
98:
99:
100:
101:
102:
103:
104:
105:
106:
107:
108:
109:
110:
111:
112:
113:
114:
115:
116:

if %atoms ($1 ({BKC_ ANCHORS}) m)
setvar answer "ring"
GOTO EarlyExit

endif

# now in $1 is no valid ring,
setvar answer "none"

if $streql ("$ATOM INFO($1(2) type)"

it may still be a valid linker

"Cc.3m)

if %eg(%count ($ATOM_INFO ($1(2) neighbors)) 1)

setvar answer "linker"
endif
endif

# return either "linker" or "none".

EarlyExit:

Sreturn (Sanswer)

"ring" would have been returned

uims define macro bklcombine sybylbasic YES

logbkl "
logbkl "Start Stime ()"
logbkl " bklcombine

# setvar cgg old S$cgg timeout
# setvar cgg timeout 0

setvar ringl
setvar ring?2
setvar linker

SWITCH S$#

CASE 0)
setvar ringl([0]

"/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/ringsA.mdb"

117:

setvar ring2[0]

"/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/ringsC.mdb"

118:

setvar linker([0]

"/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/linkerB.mdb"

119:

setvar outputdb

"/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"

120:
121:
122:
123:
124:
125:

CASE 3)
setvar ringl[0] $1
setvar ring2[0] $2
setvar linker[0] $3
setvar outputdb

"/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"

126:
127:
128:
129:
130:
131:
132:
133:
134:

CASE 4)
setvar ringl[0] $1
setvar ring2[0] $2
setvar linker[0] $3
setvar outputdb $4

CASE)

$dialog message ( ERROR "usage $0

<ringA.mdb><ringB.mdb><linkerC.mdb>

<ringA.mdb><ringB.mdb><linkerC.mdb> <output.mdb>"
possible without any parameters,

) >SNULLDEV

135:
options™
136:
137:
138:
139:
140:
141:

logbkl "Early program terminiation,

return
P

ENDSWITCH

# falls die gleiche Ring-Datenbank fuer ringl und ring2 geoeffnet wurde
# falls also (ringl[0] == ring2[0])

// $0
// $0
"usage of the macro $0 is

with three parameters or with four parameters

wrong number of commandline-

wuerde einfaches Kombinieren auch
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142: # doppelte Cuff-Systeme erzeugen. Um dies zu verhindern, werden dann
143: # mit Hilfe der Variablen ringcounter einige ring2 uebersprungen.
144: # Damit bei verschiedenen ring-datenbanken nichts ausgelassen wird
145: # wird dann nicht mitgezaehlt, welche Ringe schon kombiniert wurden.
146: setvar identical rings 0

147:

148: if $streql ($ringl[0] $ring2[01])

149: setvar identical rings 1

150: logbkl "identical databases for 'ringl' and 'ring2' detected. Creating
only unique combinations"

151: else

152: setvar identical rings 0

153: logbkl "non identical databases for 'ringl' and 'ring2' detected.

Creating all combinations"
154: endif
155:
156: # check all necessary databases for contents
157: # ist das database create ein sicherheitsrisiko ?

158:

159: database open $ringl[0] READONLY

160: if %eg( %Scount( %database(*) ) 0 )

161: %dialog message( ERROR "No molecules in database" "No Molecules" )
>$SNULLDEV

162: logbkl "Early program terminiation, empty database for ringl"

163: return

164: else

165: logbkl "Database for Ringl : $ringl[0]"

166: endif

167:

168: if %not(%eq($identical rings 1))

169: database open $ring2[0] READONLY

170: if %eq( %count( %database(*) ) 0 )

171: $dialog message( ERROR "No molecules in database" "No Molecules" )
>SNULLDEV

172: logbkl "Early program terminiation, empty database for ring2"

173: return

174: else

175: logbkl "Database for Ring2 : $ring2[0]"

176: endif

177: else

178: logbkl "Database for Ring2 : $ring2[0]"

179: endif

180:

181: database open $linker[0] READONLY

182: if %eqg( %Scount( %database(*) ) 0 )

183: $dialog message( ERROR "No molecules in database" "No Molecules" )
>SNULLDEV

184: logbkl "Early program terminiation, empty database for linker"

185: return

186: else

187: logbkl "Database for Linker : $linker[0]"

188: endif

189: if %not(%file exists (Soutputdb))

190: DATABASE CREATE S$outputdb

191: endif

192: logbkl "Database for Output of Cuff-Systems : S$Soutputdb"

193:

194: # die folgenden 3x19 Zeilen liessen sich gut in einer Funktion mit
195: # call by reference-uebergabe der parameter &ringl &ring2 %linker
196: # vereinfachen.

197:

198: DATABASE OPEN $ringl[0] READ

199: setvar ringl[l] S%count (%database(*))

200: setvar count 2

201: logbkl "Checking contents of $ringl[0]"

202: for i in %database (*)

203: DATABASE GET $i M1

204: if %$streqgl ($bklvalidpart(ml) "ring")

205: setvar ringl[$count] $i

206: logbkl "™ $i is a valid %bklvalidpart (ml)"

207: setvar count $math ($count +1)

208: else

209: logbkl "™ $i is not a valid ringsystem, skipped"
210: setvar ringl[l] %math($ringl[1l] -1)

211: endif

212: endfor
213: if %$eqg($Scount 2)
214: logbkl " No valid ringsystems in $ringl[0]. Program aborted"
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215:
216:
217:
218:
219:
220:

221:

return
endif
database close

#H#

### hier waere eine abfrage, ob identische Datenbanken vorliegen
sinnvoll, hat aber nicht funktioniert.

### insofern wird in dem fall jetzt halt auch die zweite

database nochmal geprueft.

222
223:
224:
225:
226:
227
228:
229:
230:
231:
232:
233:
234:
235:
236:
237:
238:
239:
240:
241:
242:
243:
244:
245:
246:
247:
248:
249:
250:
251:
252
253:
254:
255:
256:
257:
258:
259:
260:
261:
262:
263:
264:
265:
266:
267:
268:
269:
270:
271:
272
273:
274:
275:
276:
277:
278:
279:
280:
281:
282:
283:
284:
285:
286:
287:
288:
289:
290:

#H#
# logbkl "DEBUG : identical rings : $identical rings"
# if %eq(Sidentical rings 1)
DATABASE OPEN $ring2[0] READ
setvar ring2[1l] %count (%database(*))
setvar count 2
logbkl "Checking contents of $ring2[0]"
for i in %database (*)
DATABASE GET $i M1
if %$streql ($bklvalidpart(ml) "ring")
setvar ring2[$count] $i
logbkl " $i is a valid %bklvalidpart (ml)"
setvar count $math ($count +1)
else
logbkl "™ $i is not a valid ringsystem, skipped"
setvar ring2[1l] %math($ring2[1] -1)
endif
endfor
if %eqg($count 2)

(gleiche)

logbkl " No valid ringsystems in $ring2[0]. Program aborted"

return
endif
database close
# else
# setvar ring2[1l] $ringl[1]
# for count in %$range (2 $math ($ring2[1]+1))
# setvar ring2[$count] $ringl[$count]
# endfor
# endif

DATABASE OPEN $linker[0] READ
setvar linker([1l] %count (%database (*))
setvar count 2
logbkl "Checking contents of $linker[0]"
for 1 in %database (*)
DATABASE GET $i M1
if %$streql (%bklvalidpart (ml) "linker")
setvar linker[$Scount] $i
logbkl "™ $i is a valid %bklvalidpart (ml)"
setvar count %math (Scount +1)
else
logbkl " $i is not a valid linker-system, skipped"
setvar linker[1l] %$math ($linker[1] -1)
endif
endfor
if %eqg($Scount 2)

logbkl " No valid linkersystems in $linker[0]. Program aborted"

return
endif
database close

setvar ringcounter O
setvar cuffcounter 1
setvar cuff system

clearscreen

for rl in %range (2 %$math ($ringl[1]+1))
for 1i in %$range (2 %$math($linker[1]+1))

for r2 in %range (%math (2 + $ringcounter) %math($ring2[1]1+1))

setvar cuff system[$cuffcounter] 1] $ringl[$rl]
setvar cuff system[Scuffcounter][2] $linker[$1i]
setvar cuff system[$cuffcounter] [3] $ring2[$r2]
logbkl "Scuff system[Scuffcounter]"
setvar cuffcounter %$math ($Scuffcounter + 1)
endfor
endfor

setvar ringcounter %math($ringcounter + S$identical rings)

endfor

148



Anhang

291:

292: # in den Variablen cuff system[x][1-3] sind nun fuer eine Kombination x

293: # das 1.Ringsystem[1l], der Linker[2] und das 2.Ringsystem[3] abgelegt.

294: # nun muessen diese Teile in ml-m3 geladen und kombiniert werden.

295: # dafuer lauft diese Schleife ueber alle cuff systems[$cuffcounter]

296:

297: logbkl "total number of cuffs to be joined : %$math( $cuffcounter - 1 )"

298: for cuffcounter in %$range (1l %math ($cuffcounter - 1 ))

299: DATABASE OPEN $ringl[0] READ

300:

301: ##4#

302: ### hier beginnt die Arbeit mit den tatsaechlichen Molekuelteilen,

303: ### vorher wurden nur Namensteile bearbeitet, kombiniert

304: ###

305:

306: # load first ring

307: DATABASE GET S$Scuff system[$cuffcounter][1] ml

308:

309: # delete any previous definition of anchors a

310: if %atoms (ml ({ANCHORS A}) m)

311: REMOVE LOCAL SET M1 (ANCHORS A) > SNULLDEV

312: endif

313:

314: # replace the set bkc_anchors with the set anchors_a

315: DEFINE STATIC SET ATOM M1 ({BKC_ANCHORS}) ANCHORS A """"

316: REMOVE LOCAL SET M1 (BKC_ANCHORS) > SNULLDEV

317:

318: # load second ring

319: DATABASE OPEN $ring2[0] READ

320: DATABASE GET S$cuff system[$cuffcounter] [3] m2

321:

322: # hier muss die info des sets bkc_anchors in Du-Atomen bewahrt werden

323: # die Schreibweise zu finden war sehr zeitaufwendig

324: for dummieatom in %atoms (m2 ({BKC_ ANCHORS}) m)

325: MODIFY ATOM TYPE S$dummieatom Du > $NULLDEV

326: endfor

327: REMOVE LOCAL SET M2 (BKC_ANCHORS) > SNULLDEV

328:

329: # load linker

330: DATABASE OPEN $linker[0] READ

331: DATABASE GET S$cuff system[$cuffcounter] [2] m3

332:

333: # join parts (erster teil, unkompliziert)

334: JOIN m3(2) m2(1)

335:

336: ###

337: ### Jjoin parts (zweiter teil, kompliziert)

338: ### if both connecting atoms [ml (1) m3(1l)] are not <C.3>, the resulting
bond-type

339: ### might be ambigous. so is has to be set to 1

340: ###

341:

342: setvar forcebondtype ""

343: setvar neighbor in ml %atom info (M1 (1) neighbors)

344: setvar neighbor_in m3 %atom_info (M3 (1) neighbors)

345:

346: if %$streql("%atom info (M1 (Sneighbor in ml) type)" "C.2")

347: logbkl "neigbour of ml(1l) <c.z2>"

348: if $streql("%atom info (M3 ($neighbor in m3) type)" "C.2")

349: JOIN ml(1l) m3(1) 1

350: else

351: JOIN ml (1) m3(1)

352: endif

353: else

354: JOIN ml (1) m3(1)

355: endif

356:

357: # delete leftovers

358: ZAP m2

359: ZAP m3

360:

361: # delete any previous definition of anchors b

362: if %atoms (ml ({ANCHORS B}) m)

363: REMOVE LOCAL_SET M1 (ANCHORS_B) > SNULLDEV

364: endif

365:

366: # repair atom-types, restore set B
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367: DEFINE STATIC SET ATOM M1 ((<Du>)) ANCHORS B """"
368: for dummieatom in %atoms (ml ({ANCHORS_B}) m)

369: MODIFY ATOM TYPE $dummieatom H > $NULLDEV
370: endfor
371:

372: # now determine which bonds are rotatable and place them in $bond list

373: setvar atom list %sln_search2d( M1 Any[!f;NOT=OH,NH2,CH3,SH,C(F) (F)F]-
[!'r]Any[!£f;NOT=0H,NH2,CH3,SH,C(F) (F)F] NoDup Norm 1 2 )

374: setvar bond list ""

375: for i in Satom list

376: setvar atoms %set unpack( $i )

377: setvar origin %arg( 1 $atoms )

378: setvar target %arg( 2 $atoms )

379: setvar bond %$bonds ( %cat( "S$origin" "=" "Starget" ) )
380: setvar bond list $bond list Sbond

381: endfor

382:

383: # now create the bond expression 'ML(((15)+19)+22)"'
384: setvar bondexpr "M1"

385: for i in $bond list

386: setvar bondexpr %cat ($bondexpr " (" )

387: endfor

388: for i in S$bond list

389: setvar bondexpr %cat ($bondexpr $i ")+" )

390: endfor

391: setvar bondexpr $%$substr ($bondexpr 1 %math ($strlen ($bondexpr) - 1))
392:

393: # delete any previous definition of BKL_ ROTATABLE

394: if %atoms (ml ({BKL_ROTATABLE}) m)

395: REMOVE LOCAL SET M1 (BKL ROTATABLE) > S$NULLDEV

396: endif

397: DEFINE STATIC SET BOND Sbondexpr BKL ROTATABLE """"

398:

399: # color the features of the cuff

400: COLOR BOND S$bondexpr ORANGE

401: COLOR ATOM M1 ({ANCHORS_A}) RED

402: COLOR ATOM M1 ({ANCHORS B}) GREEN

403:

404: # save r-l-r to database

405: DATABASE CLOSE

406: DATABASE OPEN Soutputdb UPDATE

407: setvar newmoleculename $%cat (Scuff system[Scuffcounter][1] "X"
Scuff system[Scuffcounter] [2] "X" Scuff system[Scuffcounter] [3])

408: MODIFY MOLECULE NAME Ml S$newmoleculename > SNULLDEV

409:

410: if %database (*)

411: if %set member ($Snewmoleculename $%SET CREATE (%database (*)))
412: DATABASE ADD "M1" REPLACE
413: else

414: DATABASE ADD "M1"

415: endif

416: else

417: DATABASE ADD "M1"

418: endif

419:

420: logbkl "$newmoleculename written to database "

421: ZAP M1

422

423: ### now one cuff is finished, continue with the next
cuff system[Scuffcounter]

424: endfor

425:

426: logbkl " bklcombine "

427: logbkl "End : Stime ()"

428: logbkl " "

429:

430: # setvar cgg timeout $cgg old

431:

432:

433:

434:

435:

436:

437:

438:

439: # bklcombine

440:
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7.3.2 minimize_all.spl

1: ### minimize all.spl

2: ### Skript zum Minimieren aller Molekuele einer Datenbank
3: ### Entwicklungsstand vl 07.06.2004 Boris Kroeplien

4: ##4

5:

6: setvar bkl logfile %cat ("bkl logfile " SFILE CLEAN FILENAME ("$time()"))
7

8:

9:
10:
11:

12: uims define macro logbkl sybylbasic YES

13: echo "$1" >> $bkl logfile

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20: uims define macro bklminimize sybylbasic YES
21:

22: logbkl " "
23: logbkl "Start : Stime()"

24: logbkl " bklminimize "
25:

26: setvar iterations max 10000

27: setvar cgq old Scgg_timeout

28: setvar cgg_timeout 0

29:

30: SWITCH S$#

31:

32: CASE 0)

33: setvar cuffdb
"/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"

34: ;7

35: CASE 1)

36: setvar cuffdb $1

37: P

38: ;i

39: CASE)

40: %$dialog message ( ERROR "usage $0 // $0
<cuff-

41: databse.mdb>" "usage of the macro $0 is possible without any parameters
or with

42: a databasename " ) >$NULLDEV

43: logbkl "Early program terminiation, wrong number of commandline-
options™

44: return

45: i

46: ENDSWITCH

47:

48: # check database for contents
49: database open $cuffdb READONLY

50: if %eqg( %count( %database(*) ) 0 )

51: %dialog message( ERROR "No molecules in database" "No Molecules" )
>$SNULLDEV

52: logbkl "Early program terminiation, empty database"

53: return

54: else

55: logbkl "Database for minimization : $cuffdb"

56: endif

57:

58: logbkl "Maximum number of iterations per Cuff-System : $iterations max"

59:

60: # setup for the minimization-engine

61: SETVAR TAILOR!MAXIMINZ!MINIMIZATION METHOD POWELL

62: SETVAR TAILOR!MAXIMINZ2!TERMINATION OPTION GRADIENT

63: SETVAR TAILOR!MAXIMINZ2!MIN ENERGY CHANGE 0.050

64: SETVAR TAILOR!MAXIMINZ!RMS GRADIENT 0.050

65: SETVAR TATILOR!MAXIMINZ !RMS DISPLACEMENT 0.001

66: SETVAR TAILOR!MAXIMINZ2!MAXIMUM ITERATIONS Siterationsimax
67: SETVAR TAILOR!FORCE FIELD!FF CHOICE TRIPOS

68: SETVAR TAILOR!FORCE FIELD!PARAMETER SET Tripos

69: SETVAR TATILOR!FORCE_FIELD!NON_BONDED CUTOFF 8.000000
70: SETVAR TAILOR!FORCE FIELD!DIELECTRIC CONSTANT 1.000000
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71:
72
73:
74
75:
76:
77
78:
79:
80:
81:
82:
83:
84:
85:
86:
87:
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SETVAR TAILOR!FORCE FIELD!DIELECTRIC FUNCTION distance
SETVAR TAILOR!FORCE FIELD!REVIEW HS AND LPS DO _NOT CHANGE
SETVAR TAILOR!MAXIMINZ!LIST TERMS NO

SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!ONE FOUR_SCALING 1.000000
SETVAR TAILOR!FORCE FIELD!HBOND RAD SCALING 0.700000

DATABASE OPEN S$cuffdb UPDATE
for i in %database (*)
DATABASE GET "$i" ml
logbkl "$i loaded from database "

ENERGY M1 Electrostatics IGNORE ELECTROSTATICS Interesting M1 (*-(0))

Boundary Conditions IGNORE PBCS List DONE
setvar energie vorher $SENERGY TOTAL

MAXIMIN2 M1 Electrostatics IGNORE ELECTROSTATICS Interesting M1 (*-(0))

Boundary Conditions IGNORE PBCS List DONE INTERACTIVE
logbkl "$i minimized $energie vorher -> SENERGY TOTAL"
DATABASE ADD "M1" REPLACE
logbkl "$i written to database "

endfor
database close

logbkl " bklminimize "
logbkl "End : Stime ()"
logbkl " "

setvar cgq_ timeout $cgg old

# bklminimize

setupsearch_all.spl

### setupsearch all.spl

### Skript zum Vorbereiten der syst.Suche aller Molekuele einer Datenbank

### Entwicklungsstand v1l 14.07.2004 Boris Kroeplien
#H#

setvar bkl logfile %cat("bkl logfile " SFILE CLEAN FILENAME ("%time()"))

uims define macro logbkl sybylbasic YES
echo "$1" >> $bkl logfile

uims define macro bklsearchall sybylbasic YES

logbkl " "
logbkl "Start : $time ()"
logbkl " bklsearchall "

setvar bkl _angle increment 10
setvar bkl energy limit 9999
logbkl "Parameters "

logbkl " Angle-Increment $bkl angle increment"
logbkl " Energy-limit Sbkl energy limit"

setvar cgqg old S$cgg_ timeout
setvar cgq timeout 0

### handle the command-line-parameters
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38: SWITCH S$#

39: CASE 0)

40: setvar cuffdb "/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"

41: i

42 CASE 1)

43: setvar cuffdb $1

44: ;i

45: i

46: CASE)

47: $dialog message ( ERROR "usage $0 // $0 <cuff-
databse.mdb>" "usage of the macro $0 is possible without any parameters or with a databasename
" ) >$NULLDEV

48: logbkl "Early program terminiation, wrong number of commandline-options"

49: return

50: By

51: ENDSWITCH

52:

53: ### check database for contents

54: database open $cuffdb READONLY

55: if %eqg( %count ( %database(*) ) 0 )

56: %dialog message ( ERROR "No molecules in database" "No Molecules" ) >$SNULLDEV

57: logbkl "Early program terminiation, empty database"

58: return

59: else

60: logbkl " Database for systematic-searches : $Scuffdb"

61: endif

62: database close

63:

64: ### loop over database, load cuff systems

65: DATABASE OPEN S$cuffdb UPDATE

66: for current cuff in %database(*)

67:

68: DATABASE GET "Scurrent cuff" ml

69: logbkl "$current cuff loaded from database "

70: ### creating a filename (and dir) for the search

71: setvar search dataset %cat(Scurrent cuff " search")

72 setvar search dataset %basename ($search dataset)

73: if %file exists($search dataset)

74: setvar deleted %file delete($Ssearch dataset)

75: logbkl " Sdeleted file S$search dataset existed. Will be rewritten"

76: endif

77: # diese 2 zeilen wieder aktivieren, wenn doch in directories geschrieben werden soll

78: # dann aber muessen nach dem ende des netbatch-runs alle files

79: # CRaXLbXCRcX search.* nach CRaXLbXCRcX search/ verschoben werden

80: # dabei werden dann *.inp und *.sta ueberschrieben

81: # setvar dir made %file make dir($search _dataset)

82: # setvar search dataset %cat($search dataset/ $search dataset)

83:

84: logbkl " Filenames for search-data : $search dataset"

85:

86: ### setting up the search-engine

87: SET AUTOSAVE OFF

88: SEARCH SETUP M1 ROTATABLE BONDS DEFINE M1 ({BKL_ROTATABLE}) |"

89: SEARCH SETUP M1 ROTATABLE_ BONDS STATUS INACTIVE Ml ({BKL_ ROTATABLE}) ”*

90: SEARCH SETUP M1 ENERGY ENERGY $bklienergyilimit NO_ELECTROSTATICS |~

91: setvar rotbondid 0

92: for bond id in %bonds ({BKL_ROTATABLE})

93: setvar rotbondid $%math ($rotbondid + 1)

94: SEARCH SETUP M1 ANGLES INCREMENT S$rotbondid $bkl angle increment [#

95: SEARCH SETUP M1 ANGLES RANGES S$rotbondid 0 359 || [|"

96: endfor

97: ### if (ringl == ring2) take only unique positions into the distance-map

98: ### identical rings will be used as increment in the later creation of the distance-
map

99: setvar lefstring

100: setvar middlelinker

101: setvar rightring

102: setvar identical rings

103: setvar teile $current cuff

104: setvar leftring %$split ("X" S$teile)

105: setvar middlelinker %split("X" "")

106: setvar rightring %$split ("X"™ "")

107: if %$streql ($leftring $rightring)

108: logbkl " identical rings for 'ringl' and 'ring2' detected. only unige
positionpairs will be in distance-map "

109: setvar identical rings 1

110: else

111: setvar identical rings 0
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112:

logbkl "

non-identical rings for 'ringl' and 'ring2' detected. all positionpairs

will be in distance-map "

113:
114:
115:
116:
117:
118:
119:
120:
121:
122:
123:
124:
125:
126:
127:
128:
129:
130:
131:
132:
133:
134:

endif

### construct
setvar mapst
setvar mapdi
setvar expla
setvar posit
for part_a 1
setvar pos
setvar pos
for part b
setvar p
if %eq(s
if %1t
cont
endif

endif
setvar p

the string, needed for the definition of the distance-map
ring "0.01"
mensions 0

instring "ColumnTitles will be : "
ion A O
n %atoms ({ANCHORS A})

ition A %math (Sposition A +1)
ition B 0

in %atoms ({ANCHORS B})
osition B %math($position B +1)
identical rings 1)

(¥math (Sposition B - Sposition A) 0)
inue
air ab %cat ("DEFINE Spart a S$part b")

setvar mapstring %cat ("Smapstring Spair ab")
setvar mapdimensions $math ($mapdimensions + 1)

setvar e
setvar e
setvar e

FULLNAME) 1 ")

135:
136:
137:
138:
139:
140:
141:
142:
143:
144:
145:
146:
147:
148:
149:
150:
151:
152:
153:
154:
155:
156:
157:
158:
159:
160:
161:
162:
163:
164:
165:
166:
167:
168:
169:
170:
171:

endfor
endfor
### set up the
SEARCH SETUP
SEARCH SETUP
logbkl " cre

xplainstring %cat ("$explainstring DistDim $mapdimensions : [")
xplainstring %cat ("$explainstring %atom info (M1 ($part a) ID FULLNAME)")
xplainstring %cat ("$explainstring --> %atom info (M1 ($part b) ID

distance-map

M1 DISTANCE MAP NONE ~

M1 DISTANCE MAP CREATE ONLY Smapstring | *
ating a $mapdimensions-dimensional distance-map"

logbkl " S$explainstring"

### set up the
SEARCH SETUP
SEARCH SETUP
SEARCH SETUP
SEARCH SETUP

# SEARCH SET
SET AUTOSAVE
logbkl "S$cur
DATABASE ADD
logbkl "Scur

### now contin

endfor

database close

logbkl "

remaining search-parameters and HOLD the search

M1 ANGLES OUTPUT STATUS RECORD | "~

M1 ROTATABLE BONDS STATUS ACTIVE Ml ({BKL ROTATABLE}) *

M1 ANGLES REFERENCE ZEROED [|”

ml DO_SEARCH $search dataset sgil2.chemie.uni-hamburg.de HOLD FOR_ LATER
UP ml DO _SEARCH S$search dataset sgil2.chemie.uni-hamburg.de RUN_IT NOW
ON
rent cuff prepared for search "

"M1" REPLACE
rent cuff written to database
ue with next S$current cuff from database

bklsearchall "

logbkl "End

logbkl "

Stime ()"

setvar cgqg tim

# bklsearchall

eout S$cgg old

7.3.4 startsearches_all.spl

[

O W O ~Jo U W

### startsearches all.spl

##4# Skript zum

Starten des syst.Suchen aller Molekuele einer Datenbank

### Entwicklungsstand v3 14.07.2004 Boris Kroeplien

#H#

setvar bkl log

file %cat ("bkl logfile " SFILE CLEAN FILENAME ("$time()"))
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11:

12: uims define macro logbkl sybylbasic YES

13: echo "$1" >> $bkl logfile

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20: uims define macro bklstartsearches sybylbasic YES

21:

22: logbkl " "

23: logbkl "Start : Stime()"

24: logbkl " bklstartsearches "

25:

26: setvar cgq old S$cgg timeout

27: setvar cgg_timeout 0

28: setvar intervallmin 1

29:

30: SWITCH S$#

31: CASE 0)

32: setvar cuffdb "/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"

33: ;i

34: CASE 1)

35: setvar cuffdb $1

36: ]

37: ;i

38: CASE)

39: %$dialog message ( ERROR "usage $0 // $0 <cuff-
databse.mdb>" "usage of the macro $0 is possible without any parameters or with a databasename
" ) >SNULLDEV

40: logbkl "Early program terminiation, wrong number of commandline-options"

41: return

42 HH

43: ENDSWITCH

44:

45: # check database for contents

46: database open $cuffdb READONLY

47: if %eqg( %Scount( %database(*) ) 0 )

48: $dialog message( ERROR "No molecules in database" "No Molecules" ) >$SNULLDEV

49: logbkl "Early program terminiation, empty database"

50: return

51: else

52: logbkl "Database for searches : $cuffdb"

53: endif

54:

55: ### Die aktuelle Zeit feststellen und zerlegen

56: setvar teile %time ()

57: setvar timestring WEEK %split (" " "Steile")

58: setvar timestring MONTH %split (" " "")

59: setvar timestring DAY %split ("™ " "")

60: setvar timestring TIME S%split (" " "")

61: setvar timestring YEAR %split(" " "")

62: setvar timestring HOUR $%split(":" "Stimestring TIME")

63: setvar timestring MINUTE S%split(":" "")

64: setvar DDMMMYYYY %cat ("S$timestring DAY Stimestring MONTH S$timestring YEAR")

65: setvar nextminute S$timestring MINUTE

66: setvar nexthour $timestring HOUR

67:

68: ### da das Skript noch ein paar Minuten laufen wird, sollen die ersten Suchen erst in
2 Minuten beginnen

69: setvar nextminute %math ($nextminute + 3 )

70: if Sgteg(S$Snextminute 60)

71: setvar nextminute %math ($nextminute - 60)

72 setvar nexthour %$math ($nexthour +1)

73: if %gteqg($nexthour 24)

74 : echo ("Program can not be run around midnight, sorry. Try again later")

75: exit

76: endif

77: endif

78:

79: DATABASE OPEN S$cuffdb UPDATE

80: for i in %database (*)

81: DATABASE GET "$i" ml

82: logbkl "$i loaded from database "

83:

84: setvar search dataset %cat($i " search")

85: setvar search dataset %basename ($search dataset)
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86:

87: # diese zweil Zeilen muessen wieder aktiviert werden, falls die Suchergebnisse
88: # in eigenen Unterverzeichnissen abgelegt werden sollen

89: # Auswertung ist erst moeglich, wenn ale files zu einer Suche in einer dir sind.
90: # setvar dir made %$file make dir($search dataset)

91: # setvar search dataset %cat($search dataset/ S$search dataset)

92:

93: SET AUTOSAVE OFF

94: # als test hat geklappt

95: # SEARCH SETUP M1 DO_SEARCH dumdidumdidum sgil2.chemie.uni-hamburg.de RUN_IT NOW
96:

97: # sofortiges Ausfuehren ging mit

98: # SEARCH SETUP M1 DO_SEARCH $search dataset sgil2.chemie.uni-hamburg.de RUN_IT NOW

99:

100: setvar nextminute $%math ($nextminute + S$intervallmin)

101: if %gteqg($nextminute 60)

102: setvar nextminute %$math ($nextminute - 60)

103: setvar nexthour %math ($nexthour +1)

104: if %$gteg($nexthour 24)

105: echo ("Program can not be run around midnight, sorry. Try again later")

106: exit

107: endif

108: endif

109:

110: setvar nextstarttime %cat ("SDDMMMYYYY S$nexthour S$nextminute")

111:

112: logbkl "systematic search will be started on $i at $nextstarttime"

113:

114: if SFILE EXISTS ($search dataset.log)

115: logbkl "files for search $search dataset exist, overwriting "

116: SEARCH SETUP M1 DO SEARCH S$search dataset "sgil2.chemie.uni-hamburg.de" START TIME
Snextstarttime |

117: else

118: logbkl "no previous results for search $search dataset present "

119: SEARCH SETUP M1 DO SEARCH S$search dataset "sgil2.chemie.uni-hamburg.de"
START TIME Snextstarttime |

120: endif

121:

122: SET AUTOSAVE ON

123: DATABASE ADD "M1" REPLACE

124: logbkl "$i written to database "

125: endfor

126:

127: database close

128:

129: logbkl " bklstartsearches "

130: logbkl "End : Stime ()"

131: logbkl " "

132:

133: logbkl " "
134: logbkl "Start : Stime()"

135: logbkl " status of the netbatch "
136:

137: netbatch list jobs >> $bkl logfile

138: wait 15

139: echo %system("at -1") >> $bkl logfile

140: wait 15

141:

142: logbkl " status of the netbatch "
143: logbkl "End : Stime ()"

144: logbkl " "
145:

146: setvar cgg timeout $cgg old

147:

148:

149:

150:

151:

152:

153:

154: # bklstartsearches

155:
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O J oUW N

O

10:
11:
12:
13:

go_all.spl

### go_all.spl

### Skript das verschieden Skripte nacheinander ausfuehrt. s.unten
### Entwicklungsstand vl 17.07.2004 Boris Kroeplien

##4#

TAKE /usr/userl2/bkroep/sybyl/spl/combine all.spl

TAKE /usr/userl2/bkroep/sybyl/spl/minimize all.spl

TAKE /usr/userl2/bkroep/sybyl/spl/setupsearch all.spl
TAKE /usr/userl2/bkroep/sybyl/spl/startsearches all.spl

setvar ring database "/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/rings CRO_CR8.mdb"
setvar link_database "/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/linker LO_L4.mdb"

setvar cuff database

"/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/cuffs CRO CR8 LO L4.mdb"

14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:

N
o
o

O J oUW N

O

10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22:
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:

bklcombine \
$ring database \
$ring database \
$link database \
Scuff database

bklminimize \
Scuff database

bklsearchall \
$cuff database

bklstartsearches \
Scuff database

export_dirs_csv.spl

### export dirs csv.spl

### Skript zum Exportieren der Ergebnisse von systematischen Suchen ins csv-format

### jetzt neu, basierend auf den files selbst, nicht mehr auf der Datenbank
### Entwicklungsstand 06.09.2004 BKL
#H#

setvar bkl logfile %cat("bkl logfile " SFILE CLEAN FILENAME ("%time()"))

uims define macro logbkl sybylbasic YES
echo "$1" >> $bkl logfile

uims define macro bklexportallcsv sybylbasic YES

logbkl " "
logbkl "Start : $time ()"
logbkl " bklexportallcsv "

setvar cgq old S$Scgg_ timeout
setvar cgq_timeout 0

setvar currentdir $system("/usr/bin/pwd")

for angfile in %$system("/bin/ls * search/*.ang")

setvar slashpos %pos("/" S$angfile)

setvar search dataset %substr($angfile "1" %math($slashpos - 1))
# code to be run on the molecule to be added here

setvar analyzecommand %cat ($search dataset " Scurrentdir/" "$search dataset" /

"$search dataset" " " )

37:
38:

logbkl "opening $search dataset"
SEARCH ANALYZE TABLE CREATE NEW TABLE Sanalyzecommand "Ssearchidataset" ml
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39: setvar csvfile %cat($search dataset ".csv")
40: setvar exportcommand %cat (%basename ($search dataset) " * * CSV " Scsvfile)
41: if SFILE EXISTS(Scsvfile)

42 logbkl " re-exporting S$csvfile"

43: TABLE EXPORT S$exportcommand

44: else

45: logbkl " exporting $csvfile"

46: TABLE EXPORT S$exportcommand

47: endif

48: TABLE CLOSE %basename ($search dataset) NO
49: endfor

50:

51: logbkl " bklexportallcsv "
52: logbkl "End : Stime ()"

53: logbkl " "
54:

55: setvar cgg timeout $cgg old

56:

57:

58:

59:

60:

61:

62:

63: # bklexportallcsv

64:

7.3.7 csv_2_energy_all.sh

1: #!/bin/tcsh
2: # csv_2_energy all.sh
3: # Arbeitstitel war "awkskriptl"
4: # Dieses Skript liest alle .csv-Files und speichert ihre minimalen
5: # und maximalen Energiewerte in .energy-Files
6:
7: if ( S#argv != "0" ) then
8: echo "usage $0 <no parameters>"
9: exit
10: endif
11:
12: # echo "" >! ./energytemp
13: # echo "" >! ./currentenergies
14:
15: foreach n (1ls -1 *.csv | awk 'BEGIN { FS=" " } {print $1}'")
16: @x=20
17: @ x ="echo $n | awk 'BEGIN { FS="L" } {print $2}' | awk 'BEGIN { FS="X" } {print
$1y'
18: @ x = $x + 2
19: cat $n | nawk 'BEGIN {FS =","}{print $"'"$x"'"}' | sort -n >! ./energytemp
20: head -1 ./energytemp >! ./currentenergies
21: tail -1 ./energytemp >> ./currentenergies
22 mv ./currentenergies ‘echo $n | awk 'BEGIN { FS="." } {print $1".energy"}'"
23: end
24:
25: exit
26:

7.3.8 writelogs_all.spl

1: ### writelogs all.spl

2: ### Skript zum Nachproduzieren aller Infos darueber, welche

3: ### Distdim welchem Abstand in dem jeweiligen Molekuel entspricht.
4: ### basierend auf der Datenbank der fertigen Cuffs

5: ### Entwicklungsstand v11 14.07.2004 Boris Kroeplien

6: ###

7

8: setvar GLOBAL!bkl logfile %cat ("bkl logfile " SFILE CLEAN FILENAME ("$time()"))
9:
10:
11:
12:

158



Anhang

13:

14: uims define macro logbkl sybylbasic YES

15: echo "$1" >> $bkl logfile

16:

17:

18:

19:

20:

21:

22: uims define macro bklwritelogs sybylbasic YES
23:

24: logbkl " "
25: logbkl "Start : Stime()"

26: logbkl " bklwritelogs "
27:

28: setvar cgq old S$cgg timeout

29: setvar cgg_timeout 0

30:

31: ### handle the command-line-parameters

32: SWITCH S$#

33: CASE 0)

34: setvar cuffdb "/usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"

35: ;i

36: CASE 1)

37: setvar cuffdb $1

38: ]

39: ;i

40: CASE)

41: %$dialog message ( ERROR "usage $0 // $0 <cuff-
databse.mdb>" "usage of the macro $0 is possible without any parameters or with a databasename
" ) >$NULLDEV

42: logbkl "Early program terminiation, wrong number of commandline-options"

43: return

44 H

45: ENDSWITCH

46:

47: ### check database for contents
48: database open $cuffdb READONLY

49: if %eqg( %count( %database(*) ) 0 )

50: $dialog message( ERROR "No molecules in database" "No Molecules" ) >$SNULLDEV
51: logbkl "Early program terminiation, empty database"

52: return

53: else

54: logbkl " Database for systematic-searches : $cuffdb"

55: endif

56: database close

57: ### loop over database, load cuff systems
58: DATABASE OPEN S$cuffdb UPDATE

59: for current cuff in %database (*)

60: DATABASE GET "Scurrent cuff" ml

61: logbkl "S$current cuff loaded from database "

62: ### creating a filename (and dir) for the search

63: setvar search dataset %cat(Scurrent cuff " search.map")

64: setvar search dataset %basename ($search dataset)

65: if %$file exists($search dataset)

66: setvar deleted %file delete($Ssearch dataset)

67: logbkl " Sdeleted file S$search dataset existed. Will be rewritten"

68: endif

69: logbkl " Filenames for search-data : $search dataset"

70: ### if (ringl == ring2) take only unique positions into the distance-map

71: ### identical rings will be used as increment in the later creation of the distance-
map

72 setvar lefstring

73: setvar middlelinker

74 : setvar rightring

75: setvar identical rings

76: setvar teile Scurrent cuff

77 setvar leftring %$split ("X" S$teile)

78 : setvar middlelinker S$split("X" "")

79: setvar rightring %$split ("X"™ "")

80: if %streql ($leftring S$rightring)

81: logbkl " identical rings for 'ringl' and 'ring2' detected. only unige
positionpairs will be in distance-map "

82: setvar identical rings 1

83: else

84: setvar identical rings 0

85: logbkl " non-identical rings for 'ringl' and 'ring2' detected. all positionpairs

will be in distance-map "
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86:
87:
88:
89:
90:
91:
92:
93:
94:
95:
96:
97:
98:
99:
100:
101:
102:
103:
104:
105:
106:
107:

endif
### construct the string, needed for the definition of the distance-map
setvar tempfilename %find temp filename (./tmp .tmp 12345)
setvar mapstring "0.01"
setvar mapdimensions 0
setvar explainstring "ColumnTitles will be
setvar position A 0
for part_a in %atoms ({ANCHORS A})
setvar position A %math (Sposition A +1)
setvar position B 0
for part b in %atoms ({ANCHORS B})
setvar position B %math (Sposition B +1)
if %eqg($identical rings 1)
if %1t (%math($position B - $position A) 0)
continue
endif
endif
setvar pair ab %cat ("DEFINE Spart a S$part b")
setvar mapstring %cat ("$mapstring Spair ab")
setvar mapdimensions $math ($mapdimensions + 1)
setvar explainstring %cat (" %atom info (Ml (Spart a) ID FULLNAME)")
setvar explainstring %cat ("S$explainstring --> %atom info (Ml (Spart b) ID

FULLNAME) ")

108:
109:
110:
111:
112:
113:
114:
115:
116:
117:
118:
119:
120:
121:
122:
123:
124:
125:
126:
127:
128:
129:
130:
131:
132:
133:

echo "$printf ("$03d %s" $mapdimensions "S$explainstring")" >> S$tempfilename
endfor
endfor
echo $mapdimensions >> $search dataset
setvar tempvar $system("/sbin/cat Stempfilename >> $search dataset")
setvar tempvar $file delete (Stempfilename)
### set up the distance-map
logbkl " creating a $mapdimensions-dimensional distance-map for $current cuff"
### now continue with next $current cuff from database
endfor
database close

logbkl " bklwritelogs "
logbkl "End : Stime ()"
logbkl " "

setvar cgq timeout $cgqg old

# bklwritelogs

7.3.9 csv_2 distdb.c

1
2
3:
4:
5
6
7
8

9:
10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22
23:

/* dies ist csv_2_ distdb, Version 0006*/

/*** einzubindende Header-Dateien ***/
#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <string.h>
#include <time.h>
#include "bkutil.h"

/*** definierte Konstanten ***/
/* siehe bkutil.h */

/*** definierte Variablentypen ***/
struct DISTDIMTYPE({

int id;

char description([80];
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24: double mindist;

25: double maxdist;

26: struct DISTDIMTYPE *nextdist;

27: };

28:

29: struct CUFFTYPE({

30: int id;

31: char name[20];

32: struct CUFFTYPE *nextcuff;

33: }i

34:

35: struct MAINPOINERTYPE {

36: /*static*/

37: char energycut[20];

38: int nummcuffs;

39: struct CUFFTYPE *firstcuff;

40: struct CUFFTYPE *lastcuff;

41: /*dynamic*/

42: struct DISTDIMTYPE *firstdist;

43: struct DISTDIMTYPE *lastdist;

44 : int numdistdims;

45: int numcolumns;

46: int energycolumn;

47: double e min;

48: double e max;

49: double new e max;

50: long int number of lines;

51: long int number of good lines;

52: };

53:

54: /*** Funktionsprototypen ***/

55: void anleitung(void) ;

56: void read _allcuffs(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers);
57: void read mapfile(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers);
58: void read firstlinecsv(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers);
59: void read energyfile(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers);
60: void read fullcsv(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers);
6l: void write distdb(char *targetfilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers);
62: void set _new_e max(struct MAINPOINERTYPE *mainpointers);

63: void clear dynamic mainpointers(struct MAINPOINERTYPE *mainpointers);
64:

65: /*** Variablendeklaration vor main (GLOBAL) ***/

66: int DEBUG = 0; /* global */

67: FILE *in stream; /* global */

68: struct MAINPOINERTYPE mainpointers; /* global */

69:

70:

71:

72: /* * Kk kK kK kK Kk Kk VVV * Kk Kk kK kK kkKk MAIN * Kk kK Kk kK kkk vvv * Kk Kk k Kk k Kk k Kk k */
73: /* R vvv K KKKk KKKk KKk MAIN KKKk KKKk Kk Kk vvv KKKk kK KKk Kk */
74: /* KKK KKK KK KK VVV KKK KKK KK KK MAIN KKK KKK KK KK vvv KKK KKK KK KK */
75:

76: /*** main ***/

77: int main(int argc, char *argv[])

78: {

79: char dateiname[256];

80: char singlechar;

81: int 1i;

82: struct CUFFTYPE *currentcuffptr;

83: char mapfilename[256];

84: char csvfilename[256];

85: char energyfilename[256];

86: char distfilename[256];

87: time t starttime, pointltime, point2time, endtime;

88: /* int count;

89: double dummiedouble;

90: char pufferstring[256];*/

91:

92: /* note the starttime*/

93: time (&starttime) ;

94:

95: /* set default values (in case, no parameters are given) */
96: strcpy (dateiname, "allcuffs list.txt");

97: strcpy (mainpointers.energycut, "3k");

98:

99: /* Manage given commandline parameters */
100: if (argc == 0)
101: {
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102: /* ke
103: }
104: else
105: {
106: /* P
107: * a
108: for (
109: {
110: /*
111: if
112:

113:

114:

115:

116:

117:

118:

119:

ine paramater */

arse the command line arguments. The i loop sta
rgument 0 is the name of the executable. */
i=1;i<argc;i++)

Parse the '-' switch arguments */
(argv([i] [0] == '-")
{
/* Look at the letter after the '-' */
switch(argv[i] [1])
{
case 'i
if (('argv[i+1l]) || (strstr(argv[i+l], "-")
{
printf ("Error: No input file specified. P

rts at 1 because

))

lease specify an input-file

or leave off the -i switch to use the default enery-limit allcuffs list.txt. Exiting.\n");

120:
121:
122:
123:
124:
125:
126:
127:
128:
129:
130:
131:
than 256 character
132:
133:
134:
135:
136:
137:
138:
139:
140:
141:
142:
143:

exit (1) ;
}

if (strstr(argv[i+l], "*"))
{
printf ("Error: Invalid input file name. E
exit(1);
}

if (strlen(argv[i+l]) > 256)
{
printf ("Error: Buffer overrun: The name o
s long. Exiting.\n");
exit (1) ;
}
else
{
strcpy (dateiname, argv[i+l]);
}
break;

case 'e':
if ((largv[i+l]) || (strstr(argv[i+l], "-")
{

printf ("Error: No enery-limit specified.

xiting.\n");

f the input file must be less

))

Please specify an enery-limit

or leave off the -e switch to use the default enery-limit. Exiting.\n");

144:
145:
146:
147:
148:
149:
150:
3k (kcal). Exiting
151:
152:
153:
154:
155:
156:
than %d characters

exit (1) ;

}
singlechar = argv[i+l] [strlen(argv[i+1l])-1];
if ((singlechar != 'p') && (singlechar != 'k

{

printf ("Error: Invalid format. Give energy
A\n");

exit (1) ;

}

if ( strlen(argv([i+l]) > 20)
{
printf ("Error: Buffer overrun: The name of
long. Exiting.\n",20);

157: exit (1) ;

158: }

159: else

160: {

161: strcpy (mainpointers.energycut,argv[i+l]);
162: }

163:

164: break;

165:

166: default:

167: printf ("Error: Unknown option %s, exiting.\n
168: anleitung () ;

169: exit (1) ;

170:

171: }/* end switch*/

172: }/* end (1f '-') */

173: } /* end for*/

174: } /* end if argc > 0 */

"))

-limit as 15p (percent) or as

the output file must be less

", argv[il]);
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175:

176: read allcuffs(dateiname, &mainpointers);
177:

178: /* log 1 */

179: /* Befehlszeile, Datum, Zeit, dateiname */
180: printf ("\n\n csv_distdb by BKL (2005) \n");
181: printf (" Time : %.24s.\n", ctime(&starttime));
182: for (i=0;i<argc;i++)

183: {

184: printf (" %$s",argv([i]);

185: }

186: printf ("\n");

187: printf (" Listenfile : %s (%5d cuffs von %s -

%s)\n",dateiname,mainpointers.nummcuffs, (* (mainpointers.firstcuff)) .name, (* (mainpointers.lastc
uff)) .name) ;

188:

189: /* DEBUG while cuffs.next != null do ...*/

190: currentcuffptr = mainpointers.firstcuff;

191: while (currentcuffptr != NULL)

192: {

193: /*note startime for this cuff*/

194: time (&pointltime) ;

195:

196: /* log 2 */

197: /* cuffid, cuffname */

198: printf ("\n Cuff %$5d (of %5d) : %s\n", (*currentcuffptr).id,
mainpointers.nummcuffs, (*currentcuffptr) .name);

199:

200: strcpy (mapfilename, (*currentcuffptr) .name );

201: strcat (mapfilename, ".map");

202: read mapfile (mapfilename, &mainpointers);

203: strcpy (energyfilename, (*currentcuffptr).name );

204: strcat (energyfilename, ".energy");

205: read energyfile (energyfilename, &mainpointers);

206:

207: set new e max(&mainpointers);

208:

209: /* log 3 */

210: /* energy */

211: printf (" Energy : min = $.3f, max = %$.3f, cut = %s

(5.3f)\n", mainpointers.e min, mainpointers.e max, mainpointers.energycut,
mainpointers.new e max);

212:

213: strcpy(csvfilename, (*currentcuffptr) .name );

214: strcat (csvfilename, ".csv");

215: read firstlinecsv(csvfilename, &mainpointers);

216:

217: /* log_4 */

218: /* numdistdims, numangles */

219: printf (" Number of Angles: %3d, Number of Distances
$3d\n", (mainpointers.energycolumn -1),mainpointers.numdistdims) ;

220:

221: strcpy(distfilename, (*currentcuffptr).name );

222: strcat (distfilename, ".db");

223:

224: /* printf ("Ausgangswerte (l.Zeile mit niedriger Energie)\n");

225: write distdb ("stdout", &mainpointers);*/

226:

227: /* log 5 */

228: /* flenames */

229: printf (" csv-file : %s, output-file : %s\n",csvfilename,distfilename) ;

230:

231: read fullcsv(csvfilename, &mainpointers);

232:

233: /* printf ("\n Werte nach dem Einlesen aller Zeilen\n");

234: write distdb("stdout", &mainpointers);*/

235:

236: write distdb(distfilename, &mainpointers);

237:

238: /* printf("new : $f \n",mainpointers.new_e max);*/

239:

240: currentcuffptr = (*currentcuffptr) .nextcuff;

241: /* clear_dynamic_mainpointers (&mainpointers);*/

242:

243: /*note endtime for this cuff*/

244 time (&point2time) ;

245:

246: /* log 6 */
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247: /* # of lines, time spent */

248: printf (" Number of Rotamers : %$1d (%1d used), time spent : %$.0f
seconds\n\n",mainpointers.number of lines,mainpointers.number of good lines,
difftime (point2time,pointltime)) ;

249:

250: }/* DEBUG end while nextcuff != NULL */

251:

252 puts (" --- Calculation finished --- \n\n");

253:

254: /* note the endtime*/

255: time (&endtime) ;

256:

257: printf (" Total Time Spent %$.0f seconds\n",difftime (endtime,starttime));
258:

259: /* log 7 */

260: /* Datum, Zeit*/

261: printf (" csv_distdb by BKL (2005) \n");

262: printf (" Time : %$.24s.\n", ctime(&endtime)) ;

263: /*

264: printf ("%$d \n",mainpointers.nummcuffs );

265: printf ("%$d \n", (* (mainpointers.lastcuff)) .id);

266: printf ("%$d \n", (* (mainpointers.firstcuff)).id);

267: printf ("%$s \n", (* (mainpointers) .lastdist) .description);

268: printf ("$1f \n", (* (mainpointers) .lastdist) .maxdist);*/

269:

270: printf ("\n\n");

271: exit (1) ;

272

273: return(0) ;

274: } /* end main */

275:

276: /* KA KA KA AKX A K AAA Ak kA k kK k Kk MAIN KA KA A Ak Ak AAA Kk Kk Kk kK */
277: /* AKX KA A AKX KK AAA Ak kAKX kKKK MAIN KAKAKA AKX AKX KK AAA Ak kA kKKK k Kk */
278: /* RRR R SEEARATANIEE b MAIN KAKXKAKAKAKAKAAKX AAAN XXX AKX AKX KK */
279:

280:

281:

282: /*** Funktionen ***/

283:

284: void anleitung(void)

285: {

286: puts("\n csv_2 distdb (c) 2005 by BKL"); /*DEBUG, better argv0*/
287: puts ("Usage : csv_2 distdb [...]1");

288: puts ("Usage : csv_2 distdb -i # (inputfile)");

289: puts ("Usage : csv_2 distdb -e #p (energylimit delta in %)");
290: puts ("Usage : csv_2 distdb -e #k (energylimit delta in kcal/mol)");
291: puts ("\n");

292: exit(EXITiFAILURE);

293: }

294:

295:

296:

297: wvoid read allcuffs(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers)
298: {

299: extern FILE *in stream;

300: struct CUFFTYPE *newcuffptr;

301: int count, forelastposition;

302:

303: /*** DATEI OEFFNEN ***/

304: in stream = fopen (sourcefilename, "r");

305: if (in_stream == NULL)

306: {

307: fprintf (stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);
308: exit(EXITﬁFAILURE);

309: }

310:

311: /*** Einlesen der Cuff-Anzahl ***/

312: fscanf (in_stream, "%d", &((*mainpointers).nummcuffs));

313:

314: /*** Einlesen des ersten Cuff-Eintrages ***/

315: newcuffptr = (struct CUFFTYPE *)malloc (sizeof (struct CUFFTYPE));
316: checkmalloc (newcuffptr) ;

317: (*newcuffptr) .id = 1;

318:

319: fgets ((*newcuffptr) .name, 20, in stream); /* linefeed nach der anzahl der cuffs.
320: fgets ((*newcuffptr) .name, 20, in stream);

321:
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322: /*in der folgenden zeile wird ein eventuelles linefeed aus dem string geloescht
in funct auslagern 2%/

323: forelastposition = (strlen((*newcuffptr).name)-1); if
((*newcuffptr) .name[forelastposition] == 10) { (*newcuffptr).name[forelastposition] = 0; }

324:

325: (*mainpointers) .firstcuff = newcuffptr;

326: (*mainpointers) .lastcuff = newcuffptr;

327:

328: /* printf ("Current Cuff is : %$s \n", (*newcuffptr) .name);*/

329:

330: /*** Einlesen der weiteren Cuff-Eintraege ***/

331: for (count=2; count<=(*mainpointers) .nummcuffs; count++)

332: {

333: newcuffptr = (struct CUFFTYPE *)malloc(sizeof (struct CUFFTYPE)) ;

334: checkmalloc (newcuffptr) ;

335: (*newcuffptr) .id = count;

336: fgets ((*newcuffptr) .name, 20, in stream); /* liest aus Datei */

337:

338: /*in der folgenden zeile wird ein eventuelles linefeed aus dem string geloescht

. in funct auslagern ?*/

339: forelastposition = (strlen((*newcuffptr).name)-1); if
((*newcuffptr) .name[forelastposition] == 10) { (*newcuffptr).name[forelastposition] = 0; }

340:

341: (* (*mainpointers) .lastcuff) .nextcuff = newcuffptr; /* verzeigert die liste */

342: (*mainpointers) .lastcuff = newcuffptr; /* vermerkt das neue lastcuff */

343: } /* end (for count) */

344:

345: (* (*mainpointers) .lastcuff) .nextcuff = NULL; /* beendet die liste */

346:

347: fclose(in stream);

348: } /* end read allcuffs */

349:

350:

351:

352: void read mapfile(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers)

353: {

354: extern FILE *in stream;

355: struct DISTDIMTYPE *newdistptr;

356: int count, forelastposition;

357:

358: /*** DATEI OEFFNEN ***/

359: in stream = fopen(sourcefilename, "r");

360: if (in_stream == NULL)

361: {

362: fprintf (stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);

363: exit (EXIT_FAILURE) ;

364: }

365:

366: fscanf (in_stream, "%d", &(*mainpointers) .numdistdims);

367: /* printf ("%d ", (*mainpointers) .numdistdims );*/

368:

369: /*** Einlesen des ersten Dist-Eintrages ***/

370: newdistptr = (struct DISTDIMTYPE *)malloc (sizeof (struct DISTDIMTYPE)) ;

371: checkmalloc (newdistptr) ;

372:

373: fgets ((*newdistptr) .description, 20, in stream); /*Ueberspringen von junk, wohl
vorallem char 10*/

374: fscanf (in_stream, "%d", & (*newdistptr).id);

375: fgets ((*newdistptr) .description, 80, in stream);

376:

377: /*in der folgenden zeile wird ein eventuelles linefeed aus dem string geloescht
in funct auslagern ?2*/

378: forelastposition = (strlen((*newdistptr) .description)-1); if
((*newdistptr) .description[forelastposition] == 10) {
(*newdistptr) .description[forelastposition] = 0; }

379:

380: (*mainpointers) .firstdist = newdistptr ;

381: (*mainpointers) .lastdist = newdistptr ;

382:

383: /*** Einlesen der weiteren Cuff-Eintraege ***/

384: for (count=2; count<=(*mainpointers) .numdistdims; count++)

385: {

386: newdistptr = (struct DISTDIMTYPE *)malloc (sizeof (struct DISTDIMTYPE)) ;

387: checkmalloc (newdistptr) ;

388: fscanf (in_stream, "%d", &(*newdistptr).id); /* entspricht
(*newdistptr) .id = count; */

389: fgets ((*newdistptr) .description, 80, inistream);/* liest aus Datei */

390:
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391: /*in der folgenden zeile wird ein eventuelles linefeed aus dem string geloescht
in funct auslagern 2*/
392: forelastposition = (strlen((*newdistptr) .description)-1); if
((*newdistptr) .description[forelastposition] == 10) {
(*newdistptr) .description[forelastposition] = 0; }
393:
394: (* (*mainpointers) .lastdist) .nextdist = newdistptr; /* verzeigert die liste */
395: (*mainpointers) .lastdist = newdistptr; /* vermerkt das neue lastdist */
396: } /* end (for count) */
397:
398: (* (*mainpointers) .lastdist) .nextdist = NULL; /* beendet die liste */
399:
400: fclose (in stream);
401: } /* end read mapfile */
402:
403:
404:

405: wvoild read firstlinecsv(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers)
406: {

407: extern FILE *in stream;

408: char singlechar;

409: char isfirst;

410: int count;

411: double dummiedouble, energy;

412: struct DISTDIMTYPE *currentdist;

413:

414: /*** DATEI OEFFNEN ***/

415: in_stream = fopen (sourcefilename, "r");

416: if (in_stream == NULL)

417: {

418: fprintf (stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);

419: exit(EXIT_FAILURE);

420: }

421:

422: count = 0;

423: do /* Zeichenweise die erste Zeile einlesen */

424 : {

425: singlechar = fgetc(in stream);

426: if (singlechar ==',') /* Anzahl der ',' in count zaehlen */

427 : {

428: count++;

429: }

430: }

431: while (singlechar != 10); /* Lesen bis Zeilenende */

432:

433: (*mainpointers) .numcolumns = count + 1;

434: (*mainpointers) .energycolumn = (*mainpointers).numcolumns -
(*mainpointers) .numdistdims;

435:

436: /* printf ("\ndebug cols : numcols %d, numdist %d, energycol

$d\n", (*mainpointers) .numcolumns, (*mainpointers) .numdistdims, (*mainpointers) .energycolumn) ;*/
437:

438: rewind(in_stream); /* Dateizeiger wieder auf Anfang */

439:

440: isfirst = TRUE;

4471 : do

442: {

443: if (! (isfirst)) /* read until end of line */

444: {

445: do /* Zeichenweise die erste Zeile einlesen */

446: {

447 singlechar = fgetc(in_stream);

448: }

449: while (singlechar != 10); /* Lesen bis Zeilenende */

450: /* DEBUG puts ("ueberlesen");*/

451: }

452 /* die winkel-spalten ueberlesen */

453: for (count=1; count<=((*mainpointers).energycolumn - 1); count++)

454 : {

455: fscanf (in_stream, "%1f,", &dummiedouble) ; /*das komma im formatstring ist immens
wichtig ...*/

456: /* printf ("Winkel %03d : %f \n",count, dummiedouble); */

457 }

458:

459: /* die energy-spalte lesen */

460: fscanf (in stream, "$1f", &energy);/* kein komma im formatstring !!! */

461: isfirst = FALSE;

462: }
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463: while (energy > (*mainpointers).new e max); /*liest, bis eine Zeile mit geringer
Energie gefunden wird.*/

464:

465: /* DEBUG printf ("Energie der initial verwendeten Zeile : $f \n", energy);*/

466:

467: currentdist = (*mainpointers).firstdist; /* count=1l;*/

468:

469: /* einlesen der Entfernungen der ersten Zeile, Zuweisen zu min und max*/

470 while (currentdist != NULL)

471 {

472 fscanf (in_stream, ",%1f", &dummiedouble);/*das komma im formatstring ist immens
wichtig ...*/

473: (*currentdist) .mindist = dummiedouble;

474 : (*currentdist) .maxdist = dummiedouble;

475: currentdist = (*currentdist) .nextdist;

476 /* if (count == 2)

4772 printf ("mingmax (%03d) set to : %$f \n",count, dummiedouble);

478: count++;*/

479: } /* (end while) *//* bis Listenende */

480:

481: /* printf ("\n\n Problem : es wurde immer 350.0000 0.0000 ausgegeben. Irgendwie kommt
er beim Einlesen nicht in der Zeile voran ... seit dem komma im formatstring ist das
geldst.\n\n");*/

482:

483: fclose (in_stream);

484: } /* end read firstlinecsv*/

485:

486:

487:

488: voild read energyfile(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers)

489: {

490: extern FILE *in stream;

491:

492: /*** DATEI OEFFNEN ***/

493: in stream = fopen (sourcefilename, "r");

494 : if (in_stream == NULL)

495: {

496: fprintf (stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);

497: exit (EXIT FAILURE);

498: }

499:

500: fscanf (in stream, "%1f", &((*mainpointers).e min));

501: fscanf (in stream, "%1f", &((*mainpointers).e max));

502:

503: /* printf("min : $f \n", (*mainpointers).e min);

504: printf("max : $f \n", (*mainpointers).e max);*

505:

506: fclose (in_stream);

507: } /* end read energyfile */

508:

509:

510:

511: wvoid read fullcsv(char *sourcefilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers)

512: {

513: extern FILE *in stream;

514: int count;

515: double energy, dummiedouble;

516: struct DISTDIMTYPE *currentdist;

517: char singlechar;

518:

519: /*** DATEI OEFFNEN ***/

520: in_stream = fopen(sourcefilename, "r");

521: if (in_stream == NULL)

522: {

523: fprintf (stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);

524: exit (EXIT_FAILURE) H

525: }

526:

527: (*mainpointers) .number of lines = 0;

528: (*mainpointers) .number of good lines = 0;

529: /*** FILE "DURCHLESEN" **x/

530: while (! feof(in stream))

531: {

532: (*mainpointers) .number of lines++;

533: /* die winkel-spalten ueberlesen */

534: for (count=1; count<=((*mainpointers) .energycolumn - 1); count++)

535: {
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536: fscanf (in stream, "%1f,", &dummiedouble);/*das komma im formatstring ist immens
wichtig K/

537: /* printf ("Winkel %03d %$f \n",count, dummiedouble); */

538: }

539:

540: /* die energy-spalte lesen */

541: fscanf (in_stream, "$1f", &energy);/* kein komma im formatstring !!! */

542 /* printf ("Energie $f \n", energy);*/

543: if (energy > (*mainpointers).new_e max)

544: { /* energie dieser zeile zu hoch, weiter zur nachsten zeile */

545: do /* Zeichenweise die erste Zeile einlesen */

546: {

547: singlechar = fgetc(in stream);

548: }

549: while (singlechar != 10); /* Lesen bis Zeilenende */

550: /* puts("Zeile ueberlesen"); */

551: }

552: else

553: { /* energie dieser zeile ist tief genug, also einlesen */

554: (*mainpointers) .number of good lines++;

555: currentdist = (*mainpointers).firstdist;

556: /**/count = 1;

557: while ( (currentdist != NULL) && (! feof(in stream)) )

558: {

559: fscanf (in_stream, ",%1f", &dummiedouble);/*das komma im formatstring ist
immens wichtig ...*/

560: /* printf ("D%02d %$f ",count, dummiedouble); */

561: /* max = (a>b) ?a :b; */

562: /* (*currentdist) .mindist = ((*currentdist).mindist < dummiedouble) ?
(*currentdist) .mindist dummiedouble;

563: (*currentdist) .maxdist = ((*currentdist) .maxdist > dummiedouble) *?
(*currentdist) .maxdist dummiedouble;

564: */

565: if (dummiedouble < (*currentdist) .mindist)

566: {

567:

568: /* printf ("min lowered from $f to
%$f\n", (*currentdist) .mindist, dummiedouble) ; */

569:

570: (*currentdist) .mindist = dummiedouble;

571:

572 }

573:

574 : if (dummiedouble > (*currentdist) .maxdist)

575: {

576: /* 1if (count == 2)

577: printf ("max raised from %$f to %f (energy =
$f)\n", (*currentdist) .maxdist,dummiedouble, energy) ; */

578: (*currentdist) .maxdist = dummiedouble;

579: }

580: /*

581: if (count == 1)

582: printf ("%d count %d min %f, max %f, dist: %f\n\n",countl, count,
(*currentdist) .mindist, (*currentdist) .maxdist, dummiedouble) ;

583: */

584: currentdist = (*currentdist) .nextdist;

585: count++;

586: } /* (end while) bis Listenende */

587: } /* end else */

588: singlechar = fgetc(in_stream);

589: if ((singlechar != 10) && (!feof(in_stream)))

590: { /* nur linefeeds sollen ""beiseite gelesen" werden */

591: ungetc (singlechar,in stream);

592: }

593: } /* ! feof(in stream) */

594: fclose (in_stream);

595: } /* end read fullcsv*/

596:

597:

598:

599: wvoid write distdb(char *targetfilename, struct MAINPOINERTYPE *mainpointers)

600: {

601: /* int count;*/

602: struct DISTDIMTYPE *currentdist;

603: FILE *targetfile;

604:

605: if (strcmp(targetfilename, "stdout")== 0)

606: targetfile= stdout;
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607: else

608: {

609: targetfile = fopen (targetfilename, "w");

610: if (in_stream == NULL)

611: {

612: fprintf (stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",targetfilename);

613: exit (EXIT FAILURE);

614: }

615: }

616: currentdist = (*mainpointers).firstdist;

617:

618: /* count =1;%*/

619: while (currentdist != NULL)

620: {

621: fprintf (targetfile, "%2d %3.3f $3.3f %$s\n", (*currentdist).id,
(*currentdist) .mindist, (*currentdist) .maxdist, (*currentdist) .description);

622: currentdist = (*currentdist) .nextdist;

623: /* count++;*/

624: } /* end else */

625: } /* end write distdb */

626:

627:

628:

629: wvoid set new e max(struct MAINPOINERTYPE *mainpointers)

630: {

631: int stringlaenge;

632: char energy argstring[20];

633: double energy argdouble;

634: double energyspan;

635:

636: stringlaenge = (int)strlen((*mainpointers) .energycut);

637:

638: /* zahl vor dem p oder dem k in energy argdouble speichern */

639: strncpy (energy argstring, (*mainpointers) .energycut, (stringlaenge - 1));

640: energy argstring[stringlaenge-1]=0;

641: energy argdouble = atof (energy argstring);

642:

643: /* feststellen, oder absolute kcal oder prozente gerechnet werden sollen*/

644: switch ((*mainpointers) .energycut[stringlaenge - 1])

645: {

646: case 'p':

647: energyspan = ((*mainpointers).e max - (*mainpointers).e min)* (energy argdouble
/100) ;

648: break;

649:

650: case 'k':

651: energyspan = energy argdouble;

652: break;

653:

654: default:

655: printf ("Error: Unknown option for energy given : %c\n",
(*mainpointers) .energycut[stringlaenge - 1]);

656: anleitung () ;

657: exit (1) ;

658: } /* end switch*/

659:

660: (*mainpointers) .new_e max = (*mainpointers).e min + energyspan;

661: }/* end set new e max*/

662:

663:

664:

665: void clear dynamic mainpointers(struct MAINPOINERTYPE *mainpointers)
666: {

667: (*mainpointers) .firstdist = NULL;
668: (*mainpointers) .lastdist = NULL;
669: (*mainpointers) .numdistdims =0;
670: (*mainpointers) .numcolumns =0;
671: (*mainpointers) .energycolumn=0;
672: (*mainpointers).e min=0;

673: (*mainpointers) .e max=0;

674 : (*mainpointers) .new_e max=0;

675: (*mainpointers) .number of lines=0;
676: }

677:

678:

679:

680: /* end file */

681:
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7.3.10

bkutil.h
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bkutil.h /

/* dies ist bkutil

/*** einzubindende

bkutil.c

.h */

Header-Dateien ***/

/*** definierte Konstanten ***/

#ifndef NULL
#define NULL
#endif

#ifndef JA
#define JA
#define NEIN

#endif

#ifndef TRUE
#define TRUE
#define FALSE

#endif

#ifndef PI

0

#define PI 3.14159265

#endif

/*** definierte Variablentypen **x/
struct MOLECULETYPE; /* in order to avoid first mentioning a struct in a prototype */

/*** Funktionsprototypen ***/
int bk isdigit(char character);
int bk wrapped(char *stringvariable);

double abs_double

(double signednumber) ;

char nonzero double (double dummienumber);

void checkmalloc

(void *address);

int num fields(char* fullstring);

/* end file */

/* dies ist bkutil

/*** einzubindende

.c */

Header-Dateien ***/

#include <stdio.h>

#include <stdlib
#include <string
#include "bkutil

.h>
.h>
.h"

/*** definierte Konstanten ***/

/*** definierte Variablentypen **x/

/*** Funktionsprototypen ***/
/* stehen in bkutil.h */

/*** Funktionen ***/

int bk isdigit (char character)
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23:

/* diese Funktion uebernimmt einen Char und gibt 1 zurueck, falls sein ASCII-Wert

zwischen 48 und 57 inclusive also zwischen '0O' und '9' liegt. Somit muss ctype.h nicht
included werden. */

*/

*/

24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:
36:
37:
38:
39:
40:
41:

42:
43:
44:
45:
46:
47:
48:
49:
50:
51:
52:
53:
54:
55:
56:
57:
58:
59:
60:
61:
62:
63:
64:
65:
66:
67:
68:
69:
70:
71:
72
73:
74:
75:
76:
77z
78:
79:
80:
81:
82:
83:
84:
85:

87:
88:
89:
90:
91:
92:
93:

94:
95:
96:

{
return ((character >= 48) && (character <= 57));
}/*( end function bk isdigit) */

int bk wrapped(char *stringvariable)

/* diese Funktion uebernimmt einen Zeiger (call by reference) auf einen String.
- sie kuerzt den String (keine Kopie) auf 6 Zeichen,

- prueft fuer jedes Zeichen, ob es eine Ziffer ist

- und wandelt gegebenfalls den String in ein int um.

- dieses integer gibt sie zurueck, oder "-1", falls die Umwandlung scheitert.*/

int oldstringlength, newstringlength, typfehler = 0, charposition = 0;
oldstringlength = strlen(stringvariable);
/* newstringlength bekommt den kleineren der Werte oldstringlength oder 6 zugewiesen

newstringlength = (oldstringlength < 6) ? oldstringlength : 6;
while ( (charposition < newstringlength) && (! (typfehler)) )
{
typfehler = (! (bk isdigit(stringvariable[charposition])));
charposition++;
} /* (end while) */
if (typfehler)

{ return (-1); }

else
{
stringvariable[charposition]="\0";

return (atoi(stringvariable));

}
/* diese Zeile kann nicht erreicht werden (wg. if ... else ...) */
}/*( end function bk wrapped) */

double abs double (double signednumber)

/* tUbernimmt eine double-zahl, liefert ihren betrag zuruck (double)*/
{

if (signednumber >= 0) return (signednumber);

else return (- (signednumber));

}

char nonzero_double (double dummienumber)
/* Ubernimmt eine double-zahl, liefert true zuruck, wenn sie "nicht null" ist*/
{
if (abs_double (dummienumber) < 0.00001) return (FALSE);
else return (TRUE);
}

void checkmalloc (void *address)
/* Ubernimmt einen beliebigen Zeiger. Beendet das Programm, wenn er NULL ist*/
{
if (address != NULL) return;
else
{
fprintf (stderr, "\n\nError while allocating RAM\a\n");
exit(EXIT_FAILURE);
}

int num fields(char* fullstring)
/* fullstring wird hier "by reference" uebergeben (pointer) */
/* da strtok den string zerlegt, wird zuerst in dummystring eine kopie angefertigt

/* besser waere ein dynamisch allozierter dummystring mit malloc...*/
/* so ist die Funktion auf strings der Groesse <=256 Zeichen beschraenkt */
/* es muss string.h included werden */
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97: {
98: char * pointertostring;
99: char dummystring[256];
100: int count = 0;
101:
102: strcpy (dummystring, fullstring);
103: pointertostring = strtok(dummystring," ");
104: while (pointertostring != NULL)
105: {
106: count++;
107: pointertostring = strtok (NULL, " ");
108: }
109: return count;
110: }
111:
112:
113:
114: /* end file */
115:

~
w
=3
—

multidb_2 database.sh

1: #!/bin/tcsh

2: # multidb_ 2 database.sh

3: # Arbeitstitel war "awkskript2"

4: # Dieses Skript fuegt die .db-Files aller Cuffs zu einer grossen

5: # Datenbank-Tabelle zusammen.

6:

7: if ( S$#argv != "O0" ) then

8: echo "usage $0 <no parameters>"

9: exit

10: endif

11:

12: setenv energylimit ‘pwd | awk 'BEGIN { FS=" " } {print $(NF-1)}"'"

13:

14: echo "00" >! ./tempcounter

15:

16: foreach n ("1ls -1 CR*.db | awk 'BEGIN { FS=" " } {print $1}' | awk 'BEGIN { FS="." }
{print $1}'")

17: setenv cuffname ‘echo $n | awk 'BEGIN { FS="_" } {print $1}'"

18: setenv energyname ‘echo $n.energy’

19: setenv energymin “head -1 ../S$energyname’

20: setenv energymax "tail -1 ../$energyname’

21: setenv energyminforgrep “echo $energymin’

22: if (‘echo $energymin’ != ‘echo $energymin | awk 'BEGIN { FS="-" } {print $1}'") then

23: setenv energyminforgrep ‘echo $energymin | awk 'BEGIN { FS="-" } {print $2}'"

24: endif

25: setenv energycutval ‘cat ./*.log | grep "Energy :" | awk -v energymin="S$energymin" -
v energymax=" S$energymax" 'BEGIN { FS="[, () 1"} {if ((NF==19) && ($6=="min") && ($10=="max")
&& ($8==energymin) && ($12==energymax)) print $18}'"

26: setenv totalcounter ‘cat ./tempcounter’

27: cat ./$n.db | awk -v count="S$totalcounter" -v cuff="S$cuffname" -v

energycut="$energylimit" -v energymin="S$energymin" -v energymax="$energymax" -v
energycutval="$energycutval”™ 'BEGIN{s=count}{s=s+1}{print
cuff, energycut,energymin, energymax, energycutval,s, $0} END{print s > "./tempcounter" }'

28: end
29:
30: exit
31:

7.3.12 dist_2 count.sh

1: #!/bin/tcsh
2: # dist_2 count.sh
3: # Arbeitstitel war "awkskript3_wc_1"
4: # Dieses Skript fuehrt eine Suche in der Datenbank durch. Es gibt die
5: # Anzahl
der Ankerpaare aus, die den Suchkriterien entsprechen.

6:
7: if ( S#argv != "2" ) then
8: echo "usage $0 <distance> <allowed deviation>"
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9: exit

10: endif

11:

12: setenv distance $1

13: setenv deviation $2

14:

15: cat allcuffs table 1k 22022005 | awk -v distance="S$distance" -v deviation="S$Sdeviation"
'"BEGIN { FS=" "} {if ((NF==14) && (distance>=($8-deviation)) && (distance<=($9+deviation)))
print $0}"' | wc -1

16:

17: exit

18:

7.3.13

dist_2 rotamerlist.sh

1: #!/bin/tcsh

2: # dist 2 rotamerlist.sh

3: # Arbeitstitel war "ph dist 2 mol2 v2"

4: # Dieses Skript fuehrt eine Suche in der Datenbank durch.

5: # Fuer jedes Ankerpaar, das den Suchkriterien entspricht, sucht es im

6: # entsprechenden csv-File ein Rotamer glnstiger Energie. Ausgabe ist eine Liste
7: # von Zeilen, aus den csv-Files, die dann vom SPL-Skript rotamerlist 2 manymol2s
8: # in mol2-files umgewandelt werden koénnen.

9: # Stand 25.04.2005, BKL

10:

11: if ( S$#argv != "2" ) then

12: echo "usage $0 <distance> <allowed deviation>"

13: exit

14: endif

15:

16: echo "" >! ./first cufflist

17:

18: setenv distance $1

19: setenv deviation $2

20: setenv search " search.csv"

21:

22: echo "# starting up "

23: echo "# retrieving lines from ../allcuffs table 1k 22022005"

24:

25: cat ../allcuffs_table 1k 22022005 | awk -v distance="$distance" -v
deviation="$deviation" 'BEGIN { FS=" "} {if ((NF==14) && (distance>=($8-deviation)) &&
(distance<=($9+deviation))) print $0}' >! ./first cufflist

26:

27: echo "# evaluating lines"

28:

29: @ counter = 0

30:

31: foreach n("'cat ./first cufflist'")

32: @ counter = $counter + 1

33: setenv cuff ‘echo $n | awk '{print $1}'"

34: setenv csvname ‘echo $cuff$search’

35: setenv linker “echo $cuff | awk '"BEGIN { FS="X"}{print$2}' | awk 'BEGIN {
FS="L"}{print$2}"'"

36: setenv ecut ‘echo $n | awk '{print $5}'"

37: setenv distdim ‘echo $n | awk '{print $7}'"

38: setenv from atom ‘echo $n | awk '{print $10}'"

39: setenv to atom ‘echo $n | awk '{print $13}'"

40: @ distdimcol = $linker + $distdim + 2

41: @ energycol = $linker + 2

42:

43: cat ../Scsvname | \

44: awk -v distdimcol="$distdimcol" -v energycol="$energycol" -v energycut="S$ecut" -v
distance="$distance" \

45: -v distdim="$distdim" -v from atom="$from atom" -v to atom="$to atom" \

46: 'BEGIN {FS=","} {if ((NF>=distdimcol) && (S$Senergycol<=energycut)) \

47: print (sqgrt(($distdimcol-distance)* ($distdimcol-distance))), distdim, from atom,
to _atom, $0 }' | \

48: sort -nkl | head -1 | awk -v cuff="$cuff" -v energycol="$energycol" '{print cuff,
(energycol-1), S0}

49:

50: end

51:

52: echo "# done"

53:

54: exit
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55:

7.3.14 rotamerlist_2_manymol2s.spl

### rotamerlist 2 manymol2s.spl

### Arbeitstitel war : csv_list to mol2 files v2.spl

### Skript das aus einer Liste von Rotameren (erzeugt von
### dist 2 rotamerlist.sh) mol2-files erzeugt.

### Stand 25.04.2005, BKL

\IO\()'\»ble\)}—‘

setvar phdist file
oopen(/usr/userlZ/bkroep/sybyl/mapleworkdlrl/pharmacophoredlst 2 mol2db/ph dist 2 mol2 v2 outp
ut with 15.135 0.2 "r")

8:

9: DATABASE OPEN /usr/userl2/bkroep/sybyl/cuffs/databases/cuffs_CRO_CR8_LO_L4.mdb READ
10:

11: while %not( %eof( S$phdist file) )

12: setvar inputstring %$read($phdist file " \'" "#" yes)

13: if %eqg(%$strlen($inputstring) O0)

14: BREAK

15: endif

16: setvar cuffname %$arg(l $inputstring)

17: setvar anzahl winkel %arg(2 S$inputstring)

18: setvar dist diff %arg(3 $inputstring)

19: setvar dist dim %arg (4 $inputstring)
20: setvar from atom id %arg(5 $inputstring)
21: setvar to atom id %arg(6 $inputstring)
22: setvar csv_line %$set unpack(%arg(7 Sinputstring))
23: for 1 in %range(l %math($anzahl winkel))
24: setvar winkel[$i] %arg($i $csv_line)
25: endfor
26: echo
27:
28: DATABASE GET S$cuffname M1
29: setvar rotatablebonds S%bonds (M1 ({BKL ROTATABLE}) M)

30: for winkelnummer in %range(l %math ($anzahl winkel))

31: if %eqg(Swinkelnummer 1)

32: setvar modwinkelnummer 1

33: else

34: setvar modwinkelnummer 3%math ($anzahl winkel - Swinkelnummer + 2)
35: endif

36: setvar pos2 %$bond info (%arg(Smodwinkelnummer $rotatablebonds) ORIGIN)
37: setvar pos3 %$bond info (%arg(Smodwinkelnummer $rotatablebonds) TARGET)
38: setvar pos2neighbours %atom info ($pos2 NEIGHBORS)
39: setvar goodneighbor 0
40: for neighbor in %atom info ($pos2 NEIGHBORS)
41 : if %not ($STREQL (%atom info (Sneighbor TYPE) "H"))
42: if $not ($STREQL (%atom_info ($neighbor ID) $pos3))
43: if %gt(%atom info ($neighbor ID) $Sgoodneighbor)
44 setvar goodneighbor %atom info ($neighbor ID)
45: endif
46: endif
47 endif
48: endfor
49: setvar posl $goodneighbor
50: setvar goodneighbor 0
51: for neighbor in %atom info ($Spos3 NEIGHBORS)
52: if %not ($STREQL (%atom_ info (Sneighbor TYPE) "H"))
53: if $not ($STREQL ($atom info ($neighbor ID) $pos2))
54: if %gt(%atom_info($neighbor ID) $goodneighbor)
55: setvar goodneighbor %atom_ info ($neighbor ID)
56: endif
57: endif
58: endif
59: endfor

60: setvar posd4 $goodneighbor

61: MODIFY TORSION $posl $pos2 $pos3 $poséd S$winkel[$winkelnummer]
62: endfor

63:

64: # dist bestimmen aus MEASURE DIST $from atomid $to_atom id
65: setvar dist $DISTANCE ($from atom id $to atom_ id)

66:

67: setvar name %cat ($cuffname " " $dist " " Sfrom atom id " " $Sto atom id ".mol2")
68:

69: mol2 out M1 $name
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70:

71:

72

73:

74:

75:

echo

76:

7.3.1

0 J oy Ul W N

5

echo $name

endwhile

%close (Sphdist_file)

ligand_2_ligandcenter.spl

1: #!/bin/tcsh

9:

10:
11:
12:
13:
14:

15:

16:
17:
18:
19:

20:

21:
22:
23:

'BEGIN

24:
25:

awk -v

# ligand 2 ligandcenter.sh
# Arbeitstitel war "ligandcenters mol2 2 sph"
# Dieses Skript liest einen Liganden fuer dock ein, der im
# Format CRaXLbXCRc_distance ID1_ID2.mol2 benannt sein muss.
# Es erzeugt ein File namens CRaXLbXCRc_distance_ IDl1_ID2.sph,
# mit den entsprechenden dock "ligand centers".
# Stand 21.06.2005
if ( S$#argv != "1" ) then
echo " ERROR : give ONE parameter."
echo " usage $0 <ligand mol2 file.mol2>"
exit
endif
if (!(-e $1)) then
echo " ERROR : File $1 does not exist."
exit
endif
setenv ligandfile $1
setenv startatomid ‘echo $ligandfile | awk 'BEGIN ({FS="_ "} {if (NF==4) print $3}'"
setenv endatomid ‘echo $ligandfile | awk 'BEGIN {FS=" "} {if (NF==4) print $4}' | awk
{FS="."} {if (NF==2) print $1}'"
setenv sphfilename “dirname $ligandfile’/ basename $ligandfile '.mol2''.sph
setenv startcoordinates ‘cat $ligandfile | sed -n '/Q@<TRIPOS>ATOM/,/@<TRIPOS>BOND/p' |
startatomid="$startatomid" 'BEGIN {FS=" "} {if (($l==startatomid) && (NF>=6))

printf ("%4.5f %4.5f %4.5f",$3,$4,$5);}""

26: setenv endcoordinates ‘cat $ligandfile | sed -n '/@<TRIPOS>ATOM/,/@<TRIPOS>BOND/p' |
awk -v endatomid="S$endatomid" 'BEGIN {FS=" "} {if (($l==endatomid) && (NF>=6)) printf ("%4.5f
%4 .5f %$4.5f",$3,%4,85);}1""

27:

28: echo "DOCK 3.5 receptor spheres" >! $sphfilename

29: echo "cluster 2 number of spheres in cluster 2" >> $sphfilename

30:

31: echo $startcoordinates | awk -v startatomid="$startatomid" -v endatomid="S$endatomid"
'BEGIN {FS=" "} {printf("%$5d %+5.5f %+5.5f %+5.5f 1.000 %54 1 0 \n", startatomid,
$1,$2,$3, endatomid);}' >> $sphfilename

32: echo S$endcoordinates | awk -v startatomid="S$startatomid" -v endatomid="S$endatomid"
'BEGIN {FS=" "} {printf("%$5d %$+5.5f %+5.5f %+5.5f 1.000 %5d 1 0 \n", endatomid, $1,$2,$3,
startatomid);}' >> $sphfilename

33:

34: # echo "I5, 3F10.5, F8.3, I5, 12, I3"

35:

36: echo ""

37: echo "$0 $Sargv "

38: echo " INPUTFILE : $ligandfile"

39: echo " OUTPUTFILE : $sphfilename"

40: echo ""

41:

42: exit

43:

7.3.1

o U W N

6

dock_single_ligand_to_B2B5.sh

1: #!/bin/tcsh

H= H o FE

dock_single ligand to_B2B5.sh

Dieses Skript liest einen Liganden fuer dock ein,

der im Format CRaXLbXCRc_distance ID1 ID2.mol2 benannt
sein muss. Es ruft dann ligand 2 ligandcenter.sh auf,
stellt ein dock.in fuer diesen Liganden zusammen und
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7: # startet damit einen dock-Lauf.
8: # Stand 22.06.2005

9:
10: if ( S#argv != "1" ) then
11: echo " ERROR : give ONE parameter."
12: echo " usage $0 <ligand mol2 file.mol2>"
13: exit
14: endif
15:
16: if (! (-e $1)) then
17: echo " ERROR (dock single) : File $1 does not exist."
18: exit
19: endif
20:
21: setenv ligandfile $1
22:
23: ../tools/ligand 2 ligandcenter.sh $ligandfile
24:
25: setenv sphfilename “dirname $ligandfile’/ basename $ligandfile '.mol2'’.sph
26: setenv dockinfilename dock ‘basename S$ligandfile '.mol2''.in
27: setenv energyfilename dock ‘basename $ligandfile '.mol2'® nrg.mol2
28: setenv docklogfilename dock ‘basename $ligandfile '.mol2'".log
29:

30: cp /usr/sgi2/bkroep/seccopy for dock/dock B2B5/dock/reference/dock.in.template
Sdockinfilename

31:

32: echo "ligand atom file \t $ligandfile" >> Sdockinfilename

33: echo "ligand center_ file \t $sphfilename" >> $dockinfilename

34: echo "ligand energy file \t $Senergyfilename" >> Sdockinfilename

35:

36: /usr/user/dock/dock -i S$dockinfilename >! log/S$docklogfilename
37:

38: exit

39:

7.3.17 dock_all_in_dir_to_B2B5.sh

1: #!/bin/tcsh

2: # dock all in dir to B2B5
3: # Arbeitstitel war "dock all in dir to B2B5 v3"
4: # Dieses Skript durchsucht das angegebenen Verzeichnis
5: # nach mol2-Files. Fuer jedes gefundene mol2-file (ist
6: # inzwischen nicht mehr beschraenkt, da keine wildcards
7: # mehr verwendet werden) ruft es dock single ligand to_ B2BS5
8: # auf, fuehrt also dockings mit den Liganden durch.
9: # Stand 02.09.2005

10:

11: if ( S#argv != "1" ) then

12: echo "usage $0 <directory holding the ligands>"

13: exit

14: endif

15:

16: if (! (-e $1)) then

17: echo " ERROR : File $1 does not exist."

18: exit

19: endif

20:

21: foreach ligandfile ("1ls -1 | grep "mol2"")

22: echo $ligandfile

23: ../tools/dock single ligand to B2B5.sh $ligandfile

24 end

25

26: exit

27

7.3.18 dock_struct_ligandsx_to_B2B5.sh

1: #!/bin/tcsh

2: # ../tools/dock_struct_ligandsx_to_B2B5

3: # Dieses Skript fuehrt ein dateimaessig strukturiertes

4: # Docking durch. Die Liganden-mol2-files, die sich in den
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5: # Unterverzeichnissen 1-b befinden, werden, verzeichnisweise
6: # in das Hauptverzeichnis verschoben, dann dort gedockt und
7: # anschliessend mitsamt der docking-Ergebnisse wieder in das
8: # jeweilige Unterverzeichnis verschoben.
9: # Stand : 14.07.2005
10:
11: foreach verzeichnis (1 2 3 4 5 6 7 8 9 a b)
12: echo ligands_$verzeichnis
13: mv ../struct/ligands $verzeichnis/CR*.mol2 ../struct
14: ../tools/dock_all in dir to B2B5.sh ../struct/
15: mv ../struct/CR*.mol2 ../struct/ligands_S$verzeichnis
16: end
17:
18: exit
19:

-
w0
-
(o]

analyze_dockings_in_dir.sh

1: #!/bin/tcsh
2: # analyse_dockings_in dir.sh
3: # Dieses Skript uebernimmt als Parameter den Namen
4: # einer Directory, in der sich logfiles des Programmes
5: # dock_all in dir_ to_B2B5.sh befinden. Es erzeugt eine
6: # Uebersicht ueber die dort vorhandenen dockings, indem
7: # es zuerst alle auflistet, die keine gedockten
8: # Orientierungen ergeben (nicht gedockt) haben. Im Anschluss
9: # listet das Skript unter der Ueberschrift "SUCCESSFUL DOCKINGS"
10: # die dockings auf, die funktioniert haben,
11: # aufsteigend nach Energie sortiert.
12:
13: if ( S#argv != "1" ) then
14: echo "usage $0 <directory holding the dock logfiles>"
15: exit
16: endif
17:
18: if (! (-e $1)) then
19: echo " ERROR : File $1 does not exist."
20: exit
21: endif
22:
23: echo "" >! ./temp null orientations
24: echo "" >! ./temp more orientations
25:
26: foreach logfile ("1ls -1 $1°)
27: setenv logfilename ‘“echo $logfile’
28: setenv orientations ‘cat $1/$logfile | grep Orientations | awk 'BEGIN{FS=" "} {print
SNEF} '
29: setenv bestscore ‘cat $1/$logfile | grep "Best intermolecular energy score" | awk
'BEGIN{FS=" "}{print $NF}'®
30: if ( $orientations == "0" ) then
31: echo $logfilename, S$orientations, S$bestscore >> ./temp null orientations
32: else
33: echo $logfilename, S$orientations, S$bestscore >> ./temp more orientations
34: endif
35: end
36:

37: echo "NULL ORIENTATIONS FOR :"
38: cat ./temp_null orientations

39:

40: echo " "

41:

42: echo "SUCCESSFUL DOCKINGS :"

43: cat ./temp more orientations | sort -nk3
44:

45: exit

46:

7.3.20 B2B5T1_L01K00_15_41.col

1: ##4#
2: ### Dbuild B2B5T1 LO1K00 15 41, 12.08.2005, BKL
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3:
4:
5:

/usr/sgi2/bkroep/seccopy for_dock/dock B2B5/top5/dock CR3XL4AXCR5_11.551 15 41 nrg.mol2
6-

7:
8:
9:
10:
11:
12:
13:
14:

5:

Sw N

#H#

MOL IN M5

MODIFY ATOM TYPE M5 (42) C.3
FILLVALENCE M5 H

CHARGE "M5" COMPUTE GASTEIGER
CHARGE "M5" UNDISPLAY

MOL2 OUT M5 B2B5T1 L0O1K00 15 41.mol2

01.09.2005,

B2B5T2_L00K07X_14_33.col
#H#

### Dbuild B2B5T2_LOOKO7X_ 14 33,

H#

MOL IN M5

BKL

/usr/sgi2/bkroep/seccopy for_dock/dock B2B5/top5/dock CR3XLI1XCR5_11.522 14 33 nrg.mol2
6.

7:

8:

9:
10:
11:
12:
13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
20:
21:
22
23:
24:
25:
26:
27:
28:
29:
30:
31:
32:
33:
34:
35:

7.3.22

©
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fay
o

[
i

12:
13:
14:
15:

MODIFY ATOM TYPE M5(13) C.3
ADD ATOM M5 (13) C.3

ADD ATOM M5 (36) N.4
FILLVALENCE M5 H

CHARGE "M5" COMPUTE GASTEIGER
CHARGE "M5" UNDISPLAY

FOR il IN %RANGE (1 36)

setvar winkell S%math($il * 10)

FOR 12 IN $RANGE (1 36)

setvar winkel2 %$math($i2 * 10)

MODIFY TORSION M5 (8) M5(7) M5(13) M5(36)
MODIFY TORSION M5 (7) M5(13) M5(36) M5(37) Swinkel2

Swinkell

setvar moleculename S%cat ("B2B5T2 LOOKO7X" Swinkell "X" Swinkel2 " 14 33.mol2")

MOL2 OUT M5 $moleculename
ENDFOR

ENDFOR

B2B5T2_LXXKXX_torsionscan.sh

#!/bin/tcsh
# B2B5T2 LXXKXX torsionscan.sh

if ( $#argv != "0" ) then
echo "usage $0"
exit

endif

\rm -fr log\*

if ( “hostname” != "sgi9.chemie.uni-hamburg.de") then
echo "script can only be run on the sgi9,

exit
endif

because dock is installed there"
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16: if ( "pwd' != "/usr/sgi2/bkroep/seccopy for dock/dock B2B5/top5 modified") then

17: echo "script can only be run from
/usr/sgi2/bkroep/seccopy for dock/dock B2B5/top5 modified because relative pathes were used"

18: exit

19: endif

20:

21: foreach singlemod ( LOOKOl LOOKO6 LOOKO7 LOOKO8 LOOKO9 LOOK10 LOOK11l LO2K00 LO4KO00)

22 echo $singlemod started

23: setenv ligandname 'B2B5T2 '$singlemod'X'

24: echo ... preparing files

25: foreach file to move ('ls -1 B2B5T2 torsionscan.prep | grep "B2B5T2 L" | grep "mol2"
| grep $singlemod’ )

26: # echo $file to move

27: mv B2B5T2 torsionscan.prep/$file to move

28: end

29: echo ... docking

30: ../tools/dock all in dir to B2B5.sh . >!
B2B5T2 torsionscan.results/01092005 torsionscan_ $ligandname.log

31: echo ... analyzing

32: ../tools/analyze dockings_in dir.sh log >!
B2B5T2_ torsionscan.results/01092005 analyze $ligandname

33: echo ... cleaning up files

34: foreach docking to move ('1ls -1 | grep "B2B5T2 L" | grep "sph" | grep $singlemod |
awk 'BEGIN{FS="."}{print $1}' ")

35: # echo S$docking to_move

36: mv $docking to move.mol2 B2B5T2 torsionscan.done/

37: mv dock_$docking to _move.in B2B5T2_ torsionscan.done/

38: mv $docking to move.sph B2BS5T2 torsionscan.done/

39: mv dock $docking to move' nrg.mol2' B2B5T2 torsionscan.done/

40: end

41:

42: mv log 'B2B5T2 torsionscan.done/'log $singlemod

43: mkdir log

44

45: echo $ligandname done

46:

47: end

48:

49: exit

50:

7.3.23

B2B5T2_move_best rotamers.sh

1: #!/bin/tcsh

2: # B2B5T2_move_best_ rotamers.sh

3: # Dieses Skript bearbeitet alle in der aktuellen directory

4: # befindlichen log-Files von analyse dockings_in dir.sh

5: # In jedem dieser logfiles identifiziert dieses Skript den

6: # Liganden mit der besten docking-Energie (steht dort

7: # direkt unter "SUCCESSFUL DOCKINGS" und kopiert das

8: # entsprechende Liganden-mol2-File eine Verzeichnisebene

9: # hoeher zur weiteren Verwendung.
10:
11: if ( $#argv != "0" ) then
12: echo "usage $0"
13: exit
14: endif
15:

16: echo $0

17: echo

18: echo "die topscorer sind :"

19: cat 01092005 analyze B2B5T2 L*X | sed -n '/SUCCESSFUL DOCKINGS :/{n;p;}'
20: echo
21:
22: echo ... now copying the topscoreres
23: foreach i (‘cat 01092005 analyze B2B5T2 L*X | sed -n '/SUCCESSFUL DOCKINGS :/{n;p;}"' |

awk '{print $1}' | awk 'BEGIN{FS="."}{print $1}' | sed 's/dock //' ")

24: setenv ligandfile ‘“echo $i.mol2°
25: cp ../B2B5T2 torsionscan.done/$ligandfile ../
26: end
27:
28: exit
29:
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7.3.24

O

10:
11:
12:
13:
14:
15:

16:
17:
18:

19: echo "Random Seed : $x"
20:
log/dock B2B5T5 L04K01l soft 02 $x.log

21:

22: end

23:

24: exit

25:

O J o0 W N

dock_B2B5T5_L04K01_random_seed_variation.sh

#!/bin/tcsh

He oW H H

Stand 18.09.2005, BKL

if ( $#argv != "0" ) then

echo " ERROR : give NO parameter."

echo " usage : $0 "
exit
endif

dock B2B5T5 L04K01l random seed variation.sh

Dieses Skript fuehrt dockings durch.

Die Einstellungen aller dockings sind gleich, nur random seed und
ligand energy file werden variiert.

echo "Docking : dock B2B5T5 LO04KO01l soft 02 xx with variation of random_ seed"

foreach x (01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
26 27 28 29 30)
cp ./dock B2B5T5 LO04KO1l soft 02.in dock B2B5T5 LO04KOl soft 02 S$x.in

echo "random seed \t $x" >> dock B2B5T5 LO04KOl soft 02 $x.in

echo "ligand energy file \t dock B2B5T5 L04K0Ol_soft 02 $x"" nrg.mol2" >>
dock B2B5T5 LO04K0l soft 02 $x.in

/usr/user/dock/dock -i dock B2B5T5 LO4K01l soft 02 $x.in >!

cat log/dock B2B5T5 L04KOl soft 02 $x.log | grep "Best energy score"

7.4 Parametersatze

Die Parametersitze fiir das constrained docking (AAV 2) und das unconstrained docking

(AAV 4) sind in Abschnitt 6.2 innerhalb der jeweiligen allgemeinen Arbeitsvorschrift

abgedruckt.

Fiir die Erzeugung des grid in Abschnitt 3.3.3 und 3.5.1 wurden die folgenden Einstellungen

verwendet:

Tabelle 27: Auflistung der Parameter, die zur Erzeugung des grid in Abschnitt 3.3.3 verwendet wurden.

compute grids yes
grid spacing 0.3
output molecule no
contact score no
chemical score no
energy score yes
energy cutoff distance 10
atom model a

attractive_ exponent 6

repulsive exponent 12

distance dielectric yes
dielectric factor 4
bump filter no

receptor file

cd4 mol2 receptor.mol2

box file

box around_receptor_ spheres for B2BS5.pdb
vdw_definition file
/usr/user/dock/vdw.defn

score grid prefix grid
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Tabelle 28: Auflistung der Parameter, die zur Erzeugung des grid in Abschnitt 3.5.1 verwendet wurden.

compute grids yes distance dielectric yes

grid spacing 0.3 dielectric_ factor 4

output molecule no bump filter no
contact_score no receptor_ file

chemical_ score no cd4_mol2_ receptor.mol2

energy score yes box file

energy cutoff distance 10 box around _cd4 area_ for B2B5 20082005.pdb
atom _model a vdw_definition file

attractive exponent 6 /usr/user/dock/vdw.defn

repulsive exponent 12 score grid prefix grid 20082005
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	1000 ≤ E ≤ 10000 kcal/mol
	82
	10000 ≤ E ≤ 100000 kcal/mol
	150
	100000 ≤ E ≤ 1500928 kcal/mol
	165
	Abbildung 55: Auftragung der in Tabelle 12 zusammengefassten
	Abbildung 56: Auftragung der Energiewerte der besten 100 con
	Beurteilung nach Variabilität in den Ringen

	Um ein möglichst repräsentatives Spektrum der hits weiter ve
	Tabelle 13: Auflistung der TOP10 des constrained docking der
	gedockter Ligand
	Energie [kcal/mol]
	CR3XL4XCR5_11.551_15_41
	-10.05
	CR3XL1XCR5_11.522_14_33
	-7.70
	CR5XL3XCR8_11.707_15_47
	-6.84
	CR4XL4XCR5_11.464_13_42
	-6.63
	CR1XL4XCR7_11.474_07_50
	-5.99
	CR2XL4XCR4_11.478_12_42
	-5.92
	CR4XL4XCR5_11.475_13_40
	-5.88
	CR5XL2XCR7_11.400_16_48
	-5.72
	CR4XL4XCR4_11.477_13_40
	-5.53
	CR3XL2XCR7_11.558_14_45
	-5.26
	Abbildung 57: Die TOP10 des constrained docking der 660 hits
	Bei einem visuellen Vergleich der RBR fiel auf, dass CR4XL4X
	Abbildung 58: Die fünf RBR, die zur chemischen Funktionalisi
	Funktionalisierung der ausgewählten Gerüste

	Die Datenbank DB5 enthält nur unfunktionalisierte RBR. Reale
	Durch das Hinzufügen von Seitenketten und funktionellen Grup
	Wenn keine Röntgenkristallstruktur vorliegt, muss sich die E
	Im vorliegenden Fall existiert sowohl eine Röntgenkristallst
	Funktionalisierung des Leitstrukturgerüstes B2B5T1

	An dem nach AAV 2 gedockten Leitstrukturgerüst wurden vier v
	Jedes einfach modifizierte Leitstrukturgerüst wurde nach AAV
	Abbildung 59: Die am RBR CR3XL4XCR5, durchgeführten in silic
	Tabelle 14: Energien der constrained dockings der in Abbildu
	Ligand
	Energie
	Ligand
	Energie
	L00K00
	-9.50
	L00K02
	NA
	L01K00
	-9.82
	L00K03
	-9.12
	L02K00
	-10.03
	L00K04
	-1.01
	L03K00
	-10.09
	L00K05
	-16.01
	L04K00
	-10.34
	L00K06
	4.95
	L00K01
	-14.23
	L00K07
	62.26
	Top scorer waren L04 und K05. Die am L04 neu eingefügte Ethy
	Auf der Seite des Lysins wurde die ionische Wechselwirkung m
	Das doppelt modifizierte B2B5T1_L04K05 zeigte nach AAV 2 bew
	Da die Unterschiede in den Energiewerten der verschiedenen L
	Abbildung 60: Crossed Stereodarstellung des constrained dock
	Funktionalisierung des Leitstrukturgerüstes B2B5T2

	Das nach AAV 2 gedockte Leitstrukturgerüst wurde vierfach am
	Abbildung 61: Das Leitstrukturgerüst B2B5T2, einfach funktio
	Mit Hilfe des Skriptes 7.3.22 B2B5T2_LXXKXX_torsionscan.sh w
	Für B2B5T2_L00K10 zeigte sich, dass die optimale Bindungsene
	Unter Verwendung der torsionsoptimierten RBR für K01, K06-K1
	Abbildung 62: Die am Leitstrukturgerüst CR3XL1XCR5 durchgefü
	Tabelle 15: Energien der constrained dockings der in Abbildu
	Ligand
	Torsion
	Energie
	Ligand
	Torsion
	Energie
	L00K00
	-7.28
	L00K04
	NA
	L01K00
	-7.48
	L00K05
	-4.89
	L02K00
	310
	-7.79
	L00K06
	320
	-9.90
	L03K00
	3.88
	L00K07
	310/10
	-12.09
	L04K00
	220
	-4.96
	L00K08
	320
	-8.08
	L00K01
	220/40
	-14.80
	L00K09
	100
	-9.71
	L00K02
	NA
	L00K10
	110/160
	-9.24
	L00K03
	-8.13
	L00K11
	100
	-7.22
	Bei den Leucin-Modifikationen waren die Energiewerte für L03
	Abbildung 63: Die Funktionalisierungen L03 und L04 auf der L
	Bei den Lysin-Modifikationen war der top scorer K01, bei dem
	L02 ist der top scorer für die Leucin-Modifikation. K01 brac
	Anstatt eines doppelt modifizierten Liganden wurden in diese
	Im constrained docking des Leitstrukturgerüstes B2B5T2_L00K0
	Abbildung 64: Crossed Stereodarstellung des constrained dock
	Abbildung 65: Crossed Stereodarstellung des constrained dock
	Funktionalisierung des Leitstrukturgerüstes B2B5T3

	Für das RBR mit dem drittbesten Energiewert wurden vier Funk
	Abbildung 66: Am Leitstrukturgerüst B2B5T3 (CR5XL3XCR8) wurd
	Tabelle 16: Energien der constrained dockings der in Abbildu
	Ligand
	Torsion
	Energie
	Ligand
	Torsion
	Energie
	L00K00
	-6.46
	L00K01
	-11.84
	L01K00
	-6.53
	L00K02
	140
	-13.02
	L02K00
	170
	-6.78
	L00K03
	140/10
	-14.33
	L03K00
	-3.03
	L00K04
	20
	-7.90
	L04K00
	250
	0.12
	Top scorer waren L02 (mit einem Torsionswinkel von 170 Grad)
	Abbildung 67: Die Funktionalisierungen L03 und L04 auf der L
	Als doppelt modifizierter Ligand wurde B2B5T3_L02K03 konstru
	Die Energiebewertung dieses Liganden nach AAV 2 durch constr
	Abbildung 68: Crossed Stereodarstellung des constrained dock
	In der Abbildung 68 ist zu erkennen, dass dieses Leitstruktu
	Funktionalisierung des Leitstrukturgerüstes B2B5T4

	Für den hit B2B5T4 wurden zwei Funktionalisierungen am B5Leu
	Abbildung 69: Die Einzel-Funktionalisierungen die in silico 
	Tabelle 17: Energien und günstigste Torsionswinkel der const
	Ligand
	Torsion
	Energie
	Ligand
	Torsion
	Energie
	L00K00
	-6.21
	L00K01
	-8.43
	L01K00
	-6.22
	L00K02
	200
	-8.56
	L02K00
	310
	-6.43
	L00K03
	200/10
	-10.53
	L00K04
	210
	-6.73
	Top scorer waren hier K03 (Torsionswinkel 200 Grad und 10 Gr
	Abbildung 70: Crossed Stereodarstellung des constrained dock
	Die Abbildung 70 zeigt die sterische Hinderung der 9�Positio
	Funktionalisierung des Leitstrukturgerüstes B2B5T5

	Am Liganden B2B5T5 wurden jeweils vier verschiedene Modifika
	Abbildung 71: Am als B2B5T5 bezeichneten Leitstrukturgerüst 
	Tabelle 18: Energien und günstigste Torsionswinkel der in Ab
	Ligand
	Torsion
	Energie
	Ligand
	Torsion
	Energie
	L00K00
	-5.90
	L00K01
	41.66
	L01K00
	854.28
	L00K02
	230
	106.28
	L02K00
	210
	80.86
	L00K03
	230/230
	106.79
	L03K00
	-6.05
	L00K04
	150
	2287.59
	L04K00
	60
	-6.45
	Nach AAV 2 bewertet erwiesen sich alle Lysin-Modifikationen 
	Jede Vergrößerung des sterischen Anspruchs des Liganden in d
	Abbildung 72: Crossed Stereodarstellung des constrained dock
	Bei den Leucin-Modifikationen war der top scorer L04. Dieses
	Für das weitere Vorgehen wurde B2B5T5_L04K01 in silico konst
	Abbildung 73: Crossed Stereodarstellung des constrained dock
	Die Energiebewertung dieses Liganden nach AAV 2 durch constr
	Unconstrained docking der funktionalisierten Leitstrukturmot

	Das constrained docking nach AAV 2, mit dem das primäre rank
	Im Verlauf des rational drug design ohne Rezeptorstruktur wä
	Vorbereitung des unconstrained docking

	Bei ersten Versuchen die in Abschnitt 3.4 optimierten Leitst
	Für die neue Definition der Bindungsregion wurden einige der
	Abbildung 74: Crossed Stereodarstellung der 21 als violette 
	Für die Erzeugung des scoring grid wurden überwiegend die Ei
	Tabelle 19: Vergleich zwischen Energien, die für identische 
	Energie erstes grid [kcal/mol]
	Energie zweites grid [kcal/mol]
	Energie-
	differenz [kcal/mol]
	Energie-
	differenz [%]
	B2B5T1
	-10.05
	-9.50
	-0.55
	5.5
	B2B5T2
	-7.70
	-7.82
	0.12
	1.6
	B2B5T3
	-6.84
	-6.46
	-0.38
	5.6
	B2B5T4
	-5.99
	-6.21
	0.22
	3.7
	B2B5T5
	-5.92
	-5.90
	-0.02
	0.3
	DOCK-Parameter

	Um den realen Bedingungen der Bindung möglichst nahe zu komm
	Beim unconstrained docking der optimierten Leitstrukturmotiv
	Abbildung 75: Crossed Stereodarstellungen gemäß Abbildung 35
	Es wurde entsprechend eines Vorschlages aus dem DOCK-Handbuc
	Nicht in allen Fällen wurde die gedockte Orientierung mit de
	Im Folgenden ist für jeden Liganden die ausgewählte Konforma
	Unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T1_L04K05

	Für den Liganden B2B5T1_L04K05 wurde mit den in Tabelle 26 a
	Abbildung 76: Das Leitstrukturmotiv B2B5T1_L04K05.
	Tabelle 20: Energiewerte des unconstrained docking des Leits
	B2B5T1_L04K05
	random_seed
	Energie [kcal/mol]
	bestes docking
	04
	-16.26
	energiegünstigstes docking
	29
	-17.00
	Abbildung 77: Crossed Stereodarstellung der günstigsten Orie
	Um einen Überblick über die Energiewerte der einzelnen Optim
	Abbildung 78: Übersicht über die Entwicklung des Leitstruktu
	Unconstrained docking der Leitstrukturmotive B2B5T2_L00K01 u

	Bei diesem hit war entschieden worden, zwei doppelt funktion
	Abbildung 79: Die Leitstrukturmotive B2B5T2_L00K01 (links) u
	Im unconstrained docking nach AAV 4 ergaben sich Energiewert
	Tabelle 21: Energie und random_seed der günstigsten unconstr
	B2B5T2_L00K01
	random_seed
	Energie [kcal/mol]
	bestes docking
	01
	-18.04
	energiegünstigstes docking
	26
	-18.09
	Abbildung 80: Crossed Stereodarstellung der günstigsten Orie
	Tabelle 22: Energie und random_seed der günstigsten unconstr
	B2B5T2_L02K07
	random_seed
	Energie [kcal/mol]
	bestes docking
	11
	-16.99
	energiegünstigstes docking
	25
	-17.70
	Abbildung 81: Crossed Stereodarstellung der günstigsten Orie
	Die Energiewerte der einzelnen Optimierungsstufen der beiden
	Hier bestätigte sich, was in Abschnitt 3.4.2 aufgrund der vi
	Abbildung 82: Übersicht über die Entwicklung des Leitstruktu
	Unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T3_L02K03

	Als doppelt modifizierter Ligand war hier B2B5T3_L02K03 kons
	Abbildung 83: Das Leitstrukturmotiv B2B5T3_L02K03.
	Im unconstrained docking dieses Liganden gegen CD4 bestätigt
	Abbildung 84: Crossed Stereodarstellung der energiegünstigst
	Abbildung 85: Diese Orientierung aus dem unconstrained docki
	Um einen Überblick über die Energiewerte der einzelnen Optim
	Abbildung 86: Übersicht über die Entwicklung des Leitstruktu
	Unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T4_L02K03

	Auch dieses RBR enthielt ein Steroid-Gerüst (CR7). Anhand de
	Abbildung 87: Das Leitstrukturmotiv B2B5T4_L02K03.
	In den ersten dockings in Abschnitt 3.4.4 hatte sich bereits
	Abbildung 88: Crossed Stereodarstellung der mit �2.57 kcal/m
	In der Abbildung ist zu sehen, dass das Gerüst des Liganden 
	Auch die Auftragung der Energiewerte der einzelnen Optimieru
	Abbildung 89: Übersicht über die Entwicklung des Leitstruktu
	Fazit zu den Steroid-Bausteinen und -Gerüsten

	Für das Bindungsepitop der Wechselwirkung des Lysins und des
	Abbildung 90: Links: Eine capped sticks-Darstellung des Deka
	Für wesentlich größere Entfernungen könnten Liganden mit Ste
	Unconstrained docking des Leitstrukturmotives B2B5T5_L04K01

	Für diesen Liganden war in den constrained docking-Experimen
	Abbildung 91: Das Leitstrukturmotiv B2B5T5_L04K01.
	Es war zu vermuten, dass der Energieverlust durch die ungüns
	Im unconstrained docking gemäß AAV 4 bestätigte sich diese A
	Tabelle 23: Energie und random_seed der günstigsten unconstr
	B2B5T5_L04K01
	random_seed
	Energie [kcal/mol]
	bestes docking
	01
	-16.43
	energiegünstigstes docking
	10
	-16.83
	Abbildung 92: Crossed Stereodarstellung der günstigsten Orie
	Für dieses Leitstrukturgerüst B2B5T5 ist ein Überblick über 
	Abbildung 93: Energieverlauf der Entwicklung des Leitstruktu
	Wie zu sehen ist, veränderte die Leucin-Modifikationen beina
	Überblick über die durchgeführte Ligandenentwicklung

	Die in den vorhergehenden Abschnitten dargestellten Weiteren
	Abbildung 94: Überblick über die Energien der Entwicklungssc
	Die größte Verbesserung der Energie gelang bei B2B5T2. Hier 
	Für den top scorer der initialen Suche (B2B5T1) bei dem das 
	Für die beiden RBR, die ein Steroid als eines ihrer Ringsyst
	Vergleich der entwickelten Liganden mit dem Dekapeptid

	Die drei Leitstrukturmotive, die im unconstrained docking di
	Abbildung 95: Das Dekapeptid NMWQKVGTPL sowie die drei darau
	Abbildung 96: Übersicht der drei besten in dieser Arbeit ent
	Um einen Bezugspunkt für die mit DOCK ermittelten Energien d
	Unter Verwendung der in Tabelle 24 abgedruckten Parameter wu
	Tabelle 24: Auflistung der Parameter, die zur Energiebewertu
	flexible_ligand                no
	orient_ligand                  no
	score_ligand                   yes
	minimize_ligand                no
	multiple_ligands               no
	intermolecular_score           yes
	gridded_score                  yes
	grid_version                   4
	contact_score                  no
	chemical_score                 no
	energy_score                   yes
	atom_model                     a
	vdw_scale                      1
	electrostatic_scale            1
	score_grid_prefix
	../grid/grid
	vdw_definition_file
	/usr/user/dock/vdw.defn
	Die Energien der drei in Abbildung 96 gezeigten Leitstruktur
	Schematischer Überblick über die wichtigsten Schritte der Ar

	Die folgenden beiden Abbildungen geben einen Überblick über 
	Abbildung 97 zeigt, wie ausgehend von der Analyse heutiger W
	Angewendet wurde die Datenbank DB5 auf eine Fragestellung zu
	Die Datenbanksuche ergab 943 hits, und demnach 943 Ankerpaar
	Diese 943 hits wurde mit dem Programm DOCK gegen einen aus d
	Anschließend wurden die 660 bestätigten hits mit dem in DOCK
	Jedes dieser Leitstrukturgerüste wurde in silico chemisch fu
	Die Anwendung hierarchischer Filter in dieser Arbeit führte 
	Abbildung 99: Übersicht über die hierarchischen Filter, die 
	Ausblick

	Für die in dieser Arbeit aufgebaute Datenbank von Ring-Brück
	Nach neuer Auswahl der Ringe müssten die Schritte in silico-
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	Die in dieser Arbeit vorgeschlagenen neuen Liganden zur Inhi
	Interessant wäre es weiterhin, die Desolvatationsenergien fü
	Zusammenfassung
	Ein zentrales Problem bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe i
	In der vorliegenden Arbeit wurde ein fragmentbasierter Ansat
	Aufbauend auf den Arbeiten von Bemis und Murcko25 über die B
	Für 3515 Paarungen von Ankeratomen an Ring-Brücke-Ring-Syste
	Um die Datenbank an einem realen Problem zu testen, wurde di
	Als Ankerpunkte der zu modellierenden Wechselwirkung wurde j
	Fünf der bestplatzierten Liganden des ersten energy ranking 
	Durch die Einführung funktioneller Gruppen konnten die Bindu
	Die erzeugten Gerüste konnten erfolgreich so erzeugt und mod
	Um diese sehr viel versprechenden in silico prognostizierten
	Mit der in dieser Arbeit entwickelten Datenbank konnte erfol
	Summary
	A critical point in modern drug design is the step from a ph
	To support lead structure generation, a fragment based appro
	A special advantage of the method developed here is that it 
	Based on Bemis' and Murcko's publication25 on the scaffolds 
	On each ring system anchor atoms were defined for further li
	To account for the high flexibility of the molecules, the co
	To test the database-concept on a real problem, the interact
	Two hydrogens of GP120, one of the ε�CH2�group of Lysine429 
	Using the DOCK program package206 and a newly developed meth
	The five top scoring ligands were chemically functionalized 
	The ligands were modified at one of the two interaction-site
	The addition of functional groups to the ligands improved th
	This approach was successful in creating and modifying the s
	To verify these promising in silico results in vitro and to 
	The database that has been developed in this work is a new t
	Experimenteller Teil
	Verwendete Hard- und Software
	Hardware


	Handelsübliche PCs ( IA32 Prozessor)
	Silicon Graphics Workstations (Octane2/R14000, Octane2/R1200
	Software

	DOCK (SPHGEN, AUTOMS, GRID, SHOWBOX) http://dock.compbio.ucs
	SYBYL Molecular Modelling Package, Version 7.0; Tripos, Inc.
	Programmer Studio für Windows, Version 4.1.3, Whisper Techno
	Tripos Bookshelf 7.0, Tripos Inc., St. Louis, MO, USA
	SCIFINDER SCHOLAR 2006, American Chemical Society
	MIPSpro C-Compiler, Version 7.3.1.3m
	Allgemeine Arbeitsvorschriften
	AAV 1 Energieminimierung


	Das im mol2-Format vorliegende Molekül wird in SYBYL mit den
	a\) Über 10000 Schritte, ohne Partialla
	b\) Über 1000 Schritte, mit Gasteiger-M
	c\) Nach Solvatation des Komplexes in dr�
	AAV 2 Constrained docking

	Für einen nach dem Muster Name_ID1_ID2.mol2 (ID1 und ID2 bez
	Tabelle 25: Auflistung der Parameter, die in allen dock.in-D
	flexible_ligand                no
	orient_ligand                  yes
	score_ligand                   yes
	minimize_ligand                no
	multiple_ligands               no
	random_seed                    0
	match_receptor_sites           yes
	random_search                  no
	ligand_centers                 yes
	automated_matching             no
	maximum_orientations
	5000
	write_orientations             yes
	rank_orientations              yes
	rank_orientation_total         10
	nodes_minimum                  1
	nodes_maximum
	1000
	distance_tolerance
	0.25
	distance_minimum               2
	check_degeneracy               no
	reflect_ligand                 no
	critical_points                yes
	multiple_points                yes
	chemical_match                 no
	intermolecular_score           yes
	gridded_score                  yes
	grid_version                   4
	bump_filter                    no
	contact_score                  no
	chemical_score                 no
	energy_score                   yes
	atom_model                     a
	vdw_scale                      1
	electrostatic_scale            1
	score_grid_prefix
	../grid/grid
	vdw_definition_file
	/usr/user/dock/vdw.defn
	receptor_site_file             ../struct/receptor_spheres_fo
	Die Werte für die Parameter ligand_atom_file, ligand_center_
	Hierbei wird der Ligand als starr behandelt (Flexibilität wi
	Anschließend wird das Programm DOCK mit dieser Parameter-Dat
	Die Ergebnisse des docking finden sich anschließend im ligan
	AAV 3 Systematische Seitenketten-Konformationssuche

	Diese Arbeitsvorschrift dient der Berücksichtigung der konfo
	Das SPL-Skript, das den jeweiligen Liganden aus dem unmodifi
	AAV 4 Unconstrained docking

	Der zu dockende Ligand muss in keinem bestimmten Format bena
	Tabelle 26: Auflistung der Parameter, die in allen dock.in-D
	flexible_ligand                yes
	orient_ligand                  no
	score_ligand                   yes
	minimize_ligand                yes
	multiple_ligands               no
	intermolecular_score           yes
	gridded_score                  yes
	grid_version                   4
	contact_score                  no
	chemical_score                 no
	energy_score                   yes
	atom_model                     a
	vdw_scale                      1
	electrostatic_scale            1
	anchor_search                  yes
	multiple_anchors               yes
	write_partial_structures       no
	torsion_drive                  yes
	clash_overlap                  0.5
	write_conformations            yes
	write_conformation_total       1
	intramolecular_score           yes
	energy_cutoff_distance         10
	distance_dielectric            yes
	dielectric_factor              4
	attractive_exponent            6
	repulsive_exponent             12
	score_grid_prefix
	../grid_B2B5soft/grid_20082005
	flex_definition_file
	/usr/user/dock/flex.defn
	vdw_definition_file
	/usr/user/dock/vdw.defn
	flex_drive_file
	/usr/user/dock/flex_drive.tbl
	anchor_size                    1
	configurations_per_cycle       5
	torsion_minimize               yes
	reminimize_layer_number        2
	minimize_anchor                no
	reminimize_anchor              no
	reminimize_ligand              yes
	energy_minimize                yes
	initial_translation            1
	initial_rotation               0.1
	initial_torsion                10
	maximum_iterations             100
	energy_convergence             0.1
	maximum_cycles                 2
	cycle_convergence              1
	energy_termination             1
	random_seed                    1
	Die Parameter ligand_atom_file und ligand_energy_file werden
	Der Ligand wird hier als flexibel angenommen, und diese Flex
	Das docking mit den oben beschriebenen Einstellungen wird 30
	Anhang
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	Wo die Verwendung deutscher Begriffe unüblich ist, wurden in
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	Eindeutige, ganzzahlige Identifizierungsnummer eines Atoms i
	box
	Quaderförmiger Bereich, in dem das Programm DOCK versucht, d
	constrained docking
	Docking unter sehr strikten Rahmenbedingungen. Hier: Docking
	critical
	Entscheidend. Critical points sind im Rahmen dieser Arbeit P
	docking
	Das Platzieren von Liganden in Bindungstaschen.
	file
	Datei.
	frameworks
	Grundgerüste (vgl. Abbildung 2).
	grid
	Gitter. Hier: Ein virtuelles Gitter von Punkten in der Bindu
	hit
	Treffer. Hier: Ergebnisse der Suche in einer Datenbank.
	induced fit
	Vorgang bei der Ausbildung eines Rezeptor-Ligand-Komplexes, 
	lead
	Leitstruktur. Mögliche Vorstufe eines potentiellen Arzneisto
	linker
	Brücke. Hier: Flexible Kette von Atomen, die zwei Molekültei
	molecular modeling
	Die Untersuchung molekularer Fragestellungen mit Hilfe von C
	random seed
	Zahl, mit der ein Zufallszahlengenerator (z.B. im Programm D
	range
	Bereich, Streubreite, Strecke.
	ranking
	Rangfolge. Ergibt eine Methode eine Vielzahl von Ergebnissen
	resonance
	Resonanz. Hier: Die kernmagnetischen Resonanzen eines Protei
	scoring
	Bewerten von Ergebnissen nach mathematischen Kriterien. Die 
	scoring functions
	Mathematische Funktion mit der Ergebnisse bewertet werden. H
	screening
	Verfahren, bei dem ein Pool von Stoffen auf ihre Tauglichkei
	shapes
	Formen. Hier: Die grundlegende sterische Struktur von Molekü
	spheres
	Sphären. Hier: Kugelförmige Bereiche, die Zentren möglicher 
	target
	Wirkstoff-Zielverbindung. Biomolekül, das Angriffspunkt für 
	top scorer
	Ergebnis, das in einem vorangegangenen ranking die beste sco
	unconstrained docking
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	1: ### combine_all.spl
	2: ### Skript zum Verknuepfen von Ring-Linker-Ring-Systemen
	3: ### Entwicklungsstand v9 18.06.2004 Boris Kroeplien
	4: ###
	5:
	6:
	7:
	8:
	9:
	10: setvar GLOBAL!bkl_logfile %cat("bkl_logfile_"
	%FILE_CLEAN_FILENAME("%time()"))
	11:
	12:
	13:
	14:
	15:
	16: uims define macro logbkl sybylbasic YES
	17: echo "$1" >> $GLOBAL!bkl_logfile
	18: .
	19:
	20:
	21:
	22:
	23:
	24: uims define expression_generator bklvalidpart YES
	25:
	26: ### ring or linker must already be loaded in area $1
	27: ### function returns "none" if
	28: ### 1.) the molecule-name does not include an X
	29: ### 2.) dummy-atoms are present
	30: ### 3.) atom 1 is not a C.3
	31: ### 4.) atom 1 has not exactly one neighbour
	32: ### then, if
	33: ### 5.) the set {BKC_ANCHORS} has members
	34: ### the function returns "ring"
	35: ### if {BKC_ANCHORS} has no members, but
	36: ### 6.) atom 2 is a C.3
	37: ### 7.) atom 2 has only one neighbour
	38: ### the function returns "linker"
	39:
	40: LOCALVAR answer
	41:
	42: if %not(%eq($# 1))
	43:   echo "Usage : %bklvalidpart(area_expr)"
	44:   return
	45:  else
	46:    if %not( %atoms( $1 ) )
	47:      echo "Mol Area $1 is empty"
	48:      echo "Usage : bklvalidpart(area_expr)"
	49:      return
	50:     endif
	51:  endif
	52:
	53: setvar answer "ring"
	54:
	55: # test, if in $1 is at all valid
	56:
	57: if %POS("X" %mol_info($1 name))
	58:   setvar answer "none"
	59:   GOTO EarlyExit
	60:  endif
	61: if %atoms($1((<Du>)))
	62:   setvar answer "none"
	63:   GOTO EarlyExit
	64:  endif
	65: if %not(%streql("%ATOM_INFO($1(1) type)" "C.3") )
	66:   setvar answer "none"
	67:   GOTO EarlyExit
	68:  endif
	69: if %neq(%count(%ATOM_INFO($1(1) neighbors)) 1)
	70:   setvar answer "none"
	71:   GOTO EarlyExit
	72:  endif
	73:
	74: # test BKC_ANCHORS. If it has members, the molecule is a
	75:
	76: if %atoms($1({BKC_ANCHORS}) m)
	77:   setvar answer "ring"
	78:   GOTO EarlyExit
	79:  endif
	80:
	81: # now in $1 is no valid ring, it may still be a valid li
	82: setvar answer "none"
	83: if %streql("%ATOM_INFO($1(2) type)" "C.3")
	84:   if %eq(%count(%ATOM_INFO($1(2) neighbors)) 1)
	85:     setvar answer "linker"
	86:    endif
	87:  endif
	88:
	89: # return either "linker" or "none". "ring" would have be
	above.
	90:
	91: EarlyExit:
	92:
	93: %return($answer)
	94:
	95: .
	96:
	97:
	98:
	99:
	100:
	101: uims define macro bklcombine sybylbasic YES
	102: logbkl "___________________________________"
	103: logbkl "Start : %time()"
	104: logbkl "___________bklcombine______________"
	105:
	106: # setvar cgq_old $cgq_timeout
	107: # setvar cgq_timeout 0
	108:
	109: setvar ring1
	110: setvar ring2
	111: setvar linker
	112:
	113:   SWITCH $#
	114:
	115:     CASE 0)
	116:       setvar ring1[0]
	"/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/databases/ringsA.mdb"
	117:       setvar ring2[0]
	"/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/databases/ringsC.mdb"
	118:       setvar linker[0]
	"/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/databases/linkerB.mdb"
	119:       setvar outputdb
	"/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"
	120:     ;;
	121:     CASE 3)
	122:       setvar ring1[0] $1
	123:       setvar ring2[0] $2
	124:       setvar linker[0] $3
	125:       setvar outputdb
	"/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"
	126:     ;;
	127:     CASE 4)
	128:       setvar ring1[0] $1
	129:       setvar ring2[0] $2
	130:       setvar linker[0] $3
	131:       setvar outputdb $4
	132:     ;;
	133:     CASE)
	134:       %dialog_message( ERROR "usage $0              //            $0
	<ringA.mdb><ringB.mdb><linkerC.mdb>              //         
	<ringA.mdb><ringB.mdb><linkerC.mdb> <output.mdb>" "usage of 
	possible without any parameters, with three parameters or wi
	) >$NULLDEV
	135:       logbkl "Early program terminiation, wrong number 
	options"
	136:       return
	137:     ;;
	138:   ENDSWITCH
	139:
	140: # falls die gleiche Ring-Datenbank fuer ring1 und ring2
	141: # falls also (ring1[0] == ring2[0]) wuerde einfaches Ko
	142: # doppelte Cuff-Systeme erzeugen. Um dies zu verhindern
	143: # mit Hilfe der Variablen ringcounter einige ring2 uebe
	144: # Damit bei verschiedenen ring-datenbanken nichts ausge
	145: # wird dann nicht mitgezaehlt, welche Ringe schon kombi
	146: setvar identical_rings 0
	147:
	148: if %streql($ring1[0] $ring2[0])
	149:   setvar identical_rings 1
	150:   logbkl "identical databases for 'ring1' and 'ring2' d
	only unique combinations"
	151:  else
	152:    setvar identical_rings 0
	153:    logbkl "non identical databases for 'ring1' and 'rin
	Creating all combinations"
	154:  endif
	155:
	156: # check all necessary databases for contents
	157: # ist das database create ein sicherheitsrisiko ?
	158:
	159: database open $ring1[0] READONLY
	160: if %eq( %count( %database(*) ) 0 )
	161:   %dialog_message( ERROR "No molecules in database" "No
	>$NULLDEV
	162:   logbkl "Early program terminiation, empty database fo
	163:   return
	164:  else
	165:    logbkl "Database for Ring1 : $ring1[0]"
	166:  endif
	167:
	168: if %not(%eq($identical_rings 1))
	169:   database open $ring2[0] READONLY
	170:   if %eq( %count( %database(*) ) 0 )
	171:     %dialog_message( ERROR "No molecules in database" "
	>$NULLDEV
	172:     logbkl "Early program terminiation, empty database 
	173:     return
	174:    else
	175:      logbkl "Database for Ring2 : $ring2[0]"
	176:    endif
	177:    else
	178:      logbkl "Database for Ring2 : $ring2[0]"
	179:    endif
	180:
	181: database open $linker[0] READONLY
	182: if %eq( %count( %database(*) ) 0 )
	183:   %dialog_message( ERROR "No molecules in database" "No
	>$NULLDEV
	184:   logbkl "Early program terminiation, empty database fo
	185:   return
	186:  else
	187:    logbkl "Database for Linker : $linker[0]"
	188:  endif
	189: if %not(%file_exists($outputdb))
	190:   DATABASE CREATE $outputdb
	191:  endif
	192: logbkl "Database for Output of Cuff-Systems : $outputdb
	193:
	194: # die folgenden 3x19 Zeilen liessen sich gut in einer F
	195: # call_by_reference-uebergabe der parameter &ring1 &rin
	196: # vereinfachen.
	197:
	198: DATABASE OPEN $ring1[0] READ
	199: setvar ring1[1] %count(%database(*))
	200: setvar count 2
	201: logbkl "Checking contents of $ring1[0]"
	202: for i in %database(*)
	203:   DATABASE GET $i M1
	204:   if %streql(%bklvalidpart(m1) "ring")
	205:     setvar ring1[$count] $i
	206:     logbkl " $i is a valid %bklvalidpart(m1)"
	207:     setvar count %math($count +1)
	208:    else
	209:      logbkl " $i is not a valid ringsystem, skipped"
	210:      setvar ring1[1] %math($ring1[1] -1)
	211:    endif
	212:  endfor
	213: if %eq($count 2)
	214:   logbkl " No valid ringsystems in $ring1[0]. Program a
	215:   return
	216:  endif
	217: database close
	218:
	219: ###
	220: ### hier waere eine abfrage, ob identische Datenbanken 
	sinnvoll, hat aber nicht funktioniert.
	221: ### insofern wird in dem fall jetzt halt auch die zweit
	database nochmal geprueft.
	222: ###
	223: # logbkl "DEBUG : identical_rings : $identical_rings"
	224: # if %eq($identical_rings 1)
	225: DATABASE OPEN $ring2[0] READ
	226: setvar ring2[1] %count(%database(*))
	227: setvar count 2
	228: logbkl "Checking contents of $ring2[0]"
	229: for i in %database(*)
	230:   DATABASE GET $i M1
	231:   if %streql(%bklvalidpart(m1) "ring")
	232:     setvar ring2[$count] $i
	233:     logbkl " $i is a valid %bklvalidpart(m1)"
	234:     setvar count %math($count +1)
	235:    else
	236:      logbkl " $i is not a valid ringsystem, skipped"
	237:      setvar ring2[1] %math($ring2[1] -1)
	238:    endif
	239:  endfor
	240: if %eq($count 2)
	241:   logbkl " No valid ringsystems in $ring2[0]. Program a
	242:   return
	243:  endif
	244: database close
	245: # else
	246: #   setvar ring2[1] $ring1[1]
	247: #   for count in %range(2 %math($ring2[1]+1))
	248: #     setvar ring2[$count] $ring1[$count]
	249: #    endfor
	250: # endif
	251:
	252: DATABASE OPEN $linker[0] READ
	253: setvar linker[1] %count(%database(*))
	254: setvar count 2
	255: logbkl "Checking contents of $linker[0]"
	256: for i in %database(*)
	257:   DATABASE GET $i M1
	258:   if %streql(%bklvalidpart(m1) "linker")
	259:     setvar linker[$count] $i
	260:     logbkl " $i is a valid %bklvalidpart(m1)"
	261:     setvar count %math($count +1)
	262:    else
	263:      logbkl " $i is not a valid linker-system, skipped"
	264:      setvar linker[1] %math($linker[1] -1)
	265:    endif
	266:  endfor
	267: if %eq($count 2)
	268:   logbkl " No valid linkersystems in $linker[0]. Progra
	269:   return
	270:  endif
	271: database close
	272:
	273: setvar ringcounter 0
	274: setvar cuffcounter 1
	275: setvar cuff_system
	276:
	277: clearscreen
	278:
	279: for r1 in %range(2 %math($ring1[1]+1))
	280:   for li in %range(2 %math($linker[1]+1))
	281:     for r2 in %range(%math(2 + $ringcounter) %math($rin
	282:       setvar cuff_system[$cuffcounter][1] $ring1[$r1]
	283:       setvar cuff_system[$cuffcounter][2] $linker[$li]
	284:       setvar cuff_system[$cuffcounter][3] $ring2[$r2]
	285:       logbkl "$cuff_system[$cuffcounter]"
	286:       setvar cuffcounter %math($cuffcounter + 1)
	287:      endfor
	288:    endfor
	289:   setvar ringcounter %math($ringcounter + $identical_ri
	290:  endfor
	291:
	292: # in den Variablen cuff_system[x][1-3] sind nun fuer ei
	293: # das 1.Ringsystem[1], der Linker[2] und das 2.Ringsyst
	294: # nun muessen diese Teile in m1-m3 geladen und kombinie
	295: # dafuer lauft diese Schleife ueber alle cuff_systems[$
	296:
	297: logbkl "total number of cuffs to be joined : %math( $cu
	298: for cuffcounter in %range(1 %math($cuffcounter - 1 ))
	299:   DATABASE OPEN $ring1[0] READ
	300:
	301: ###
	302: ### hier beginnt die Arbeit mit den tatsaechlichen Mole
	303: ### vorher wurden nur Namensteile bearbeitet, kombinier
	304: ###
	305:
	306: # load first ring
	307: DATABASE GET $cuff_system[$cuffcounter][1] m1
	308:
	309: # delete any previous definition of anchors_a
	310: if %atoms(m1({ANCHORS_A}) m)
	311:   REMOVE LOCAL_SET M1(ANCHORS_A) > $NULLDEV
	312:  endif
	313:
	314: # replace the set bkc_anchors with the set anchors_a
	315: DEFINE STATIC_SET ATOM M1({BKC_ANCHORS}) ANCHORS_A """"
	316: REMOVE LOCAL_SET M1(BKC_ANCHORS) > $NULLDEV
	317:
	318: # load second ring
	319: DATABASE OPEN $ring2[0] READ
	320: DATABASE GET $cuff_system[$cuffcounter][3] m2
	321:
	322: # hier muss die info des sets bkc_anchors in Du-Atomen 
	...
	323: # die Schreibweise zu finden war sehr zeitaufwendig
	324: for dummieatom in %atoms(m2({BKC_ANCHORS}) m)
	325:   MODIFY ATOM TYPE $dummieatom Du > $NULLDEV
	326:  endfor
	327: REMOVE LOCAL_SET M2(BKC_ANCHORS) > $NULLDEV
	328:
	329: # load linker
	330: DATABASE OPEN $linker[0] READ
	331: DATABASE GET $cuff_system[$cuffcounter][2] m3
	332:
	333: # join parts (erster teil, unkompliziert)
	334: JOIN m3(2) m2(1)
	335:
	336: ###
	337: ### join parts (zweiter teil, kompliziert)
	338: ### if both connecting atoms [m1(1) m3(1)] are not <C.3
	bond-type
	339: ###  might be ambigous. so is has to be set to 1
	340: ###
	341:
	342: setvar forcebondtype ""
	343: setvar neighbor_in_m1 %atom_info(M1(1) neighbors)
	344: setvar neighbor_in_m3 %atom_info(M3(1) neighbors)
	345:
	346: if %streql("%atom_info(M1($neighbor_in_m1) type)" "C.2"
	347:   logbkl "neigbour of m1(1) <c.2>"
	348:   if %streql("%atom_info(M3($neighbor_in_m3) type)" "C.
	349:     JOIN m1(1) m3(1) 1
	350:    else
	351:      JOIN m1(1) m3(1)
	352:    endif
	353:   else
	354:    JOIN m1(1) m3(1)
	355:  endif
	356:
	357: # delete leftovers
	358: ZAP m2
	359: ZAP m3
	360:
	361: # delete any previous definition of anchors_b
	362: if %atoms(m1({ANCHORS_B}) m)
	363:   REMOVE LOCAL_SET M1(ANCHORS_B) > $NULLDEV
	364:  endif
	365:
	366: # repair atom-types, restore set B
	367: DEFINE STATIC_SET ATOM M1((<Du>)) ANCHORS_B """"
	368: for dummieatom in %atoms(m1({ANCHORS_B}) m)
	369:   MODIFY ATOM TYPE $dummieatom H > $NULLDEV
	370:  endfor
	371:
	372: # now determine which bonds are rotatable and place the
	373: setvar atom_list %sln_search2d( M1 Any[!f;NOT=OH,NH2,CH3,SH,C(F)(F)F]-
	[!r]Any[!f;NOT=OH,NH2,CH3,SH,C(F)(F)F] NoDup Norm 1 2 )
	374: setvar bond_list ""
	375: for i in $atom_list
	376:   setvar atoms %set_unpack( $i )
	377:   setvar origin %arg( 1 $atoms )
	378:   setvar target %arg( 2 $atoms )
	379:   setvar bond %bonds( %cat( "$origin" "=" "$target" ) )
	380:   setvar bond_list $bond_list $bond
	381:  endfor
	382:
	383: # now create the bond_expression 'M1(((15)+19)+22)'
	384: setvar bondexpr  "M1"
	385: for i in $bond_list
	386:   setvar bondexpr %cat($bondexpr "(" )
	387:  endfor
	388: for i in $bond_list
	389:   setvar bondexpr %cat($bondexpr $i ")+" )
	390:  endfor
	391: setvar bondexpr %substr($bondexpr 1 %math(%strlen($bond
	392:
	393: # delete any previous definition of BKL_ROTATABLE
	394: if %atoms(m1({BKL_ROTATABLE}) m)
	395:   REMOVE LOCAL_SET M1(BKL_ROTATABLE) > $NULLDEV
	396:  endif
	397: DEFINE STATIC_SET BOND $bondexpr BKL_ROTATABLE """"
	398:
	399: # color the features of the cuff
	400: COLOR BOND $bondexpr ORANGE
	401: COLOR ATOM M1({ANCHORS_A}) RED
	402: COLOR ATOM M1({ANCHORS_B}) GREEN
	403:
	404: # save r-l-r to database
	405: DATABASE CLOSE
	406: DATABASE OPEN $outputdb UPDATE
	407: setvar newmoleculename %cat($cuff_system[$cuffcounter][1] "X"
	$cuff_system[$cuffcounter][2] "X" $cuff_system[$cuffcounter][3])
	408: MODIFY MOLECULE NAME M1 $newmoleculename > $NULLDEV
	409:
	410: if %database(*)
	411:   if %set_member($newmoleculename %SET_CREATE(%database
	412:     DATABASE ADD "M1" REPLACE
	413:    else
	414:      DATABASE ADD "M1"
	415:    endif
	416:  else
	417:    DATABASE ADD "M1"
	418:  endif
	419:
	420: logbkl "$newmoleculename written to database "
	421: ZAP M1
	422:
	423: ### now one cuff is finished, continue with the next
	cuff_system[$cuffcounter]
	424:  endfor
	425:
	426: logbkl "___________bklcombine______________"
	427: logbkl "End   : %time()"
	428: logbkl "___________________________________"
	429:
	430: # setvar cgq_timeout $cgq_old
	431:
	432: .
	433:
	434:
	435:
	436:
	437:
	438:
	439: # bklcombine
	440:
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	1: ### minimize_all.spl
	2: ### Skript zum Minimieren aller Molekuele einer Datenbank
	3: ### Entwicklungsstand v1 07.06.2004 Boris Kroeplien
	4: ###
	5:
	6: setvar bkl_logfile %cat("bkl_logfile_" %FILE_CLEAN_FILENA
	7:
	8:
	9:
	10:
	11:
	12: uims define macro logbkl sybylbasic YES
	13: echo "$1" >> $bkl_logfile
	14: .
	15:
	16:
	17:
	18:
	19:
	20: uims define macro bklminimize sybylbasic YES
	21:
	22: logbkl "___________________________________"
	23: logbkl "Start : %time()"
	24: logbkl "___________bklminimize_____________"
	25:
	26: setvar iterations_max 10000
	27: setvar cgq_old $cgq_timeout
	28: setvar cgq_timeout 0
	29:
	30:   SWITCH $#
	31:
	32:     CASE 0)
	33:       setvar cuffdb
	"/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/databases/output.mdb"
	34:     ;;
	35:     CASE 1)
	36:       setvar cuffdb $1
	37:     ;;
	38:     ;;
	39:     CASE)
	40:       %dialog_message( ERROR "usage $0              //            $0
	<cuff-
	41: databse.mdb>" "usage of the macro $0 is possible without
	or with
	42: a databasename " ) >$NULLDEV
	43:       logbkl "Early program terminiation, wrong number o
	options"
	44:       return
	45:     ;;
	46:   ENDSWITCH
	47:
	48: # check database for contents
	49: database open $cuffdb READONLY
	50: if %eq( %count( %database(*) ) 0 )
	51:   %dialog_message( ERROR "No molecules in database" "No 
	>$NULLDEV
	52:   logbkl "Early program terminiation, empty database"
	53:   return
	54:  else
	55:    logbkl "Database for minimization : $cuffdb"
	56:  endif
	57:
	58: logbkl "Maximum number of iterations per Cuff-System : $
	59:
	60: # setup for the minimization-engine
	61: SETVAR TAILOR!MAXIMIN2!MINIMIZATION_METHOD POWELL
	62: SETVAR TAILOR!MAXIMIN2!TERMINATION_OPTION GRADIENT
	63: SETVAR TAILOR!MAXIMIN2!MIN_ENERGY_CHANGE  0.050
	64: SETVAR TAILOR!MAXIMIN2!RMS_GRADIENT  0.050
	65: SETVAR TAILOR!MAXIMIN2!RMS_DISPLACEMENT  0.001
	66: SETVAR TAILOR!MAXIMIN2!MAXIMUM_ITERATIONS $iterations_ma
	67: SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!FF_CHOICE TRIPOS
	68: SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!PARAMETER_SET Tripos
	69: SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!NON_BONDED_CUTOFF 8.000000
	70: SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!DIELECTRIC_CONSTANT 1.000000
	71: SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!DIELECTRIC_FUNCTION distance
	72: SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!REVIEW_HS_AND_LPS DO_NOT_CHANG
	73: SETVAR TAILOR!MAXIMIN2!LIST_TERMS NO
	74: SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!ONE_FOUR_SCALING 1.000000
	75: SETVAR TAILOR!FORCE_FIELD!HBOND_RAD_SCALING 0.700000
	76:
	77: DATABASE OPEN $cuffdb UPDATE
	78: for i in %database(*)
	79:   DATABASE GET "$i" m1
	80:   logbkl "$i loaded from database "
	81:   ENERGY M1 Electrostatics IGNORE_ELECTROSTATICS Interes
	82: Boundary_Conditions IGNORE_PBCS List DONE
	83:   setvar energie_vorher $ENERGY_TOTAL
	84:   MAXIMIN2 M1 Electrostatics IGNORE_ELECTROSTATICS Inter
	85: Boundary_Conditions IGNORE_PBCS List DONE INTERACTIVE
	86:   logbkl "$i minimized $energie_vorher -> $ENERGY_TOTAL"
	87:   DATABASE ADD "M1" REPLACE
	88:   logbkl "$i written to database "
	89:  endfor
	90: database close
	91:
	92: logbkl "___________bklminimize_____________"
	93: logbkl "End   : %time()"
	94: logbkl "___________________________________"
	95:
	96: setvar cgq_timeout $cgq_old
	97:
	98: .
	99:
	100:
	101:
	102:
	103:
	104: # bklminimize
	105:
	setupsearch_all.spl

	1: ### setupsearch_all.spl
	2: ### Skript zum Vorbereiten der syst.Suche aller Molekuele
	3: ### Entwicklungsstand v11 14.07.2004 Boris Kroeplien
	4: ###
	5:
	6: setvar bkl_logfile %cat("bkl_logfile_" %FILE_CLEAN_FILENA
	7:
	8:
	9:
	10:
	11:
	12: uims define macro logbkl sybylbasic YES
	13: echo "$1" >> $bkl_logfile
	14: .
	15:
	16:
	17:
	18:
	19:
	20: uims define macro bklsearchall sybylbasic YES
	21:
	22: logbkl "___________________________________"
	23: logbkl "Start : %time()"
	24: logbkl "___________bklsearchall____________"
	25:
	26: setvar bkl_angle_increment 10
	27: setvar bkl_energy_limit 9999
	28:
	29: logbkl "Parameters : "
	30: logbkl " Angle-Increment $bkl_angle_increment"
	31: logbkl " Energy-limit $bkl_energy_limit"
	32:
	33: setvar cgq_old $cgq_timeout
	34: setvar cgq_timeout 0
	35:
	36: ### handle the command-line-parameters
	37:
	38:   SWITCH $#
	39:     CASE 0)
	40:       setvar cuffdb "/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/data
	41:     ;;
	42:     CASE 1)
	43:       setvar cuffdb $1
	44:     ;;
	45:     ;;
	46:     CASE)
	47:       %dialog_message( ERROR "usage $0              //  
	48:       logbkl "Early program terminiation, wrong number o
	49:       return
	50:     ;;
	51:   ENDSWITCH
	52:
	53: ### check database for contents
	54: database open $cuffdb READONLY
	55: if %eq( %count( %database(*) ) 0 )
	56:   %dialog_message( ERROR "No molecules in database" "No 
	57:   logbkl "Early program terminiation, empty database"
	58:   return
	59:  else
	60:   logbkl " Database for systematic-searches : $cuffdb"
	61:  endif
	62: database close
	63:
	64: ### loop over database, load cuff_systems
	65: DATABASE OPEN $cuffdb UPDATE
	66: for current_cuff in %database(*)
	67:
	68:   DATABASE GET "$current_cuff" m1
	69:   logbkl "$current_cuff loaded from database "
	70: ### creating a filename (and dir) for the search
	71:   setvar search_dataset %cat($current_cuff "_search")
	72:   setvar search_dataset %basename($search_dataset)
	73:   if %file_exists($search_dataset)
	74:     setvar deleted  %file_delete($search_dataset)
	75:     logbkl " $deleted file $search_dataset existed. Will
	76:    endif
	77: # diese 2 zeilen wieder aktivieren, wenn doch in directo
	78: #  dann aber muessen nach dem ende des netbatch-runs all
	79: #  CRaXLbXCRcX_search.* nach CRaXLbXCRcX_search/ verscho
	80: #  dabei werden dann *.inp und *.sta ueberschrieben
	81: # setvar dir_made %file_make_dir($search_dataset)
	82: # setvar search_dataset %cat($search_dataset/ $search_da
	83:
	84:   logbkl " Filenames for search-data : $search_dataset"
	85:
	86: ### setting up the search-engine
	87:   SET AUTOSAVE OFF
	88:   SEARCH SETUP M1 ROTATABLE_BONDS DEFINE M1({BKL_ROTATAB
	89:   SEARCH SETUP M1 ROTATABLE_BONDS STATUS INACTIVE M1({BK
	90:   SEARCH SETUP M1 ENERGY ENERGY $bkl_energy_limit NO_ELE
	91:   setvar rotbondid 0
	92:   for bond_id in %bonds({BKL_ROTATABLE})
	93:     setvar rotbondid %math($rotbondid + 1)
	94:     SEARCH SETUP M1 ANGLES INCREMENT $rotbondid $bkl_ang
	95:     SEARCH SETUP M1 ANGLES RANGES $rotbondid 0 359 |||^
	96:    endfor
	97: ### if (ring1 == ring2) take only unique positions into 
	98: ### identical_rings will be used as increment in the lat
	99:   setvar lefstring
	100:   setvar middlelinker
	101:   setvar rightring
	102:   setvar identical_rings
	103:   setvar teile $current_cuff
	104:   setvar leftring %split("X" $teile)
	105:   setvar middlelinker %split("X" "")
	106:   setvar rightring %split("X" "")
	107:   if %streql($leftring $rightring)
	108:     logbkl " identical rings for 'ring1' and 'ring2' de
	109:     setvar identical_rings 1
	110:    else
	111:      setvar identical_rings 0
	112:      logbkl " non-identical rings for 'ring1' and 'ring
	113:    endif
	114: ### construct the string, needed for the definition of 
	115:   setvar mapstring "0.01"
	116:   setvar mapdimensions 0
	117:   setvar explainstring "ColumnTitles will be : "
	118:   setvar position_A 0
	119:   for part_a in %atoms({ANCHORS_A})
	120:     setvar position_A %math($position_A +1)
	121:     setvar position_B 0
	122:     for part_b in %atoms({ANCHORS_B})
	123:       setvar position_B %math($position_B +1)
	124:       if %eq($identical_rings 1)
	125:         if %lt(%math($position_B - $position_A) 0)
	126:           continue
	127:          endif
	128:        endif
	129:       setvar pair_ab %cat("DEFINE $part_a $part_b")
	130:       setvar mapstring %cat("$mapstring $pair_ab")
	131:       setvar mapdimensions %math($mapdimensions + 1)
	132:       setvar explainstring %cat("$explainstring DistDim
	133:       setvar explainstring %cat("$explainstring %atom_i
	134:       setvar explainstring %cat("$explainstring --> %at
	135:      endfor
	136:    endfor
	137: ### set up the distance-map
	138:   SEARCH SETUP M1 DISTANCE_MAP NONE ^
	139:   SEARCH SETUP M1 DISTANCE_MAP CREATE_ONLY $mapstring |
	140:   logbkl " creating a $mapdimensions-dimensional distan
	141:   logbkl " $explainstring"
	142: ### set up the remaining search-parameters and HOLD the
	143:   SEARCH SETUP M1 ANGLES OUTPUT_STATUS RECORD | ^
	144:   SEARCH SETUP M1 ROTATABLE_BONDS STATUS ACTIVE M1({BKL
	145:   SEARCH SETUP M1 ANGLES REFERENCE ZEROED |^
	146:   SEARCH SETUP m1 DO_SEARCH $search_dataset sgi12.chemi
	147: #   SEARCH SETUP m1 DO_SEARCH $search_dataset sgi12.che
	148:   SET AUTOSAVE ON
	149:   logbkl "$current_cuff prepared for search "
	150:   DATABASE ADD "M1" REPLACE
	151:   logbkl "$current_cuff written to database "
	152: ### now continue with next $current_cuff from database
	153:  endfor
	154:
	155: database close
	156:
	157: logbkl "___________bklsearchall____________"
	158: logbkl "End   : %time()"
	159: logbkl "___________________________________"
	160:
	161: setvar cgq_timeout $cgq_old
	162:
	163: .
	164:
	165:
	166:
	167:
	168:
	169:
	170: # bklsearchall
	171:
	startsearches_all.spl

	1: ### startsearches_all.spl
	2: ### Skript zum Starten des syst.Suchen aller Molekuele ei
	3: ### Entwicklungsstand v3 14.07.2004 Boris Kroeplien
	4: ###
	5:
	6: setvar bkl_logfile %cat("bkl_logfile_" %FILE_CLEAN_FILENA
	7:
	8:
	9:
	10:
	11:
	12: uims define macro logbkl sybylbasic YES
	13: echo "$1" >> $bkl_logfile
	14: .
	15:
	16:
	17:
	18:
	19:
	20: uims define macro bklstartsearches sybylbasic YES
	21:
	22: logbkl "___________________________________"
	23: logbkl "Start : %time()"
	24: logbkl "________bklstartsearches___________"
	25:
	26: setvar cgq_old $cgq_timeout
	27: setvar cgq_timeout 0
	28: setvar intervallmin 1
	29:
	30:   SWITCH $#
	31:     CASE 0)
	32:       setvar cuffdb "/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/data
	33:     ;;
	34:     CASE 1)
	35:       setvar cuffdb $1
	36:     ;;
	37:     ;;
	38:     CASE)
	39:       %dialog_message( ERROR "usage $0              //  
	40:       logbkl "Early program terminiation, wrong number o
	41:       return
	42:     ;;
	43:   ENDSWITCH
	44:
	45: # check database for contents
	46: database open $cuffdb READONLY
	47: if %eq( %count( %database(*) ) 0 )
	48:   %dialog_message( ERROR "No molecules in database" "No 
	49:   logbkl "Early program terminiation, empty database"
	50:   return
	51:  else
	52:   logbkl "Database for searches : $cuffdb"
	53:  endif
	54:
	55: ### Die aktuelle Zeit feststellen und zerlegen
	56: setvar teile %time()
	57: setvar timestring_WEEK %split(" " "$teile")
	58: setvar timestring_MONTH %split(" " "")
	59: setvar timestring_DAY %split(" " "")
	60: setvar timestring_TIME %split(" " "")
	61: setvar timestring_YEAR %split(" " "")
	62: setvar timestring_HOUR %split(":" "$timestring_TIME")
	63: setvar timestring_MINUTE %split(":" "")
	64: setvar DDMMMYYYY %cat("$timestring_DAY $timestring_MONTH
	65: setvar nextminute $timestring_MINUTE
	66: setvar nexthour $timestring_HOUR
	67:
	68: ### da das Skript noch ein paar Minuten laufen wird, sol
	69: setvar nextminute %math($nextminute + 3 )
	70: if %gteq($nextminute 60)
	71:   setvar nextminute %math($nextminute - 60)
	72:   setvar nexthour %math($nexthour +1)
	73:   if %gteq($nexthour 24)
	74:     echo("Program can not be run around midnight, sorry.
	75:     exit
	76:    endif
	77:  endif
	78:
	79: DATABASE OPEN $cuffdb UPDATE
	80: for i in %database(*)
	81:   DATABASE GET "$i" m1
	82:   logbkl "$i loaded from database "
	83:
	84:   setvar search_dataset %cat($i "_search")
	85:   setvar search_dataset %basename($search_dataset)
	86:
	87: # diese zwei Zeilen muessen wieder aktiviert werden, fal
	88: # in eigenen Unterverzeichnissen abgelegt werden sollen
	89: # Auswertung ist erst moeglich, wenn ale files zu einer 
	90: # setvar dir_made %file_make_dir($search_dataset)
	91: # setvar search_dataset %cat($search_dataset/ $search_da
	92:
	93:   SET AUTOSAVE OFF
	94: # als test hat geklappt :
	95: # SEARCH SETUP M1 DO_SEARCH dumdidumdidum sgi12.chemie.u
	96:
	97: # sofortiges Ausfuehren ging mit :
	98: # SEARCH SETUP M1 DO_SEARCH $search_dataset sgi12.chemie
	99:
	100:   setvar nextminute %math($nextminute + $intervallmin)
	101:   if %gteq($nextminute 60)
	102:     setvar nextminute %math($nextminute - 60)
	103:     setvar nexthour %math($nexthour +1)
	104:       if %gteq($nexthour 24)
	105:         echo("Program can not be run around midnight, s
	106:         exit
	107:        endif
	108:    endif
	109:
	110:   setvar nextstarttime %cat("$DDMMMYYYY $nexthour $next
	111:
	112:   logbkl "systematic search will be started on $i at $n
	113:
	114:   if %FILE_EXISTS($search_dataset.log)
	115:     logbkl "files for search $search_dataset exist, ove
	116:     SEARCH SETUP M1 DO_SEARCH $search_dataset "sgi12.ch
	117:    else
	118:      logbkl "no previous results for search $search_dat
	119:      SEARCH SETUP M1 DO_SEARCH $search_dataset "sgi12.c
	120:    endif
	121:
	122:   SET AUTOSAVE ON
	123:   DATABASE ADD "M1" REPLACE
	124:   logbkl "$i written to database "
	125:  endfor
	126:
	127: database close
	128:
	129: logbkl "________bklstartsearches___________"
	130: logbkl "End   : %time()"
	131: logbkl "___________________________________"
	132:
	133: logbkl "___________________________________"
	134: logbkl "Start : %time()"
	135: logbkl "______status of the netbatch_______"
	136:
	137: netbatch list jobs >> $bkl_logfile
	138: wait 15
	139: echo %system("at -l") >> $bkl_logfile
	140: wait 15
	141:
	142: logbkl "______status of the netbatch_______"
	143: logbkl "End   : %time()"
	144: logbkl "___________________________________"
	145:
	146: setvar cgq_timeout $cgq_old
	147:
	148: .
	149:
	150:
	151:
	152:
	153:
	154: # bklstartsearches
	155:
	go_all.spl

	1: ### go_all.spl
	2: ### Skript das verschieden Skripte nacheinander ausfuehrt
	3: ### Entwicklungsstand v1 17.07.2004 Boris Kroeplien
	4: ###
	5:
	6: TAKE /usr/user12/bkroep/sybyl/spl/combine_all.spl
	7: TAKE /usr/user12/bkroep/sybyl/spl/minimize_all.spl
	8: TAKE /usr/user12/bkroep/sybyl/spl/setupsearch_all.spl
	9: TAKE /usr/user12/bkroep/sybyl/spl/startsearches_all.spl
	10:
	11: setvar ring_database "/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/dat
	12: setvar link_database "/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/dat
	13: setvar cuff_database "/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/dat
	14:
	15: bklcombine 
	16:   $ring_database 
	17:   $ring_database 
	18:   $link_database 
	19:   $cuff_database
	20:
	21: bklminimize 
	22:   $cuff_database
	23:
	24: bklsearchall 
	25:   $cuff_database
	26:
	27: bklstartsearches 
	28:   $cuff_database
	29:
	export_dirs_csv.spl

	1: ### export_dirs_csv.spl
	2: ### Skript zum Exportieren der Ergebnisse von systematisc
	3: ### jetzt neu, basierend auf den files selbst, nicht mehr
	4: ### Entwicklungsstand 06.09.2004 BKL
	5: ###
	6:
	7: setvar bkl_logfile %cat("bkl_logfile_" %FILE_CLEAN_FILENA
	8:
	9:
	10:
	11:
	12:
	13: uims define macro logbkl sybylbasic YES
	14: echo "$1" >> $bkl_logfile
	15: .
	16:
	17:
	18:
	19:
	20:
	21: uims define macro bklexportallcsv sybylbasic YES
	22:
	23: logbkl "___________________________________"
	24: logbkl "Start : %time()"
	25: logbkl "________bklexportallcsv____________"
	26:
	27: setvar cgq_old $cgq_timeout
	28: setvar cgq_timeout 0
	29:
	30: setvar currentdir %system("/usr/bin/pwd")
	31:
	32: for angfile in %system("/bin/ls *_search/*.ang")
	33:   setvar slashpos %pos("/" $angfile)
	34:   setvar search_dataset %substr($angfile "1" %math($slas
	35: # code to be run on the molecule to be added here ...
	36:   setvar analyzecommand %cat($search_dataset " $currentd
	37:   logbkl "opening $search_dataset"
	38:   SEARCH ANALYZE TABLE CREATE_NEW_TABLE $analyzecommand 
	39:   setvar csvfile %cat($search_dataset ".csv")
	40:   setvar exportcommand %cat(%basename($search_dataset) "
	41:   if %FILE_EXISTS($csvfile)
	42:     logbkl "  re-exporting $csvfile"
	43:     TABLE EXPORT $exportcommand
	44:    else
	45:      logbkl "     exporting $csvfile"
	46:      TABLE EXPORT $exportcommand
	47:    endif
	48:   TABLE CLOSE %basename($search_dataset) NO
	49:  endfor
	50:
	51: logbkl "________bklexportallcsv____________"
	52: logbkl "End   : %time()"
	53: logbkl "___________________________________"
	54:
	55: setvar cgq_timeout $cgq_old
	56:
	57: .
	58:
	59:
	60:
	61:
	62:
	63: # bklexportallcsv
	64:
	csv_2_energy_all.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # csv_2_energy_all.sh
	3: # Arbeitstitel war "awkskript1"
	4: # Dieses Skript liest alle .csv-Files und speichert ihre 
	5: # und maximalen Energiewerte in .energy-Files
	6:
	7: if ( $#argv != "0" ) then
	8:   echo "usage $0 <no parameters>"
	9:   exit
	10:  endif
	11:
	12: # echo "" >! ./energytemp
	13: # echo "" >! ./currentenergies
	14:
	15: foreach n (`ls -1 *.csv | awk 'BEGIN { FS=" " } {print $
	16:   @ x = 0
	17:   @ x =`echo $n | awk 'BEGIN { FS="L" } {print $2}' | aw
	18:   @ x = $x + 2
	19:   cat $n | nawk 'BEGIN {FS =","}{print $"'"$x"'"}' | sor
	20:   head -1 ./energytemp >! ./currentenergies
	21:   tail -1 ./energytemp >> ./currentenergies
	22:   mv ./currentenergies `echo $n | awk 'BEGIN { FS="." } 
	23:  end
	24:
	25: exit
	26:
	writelogs_all.spl

	1: ### writelogs_all.spl
	2: ### Skript zum Nachproduzieren aller Infos darueber, welc
	3: ### Distdim welchem Abstand in dem jeweiligen Molekuel en
	4: ### basierend auf der Datenbank der fertigen Cuffs
	5: ### Entwicklungsstand v11 14.07.2004 Boris Kroeplien
	6: ###
	7:
	8: setvar GLOBAL!bkl_logfile %cat("bkl_logfile_" %FILE_CLEAN
	9:
	10:
	11:
	12:
	13:
	14: uims define macro logbkl sybylbasic YES
	15: echo "$1" >> $bkl_logfile
	16: .
	17:
	18:
	19:
	20:
	21:
	22: uims define macro bklwritelogs sybylbasic YES
	23:
	24: logbkl "___________________________________"
	25: logbkl "Start : %time()"
	26: logbkl "___________bklwritelogs____________"
	27:
	28: setvar cgq_old $cgq_timeout
	29: setvar cgq_timeout 0
	30:
	31: ### handle the command-line-parameters
	32:   SWITCH $#
	33:     CASE 0)
	34:       setvar cuffdb "/usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/data
	35:     ;;
	36:     CASE 1)
	37:       setvar cuffdb $1
	38:     ;;
	39:     ;;
	40:     CASE)
	41:       %dialog_message( ERROR "usage $0              //  
	42:       logbkl "Early program terminiation, wrong number o
	43:       return
	44:     ;;
	45:   ENDSWITCH
	46:
	47: ### check database for contents
	48: database open $cuffdb READONLY
	49: if %eq( %count( %database(*) ) 0 )
	50:   %dialog_message( ERROR "No molecules in database" "No 
	51:   logbkl "Early program terminiation, empty database"
	52:   return
	53:  else
	54:    logbkl " Database for systematic-searches : $cuffdb"
	55:  endif
	56: database close
	57: ### loop over database, load cuff_systems
	58: DATABASE OPEN $cuffdb UPDATE
	59: for current_cuff in %database(*)
	60:   DATABASE GET "$current_cuff" m1
	61:   logbkl "$current_cuff loaded from database "
	62: ### creating a filename (and dir) for the search
	63:   setvar search_dataset %cat($current_cuff "_search.map"
	64:   setvar search_dataset %basename($search_dataset)
	65:   if %file_exists($search_dataset)
	66:     setvar deleted  %file_delete($search_dataset)
	67:     logbkl " $deleted file $search_dataset existed. Will
	68:    endif
	69:   logbkl " Filenames for search-data : $search_dataset"
	70: ### if (ring1 == ring2) take only unique positions into 
	71: ### identical_rings will be used as increment in the lat
	72:   setvar lefstring
	73:   setvar middlelinker
	74:   setvar rightring
	75:   setvar identical_rings
	76:   setvar teile $current_cuff
	77:   setvar leftring %split("X" $teile)
	78:   setvar middlelinker %split("X" "")
	79:   setvar rightring %split("X" "")
	80:   if %streql($leftring $rightring)
	81:     logbkl " identical rings for 'ring1' and 'ring2' det
	82:     setvar identical_rings 1
	83:    else
	84:      setvar identical_rings 0
	85:      logbkl " non-identical rings for 'ring1' and 'ring2
	86:    endif
	87: ### construct the string, needed for the definition of t
	88:   setvar tempfilename %find_temp_filename(./tmp .tmp 123
	89:   setvar mapstring "0.01"
	90:   setvar mapdimensions 0
	91:   setvar explainstring "ColumnTitles will be : "
	92:   setvar position_A 0
	93:   for part_a in %atoms({ANCHORS_A})
	94:     setvar position_A %math($position_A +1)
	95:     setvar position_B 0
	96:     for part_b in %atoms({ANCHORS_B})
	97:       setvar position_B %math($position_B +1)
	98:       if %eq($identical_rings 1)
	99:         if %lt(%math($position_B - $position_A) 0)
	100:           continue
	101:          endif
	102:        endif
	103:       setvar pair_ab %cat("DEFINE $part_a $part_b")
	104:       setvar mapstring %cat("$mapstring $pair_ab")
	105:       setvar mapdimensions %math($mapdimensions + 1)
	106:       setvar explainstring %cat(" %atom_info(M1($part_a
	107:       setvar explainstring %cat("$explainstring --> %at
	108:       echo "%printf("%03d %s" $mapdimensions "$explains
	109:      endfor
	110:    endfor
	111:   echo $mapdimensions >> $search_dataset
	112:   setvar tempvar %system("/sbin/cat $tempfilename >> $s
	113:   setvar tempvar %file_delete($tempfilename)
	114: ### set up the distance-map
	115:   logbkl " creating a $mapdimensions-dimensional distan
	116: ### now continue with next $current_cuff from database
	117:  endfor
	118: database close
	119:
	120: logbkl "___________bklwritelogs____________"
	121: logbkl "End   : %time()"
	122: logbkl "___________________________________"
	123:
	124: setvar cgq_timeout $cgq_old
	125:
	126: .
	127:
	128:
	129:
	130:
	131:
	132: # bklwritelogs
	133:
	csv_2_distdb.c

	1: /* dies ist csv_2_distdb, Version 0006*/
	2:
	3:
	4:
	5: /*** einzubindende Header-Dateien ***/
	6:   #include <stdio.h>
	7:   #include <stdlib.h>
	8:   #include <string.h>
	9:   #include <time.h>
	10:   #include "bkutil.h"
	11:
	12:
	13:
	14: /*** definierte Konstanten ***/
	15:   /* siehe bkutil.h */
	16:
	17:
	18:
	19: /*** definierte Variablentypen ***/
	20:
	21:  struct DISTDIMTYPE{
	22:    int id;
	23:    char description[80];
	24:    double mindist;
	25:    double maxdist;
	26:    struct DISTDIMTYPE *nextdist;
	27:    };
	28:
	29:  struct CUFFTYPE{
	30:    int id;
	31:    char name[20];
	32:    struct CUFFTYPE *nextcuff;
	33:    };
	34:
	35:  struct MAINPOINERTYPE{
	36:    /*static*/
	37:    char energycut[20];
	38:    int nummcuffs;
	39:    struct CUFFTYPE *firstcuff;
	40:    struct CUFFTYPE *lastcuff;
	41:    /*dynamic*/
	42:    struct DISTDIMTYPE *firstdist;
	43:    struct DISTDIMTYPE *lastdist;
	44:    int numdistdims;
	45:    int numcolumns;
	46:    int energycolumn;
	47:    double e_min;
	48:    double e_max;
	49:    double new_e_max;
	50:    long int number_of_lines;
	51:    long int number_of_good_lines;
	52:    };
	53:
	54: /*** Funktionsprototypen ***/
	55:   void anleitung(void);
	56:   void read_allcuffs(char *sourcefilename, struct MAINPO
	57:   void read_mapfile(char *sourcefilename, struct MAINPOI
	58:   void read_firstlinecsv(char *sourcefilename, struct MA
	59:   void read_energyfile(char *sourcefilename, struct MAIN
	60:   void read_fullcsv(char *sourcefilename, struct MAINPOI
	61:   void write_distdb(char *targetfilename, struct MAINPOI
	62:   void set_new_e_max(struct MAINPOINERTYPE *mainpointers
	63:   void clear_dynamic_mainpointers(struct MAINPOINERTYPE 
	64:
	65: /*** Variablendeklaration vor main (GLOBAL) ***/
	66:   int DEBUG = 0; /* global */
	67:   FILE *in_stream; /* global */
	68:   struct MAINPOINERTYPE mainpointers; /* global */
	69:
	70:
	71:
	72:   /* ********** VVV ********** MAIN ********** VVV *****
	73:   /* ********** VVV ********** MAIN ********** VVV *****
	74:   /* ********** VVV ********** MAIN ********** VVV *****
	75:
	76: /*** main ***/
	77:  int main(int argc, char *argv[])
	78:    {
	79:    char dateiname[256];
	80:    char singlechar;
	81:    int i;
	82:    struct CUFFTYPE *currentcuffptr;
	83:    char mapfilename[256];
	84:    char csvfilename[256];
	85:    char energyfilename[256];
	86:    char distfilename[256];
	87:    time_t starttime, point1time, point2time, endtime;
	88:    /* int count;
	89:    double dummiedouble;
	90:    char pufferstring[256];*/
	91:
	92:    /* note the starttime*/
	93:    time(&starttime);
	94:
	95:    /* set default values (in case, no parameters are giv
	96:    strcpy(dateiname, "allcuffs_list.txt");
	97:    strcpy(mainpointers.energycut,"3k");
	98:
	99:    /* Manage given commandline parameters */
	100:    if (argc == 0)
	101:      {
	102:      /* keine paramater */
	103:      }
	104:     else
	105:       {
	106:       /* Parse the command line arguments. The i loop s
	107:        * argument 0 is the name of the executable. */
	108:       for(i=1;i<argc;i++)
	109:         {
	110:         /* Parse the '-' switch arguments */
	111:         if (argv[i][0] == '-')
	112:           {
	113:           /* Look at the letter after the '-' */
	114:           switch(argv[i][1])
	115:             {
	116:             case 'i':
	117:               if ((!argv[i+1]) || (strstr(argv[i+1], "-
	118:                 {
	119:                 printf("Error: No input file specified. Please specify an input-file or leave off the -i switch to use the default enery-limit allcuffs_list.txt. Exiting.\n");
	120:                 exit(1);
	121:                 }
	122:
	123:               if (strstr(argv[i+1], "*"))
	124:                 {
	125:                 printf("Error: Invalid input file name. Exiting.\n");
	126:                 exit(1);
	127:                 }
	128:
	129:               if (strlen(argv[i+1]) > 256)
	130:                 {
	131:                 printf("Error: Buffer overrun: The name of the input file must be less than 256 characters long. Exiting.\n");
	132:                 exit(1);
	133:                 }
	134:                else
	135:                  {
	136:                  strcpy(dateiname, argv[i+1]);
	137:                  }
	138:               break;
	139:
	140:             case 'e':
	141:               if ((!argv[i+1]) || (strstr(argv[i+1], "-
	142:                 {
	143:                 printf("Error: No enery-limit specified. Please specify an enery-limit or leave off the -e switch to use the default enery-limit. Exiting.\n");
	144:                 exit(1);
	145:                 }
	146:
	147:              singlechar = argv[i+1][strlen(argv[i+1])-1
	148:              if ((singlechar != 'p') && (singlechar != 
	149:                {
	150:                printf("Error: Invalid format. Give energy-limit as 15p (percent) or as 3k (kcal). Exiting.\n");
	151:                exit(1);
	152:                }
	153:
	154:              if ( strlen(argv[i+1]) > 20)
	155:                {
	156:                printf("Error: Buffer overrun: The name of the output file must be less than %d characters long. Exiting.\n",20);
	157:                exit(1);
	158:                }
	159:               else
	160:                 {
	161:                 strcpy(mainpointers.energycut,argv[i+1]
	162:                 }
	163:
	164:              break;
	165:
	166:            default:
	167:              printf("Error: Unknown option %s, exiting.\n", argv[i]);
	168:              anleitung();
	169:              exit(1);
	170:
	171:             }/* end switch*/
	172:           }/* end (if '-') */
	173:         } /* end for*/
	174:      } /* end if argc > 0 */
	175:
	176:    read_allcuffs(dateiname, &mainpointers);
	177:
	178:    /* log_1 */
	179:    /* Befehlszeile, Datum, Zeit, dateiname */
	180:    printf("\n\n csv_distdb by BKL (2005) \n");
	181:    printf(" Time : %.24s.\n", ctime(&starttime));
	182:    for(i=0;i<argc;i++)
	183:      {
	184:      printf(" %s",argv[i]);
	185:      }
	186:    printf("\n");
	187:    printf(" Listenfile : %s (%5d cuffs von %s - %s)\n",dateiname,mainpointers.nummcuffs,(*(mainpointers.firstcuff)).name,(*(mainpointers.lastcuff)).name);
	188:
	189:    /* DEBUG while cuffs.next != null do  ...*/
	190:    currentcuffptr = mainpointers.firstcuff;
	191:    while(currentcuffptr != NULL)
	192:      {
	193:      /*note startime for this cuff*/
	194:      time(&point1time);
	195:
	196:      /* log_2 */
	197:      /* cuffid, cuffname  */
	198:      printf("\n   Cuff %5d (of %5d) : %s\n", (*currentcuffptr).id, mainpointers.nummcuffs, (*currentcuffptr).name);
	199:
	200:      strcpy(mapfilename, (*currentcuffptr).name );
	201:      strcat(mapfilename, ".map");
	202:      read_mapfile(mapfilename, &mainpointers);
	203:      strcpy(energyfilename, (*currentcuffptr).name );
	204:      strcat(energyfilename, ".energy");
	205:      read_energyfile(energyfilename, &mainpointers);
	206:
	207:      set_new_e_max(&mainpointers);
	208:
	209:      /* log_3 */
	210:      /* energy */
	211:      printf("   Energy : min = %.3f, max = %.3f, cut = %s (%.3f)\n",mainpointers.e_min, mainpointers.e_max, mainpointers.energycut, mainpointers.new_e_max);
	212:
	213:      strcpy(csvfilename, (*currentcuffptr).name );
	214:      strcat(csvfilename, ".csv");
	215:      read_firstlinecsv(csvfilename, &mainpointers);
	216:
	217:      /* log_4 */
	218:      /* numdistdims, numangles  */
	219:      printf("   Number of Angles: %3d, Number of Distances : %3d\n",(mainpointers.energycolumn -1),mainpointers.numdistdims);
	220:
	221:      strcpy(distfilename, (*currentcuffptr).name );
	222:      strcat(distfilename, ".db");
	223:
	224:      /* printf("Ausgangswerte (1.Zeile mit niedriger Energie)\n");
	225:      write_distdb("stdout", &mainpointers);*/
	226:
	227:      /* log_5 */
	228:      /* flenames */
	229:      printf("   csv-file : %s, output-file : %s\n",csvfilename,distfilename);
	230:
	231:      read_fullcsv(csvfilename, &mainpointers);
	232:
	233:      /* printf("\n Werte nach dem Einlesen aller Zeilen\n");
	234:      write_distdb("stdout", &mainpointers);*/
	235:
	236:      write_distdb(distfilename, &mainpointers);
	237:
	238:      /* printf("new : %f \n",mainpointers.new_e_max);*/
	239:
	240:      currentcuffptr = (*currentcuffptr).nextcuff;
	241:      /* clear_dynamic_mainpointers(&mainpointers);*/
	242:
	243:      /*note endtime for this cuff*/
	244:      time(&point2time);
	245:
	246:      /* log_6 */
	247:      /* # of lines, time_spent */
	248:      printf("   Number of Rotamers : %ld (%ld used), time spent : %.0f seconds\n\n",mainpointers.number_of_lines,mainpointers.number_of_good_lines, difftime(point2time,point1t
	249:
	250:      }/* DEBUG end while nextcuff != NULL */
	251:
	252:    puts(" --- Calculation finished --- \n\n");
	253:
	254:    /* note the endtime*/
	255:    time(&endtime);
	256:
	257:    printf(" Total Time Spent %.0f seconds\n",difftime(endtime,starttime));
	258:
	259:    /* log_7 */
	260:    /* Datum, Zeit*/
	261:    printf(" csv_distdb by BKL (2005) \n");
	262:    printf(" Time : %.24s.\n", ctime(&endtime));
	263:    /*
	264:    printf("%d \n",mainpointers.nummcuffs );
	265:    printf("%d \n",(*(mainpointers.lastcuff)).id);
	266:    printf("%d \n",(*(mainpointers.firstcuff)).id);
	267:    printf("%s \n",(*(mainpointers).lastdist).description);
	268:    printf("%lf \n",(*(mainpointers).lastdist).maxdist);*/
	269:
	270:    printf("\n\n");
	271:    exit(1);
	272:
	273:    return(0);
	274:    } /* end main */
	275:
	276:   /* ********** ^^^ ********** MAIN ********** ^^^ ****
	277:   /* ********** ^^^ ********** MAIN ********** ^^^ ****
	278:   /* ********** ^^^ ********** MAIN ********** ^^^ ****
	279:
	280:
	281:
	282: /*** Funktionen ***/
	283:
	284:  void anleitung(void)
	285:   {
	286:   puts("\n csv_2_distdb (c) 2005 by BKL"); /*DEBUG, better argv0*/
	287:   puts("Usage : csv_2_distdb [...]");
	288:   puts("Usage : csv_2_distdb -i # (inputfile)");
	289:   puts("Usage : csv_2_distdb -e #p (energylimit_delta i
	290:   puts("Usage : csv_2_distdb -e #k (energylimit_delta i
	291:   puts("\n");
	292:   exit(EXIT_FAILURE);
	293:   }
	294:
	295:
	296:
	297:  void read_allcuffs(char *sourcefilename, struct MAINPO
	298:   {
	299:   extern FILE *in_stream;
	300:   struct CUFFTYPE *newcuffptr;
	301:   int count, forelastposition;
	302:
	303:   /*** DATEI OEFFNEN ***/
	304:   in_stream = fopen(sourcefilename, "r");
	305:   if (in_stream == NULL)
	306:     {
	307:     fprintf(stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);
	308:     exit(EXIT_FAILURE);
	309:     }
	310:
	311:   /*** Einlesen der Cuff-Anzahl ***/
	312:   fscanf(in_stream, "%d", &((*mainpointers).nummcuffs))
	313:
	314:   /*** Einlesen des ersten Cuff-Eintrages ***/
	315:   newcuffptr = (struct CUFFTYPE *)malloc(sizeof(struct 
	316:   checkmalloc(newcuffptr);
	317:   (*newcuffptr).id = 1;
	318:
	319:   fgets((*newcuffptr).name, 20, in_stream); /* linefeed
	320:   fgets((*newcuffptr).name, 20, in_stream);
	321:
	322:   /*in der folgenden zeile wird ein eventuelles linefee
	323:   forelastposition = (strlen((*newcuffptr).name)-1); if
	324:
	325:   (*mainpointers).firstcuff = newcuffptr;
	326:   (*mainpointers).lastcuff = newcuffptr;
	327:
	328:   /* printf("Current Cuff is : %s \n",(*newcuffptr).name);*/
	329:
	330:   /*** Einlesen der weiteren Cuff-Eintraege ***/
	331:   for (count=2; count<=(*mainpointers).nummcuffs; count
	332:     {
	333:     newcuffptr = (struct CUFFTYPE *)malloc(sizeof(struc
	334:     checkmalloc(newcuffptr);
	335:     (*newcuffptr).id = count;
	336:     fgets((*newcuffptr).name, 20, in_stream); /* liest 
	337:
	338:     /*in der folgenden zeile wird ein eventuelles linef
	339:     forelastposition = (strlen((*newcuffptr).name)-1); 
	340:
	341:     (*(*mainpointers).lastcuff).nextcuff = newcuffptr; 
	342:     (*mainpointers).lastcuff = newcuffptr; /* vermerkt 
	343:     } /* end (for count) */
	344:
	345:   (*(*mainpointers).lastcuff).nextcuff = NULL; /* beend
	346:
	347:   fclose(in_stream);
	348:   } /* end read_allcuffs */
	349:
	350:
	351:
	352:  void read_mapfile(char *sourcefilename, struct MAINPOI
	353:   {
	354:   extern FILE *in_stream;
	355:   struct DISTDIMTYPE *newdistptr;
	356:   int count, forelastposition;
	357:
	358:   /*** DATEI OEFFNEN ***/
	359:   in_stream = fopen(sourcefilename, "r");
	360:   if (in_stream == NULL)
	361:     {
	362:     fprintf(stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);
	363:     exit(EXIT_FAILURE);
	364:     }
	365:
	366:   fscanf(in_stream, "%d", &(*mainpointers).numdistdims)
	367:   /* printf("%d ",(*mainpointers).numdistdims );*/
	368:
	369:   /*** Einlesen des ersten Dist-Eintrages ***/
	370:   newdistptr = (struct DISTDIMTYPE *)malloc(sizeof(stru
	371:   checkmalloc(newdistptr);
	372:
	373:   fgets((*newdistptr).description, 20, in_stream); /*Ue
	374:   fscanf(in_stream, "%d",  &(*newdistptr).id);
	375:   fgets((*newdistptr).description, 80, in_stream);
	376:
	377:   /*in der folgenden zeile wird ein eventuelles linefee
	378:   forelastposition = (strlen((*newdistptr).description)
	379:
	380:   (*mainpointers).firstdist = newdistptr ;
	381:   (*mainpointers).lastdist = newdistptr ;
	382:
	383:   /*** Einlesen der weiteren Cuff-Eintraege ***/
	384:   for (count=2; count<=(*mainpointers).numdistdims; cou
	385:     {
	386:     newdistptr = (struct DISTDIMTYPE *)malloc(sizeof(st
	387:     checkmalloc(newdistptr);
	388:     fscanf(in_stream, "%d",  &(*newdistptr).id); /*  en
	389:     fgets((*newdistptr).description, 80, in_stream);/* 
	390:
	391:     /*in der folgenden zeile wird ein eventuelles linef
	392:     forelastposition = (strlen((*newdistptr).descriptio
	393:
	394:     (*(*mainpointers).lastdist).nextdist = newdistptr; 
	395:     (*mainpointers).lastdist = newdistptr; /* vermerkt 
	396:     } /* end (for count) */
	397:
	398:   (*(*mainpointers).lastdist).nextdist = NULL; /* beend
	399:
	400:   fclose(in_stream);
	401:   } /* end read_mapfile */
	402:
	403:
	404:
	405:  void read_firstlinecsv(char *sourcefilename, struct MA
	406:   {
	407:   extern FILE *in_stream;
	408:   char singlechar;
	409:   char isfirst;
	410:   int count;
	411:   double dummiedouble,energy;
	412:   struct DISTDIMTYPE *currentdist;
	413:
	414:   /*** DATEI OEFFNEN ***/
	415:   in_stream = fopen(sourcefilename, "r");
	416:   if (in_stream == NULL)
	417:     {
	418:     fprintf(stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);
	419:     exit(EXIT_FAILURE);
	420:     }
	421:
	422:   count = 0;
	423:   do /* Zeichenweise die erste Zeile einlesen */
	424:     {
	425:     singlechar = fgetc(in_stream);
	426:     if (singlechar ==',') /* Anzahl der ',' in count za
	427:       {
	428:       count++;
	429:       }
	430:     }
	431:   while (singlechar != 10); /* Lesen bis Zeilenende */
	432:
	433:   (*mainpointers).numcolumns = count + 1;
	434:   (*mainpointers).energycolumn = (*mainpointers).numcol
	435:
	436:   /* printf("\ndebug cols : numcols %d, numdist %d, energycol %d\n",(*mainpointers).numcolumns,(*mainpointers).numdistdims,(*mainpointers).energycolumn);*/
	437:
	438:   rewind(in_stream); /* Dateizeiger wieder auf Anfang *
	439:
	440:   isfirst = TRUE;
	441:   do
	442:     {
	443:     if (!(isfirst)) /* read until end of line */
	444:       {
	445:       do /* Zeichenweise die erste Zeile einlesen */
	446:         {
	447:         singlechar = fgetc(in_stream);
	448:         }
	449:       while (singlechar != 10); /* Lesen bis Zeilenende
	450:       /* DEBUG puts("ueberlesen");*/
	451:       }
	452:     /* die winkel-spalten ueberlesen */
	453:     for (count=1; count<=((*mainpointers).energycolumn 
	454:       {
	455:       fscanf(in_stream, "%lf,", &dummiedouble);/*das ko
	456:       /* printf("Winkel %03d : %f \n",count, dummiedouble); */
	457:       }
	458:
	459:     /* die energy-spalte lesen */
	460:     fscanf(in_stream, "%lf", &energy);/* kein komma im 
	461:     isfirst = FALSE;
	462:     }
	463:   while (energy > (*mainpointers).new_e_max); /*liest, 
	464:
	465:   /* DEBUG printf("Energie der initial verwendeten Zeile  : %f \n", energy);*/
	466:
	467:   currentdist = (*mainpointers).firstdist; /* count=1;*
	468:
	469:   /* einlesen der Entfernungen der ersten Zeile, Zuweis
	470:   while (currentdist != NULL)
	471:     {
	472:     fscanf(in_stream, ",%lf", &dummiedouble);/*das komm
	473:     (*currentdist).mindist = dummiedouble;
	474:     (*currentdist).maxdist = dummiedouble;
	475:     currentdist = (*currentdist).nextdist;
	476:     /* if (count == 2)
	477:       printf("min&max (%03d) set to : %f \n",count, dummiedouble);
	478:       count++;*/
	479:     } /* (end while) *//* bis Listenende */
	480:
	481:   /* printf("\n\n Problem : es wurde immer 350.0000 0.0000 ausgegeben. Irgendwie kommt er beim Einlesen nicht in der Zeile voran ... seit dem komma im formatstring ist das gel
	482:
	483:   fclose(in_stream);
	484:   } /* end read_firstlinecsv*/
	485:
	486:
	487:
	488:  void read_energyfile(char *sourcefilename, struct MAIN
	489:   {
	490:   extern FILE *in_stream;
	491:
	492:   /*** DATEI OEFFNEN ***/
	493:   in_stream = fopen(sourcefilename, "r");
	494:   if (in_stream == NULL)
	495:     {
	496:     fprintf(stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);
	497:     exit(EXIT_FAILURE);
	498:     }
	499:
	500:   fscanf(in_stream, "%lf", &((*mainpointers).e_min));
	501:   fscanf(in_stream, "%lf", &((*mainpointers).e_max));
	502:
	503:   /* printf("min : %f \n",(*mainpointers).e_min);
	504:   printf("max : %f \n",(*mainpointers).e_max);*/
	505:
	506:   fclose(in_stream);
	507:   } /* end read_energyfile */
	508:
	509:
	510:
	511:  void read_fullcsv(char *sourcefilename, struct MAINPOI
	512:   {
	513:   extern FILE *in_stream;
	514:   int count;
	515:   double energy, dummiedouble;
	516:   struct DISTDIMTYPE *currentdist;
	517:   char singlechar;
	518:
	519:   /*** DATEI OEFFNEN ***/
	520:   in_stream = fopen(sourcefilename, "r");
	521:   if (in_stream == NULL)
	522:     {
	523:     fprintf(stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",sourcefilename);
	524:     exit(EXIT_FAILURE);
	525:     }
	526:
	527:   (*mainpointers).number_of_lines = 0;
	528:   (*mainpointers).number_of_good_lines = 0;
	529:   /*** FILE "DURCHLESEN" ***/
	530:   while (! feof(in_stream))
	531:     {
	532:     (*mainpointers).number_of_lines++;
	533:     /* die winkel-spalten ueberlesen */
	534:     for (count=1; count<=((*mainpointers).energycolumn 
	535:       {
	536:       fscanf(in_stream, "%lf,", &dummiedouble);/*das ko
	537:       /* printf("Winkel %03d : %f \n",count, dummiedouble); */
	538:       }
	539:
	540:     /* die energy-spalte lesen */
	541:     fscanf(in_stream, "%lf", &energy);/* kein komma im 
	542:     /* printf("Energie : %f \n", energy);*/
	543:     if (energy > (*mainpointers).new_e_max)
	544:       { /* energie dieser zeile zu hoch, weiter zur näc
	545:       do /* Zeichenweise die erste Zeile einlesen */
	546:         {
	547:         singlechar = fgetc(in_stream);
	548:         }
	549:       while (singlechar != 10); /* Lesen bis Zeilenende
	550:       /* puts("Zeile ueberlesen"); */
	551:       }
	552:      else
	553:        {  /* energie dieser zeile ist tief genug, also 
	554:        (*mainpointers).number_of_good_lines++;
	555:        currentdist = (*mainpointers).firstdist;
	556:        /**/count = 1;
	557:        while ( (currentdist != NULL) && (! feof(in_stre
	558:          {
	559:          fscanf(in_stream, ",%lf", &dummiedouble);/*das
	560:          /* printf("D%02d : %f ",count, dummiedouble); 
	561:          /* max = (a>b) ?a :b; */
	562:          /* (*currentdist).mindist = ((*currentdist).mi
	563:             (*currentdist).maxdist = ((*currentdist).ma
	564:          */
	565:          if (dummiedouble < (*currentdist).mindist)
	566:            {
	567:
	568:            /* printf("min lowered from %f to %f\n",(*currentdist).mindist,dummiedouble);*/
	569:
	570:            (*currentdist).mindist = dummiedouble;
	571:
	572:            }
	573:
	574:          if (dummiedouble > (*currentdist).maxdist)
	575:            {
	576:            /* if (count == 2)
	577:               printf("max raised from %f to %f (energy = %f)\n",(*currentdist).maxdist,dummiedouble,energy);*/
	578:           (*currentdist).maxdist = dummiedouble;
	579:            }
	580:          /*
	581:          if (count == 1)
	582:          printf("%d count : %d min : %f, max : %f, dist: %f\n\n",count1, count, (*currentdist).mindist,(*currentdist).maxdist,dummiedouble);
	583:          */
	584:          currentdist = (*currentdist).nextdist;
	585:          count++;
	586:          } /* (end while) bis Listenende */
	587:        } /* end else */
	588:      singlechar = fgetc(in_stream);
	589:      if ((singlechar != 10) && (!feof(in_stream)))
	590:        { /* nur linefeeds sollen ""beiseite gelesen" we
	591:        ungetc(singlechar,in_stream);
	592:        }
	593:     } /* ! feof(in_stream) */
	594:   fclose(in_stream);
	595:   } /* end read_fullcsv*/
	596:
	597:
	598:
	599:  void write_distdb(char *targetfilename, struct MAINPOI
	600:   {
	601:   /* int count;*/
	602:   struct DISTDIMTYPE *currentdist;
	603:   FILE *targetfile;
	604:
	605:   if (strcmp(targetfilename,"stdout")== 0)
	606:     targetfile= stdout;
	607:    else
	608:      {
	609:      targetfile = fopen(targetfilename, "w");
	610:      if (in_stream == NULL)
	611:        {
	612:        fprintf(stderr, "Fehler beim Oeffnen der Datei %s .\n",targetfilename);
	613:        exit(EXIT_FAILURE);
	614:        }
	615:      }
	616:   currentdist = (*mainpointers).firstdist;
	617:
	618:   /* count =1;*/
	619:   while (currentdist != NULL)
	620:     {
	621:     fprintf(targetfile, "%2d  %3.3f    %3.3f    %s\n", (*currentdist).id, (*currentdist).mindist,(*currentdist).maxdist,(*currentdist).description);
	622:     currentdist = (*currentdist).nextdist;
	623:     /* count++;*/
	624:     } /* end else */
	625:   } /* end write_distdb */
	626:
	627:
	628:
	629:  void set_new_e_max(struct MAINPOINERTYPE *mainpointers
	630:   {
	631:   int stringlaenge;
	632:   char energy_argstring[20];
	633:   double energy_argdouble;
	634:   double energyspan;
	635:
	636:   stringlaenge = (int)strlen((*mainpointers).energycut)
	637:
	638:   /* zahl vor dem p oder dem k in energy_argdouble spei
	639:   strncpy(energy_argstring,(*mainpointers).energycut,(s
	640:   energy_argstring[stringlaenge-1]=0;
	641:   energy_argdouble = atof(energy_argstring);
	642:
	643:   /* feststellen, oder absolute kcal oder prozente gere
	644:   switch((*mainpointers).energycut[stringlaenge - 1])
	645:     {
	646:     case 'p':
	647:       energyspan = ((*mainpointers).e_max - (*mainpoint
	648:       break;
	649:
	650:     case 'k':
	651:       energyspan = energy_argdouble;
	652:       break;
	653:
	654:     default:
	655:       printf("Error: Unknown option for energy given : %c\n", (*mainpointers).energycut[stringlaenge - 1]);
	656:       anleitung();
	657:       exit(1);
	658:     } /* end switch*/
	659:
	660:   (*mainpointers).new_e_max = (*mainpointers).e_min + e
	661:   }/* end set_new_e_max*/
	662:
	663:
	664:
	665:  void clear_dynamic_mainpointers(struct MAINPOINERTYPE 
	666:   {
	667:   (*mainpointers).firstdist = NULL;
	668:   (*mainpointers).lastdist = NULL;
	669:   (*mainpointers).numdistdims =0;
	670:   (*mainpointers).numcolumns =0;
	671:   (*mainpointers).energycolumn=0;
	672:   (*mainpointers).e_min=0;
	673:   (*mainpointers).e_max=0;
	674:   (*mainpointers).new_e_max=0;
	675:   (*mainpointers).number_of_lines=0;
	676:   }
	677:
	678:
	679:
	680: /* end file */
	681:
	bkutil.h / bkutil.c

	bkutil.h
	1: /* dies ist bkutil.h */
	2:
	3:
	4:
	5: /*** einzubindende Header-Dateien ***/
	6:
	7: /*** definierte Konstanten ***/
	8:   #ifndef NULL
	9:    #define NULL    0
	10:   #endif
	11:
	12:   #ifndef JA
	13:    #define JA      1
	14:    #define NEIN    0
	15:   #endif
	16:
	17:  #ifndef TRUE
	18:   #define TRUE     1
	19:   #define FALSE    0
	20:  #endif
	21:
	22:  #ifndef PI
	23:   #define PI 3.14159265
	24:  #endif
	25:
	26:
	27:
	28: /*** definierte Variablentypen ***/
	29:  struct MOLECULETYPE; /* in order to avoid first mention
	30:
	31:
	32:
	33: /*** Funktionsprototypen ***/
	34:  int bk_isdigit(char character);
	35:  int bk_wrapped(char *stringvariable);
	36:  double abs_double (double signednumber);
	37:  char nonzero_double (double dummienumber);
	38:  void checkmalloc (void *address);
	39:  int num_fields(char* fullstring);
	40:
	41:
	42:
	43: /* end file */
	44:
	bkutil.c
	1: /* dies ist bkutil.c */
	2:
	3:
	4:
	5: /*** einzubindende Header-Dateien ***/
	6:   #include <stdio.h>
	7:   #include <stdlib.h>
	8:   #include <string.h>
	9:   #include "bkutil.h"
	10:
	11:
	12:
	13: /*** definierte Konstanten ***/
	14:
	15: /*** definierte Variablentypen ***/
	16:
	17: /*** Funktionsprototypen ***/
	18:      /* stehen in bkutil.h */
	19:
	20: /*** Funktionen ***/
	21:
	22:  int bk_isdigit(char character)
	23:   /* diese Funktion uebernimmt einen Char und gibt 1 zur
	24:   {
	25:   return ((character >= 48) && (character <= 57));
	26:   }/*( end function bk_isdigit) */
	27:
	28:
	29:
	30:  int bk_wrapped(char *stringvariable)
	31:   /* diese Funktion uebernimmt einen Zeiger (call by ref
	32:   - sie kuerzt den String (keine Kopie) auf 6 Zeichen,
	33:   - prueft fuer jedes Zeichen, ob es eine Ziffer ist
	34:   - und wandelt gegebenfalls den String in ein int um.
	35:   - dieses integer gibt sie zurueck, oder "-1", falls di
	36:   {
	37:   int oldstringlength, newstringlength, typfehler = 0, c
	38:
	39:   oldstringlength = strlen(stringvariable);
	40:
	41:   /* newstringlength bekommt den kleineren der Werte old
	42:   newstringlength = (oldstringlength < 6) ? oldstringlen
	43:   while ( (charposition < newstringlength) && (!(typfehl
	44:     {
	45:     typfehler = (!(bk_isdigit(stringvariable[charpositio
	46:     charposition++;
	47:     } /* (end while) */
	48:   if (typfehler)
	49:     { return (-1); }
	50:    else
	51:      {
	52:      stringvariable[charposition]='\0';
	53:      return (atoi(stringvariable));
	54:      }
	55:   /* diese Zeile kann nicht erreicht werden (wg. if ... 
	56:   }/*( end function bk_wrapped) */
	57:
	58:
	59:
	60:  double abs_double (double signednumber)
	61:   /* übernimmt eine double-zahl, liefert ihren betrag zu
	62:   {
	63:   if (signednumber >= 0) return (signednumber);
	64:   else return (-(signednumber));
	65:   }
	66:
	67:
	68:
	69:  char nonzero_double (double dummienumber)
	70:   /* übernimmt eine double-zahl, liefert true zuruck, we
	71:   {
	72:   if (abs_double(dummienumber) < 0.00001) return (FALSE)
	73:    else return (TRUE);
	74:   }
	75:
	76:
	77:
	78:  void checkmalloc (void *address)
	79:   /* übernimmt einen beliebigen Zeiger. Beendet das Prog
	80:   {
	81:   if (address != NULL) return;
	82:    else
	83:      {
	84:      fprintf(stderr, "\n\nError while allocating RAM\a\n");
	85:      exit(EXIT_FAILURE);
	86:      }
	87:   }
	88:
	89:
	90:
	91:  int num_fields(char* fullstring)
	92:   /* fullstring wird hier "by reference" uebergeben (poi
	93:   /* da strtok den string zerlegt, wird zuerst in dummys
	94:   /* besser waere ein dynamisch allozierter dummystring 
	95:   /* so ist die Funktion auf strings der Groesse <=256 Z
	96:   /* es muss string.h included werden */
	97:   {
	98:   char * pointertostring;
	99:   char dummystring[256];
	100:   int count = 0;
	101:
	102:   strcpy(dummystring,fullstring);
	103:   pointertostring = strtok(dummystring," ");
	104:   while (pointertostring != NULL)
	105:     {
	106:     count++;
	107:     pointertostring = strtok (NULL, " ");
	108:     }
	109:   return count;
	110:   }
	111:
	112:
	113:
	114: /* end file */
	115:
	multidb_2_database.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # multidb_2_database.sh
	3: # Arbeitstitel war "awkskript2"
	4: # Dieses Skript fuegt die .db-Files aller Cuffs zu einer 
	5: # Datenbank-Tabelle zusammen.
	6:
	7: if ( $#argv != "0" ) then
	8:   echo "usage $0 <no parameters>"
	9:   exit
	10:  endif
	11:
	12: setenv energylimit `pwd | awk 'BEGIN { FS="_" } {print $
	13:
	14: echo "00" >! ./tempcounter
	15:
	16: foreach n (`ls -1 CR*.db | awk 'BEGIN { FS=" " } {print 
	17:   setenv cuffname `echo $n |  awk 'BEGIN { FS="_" } {pri
	18:   setenv energyname `echo $n.energy`
	19:   setenv energymin `head -1 ../$energyname`
	20:   setenv energymax `tail -1 ../$energyname`
	21:   setenv energyminforgrep `echo $energymin`
	22:   if (`echo $energymin` != `echo $energymin | awk 'BEGIN
	23:     setenv energyminforgrep `echo $energymin | awk 'BEGI
	24:    endif
	25:   setenv energycutval `cat ./*.log | grep "Energy :" | a
	26:   setenv totalcounter `cat ./tempcounter`
	27:   cat ./$n.db | awk -v count="$totalcounter" -v cuff="$c
	28:  end
	29:
	30: exit
	31:
	dist_2_count.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # dist_2_count.sh
	3: # Arbeitstitel war "awkskript3_wc_l"
	4: # Dieses Skript fuehrt eine Suche in der Datenbank durch.
	5: # Anzahl
	der Ankerpaare aus, die den Suchkriterien entsprechen.
	6:
	7: if ( $#argv != "2" ) then
	8:  echo "usage $0 <distance> <allowed deviation>"
	9:  exit
	10: endif
	11:
	12: setenv distance $1
	13: setenv deviation $2
	14:
	15: cat allcuffs_table_1k_22022005 | awk -v distance="$dista
	16:
	17: exit
	18:
	dist_2_rotamerlist.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # dist_2_rotamerlist.sh
	3: # Arbeitstitel war "ph_dist_2_mol2_v2"
	4: # Dieses Skript fuehrt eine Suche in der Datenbank durch.
	5: # Fuer jedes Ankerpaar, das den Suchkriterien entspricht,
	6: # entsprechenden csv-File ein Rotamer günstiger Energie. 
	7: # von Zeilen, aus den csv-Files, die dann vom SPL-Skript 
	8: # in mol2-files umgewandelt werden können.
	9: # Stand 25.04.2005, BKL
	10:
	11: if ( $#argv != "2" ) then
	12:  echo "usage $0 <distance> <allowed deviation>"
	13:  exit
	14: endif
	15:
	16: echo "" >! ./first_cufflist
	17:
	18: setenv distance $1
	19: setenv deviation $2
	20: setenv search "_search.csv"
	21:
	22: echo "# starting up ..."
	23: echo "# retrieving lines from ../allcuffs_table_1k_22022
	24:
	25: cat ../allcuffs_table_1k_22022005 | awk -v distance="$di
	26:
	27: echo "# evaluating lines"
	28:
	29: @ counter = 0
	30:
	31: foreach n("`cat ./first_cufflist`")
	32:   @ counter = $counter + 1
	33:   setenv cuff `echo $n | awk '{print $1}'`
	34:   setenv csvname `echo $cuff$search`
	35:   setenv linker `echo $cuff | awk 'BEGIN { FS="X"}{print
	36:   setenv ecut `echo $n | awk '{print $5}'`
	37:   setenv distdim `echo $n | awk '{print $7}'`
	38:   setenv from_atom `echo $n | awk '{print $10}'`
	39:   setenv to_atom `echo $n | awk '{print $13}'`
	40:   @ distdimcol = $linker + $distdim + 2
	41:   @ energycol = $linker + 2
	42:
	43:   cat ../$csvname | 
	44:    awk -v distdimcol="$distdimcol" -v energycol="$energycol" -v energycut="$ecut" -v distance="$distance" 
	45:    -v distdim="$distdim" -v from_atom="$from_atom" -v to_atom="$to_atom" 
	46:    'BEGIN {FS=","} {if ((NF>=distdimcol) && ($energycol<=energycut)) 
	47:    print (sqrt(($distdimcol-distance)*($distdimcol-distance))), distdim, from_atom, to_atom, $0 }' | 
	48:    sort -nk1 | head -1 | awk -v cuff="$cuff" -v energyco
	49:
	50: end
	51:
	52: echo "# done"
	53:
	54: exit
	55:
	rotamerlist_2_manymol2s.spl

	1: ### rotamerlist_2_manymol2s.spl
	2: ### Arbeitstitel war : csv_list_to_mol2_files_v2.spl
	3: ### Skript das aus einer Liste von Rotameren (erzeugt von
	4: ### dist_2_rotamerlist.sh) mol2-files erzeugt.
	5: ### Stand 25.04.2005, BKL
	6:
	7: setvar phdist_file %open(/usr/user12/bkroep/sybyl/maplewo
	8:
	9: DATABASE OPEN /usr/user12/bkroep/sybyl/cuffs/databases/cu
	10:
	11: while %not( %eof( $phdist_file) )
	12:   setvar inputstring %read($phdist_file "`\'" "#" yes)
	13:   if %eq(%strlen($inputstring) 0)
	14:     BREAK
	15:    endif
	16:   setvar cuffname %arg(1 $inputstring)
	17:   setvar anzahl_winkel %arg(2 $inputstring)
	18:   setvar dist_diff %arg(3 $inputstring)
	19:   setvar dist_dim %arg(4 $inputstring)
	20:   setvar from_atom_id %arg(5 $inputstring)
	21:   setvar to_atom_id %arg(6 $inputstring)
	22:   setvar csv_line %set_unpack(%arg(7 $inputstring))
	23:   for i in %range(1 %math($anzahl_winkel))
	24:     setvar winkel[$i] %arg($i $csv_line)
	25:    endfor
	26:   echo
	27:
	28:   DATABASE GET $cuffname M1
	29:   setvar rotatablebonds %bonds(M1({BKL_ROTATABLE}) M)
	30:   for winkelnummer in %range(1 %math($anzahl_winkel))
	31:     if %eq($winkelnummer 1)
	32:       setvar modwinkelnummer 1
	33:      else
	34:        setvar modwinkelnummer %math($anzahl_winkel - $wi
	35:      endif
	36:     setvar pos2 %bond_info(%arg($modwinkelnummer $rotata
	37:     setvar pos3 %bond_info(%arg($modwinkelnummer $rotata
	38:     setvar pos2neighbours %atom_info($pos2 NEIGHBORS)
	39:     setvar goodneighbor 0
	40:     for neighbor in %atom_info($pos2 NEIGHBORS)
	41:       if %not(%STREQL(%atom_info($neighbor TYPE) "H"))
	42:         if      %not(%STREQL(%atom_info($neighbor ID) $p
	43:           if %gt(%atom_info($neighbor ID) $goodneighbor)
	44:             setvar goodneighbor %atom_info($neighbor ID)
	45:            endif
	46:          endif
	47:        endif
	48:      endfor
	49:     setvar pos1 $goodneighbor
	50:     setvar goodneighbor 0
	51:     for neighbor in %atom_info($pos3 NEIGHBORS)
	52:       if %not(%STREQL(%atom_info($neighbor TYPE) "H"))
	53:         if      %not(%STREQL(%atom_info($neighbor ID) $p
	54:           if %gt(%atom_info($neighbor ID) $goodneighbor)
	55:             setvar goodneighbor %atom_info($neighbor ID)
	56:            endif
	57:          endif
	58:        endif
	59:      endfor
	60:     setvar pos4 $goodneighbor
	61:     MODIFY TORSION $pos1 $pos2 $pos3 $pos4 $winkel[$wink
	62:    endfor
	63:
	64: # dist bestimmen aus MEASURE DIST $from_atomid $to_atom_
	65:   setvar dist %DISTANCE($from_atom_id $to_atom_id)
	66:
	67:   setvar name %cat($cuffname "_" $dist "_" $from_atom_id
	68:
	69:   mol2 out M1 $name
	70:
	71:   echo $name
	72:
	73:  endwhile
	74:
	75: echo %close($phdist_file)
	76:
	ligand_2_ligandcenter.spl

	1: #!/bin/tcsh
	2: # ligand_2_ligandcenter.sh
	3: # Arbeitstitel war "ligandcenters_mol2_2_sph"
	4: # Dieses Skript liest einen Liganden fuer dock ein, der i
	5: # Format CRaXLbXCRc_distance_ID1_ID2.mol2 benannt sein mu
	6: # Es erzeugt ein File namens CRaXLbXCRc_distance_ID1_ID2.
	7: # mit den entsprechenden dock "ligand centers".
	8: # Stand 21.06.2005
	9:
	10: if ( $#argv != "1" ) then
	11:   echo " ERROR : give ONE parameter."
	12:   echo " usage $0 <ligand_mol2_file.mol2>"
	13:   exit
	14:  endif
	15:
	16: if (!(-e $1)) then
	17:   echo " ERROR : File  $1  does not exist."
	18:   exit
	19:  endif
	20:
	21: setenv ligandfile $1
	22: setenv startatomid `echo $ligandfile | awk 'BEGIN {FS="_
	23: setenv endatomid `echo $ligandfile | awk 'BEGIN {FS="_"}
	24: setenv sphfilename `dirname $ligandfile`/`basename $liga
	25: setenv startcoordinates `cat $ligandfile | sed -n '/@<TR
	26: setenv endcoordinates `cat $ligandfile | sed -n '/@<TRIP
	27:
	28: echo "DOCK 3.5 receptor_spheres" >! $sphfilename
	29: echo "cluster     2   number of spheres in cluster     2
	30:
	31: echo $startcoordinates | awk -v startatomid="$startatomid" -v endatomid="$endatomid" 'BEGIN {FS=" "} {printf("%5d %+5.5f  %+5.5f  %+5.5f  1.000  %5d 1 0 \n", startatomid, $1,$2
	32: echo $endcoordinates | awk -v startatomid="$startatomid" -v endatomid="$endatomid" 'BEGIN {FS=" "} {printf("%5d %+5.5f  %+5.5f  %+5.5f  1.000  %5d 1 0 \n", endatomid, $1,$2,$3,
	33:
	34: # echo "I5, 3F10.5, F8.3, I5, I2, I3"
	35:
	36: echo ""
	37: echo "$0 $argv "
	38: echo " INPUTFILE  : $ligandfile"
	39: echo " OUTPUTFILE : $sphfilename"
	40: echo ""
	41:
	42: exit
	43:
	dock_single_ligand_to_B2B5.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # dock_single_ligand_to_B2B5.sh
	3: # Dieses Skript liest einen Liganden fuer dock ein,
	4: # der im Format CRaXLbXCRc_distance_ID1_ID2.mol2 benannt
	5: # sein muss. Es ruft dann ligand_2_ligandcenter.sh auf,
	6: # stellt ein dock.in fuer diesen Liganden zusammen und
	7: # startet damit einen dock-Lauf.
	8: # Stand 22.06.2005
	9:
	10: if ( $#argv != "1" ) then
	11:   echo " ERROR : give ONE parameter."
	12:   echo " usage $0 <ligand_mol2_file.mol2>"
	13:   exit
	14:  endif
	15:
	16: if (!(-e $1)) then
	17:   echo " ERROR (dock_single) : File  $1  does not exist.
	18:   exit
	19:  endif
	20:
	21: setenv ligandfile $1
	22:
	23: ../tools/ligand_2_ligandcenter.sh $ligandfile
	24:
	25: setenv sphfilename `dirname $ligandfile`/`basename $liga
	26: setenv dockinfilename dock_`basename $ligandfile '.mol2'
	27: setenv energyfilename dock_`basename $ligandfile '.mol2'
	28: setenv docklogfilename dock_`basename $ligandfile '.mol2
	29:
	30: cp /usr/sgi2/bkroep/seccopy_for_dock/dock_B2B5/dock/refe
	31:
	32: echo "ligand_atom_file \t $ligandfile" >> $dockinfilename
	33: echo "ligand_center_file \t $sphfilename" >> $dockinfilename
	34: echo "ligand_energy_file \t $energyfilename" >> $dockinfilename
	35:
	36: /usr/user/dock/dock -i $dockinfilename >! log/$docklogfi
	37:
	38: exit
	39:
	dock_all_in_dir_to_B2B5.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # dock_all_in_dir_to_B2B5
	3: # Arbeitstitel war "dock_all_in_dir_to_B2B5_v3"
	4: # Dieses Skript durchsucht das angegebenen Verzeichnis
	5: # nach mol2-Files. Fuer jedes gefundene mol2-file (ist
	6: # inzwischen nicht mehr beschraenkt, da keine wildcards
	7: # mehr verwendet werden) ruft es dock_single_ligand_to_B2B5
	8: # auf, fuehrt also dockings mit den Liganden durch.
	9: # Stand 02.09.2005
	10:
	11: if ( $#argv != "1" ) then
	12:   echo "usage $0 <directory holding the ligands>"
	13:   exit
	14:  endif
	15:
	16: if (!(-e $1)) then
	17:   echo " ERROR : File  $1  does not exist."
	18:   exit
	19:  endif
	20:
	21: foreach ligandfile (`ls -1 | grep "mol2"`)
	22:   echo $ligandfile
	23:   ../tools/dock_single_ligand_to_B2B5.sh $ligandfile
	24:  end
	25:
	26: exit
	27:
	dock_struct_ligandsx_to_B2B5.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # ../tools/dock_struct_ligandsx_to_B2B5
	3: # Dieses Skript fuehrt ein dateimaessig strukturiertes
	4: # Docking durch. Die Liganden-mol2-files, die sich in den
	5: # Unterverzeichnissen 1-b befinden, werden, verzeichniswe
	6: # in das Hauptverzeichnis verschoben, dann dort gedockt u
	7: # anschliessend mitsamt der docking-Ergebnisse wieder in 
	8: # jeweilige Unterverzeichnis verschoben.
	9: # Stand : 14.07.2005
	10:
	11: foreach verzeichnis (1 2 3 4 5 6 7 8 9 a b)
	12:   echo ligands_$verzeichnis
	13:   mv ../struct/ligands_$verzeichnis/CR*.mol2 ../struct
	14:   ../tools/dock_all_in_dir_to_B2B5.sh ../struct/
	15:   mv ../struct/CR*.mol2 ../struct/ligands_$verzeichnis
	16:  end
	17:
	18: exit
	19:
	analyze_dockings_in_dir.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # analyse_dockings_in_dir.sh
	3: # Dieses Skript uebernimmt als Parameter den Namen
	4: # einer Directory, in der sich logfiles des Programmes
	5: # dock_all_in_dir_to_B2B5.sh befinden. Es erzeugt eine
	6: # Uebersicht ueber die dort vorhandenen dockings, indem
	7: # es zuerst alle auflistet, die keine gedockten
	8: # Orientierungen ergeben (nicht gedockt) haben. Im Anschl
	9: # listet das Skript unter der Ueberschrift "SUCCESSFUL DO
	10: #  die dockings auf, die funktioniert haben,
	11: # aufsteigend nach Energie sortiert.
	12:
	13: if ( $#argv != "1" ) then
	14:   echo "usage $0 <directory holding the dock_logfiles>"
	15:   exit
	16:  endif
	17:
	18: if (!(-e $1)) then
	19:   echo " ERROR : File  $1  does not exist."
	20:   exit
	21:  endif
	22:
	23: echo "" >! ./temp_null_orientations
	24: echo "" >! ./temp_more_orientations
	25:
	26: foreach logfile (`ls -1 $1`)
	27:   setenv logfilename `echo $logfile`
	28:   setenv orientations `cat $1/$logfile | grep Orientatio
	29:   setenv bestscore `cat $1/$logfile | grep "Best intermo
	30:   if ( $orientations == "0" ) then
	31:     echo $logfilename, $orientations, $bestscore >> ./te
	32:    else
	33:      echo $logfilename, $orientations, $bestscore >> ./t
	34:    endif
	35:  end
	36:
	37: echo "NULL ORIENTATIONS FOR :"
	38: cat ./temp_null_orientations
	39:
	40: echo " "
	41:
	42: echo "SUCCESSFUL DOCKINGS :"
	43: cat ./temp_more_orientations | sort -nk3
	44:
	45: exit
	46:
	B2B5T1_L01K00_15_41.col

	1: ###
	2: ###  build B2B5T1_L01K00_15_41, 12.08.2005, BKL
	3: ###
	4:
	5: MOL IN M5 /usr/sgi2/bkroep/seccopy_for_dock/dock_B2B5/top
	6:
	7: MODIFY ATOM TYPE M5(42) C.3
	8:
	9: FILLVALENCE M5 H
	10:
	11: CHARGE "M5" COMPUTE GASTEIGER |
	12: CHARGE "M5" UNDISPLAY
	13:
	14: MOL2 OUT M5 B2B5T1_L01K00_15_41.mol2
	15:
	B2B5T2_L00K07X_14_33.col

	1: ###
	2: ###  build B2B5T2_L00K07X_14_33, 01.09.2005, BKL
	3: ###
	4:
	5: MOL IN M5 /usr/sgi2/bkroep/seccopy_for_dock/dock_B2B5/top
	6:
	7: MODIFY ATOM TYPE M5(13) C.3
	8:
	9: ADD ATOM M5(13) C.3
	10:
	11: ADD ATOM M5(36) N.4
	12:
	13: FILLVALENCE M5 H
	14:
	15: CHARGE "M5" COMPUTE GASTEIGER |
	16: CHARGE "M5" UNDISPLAY
	17:
	18: FOR i1 IN %RANGE(1 36)
	19:   setvar winkel1 %math($i1 * 10)
	20:
	21:   FOR i2 IN %RANGE(1 36)
	22:     setvar winkel2 %math($i2 * 10)
	23:
	24:     MODIFY TORSION M5(8) M5(7) M5(13) M5(36) $winkel1
	25:     MODIFY TORSION M5(7) M5(13) M5(36) M5(37) $winkel2
	26:
	27:     setvar moleculename %cat("B2B5T2_L00K07X" $winkel1 "
	28:
	29:     MOL2 OUT M5 $moleculename
	30:
	31:   ENDFOR
	32:
	33: ENDFOR
	34:
	35:
	B2B5T2_LXXKXX_torsionscan.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # B2B5T2_LXXKXX_torsionscan.sh
	3:
	4: if ( $#argv != "0" ) then
	5:   echo "usage $0"
	6:   exit
	7:  endif
	8:
	9: \rm -fr log\*
	10:
	11: if ( `hostname` != "sgi9.chemie.uni-hamburg.de") then
	12:   echo "script can only be run on the sgi9, because dock
	13:   exit
	14:  endif
	15:
	16: if ( `pwd` != "/usr/sgi2/bkroep/seccopy_for_dock/dock_B2
	17:   echo "script can only be run from /usr/sgi2/bkroep/sec
	18:   exit
	19:  endif
	20:
	21: foreach singlemod ( L00K01 L00K06 L00K07 L00K08 L00K09 L
	22:   echo $singlemod started
	23:   setenv ligandname 'B2B5T2_'$singlemod'X'
	24:   echo  ... preparing files ...
	25:   foreach file_to_move (`ls -1 B2B5T2_torsionscan.prep |
	26:     # echo $file_to_move
	27:     mv B2B5T2_torsionscan.prep/$file_to_move .
	28:    end
	29:   echo  ... docking ...
	30:   ../tools/dock_all_in_dir_to_B2B5.sh . >! B2B5T2_torsio
	31:   echo  ... analyzing ...
	32:   ../tools/analyze_dockings_in_dir.sh log >! B2B5T2_tors
	33:   echo  ... cleaning up files ...
	34:   foreach docking_to_move (`ls -1 | grep "B2B5T2_L" | gr
	35:     # echo $docking_to_move
	36:     mv $docking_to_move.mol2 B2B5T2_torsionscan.done/
	37:     mv dock_$docking_to_move.in B2B5T2_torsionscan.done/
	38:     mv $docking_to_move.sph B2B5T2_torsionscan.done/
	39:     mv dock_$docking_to_move'_nrg.mol2' B2B5T2_torsionsc
	40:    end
	41:
	42:   mv log 'B2B5T2_torsionscan.done/'log_$singlemod
	43:   mkdir log
	44:
	45:   echo $ligandname done
	46:
	47:  end
	48:
	49: exit
	50:
	B2B5T2_move_best_rotamers.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # B2B5T2_move_best_rotamers.sh
	3: # Dieses Skript bearbeitet alle in der aktuellen director
	4: # befindlichen log-Files von analyse_dockings_in_dir.sh .
	5: # In jedem dieser logfiles identifiziert dieses Skript de
	6: # Liganden mit der besten docking-Energie (steht dort
	7: # direkt unter "SUCCESSFUL DOCKINGS" und kopiert das
	8: # entsprechende Liganden-mol2-File eine Verzeichnisebene
	9: # hoeher zur weiteren Verwendung.
	10:
	11: if ( $#argv != "0" ) then
	12:   echo "usage $0"
	13:   exit
	14:  endif
	15:
	16: echo $0
	17: echo  .
	18: echo "die topscorer sind :"
	19: cat 01092005_analyze_B2B5T2_L*X | sed -n '/SUCCESSFUL DO
	20: echo .
	21:
	22: echo ... now copying the topscoreres ...
	23: foreach i (`cat 01092005_analyze_B2B5T2_L*X | sed -n '/S
	24:   setenv ligandfile `echo $i.mol2`
	25:   cp ../B2B5T2_torsionscan.done/$ligandfile ../
	26:  end
	27:
	28: exit
	29:
	dock_B2B5T5_L04K01_random_seed_variation.sh

	1: #!/bin/tcsh
	2: # dock_B2B5T5_L04K01_random_seed_variation.sh
	3: # Dieses Skript fuehrt dockings durch.
	4: # Die Einstellungen aller dockings sind gleich, nur rando
	5: # ligand_energy_file werden variiert.
	6: # Stand 18.09.2005, BKL
	7:
	8: if ( $#argv != "0" ) then
	9:   echo " ERROR : give NO parameter."
	10:   echo " usage : $0 "
	11:   exit
	12:  endif
	13:
	14: echo "Docking : dock_B2B5T5_L04K01_soft_02_xx with varia
	15: foreach x (01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 
	16:   cp ./dock_B2B5T5_L04K01_soft_02.in dock_B2B5T5_L04K01_
	17:   echo "random_seed \t $x" >> dock_B2B5T5_L04K01_soft_02_$x.in
	18:   echo "ligand_energy_file \t dock_B2B5T5_L04K01_soft_02_$x""_nrg.mol2" >> dock_B2B5T5_L04K01_soft_02_$x.in
	19:   echo "Random Seed : $x"
	20:   /usr/user/dock/dock -i dock_B2B5T5_L04K01_soft_02_$x.i
	21:   cat log/dock_B2B5T5_L04K01_soft_02_$x.log | grep "Best
	22:  end
	23:
	24: exit
	25:
	Parametersätze

	Die Parametersätze für das constrained docking (AAV 2) und d
	Für die Erzeugung des grid in Abschnitt 3.3.3 und 3.5.1 wurd
	Tabelle 27: Auflistung der Parameter, die zur Erzeugung des 
	compute_grids                  yes
	grid_spacing                   0.3
	output_molecule                no
	contact_score                  no
	chemical_score                 no
	energy_score                   yes
	energy_cutoff_distance         10
	atom_model                     a
	attractive_exponent            6
	repulsive_exponent             12
	distance_dielectric            yes
	dielectric_factor              4
	bump_filter                    no
	receptor_file                  cd4_mol2_receptor.mol2
	box_file                       box_around_receptor_spheres_f
	vdw_definition_file            /usr/user/dock/vdw.defn
	score_grid_prefix              grid
	Tabelle 28: Auflistung der Parameter, die zur Erzeugung des 
	compute_grids                  yes
	grid_spacing                   0.3
	output_molecule                no
	contact_score                  no
	chemical_score                 no
	energy_score                   yes
	energy_cutoff_distance         10
	atom_model                     a
	attractive_exponent            6
	repulsive_exponent             12
	distance_dielectric            yes
	dielectric_factor              4
	bump_filter                    no
	receptor_file                  cd4_mol2_receptor.mol2
	box_file                       box_around_cd4_area_for_B2B5_
	vdw_definition_file            /usr/user/dock/vdw.defn
	score_grid_prefix              grid_20082005
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