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Kurzfassung

Die Abschitzung der freien Bindungsenthalpie zwischen Biomolekiilen ist ein Schliis-
selproblem im computergestiitzten rationalen Wirkstoffentwurf. Die Suche nach neuen
Leitstrukturen, in der mehrere hunderttausend Molekiile in einem virtuellen Screening
getestet werden, erfordert dazu eine schnelle und zuverlassige Berechnung der Bindungs-
starke der Molekiile zu einem Zielprotein. In dieser Dissertation wird die Weiterentwick-
lung von HYDE, einer Bewertungsfunktion zur Abschétzung der Bindungsenergie von
Protein-Ligand-Komplexen, vorgestellt.

Die Bewertung eines Protein-Ligand-Komplexes in HYDE basiert auf einer konsisten-
ten Beschreibung der Wasserstoftbriicken- und Dehydratationsenergie. Die Terme der
HYDE-Funktion wurden von einem innovativen Konzept abgeleitet, das die intermole-
kularen Wechselwirkungen von Molekiilen in wéssriger Losung als auch mit den Was-
sermolekiilen selbst theoretisch beschreibt. Dadurch ist es méglich sowohl die energe-
tisch giinstigen Beitrage durch Wasserstoffbriicken-Interaktionen und den hydropho-
ben Effekt als auch destabilisierende Beitrdge, die durch die Desolvatisierung von pola-
ren Atomen entstehen, in der Abschitzung der Bindungsenergie eines Protein-Ligand-
Komplexes zu beriicksichtigen. Gerade diese ungiinstigen Beitrdge zur Bindungsenergie
sind wichtig, um aktive von inaktiven Molekiilen in der Leitstruktur-Suche zu unter-
scheiden. Im Gegensatz zu vielen anderen Bewertungsfunktionen wurde HYDE nicht
anhand von Protein-Ligand-Komplexen und experimentell bestimmten Bindungsaffini-
téten kalibriert. Stattdessen wurden gemessene Oktanol-Wasser- Verteilungskoeffizienten
(logP) von kleinen Molekiilen zur Parametrisierung verwendet, wodurch eine konsisten-
te Quantifizierung der ungiinstigen polaren Dehydratationsenergie ermoglicht wurde.
Im Rahmen dieser Dissertation wurden verschiedene Aspekte der HYDE-Bewertungs-
funktion iiberarbeitet, wie die Berechnung der Oberfliche, die zur Abschétzung der De-
hydratationsenergie benotigt wird, die Modellierung der polaren Dehydratation als auch
des Wasserstoffbriicken-Terms sowie die Bewertung von Metallionen. Weiterhin wurde
das logP-Modell iiberarbeitet und die HY DE-Funktion neu parametrisiert. Die HYDE-
Funktion wurde zudem in ein Optimierungsverfahren eingebettet, um eine genauere
Abschétzung der Bindungsenergie eines Protein-Ligand-Komplexes zu ermdoglichen. In
einer intensiven Validierungsstudie zeigt die iberarbeitete HY DE-Bewertungsfunktion
verbesserte Ergebnisse und ist dadurch vergleichbar mit den bereits gut etablierten

Protein-Ligand-Bewertungsfunktionen.






Abstract

The estimation of free binding energy of biomolecules is a key problem in computer-
aided rational drug design. The search for new lead compounds, where several hundred
thousand compounds are tested in a virtual screening, requires a fast and reliable calcu-
lation of the binding affinity of a compound to a protein target. In this thesis the further
development of HYDE, which is a scoring function to estimate the binding energy of
protein-ligand complex, is presented.

The assessment of a protein-ligand complex in HYDE is based on a consistent descrip-
tion of HYdrogen bond and DEhydration energies. The terms of the HYDE function
were derived from an innovative concept, which theoretically describes the intermolecu-
lar interactions of molecules in aqueous solution as well as interactions of the molecules
with water itself. This allows the consideration of energetically favorable contributions
of hydrogen bond interactions and the hydrophobic effect as well as the destabilizing
contributions arising from the desolvation of polar atoms with regard to the estimation
of the binding energy of protein-ligand complexes. These unfavorable contributions are
especially important in the discrimination of active and inactive molecules in a virtu-
al screening. In contrast to many other scoring functions, HYDE is not calibrated on
protein-ligand complexes and experimental binding affinities. Instead, it is parameteri-
zed using octanol/water partition coefficients (logP) of small molecules which enables
a consistent quantification of unfavorable polar desolvation.

Within the scope of this thesis several aspects of the HYDE scoring function were revi-
sed, such as the surface calculation which is required for the estimation of dehydration
energies. Furthermore, the modeling of the polar dehydration as well as the hydrogen
bond terms were changed and the scoring of metal ions was integrated. The logP model
was revised as well and HYDE was re-calibrated. In addition, HYDE is integrated into
an optimization procedure to allow a more accurate estimation of the binding energy
of a protein-ligand complex. The good results of the revised HYDE scoring function in
large-scale validation studies show the improvements and that HYDE is comparable to

well established protein-ligand scoring functions in the field.
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Einleitung

1.1 Motivation

Die Entwicklung eines Medikaments ist ein sehr zeit- und kostenintensiver Prozess,
der bis zu zwdlf Jahre andauert und dabei meist iiber eine Milliarde US-Dollar be-
ansprucht [I]. Computergestiitzte Methoden, die mittlerweile zusétzlich in den frithen
Phasen der Entwicklung eingesetzt werden, dienen dazu, Kosten und Zeit einzusparen
und die Entwicklung noch gezielter durchfiihren zu kénnen. Viele dieser Methoden sind
derzeit noch nicht so ausgereift wie die etablierten experimentellen Methoden, dennoch
haben sie sich zu hilfreichen Werkzeugen im rationalen Wirkstoffentwurf entwickelt.
Sie er6ffnen neue Moglichkeiten, da sie nicht von Randbedingungen wie der Verfiighar-
keit oder Loslichkeit von Substanzen abhéngen, wie es z. B. in einem experimentellen
Hochdurchsatz-Screening der Fall ist.

Eine computergestiitzte Methode, die zur Suche von neuen Leitstrukturen eingesetzt
wird, ist das strukturbasierte virtuelle Hochdurchsatz-Screening. In dieser Methode wer-
den mehrere hunderttausend Molekiile mit einem Docking-Programm in die Bindetasche
eines Proteins eingepasst, und mit einer Bewertungsfunktion wird die Bindungsaffini-
tat des Komplexes abgeschéatzt. Dieser Prozess ist deutlich kostengiinstiger und weniger
zeitintensiv als ein experimentelles Hochdurchsatz-Screening. Die Erfolgsquote, d. h.

die Anzahl der Molekiile, die dadurch gefunden werden, liegt zudem signifikant {iber
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der des experimentellen Hochdurchsatz-Screenings [2]. Viele prospektive Studien der
letzten Jahre dokumentieren die diversen Molekiile mit teilweise schon sehr hoher Bin-
dungsaffinitdt, die durch verschiedene virtuelle Screening-Experimente, basierend auf
unterschiedlichen computergestiitzten Methoden, gefunden wurden [3] 4].

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse werden auch héufig falsche Vorhersagen
durch computergestiitzte Methoden gemacht. Nicht jede Methode kann auf jede Protein-
Klasse angewendet werden [5H8]. Dies hat verschiedene Ursachen, wie z. B. die Abhén-
gigkeit der Vorhersagen von den zugrunde liegenden Daten, vor allem aber eine unvoll-
standige Modellierung der unterliegenden molekularen Prozesse und Wechselwirkungen.
Diese sind zum Teil theoretisch nicht hinreichend erklart, was ihre Modellierung in den
computergestiitzten Methoden erschwert. Dennoch besteht ein sehr grofses Interesse
daran, eine Abschéitzung z. B. der freien Bindungsenergie zu ermdglichen. In einem vir-
tuellen Screening muss diese Abschétzung im Bereich von Millisekunden bis Sekunden
erfolgen, um eine effiziente Anwendung zu garantieren. Die Bewertungsfunktionen, die
dazu entwickelt wurden, sind derzeit nicht soweit ausgereift, dass eine hinreichend zu-
verlassige Vorhersage der Bindungsenergie erwartet werden kann. Ein méglicher Grund
ist, dass in den meisten Bewertungsfunktionen nur giinstige Energien bei der Kom-
plexbildung erwogen werden, wodurch eine Uberschitzung der Bindungsenergie eines
Molekiiles verursacht werden kann. Weiterhin werden héufig die Wassermolekiile ver-
nachléssigt, die die Molekiile in Losung umgeben und zugleich mit ihnen wechselwirken.
Im Rahmen dieser Dissertation wurde die HY DE-Bewertungsfunktion weiterentwickelt,
die sich gerade um die konsistente Beschreibung zuvor genannter Effekte und Energien
bemiiht. Die HYDE-Funktion basiert auf nur zwei Termen zur Abschétzung der Bin-
dungsenergie, der Wasserstoffbriicken- (HY drogen bonds) und der DEhydratationsener-

gie. Dadurch koénnen die wesentlichen Beitrage zur Bindungsenergie beschrieben werden.

1.2 Projektbeschreibung

Die Weiterentwicklung der HYDE-Bewertungsfunktion wurde in einem Koorperations-
projekt zwischen der Universitdt Hamburg, der Bayer CropScience AG, der Bayer He-
althCare AG und der BioSolvelT GmbH durchgefiihrt. Ziel dabei war die Verbesserung
des im Vorgangerprojekt entwickelten HYDE-Prototypen bis hin zu einer generellen
Anwendbarkeit von HYDE und schliefslich zur Marktreife. An der Universitdt Hamburg
sollten dazu neue effizientere Berechnungsverfahren und Parameter entwickelt werden

als auch die Modellierung einzelner Terme der HYDE-Funktion {iberarbeitet werden.
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Weiterhin sollte eine modifizierte Form der HY DE-Funktion entstehen, die GeoHYDE-
Funktion, die zur geometrischen Optimierung von Protein-Ligand-Komplexen verwen-
det werden kann. Die Kooperationspartner, insbesondere von Bayer CropScience, un-
terstiitzten das Projekt durch die Konzeption einer neuen Theorie, die die Basis von
HYDE bildet als auch durch ihre wissenschaftliche Expertise in der Wirkstoffentwick-
lung. Durch das Mitwirken aller Koorperationspartner wurde eine umfangreiche kriti-
sche Untersuchung und Validierung der HY DE-Funktion méglich. Die BioSolvelT stellte
zudem die Flex*-Software-Bibliothek bereit, in die die HYDE-Funktion als Modul an
der Universitdt Hamburg implementiert wurde. Weiterhin sorgte die BioSolvelT fiir die
Integration der HY DE-Funktion als Bewertungsmodul in die LeadlT-Software-Suite, so
dass eine benutzerfreundliche Handhabung von HYDE méglich wurde. Zur Nutzung
von HYDE in einem virtuellen Screening wurde zusétzlich ein kommandozeilenbasiertes

Tool von der BioSolvelT zur Verfiigung gestellt.

1.3 Ubersicht Dissertation

Die vorliegende Arbeit wurde in der Abteilung fiir Algorithmisches Molekulares Design
am Zentrum fiir Bioinformatik der Universitdat Hamburg in der Zeit von Mérz 2008
bis September 2012 durchgefiihrt. Die Arbeit wurde bereits in zwei Publikationen, zwei
Postern und fiinf Vortragen auf wissenschaftlichen Konferenzen veroffentlicht. Eine wei-
tere Publikation wurde eingereicht und zwei weitere befinden sich in der Vorbereitung.
In Anhang [D] sind diese Publikationen zusammenfasst aufgefiihrt.

In Kapitelwird ein grundlegender Uberblick zu Methoden des strukturbasierten Wirk-
stoffentwurfs gegeben. Nach einer Zusammenfassung der einzelnen Stufen des rationalen
Wirkstoffentwurfs wird auf Kristallstrukturen molekularer Komplexe, die in der Regel
den Ausgangspunkt des strukturbasierten Wirkstoffentwurfs bilden, eingegangen. Es
werden verschiedene Kriterien erldutert, die zur Beurteilung der Qualitédt einer Kris-
tallstruktur herangezogen werden sollten. Des Weiteren werden die molekularen Inter-
aktionen, die zur Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes fiihren, aufgezeigt und ihre
Modellierung und der Beitrag, den sie zur Bindungsenergie leisten, wird kurz disku-
tiert. Sie bilden auch die Grundlage der Modelle, die im molekularen Docking und in
der Bewertung von Protein-Ligand-Komplexen verwendet werden. Diese beiden com-
putergestiitzten Methoden werden im Anschluss vorgestellt, wobei die verschiedenen
Anséatze dargelegt und kritisch betrachtet werden. Das Kapitel schlieft mit dem typi-

schen Ablauf eines virtuellen Screenings ab.
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Kapitel [3|stellt das Konzept, auf dem die HYDE-Bewertungsfunktion basiert, vor. Dieses
wurde von Gudrun Lange und Robert Klein bei Bayer CropScience in Frankfurt ent-
wickelt. Es liefert eine neuartige Beschreibung der intermolekularen Wechselwirkungen
von Molekiilen in wassriger Losung als auch mit den Wassermolekiilen selbst. Dadurch
kénnen Dehydratationsterme abgeleitet werden, so dass die Energie von Wasserstoft-
briicken, dem hydrophoben Effekt und der polaren Dehydratation in konsistenter Weise
abgeschétzt werden kann.

Das folgende Kapitel [] beschreibt den HYDE-Prototyp, der im Rahmen der Disserta-
tion von Ingo Reulecke am Zentrum fiir Bioinformatik der Universitdt Hamburg entwi-
ckelt und implementiert wurde. Des Weiteren werden Optimierungsmodule der Flex*-
Bibliothek vorgestellt, die in der Uberarbeitung der HY DE-Funktion verwendet wurden.
In Kapitel [5] wird das neue Modell zur logP-Parametrisierung eingefiihrt, das zusam-
men mit Robert Klein von Bayer CropScience entwickelt wurde. Dazu wurden in einer
Studie die einfache Korrelation des experimentell bestimmten logP-Wertes mit der mo-
lekularen Oberfliche generiert und analysiert. Die Erkenntnisse daraus fiihrten zu einer
Umstellung der bisher im HYDE-Prototyp verwendeten logP-Parametrisierung.

Die Berechnung der HYDE-Funktion wird in Kapitel [f] ausfiihrlich erldutert. Die ein-
zelnen Terme der iiberarbeiteten HY DE-Funktion werden aufgezeigt und die neue Mo-
dellierung der polaren Dehydratation und Wasserstoffbriicken-Terme werden erklért.
Weiterhin wird die neue Berechnungsmethode der Oberflaiche und Zugénglichkeit zur
Abschétzung der Dehydratationsenergie im Detail vorgestellt. Das Modell zur Bewer-
tung von Metallionen durch HYDE wird ebenfalls erldutert. Eine modifizierte Form der
HYDE-Funktion, die GeoHYDE-Funktion, die in ein Optimierungsverfahren integriert
wurde, wird eingefiihrt. Zum Abschluss des Kapitels wird an einem Beispiel die Bewer-
tung eines Protein-Ligand-Komplexes mit HYDE gezeigt.

In Kapitel [7] erfolgt eine intensive Validierung der tiberarbeiteten HY DE-Funktion. Die
Vorhersagequalitdt von HYDE im Bezug auf Bindungsaffinitdten von Protein-Ligand-
Komplexen wird untersucht als auch die Identifizierung der bioaktiven Konformation
eines Liganden und die Trennung von aktiven und inaktiven Molekiilen iiberpriift. Die
Resultate werden diskutiert und wenn moglich mit dem HYDE-Prototypen und anderen
etablierten Protein-Ligand-Bewertungsfunktionen verglichen.

Kapitel [§] zeigt weitere interessante Anwendungsmoglichkeiten von HYDE im biotech-
nologischen Kontext und in der Bewertung von Protein-Protein-Interaktionen auf.

In Kapitel 0 wird die gesamte Arbeit noch einmal zusammengefasst, bestehende Heraus-
forderungen werden diskutiert und ein Ausblick auf weitere Verbesserungsmoglichkeiten
der HYDE-Funktion wird gegeben.



1.3 Ubersicht Dissertation

Im Anhang sind weitere Details {iber die Verwendung der HYDE-Software, die Imple-
mentierung, zusatzliche Resultate und Tabellen sowie eine Liste der Publikationen, die

aus dieser Arbeit hervorgegangen sind, zu finden.






Strukturbasierter Wirkstoffentwurf

Die Entwicklung oder vielmehr Entdeckung von Wirkstoffen war noch bis Anfang der
achtziger Jahre gepragt von gliicklichem Zufall und von Irrtum. Die Entdeckung von
Penicillin durch Alexander Fleming im Jahr 1928 ist eines der bekanntesten Beispie-
le fiir einen gliicklichen Zufall, doch auch viele andere bekannte Arzneimittel wurden
eher zufillig gefunden, oder eine bessere Wirksamkeit wurde nachtréglich in anderen
Anwendungsgebieten festgestellt [9]. Die Erkenntnisse von Emil Fisher, der beschrieb,
dass ein Substrat in seiner rdumlichen Anordnung genau zu der Bindestelle eines En-
zyms passen muss, um eine Reaktion auszulosen (Schiissel-Schloss-Prinzip), und Paul
Ehrlich, der erkannte, dass Arzneistoffe gebunden werden miissen, um ihre Wirkung
zu entfalten, fithrten zu einem besseren Verstédndnis des Effektes, den ein Arzneistoff
im Organismus auslést. Durch die Roéntgenstrukturanalyse und die Kristallographie,
die die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur eines Proteinkomplexes liefern, be-
gann die gezieltere Entwicklung von Wirkstoffen. Der erste erfolgreiche strukturbasierte
Wirkstoffentwurf wurde 1976 von Goodford und Kollegen veréffentlicht [10]. Anhand
einer Struktur von Hamoglobin mit einem gebundenen 2 3-Bisphosphoglycerat-Molekiil
entwickelten sie verschiedene Verbindungen, die den gewiinschten Effekt bewirkten und
sich auch von dem natiirlichen Liganden des Hamoglobins unterschieden. Eine weitere
Verbesserung wurde mit dem Einsatz von computergestiitzten Methoden erzielt, die

heutzutage in vielen Aspekten der Wirkstoffentwicklung ergénzend verwendet werden
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[11]. Sie ermoglichen nicht nur komplexere Berechnungen, wie z. B. quantenchemischen
Modelle, sondern stellen auch eine Visualisierung von Protein-Ligand-Komplexen bereit,
die zur Generierung von neuen Ideen beitrigt und so eine wichtige Unterstiitzung bei
der Entwicklung neuer Wirkstoffe liefert. Somit wird durch die Verwendung von struk-
turbasierten und computergestiitzten Methoden ein rationaler Entwurf von Wirkstoffen

moglich.

2.1 Stufen des rationalen Wirkstoffentwurfs

Der rationale Wirkstoffentwurf kann in mehrere Stufen eingeteilt werden und beinhal-
tet viele verschiedene experimentelle und ergénzende computergestiitzte Methoden. In
Abbildung ist der Prozess des rationalen Wirkstoffentwurfs zusammengefasst dar-

gestellt. Die einzelnen Phasen dieses Prozesses werden im Folgenden kurz beschrieben.

2.1.1 Identifizierung des Zielproteins

Am Anfang der rationalen Entwicklung eines neuen Wirkstoffs steht die Identifizierung
des Krankheitsauslosers bzw. ein Verstdndnis fiir den Stoffwechselweg, der durch den
Wirkstoff beeinflusst werden soll. Ein Zielprotein, gewthnlich ein Enzym oder Rezeptor,
muss bestimmt werden, dessen Aktivitdt oder Konformation mit einem niedermoleku-
laren Molekiil modifiziert werden kann. Dabei sollte eine gewisse Spezifitdt der Binde-
stelle gegeben sein, um unerwiinschten Seiteneffekten durch die Interaktion des entwi-
ckelten Molekiils mit anderen Proteinen vorzubeugen. Weiterhin sollte das Zielprotein
eine moglichst niedrige Mutationsrate aufweisen, um zu verhindern, dass ein Wirkstoff
nach jahrelanger Entwicklung gar nicht mehr mit dem, vielleicht bis dahin mutierten,
Zielprotein interagieren kann. Die Identifizierung des Zielproteins erfolgt experimentell,
mit molekularbiologischen Methoden und stellt die Voraussetzung fiir einen rationalen
Wirkstoffentwurf dar. Bei der Bestimmung des Zielproteins sollte auch berticksichtigt
werden, dass dessen Gewinnung, Isolierung und Aufreinigung in groferem Mafsstab mog-
lich ist, um in spéteren Phasen der Wirkstoffentwicklung beispielsweise Proteinkristalle
zu erzeugen, ein Hochdurchsatz-Screening durchzufiihren oder die Affinitdtsdnderung

in der Leitstruktur-Optimierung zu messen.

2.1.2 Protein-Struktur-Bestimmung

Das Vorhandensein der dreidimensionalen Struktur des Zielproteins ist die Grundlage
des strukturbasierten Wirkstoffentwurfs. Teilweise stehen zu Beginn der Entwicklung

eines neuen Wirkstoffs bereits Strukturen des Proteins offentlich in der Protein Data
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Abbildung 2.1: Wirkstoff-Entwicklungsprozess. In den Phasen, in denen ergénzend com-

putergestiitzte Methoden der Chemieinformatik /Bioinformatik zur Verfiigung stehen, sind
auch einige der experimentellen, chemischen/biochemischen Methoden aufgezeigt. Die

Schritte des Prozesses, die Gegenstand dieser Arbeit sind, wurden hervorgehoben.
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Bank (PDB) [12] zur Verfiigung oder sind in einer internen Datenbank eines Pharmaun-
ternehmens gespeichert. Ist dies nicht der Fall, so kann die Struktur des Zielproteins
durch experimentelle Methoden, wie Kristallstrukturanalyse oder NMR-Spektroskopie,
aufgeklart werden, oder am Computer kann mittels Homologie-Modellierung ein dreidi-
mensionales Modell des Proteins erstellt werden. Am héaufigsten werden im strukturba-
sierten Entwurf Kristallstrukturen von Proteinen (Kapitel und Rontgenstruk-
turanalyse verwendet, da dieses Verfahren im Gegensatz zur NMR-Spektroskopie weni-
ger aufwendig ist und auch grofere Proteine strukturell aufgekléart werden kénnen. Nicht
immer gelingt jedoch die Kristallisation eines Proteins, so dass die Kristallstrukturana-
lyse in diesen Fillen als Methode nicht in Frage kommt. Auch NMR-Spektroskopie kann
nur bei Proteinen bis zu einer bestimmten Groéfse durchgefiihrt werden. Die Vorausset-
zung der Homologie-Modellierung ist die Existenz von dreidimensionalen Strukturen
homologer Proteine. Hierbei ist die Qualitédt des Modells deutlich vom Grad der Ho-
mologie abhéngig. Ist keine Struktur des Zielproteins verfiighar, dies ist z. B. oft bei
membrangebundenen Rezeptoren der Fall, so kommen vorerst im weiteren Verlauf des
rationalen Wirkstoffentwurfs neben den experimentellen Methoden nur ligandbasierte

computergestiitzte Methoden bei der Leitstruktur-Suche in Frage.

2.1.3 Leitstuktur-Suche

Die Leitstruktur-Suche beginnt in der Regel mit einem experimentellen (HTS) oder vir-
tuellen Hochdurchsatz-Screening (VHTS). Dabei werden Millionen von Verbindungen,
die in chemischen Substanzbibliotheken oder virtuellen Molekiilbibliotheken enthalten
sind, auf eine Aktivitit beziiglich des Zielproteins getestet oder es wird nach dhnlichen
Molekiilen zu bereits bekannten aktiven Verbindungen gesucht. Wahrend im experimen-
tellen Ansatz ein in vitro-Testsystem (Assay) zur automatischen Messung der Affinitét
der verschiedenen Molekiile der Substanzbibliothek vor dem HTS entwickelt werden
muss [13], wird im virtuellen Experiment aufser einer Molekiilbibliothek eine Docking-
Methode (Kapitel bendtigt, die die Molekiile in die vorgegebene Bindetasche ei-
ner Proteinstruktur einpasst als auch eine Bewertungsfunktion (Kapitel , die die
Bindungsstéirke der Molekiile in der Bindetasche abschétzt. Steht keine Struktur des
Zielproteins im VHTS zur Verfiigung, so werden ligandbasierte Verfahren eingesetzt.
Hierzu miissen bereits aktive Verbindungen fiir das Zielprotein oder zumindest der na-
tiirliche Ligand des Zielproteins bekannt sein, so dass iiber eine Ahnlichkeitssuche, die
auf verschiedenen Eigenschaften der Molekiile, z. B. pharmakophore Eigenschaften [14],
beruhen kann, andere potentiell aktive Molekiile in der Bibliothek gefunden werden kon-
nen [I5]. Die Diversitiat der Molekiile, die im strukturbasierten VHTS (Kapitel
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2.1 Stufen des rationalen Wirkstoffentwurfs

entdeckt werden, ist somit hoher. Grundlegend im experimentellen und im virtuellen
Ansatz ist auch der Entwurf der entsprechenden Substanzbibliothek. Diese sollte mog-
lichst divers sein und im virtuellen Fall auch nur synthetisierbare Molekiile enthalten.

Im HTS werden meist nur sehr schwach bindende Substanzen im mikromolaren Bereich
identifiziert, in manchen Fallen konnte kein einziges aktives Molekiil gefunden werden
[16, I7]. Durch die niedrige Erfolgsrate und die hohen Kosten eines HT'S Experiments
wird héufig auch ein VHTS als erster Schritt in der Leitstuktur-Suche durchgefiihrt.
Dieses virtuelle Experiment ist deutlich schneller und kostengiinstiger und liefert zudem
hohere Erfolgsraten [2]. Dennoch sind auch in diesem Ansatz noch viele Probleme vor-
handen, wie z. B. die Beriicksichtung von, fiir die Bindung wichtigen, Wassermolekiilen,
die Modellierung von Proteinflexibilitdt oder auch die Abschitzung der Bindungsstérke
[3]. Nur durch das medizinalchemische Wissen und den Erfahrungsschatz von Exper-
ten konnen letztendlich geeignete Leitstrukturen, d. h. Molekiile, die sich auch weiter
modifizieren und optimieren lassen, ausgewahlt werden; HTS und VHTS Experimente

kénnen als Filter oder auch zur Generierung neuer Ideen dienen.

2.1.4 Leitstuktur-Optimierung

In der Leitstruktur-Optimierung wird in vielen Iterationen die Affinitét und Spezifitét
der Leitstrukturen zum Zielprotein als auch die Absorption dieser Molekiile durch den
Organismus und die Wirkdauer verbessert, wihrend Nebenwirkungen und Toxizitét der
Molekiile reduziert werden muss (ADME-TOX Parameter). Um diese Ziele zu erreichen,
d. h. aus den Leitstrukturen ein Molekiil zu entwickeln, das in die klinische Phase iiber-
geben werden kann, muss die chemische Struktur der gefundenen Substanzen verdndert
werden. Dabei ist eine Vielzahl an strukturellen Variationen der Molekiile moglich, wich-
tig ist nur, dass die Teile des Molekiils, die fiir die spezifische Bindung verantwortlich
sind (der Pharmakophor) erhalten bleiben oder nur eingeschrénkt verdndert werden.
Eine tibliche Methode ist der bioisostere Austausch, d. h. bestimmte Gruppen/Atome
eines Molekiils werden durch andere ersetzt, die dhnliche sterische und elektronische
Eigenschaften besitzen und die die biologische Aktivitét im Wesentlichen erhalten [18].
Eine weitere wichtige strukturelle Veranderung ist die Rigidisierung der Molekiile durch
den Einbau planarer Ringsysteme, oder umgekehrt die Flexibilisierung durch die Er-
setzung von Ringen durch aliphatische Ketten. Weiterhin wird meist die Lipophilie der
Molekiile erhoht, so dass einerseits die Absorption und gleichzeitig meist auch die Affi-
nitat verbessert wird.

In dieser Phase des rationalen Entwurfs werden besonders haufig computergestiitzte

11
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Methoden eingesetzt, da sie eine einfachere Analyse der Molekiilkonformation ermdog-
lichen als auch im strukturbasierten Entwurf durch die Visualisierung der moleku-
laren Interaktionen (Kapitel zwischen Protein und Ligand einen gezielteren
Austausch von Gruppen zulassen. Dabei kommen verschiedene Methoden der mole-
kularen Modellierung zum Einsatz, wie z. B. Konformationsanalyse durch Molekiil-
Kraftfelder, quantenchemische Verfahren, Berechnung physikochemischer Eigenschaften
und ADME-TOX-Vorhersage, Uberlagerung von Molekiilen, 3D-QSAR. Methoden [19],
Molekiildynamik-Simulationen, molekulares Docking oder auch die Abschitzung der
biologischen Aktivitdt durch Bewertungsfunktionen. Steht keine Information iiber die
dreidimensionale Struktur des Proteins zur Verfiigung, so kann mithilfe von Struktur-
Wirkungs-Beziehungen (QSAR) [19, 20] das Ausmaf der Anderung der biologischen
Aktivitét, hervorgerufen durch die Variation von Atomen/Gruppen an einem Molekiil,
vorhergesagt werden. Die vorgeschlagenen Verédnderungen an den Molekiilen miissen an-
schliefsend im Labor synthetisiert werden und die vorhergesagten, verbesserten Eigen-
schaften der neuen Molekiile miissen experimentell validiert werden. Nur die Molekiile,
die optimale Eigenschaften aufweisen, werden in den folgenden Phasen, der préklini-
schen Phasen und vier klinischen Phasen, weiter beriicksichtigt. Dennoch scheitern die
meisten Wirkstoffkandidaten an fehlender Effizienz (biologische Aktivitat in vivo) oder
schlechter Bioverfligharkeit und Toxizitat [21), 22].

2.1.5 Praklinische und klinische Phasen

In der praklinischen Phase werden die optimierten Molekiile auf ihre Wirksamkeit, Ver-
traglichkeit und Toxizitét fiir den Organismus getestet. Dazu werden weitere in vitro
Versuche an Zellkulturen, isolierten Zellen und Organen durchgefiihrt als auch zum
ersten Mal in in vivo Versuchen der Wirkstoff an Sdugetiere, wie Mause oder Hunde,
verabreicht. Meist resultiert aus dieser Phase nur noch ein Molekiil, das weiter in den
klinischen Phasen getestet werden kann. Dieses muss vor der klinischen Priifung erst
in eine geeignete Darreichungsform gebracht werden. Die klinische Priifung ist in vier
Phasen eingeteilt, wobei die ersten drei vor der Zulassung eines neuen Medikaments
durchlaufen werden miissen, wihrend sich die letzte, vierte Phase nach der Zulassung
anschlieftt. Diese vier Phasen dienen dazu die pharmakokinetischen Eigenschaften im
menschlichen Organismus zu iiberpriifen, ob das Medikament die gewiinschte Wirkung
zeigt und welche Nebenwirkungen zu erwarten sind. In der ersten Phase wird der neue
Wirkstoff an einer kleinen Gruppe freiwilliger, gesunder Probanden getestet, um die
Vertréglichkeit des Medikaments zu kontrollieren und um Dosierungsrichtlinien zu fin-

den, d. h. bei welcher Dosierung das Medikament zu Nebenwirkungen fiihrt. In der
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zweiten klinischen Phase wird das Arzneimittel einer etwas gréferen Gruppe von Pa-
tienten verabreicht, um eine Wirksamkeit des neuen Arzneistoffs festzustellen und um
eine Einschatzung tolerierbarer Nebenwirkungen zu ermoglichen. Weiterhin wird in die-
ser Phase die Dosis und Applikationsweise des neuen Wirkstoffs optimiert. In der dritten
und letzten klinischen Phase vor der Zulassung des neuen Arzneistoffs werden Studien
zur Unbedenklichkeit und Wirksamkeit als auch zur Feststellung seltener Nebenwirkun-
gen oder Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten durchgefiihrt. Dazu wird das
Medikament einer grofen Anzahl an Patienten, die in weitere Untergruppen einteilt wer-
den, wie z. B. Patienten, die an anderen chronischen Erkrankungen leiden, verabreicht.
Diese Phase kann mehrere Jahre andauern, bevor es zur Zulassung des Medikaments
kommt. Nach der Zulassung schlieftt sich die vierte Phase der klinischen Priifung an.
In Langzeitstudien werden seltene Nebenwirkungen erfasst, die Darreichungsform wird
gegebenenfalls angepasst und die Effizienz des Medikaments wird bestimmt. In dieser

Phase kann eine erteilte Zulassung auch wieder zuriickgezogen werden.

2.2 Kristallstrukturen molekularer Komplexe

Im strukturbasierten Wirkstoffentwurf ist die dreidimensionale Struktur des Zielproteins
die Grundlage fiir die Entwicklung neuer Molekiile, die mit dem Zielprotein interagieren
sollen. In den meisten Fallen wird dabei eine Kristallstruktur des Zielproteins genutzt,
daher ist es wichtig bei der Auswahl einer passenden Kristallstruktur auf bestimmte
Kriterien zu achten. Die Koordinaten eines Proteins, die durch Kristallstrukturanalyse
generiert wurden, stellen lediglich ein atomares Modell der Proteinstruktur dar, das
durch einen Kristallographen aus den Reflexen des Rontgenbeugungsexperiments abge-
leitet wurde. Dies wird héufig im Umgang mit Kristallstrukturen vernachlassigt, d. h.
Ungenauigkeiten, die in diesen Strukturen enthalten sind, werden nicht geniigend hin-
terfragt, was zu schlechten oder auch falschen Resultaten z. B. im strukturbasierten
virtuellen Screening fiihren kann. Im Folgenden wird auf einige Kriterien eingegangen,
die einen Hinweis auf die Qualitit einer Kristallstruktur liefern. Weiterhin werden mdog-
liche Probleme aufgezeigt, die im Umgang mit Kristallstrukturen auftreten kénnen und

nicht durch die zuvor genannten Kriterien erfasst werden kénnen.

Die Kristallstruktur eines Molekiils wird durch ein Rontgenbeugungsexperiment erzeugt.
Dazu muss das Molekiil zuvor kristallisiert werden. Dies kann bei groferen Molekii-
len, wie Proteinen, sehr aufwendig sein. Optimale Bedingungen (pH-Wert, Temperatur,

Auswahl geeigneter Salze oder Detergenzien) miissen gefunden werden, in denen ein
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regelméfiges Kristallgitter des Molekiils entsteht. Nur solche Kristalle kdnnen spéter
auch strukturell aufgeklart werden. Die Rontgenstrahlung, die im Diffraktometer auf
den Kristall trifft, wird an den Elektronen der Atome gebeugt und erzeugt ein, fiir den
Kristall spezifisches Beugungsmuster, das je nach Element verschieden starke Intensité-
ten der Reflexe aufweist. Fiir einen Kristall werden im Diffraktometer sehr viele dieser
Beugungsmuster aufgenommen, die jeweils einer Ebene des Kristalls (=Beugungsebene)
entsprechen. Neben diesen experimentellen Daten, den Reflexen der Beugungsebenen,
bendtigt der Kristallograph Informationen iiber die sogenannte relative Phasenlage der
Reflexe, um iiber eine Fourier-Transformation die Strukturfaktoren des Molekiils zu ge-
nerieren, aus denen dann die Elektronendichtekarte konstruiert wird. Die relative Pha-
senlage kann jedoch nicht durch das Diffraktometer aufgezeichnet werden und ist als
Phasenproblem der Kristallstrukturbestimmung bekannt [23]|. Die relative Phasenlage
kann durch verschiedene Verfahren initial bestimmt werden, so dass ein erstes Modell
aus diesen Daten und der zugrunde liegenden Proteinsequenz erzeugt werden kann.
Dieses ist jedoch sehr ungenau und enthélt meist nicht alle Atome. In einem iterati-
ven Verfeinerungsprozess wird das Modell immer wieder an die experimentellen Daten
angepasst, so dass sich am Ende eine gute Ubereinstimmung der beobachteten Elek-
tronendichte F, mit der, vom finalen Modell berechneten Elektronendichte F, ergeben
sollte. Die Differenzelektronendichte F, — F, zeigt Abweichungen von Strukturmodell
und Beugungsexperiment auf. Dabei fithren fehlende Atome zu einer positiven Diffe-
renz, wahrend falsch modellierte Atome eine negativen Differenz ergeben. Meist wird
die Elektronendichtekarte auch als kombinierte Differenzelektronendichte 2F, — F. [24]
dargestellt, so dass bei falsch modellierten Atome eine geringere Dichte und bei fehlen-
den Atomen eine hohere Dichte zu finden ist (vgl. Abbildung .

2.2.1 Einfache Qualititsmafse von Kristallstrukturen

Um die Qualitét einer Kristallstruktur zu beurteilen, konnen viele verschiedene Kriteri-
en beriicksichtigt werden. Im Folgenden werden drei einfache Qualitdtsmafe aufgezeigt,
die in der Regel fiir eine Kristallstruktur angegeben werden. Diese beziehen sich auf die
ganze Struktur und sind daher nicht optimal, um einzuschétzen wie gut z. B. die Bin-
detasche eines Proteins modelliert werden konnte. Jedoch kénnen durch diese einfachen
Qualitatsmafke schnell Strukturen ausgeschlossen werden, die nicht im strukturbasierten

Wirkstoffentwurf verwendet werden sollten.
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Abbildung 2.2: Verschiedene Auflsungen von Kristallstrukturen. Elektronendichte
(2F, — F.-Dichte bei 1o-Level in Magenta) und Differenzelektronendichte (F, — F.-Dichte
bei +30-Level in griin und —3o-Level in rot) eines Tyrosins der Aldose-Reduktase bei
drei unterschiedlichen Auflésungen: 0,78 A (PDB: 3BCJ), 1,8 A (PDB: 3G5E) und 2,5 A
(PDB: 2BGQ). Oben ist jeweils nur die Elektronendichte dargestellt, die {iber eine Fourier-

Transformation aus den Reflexen des Rontgenbeugungsexperiments berechnet wurde. Un-
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ten ist jeweils die Interpretation der Elektronendichte, die Kristallstruktur des Proteins,
aufgezeigt. [25]

Auflésung

Die Auflésung einer Kristallstruktur gibt den Grad an Detail an, der in den Reflexen
enthalten war und anschliefend in der daraus berechneten Elektronendichte sichtbar
wird. Sie berechnet sich unter Verwendung der Bragg’schen Gleichung als minimaler
Abstand d [A] der Beugungsebenen und héngt von der verwendeten Wellenldnge A
der Rontgenstrahlung und dem maximalen Austrittswinkel 6 der beriicksichtigten Re-
flexe ab. Je kleiner dieser Abstand d ist, desto hoher/besser ist die Auflosung einer
Kristallstruktur, d. h. desto héher ist der Grad an Detail, der in der Elektronendichte
sichtbar wird. Die Auflésung einer Kristallstruktur wird vor allem durch die Qualitét
des Kristalls bestimmt, d. h. liegt ein besonders regelméfiges Kristallgitter vor, so wird
eine gute Auflosung erreicht. Bei Makromolekiilen wie Proteinen, die eine hohe Dy-
namik aufweisen, ist das Kristallgitter meist nicht perfekt, da das Protein oftmals in

leicht unterschiedlichen Konformationen darin vorliegt. Ab einer Auflésung von etwa
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3 A koénnen die Seitenketten der Aminosduren eines Proteins wahrgenommen werden,
jedoch ist es erst ab einer Auflésung von etwa 2,5 A maoglich, die Seitenketten genauer
zu modellieren. Ist die Auflosung besser als 1 A, so wird auch die Lage von Wasserstoff-
atomen sichtbar. In Abbildung [2:2] sind beispielhaft drei verschiedene Auflosungsstufen
einer Tyrosin-Seitenkette von Aldose-Reduktase-Strukturen dargestellt. In der ersten
Struktur, die eine sehr hohe Auflésung von 0,78 A besitzt, konnen die Positionen der
einzelnen Atome wahrgenommen werden. Die meisten Protein-Kristallstrukturen haben
eine Auflésung zwischen 1,5 und 3 A, wobei Strukturen mit einer Auflésung von mehr
als 2,5 A schon nicht mehr besonders zuverlissig sind, was die genaue Lage der Atome
betrifft.

R-Wert und freier R-Wert

Der R-Wert ist ein Mafs, um zu iiberpriifen, wie gut das berechnete Modell mit den ex-
perimentellen Daten {ibereinstimmt. Dazu werden aus dem erstellten Modell die Reflexe
berechnet und mit den experimentellen Werten verglichen. Der R-Wert, der sich fiir eine
zufélliges Modell ergibt, liegt bei 0,63, wihrend er bei einem perfekten Modell R = 0
betrdgt. Im Verfeinerungsprozess wird der R-Wert optimiert und kann auch durch eine
grofere Anzahl an verwendeten Parametern beeinflusst und kiinstlich minimiert wer-
den [26]. Im Gegensatz dazu wird der freie R-Wert [27] berechnet, indem das erstellte
Model mit experimentellen Daten verglichen wird, die vor der Erstellung/Verfeinerung
des Modells entfernt wurden (iiblich sind 10 % der Daten). Er ist daher ein besseres
Qualitatsmaf fiir eine Kristallstruktur und stellt eine Art Kreuzvalidierung des Modells
dar. Kristallstrukturen, die einen freien R-Wert von iiber 0,4 aufweisen, kénnen als nicht
vertrauenswiirdig beurteilt werden [27]. Der konventionelle R-Wert und der freie R-Wert
sollten bei einem guten Modell sehr dhnliche Werte liefern, ansonsten wurde das Mo-
dell im Verfeinerungsprozess zu sehr an die experimentellen Daten angepasst und damit

auch an den experimentellen Fehler.
Temperaturfaktor

Der Temperaturfaktor oder B-Faktor, der fiir alle Atome des Modells angegeben wird,
reprasentiert die mittlere Abweichung eines Atoms von seiner Position im Modell, er
spiegelt die thermale Vibration eines Atoms im Modell wider. Wahrend dem Verfeine-
rungsprozess werden jedoch viele der Fehler des Modells, wie z. B. Unregelméfigkeiten
im Kristall, durch den Temperaturfaktor kompensiert, so dass er nicht nur die ther-

male Vibration eines Atoms représentiert. Als Qualitdtsmafl kann nicht der Wert eines
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niedrig

B-Faktor

hoch

Abbildung 2.3: Temperaturfaktor/B-Faktor von Kristallstrukturen. Dargestellt sind zwei
Protein-Ligand-Komplexe (PDB: 2BRB und 1FKN), die entsprechend ihrer Temperatur-
faktoren (atombasiert) eingefirbt wurden. Da die Verteilung der Temperaturfaktoren von
Kristallstruktur zu Kristallstruktur variiert, wurden die Atome nicht nach einem festen
Wert farbeodiert, sondern die Farbcodierung wurde entsprechend des héchsten und niede-

rigsten Temperaturfaktors innerhalb jeweiligen Struktur bestimmt. [28]

einzelnen Temperaturfaktors eines Atoms dienen, da dieser auch durch den Verfeine-
rungsprozess beeinflusst wird. Stattdessen ist die Verteilung der Temperaturfaktoren im
ganzen Modell interessant. Dabei sollten die Werte dieser relativ dhnlich fiir alle Atome
sein. Teile des Modells, die {iberdurchschnittlich hohe Temperaturfaktoren im Vergleich
zu der Umgebung aufweisen, deuten auf Ungenauigkeiten im Modell hin. Meist findet
sich in diesen Teilen des Modells auch eine geringere oder fehlende Elektronendichte,
so dass eine genaue Position der Atome im Modell eigentlich nicht festgelegt werden
kann. Abbildung zeigt die Verteilung der Temperaturfaktoren fiir zwei Protein-
Ligand-Komplexe. In dem Chk1-Kinase Komplex (2BRB) sind die Temperaturfaktoren
fiir einen Teil der Bindetasche erhoht, hier liegt auch eine schlechtere Elektronendichte
vor. Die Koordinaten der Atome in diesem Teil der Bindetasche sind daher nicht so zu-
verlassig, wodurch sich diese Struktur fiir den strukturbasierten Wirkstoffentwurf nicht
gut eignet. Der zweite Komplex, eine Beta-Sekretase mit einem Inhibitor (1FKN), zeigt
eine relativ gleichméfige Verteilung der Temperaturfaktoren auf Seiten des Proteins.
Die Temperaturfaktoren des endsténdigen Phenylrings des Inhibitors hingegen sind je-

doch stark erhoht, was auf eine Dynamik dieses Rings schliefsen 14sst.

Neben diesen einfachen Qualitdtsmafen zur Beurteilung einer Kristallstruktur gibt es

andere Moglichkeiten, wie das Erstellen eines Ramachandran-Plots, um die Torsions-
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winkel des Proteinriickgrates des erzeugten Modells zu kontrollieren. Aber auch das
Uberpriifen der molekularen Wechselwirkungen eignet sich sehr gut, um die Zuverlis-
sigkeit einer Kristallstruktur zu bestimmen, d. h. polare und geladene Atome, sollten
moglichst nicht vergraben sein, ein gutes Wasserstoffbriicken-Netzwerk sollte im Protein
ausgebildet werden konnen und hydrophobe Bereiche sollten gegen andere hydropho-
be Bereiche gelagert sein. Ein gutes Modell ist immer chemisch (Bindungsldngen und
-winkel, Chiralitét), physikalisch (keine Uberlappung von nicht kovalent gebundenen

Atomen) und kristallographisch (experimentelle Daten sollten erklart sein) valide.

2.2.2 Mogliche Probleme im Umgang mit Kristallstrukturen

Die einfachen Qualitdtsmafe, die im letzten Abschnitt vorgestellt wurden, lassen iiber-
wiegend eine globale Beurteilung einer Kristallstruktur zu. Durch Anwendung dieser
Mafle konnen unzuverlassige Strukturen ausgeschlossen werden, dennoch ist es méglich,
dass auch Strukturen mit einer hohen Auflésung und einem niedrigen freien R-Wert
Ungenauigkeiten oder Mehrdeutigkeiten in interessanten Bereichen, wie der Bindeta-
sche des Proteins, aufweisen. Daher ist es fiir den strukturbasierten Wirkstoffentwurf
wichtig, diese Mehrdeutigkeiten auszuschlieffen und sich zumindest, falls keine besse-
re Kristallstruktur zu Verfiigung steht, iiber Ungenauigkeiten bewusst zu sein. Dieser
Abschnitt zeigt einige dieser méglichen Probleme auf. Eine umfassendere Zusammen-
stellung inklusive der Konsequenzen, die dadurch im strukturbasierten Wirkstoffentwurf

entstanden sind, ist in [29] B0] zu finden.

Schon die Kristallisationsbedingungen, wie z. B. der pH-Wert, kénnen Einfluss auf die
Kristallstruktur eines Protein-Ligand-Komplexes haben und zu unterschiedlichen Bin-
dungsmodi des Liganden fiihren [31], [32]. Die verschiedenen Techniken, die bei der Kris-
tallisation angewendet werden, wie z. B. Kokristallisation oder Soaking des Liganden,
konnen ebenfalls leicht unterschiedliche Kristallstrukturen verursachen [33]. Durch eine
fehlerhafte Proteinsequenz, hervorgerufen z. B. durch Mutationen, posttranslationale
Modifikationen oder Sequenzierungsfehler, die zur Interpretation der Elektronendichte
und damit zur Generierung des Modells genutzt wurde, wird die Elektronendichte wih-
rend der Verfeinerung an den falschen Aminoséurerest angepasst. Diese Probleme und
Einwirkungen auf eine Kristallstruktur kénnen nur durch den Kristallographen selbst
oder durch intensive Studie und gute Expertise mit Kristallstrukturen erkannt werden.
Weiterhin kénnen Mehrdeutigkeiten bei der Zuordnung von Stickstoff- und Sauerstoft-

atomen in Glutaminen und Asparaginen als auch bei der Festlegung von Sauerstoff-
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und Kohlenstoffatomen in Histidinen entstehen. Diese Elemente weisen dhnliche In-
tensitdten im Beugungsexperiment auf und ihre Zuordnung in den betroffenen Ami-
nosaureresten liegt in der Interpretation des Kristallographen, der dies anhand des
Wasserstoffbriicken-Netzwerkes festlegt, das diese Reste mit umliegenden Aminoséu-
ren ausbilden kénnen. Zur Unterstiitzung wurden auch mehrere Computerprogramme
entwickelt, die das Wasserstoftbriicken-Netzwerk optimieren und so die Zuordnung der
Atomtypen iiberpriifen [34-37].

Unregelméfigkeiten im Proteinkristall fithren zu einer schlechteren Auflésung und zu
geringerer oder fehlender Elektronendichte. Dadurch wird die Modellierung des Protein-
riickgrates, aber vor allem von Aminosédure-Seitenketten erschwert, wodurch die Zuwei-
sung falscher Konformationen resultieren kann. In manchen Féllen kann keine eindeutige
Konformation zugewiesen werden, daher werden vom Kristallographen alternative Kon-
formationen in der PDB-Datei hinterlegt. Abbildung zeigt beispielhaft alternative
Konformationen fiir zwei Protein-Ligand-Komplexe, die einmal die Bindetasche und
im anderen Fall den Liganden betreffen. Flexible Seitenketten an der Oberfldche der
Bindetasche, wie z. B. von Lysinen, Glutamaten oder Argininen, weisen oftmals eine
schlechtere Elektronendichte auf und werden dann in einer Konformation modelliert,

die statisch héufig fiir diese Reste in hochaufgelosten Strukturen zu finden ist [29].

L ARG 145 A

(Konf. B)

FAR NN ‘

Abbildung 2.4: Alternative Konformationen in Kristallstrukturen. Zwei Strukturen von
Protein-Ligand-Komplexen sind gezeigt, in denen alternative Konformationen A und B
von Aminoséure-Seitenketten (PDB: 1AJP) oder des Liganden (PDB: 2CER) vorkommen.

Die Atome wurden entsprechend ihres Temperaturfaktors eingefarbt, die Heteroatome des
Liganden wurden zur besseren Ubersicht in der Elementfirbung dargestellt.
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2. Strukturbasierter Wirkstoffentwurf

Daher sollte im strukturbasierten Entwurf die Protein-Bindetasche anhand der Elektro-
nendichtekarte untersucht werden, um festzustellen, ob solche flexiblen Reste vorhanden
sind, deren Positionen nicht eindeutig festgelegt werden konnten, da sie mafsgeblich das
Resultat, z. B. im virtuellen Screening, beeinflussen kénnen.

Ein weiteres Problem entsteht durch schlecht modellierte Liganden, d. h. falsche Konfor-
mationen oder falsche chemische Struktur. In dlteren Kristallstrukturen wurden Ligan-
den teilweise nicht modelliert, da die Struktur des Makromolekiils damals von groferem
Interesse war [29] [38, 89]. Im strukturbasierten Wirkstoffentwurf ist natiirlich auch ein
korrekt modellierter Ligand von Bedeutung, um dessen molekulare Wechselwirkungen
mit der Bindetasche untersuchen zu koénnen, oder aber auch um die Bindetasche zu
lokalisieren.

Die Koordinaten, die durch den Kristallographen fiir eine Proteinstruktur gewdéhnlich
angegeben werden, beziehen sich auf die asymmetrische Einheit im Proteinkristall, also
der kleinste Baustein einer Kristallstruktur, der sich im Kristall immer wiederholt. Diese
Einheit entspricht nicht zwangslaufig der biologischen Finheit, also dem funktionsfahigen
Proteinkomplex, oder sie reprasentiert gleich mehrere biologische Einheiten des Proteins.
Daher ist es im strukturbasierten Entwurf wichtig, auf die biologische Einheit zuriick-
zugreifen, da teilweise nicht die gesamte Bindetasche in der asymmetrischen Einheit
vorliegt, z. B. wenn sie sich innerhalb der Kontaktfliche zweier Proteinketten befindet.
Ein Beispiel dazu ist in Abbildungdargestellt. In dem Streptavidin-Komplex (1DF8)
wird die biologische Einheit, ein Homotetramer, durch die asymmetrische Einheit (ein
Dimer) und ein symmetrie-verwandtes Dimer gebildet. Hierbei ist in der asymmetrischen
Einheit die Bindetasche nicht vollstdndig enthalten. In einem Proteinkristall liegen die
einzelnen Proteinketten dicht gepackt vor, so dass es auch zu unnatiirlichen Protein-
Protein-Interaktionen, den sogenannten Kristallpackungseffekten, kommen kann. Da-
durch kann die Konformation der interagierenden Aminoséurereste beeinflusst werden.
Dies ist vor allem ungiinstig, wenn im strukturbasierten Entwurf die molekularen Wech-
selwirkungen in der Bindetasche untersucht werden sollen und diese kiinstlich durch
Kristallpackungseffekte verdndert werden. Abbildung stellt einen Kristallpackungs-
effekt dar, der die Geometrie der Bindetasche beeinflusst (PDB: 103P). Betrachtet man
nur die asymmetrische Einheit, so gibt es keinen Hinweis auf die Beeinflussung der Geo-
metrie der Bindetasche. Daher ist auch eine Untersuchung der symmetrie-verwandten
Molekiile wichtig, um die Qualitdt einer Struktur fiir den strukturbasierten Entwurf
zu beurteilen. Ein anderes Problem, das ebenfalls aus der Kristallpackung resultiert,
ist die Einteilung in biologisch relevante und artifizielle Proteinkontakte [40] (vgl. Ka-
pitel . Nicht immer ist bekannt, ob ein Protein als Mono- oder Multimer vorliegt,

so dass anhand der Kristallstruktur entschieden werden muss, welche Proteinketten die
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Asymmetrische Einheit

Abbildung 2.5: Asymmetrische Einheit und Kristallkontakte. Die asymmetrische Einheit
von Streptavidin (1DF8) und Urokinase (103P) ist dargestellt. Bei Streptavidin bilden die
benachbarten symmetrieverwandten Proteinketten (in blau) die biologische Einheit, ein
Homotetramer. Bei der Urokinase ist die asymmetrische Einheit zugleich die biologische,
die benachbarte symmetrieverwandte Proteinkette (in blau) fithrt hier zu einem Kristall-
packungseffekt, der auch die Bindetasche der Urokinase beeinflusst.

biologische Einheit bilden. Eine falsche Annotation kann daher auch Probleme im struk-

turbasierten Entwurf verursachen.

Da gerade die Computerprogramme, die im strukturbasierten Entwurf verwendet wer-
den, z. B. die Docking-Programme, sehr sensitiv auf kleine Verédnderungen in den Koor-
dinaten der Strukturen reagieren, ist es wichtig die moglichen Probleme, die im Umgang
mit Kristallstrukturen auftreten konnen, bei der Auswertung von Ergebnissen zu be-

riicksichtigen.
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2.3 Molekulare Interaktionen

Bei der Entwicklung eines Wirkstoffs soll ein niedermolekulares Molekiil gefunden wer-
den, dass die Funktion eines Zielproteins beeinflussen kann. Ist das Zielprotein ein En-
zym, so konkurriert der Wirkstoff meist mit dem natiirlichen Substrat des Enzyms um
die Besetzung der Protein-Bindetasche. Eine kompetitive Hemmung des Enzyms wird
nur erreicht, wenn die molekularen Wechselwirkungen (auch Interaktionen) des Wirk-

stoffs in der Bindetasche energetisch giinstiger sind als die des Substrates.

2.3.1 Bindungsenergie von Protein-Ligand-Komplexen

Die Ausbildung eines Komplexes hiangt letztendlich davon ab, ob die Energie beider Mo-
lekiile durch ihre Assoziation giinstiger ist als im ungebundenen Zustand. Im chemischen
Gleichgewicht der Reaktion kann dies iiber ein Massenwirkungsgesetz als Verhéltnis aus
der Konzentration von ungebundenem Protein [P] und Ligand [L] zu der Konzentration

des Protein-Ligand-Komplexes [PL] bestimmt werden:

Ky= (2.1)

Dabei ist K4 die Dissoziationskonstante und steht fiir die Bindungsaffinitat eines Ligan-
den an das Protein. K; wird in der Einheit einer Konzentration mol/l (M) angegeben.
Je kleiner der Wert von K, ist, desto stabiler ist der Protein-Ligand-Komplex, d. h.
desto starker bindet der Ligand. Bei der Entwicklung von Enzyminhibitoren wird der
K 4-Wert des Inhibitors auch haufig als Inhibitionskonstante K; bezeichnet. Die experi-
mentelle Bestimmung der Inhibitionskonstante K; ist aufwendig, daher wird auch haufig
der ICsg-Wertes eines Inhibitors gemessen. Dieser Wert entspricht der Konzentration
eines Inhibitors, die benotigt wird, um die Aktivitat eines Enzyms um 50 % zu vermin-
dern. Beide Werte, IC5p und K;, hédngen von experimentellen Bedingungen wie z. B.
Temperatur oder pH-Wert ab und sind deshalb fiir unterschiedliche Protein-Ligand-
Komplexe nur schwer vergleichbar. Bei konstanten Bedingungen jedoch koénnen diese
Werte genutzt werden, um zu entscheiden, welches Molekiil stéarker an das Protein bin-
det und sich daher besser als Inhibitor eignet.

Die Dissoziations- bzw. Inhibitionskonstante steht in direkter Beziehung zu der freien
Bindungsenthalphie AG und lésst sich durch folgende Thermodynamische Gleichung in

die freie Bindungsenthalphie umwandeln:

AG = RT - In(K;) (2.2)
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Dabei ist R die allgemeine Gaskonstante und T die absolute Temperatur in Kelvin.
Eine spontane Reaktion, bzw. die Bindung eines Liganden an das Protein, lduft ab,
wenn AG < 0 ist, d. h. Energie durch den Prozess frei wird. Die freie Enthalpie AG
(auch Gibbs-Energie) kann auch durch folgende Gleichung, mithilfe der Enthalpiedn-
derung AH und der Anderung der Entropie AS bei einer bestimmten Temperatur 7T,

ausgedriickt werden:
AG =AH —TAS (2.3)

Hierbei wird deutlich, dass die freie Enthalpie aus einer enthalpischen und entropi-
schen Komponente besteht, die beide beriicksichtigt werden miissen. Die Bindungsener-
gie von nanomolaren Inhibitoren liegt im Bereich von AG = —35 - —55k.J/mol, dabei
konnen die einzelnen enthalpischen und entropischen Beitrage jedoch deutlich grofser
sein; bei der Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes kommt es hdufig zu einer soge-
nannten Enthalpie- Entropie- Kompensation [41, [42]. Dies ist ein bekannter Effekt in der
Leitstruktur-Optimierung. Die freie Enthalpie eines Protein-Ligand-Komplexes kann ex-
perimentell durch Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmt werden. Dabei ist es
auch moglich, den enthaltenen enthalpischen und entropischen Anteil zu ermitteln. Ei-
ne genaue Berechnung der freien Enthalpie hingegen stellt eine grofe Herausforderung
dar. Daher werden zur Abschétzung der freien Bindungsenthalpie im strukturbasier-
ten Wirkstoffentwurf einige Vereinfachungen herangezogen, wie die Ableitung der Bin-
dungsenergie auf verschiedene Typen von molekularen Interaktionen. Weiterhin werden
Annahmen beziiglich der Additivitéit einzelner Wechselwirkungsbeitrige gemacht. Eine
besondere Schwierigkeit besteht auch in der Beriicksichtigung von Desolvatisierungsef-
fekten, die eine grofe Rolle bei der Bildung eines Protein-Ligand-Komplexes spielen.
Die Bindungsenergie wird im strukturbasierten Wirkstoffentwurf meist mithilfe einer
Bewertungsfunktion (Kapitel abgeschétzt, die die verschiedenen Interaktionstypen
in einem Protein-Ligand-Komplex ermittelt und iiber deren Beitrége die Gesamtenergie

bestimmt.

2.3.2 Interaktionstypen in Protein-Ligand-Komplexen

Zur Leitstruktur-Optimierung ist eine Identifizierung von méglichen Interaktionen in
der Protein-Bindetasche wichtig, so dass das potentielle Wirkstoffmolekiil gezielt mo-
difiziert werden kann, um die geeigneten Wechselwirkungsgruppen aufzuweisen. Dabei
sind die wichtigsten Interaktionstypen, die in Protein-Ligand-Komplexen auftreten, wie
folgt:
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Wasserstoffbriicken

Eine Wasserstoffbriicke wird durch eine Dipol-Dipol-Interaktion bewirkt und stellt da-
mit eine elektrostatische Wechselwirkung dar [43]. Sie bildet sich iiblicherweise zwischen
zwei elektronegativen Atomen (Stickstoff oder Sauerstoff), wobei eines der Atome eine
Bindung zu einem Wasserstoffatom aufweist, der Wasserstoffbriickendonor, und das an-
dere Atom ein freies Elektronenpaar besitzt, der Wasserstoffboriickenakzeptor. Wird eine
Wasserstoffbriicke ausgebildet, so ist der Abstand der Schweratome meist kleiner als die
Summe ihrer Van-der-Waals-Radien. Eine Wasserstoffbriicke ist stark gerichtet, d. h. sie
ist vom Winkel der Interaktionspartner zueinander abhéngig. Dabei sollte das Proton
des Donors moglichst genau auf das freie Elektronenpaar des Akzeptors zeigen (vgl. Ta-
belle[2.1)) [44]. Damit hat die Wasserstoffbriicke auch einen kovalenten Charakter, jedoch
liegt ihre Bindungsstérke meist weit unter dem einer kovalenten Bindung. Die Bindungs-
energie einer Wasserstoffbriicke betriagt in vacuo in der Regel weniger als —25 k.J/mol
[45]. Ist jedoch einer der Bindungspartner geladen, so entsteht eine ladungsunterstiitzte
Wasserstoffbriicke, die eine hohere Bindungsenergie in vacuo aufweisen kann. Die In-
teraktion von Protein und Ligand findet im Organismus hingegen in wéssriger Losung
statt, deshalb ist der Beitrag einer Wasserstoftbriicke zur Bindungsenergie eines Protein-
Ligand-Komplexes durch die Desolvatisierungskosten der Bindungspartner deutlich re-
duziert. Meist liegt die Energie von intermolekularen Wasserstoffbriicken im Bereich
zwischen —2 und —6 k.J/mol [40], jedoch kann eine Wasserstoftbriicke, die stark von
ihrer idealen Geometrie abweicht, durch Desolvatisierungseffekte auch ungiinstig beitra-
gen [47]. Ladungsunterstiitzte Wasserstoffbriicken leisten, bedingt durch héhere Desol-
vatisierungskosten, im Durchschnitt auch keinen grofseren Beitrag zur Bindungsenergie
eines Protein-Ligand-Komplexes [44]. Neben den klassischen Wasserstoftbriicken werden
auch sogenannte schwache Wasserstoffbriicken untersucht, die nicht zwischen zwei elek-
tronegativen Atomen ausgebildet werden. Alternativ sind CH-Gruppen, m-Elektronen

oder auch Flouratome daran beteiligt [48, [49].

Ionische Wechselwirkung

Ein weiterer Interaktionstyp elektrostatischen Ursprungs in Protein-Ligand-Komplexen
bilden die ionischen Wechselwirkungen oder auch Salzbriicken. Diese entstehen, wenn
zweil gegensitzlich geladene Gruppen, z. B. eine Carboxylat-Gruppe und ein Benzami-
din, miteinander interagieren. Dabei kann sich auch die ionische Wechselwirkung mit
einer Wasserstoffbriicke iiberlagern. Ionische Wechselwirkungen weisen eine hohe Bin-
dungsstérke durch ihre elektrostatische Anziehung auf, die in vacuo bis zu —400 kJ/mol
betragen kann [50]. Der Beitrag einer Salzbriicke zur Bindungsenergie in einem Protein-

Ligand-Komplex ist durch die erhéhten Desolvatisierungskosten &hnlich dem einer unge-
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T Allgemeine Geometrie Art des Energie
P Beschreibung Parameter Beitrags [kJ/mol]
D=27-324A in Vacuo
<(A---H — D) < _95
Wasserstoftbriicke = 160 - 200 ° enthalpisch .
in Wasser
<(R — A---H) 9. _¢
=100 - 260 °
D=2-25A4A
Metallkoordinierung <(R — D---M) enthalpisch
=160 - 200 °
N Vacuo
. / ~2--10
Hydropho.be psjanz D=34-40A4A entropisch ~ in Wasser
Wechselwirkung 70 - —195
hydrophobe Oberflache J/mol At

Tabelle 2.1: Typische molekulare Wechselwirkungen in Protein-Ligand-Komplexen.

ladenen Wasserstoffbriicke [44]. Ob sich anstatt einer Wasserstoffbriicke eine Salzbriicke
in einem Protein-Ligand-Komplex bildet, hingt von dem pH-Wert der wassrigen Lo-
sung und von den pK,-Werten der Wechselwirkungspartner ab. Im strukturbasierten
Entwurf muss daher auch der pH-Wert, bei dem die Komplexbildung stattfinden soll,

berticksichtigt werden.

Metallkoordination

Ein besonderer Interaktionstyp, der in Metalloenzymen auftritt, ist die Metallkoordina-
tion. Das Metallion, das sich in der Protein-Bindetasche befindet, geht dabei eine koor-
dinative Bindung mit den umgebenden Aminosdureresten, meist Histidine, Aspartate
oder Cysteine, in einer ganz bestimmten, auch vom Metallion abhéngigen, Koordinati-
onsgeometrie ein. Das Metallion bildet den Akzeptor, der ein freies Elektronenpaar des

Bindungspartners (Donor) annimmt. Wird das Metallion fir die katalytische Funktion
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bendtigt, z. B. in Metalloproteasen, so bindet in der Regel auch der Ligand iiber eine ko-
ordinative Bindung an eine freie Koordinationsstelle des Metallions. In Protein-Ligand-
Komplexen finden sich verschiedene Koordinationsgeometrien der Metallionen. Typisch
sind Polyeder, wie Tetraeder, planares Rechteck, trigonale Bipyramide oder Oktaeder.
Manche Metallionen kénnen auch je nach Ligand verschiedene Koordinationsgeometrien
annehmen [5I]. Die Metallkoordination ist durch ihre Koordinationsgeometrie ebenso
wie die Wasserstoffbriicken-Bindung eine stark gerichtete Wechselwirkung (vgl. Tabel-
le . Der Energiebeitrag einer koordinativen Bindung ist schwer zu bestimmen. Er
liegt wahrscheinlich deutlich iber dem anderer elektrostatischer Wechselwirkungen in
Protein-Ligand-Komplexen, unterscheidet sich jedoch je nach Metallion, Komplex und
Koordinationsgeometrie. Mutationsexperimente, wie sie zur Abschatzung des Beitrags
von Wasserstoff- oder Salzbriicken durchgefiihrt werden, sind bei Metallionen nicht mog-
lich. Die Relevanz vollstandig besetzter Koordinationsgeometrien, wird in der Untersu-
chung von Kristallstrukturen bestétigt, in denen freie Koordinationsstellen immer durch

ein Wassermolekiil abgesattigt werden.

Hydrophobe Wechselwirkungen

Hydrophobe Wechselwirkungen entstehen, wenn sich aliphatische und aromatische Grup-
pen des Liganden an apolaren Aminoséduren des Proteins anlagern. Dieser Interaktions-
typ ist ungerichtet und hangt nur von der Distanz beider Gruppen ab (vgl. Tabelle .
Der energetische Beitrag einer solchen Wechselwirkung wird meist iiber die Anderung
der hydrophoben Oberfliche durch die Komplexbildung bestimmt. Dabei wurden in
verschiedenen Studien iiber die Verteilung von Molekiilen im Oktanol-Wasser-System
und die Stabilitdt von Proteinen Energiewerte ermittelt, die im Bereich von —70 bis
—125 kJ/mol A=2 liegen [52-54]. Der Hauptanteil der Energie entsteht jedoch nicht
direkt durch die schwachen Anziechungskrifte der Gruppen zueinander (Van-der-Waals-
Kraft) (vgl. Tabelle in vacuo —2 - —10 kJ/mol [50]), sondern durch einen entro-
pischen Desolvatisierungsbeitrag, den hydrophoben Effekt (Kapitel . Eine andere
besondere Form der hydrophoben Wechselwirkungen stellen die m-m-Interaktionen dar,
die von aromatischen Ringen gebildet werden kénnen. Hierbei existieren zwei bevorzugte
Geometrien der Ringe zueinander, die parallele, leicht verschobene Ausrichtung in einem
Abstand von 3,4 - 3,6 A und die vertikale T-férmige Ausrichtung in einem Abstand von
3,6-38A [44]. Diese entstehen durch eine giinstige Uberlappung der m-Orbitale der aro-

matischen Ringe und die damit verbundene Induzierung eines Quadrupol-Moments [55].

Neben diesen klassischen Interaktionstypen treten in Protein-Ligand-Komplexen auch

Kation-m-Interaktionen und Halogen-Briicken auf, die durch die statistische Analy-
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se von Kristallstrukturen gefunden wurden [506], [57]. Kation-m-Interaktionen entstehen
durch die Wechselwirkung eines Kations, meist ein Ammonium, mit einem aromati-
schen Ring, in einem Abstand von 3,4 - 4,0 A [44]. Diese Interaktion beruht auf einem
Polarisationseffekt zwischen der positiven Ladung des Kations und den mw-Elektronen
des aromatischen Rings [50]. Besonders stabil ist die Wechselwirkung, wenn es sich
um quartire Ammoniumverbindungen handelt, hierbei wird der Energiebeitrag nicht
durch die hohen Desolvatisierungskosten der NH-Gruppen des Ammoniums kompen-
siert [58, [59]. Halogen-Briicken bilden sich zwischen Halogenen (Chlor, Brom oder Iod)
und klassischen Wasserstoffakzeptoren, meist jedoch einer Carbonyl-Gruppe. Es han-
delt sich dabei um eine gerichtete, elektrostatische Wechselwirkung, wobei der Abstand
der Wechselwirkungspartner wie bei Wasserstoftbriicken auch unterhalb der Summe
der Van-der-Waals-Radien liegen kann (2,9 - 3,5 A) [44, 60]. Der Energicbeitrag einer
Halogen-Briicke ist deutlich schwécher als der einer Wasserstoffbriicke, er steigt mit der
Grofe des Halogenatoms [44].

Zur statistischen Analyse der verschiedenen Typen von molekularen Interaktionen in
Protein-Ligand-Komplexen wurden Kristallstrukturen aus der PDB nach signifikant
héufig auftretenden Wechselwirkungen untersucht [61H65]. Weiterhin wurden fiir ver-
schiedene funktionellen Gruppen die Verteilung der Wechselwirkungspartner bestimmt,
so dass bevorzugte Interaktionsdistanzen und -winkel abgeleitet werden konnen [44] [66-
69]. Zuséatzlich existieren Computerprogramme, wie z. B. GRID [70], die die Oberfla-
che der Bindetasche nach gilinstigen Interaktionen, sogenannten Hot Spots, absuchen,
um das Ableiten strukturbasierter Pharmakophor-Hypothesen zu ermdglichen [71]. Ein
Problem bei der Einteilung der Interaktionen in Typen und einzelne Energiebeitrige
ist die Annahme der Additivitdt dieser Beitrdge. Diese ist nicht immer gegeben, in
manchen Protein-Ligand-Komplexen wurde eine Kooperativitéit einzelner Wechselwir-
kungen beobachtet [72] [73]. Letztere wird meist durch eine gegenldufige Entwicklung

von enthalpischen und entropischen Beitrigen verursacht.

2.3.3 Entropische Beitrige in Protein-Ligand-Komplexen

Eine grofe Herausforderung im strukturbasierten Wirkstoffentwurf ist die Beriicksichti-
gung von entropischen Beitrdgen zur freien Bindungsenthalpie. Diese kénnen im Grunde
nicht in einzelne Interaktionen heruntergebrochen werden, sondern entstehen iiberwie-
gend durch die Wechselwirkungen der Molekiile mit den umgebenden Wassermolekii-
len. Im ungebundenen Zustand wird das tetraedrische Wasserstoftbriicken-Netzwerk,

das zwischen den einzelnen Wassermolekiilen besteht [74], durch Ligand und Protein,
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besonders aber durch die apolaren Gruppen, gestort. Durch die Komplexbildung werden
Ligand und Protein desolvatisiert, das Wassernetzwerk muss sich ebenfalls reorganisie-
ren. Dies hat entropische als auch enthalpische Beitrage zur Bindungsenergie zur Fol-
ge. Durch das Aufbrechen von Wasserstoffbriicken zwischen den Molekiilen erhoht sich
die Entropie, wihrend durch die Bildung neuer Wasserstoffbriicken im Protein-Ligand-
Komplex als auch zwischen den Wassermolekiilen ein enthalpischer Energiegewinn her-
vorgeht. Wahrend die Desolvatisierung von apolaren Gruppen und ihre anschliefsende
Zusammenlagerung im Komplex in einem energetisch giinstigen hydrophoben Effekt re-
sultiert, kann der Energieverlust durch die Desolvatisierung von polaren Atomen nur
durch die Ausbildung neuer Wasserstoffbriicken im Protein-Ligand-Komplex kompen-
siert werden.

Eine weitere Entropieéinderung wird durch die Einschrankung der Freiheitsgrade von Li-
gand und Rezeptor durch die Komplexbildung verursacht. Die Aminosédure-Seitenketten
der Protein-Bindetasche und die Konformation des Liganden werden durch die Bindung
der Molekiile teilweise fixiert, wodurch sich ein Entropieverlust ergibt. Auch hier ist die
genaue Bestimmung der Gréfe dieses Entropieverlusts schwierig, da zum einen die Mo-
lekiile auch im Komplex eine gewisse Mobilitdt behalten [42] und zum anderen die
Konformation der Molekiile auch schon im ungebundenen Zustand durch das Wasser-

netzwerk eingeschriankt wird.

2.4 Molekulares Docking

Molekulares Docking ist eine computerbasierte Methode, die in verschiedenen Phasen
des strukturbasierten Wirkstoffentwurfs eingesetzt wird. Die Hauptanwendung liegt
im strukturbasierten virtuellen Screening, jedoch dient es auch in der Leitstruktur-
Optimierung zur Vorhersage des Bindungsmodus der modifizierten Leitstrukturen. Wei-
terhin wird die Docking-Methodik im de novo-Entwurf [75] verwendet, um kleine Frag-
mente in der Bindetasche des Proteins zu platzieren und anschlieffend miteinander zu
einem vollstdndigen Molekiil zu verbinden [76].

Im molekularen Docking wird versucht, den bioaktiven Bindungsmodus zweier Molekiile
vorherzusagen, wobei es sich bei den Molekiilen im strukturbasierten Wirkstoffentwurf
meist um ein Protein, Enzym oder Rezeptor und einen niedermolekularen Liganden
handelt. Dariiber hinaus existieren auch Ansétze, die sich auf die Bindung von Markro-
molekiilen, wie Proteinen oder DNS, konzentrieren [77, [78], diese werden hier jedoch
nicht weiter beschrieben. Um den bioaktiven Bindungsmodus eines Liganden an ein
Protein zu bestimmen, werden im Docking verschiedene Konformationen des Liganden

in der Bindetasche des Proteins erzeugt (auch als Posen bezeichnet), bevor anschliefend
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mit einer Bewertungsfunktion (Kapitel die beste Konformation beziiglich verschie-
dener Kriterien, z. B. Interaktionen mit dem Protein oder geometrische Kompatibilitét,
gesucht wird. Diese entspricht im idealen Fall der bioaktiven Konformation, die auch
in einer Kristallstruktur des Protein-Ligand-Komplexes eingenommen werden wiirde.
Alternativ zum molekularen Docking werden auch Molekiildynamik-Simulationen zur
Losung dieser Fragestellung eingesetzt. Diese sind jedoch zeit- und ressourcenintensiver,

so dass sie nicht im virtuellen Screening eingesetzt werden kénnen.

2.4.1 Verschiedene Ansitze im molekularen Docking

Die erste Docking-Methode DOCK, die 1982 von Kuntz et al. veréffentlicht wurde [79],
behandelte beide Molekiile, Protein und Ligand, als starre Strukturen und nutzte aus-
schlieflich geometrische Kriterien, um den Liganden in die Bindetasche einzupassen.
In der weiteren Entwicklung von Docking-Methoden wurde der Ligand flexibel model-
liert, d. h. verschiedene Konformationen des Liganden werden wahrend einer Docking-
Berechnung in der Bindetasche des Proteins konstruiert. Die Flexibilitat der Bindetasche
hingegen ist durch die Einfiihrung zuséatzlicher Freiheitsgrade und der damit verbun-
denen hoheren Berechnungskomplexitit ein grofses Problem im molekularen Docking.
Dies wird anschliefsend als eine der Herausforderungen diskutiert. Die Ligandflexibilitat
wird unterschiedlich in den verschiedenen Docking-Programmen realisiert. Eine grobe
Einteilung in drei verschiedene Ansétze kann dabei vorgenommen werden: Fragment-
basierte Methoden, stochastische Methoden und Multikonformer-Methoden. Selbst nur
die Beriicksichtigung der Flexibilitdt des Liganden resultiert in einem hochdimensio-
nalen Suchraum, so dass Vereinfachungen (z. B. Diskretisierung von Torsionswinkeln
oder Wechselwirkungsgeometrien) und Heuristiken bei der Suche angewendet werden,

um eine effiziente Losungsstrategie des Problems zu ermoglichen.
Fragmentbasierte Methoden

In fragmentbasierten Methoden wird der Ligand vor dem Docking in kleinere, meist
rigide Fragmente unterteilt. Anschlieffend wird er entweder durch einen inkrementellen
Aufbau (z. B. in FLEXX [80] oder DOCK4.0 [81]) oder durch einen sogenannten Place-
and-Join-Algorithmus (z. B. in SURFLEX [82] oder EHITS [83]) fragmentweise in der
Bindetasche des Proteins rekonstruiert. Bei jedem Anbauschritt wird der Konforma-
tionsraum des Liganden durch Anfiligen der einzelnen Fragmente in unterschiedlichen

Torsionen exploriert. Der Konformationsraum kann dabei nicht vollstdndig abgesucht
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werden, sondern meist werden aus statistischen Analysen abgeleitete Torsionswinkel-
potenziale (z. B. MIMUMBA [84] 85]) verwendet, die die bevorzugten Torsionswinkel
zweier Fragmente enthalten. Wéhrend im inkrementellen Aufbau ausgehend von einem
Basis-Fragment, das zuvor ausgewéhlt und in der Bindetasche platziert wurde, der Li-
gand vollstdndig rekonstruiert wird, werden in der Place-and-Join-Methode mehrere
starre Fragemente in der Bindetasche platziert, bevor anschlieftend der Ligand mithilfe
der flexiblen Fragmente zusammengesetzt wird. Jede Platzierung eines Fragments, auch
der Anbau von Fragmenten, wird mit einer Bewertungsfunktion beurteilt. Dabei spielen
geometrische als auch Kriterien, die die molekularen Interaktionen des Fragmentes mit
der Bindetasche betreffen, eine Rolle. Um die Anzahl der generierten Posen weiter zu
reduzieren, wird z. B. in FLEXX ein heuristischer Greedy-Algorithmus beim Aufbau des
Liganden verwendet, so dass nur die besten Zwischenlosungen als Ausgangspunkt fiir
den néchsten Anbauschritt verwendet werden. Dadurch wird jedoch nicht immer das
globale Optimum gefunden. Bei Place-and-Join-Methoden kann eine gespannte Konfor-
mation der Liganden erzeugt werden. Daher wird die finale Konformation des Liganden

anschliefend in der Bindetasche lokal minimiert [83].
Stochastische Methoden

In stochastischen Methoden wird im ersten Schritt eine beliebige Konformation des Li-
ganden in der Bindetasche des Proteins platziert. Der Konformationsraum des Liganden
wird anschlieffend in der Bindetasche abgesucht, indem die Torsionswinkel zuféllig va-
riiert werden. Der Ligand wird zusétzlich translatiert und rotiert, um den bioaktiven
Bindungsmodus finden zu kénnen. Dabei werden verschiedene Algorithmen verwendet,
um die zufélligen Verdnderungen zu bestimmen und um zu entscheiden, ob eine Kon-
formation beibehalten wird und als Startpunkt im néchsten Verdnderungsschritt dient.
Zu den etabliertesten Methoden gehort dabei die Monte-Carlo-Methode (z. B. in ICM
[86]) oder auch sogenannte genetische Algorithmen (z. B. in GOLD [87, [88] oder in
AuTopOCK [89)]).

In der Monte-Carlo-Methode wird in jedem Schritt eine zuféllige Verdnderung beziig-
lich der Torsionswinkel, der Rotation oder der Translation des Liganden durchgefiihrt.
Anschliefsend wird die neue Konformation des Liganden minimiert, bevor sie mit ei-
ner Bewertungsfunktion beurteilt wird. Ist diese besser als die Ausgangskonformation,
so wird sie zur Startkonformation des néchsten Schritts. Anderenfalls wird nach dem
Metropolis-Kriterium, das auf einer Boltzmann-Verteilung beruht, entschieden, ob die
neue Konformation den Startpunkt des nédchsten Schritts darstellt, oder ob sie ver-

worfen wird. Die Monte-Carlo-Methode kann auch mit einem simulierten Abkihlungs-
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prozess gekoppelt werden, um in einem Energieminimum zu konvergieren. Zu Beginn
der Suche wird dabei ein hoher Temperaturparameter gewahlt wird, so dass durch das
Metropolis-Kriterium fast keine Konformation des Liganden abgelehnt wird und damit
auch Energiebarrieren iiberwunden werden koénnen.

Genetische Algorithmen imitieren den evolutionédren Prozess bei der Suche nach der bio-
aktiven Konformation des Liganden. Dazu wird die Konformation eines Liganden (hier
als Individuum bezeichnet) in einem Chromosom kodiert, wobei die Torsionswinkel, die
Rotation und die Translation jeweils die einzelnen Gene darstellen. Diese werden dann
in jedem Schritt zufdllig mutiert oder eine zuféllige Rekombination der Chromosomen
(Crossover) wird durchgefiihrt. Dadurch entsteht eine neue Generation von Individuen,
die durch eine Fitnessfunktion (=Bewertungsfunktion) beurteilt werden. Nur die besten
Individuen werden durch Selektion fiir die Erzeugung der ndchsten Generation ausge-
wahlt.

Durch die zufélligen Verdnderungen und das probabilistische Akzeptanzkriterium dieser
Methoden konnen die Resultate verschiedener Docking-Berechnungen variieren. Daher
werden haufig mehrere Docking-Berechnungen durchgefiihrt, um eine bessere Konver-

genz zu erhalten.

Multikonformer-Methoden

In Multikonformer-Methoden wird die Flexibilitdt des Liganden mithilfe eines Konfor-
mationsensembles modelliert. Dazu werden vor dem eigentlichen Docking-Prozess viele
verschiedene Konformationen eines Liganden generiert, die anschliefend starr in der
Bindetasche des Proteins platziert und bewertet werden. Die Platzierung erfolgt ent-
weder auf Basis eines Vergleichs der Form der Bindetasche mit der Form des Liganden
(z. B. in FRED [90]) oder durch die Superpositionierung von spezifischen Charakteris-
tika (z. B. Distanz von Wechselwirkungsgruppen) der beiden Molekiile (z. B. in TRIXX
[01, ©2]). Der Vorteil dieser Methoden liegt vor allem in ihrer Effizienz, jedoch ist die
Chance die bioaktive Konformation des Liganden zu bestimmen an die zuvor generier-
ten Konformationen gebunden. In GLIDE [93] werden daher die erzeugten Konformere
nur grob in der Bindetasche platziert, bevor die besten Posen anschlieffend minimiert
werden und mithilfe einer Monte-Carlo-Suche zusétzlich die Torsionen des Liganden

optimiert werden.
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2.4.2 Herausforderungen im molekularen Docking

Molekulares Docking ist aufgrund der vielen Freiheitsgrade ein multidimensionales Op-
timierungsproblem. Die Flexibilitdt des Liganden ist dabei nur ein Freiheitsgrad, der
neben der Rotation und Translation des Liganden in den meisten Docking-Programmen
bertiicksichtigt wird. Dies ist im Grunde jedoch nicht ausreichend, um die Bindung eines
niedermolekularen Liganden an ein Protein zu beschreiben. Eine grofse Rolle spielt auch
die Flexibilitdt von Proteinen, diese konnen durch eine induzierte Anpassung verschiede-
ne Molekiile binden [94]. Die Flexibilitdt reicht von unterschiedlichen Konformationen
der Seitenketten bis hin zur Bewegungen ganzer Protein-Doménen bei der Bindung.
Bisher wird die Proteinflexibilitdt im molekularen Docking durch zwei unterschiedliche
Anséitze, dem Ensemble Docking (z. B. FLEXE [95] oder FITTED [96]) oder dem In-
duced Fit Docking (z. B. SLIDE [97]), modelliert [98]. Wahrend im Ensemble Docking
verschiedene Konformationen des Proteins vor dem Docking erzeugt werden, in die der
Ligand anschlieRend platziert wird, wird im Induced Fit Docking eine Uberlappung
zwischen Protein und Ligand bei der Platzierung zugelassen, die durch eine Minimie-
rung des Komplexes kompensiert werden soll. Neben der zusétzlichen Komplexitéit in
der Docking-Berechnung durch die Modellierung von Proteinflexibilitat und der Schwie-
rigkeit der Erzeugung einer validen Proteinkonformation ist vor allem die Bewertung
und die Identifizierung der bioaktiven Konformation eine groffe Herausforderung. In
den meisten Ansétzen werden die enthalpischen und entropischen Beitrage, die durch
die Konformationsinderung innerhalb des Proteins entstehen, nicht berticksichtigt [99].
Einen weiteren Freiheitsgrad stellen auch die verschiedenen Protonierungszustédnde,
Tautomere und freidrehbare funktionellen Gruppen beider Molekiile dar. Diese haben
unmittelbar Einfluss auf die Wechselwirkungen, die zwischen den Molekiilen ausgebil-
det werden konnen und somit auch auf die Resultate im molekularen Docking [100]. Die
verschiedenen Zustédnde des Liganden kénnen vor dem Docking erzeugt werden, jedoch
sind auch in der Bindetasche verschiedene Protonierungszustinde fiir Aminoséuren, wie
Aspartat, Glutamat oder Histidin moglich. Die Realisierung aller méglichen Zusténde
wahrend eines Dockings erhoht nicht nur zusétzlich die Komplexitdt der Berechnung,
sondern ist auch nur dann sinnvoll, wenn die Bewertungsfunktion zwischen den ver-
schiedenen Zustdnden unterscheiden und den bioaktiven Zustand herausfiltern kann.
Letzteres ist bisher die Hauptursache fiir schlechtere Docking-Resultate, trotz der Er-
zeugung verschiedener Zusténde [100].

Protein und Ligand binden in wéssriger Losung. Daher sind in manchen Komplexen
auch Wassermolekiile an der Bindung beteiligt. Diese sind teilweise sogar essentiell da-

fiir. Die Einbeziehung dieser Wassermolekiile im molekularen Docking stellt eine weitere
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Herausforderung dar. Es existieren Docking-Ansétze, in denen vorhandene Kristallwas-
ser wiahrend der Docking-Berechnung an- und abgeschaltet werden kénnen [96] TOTHI03].
In FLEXX koénnen dariiber hinaus auch giinstige Positionen fiir potentielle Wassermole-
kiile im Docking vorhergesagt werden [I01]. Die Schwierigkeit besteht primér jedoch in
der Entscheidung, ob ein Wassermolekiil bei einer Bindung benétigt wird. Das wieder-
um héngt von der Bindungsenergie jedes einzelnen Wassermolekiils ab [42] und miisste
daher von der Bewertungsfunktion richtig abgeschétzt werden.

Im Grunde ist neben der erhéhten Komplexitit bei der Beriicksichtigung aller dieser
Freiheitsgrade und der damit verbunden Herausforderung einer effizienten Berechnung
insbesondere die richtige Beurteilung eines Protein-Ligand-Komplexes durch eine Be-

wertungsfunktion gefordert.

2.5 Protein-Ligand-Bewertungsfunktionen

Die energetische Bewertung eines Protein-Ligand-Komplexes ist eines der grundlegenden
Probleme im strukturbasierten Wirkstoffentwurf. Erst eine realistische Abschétzung der
Bindungsenergie ermdoglicht die Entscheidung, ob ein Molekiil als potentieller Wirkstoff
in Frage kommt. Wahrend es verschiedene experimentelle Messverfahren gibt, die die
Affinitdt eines Molekiils zu einem Zielprotein bestimmen, so ist eine zuverldssige, com-
putergestiitzte Berechnung der Bindungsenergie immer noch nicht moglich. Gute Ergeb-
nisse liefern bisher Simulationsverfahren, die in Abschnitt kurz vorgestellt werden.
In diesen Verfahren werden alle bei der Bindung beteiligten Molekiile beriicksichtigt,
das bedeutet vor allem auch die umgebenden Wassermolekiile. Diese Verfahren sind
aufgrund der komplexen Berechnungen sehr zeit- und speicherintensiv. Sie eignen sich
daher eher zur Bewertung einzelner Komplexe. Gerade im molekularen Docking oder
im virtuellen Screening wird aber eine Bewertung bendétigt, die im Millisekunden- bis
Sekundenbereich anhand einer einzigen Protein-Ligand-Komplexgeometrie die Entschei-
dung zulésst, ob sich ein Molekiil fiir weitere Untersuchungen eignet. Dies fithrte zur Ent-
wicklung sogenannter Protein-Ligand-Bewertungsfunktionen oder Scoring-Funktionen,
die einen Kompromiss aus Genauigkeit und Effizienz darstellen.

Eine Bewertungsfunktion hat verschiedene Anwendungsbereiche im computergestiitz-
ten Wirkstoffentwurf. Zum einen wird sie im molekularen Docking eingesetzt, um die
bioaktive Konformation des Liganden unter allen vom Docking erzeugten Posen zu be-
stimmen. Im virtuellen Screening wird sie genutzt, um zwischen aktiven und inaktiven
Molekiilen eines Zielproteins zu unterscheiden. Weiterhin wird sie in der Leitstruktur-
Optimierung zur Vorhersage der Bindungsaffinitdt benotigt. In verschiedenen Vergleichs-

studien hat sich gezeigt, dass die Vorhersage der Bindungsaffinitit mit Abstand die
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grofte Herausforderung fiir eine Bewertungsfunktion darstellt [5-8].

Wie bereits im letzten Abschnitt 2.4] beschrieben, wird schon wihrend der Docking-
Berechnung eine Bewertungsfunktion eingesetzt, um die Platzierung des Liganden in
der Bindetasche in die richtige Richtung zu lenken. Hierbei ist vor allem wichtig, dass
eine Uberlappung zwischen den Atomen der Molekiile erkannt und verhindert wird sowie
die Erzeugung einer energetisch giinstigen Konformation des Liganden und die Maxi-
mierung der moglichen intermolekularen Wechselwirkungen angestrebt wird. Dies sind
jedoch nicht unbedingt die Beitrdge, die zu einer guten Abschétzung der Bindungs-
energie fiihren, daher werden teilweise unterschiedliche Bewertungsfunktionen fiir die
verschiedenen Phasen eingesetzt (= Nachbewertung) oder kombiniert (= Konsensus-
Bewertung), um die Stirken jeder Funktion optimal zu nutzen. Durch die zentrale Be-
deutung der Bewertungsfunktionen im computergestiitzten Wirkstoffentwurf, wurden
in den letzten Jahren zahlreiche, verschiedene Bewertungsfunktionen entwickelt. Eine
Ubersicht dariiber findet sich z. B. in [4, 42} 99, T04]. Im Folgenden werden die grundle-
genden Ansétze der klassischen Bewertungsfunktionen vorgestellt und die bestehenden

Herausforderungen diskutiert, des Weiteren werden alternative Ansétze aufgezeigt.

2.5.1 Klassische Bewertungsfunktionen

Aufgrund der unterschiedlichen Anforderungen an eine Bewertungsfunktion haben sich
verschiedene Typen von Bewertungsfunktionen entwickelt, die sich generell in drei Kate-
gorien einteilen lassen: Kraftfeldbasierte Bewertungsfunktionen, empirische Bewertungs-
funktionen und wissensbasierte Bewertungsfunktionen. Bewertungsfunktionen stellen
im Allgemeinen einen mathematischen Ausdruck dar, um die Energie von nicht-ko-
valenten Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand abzuschatzen. Dabei wird
angenommen, dass die Energie in einzelne Beitrage aufgeteilt werden kann und eine

Additivitdt der paarweisen Protein-Ligand-Interaktionen vorliegt.
Kraftfeldbasierte Bewertungsfunktionen

In kraftfeldbasierten Bewertungsfunktionen (z. B. in DOCK [105], Autodock [89] [106]
oder GOLD [88]) sind einzelne Terme der Funktion von Kraftfeldmethoden abgeleitet.
Kraftfelder wurden in der Chemie entwickelt, um die Energie eines Molekiils oder auch
zwischen verschiedenen Molekiilen zu bestimmen und damit die Vorhersage einer ener-
getisch giinstigen Konformation des Molekiils bzw. der Komplexgeometrie zu ermdogli-

chen. Dazu werden einerseits kovalente Energiebeitrage berechnet, d. h. die Abweichung
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von idealen Bindungsldngen und Bindungswinkeln als auch die Potenziale der Torsions-
winkel. Des Weiteren werden Van-der-Waals und elektrostatische Wechselwirkungen
nicht unmittelbar benachbarter Atome (in einem Abstand von mindestens vier Bindun-
gen) bzw. zwischen Atomen unterschiedlicher Molekiile beriicksichtigt. Diese werden in
der Regel durch einen Lennard-Jones-Term und ein Coulomb-Potenzial beschrieben. Es
existieren verschiedene Kraftfelder, die speziell fiir Makromolekiile wie Proteine oder
DNA angepasst oder entwickelt wurden, z. B. AMBER [107, [108], OPLS-AA [109, 110],
CHARMM [IT1), 1T2] und GROMOS [113]. Diese Kraftfelder wurden anhand von ex-
perimentellen Daten und quantenchemischen Berechnung kalibriert. Sie enthalten viele
verschiedene Parameter fiir die unterschiedlichen Atomtypen. Die klassischen Kraft-
felder enthalten keine Terme, die die Entropie ermitteln, sondern sie werden meist in
Kombination mit Simulationsmethoden, wie Monte-Carlo (MC) oder Molekiildynamik
(MD) Simulation, verwendet. In diesen wird auch das Losungsmittel entweder durch
explizite Modellierung der Wassermolekiile oder impliziert, z. B. durch die Verwendung
einer Dielektrizitdtskonstante, berticksichtigt. Somit werden entropischen Beitrége, die
durch die Dynamik der Molekiile selbst und durch die Interaktion der Molekiile mit dem
Losungsmittel entstehen, in die Berechnung miteinbezogen.

Eine der ersten kraftfeldbasierten Bewertungsfunktionen wurde im Zusammenhang mit
dem Docking-Programm GOLD entwickelt [87, [88]. In der GoldScore-Funktion wurden
Terme und Parameter aus dem Tripos Kraftfeld [I114] zur Berechnung der Van-der-
Waals-Energie und des Torsionswinkelpotenzials des Liganden {ibernommen. Zusétzlich
enthélt die GoldScore-Funktion einen Term zur Ermittlung der Wasserstoffbriicken-
Energie und eine Abwandlung des Lennard-Jones-Potenzials (hier: (8,4)-Potenzial) zur

Abschétzung der Van-der-Waals-Energie zwischen Ligand und Protein:

GoldScore = _EH—bond - (Elnternal + EComplex)

= _Epair - (EVdW, internal 1 Etorsional + EvdW, external) (24)

Dabei werden die einzelnen Terme wie folgt berechnet:

Epair = (Eda + Eww) — (Eaw + Eaw)

¢ D
EvdW, internal = q12 - dT
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1 Nijkl
j
Etorsional = = Vijr |1 + cos(|njmi ‘Wijkl)]
2 71|
A B
EvdW7 external — dfg - dT
i ij

Der Wasserstoffbriicken-Term FEp,; berticksichtigt auch die Desolvatisierung (w) von
Donor (d) und Akzeptor (a) bei der Bildung einer Wasserstoffbriicke. Die Parame-
ter wurden fiir verschiedene Donor- und Akzeptor-Typen mithilfe quantenchemischer
Methoden bestimmt [87, [88]. Das (8,4)-Potenzial zur Abschétzung der Van-der-Waals-
Energie zwischen Ligand und Protein wurde verwendet, da es weicher ist als das iibliche
(12,6)-Potenzial, d. h. es steigt nicht so schnell an und lisst damit eine leichte Uberlap-
pung zwischen Protein- und Ligandatomen zu.

Im Gegensatz zu den Kraftfeldmethoden werden die kraftfeldbasierten Bewertungsfunk-
tionen in der Regel nur auf eine einzige Konformation eines Protein-Ligand-Komplexes
angewendet. Die Energie wird daher nicht als Mittelwert eines Ensembles berechnet. Die
Dynamik der Molekiile und der Einfluss des Losungsmittels geht somit verloren. Verwen-
det werden meist nur die Terme, die sich auf die intermolekularen Wechselwirkungen
beziehen, d. h. der Lennard-Jones-Term zur Abschétzung der Van-der-Waals-Energie
und das Columb-Potenzial, um den Beitrag elektrostatischer Interaktionen zu ermit-
teln. Damit werden nur enthalpische Beitrage integriert, die zudem eine Vakuumenergie
darstellen. Daher neigen kraftfeldbasierte Bewertungsfunktionen dazu, die Bindungsaf-
finitdt von grofsen, polaren Molekiilen zu iiberschétzen. Kraftfeldbasierte Bewertungs-
funktionen sind eher zur Bestimmung der Ligandkonformation im Docking geeignet als
zur Vorhersage von Bindungsaffinitdten oder zur Unterscheidung von aktiven und in-
aktiven Molekiilen eines Zielproteins [7, [I15]. Zur Verbesserung der Vorhersagequalitét
von kraftfeldbasierten Bewertungsfunktionen wurden zusétzliche Terme fiir entropische
Beitrége eingefithrt oder die Abschitzung der Wasserstoffbriicken-Energie verfeinert (z.
B. in Medusa [116]) als auch eine Kalibrierung der Funktion an experimentell gemesse-
nen Bindungsaffinitdten durchgefiihrt (z. B. in Autodock [I06]| oder bei der RankScore-
Funktion [117]).

Empirische Bewertungsfunktionen
Empirische oder regressionsbasierte Bewertungsfunktionen sind begriindet auf der An-
nahme, dass die freie Bindungsenthalpie iiber die nichtkovalenten, intermolekularen

Wechselwirkungen zwischen Protein und Ligand abgeleitet werden kann. Dazu wer-

den Interaktionen/Deskriptoren bestimmt, von denen angenommen wird, dass sie den
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grofiten Beitrag zur Bindungsaffinitét leisten. Anhand von experimentell bestimmten
Bindungsaffinitdten und Kristallstrukturen von Protein-Ligand-Komplexen wird tiber
statistische Verfahren eine Gewichtung der einzelnen Interaktions-Terme bestimmt. Je
nach Funktion unterscheiden sich diese Terme und auch die Regressionsverfahren, die
zur Bestimmung der Koeffizienten eingesetzt wurden. Damit sind empirische Bewer-
tungsfunktionen sehr dhnlich zu QSAR-Methoden [19, 20], in denen die Struktur oder
die Eigenschaften eines Molekiils in Beziehung zu seiner Aktivitat gesetzt wird. Als
Interaktionen werden in den meisten Funktionen Wasserstoffbriicken, ionische Wech-
selwirkungen, hydrophobe Kontakte, Van-der-Waals-Energie oder Metallinteraktionen
berticksichtigt. Aber auch entropische Beitréage, wie das Einfrieren von Bindungen durch
die Komplexbildung oder Desolvatisierungsbeitriige, meist iiber die Anderung der apola-
ren Oberfliche modelliert, werden in empirische Bewertungsfunktionen miteinbezogen.
Die Interaktionen oder Deskriptoren werden iiber geometrische oder strukturelle Eigen-
schaften der Protein-Ligand-Komplexe bestimmt (vgl. Abschnitt .

Die erste empirische Bewertungsfunktion SCORE1 [I18] wurde von Béhm im Zusam-
menhang mit dem de novo-Design Programm LUDI [119, 120] entwickelt. Die Funktion
beriicksichtigt die energetischen Beitrage von Wasserstoftbriicken AGyy,, ionische Wech-
selwirkungen AGionic, die Anderung der apolaren Oberfliche AGiipo und das Einfrieren

von frei drehbaren Bindungen durch die Komplexbildung AGy:

AGhinding = AGo + AGrp, Y f(AR,Aa) + AGionic » . f(AR, Aa)

h-bonds ionic int.

+ AG'lipolfllipo‘ + ACTerot-Z\[R()jﬂ (25)

Dabei ist f(AR,A«) eine Skalierungsfunktion, die die Abweichung von der idealen
Wechselwirkungsgeometrie bestraft, und NROT die Anzahl der frei drehbaren Bin-
dungen, d. h. alle azyklischen sp3-sp3- und sp3-sp?-Bindungen. Die Gewichte AG; der
einzelnen Terme wurden mittels einer Regressionsanalyse auf einem Datensatz von 45
Protein-Ligand-Komplexen mit gemessenen K;-Werten bestimmt. Dabei wurde die Re-
gressionskonstante AGy als entropischer Beitrag zur Bindungsenergie interpretiert, der
durch den Wegfall von Freiheitsgraden der Translation und Rotation des Liganden ent-
steht.

Von dieser Funktionen wurden viele weitere empirische Bewertungsfunktionen abgelei-
tet, z. B. die FlexScore-Funktion in dem Docking-Programm FlexX [80], die im Ge-
gensatz zur SCORE1-Funktion hydrophobe und aromatische Kontakte {iber spezielle

Wechselwirkungsgeometrien modelliert, oder die ChemScore-Funktion von Eldridge et
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al. [121], die keinen extra Term fiir ionische Wechselwirkungen hat, dafiir aber Me-
tallinteraktionen bewertet. Die ChemScore-Funktion wiederum wird in vielen Docking-
Programmen verwendet, z. B. in GOLD [122]), PRO_LEADS [123] oder FRED [124],
und vielfach auch mit anderen oder zusétzlichen Termen variiert z. B. in der GlideSP-
und GlideXP-Bewertungsfunktion in Glide [93], [125] oder in der X-Score-Bewertungs-
funktion [126].

Empirische Bewertungsfunktionen unterscheiden sich nicht nur in der genauen Berech-
nung der Terme oder den Beitrédgen, die modelliert werden, sondern auch teilweise
stark in der Anzahl der Terme oder Deskriptoren. Die PLP (Pairwise Linear Poten-
zial) Bewertungsfunktion [127] besteht lediglich aus zwei Termen zur Berechnung der
Wasserstoffbriicken- und der sterischen Energie zwischen zwei Atomen. Sie basiert auf
vier Atomtypen und wurde auf nur drei Protein-Ligand-Komplexen parametrisiert. Im
Gegensatz dazu besteht die kiirzlich publizierte PHOENIX-Bewertungsfunktion aus 42
Deskriptoren und wurde auf einem Datensatz aus 112 hochaufgelosten Kristallstruktu-
ren mit kalorimetrisch gemessenen Bindungsenergien kalibriert [128]. Dennoch war die
Vorsagequalitéat beziiglich experimentell bestimmter Bindungsaffinitdten beider Funk-
tionen anndhrend gleich gut [7, 128].

Im Vergleich zu den kraftfeldbasierten Methoden erzielen empirische Bewertungsfunk-
tionen meist bessere Ergebnisse, was die Vorhersage von Bindungsaffinitiaten und die
Trennung von aktiven und inaktiven Molekiilen betrifft [6] [7, [129]. Jedoch ist auch be-
kannt, dass empirische Bewertungsfunktionen deutlich zuverléssigere Vorhersagen fiir
Protein-Ligand-Komplexe erzielen, die dhnlich zu den Komplexen im Kalibrierungsda-
tensatz sind [3, 4, 42}, 09, [130]. Die Vorsagequalitit von empirischen Bewertungsfunk-
tionen ist stark von der Qualitét, der Groke und der Diversitéat des Kalibrierungsdaten-
satzes abhéngig. In einer Zusammenarbeit, dem Scoring Function Consortium (SFC),
zwischen verschiedenen akademischen Arbeitskreisen, pharmazeutischen Unternehmen
und dem Cambridge Crystallographic Data Centre wurde dementsprechend ein Daten-
satz, bestehend aus 855 verschiedenen, hochaufgelosten Protein-Ligand-Strukturen zu-
sammengestellt [I3T]. Aus iiber 60 verschiedenen Deskriptoren wurden acht neue Bewer-
tungsfunktionen, die SFCscore-Funktionen, auf Teilmengen des Datensatzes entwickelt.
Diese wurden intensiv validiert und erzielten im Vergleich zu anderen Bewertungsfunk-
tionen bessere Resultate in der Vorhersage von Bindungsaffinitéten [I31].

Eine weitere Schwierigkeit bei der Entwicklung von empirischen Bewertungsfunktionen
oder Bewertungsfunktionen im Allgemeinen ist die Beriicksichtigung von ungiinstigen
Beitrdgen zur Bindungsenergie [44) [132]. Dies ist vor allem wichtig zur Trennung von

aktiven und inaktiven Molekiilen und wird als eine der bestehenden Herausforderungen
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weiter unten in Abschnitt 2.5.2] diskutiert.
Wissensbasierte Bewertungsfunktionen

Die stetig steigende Anzahl aufgekliarter Kristallstrukturen von Protein-Ligand-Komple-
xen ermoglicht die statistische Analyse bevorzugter Distanzen/Kontakte verschiedener
Atomtypen. Dabei ist die Annahme, dass statistisch hidufig auftretende Atomtyp-Paare
mit geringer Distanz energetisch giinstig sein miissen. Diese Idee, urspriinglich im Kon-
text der Proteinstrukturvorhersage verwendet [133], wurde schnell auf die Vorhersage
von Protein-Ligand-Komplexen tibertragen [134]. In wissensbasierten Bewertungsfunk-
tionen wird mittels der Boltzmann-Statistik aus der Haufigkeitsverteilung der verschie-
denen Atomtyp-Paare ein Potenzial, das sogenannte potential of mean force, abgeleitet.
Im Gegensatz zu empirischen Bewertungsfunktionen werden zur Kalibrierung nur Struk-
turdaten benétigt, so dass die Anzahl der Fehlerquellen reduziert wird und in der Regel
eine grofere Menge an Daten verwendet werden kann.

Einer der bekanntesten Reprisentanten von wissensbasierten Bewertungsfunktionen ist
die PMF-Funktion, die von Muegge und Martin entwickelt wurde [63]. In dieser Funktion
wurden distanzabhéngige Potenziale A;;(r) aus der Haufigkeitsverteilung von Atomtyp-

Paaren ij abgeleitet:

. e (r
Aij(r) = —kpTIn |:fg/ol Corr(r)p j( )
- Pruik
PMF _score = Z Aij(r) (26)
kl
7”<’”Zn»ofr

Das Potenzial A;; ist eine Funktion iiber die Distanz r von zwei Atomtypen ¢ und j.
kp ist die Boltzmann-Konstante und 7' die absolute Temperatur in Kelvin. pé]ég(r) ist
die Anzahl der Atomtyp-Paare ij des Parametrisierungsdatensatzes, in einem bestimm-
ten Raumsegment seg, das iiber den Abstand r der Atomtypen ¢ und j definiert wird.
Diese wird durch einen Referenzzustand pfgulk normalisiert, der die Anzahl des entspre-
chenden Atomtyp-Paares im iibrigen Raum darstellt. Der Korrekturfaktor f\j,01 corr(T)
wurde eingefiihrt, um den Raum zu beriicksichtigen, der durch die Ligandatomg selbst
besetzt ist, d. h. dort kénnen keine Interaktionen stattfinden. Die PMF-Energie eines
Protein-Ligand-Komplexes wird als Summe der Potenziale A;;(r) iiber alle Protein-

Ligand-Atompaare kIl vom Atomtyp ¢ mit einem Abstand r berechnet. Zur Kalibrierung
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der PMF-Funktion wurden 16 unterschiedliche Proteinatomtypen und 34 Ligandatom-
typen definiert. Als Parametrisierungsdatensatz wurden 697 Protein-Ligand-Komplexe
aus der PDB zusammengestellt. Daraus resultierten 294 statistisch signifikante Poten-
ziale fiir die verschiedenen Atomtyp-Paare. Die PMF-Funktion wurde 2005 von Muegge
auf einem ungefihr zehnfach groferen Datensatz, bestehend aus 7152 Protein-Ligand-
Komplexen der PDB, rekalibiert, so dass auch Metall- und Halogen-Wechselwirkungen
statistisch signifikante Potenziale lieferten [135].

Wissensbasierte Bewertungsfunktionen unterscheiden sich vor allem in der Definition
des Referenzzustandes und der verwendeten Atomtypen, aber auch in der Grofe des
Parametrisierungsdatensatzes und in der genauen Form der Funktion. Neben der PMF-
Funktion, gehoren die DrugScore- [64] [136] 137] und die ASP-Funktion [138] zu den
etabliertesten, wissensbasierten Bewertungsfunktionen. Die DrugScore-Funktion enthélt
ein zusétzliches Potenzial, das von der 16sungsmittelzugénglichen Oberflache abhéngt,
und der Referenzzustand bezieht sich nicht auf ein entsprechendes Atomtyp-Paar, son-
dern auf die mittlere Anzahl irgendeines Kontaktpaares. Urspriinglich wurde die Funk-
tion auf 1376 Protein-Ligand-Komplexen, die aus der ReLiBase [68] [139] entnommen
wurden, kalibiert [64]. Eine weitere Version wurde auf Kristallstrukturen von kleinen
Molekiilen aus der Cambride Structural Database (CSD) parametrisiert, wodurch deut-
lich mehr statistisch signifikante Potenziale fiir verschiedene, auch seltenere Atomty-
pen, wie z. B. Halogene, abgeleitet werden konnten. Diese Reparametrisierung fiihrte
zu besseren Resultaten in der Vorhersage der bioaktiven Konformation eines Ligan-
den und der Bindungsaffinitéten [I36]. Kiirzlich wurde eine tiberarbeitete Version der
DrugScore-Funktion, die DSX-Funktion, veroffentlich, die zusétzlich auch noch Torsi-
onswinkelpotenziale enthélt und in der der Referenzzustand neu definiert wurde [137].
Wissensbasierte Bewertungsfunktionen zeigen vor allem in der Vorhersage der bioakti-
ven Konformation sehr gute Resultate, jedoch liefern sie in der Abschéitzung von Bin-
dungsaffinitdten keine Verbesserung im Vergleich zu den empirischen Bewertungsfunk-
tionen [7, 137]. In der Trennung von aktiven und inaktiven Molekiilen erzielen eher em-
pirische Bewertungsfunktionen ein besseres Ergebnis [7, [115]. Eine Schwierigkeit in der
Ableitung wissensbasierter Bewertungsfunktionen ist die Unterreprésentierung mancher
Kontaktepaare, die zu keinem statistisch signifikanten Potenzial fiihrt. Dies trifft auch
auf ungiinstige Kontaktpaare zu, die seltener in Kristallstrukturen von Protein-Ligand-
Komplexen auftreten, jedoch wichtig zur Unterscheidung von aktiven und inaktiven

Molekiilen sind.
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2.5.2 Bestehende Herausforderungen

Die Abschétzung der Bindungsaffinitét eines Protein-Ligand-Komplexes stellt, wie be-
reits beschrieben, immer noch eine der groften Herausforderung im strukturbasierten
Wirkstoffentwurf dar. Viele verschiedene Effekte, wie z. B. die Desolvatisierung der
Molekiile bei der Bindung oder die Flexibilitdt beider Molekiile, beeinflussen die Bin-
dung, insbesondere die Bindungsstérke, eines Liganden an ein Protein. Nicht alle Ein-
fliisse sind derzeit vollstdndig verstanden und daher korrekt in den Protein-Ligand-
Bewertungsfunktionen abgebildet, woraus unzuverlassige Vorhersagen der Bindungsaf-
finitdt resultieren.

Vor allem die Berticksichtigung der umgebenden Wassermolekiile ist ein grundlegendes
Problem in der Abschétzung der Bindungsaffinitit. Bei der Komplexbildung werden
die Wassermolekiile aus der Bindetasche des Proteins verdréngt, die Wassermolekiile,
die den Liganden umgeben haben, werden abgestreift. Dies verursacht eine Umstruk-
turierung des Wassernetzwerkes und damit eine Anderung der Enthalpie als auch der
Entropie. Die Desolvatisierung hydrophober Atome der Molekiile resultiert in einem
glinstigen energetischen Beitrag, wihrend das Aufbrechen von Wasserstoffbriicken zwi-
schen polaren Atomen und Wassermolekiilen ungiinstig beitrégt. Die Modellierung, aber
vor allem auch die Quantifizierung dieser Beitrage ist immer noch eine Herausforderung
in der Entwicklung einer Bewertungsfunktion. Wahrend die ersten Bewertungsfunktio-
nen diese Beitrdge ganz vernachléssigt haben oder nur den Gewinn des hydrophoben
Effektes meist iiber die Anderung der apolaren Oberflichen modelliert haben, wird zum
Teil in neueren Bewertungsfunktionen auch die ungilinstige polare Desolvatisierung be-
riicksichtigt. Werden Desolvatiserungsbeitrige polarer Atome vernachléssigt, so wird die
Bindungsaffinitat von polaren und geladenen Molekiilen in der Regel {iberschétzt.

Die erste Bewertungsfunktion, die einen Term fiir die polare Desolvatisierung integrier-
te, war die Hammerhead-Bewertungsfunktion [I40]. Dieser Term wurde tiber die maxi-
mal mogliche Anzahl an Wasserstoffbriicken (Anzahl Donoren und Akzeptoren in der
Protein-Ligand-Kontaktfliche) und der tatséchlich eingegangenen Anzahl an Wasser-
stoffbriicken modelliert. Hierbei stellte die Quantifizierung das grofite Problem dar, in
der Kalibrierung auf Protein-Ligand-Komplexen und experimentellen Affinitdten wurde
dieser Term kaum gewichtet. Aufgrund dessen wurden in einer Uberarbeitung dieser
Funktion "negative Daten", d. h. durch Docking von inaktiven Molekiilen generierte ar-
tifizielle Komplexe, mit in die Parametrisierung einbezogen, um eine bessere Gewichtung
von Termen, die ungiinstige Beitrége représentieren, zu erhalten [I41]. In der Bewer-

tungsfunktion des Docking-Programms Autodock4 [89] wurde ebenfalls ein Term zur
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Beschreibung der Desolvatisierung einbezogen, der zuerst eine Kombination aus apola-
rem und polarem Beitrag darstellte und iiber einen volumenbasierten Ansatz berechnet
wurde. Dieser Term konnte wiederum nicht parametrisiert werden, wodurch der polare
Anteil separat behandelt wurde, indem anhand des Kalibrierungsdatensatzes eine Ab-
schatzung tiber die Energie einer Wasserstoffbriicke in Wasser und die Energie einer
intermolekularen Wasserstoffbriicke gemacht wurde. Der Beitrag der Desolvatisierung
eines polaren Atoms resultiert aus der Differenz dieser Abschéatzungen, wodurch sich ein
relativ geringer Wert von 0,2 kcal/mol ergab [89]. Diese Modellierung wurde in einer
nachfolgenden Version iiberarbeitet und wieder durch einen volumenbasierten Ansatz
ersetzt, der mithilfe von experimentellen Solvatisierungsenergien und Partialladungen
der Atome kalibriert wurde, wodurch ein Beitrag fiir polare Atome von 0,6 kcal/mol
resultierte [106]. Im HINT-Kraftfeld [142] werden die Wechselwirkungsbeitrige von
Atomen iiber atombasierte logP-Werte abgeschétzt. Je nach Art des Kontaktes wird
iiber eine logische Funktion das Vorzeichen veréndert, so dass hydrophobe Kontak-
te und Wasserstoffbriicken belohnt werden, wahrend nicht komplementidre Kontakte
(polar-polar oder polar-apolar) ungiinstig zur Energie beitragen [142]. In der LigScore-
Funktion [I43] werden polare und apolare Atome auf Basis der Partialladung unter-
schieden. Die Desolvatisierung von polaren Atomen durch die Komplexbildung wird
beriicksichtigt und durch einen oberflichenabhéngigen Term bestraft, der auf Protein-
Ligand-Komplexen und experimentellen Bindungsaffinititen kalibriert wurde. Dieser
Term leistete in der Validierung der Bewertungsfunktion je nach Komplex einen deut-
lichen Beitrag zur Bindungsenergie [143|. Die GlideXP-Bewertungsfunktion modelliert
die polare Desolvatisierung durch einen gitterbasierten Ansatz, wobei polare Atome,
die im Komplex nicht hinreichend solvatisiert sind, bestraft werden [125]. In die Bewer-
tungsfunktion von DOCK 3.5.54 wurde ein Term zur Berechnung der kontextabhéngigen
Ligand-Desolvatisierungsenergie eingefiigt [144], wahrend vorher die vollstandige Desol-
vatisierung des Liganden angenommen und iiber die Born-Gleichung abgeschatzt wurde
[145]. Diese kontextabhéngige Berechnung fiithrt zu einer Verbesserung der Resultate im
virtuellen Screening [144].

Neben den ungiinstigen energetischen Beitragen, die durch die Desolvatisierung von po-
laren Atomen hervorgerufen werden, entsteht durch die Komplexbildung beider Molekii-
le auch ein Entropieverlust, der zu einer Verringerung der Bindungsenergie fiihrt. Dieser
wird meist iiber die Anzahl der frei drehbaren Bindungen des Liganden abgeschétzt. Der
Verlust an Entropie, durch Einschrankung von Translations- und Rotationsfreiheit des
Liganden, wird in der Regel vernachléssigt [99]. Ebenso wie bei der Modellierung der
polaren Desolvatisierung, ist die Quantifizierung dieses Beitrags schwierig [42].

Ein weiteres Problem stellt die Annahme der Additivitdt der einzelnen Beitrége dar.
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Waihrend sie zum Teil fiir enthalpische Beitrége als erste Naherung benutzt werden kann,
trifft dies nicht auf die Entropie und die freie Energie zu [42]. Selbst in der Betrachtung
von intermolekularen Wechselwirkungen ist nicht unbedingt eine einfache Additivitat
gegeben. In verschiedenen experimentellen Studien wurde eine Kooperativitat von ver-
schiedenen Wechselwirkungen gezeigt [42], [44]. Die Modellierung einer solchen Abhén-
gigkeit von unterschiedlichen Interaktionen ist ein schwieriges und bisher kaum unter-
suchtes Problem. In der GlideXP-Funktion wird versucht iiber verschiedene spezielle
Terme (besondere Anordnungen von Wasserstoffbriicken, hydrophobe Komplementari-
tét) solche Effekte zu berticksichtigen [125]. Die neue empirische Bewertungsfunktion
ScorpionScore konzentriert sich auf die Vorhersage und energetische Abschétzung sol-
cher kooperativen Interaktionen, indem sie nicht einzelne Wechselwirkungen modelliert,
sondern ein Interaktionsnetzwerk berechnet [146].

Neben diesen schwer zu erfassenden Effekten ist selbst die Abschitzung der Ener-
gie und die Modellierung “einfacher intermolekularer Wechselwirkungen immer noch
nicht vollstindig gelost. Gerade der energetische Beitrag einer Wasserstoftbriicke zur
Bindungsenergie, der durch Desolvatisierungseffekte beeinflusst wird, variiert teilweise
stark [44, 147]. In den meisten Bewertungsfunktionen wird dieser Betrag jedoch kon-
stant und additiv modelliert. Dadurch werden insbesondere polare Molekiile, die multi-
furkate Wasserstoftbriicken ausbilden, iiberschétzt. In der AIScore-Bewertungsfunktion
[148] wird der Beitrag von Wasserstoffbriicken zwischen verschiedenen Donoren und
Akzeptoren unterschieden, zudem wurde eine besondere Behandlung von multifurkaten
Wasserstoffbriicken eingefiihrt. Die energetischen Beitrdge der Donoren und Akzepto-
ren wurden dabei iiber quantenchemische Berechnungen kalibriert. Andere seltenere
Wechselwirkungen, wie Kation-m-Interaktionen oder Halogen-Briicken, werden in den
meisten Bewertungsfunktionen nicht abgebildet, da bislang zu wenige Daten dariiber
vorliegen [99]. Eine besondere Herausforderung bei der Modellierung von Interaktio-
nen stellt die Metallkoordinierung dar, die durch die groke Anzahl an Metalloenzymen
héufig vorkommt, jedoch in den meisten Bewertungsfunktionen gar nicht oder nur un-
zureichend abgebildet wird. Im Gegensatz zu Kation-m oder Halogen-Briicken, leisten
Metallinteraktionen jedoch einen grofen Beitrag zur Bindungsenergie, so dass die Ver-
nachléssigung dieser Interaktionen meist zu einer unzuverldssigen Vorhersage fithrt [99].
Wahrend Modelle zur Beschreibung der Koordinierungsgeometrie von Metallionen exis-
tieren [51], [82] [83], [149], so ist die Quantifizierung des Beitrags einer Metallinteraktion
in einem Protein-Ligand-Komplex kaum moglich (vgl. Abschnitt .
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2. Strukturbasierter Wirkstoffentwurf

2.5.3 Alternative Ansatze

Aufgrund der Schwéchen der verschiedenen Bewertungsfunktionen, die in den vorheri-
gen Abschnitten 2.5.1] und 2.5.2] diskutiert wurden, und den damit verbundenen unzu-

verlassigen Vorhersagen, wurden alternative Ansétze entwickelt, die zur Verbesserung

mancher Aspekte flihren, wiederum jedoch auch Defizite in anderer Hinsicht aufweisen.

Konsensus-Bewertung

In verschiedenen Vergleichsstudien (z. B. [5H8] [I50]), die in den letzten Jahren immer
wieder in Bezug auf die unterschiedlichen Bewertungsfunktionen und ihre Resultate
in den verschiedenen Anwendungen gemacht wurden, hat sich keine der Bewertungs-
funktionen herauskristallisiert, die immer in einer oder mehreren Disziplinen bessere
Ergebnisse als andere geliefert hat. Demzufolge kann eine Kombination verschiedener
Bewertungsfunktionen zu einem zuverldssigeren Ergebnis fiihren. Dieser Ansatz, die
Konsensus-Bewertung, wurde von Charifson et al. [I51] vorgeschlagen, die in ihrer Stu-
die zwei Docking-Methoden und dreizehn Bewertungsfunktionen kombinierten und auf
drei verschiedenen Zielproteinen in einem virtuellen Screening testeten. Die Kombinati-
on aus ChemScore, der AMBER-basierten Funktion von DOCK und der PLP-Funktion
erzielte eine signifikante Verbesserung in dem virtuellen Screening.

In der Regel wird in einem Konsensus-Ansatz pro Ligand eine Anzahl an Docking-
Posen generiert und mit verschiedenen Bewertungsfunktionen nachbewertet. Anschlie-
fend werden die Resultate der Funktionen kombiniert, wobei auch die Kombinations-
methoden grofen Einfluss auf das Endergebnis haben [I52]. Um die beste Kombinati-
on zu finden, werden teilweise auch aufwendige maschinelle Lernverfahren verwendet
[153, [154]. Eine andere Moglichkeit ist eine direkte Verkniipfung von einzelnen Termen
unterschiedlicher Bewertungsfunktionen miteinander [155].

In einer Konsensus-Bewertung gehen jedoch nicht nur die Stérken, sondern auch die
Schwéchen der jeweiligen Bewertungsfunktionen mit in das Ergebnis ein. In einer Stu-
die von Yang et al. [I56] wurde gezeigt, dass eine Konsensus-Bewertung nur zu einem
besseren Resultat fiihrt, wenn die einzelnen Funktionen selbst schon gute Ergebnisse
liefern. Weiterhin muss der deutlich héhere Zeit- und Rechenaufwand berticksichtigt

werden, der durch die Verwendung einer Konsensus-Bewertung entsteht.

Zielproteinspezifische Bewertung
Eine weitere Alternative ist die spezifische Ausrichtung einer Bewertungsfunktion auf
ein bestimmtes Zielprotein hin. Dies kann durch eine Rekalibrierung oder Erweiterung

einer bereits bestehenden Bewertungsfunktion, empirisch oder wissensbasiert, erreicht
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2.5 Protein-Ligand-Bewertungsfunktionen

werden. Eine Ubersicht verschiedener Methoden und Funktionen findet sich in [157].
Eine Voraussetzung fiir diesen Ansatz ist die Kenntnis iiber bereits identifizierte, aktive
Molekiile eines Zielproteins. Im besten Fall sind die Kristallstrukturen mehrerer Kom-
plexe und die Affinitdtsdaten gegeben, so dass die Bewertungsfunktion darauf parame-
trisiert werden kann. Daher kommt diese Methode meist nur fiir bereits gut untersuchte
Zielproteine in Frage.

Die wissensbasierte Bewertungsfunktion ASP [I38] beispielsweise wurde auf einem diver-
sen Datensatz von Protein-Ligand-Komplexen parametrisiert, der zusétzlich mit einer
groflen Anzahl verschiedener CDK2-Komplexe ergéanzt wurde. Die resultierenden Funk-
tionen zeigen eine deutliche Verbesserung im virtuellen Screening und in der Vorhersage
der bioaktiven Konformation von CDK2-Inhibitoren [138]. Basierend auf der PMF-
Funktion [135] wurde eine neue, Kinase-spezifische Funktion (kinase-PMF) von 872
Kinase-Strukturen abgeleitet, die im Vergleich zu allgemeinen Bewertungsfunktionen
bessere Vorhersagen im Docking und im virtuellen Screening fiir verschiedene Kinasen
liefert [158]. In der ISAC-Methode [I59] werden neben den unterschiedlichen Bindungs-
modi verschiedener Liganden eines Zielproteins auch die Aktivitdtsschwankungen, die
durch kleine strukturelle Verdnderungen des Liganden entstehen, die sogenannten acti-
vity cliffs, bei der Kalibrierung der Funktion ausgenutzt. Dadurch ist es moglich, in der
Bindetasche des Proteins die Reste zu identifizieren, die an diesem Schwankungen be-
teiligt sind und so zusétzlich zu einer zielproteinspezifischen Bewertungsfunktion auch
Pharmakophor-Hypothesen fiir das Protein abzuleiten. Um unabhéngiger von bereits
aufgeklarten Komplexstrukturen zu sein, werden in manchen Ansétzen auch Docking-
Posen bekannter aktiver Molekiile zur Ableitung einer zielproteinspezifischen Bewertung
herangezogen [160, [161].

Dieser alternative Ansatz hat den Nachteil, dass bereits viele Informationen, zumindest
einige aktive Molekiile, iiber das Zielprotein bekannt sein miissen, um eine deutliche

Verbesserung der Vorhersage zu erzielen.

Simulationsmethoden

Eine aus thermodynamischen Geschichtspunkten prézisere Vorhersage von relativen frei-
en Bindungsenergien verschiedener Liganden eines Zielproteins wird mit sogenannten
free-energy-pertubation (FEP) Berechnungen oder thermodynamischer Integration (TI)
erzielt |11, 42]. Dabei wird der Unterschied der freien Energie berechnet, der durch
die Transformation eines Liganden in einen dhnlichen Liganden entsteht. In dieser Me-
thode werden MC- oder MD-Simulationen benétigt, um ein Konfigurations-Ensemble
des Protein-Ligand-Komplexes und des ungebundenen Liganden zu erhalten, auf dem
die FEP- oder TI-Berechnung durchgefiihrt werden kann. In diesen Methoden wird die
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Flexibilitat beider Molekiile, Protein und Ligand, und der Einfluss des Losungsmittels
durch die explizite Modellierung von Wassermolekiilen in der Simulation beriicksichtigt.
Dies liefert in der Regel eine bessere Vorhersage der Bindungsenergie eines Protein-
Ligand-Komplexes als mit einer Bewertungsfunktion [I1) 104, [162], jedoch ist diese
Berechnung sehr zeit- und rechenintensiv. Weiterhin ist es nur moglich fiir relativ dhn-
liche Liganden eine zuverlassige Vorhersage der relativen Bindungsenergie zu machen,
so dass die Methode nicht auf die diversen Liganden, die in einem virtuellen Screening
betrachtet werden, angewendet werden kann [104]. Die Genauigkeit dieser Methoden ist
zudem auch an das unterliegende Kraftfeld gekniipft [162].

Eine Alternative zu diesen sehr aufwendigen Berechnung wurde von Aqvist et al publi-
ziert [163]. Die linear interaction energy (LIE) Methode erfordert nur eine Simulation
des Ausgangs- und Endzustandes, d. h. ungebunden und gebundener Zustand, und
beriicksichtigt auch nur die Anderung der elektrostatischen und der Van-der-Waals-
Energie [163]. Diese Methode ist im Vergleich zu einer Bewertungsfunktion immer noch
sehr aufwendig, erlaubt aber die Betrachtung von diversen Liganden und erzielte schon
vielversprechende Resultate [4] [11].

Eine andere Methode, die ebenfalls enthalpische als auch entropische Beitrdge mit in
die Abschétzung der freien Bindungsenergie eines Protein-Ligand-Komplexes einbezieht,
ist die MM /PBSA- oder MM /GBSA-Berechnung. Dazu werden Kraftfeldterme (MM)
mit einem Term fiir die polare Solvatisierung, Poisson-Boltzmann (PB) oder Genera-
lized Born (GB), und einem Term fiir die l6sungsmittelzugéngliche Oberfliache (SA)
kombiniert [164], [165]. Mittels einer Simulation werden Trajektorien der ungebunde-
nen Molekiile und des Protein-Ligand-Komplexes erzeugt. Die freie Bindungsenergie
des Protein-Ligand-Komplexes wird iiber die Energiedifferenz der ungebundenen und
gebundenen Molekiile abgeschétzt, wobei in der Berechnung eine implizite Reprisenta-
tion des Losungsmittels verwendet wird (PB oder GB). In verschiedenen Studien wurde
eine gute Abschéatzungen relativer Bindungsenergien dhnlicher Liganden eines Proteins
durch Anwendung dieser Methodik gezeigt, jedoch existieren ebenso Studien, in denen
diese aufwendige Berechnung keine besseren Resultate als eine einfache Bewertungs-
funktion lieferte [4] [162].

Eine alternative Methode stellt auch die WaterMap-Berechnung dar [166, [167], die die
Bindetasche eines Protein-Ligand-Komplexes mit Wassermolekiilen fiillt (der Ligand
wird zuvor entfernt) und, mithilfe einer kurzen MD-Simulation und der sogenannten
inhomogeneous fluid solvation theory [168], die entropischen und enthalpischen Beitra-
ge jedes einzelnen Wassermolekiils in der Bindetasche berechnet. Die Bindungsenergie
des Liganden wird iiber die Summe der Energien der verdréngten Wassermolekiile ab-
geschétzt. [167, [169].
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Diese Simulationsmethoden liefern in der Regel gute Abschétzungen relativer Bindungs-
energien von Protein-Ligand-Komplexen, jedoch sind sie zu aufwendig, um in groftem
Malfsstab, z. B. im virtuellen Screening, genutzt zu werden. Zusétzlich ist ihre Anwend-

barkeit meist auf sehr dhnliche Liganden beschrankt.

Die vorgestellten alternativen Ansétze eignen sich meist nicht in den frithen Phasen
des strukturbasierten Wirkstoffentwurfs, in denen eine Vielzahl an Molekiilen unter-
sucht wird und hé&ufig noch nicht viele Informationen iiber den Bindungsmodus oder
bekannte aktive Molekiile vorliegen. Zudem weisen sie auch eigene Schwéchen auf und
liefern nicht in jedem Fall bessere Resultate als weniger aufwendige Protein-Ligand-

Bewertungsfunktionen.

2.6 Strukturbasiertes virtuelles Screening

Die in den vorherigen Abschnitten vorgestellten Docking-Methoden und Bewer-
tungsfunktionen 2.5 bilden die Basis des strukturbasierten virtuellen Screenings. Vie-
le verschiedene Schwéchen, Herausforderungen und Erweiterungsmoglichkeiten dieser
Ansétze wurden aufgezeigt und diskutiert, dennoch ist das virtuelle Screening ein eta-
bliertes Verfahren im strukturbasierten Wirkstoffentwurf. Es dient als fortgeschrittener
Filter und vielleicht auch als Ideengenerator zur Unterstiitzung eines erfahrenen Medi-
zinalchemikers. Mit dem Wissen dieser noch bestehenden Herausforderungen sollte ein
virtuelles Screening nicht als Blackbox angesehen werden, sondern je mehr Expertise
und Wissen in die einzelnen Schritte eines virtuellen Screenings fliefst, desto vielverspre-
chender werden die Resultate. Wird es so verwendet, kénnen sehr erfolgreiche Resultate
erzielt werden, wie viele prospektive Studien zeigen. Eine Zusammenfassung dieser fin-
det sich in [3, 4]. Die Erfolgsraten im virtuellen Screening liegen im Mittel deutlich tiber
denen eines HTS-Experiments [2], zudem ist es kostengiinstiger und weniger zeitintensiv
als letzteres.

Ein strukturbasiertes virtuelles Screening kann grob in vier Schritte eingeteilt werden:
Aufbereitung der Molekiile, Aufbereitung der Proteinstruktur, Docking und Bewertung
der Molekiile und als letzten Schritt, die Nachbearbeitung und Analyse der Resultate
durch einen Experten (vgl. Abbildung [170]. Jeder Schritt ist dabei wichtig und
beeinflusst direkt die Qualitat der Resultate.

Aufbereitung der Molekiile

Die Molekiile, die in einem virtuellen Screening durchmustert werden sollen, kénnen
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Abbildung 2.6: Typischer Ablauf eines virtuellen Screenings.

aus verschiedenen Quellen, wie hauseigene Molekiildatenbanken des Pharmaunterneh-
mens oder aus Datenbanken von kommerziell erwerblichen Verbindungen (z. B. ZINC
[171]), stammen. Sind schon viele Informationen iiber ein Zielprotein vorhanden (z. B.
bekannte aktive Molekiile), konnen auch sogenannte fokussierte Bibliotheken erstellt
werden, die nur interessante Molekiile fiir eine spezielle Proteinklasse (z. B. Kinasen
oder GPCRs) enthalten. Eine weitere Moglichkeit, Molekiile fiir ein virtuelles Screening
zu generieren, bieten auch Fragmentrdume, die virtuelle kombinatorische Bibliotheken
reprasentieren. Aus verschiedenen Molekiilfragmenten werden dabei durch vorher defi-
nierte Regeln (Syntheseregeln) neue Molekiile aufgebaut. Eine ausfiihrliche Zusammen-
fassung dieser Methoden ist in [I72] zu finden. Bevor die Molekiile in einem virtuellen
Screening durch eine Docking-Methode getestet werden, ist es sinnvoll, die Menge der
Molekiile zu reduzieren [3]. Dazu konnen verschiedene Filter verwendet werden, um Mo-
lekiile, die sich nicht als Leitstruktur eigenen, vorher auszusortieren, z. B. reaktive und
toxische Molekiile. Weiterhin kénnen die Molekiile nach pharmakophoren Eigenschaften
oder nach sogenannter druglikeliness [I73| oder leadlikeliness [174] gefiltert werden.

Vor dem Docking miissen dreidimensionale Strukturen der Molekiile generiert werden. Je
nach Docking-Programm sind dabei mehrere Konformationen der Molekiile erforderlich
(vgl. Abschnitt . Weiterhin sollten verschiedene Protonierungszustinde, Tautomere

und Stereoisomere der Molekiile mit in das Docking einbezogen werden, wobei erste-
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re vom pH-Wert abhéngen und daher teilweise schwierig zu bestimmen sind [I75] und
auch nicht immer zu besseren Resultaten im Docking fithren [100]. Aufserdem sollte die
chemische Korrektheit aller Molekiile iiberpriift werden, da sich in vielen Datenbanken
auch fehlerhafte Strukturen befinden koénnen [I176] und Docking-Programme in der Re-

gel sehr sensibel darauf reagieren [170].

Aufbereitung der Proteinstruktur

Ebenso wichtig fiir den Erfolg eines strukturbasierten virtuellen Screenings ist die Aus-
wahl und Aufbereitung einer geeigneten Proteinstruktur. In Regel werden dabei Kristall-
strukturen von Proteinen genutzt, aber auch Strukturen, die durch NMR-Spektroskopie
bestimmt oder durch Homologie-Modellierung konstruiert wurden, kénnen als Grund-
lage dienen. Dabei ist es wichtig die Strukturen vorher auf Korrektheit und Qualitat
zu tberpriifen (vgl. Abschnitt . Ist die Bindetasche des Proteins noch nicht durch
einen bereits gebundenen Liganden identifiziert, so ist es moglich diese mit verschie-
denen Methoden vorherzusagen [177]. Weiterhin muss die Flexibilitét eines Proteins in
Betracht gezogen werden, dazu sollten, sofern vorhanden, verschiedene Protein-Ligand-
Strukturen untersucht werden, um die relevanteste Konformation der Bindetasche zu
bestimmen. Alternativ kann ein flexibler Docking-Ansatz verwendet werden. In der Bin-
detasche sollten auch alle wichtigen Kofaktoren, Metallionen und Wasser identifiziert
und bertiicksichtigt werden. Die korrekte Bestimmung der Protonierungszustinde und
Ausrichtung der frei drehbaren Wasserstoftbriicken-Donoren hat ebenfalls mafgeblichen
Einfluss auf die Resultate des Dockings. Ein Qualitdtsmerkmal einer guten Struktur,

ist auch ein vollstdndig ausgebildetes internes Wasserstoftbriicken-Netzwerk.

Docking & Bewertung

In verschiedenen Vergleichsstudien [0H7] wurde gezeigt, dass die unterschiedlichen
Docking-Programme je nach Zielprotein in ihrer Vorhersagequalitit stark variieren. An-
hand dieser Studien kann eine Vorauswahl der Docking-Methode getroffen werden, je-
doch sollte vor dem virtuellen Screening eine Validierung der Docking-Methode als auch
der ausgewahlten Proteinstruktur anhand eines Redockings durchgefithrt werden. Dabei
sollte der gebundene Ligand wieder in seiner bioaktiven Konformation in die Bindeta-
sche platziert werden kénnen und durch die verwendete Bewertungsfunktion korrekt
identifiziert werden. Ist dies nicht der Fall, sollte die Proteinstruktur verworfen oder
eine andere Docking-Methode in Betracht gezogen werden. Ein weiterer Test, der vor
einem virtuellen Screening durchgefiihrt werden kann, ist die Identifizierung von bereits
bekannten aktiven Molekiilen durch das Docking und die Bewertung. Schlégt dieser Test

fehl, so ist auch die Chance neue aktive Molekiile, die sich auch spéter im Experiment
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nicht als Falsch-Positive herausstellen, eher gering. Auch die Behandlung von Protein-
flexibilitat, Wassermolekiilen oder unterschiedlichen Protonierungszustanden durch die
Docking-Methode und die Bewertungsfunktion sollten bei der Auswahl berticksichtigt
werden. Ist die Zielprotein schon ausreichend untersucht, so kénnen vor dem Docking
auch Pharmakophor-Filter definiert werden, die festlegen welche Interaktionen im Pro-
tein durch den Liganden erfiillt werden miissen [I78]. Weiterhin bietet die Generierung
von mehreren Posen pro Ligand die Moglichkeit, im Anschluss an das Docking eine

Nachbewertung mit einer oder mehreren anderen Bewertungsfunktionen durchzufiihren.

Nachbearbeitung & Analyse der Resultate

Aufgrund der Probleme, die noch in Docking-Methoden und Bewertungsfunktionen exis-
tieren, ist es erforderlich die Docking-Ergebnisse durch zusétzliche Verfahren zu un-
tersuchen und zu verifizieren. Héufig wird eine Nachbewertung durch eine aufwendiger
zu berechnende Bewertungsfunktion durchgefiihrt oder auch eine Konsensus-Bewertung
mit verschiedenen Bewertungsfunktionen (vgl. Abschnitt[2.5.3). Sind bereits interessan-
te Docking-Resultate bestimmt, konnen rechenintensive Verfahren wie MM /PBSA (vgl.
Abschnitt angewendet werden [I75]. Weiterhin kénnen die Resultate durch so-
genannte Protein-Ligand Interaction Fingerprints gefiltert werden [170, [I75], diese be-
schreiben die Interaktionen zwischen Protein und Ligand durch einen einfachen binéren
Code, um die Liganden mit den gewiinschten Interaktionen schnell zu finden. Eine wei-
tere Hilfestellung kann durch eine intuitive Visualisierung der Ergebnisse erfolgen, da
letztendlich zur finalen Auswahl der Molekiile, die synthetisiert und im Labor getestet

werden sollen, die Expertise eines Medizinalchemikers immer noch unerlésslich ist.
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Konzept hinter der HYDE-Funktion

Fast alle biochemischen Prozesse finden in wéssriger Losung statt. Dabei dient Wasser
nicht nur als Losungsmittel, sondern auch als Wechselwirkungspartner in vielen mole-
kularen Komplexen. Die ungewohnlichen Eigenschaften von Wasser faszinieren Wissen-
schaftler seit Jahrzehnten. Sie sind noch nicht vollsténdig erklért, werden aber dem star-
ken Wasserstoffbriicken-Netzwerk zwischen den Wassermolekiilen zugeschrieben [179].
Die HYDE-Bewertungsfunktion basiert auf einem Konzept, das das Wasserstoftbriicken-
Netzwerk in Wasser vereinfacht beschreibt, so dass die Energie von Wechselwirkungen
funktioneller Gruppen mit Wasser als auch zwischen funktionellen Gruppen in Wasser
abgeleitet werden kann [I8(0, 181]. In HYDE wird das Konzept genutzt, um die Was-
serstoffbriicken-Energie als auch den hydrophoben Effekt abzuschitzen. Des Weiteren
wird eine konsistente Quantifizierung der ungiinstigen Beitrédge durch die Desolvatisie-
rung von polaren Atomen mdoglich, die als eine Herausforderung im vorherigen Kapitel
diskutiert wurde. Dieses Konzept wurde von Gudrun Lange und Robert Klein
entwickelt [180, [I81] und wird in folgendem Kapitel vorgestellt.

3.1 Das Wasserstoftbriicken-Netzwerk in Wasser

Die Struktur des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes von fliissigem Wasser wurde schon in
vielen Studien theoretisch [I82-I85] und experimentell (Ubersicht der Methoden in
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[185]) untersucht. Fiir die theoretischen Methoden wurden verschiedene Modelle zur Be-
schreibung von Wasser entwickelt [I8G-188§]. In vielen der Untersuchungen wurde dabei
iiber die Anzahl der Wasserstoffbriicken, an denen ein Wassermolekiil beteiligt ist, dis-
kutiert. In der dreidimensionalen Struktur von gewthnlichen hexagonalen Eiskristallen
I, formen die Wassermolekiile ein regelméfiges Gitter und bilden in idealer tetraedri-
scher Geometrie vier Wasserstoffbriicken mit den vier benachbarten Wassermolekiilen
[I89HIOT]. In fliissigem Wasser ist dagegen eine ungeordnetere Struktur vorzufinden, die
ein breites, temperaturabhingiges Spektrum an Distanzen und Winkeln zwischen den
Wassermolekiilen aufweist, so dass nicht alle Wasserstoftbriicken zwischen den Wasser-
molekiilen mit idealer Geometrie ausgebildet werden konnen [183] [184] [192] 193]. Die
Wassermolekiile bilden ein sich stdndig &nderndes Netzwerk von transienten Wasserstoft-
briicken, wobei einzelne Wasserstoffbriicken kontinuierlich gebrochen und gebildet wer-
den. Bei einer bestimmten Temperatur bleibt der Anteil der gebrochenen und gebildeten
Wasserstoffbriicken konstant [I84]. Die Idee, dass nicht alle vier Wasserstoftbriicken in
fliissigem Wasser gemacht werden, wurde schon 1960 von Pauling veréffentlicht [43].
Basierend auf dem Anteil der Schmelz- und Verdampfungsenthalpie, schitzte er, dass
nur 85 % der Wasserstoffbriicken bei 273 K zwischen den Wassermolekiilen ausgebildet
werden.

In dem folgenden theoretischen Konzept, auf dem HYDE basiert, werden Wassermole-
kiile nicht individuell beschrieben, sondern das Wasserstoffbriicken-Netzwerk als Gan-
zes untersucht. Dabei besitzt jedes Wassermolekiil vier sogenannte Wasserstoffbriicken-
Funktionen, zwei Donor- und zwei Akzeptor-Funktionen, die in tetraedrischer Geome-
trie angeordnet sind. Der Zustand eines individuellen Wassermolekiils variiert zwischen
vollstandig abgesattigt (fsqe = 1), wenn alle seine Wasserstoffbriicken-Funktionen an
idealen Wasserstoffbriicken beteiligt ist, und unabgeséttigt (funsat = 1), wenn es keine

Wasserstoffbriicke ausbilden kann.

3.1.1 Sattigung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes

Um die Sattigung des Wasserstoftbriicken-Netzwerkes im statistischen Ensemble von
flissigem Wasser zu beschreiben, wurde die Idee von Pauling aufgegriffen [43]. So kann
mithilfe eines thermodynamischen Zyklus von Wasser und den folgenden Annahmen die

temperaturabhéngige Sattigung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes bestimmt werden:

e In hexagonalen Eiskristallen sind alle vier Wasserstoffbriicken-Funktionen aller
Wassermolekiile vollstandig abgeséttigt [I89-191]

e Im gasformigen Zustand sind alle Wasserstoftbriicken zwischen den Wassermole-

kiilen gebrochen
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3.1 Das Wasserstoffbriicken-Netzwerk in Wasser

e Die Summe der Schmelzenthalpie (AH fysion), der Wérmeenergie (AHa73-373K ),
die benotigt wird, um Wasser von 273 K auf 373 K zu erhitzen, und die Verdamp-
fungsenthalpie (AHcypaporation) bildet die Energie, die benétigt wird, um alle vier
Wasserstoffbriicken zwischen den Wassermolekiilen aufzubrechen (Abbildung

e Der Anteil der abgeséttigten Wasserstoffbriicken-Funktionen in fliilssigem Wasser

ist proportional zur Enthalpie des Systems

H,0..H,0
Eis 28,77 Wasserdampf
4 gesattigte H-Briicken > 0 gesattigte H-Briicken
Funktionen (54,18 kJ/mol) Funktionen
| 4
AHfusion AHevaporation
(6,0 kd/mol) (40,7 kd/mol)
Flissiges Fliissiges
Wasser > Wasser
(273 K) AHy73 575 = Cp AT (373 K)
(7,5 kd/mol)

Abbildung 3.1: Thermodynamischer Zyklus von Wasser. Bild in Anlehnung an [I81]

Die spezifische Warmekapazitit C, von Wasser ist zwischen 273 K und 373 K kon-
stant. Damit ergibt sich flir die Warmeenergie, um Wasser von 273 K auf 373 K bei
konstantem Druck von 1000 hPa zu erhitzen: AHorz_373x = Cp - AT = 7,5kJ/mol.
Die Gesamtenergie, die benédtigt wird, um alle vier Wasserstoftbriicken zwischen den

Wassermolekiilen aufzubrechen, berechnet sich wie folgt:

A];Ifusion + A1'{273—373]( + AHevaporation = 2€0H2OWH2O = 54, 18 kJ/mOZ (31)

Unter der Annahme, dass der Anteil der unabgesdttigten Wasserstofforiicken- Funktionen
Funsat(T) in flissigem Wasser proportional zur zugefithrten Warme ist, kann dieser

Anteil mit folgender Gleichung berechnet werden:

AI{fusion + CP(T — 273K)

= 3.2
AI_Ifusion + AL[273—373K + AHevaporation ( )

Funsat (T)
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3. Konzept hinter der HY DE-Funktion

Den restlichen Anteil bilden folglich die abgesdttigten Wasserstoffbriicken-Funktionen

Fsot(T) in fliissigem Wasser bei einer bestimmten Temperatur:

Fsat(T) =1- Funsat(T) (33)

Damit ergibt sich ein Anteil von 11 % unabgesattigten Wasserstoffbriicken-Funktionen
im Wasserstoffbriicken-Netzwerk von fliissigem Wasser bei 273 K. Der prozentuale An-
teil wiichst auf ca. 17 % bei 313 K und erhoht sich auf 25 % bei 373 K (Abbildung [3.2).
Der Ubergang von fliissigem zu gasformigem Wasser ist daher gekennzeichnet durch
Wassermolekiile, die im Mittel drei abgeséttigte Wasserstoffbriicken-Funktionen und ei-
ne unabgesittigte besitzen. Diese Werte liefern eine gute Ubereinstimmung mit anderen
theoretischen und experimentellen Studien zum Anteil der abgeséttigten Wasserstoff-

briicken-Funktionen im Wasserstoffbriicken-Netzwerk von fliissigem Wasser [184] 1931

195].

3.7 7.

Fea(Eis)=1 F.(273K)=0,89 Fs(373K)=0,75
e o ideale H-Bricke o o H-Briicke mit unglinstiger Geometrie e o unabgeséttigte H-Brlicke
g H0-H0_ ¢ 2120...1{20 0 > gH20-H04 ¢ 2120‘..1120 g H:0-H0_ ()

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Séttigung des Wasserstoffbriicken-
Netzwerkes von Wasser bei verschiedenen Temperaturen. Die Sattigung individueller
Wasserstoffbriicken variiert zwischen vollstdndig abgeséttigten Wasserstoftbriicken mit
idealer Geometrie (griin dargestellt), nicht vollstindig abgeséttigten Wasserstoffbriicken
mit ungiinstiger Geometrie (orange dargestellt) und unabgesittigten Wasserstoftbriicken-
Funktionen (rot dargestellt). Bild in Anlehnung an [I81]

54



3.1 Das Wasserstoffbriicken-Netzwerk in Wasser

3.1.2 Mittlere Wasserstoffbriicken-Energie im Wassernetzwerk

In FEis bildet ein Wassermolekiil vier Wasserstoffbriicken mit den vier benachbarten
Wassermolekiilen. Jeder Wasserstoffbriicken-Funktion eines Wassermolekiils kann somit
ein Viertel der Gesamtenergie (—54,18 kJ/mol), die in diesen vier Wasserstoftbriicken
steckt (Gleichung , zugeteilt werden. Somit ergibt sich die Energie einer idealen
Wasserstoffbriicke zwischen zwei Wassermolekiilen aus der Summe der Energie der bei-

den beteiligten Wasserstoftbriicken-Funktionen: eéq 20120 — _97 1 kJ/mol.

Es ist bekannt, dass das Potential einer Wasserstoffbriicke an bestimmte Optima fiir die
Distanz als auch die Winkel zwischen Wasserstoffbriicken-Donor und -Akzeptor, gebun-
den ist. Die volle Wasserstofforiicken-Energie €g wird nur fiir eine geometrisch ideale
Wasserstoffbriicke erreicht. Schon kleinere Abweichungen der idealen Geometrie fiihren
zu einer niedrigeren Wasserstoffbriicken-Energie € < ¢y. Die temperaturabhéngige Sét-
tigung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes von Wasser Fy.(T') reflektiert die mittlere
Qualitéat der Wasserstoffbriicken in diesem Netzwerk (Abbildung . Sie kann daher
genutzt werden, um die mittlere Energie der Wasserstoffbriicken zu bestimmen, die je
nach Temperatur mehr oder weniger von ihrer idealen Geometrie abweichen:

6I‘IQO...I{QO _ Fsat(T) . GOHQO...HQO (34)

Der Energie einer geometrisch idealen Wasserstoffbriicke zwischen zwei Wassermole-
kiillen (—27,1 kJ/mol) wird damit fiir die mittlere Wasserstoffbriicke um den Faktor
Fsut(T) reduziert. Bei einer Temperatur von 273 K ergibt sich somit eine Energie von
—24 kJ/mol, bei 298 K eine Energie von —23 kJ/mol und bei 373 K ist die Energie auf
—20 kJ/mol gesunken. In der kiirzlich von der IUPAC veréffentlichten Definition einer
Wasserstoffbriicke, wurde eine Energie von —20 bis —25 k.J/mol vorgeschlagen [45].

3.1.3 Enthalpie und Entropie des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes

Die Enthalpie des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes H g_pond network €ntspricht der mitt-
leren Wasserstoffbriicken-Energie. Mit steigender Temperatur werden weniger Wasser-
stoffbriicken gebildet und mehr unabgeséttigte Wasserstoffbriicken-Funktionen entste-
hen. Die Enthalpie des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes ist somit temperaturabhéngig

und korreliert mit dem Anteil der abgeséittigten Wasserstoftbriicken-Funktionen:

HH—bond network(T) = Fsat(T) . 26(1)—120.”1_[20 (35)
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3. Konzept hinter der HY DE-Funktion

Wird eine Wasserstoffbriicke gebrochen, so dndert sich die Enthalpie des Wasserstoft-
briicken-Netzwerkes. Diese Anderung wird berechnet, indem ein beliebiges Wassermo-
lekiil des statistischen Ensembles aus dem Zustand Fyq¢(7') in einen Zustand mit drei

abgeséattigten und einer unabgeséttigten Wasserstoffbriicken-Funktion tiberfiihrt wird:

ALlH—bond network — (075 - Fsat(T)) ' 260H2O.”H20 (36)

Im Gegensatz zu nicht wechselwirkenden Teilchen, hingt die Entropie von Netzwerken
nicht linear von der Anzahl der Teilchen ab, die das Netzwerk bilden, sondern die Anzahl
der Zustdnde des Netzwerks entspricht der Netzwerk-Entropie, die mit den Fehlstellen
des Netzwerks korreliert [196]. Die Fehlstellen des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes von
Wasser werden durch unvollstdndig abgesattigte Wasserstoffbriicken-Funktionen verur-
sacht. Das bedeutet auch, dass jede strukturelle Verdnderung des Wasserstoffbriicken-
Netzwerkes eine Anderung der Enthalpie und Entropie zur Folge hat. Das Wasserstoff-
briicken-Netzwerk von fliilssigem Wasser ist ein dynamisches System, indem kontinuier-
lich Wasserstoffbriicken gebrochen und neu gebildet werden. Um dieses System bei einer
bestimmten Temperatur T im Gleichgewicht (AG g pond network = 0) zu halten, muss die
Anderung der Enthalpie AH g _pond network beim Brechen einer Wasserstoffbriicke durch
eine Anderung der Entropie des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes ASH-pond network kom-
pensiert werden. Somit kann die Anderung der Entropie fiir das Brechen einer Wasser-

stoffbriicke wie folgt berechnet werden:

TASH—bond network — AHH—bond network
= (0.75 — Fiqt(T)) - 2€L120--H20

= —(0.25 - Funsat(T)) : 260HQOH20
- <o.25 — Funsat(T)> . 9l120-1120 (3.7)

= ASH—bond network = T

Die Anderung der Entropie des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes AS_pond network b€l €i-
ner bestimmten Temperatur T ist proportional zum Anteil der unvollstéandig abgesét-
tigten Wasserstoffbriicken-Funktionen Fy;,sq; und somit zum Anteil der Fehlstellen des

Wasserstoffbriicken-Netzwerkes von fliissigem Wasser.
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3.2 Energie intermolekularer Wechselwirkungen in Wasser

Verschiedene funktionelle Gruppen interagieren unterschiedlich in Wasser, wihrend po-
lare Gruppen sich gut in das Wasserstoftbriicken-Netzwerk von Wasser eingliedern kon-
nen, fiihren apolare Gruppen zu einer Stérung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes. Ba-
sierend auf denen im vorherigen Abschnitt vorgestellten Gleichungen kénnen die energe-
tischen Wechselwirkungsbeitrége von verschiedenen idealisierten Gruppen mit Wasser

als auch zwischen diesen Gruppen in Wasser abgeschétzt werden.

3.2.1 Wechselwirkungen von polaren Gruppen mit Wasser

In Experimenten konnte gezeigt werden, dass die tetraedrische Struktur des Wasserstoft-
briicken-Netzwerkes von Wasser in Anwesenheit von geldsten Substanzen, wie DMSO
oder Aceton, erhalten bleibt und dass die polaren Sauerstoffe dieser Substanzen sich geo-
metrisch gut in das Wasserstoffbriicken-Netzwerkes eingliedern kénnen [192), 197]. Dar-
aus kann abgeleitet werden, dass die Energie dieser Wasserstoffbriicke zwischen der po-
laren Gruppe und einem Wassermolekiil vergleichbar mit der Energie einer Wasserstoft-
briicke zwischen zwei Wassermolekiilen ist, d.h. ESOIM"'HQO = 65120”'1{20 = —27,1kJ/mol.
Die Anwesenheit dieser polaren Gruppen beeinflusst also nicht den Anteil an abgeséttig-
ten und unabgesittigten Wasserstoffbriicken-Funktionen Fy,; und Fi 0. Die Entropie
des Systems dndert sich nicht (TAS = 0). Im Folgenden werden diese Gruppen als
polare Funktionen bezeichnet.

Durch die Hydratation einer idealisierten polaren Funktion wird eine Wasserstoffbriicke
zwischen zwei Wassermolekiilen gebrochen. Fine der beiden beteiligten Wasserstoft-
briicken-Funktionen kann sich dabei in das Wasserstoftbriicken-Netzwerk von Wasser
reintegrieren, wiahrend die andere eine neue Wasserstoffbriicke mit der polaren Funk-
tion ausbilden kann. Der Enthalpie-Verlust durch das Aufbrechen der Wasserstoft-
briicke zwischen den zwei Wassermolekiilen wird durch die Reintegration der einen
Wasserstoffbriicken-Funktion ins Wassernetzwerk zur Hélfte kompensiert (Gleichung
. Der umgekehrte Prozess findet sich bei der Dehydratation einer idealisierten po-
laren Funktion (Gleichung . Ahnlich wie die Wasserstoffbriicken zwischen Wasser-
molekiilen haben Wasserstoffbriicken mit polaren Funktionen nicht zwangsweise eine
ideale Geometrie, daher ist die mittlere Wasserstoffbriicken-Energie eP?/%7-H20 ym den
Sattigungsfaktor Fy,; reduziert.

Fiir die freie Hydratations- und Dehydratationsenergie einer idealisierten polaren Funk-

tion ergeben sich damit folgende Gleichungen:
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3. Konzept hinter der HY DE-Funktion

polar o polar polar
AGhyd?"ation - AI{hydrou‘/ion - TAShydration
=0
lar...Hs0 L m0..m0
= Fsat(T) . 680 ar Ehg Fsat(T) . 5 . 60 2 2 < 0 (38)
polar o polar
AGydehyd’r’ation - 7AGhydration >0 (39)

Die Dehydratationsenergie einer idealisierten polaren Funktion ist immer positiv und
somit energetisch ungiinstig. Mit steigender Temperatur und/oder mit der Zunahme
von unabgeséttigten Wasserstoffbriicken-Funktionen wird dieser Beitrag kleiner. Bei
298 K fiihrt die Dehydratation einer polaren Funktion zu einem ungilinstigen Beitrag
von ca. 10 bis 12 kJ/mol (unter der Annahme: ef?emH20 — (H20--H20) "gip ghplich
hoher destabilisierender Beitrag wurde auch fiir nicht abgeséttigte polare Funktionen

in Protein-Ligand-Komplexen gemessen [47, 198 199].

3.2.2 Wechselwirkungen von apolaren Gruppen mit Wasser

Im Gegensatz zu polaren Gruppen findet man bei apolaren Gruppen keine eindeutig be-
vorzugte Anordnung der Wassermolekiile um die apolare Gruppe [192, 197]. Dies deutet
darauf hin, dass die Wechselwirkungen von Wassermolekiilen und apolaren Gruppen
nur sehr schwach sein konnen, fiir eine CH- - - O-Wasserstoffbriicke wird eine Energie
von —1 k.J/mol angenommen [200]. Daher werden diese Gruppen im Folgenden als apo-
lare Funktionen bezeichnet und die Wasserstoffbriicken-Funktion des Wassermolekiils,
das in Kontakt mit der apolaren Funktion ist, wird als unabgeséttigt angesehen. So-
mit haben Wassermolekiile, die in Kontakt mit einer idealisierten apolaren Funktion
sind, im Mittel drei abgeséttigte und eine unabgesattigte Wasserstoffbriicken-Funktion
(Fsat = 0,75 und Fypsar = 0,25). Dies entspricht den Séttigungsfaktoren von Wasser
bei einer Temperatur von 373 K. Die Integration von apolaren Funktionen in Wasser si-
muliert somit eine héhere Temperatur. Die Anderung der Enthalpie und Entropie durch
die Einfiihrung einer apolaren Funktion in Wasser wird daher zwischen dem Gleichge-
wichtszustand Fq(T) und Fnsei(T) und dem Zustand, der durch Fs, = 0,75 und

Funsat = 0,25 charakterisiert ist, berechnet:
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AHapolar _ (0.75 . Fsat(T)) . 26(1;{20...H20

hydration
= —(0.25 — Fypsat(T)) - 2e120--H20 (3.10)
apolar 0.25 Funsat(T)
Ashzdration == <373K - T ’ 266{20 10 (3'11)

Durch die Einfiihrung einer apolaren Funktion in Wasser kann die Anderung der Ent-
halpie bei einer bestimmten Temperatur nicht mehr durch die Anderung Entropie kom-
pensiert werden. Der Entropie-Term ist um den Faktor T /373 kleiner als der Enthalpie-

Term, dadurch ergibt sich ein energetisch ungiinstiger Beitrag zur freien Energie:

1 T

l H>O...H20

AT =5 00 (1 ) >0 5.12)
l l

AG;Z;y(gration = 7AGZ§(;razftion <0 (313)

Die Hydratation einer apolaren Funktion ist bei jeder Temperatur energetisch ungiins-
tig, der Beitrag wird mit steigender Temperatur jedoch schwéacher. Im Gegensatz dazu
ist die Dehydratation einer apolaren Funktion bei jeder Temperatur energetisch giinstig,
bei 273 k liegt der Beitrag bei —3,6 kJ/mol, bei 313 K belduft sich der Beitrag auf
—2,2 kJ/mol und hat bei 373 K schlieflich keinen Beitrag mehr. Um die apolare Hydra-
tation und damit eine Erh6hung der unabgeséittigten Wasserstoffbriicken-Funktionen zu
vermeiden, kommt es zur Zusammenlagerung von apolaren Funktionen in Wasser, dem
hydrophoben Effekt.

3.2.3 Wechselwirkungen zwischen funktionellen Gruppen in Wasser

Mithilfe der hergeleiteten Gleichungen fiir die Dehydratationsenergie von idealisierten
polaren und apolaren Funktionen (Gleichung und Gleichung kann die Ener-
gie von verschiedenen intermolekularen Wechselwirkungen in Wasser abschétzt werden.
Manche dieser intermolekularen Wechselwirkungen tragen dabei giinstig zur freien Bin-
dungsenergie bei, wihrend andere ungiinstige Kontakte nur auftreten, wenn die Summe

der giinstigen Beitrdge in einem molekularen Komplex iiberwiegt.
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3. Konzept hinter der HY DE-Funktion

Kontakt zwischen zwei polaren Gruppen

Der Kontakt zwischen zwei polaren Gruppen kann energetisch giinstig als auch ungiins-
tig zur freien Bindungsenergie beitragen. In wéssriger Losung miissen beide polaren
Funktionen zuerst dehydratisiert werden, bevor sich eine Wasserstoffbriicke zwischen
ihnen ausbilden kann. Der energetische Beitrag vom Kontakt zweier polarer Funktio-
nen zur freien Bindungsenergie setzt sich daher aus der Wasserstoffbriicken- und der
Dehydratationsenergie beider Funktionen zusammen:

polar—polar __ polar...polar polar
AG'bi’rzding =% +2- AGdehydration

_ 6;E))ol(z?"...polar _9. Fsat(T) ) e;golar...HQO + Fsat(T) . 66{20..}120 (314)

Die mittlere Wasserstoffbriicken-Energie ist im Wassernetzwerk um den Faktor Fju;
reduziert (Gleichung , dadurch sind die Dehydratationskosten ebenfalls um diesen
Faktor reduziert und es ergibt sich ein schwach stabilisierender Beitrag fiir eine intermo-
lekulare Wasserstoffbriicke. Bei 298 K belduft sich der Beitrag auf —3,9 kJ/mol fiir eine
geometrisch ideale Wasserstoffbriicke. Dieser Beitrag nimmt bei steigender Temperatur
leicht zu (Abbildung7 da die Dehydratationskosten weiter sinken. Sobald die Abwei-
chung von der idealen Geometrie zu grofs wird, wirkt sich die intermolekulare Wasser-
stoffbriicke destabilisierend auf die freie Bindungsenergie aus. Die Wasserstoffbriicken-
Energie egolar'”p olar ird vernachlissigbar klein und die Dehydratationskosten der pola-
ren Funktionen kénnen nicht kompensiert werden. Eine dhnliche destabilisierende Kon-
stellation tritt durch den Kontakt zweier Wasserstoffbriicken-Donoren oder -Akzeptoren

auf, wo sich bei 298 K ein destabilisierender Beitrag von bis zu 22 k.J/mol ergibt.
Kontakt zwischen zwei apolaren Gruppen

Der Kontakt zweier apolarer Gruppen in einem molekularen Komplex in wéssriger Lo-
sung fiihrt durch die Dehydratation der apolaren Funktionen immer zu einem stabili-

sierenden Beitrag zur freien Bindungsenergie:

lar—apol ! H»0...H30 T
NG =2 MG = P00 (12 Y <00 )

Bei 298 K ergibt sich fiir ein apolares Kontaktpaar ein energetisch gilinstiger Beitrag
von —5,4 kJ/mol. Mit steigender Temperatur nimmt dieser Beitrag jedoch stark ab
(Abbildung [3.3)).
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3.3 Wechselwirkungen in Wasser als Basis von HYDE

Kontakt zwischen polarer und apolarer Gruppe

Ein weiterer moglicher Kontakt, der in einem molekularen Komplex zustande kom-
men kann, ist der zwischen einer polaren und einer apolaren Gruppe. Dieser Kontakt
ist in wéssriger Losung immer energetisch ungiinstig, da die Dehydratationskosten der
polaren Funktion nicht vollstdndig durch die energetisch giinstige Dehydratation der

apolaren Gruppe kompensiert werden kénnen:

AGpolar—apolar o AGpola’r + AGapolar

binding dehydration dehydration
1
= — sat(T) . 6golar...HzO + Fsat(T) . 5 . 66120...H20
1 H,0..H0 T
g o T amr ) 7! 3.16
Ty 373K (3.16)

Der energetisch giinstige Beitrag der apolaren Dehydratation nimmt mit steigender
Temperatur schneller ab als der ungiinstige Beitrag der polaren Dehydratation, daher
wirkt sich dieses Kontaktpaar bei hoheren Temperaturen noch destabilisierender auf die
freie Bindungsenergie aus (Abbildung|[3.3). Bei 298 K liegt der Beitrag bei 8,8 k.J/mol,
wihrend er bei 313 K auf 9,1 k.J/mol ansteigt.

25 Abbildung 3.3: Temperaturabhéingige
________________________________ Wechselwirkungsenergien verschiedener
20 iﬁp;;zApO'ar ------ funktioneller Gruppen in Wasser. Darge-
15 Apolar-Polar stellt sind: Wasserstoffbriicken (blaue ge-
--- Polar-Polar strichelte Linie), der hydrophobe Effekt

10 (griine durchgezogene Linie), der ungiins-
tige Kontakt zwischen einer polaren und

einer apolaren Gruppe (orange durchbro-

Energie [kd/mol]
&)

0 chene Linie) und der ungiinstige Kon-

-------- takt zwischen zwei Wasserstoffbriicken-

54 T === __ .

———— Donoren oder -Akzeptoren (rote gestri-

-10 chelte Linie). Bild in Anlehnung an [I8T]
273 293 313 333 353 373

Temperatur [K]

3.3 Wechselwirkungen in Wasser als Basis von HYDE

Das im vorherigen Abschnitt vorgestellte Konzept zur Beschreibung der Energie von in-

termolekularen Wechselwirkung in wissriger Losung dient als Grundlage der HYDE
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3. Konzept hinter der HY DE-Funktion

Bewertungsfunktion. Dabei wird davon ausgegangen, dass der Hauptanteil der frei-
en Bindungsenergie in molekularen Komplexen tiiber grundlegende Wechselwirkungen,
d.h. Wasserstoffbriicken, den hydrophoben Effekt und die polare Desolvatisierung ab-
geschétzt werden kann. Damit 1dsst sich die freie Bindungsenergie zweier Molekiile fol-

gendermafen berechnen [201]:

n m
AGfbinding = AC;dehyalration + Z Z €pola7’1...p01ar2 : 5H-bond(i7j) (317)
i=1 j=1

1 Wasserstoffbriicke zwischen Atom i und Atom j

5H-bond(ivj) = {() sonst

Die Dehydratationsenergie AGgehydration beinhaltet sowohl die energetisch giinstigen
Beitrage durch den hydrophoben Effekt als auch die destabilisierenden Beitrége, die bei
der polaren Dehydratation entstehen. Die Wasserstoffbriicken-Energie zwischen Atom
¢ und Atom j liefert immer einen stabilisierenden Beitrag zur freien Bindungsenergie,
sofern die Abweichung von der idealen Wasserstoftbriicken-Geometrie nicht zu hoch ist.
Um eine atom-basierte Bewertung in HYDE zu ermoéglichen, wird die Wasserstoff-
briicken-Energie auf die einzelnen Wasserstoffbriicken-Partner aufgeteilt. Die freie Bin-
dungsenergie kann damit als Summe iiber die Beitrage aller Atome, die an der Komplex-

Bindung beteiligt sind, abgeschétzt werden [201]:

n+m

AGbmdmg = Z AGzlehydration + AG%—band (318)
=1

In HYDE soll zwischen verschiedenen Atomtypen unterschieden werden, z. B. zwischen
schwécheren und stérkeren Wasserstoffbriicken-Donoren oder -Akzeptoren. Dies ist mit
dem in diesem Kapitel vorgestellten Konzept nicht direkt moglich, da hier nur ideali-
sierte Wasserstoffbriicken-Funktion beschrieben wurden. Daher wurde im Kontext von
HYDE der Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient logP zur Parametrisierung der ver-
schiedenen Atomtypen genutzt, der implizit auch die Dehydratationsenergie beschreibt.

Hierauf wird in den folgenden zwei Kapiteln néher eingegangen.
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Bestehende Methoden und Module

In diesem Kapitel werden bereits bestehende Module der Flex*-Bibliothek [80] vorge-
stellt, in die die HYDE-Bewertungsfunktion integriert wurde, sowie der erste HYDE-
Prototyp [201, 202], der die Ausgangsposition der aktuellen HYDE-Version bildete.
Zuerst erfolgt die genaue Beschreibung des HYDE-Prototyps, beziiglich des verwende-
ten Modells und der Implementierung, zudem werden Erweiterungsmoglichkeiten auf-
gezeigt. Im zweiten Teil des Kapitels werden verschiedene Optimierungsmethoden ein-

gefiihrt, die als bereits bestehende Module der Flex*-Bibliothek zur Verfiigung standen.

4.1 Der HYDE-Prototyp

Die erste Version von HYDE wurde 2008 von Reulecke et al. [201] 202] veroffentlicht.
Die Grundlage der HYDE-Bewertungsfunktion bildet das theoretische Konzept zur Be-
schreibung von intermolekularen Wechselwirkungen in Wasser, das im vorhergehenden
Kapitel |3 beschrieben wurde. Im Folgenden werden die einzelnen Terme des HYDE
Prototyps, die Parametrisierung, die Implementierung und erste Resultate zusammen-

gefasst [201], 202]. Anschliefsend werden Erweiterungsmoglichkeiten diskutiert.
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4. Bestehende Methoden und Module

4.1.1 Terme der HYDE-Bewertungsfunktion

Die HYDE-Bewertungsfunktion basiert auf zwei Termen zur Abschitzung der freien
Bindungsenthalpie von Protein-Ligand-Komplexen: der Wasserstoffbriicken- und der
Dehydratationsenergie. Fiir alle Atome ¢ des Liganden und der Bindetasche des Pro-
teins, wird die Anderung der Dehydratation und der Wasserstoffbriicken-Bindungen

zwischen freiem und komplexiertem Zustand bestimmt:

AGuypg = Z AG'(ijlehydration + AGitl—bond <41)

atoms 1

Wihrend durch den Wasserstoffbriicken-Term nur energetisch giinstige Betrage beriick-
sichtig werden, erfasst der Dehydratationsterm sowohl den energetisch giinstigen Betrag
durch den hydrophoben Effekt als auch die energetisch ungiinstige polare Desolvatisie-
rung.

Beide Terme der HYDE-Bewertungsfunktion sind von folgender thermodynamischer
Gleichung abgeleitet, wobei man von einem chemischen Gleichgewicht (AG = 0) und

konstanter Temperatur ausgeht:
AG = —RT -In(K) (4.2)

Dabei ist R die allgemeine Gaskonstante, T die Temperatur und K die Gleichgewichts-

konstante einer Reaktion.
Berechnung der Dehydratationsenergie

Zur Quantifizierung der Wasserstoffbriicken- als auch Dehydratationsenergie werden
in HYDE partielle logP-Atom-Inkremente (plogP) verwendet. Der logP g /11-Wert eines
Molekiils ist der negative dekadische Logarithmus seines Oktanol-Wasser-Verteilungs-
koeffizienten. Ein positiver logP-Wert bedeutet, dass sich anteilig mehr Molekiile in der
Oktanol-Phase befinden und das Molekiil somit als hydrophob klassifiziert werden kann.
Die freie Dehydratationsenergie kann daher mithilfe des logP-Wertes und Gleichung [£.2]

berechnet werden:

AGdehyd'l‘ation =—RT-In KO/W = —2.3RT - IOg PO/W (43)

Zur Berechnung der Dehydratationsenergie eines einzelnen Atoms ¢ werden in HYDE

atombasierte logP-Inkremente (plogP?) verwendet:
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4.1 Der HYDE-Prototyp

acci — acci
freCeLCCi complex p log Pz (4.4)

mean

AGilehydration = —2.3RT -

Neben dem plogP’-Wert eines Atoms wird in HYDE zur Berechnung der Dehydra-
tationsenergie auch die Anderung seiner Losungsmittel-Zugénglichkeit ace® durch die
Komplexbildung beriicksichtigt. Hierzu wird die Zugénglichkeit des Atoms im unge-

i

complex bestimmt und es erfolgt eine

bundenen acClyee und im gebundenen Zustand acc
i

L ean de€s entsprechenden

Normalisierung iiber die mittlere statistische Zuganglichkeit acc
Atomtyps. Fiir apolare Atome (plogP-Wert > 0), deren Losungsmittel-Zugénglichkeit
durch die Komplexbildung reduziert wird, ergibt sich demnach und entsprechend des
hydrophoben Effektes ein stabilisierender Beitrag (AGilehydr ation < 0) zur Gesamtener-
gie. Im Gegensatz dazu fithrt die Dehydratation eines polaren Atoms (plogP-Wert <
0) zu einer ungiinstigen Dehydratationsenergie (AGfiehydmtion > 0) und triagt damit

destabilisierend zur Gesamtenergie bei.
Berechnung der Wasserstoffbriicken-Energie

Der Energiegewinn einer Wasserstoffbriicke zwischen zwei polaren Wasserstoffbriicken-
Funktionen wurde bereits in Kapitel [3] hergeleitet. Dieser ergibt sich aus der Tatsache,
dass in Wasser im Mittel nicht alle Wasserstoffbriicken mit idealer Geometrie ausge-
bildet werden und so die mittlere Wasserstoffbriicken-Energie um den Sattigungsfaktor
Fsqt reduziert ist. Hieraus folgt, dass die Kosten der polaren Dehydratation ebenfalls um
den Séttigungsfaktor Fg, geringer sind als die Energie einer geometrisch ideal ausge-
bildeten Wasserstoffbriicke zwischen zwei polaren Atomen im Protein-Ligand-Komplex.
Fiir die Abschétzung der Wasserstoffbriicken-Energie in HYDE ergibt sich damit fol-
gende Gleichung:
1 , 2.3RT

AGL, = AGE =
H-bond dehydration
Fsat Y Fsat

-plog P; (4.5)

In HYDE wird auch die Wasserstoffbriicken-Energie atombasiert berechnet, so dass
beiden Atomen, die an einer Wasserstoffbriicke beteiligt sind, ihr jeweiliger Betrag ent-
sprechend ihres plogP-Wertes zugeteilt wird. Als weiterer Faktor wurde die Anderung
der Sittigung Asat’ eines Atoms 4 zwischen gebundenem und ungebundenem Zustand
in Gleichung integriert:

2.3RT

AG: ===
H-bond Fsat

- (sat’ - sat?ree) -plog P; (4.6)

complex
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4. Bestehende Methoden und Module

Die Sittigung sat’ eines Atoms 4 wird aus der Anzahl und der Giite der von ihm

ausgebildeten Wasserstoffbriicken mit umgebenden Atomen j berechnet:

sat' = lZfdev(ivj) (47)

Um einer Uberbewertung aufgrund der Ausbildung von multiplen Wasserstoffbriicken
durch ein polares Atom entgegenzuwirken, wurde eine Skalierung durch den Wurzelterm
eingefiihrt. Die geometrische Giite der Wasserstoftbriicken wird {iber den Bestrafungs-
faktor fge,(7,7), entsprechend des FlexX Wechselwirkungsmodells [80], berticksichtigt.
Fiir eine geometrische ideale Wasserstoffbriicke ist fge,(,5) = 1 und nimmt linear
gegen 0 ab, bis die Abweichung von der idealen Wechselwirkungs-Geometrie beziig-
lich Distanz und/oder Winkel einen Toleranzwert tiberschreitet. In Abbildung ist
beispielhaft die Wasserstoffbriicken-Wechselwirkung zweier polarer Atome dargestellt,
ideale Distanz und Winkel werden jeweils durch die Wechselwirkungsflachen beschrie-
ben. Eine Wechselwirkung wird ausgebildet, wenn die beteiligten Atome jeweils auf der
Wechselwirkungsflache des anderen Partners liegen. Diese Wechselwirkungsflachen wur-
den fiir HYDE, auf Basis der Kristallstrukturen kleiner Molekiile teilweise tiberarbeitet

und angepasst [202].

Abbildung 4.1: Schematische Darstel- //'

lung der Wechselwirkungsflichen und der »"’\

Wasserstoffbriicke von zwei polaren Ato- O \\;‘\

men. Das Wechselwirkungs-Modell wurde .. N
von FlexX abgeleitet [80]. ~ P

4.1.2 Parametrisierung und Implementierung

plogP-Parametrisierung

Im Gegensatz zu den vielen empirischen Bewertungsfunktionen, die anhand von expe-
rimentellen Bindungsaffinitdten und Kristallstrukturen von Protein-Ligand-Komplexen
kalibriert wurden (s. Kapitel, sind in HYDE lediglich die partiellen logP-Inkremente
(plogP) durch eine Regressions-Analyse bestimmt worden. Dadurch ist HYDE genereller
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4.1 Der HYDE-Prototyp

einsetzbar als andere empirische Bewertungsfunktionen und liefert nicht wie diese meist
bessere Resultate fiir Komplexe, die im Parametrisierungsdatensatz enthalten waren.

In HYDE werden die plogP-Werte genutzt, um die Beitrdge einzelner Atome zur Was-
serstoffbriicken- und Dehydratationsenergie abzuschétzen. Zur Kalibrierung der plogP-
Werte, wurden 68 unterschiedliche plogP-Atomtypen definiert. Diese beziehen sich auf
das Element, die Hybridisierung, die Anzahl und Art der ausgehenden Bindungen und
die Anzahl gebundener Wasserstoffe des jeweiligen Atoms. Weiterhin wurde die Losungs-
mittel-Zuginglichkeit acc’ eines Atoms 4 bei der Regressions-Analyse beriicksichtigt. In
der Parametrisierung und somit zur Bestimmung des logP-Wertes eines Molekiils mit n

Atomen i wurde folgende Inkrementformel verwendet:

"L acd
log P = ——— - plog Py (7) (4.8)
; a’cclrgnean
accﬁw(m ist die mittlere Zuganglichkeit des Atomtyps k im Parametrisierungsdatensatz,

plog Py ist das entsprechende logP-Inkrement.

Die Parametrisierung erfolgte mit experimentell gemessenen logP-Werten von 696 klei-
nen Molekiilen, die aus der Zusammenstellung von Hansch und Leo [203] stammen und
der PHYSPROP Datenbank [204] entnommen wurden. Die Molekiile wurden so ausge-
wahlt, dass sie mindestens zwei verschiedene funktionelle Gruppen enthalten. Mittels
multipler linearer Regression wurden die plogP-Parameter der verschiedenen Atom-
typen bestimmt. Eine genaue Auflistung der Atomtypen mit entsprechenden plogP-
Parametern findet sich in [201].

Berechnung der Losungsmittel-Zuganglichkeit

Die Abschétzung der 16sungsmittelzugénglichen Oberfliche von Atomen wird in HYDE
zur Berechnung der Dehydratationsenergie als auch in der logP-Parametrisierung be-
notigt. Die losungsmittelzugéngliche Oberflache (SAS) ist definiert als Erweiterung der
Van-der-Waals-Oberfliche eines Molekiils, um den Radius eines idealisierten Lésungs-
mittel-Molekiils [205-207]. Meist wird ein Radius von rsag = 1,4 A fiir das Losungsmit-
tel-Molekiil gewiihlt, im HYDE-Prototyp wurde der Radius auf rgag = 1,2 A reduziert,
um Ungenauigkeiten in den zugrunde liegenden Strukturen gerecht zu werden.

In HYDE wurde eine Abwandlung der SAS implementiert, die gewichtete SAS (WSAS).
Hierbei werden fiir polare Atome nur die Bereiche der SAS beriicksichtigt, die in der Vor-
zugsrichtung einer Wasserstoffbriicke liegen. Die Berechnung der WSAS beruht auf der

FlexX-Implementierung der SAS. Diese wird iiber eine rekursive Ikosaeder-Tesselierung
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4. Bestehende Methoden und Module

abgeschétzt. Dabei wird ein Ikosaeder fiir jedes Schweratom des Molekiils erzeugt. Der
Radius des Ikosaeders ergibt sich aus dem Van-der-Waals-Radius ryvpw des jeweiligen
Atoms und der Erweiterung um den Radius des Losungsmittel-Molekiils rgag. In dem
rekursiven Algorithmus wird fiir die drei Eckpunkte eines Ikosaeder-Dreiecks jeweils die
Zuginglichkeit unter Beriicksichtigung der umliegenden Atome bestimmt. Sind nicht al-
le Eckpunkte zugénglich oder unzugénglich, so wird dieses Dreieck durch Halbierung der
Dreiecksseiten in vier neue Dreiecke unterteilt und jeweils wieder auf Zugénglichkeit ge-
testet. Abbildung [£.2] stellt schematisch die Ikosaeder-Tesselierung zur Abschitzung der
SAS eines Atoms dar. Aus allen zugénglichen Eckpunkten eines Ikosaeders wird schliefs-
lich die SAS eines Atoms berechnet. Analog dazu erfolgt die Berechnung der WSAS in
HYDE, mit dem Unterschied, dass bei polaren Atomen nur Eckpunkte des Ikosaeders als
zugénglich markiert werden, die sich in Richtung der jeweiligen Wechselwirkungsflache
befinden. Eckpunkte mit einer geringen Abweichungen zur Wechselwirkungsflache erhal-
ten eine niedrigere Gewichtung bis zu einem Gewicht von 0, wenn die Winkelabweichung
zu grof wird. Abbildung [4.2] zeigt schematisch die Einfithrung der Gewichtung der SAS.
Zwei weitere Methoden zur besseren Beschreibung von schwer zugénglichen Stellen, die
besonders auf Proteinseite zum Tragen kommen, wurden ebenfalls implementiert. Eine
genaue Beschreibung findet sich in [202]. Die Komplexitit der Algorithmen liegt bei
einer GréRenordnung von O(n?) beziiglich der Anzahl der Atome [202].

Abbildung 4.2: Vergleich SAS und gewichtete SAS (WSAS). Dargestellt ist die Ober-
flachendiskretisierung mittels Tkosaeder-Tesselierung (Punkte auf der SAS) mit Verfeine-
rungsgrad (Zahlen innerhalb der SAS), und die Zugénglichkeit/Gewichtung der Tkosaeder
Eckpunkte (Zahlen aufserhalb der SAS). Bei der WSAS wird fiir polare Atome nur die
Oberfléche in Richtung der Wechselwirkungsflichen beriicksichtigt.
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Abbildung 4.3: HYDE-Farbschema. Griin eingefirbte Atome tragen stabilisierend zur
Gesamtenergie AG gy pg bei; rot eingefarbte Atome wirken destabilisierend; weiffe Atome
haben keinen Beitrag. Links: Geometrisch gute Wasserstoffbriicke in Element- und HYDE-
Féarbung, Wasserstoffbriicken-Donor und Akzeptor, beide in griin. Rechts: Kontakt von
zwei Wasserstoftfbriicken-Akzeptoren, beide werden rot eingefirbt. Bild in Anlehnung an

[208]

Atombasierte HYDE-Farbung

Zur Verbesserung der Analyse von Protein-Ligand-Komplexen wurde eine intuitive,
atombasierte Einfarbung entwickelt [20I]. Diese ermoglicht das direkte Erkennen von
energetisch gilinstigen und ungiinstigen Konstellationen im Protein-Ligand-Komplex.
Hierzu wurde eine Farbskala von dunkel griin, fiir energetisch giinstige Atombeitréige,
iiber weifs, fiir Atome die keinen Beitrag zur Gesamtenergie leisten, bis hin zu rot, fiir
energetisch ungiinstige Kontakte, eingefiihrt. Dadurch erhalten Atome, die z. B. an einer
geometrisch guten Wasserstoftbriicke, an einer Metallkoordinierung oder am hydropho-
ben Effekt beteiligt sind, eine griine Einfarbung. Im Gegensatz dazu werden Atome
in ungiinstigen Konstellationen, wie z. B. der Kontakt von zwei Wasserstoffbriicken-
Donoren oder -Akzeptoren, aber auch Atome, die an einer geometrisch schlechten Was-
serstoffbriicke beteiligt sind, rot eingefarbt. Abbildung [4.3] zeigt beispielhaft die HYDE-
Farbung einer energetisch giinstigen Wechselwirkung als auch die eines energetisch un-
glinstigen Kontaktes.

Diese Einfarbung der Atome ermoglicht eine direkte Visualisierung des Einflusses in-

dividueller Atome auf die Gesamtenergie. Weiterhin wurde eine Zuordnung des Ener-
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4. Bestehende Methoden und Module

giebeitrags der Proteinatome zu den jeweils raumlich néchstgelegenen Ligandatomen
eingefiihrt, so dass die einzelnen Ligandatome dann auf Basis dieses akkumulierten
Energiebeitrags eingefarbt werden konnen. In der Leitstruktur-Optimierung kénnen so
potenzielle Optimierungsmoglichkeiten an der Leitstruktur leicht sichtbar gemacht wer-

den.

4.1.3 Erste Resultate des HYDE-Prototyps

Der HYDE-Prototyp wurde auf géngigen Benchmark-Datensétzen, wie dem Directory
of Useful Decoys (DUD) [209] oder dem PDBbind Datensatz [210, 211] als auch in einer
prospektiven Studie experimentell validiert.

Der DUD-Datensatz wurde zur Simulation eines virtuellen Screenings entwickelt und
dient damit zur Validierung der Fahigkeit einer Bewertungsfunktion zur Unterscheidung
von Bindern und Nicht-Bindern. Dieser Datensatz besteht aus 40 fiir den Wirkstoffent-
wurf relevanten Zielproteinen und jeweils experimentell validierten Bindern. Anhand
der Binder wurden aus der ZINC-Datenbank [I71] topologisch uniéhnliche Molekiile,
jedoch mit dhnlichen physikochemischen Eigenschaften, entsprechend fiir jedes Zielpro-
tein zusammengestellt. Von diesen Molekiilen wird angenommen, dass sie nicht an das
Zielprotein binden, sie wurden dennoch nicht als inaktiv experimentell bestatigt. HYDE
wurde auf allen Zielproteinen getestet und zeigte im Vergleich zu FlexX teilweise eine
bessere Vorhersage der Binder [202]. Zudem wurden die Ergebnisse fiir drei der Ziel-
proteine genauer untersucht. Dabei zeigte sich, dass schlechte Resultate bei Thrombin
und der p38 MAP Kinase auf Fehler im Datensatz zuriickzufiithren waren und gut mit
HYDE identifiziert werden konnten [201}, 202].

Die Qualitdt von HYDE zur Vorhersage von Bindungs-Affinitdten wurde anhand des
PDBbind 2004 Datensatzes (refined set) getestet. Dieser besteht aus 800 Protein-Ligand-
Komplexen mit experimentell gemessenen Affinitdten. Hierbei erreichte HYDE eine
durchschnittliche Vorhersagequalitat im Vergleich zu anderen Bewertungsfunktionen die
ebenfalls auf diesem Datensatz getestet wurden [150, 202]. Die Analyse des Resultats
ergab, dass sich HYDE auch in diesem Fall sehr sensitiv gegeniiber Ungenauigkeiten in
den zugrunde liegenden Kristallstrukturen der Komplexe zeigte.

Der HYDE-Prototyp wurde 2007 von Bayer CropScience fiir ein virtuelles Screening ein-
gesetzt. Dabei wurden 4,5 Millionen Substanzen aus einer virtuellen Bibliothek mithilfe
von FlexX gedockt. Die erzeugten Platzierungen dieser Substanzen wurden anschlieffend
mit HYDE bewertet. Dabei erhielten 2200 der Substanzen eine Bewertung, die auf eine
aktive Substanz hindeutet. Aus diesen wurden dann nach verschiedenen Kriterien, wie

Verfiigbarkeit oder ADME-Parametern, 172 Substanzen ausgewéhlt und experimentell
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in Assays auf Aktivitdt getestet. Fiir zwei Drittel der Verbindungen wurde ein ICgg-
Wert im mikromolaren Bereich festgestellt, 20 % der Verbindungen erwiesen sich sogar
als nanomolare Binder. Diese iiberaus hohe Trefferquote wird nur selten in einem vir-
tuellen Screening erreicht [212] und zeigt damit die Fahigkeit von HYDE, Binder von

Nicht-Bindern zu unterscheiden.

4.1.4 Erweiterungsmoglichkeiten

Die Verwendbarkeit von HYDE wurde eindrucksvoll in einem virtuellen Screening bei
Bayer CropScience gezeigt, wihrend die Resultate fiir Benchmark-Daten eher durch-
schnittlich waren. Eine Erklarung dafiir ist die Sensitivitdt von HYDE auf Ungenauig-
keiten in den zu bewertenden Kristallstrukturen. Diese 6ffentlich zuginglichen Struktu-
ren weisen héufig weniger ideale Wasserstoffbriicken-Geometrien auf und werden somit
in HYDE bestraft, dessen Wasserstoffbriicken-Modell von Kristallstrukturen kleiner Mo-
lekiile abgeleitet wurde [202] und damit eine hohere Genauigkeit aufweist. Weiterhin ist
die korrekte Protonierung der potentiellen Wasserstoffbriicken-Partner von grofer Be-
deutung, sowie die richtige Ausrichtung frei drehbarer Gruppen, wie z. B. von Hydroxyl-
Gruppen. Eine weitere Ursache ist die unzureichende Beschreibung der Wechselwirkun-
gen von Metallionen im HYDE-Prototyp.

Zur addquaten Bewertung von Protein-Ligand-Komplexen mit weniger gut aufgelosten
Kristallstrukturen durch HYDE ist eine Voroptimierung der Protein-Ligand-Komplex-
Geometrie in Richtung des HYDE-Wasserstoftbriicken-Modells unabdingbar. In diesem
Zusammenhang ist natiirlich auch eine sinnvolle Protonierung des Liganden und des Pro-
teins sowie die richtige Ausrichtung frei drehbarer Wechselwirkungspartner von grofser
Wichtigkeit. Die Voroptimierung der Protein-Ligand-Komplex-Geometrie ist insofern
auch notwendig, da in der HYDE-Bewertungsfunktion keine Terme zur Detektion ei-
ner Uberlappung von Atomen vorgesehen sind. Diese finden sich zwar selten in Kris-
tallstrukturen, treten jedoch haufiger in den, durch molekulares Docking vorhergesag-
ten, Protein-Ligand-Komplexen auf. Ein weiterer Aspekt zur Verbesserung des HYDE-
Prototyps stellt der Geschwindigkeitsaspekt dar. Durch die aufwendige Berechnung der
molekularen Oberflache in jeder Komplex-Bewertung ist diese der geschwindigkeitsbe-
grenzende Faktor. Um eine Voroptimierung des Protein-Ligand-Komplexes in Richtung
des HYDE-Modells durchfiithren zu koénnen, sollte daher eine alternative Berechnungs-

methode der Oberfliche implementiert werden.
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4.2 Optimierungsmethoden der Flex*-Bibliothek

Die Analyse der Resultate des HYDE-Prototyps hat gezeigt, dass eine geometrische
Voroptimierung des Protein-Ligand-Komplexes als auch eine Optimierung des Wasser-
stoffbriicken-Netzwerkes, grundlegend sind, um eine zuverlassige Bewertung des Protein-
Ligand-Komplexes durch HYDE zu ermoéglichen. Im Folgenden werden Optimierungs-
methoden und -module vorgestellt, die bereits in der Flex*-Bibliothek zur Verfligung

standen und in diesem Projekt mit HYDE kombiniert wurden.

4.2.1 ProToss: Optimierung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes

Die Auflésung von Kristallstrukturen von Protein-Ligand-Komplexen ist in der Regel
zu niedrig, um die eindeutige Lokalisierung von Wasserstoffatomen festzustellen. Im
Struktur-Verfeinerungsprozess kann die Position von Wasserstoffatomen durch entspre-
chende Programme berechnet werden, jedoch sind die meisten Kristallstrukturen von
Protein-Ligand-Komplexen in der PDB [12] ohne Koordinaten von Wasserstoffatomen
hinterlegt. Dadurch ist die Protonierung von polaren Atomen (z. B. bei Aminen, Car-
bonsduren oder Phenolen) als auch ein bestimmter tautomerer Zustand einer funktio-
nellen Gruppe (z. B. der Imidazolring in Histidin) nicht eindeutig gegeben. Die ge-
naue Ausrichtung der Wasserstoffatome bei frei drehbaren Gruppen, wie Aminen oder
Hydroxyl-Gruppen, ist daher auch nicht eindeutig bestimmt. Eine weitere Mehrdeutig-
keit, die in Protein-Kristallstrukturen auftritt, ist eine mogliche 180° Drehung von, in
der Elektronendichte symmetrischen, Aminosiure-Seitenketten. Dies betrifft den Imi-
dazolring von Histidin sowie die Amid-Seitenketten von Asparagin und Glutamin (vgl.
Kapitel . Alle diese Faktoren beeinflussen letztendlich die Ausbildung eines idealen
Wasserstoffbriicken-Netzwerkes innerhalb des Proteins als auch zwischen Ligand und
Protein. Die Ausbildung dieses idealen Wasserstoftbriicken-Netzwerkes ist wichtig fiir
die Proteinstabilitat [213], aber auch um die Bindungsaffinitét eines Liganden zum Pro-
tein zuverlassig abschétzen zu kénnen.

ProToss [37] ist ein Modul der Flex*-Bibliothek, das anhand einer Protein-Kristall-
struktur das optimale Wasserstoffbriicken-Netzwerk innerhalb des Proteins sowie zwi-
schen Protein und Ligand generiert. Dazu werden die verschiedenen, oben erwahnten
Zustdnde der betreffenden Gruppen erzeugt. Mittels einer empirischen Bewertungs-
funktion zur Bestimmung der Giite einer potentiellen Wasserstoffbriicke und dyna-
mischer Programmierung wird das optimale Wasserstoffbriicken-Netzwerk berechnet.
Die Bewertungsfunktion fiir die Giite einer Wasserstoftbriicke basiert auf dem FlexX-
Wechselwirkungsmodell [80]. Im Kontext von HYDE werden in ProToss die fiir HYDE
optimierten Wechselwirkungsflichen (vgl. Abschnitt genutzt.
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4.2.2 Optimierung der Protein-Ligand-Komplex-Geometrie

Die durch molekulares Docking erzeugten Protein-Ligand-Komplexe enthalten zum Teil
Uberlappungen von Atomen. Das passiert vor allem, wenn im Docking-Prozess die Pro-
teinstruktur als starr behandelt wird. Der gedockte Liganden kann ebenfalls in einer
unglinstigen Konformation vorliegen, da die im Docking eingesetzten Bewertungsfunk-
tionen vorwiegend die Anzahl der Wechselwirkungen optimieren. Eine Optimierung
der Protein-Ligand-Komplex-Geometrie ist auch nétig, um zwischen den verschiedenen
Optima verschiedener Funktionen oder Programme zu wechseln. Das bedeutet, z. B.,
dass die Protein-Ligand-Kristallstruktur, die von einem Kristallographen mit einem
Struktur-Verfeinerungsprogramm modelliert wurde, sich in dem Optimum des Kraftfel-
des befindet, das diesem Programm zugrunde liegt. Die Platzierungen, die mit verschie-
denen Docking-Programmen erzeugt werden, befinden sich auch jeweils im Optimum
der dort eingesetzten Bewertungsfunktion. Um jetzt diese Protein-Ligand-Komplexe
addquat mit HYDE bewerten zu kénnen, muss eine Optimierung entwickelt werden, die
den Protein-Ligand-Komplex in Richtung des Optimums der HYDE-Funktion bewegt.
Dabei sollten neben den Termen der HYDE-Funktion auch Terme zur Bewertung der
Ligandkonformation und zur Ermittlung von Atom-Uberlappungen integriert werden.

Im Folgenden werden zwei Optimierungsmethoden, die in der Flex*-Bibliothek zur Ver-
fiigung stehen kurz beschrieben. Beide benétigen eine Zielfunktion zur Optimierung.
Diese wurde im Hinblick auf HYDE neu entwickelt und wird in Kapitel beschrie-

ben.
Stochastische Optimierung

Als stochastisches Optimierungsverfahren wurde in der Flex*-Bibliothek eine Monte-
Carlo-Optimierung mit einem simulierten Abkiihlungsprozess implementiert. Dabei wird
in jedem Schritt eine zuféllige Verdnderung, entweder eines Torsionswinkels des Ligan-
den, der Translation oder der Rotation des Liganden, eingefiihrt. Anschliefend wird
bewertet, ob sich diese Veranderungen beziiglich der Zielfunktion positiv oder negativ
auswirkt. Bei einer Verbesserung der Energie des Systems wird diese Verdnderungen
als Ausgangsposition filir den néchsten Schritt gewdhlt. Im Falle einer Verschlechterung
wird abhéngig von der Temperatur entschieden, ob der Zustand trotzdem angenommen
wird. Je héher die Temperatur ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass dieser
Zustand angenommen wird. In jedem Optimierungsschritt wird iterativ die Temperatur
abgesenkt, wodurch die Wahrscheinlichkeit sinkt, ungiinstige Zustdnde anzunehmen, so

dass das Verfahren in einem Optimum konvergiert. Dieses Verfahren ermoglicht das
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Auffinden verschiedener Optima und dient der Auffindung des globalen Optimums hin-
sichtlich der gegebenen Zielfunktion. Mit diesem Optimierungsverfahren sind auch gro-

fere Bewegungen des Liganden in der Bindetasche moglich.
Numerische Optimierung

Die numerische Optimierung, die in der Flex*-Bibliothek implementiert wurde, verwen-
det ein Quasi-Newton-Verfahren, dem der BFGS-Algorithmus [214] zur Berechnung der
Hesse-Matrix zugrunde liegt. Mit diesem Verfahren konnen nichtlineare Minimierungs-
probleme numerisch gelést werden. Die Hesse-Matrix wird dabei aus Effizienzgriinden
nur ndherungsweise berechnet, um das Minimum der Zielfunktion zu ermitteln. In jedem
Optimierungsschritt werden minimale Bewegungen am Liganden (Translation, Rotation
und Torsionswinkel) durchgefiihrt. Der Unterschied der Hesse-Matrix zum vorherigen
Zustand wird bestimmt. Wird ein niedrigeres Minimum erreicht, wird dieser Zustand
die Startposition des néchsten Optimierungsschritts. Das Verfahren konvergiert, wenn
kein niedrigeres Minimum gefunden wird oder der Unterschied der Minima unterhalb
eines Schwellwertes liegt. Diese Optimierungsmethode liefert das néchstgelegene Mini-
mum. Dieses muss nicht zwangsweise das globale Minimum hinsichtlich der Zielfunktion
sein. Durch diese Methode wird die Lage und die Konformation des Liganden in der
Bindetasche nur lokal optimiert, so dass z. B. eine Anpassung an das jeweilige Wechsel-

wirkungsmodell erreicht wird.

Beide vorgestellten Optimierungsverfahren beinhalten einen Term, um eine Uberlap-
pung von Atomen innerhalb des Liganden zu verhindern, alle weiteren Terme der Ziel-

funktion werden dem Optimierungsverfahren iiber die GeoHYDE-Funktion (Kapitel

6.4.1]) geliefert.
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Parametrisierung des logP-Modells

In diesem Kapitel wird die Re-Parametrisierung der logP-Parameter der HYDE-Be-
wertungsfunktion beschrieben. Die atombasierten logP-Parameter wurden im HYDE-
Prototyp unter Berticksichtigung der 16sungsmittelzugédnglichen Oberflache von Atomen
bestimmt (vgl. Kapitel . Bei der Re-Parametrisierung der neuen HYDE-Version
wurde daher eine Studie zur Untersuchung des Zusammenhangs von logP-Wert und der
Oberflache eines Molekiils durchgefiihrt. Diese wird im ersten Teil des Kapitel vorge-
stellt. Im zweiten Teil wird die Re-Parametrisierung von HYDE beziiglich des Parame-

trisierungsdatensatzes, der verwendeten Typen und der Methode beschrieben.

5.1 Molekulare Oberfliche und logP-Wert

Die molekulare Oberfliche und der logP-Wert sind zwei wichtige Eigenschaften eines
Molekiils. Sie werden z. B. als Deskriptoren in einigen Protein-Ligand-Bewertungsfunk-
tionen [64], 118, 126, 131} 142], 143] genutzt, wurden aber vor allem in quantitativen
Struktur-Wirkungs-Beziehungen (QSAR) (z. B. [20, 215, 216]) integriert. Bei der Ober-
fliche des Molekiils wird dabei teilweise zwischen polarer und apolarer Oberflache unter-
schieden, wobei die polare Oberflache haufig zur Vorhersage der Absorption von Mole-
kiilen herangezogen wird (z. B. [215], 217]). Im Folgenden werden kurz die verschiedenen

Oberflachen, die fiir ein Molekiil berechnet werden kénnen, beschrieben. Anschlieffend
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5. Parametrisierung des logP-Modells

wird auf den logP-Wert eines Molekiils eingegangen und eine Beziehung zwischen diesen

beiden Molekiileigenschaften hergestellt.

5.1.1 Verschiedene Oberflichen-Modelle eines Molekiils

Obwohl die Elektronen, die ein Molekiil umgeben, keine wohldefinierte Oberflache bil-
den, wurden dennoch verschiedene Modelle zur Beschreibung der Oberflache eines Mo-
lekiils entwickelt. Diese erwiesen sich als vielversprechende Deskriptoren in verschiede-
nen Anwendungen [64], 118, 131], 143, 215, 216]. Die drei gebrauchlichsten Oberflichen-
Modelle sind: die Van-der-Waals-Oberflache (VDW), die l6sungsmittelzugéngliche Ober-
fliche (SAS) [205H207] und die molekulare Oberfliche (MS) (auch als Connolly-Ober-
fliche bezeichnet) [207, 218-H220].

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der verschiedenen Oberflichen eines Mole-
kiils. Dargestellt ist die Van-der-Waals-Oberflache eines Molekiils (schwarze Linie, Ry pw ),
die molekulare oder Connolly-Oberfliche (orange Linie) und die 16sungsmittelzuging-
liche Oberfliche (SAS) (graue Linie, Rgag). Der orange-gestrichelte Kreis stellt die
Losungsmittel-Abrollkugel dar.

Um die Van-der-Waals-Oberfldche zu generieren, wird das Molekiil als Vereinigung
von ideellen harten Kugeln modelliert, wobei die Mittelpunkte der Kugeln den Atom-
Koordinaten und die Radien der Kugeln den Van-der-Waals-Radien der Atome [221]
entsprechen (vgl. Abbildung . Die SAS représentiert die Oberfliche des Molekiils,
die fiir den Mittelpunkt eines ideellen Losungsmittel-Molekiils, das als Kugel modelliert
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5.1 Molekulare Oberfléche und logP-Wert

wird, zuginglich ist, ohne dass eine Uberlappung mit den Van-der-Waals-Kugeln des
Molekiils auftritt (vgl. Abbildung schwarze Linie). Sie wird durch die Erweiterung
des Atom-Radius um den Radius der Lésungsmittel-Kugel gebildet oder durch Abrol-
len der Losungsmittel-Kugel iiber die Van-der-Waals-Oberflaiche des Molekiils. Dabei
entspricht die SAS dem Mittelpunkt der Abrollkugel (vgl. Abbildung graue Linie)
[205-207]. Die molekulare oder Connolly-Oberfliche besteht aus den konvexen Kon-
taktflachen der Abroll-Kugel mit der Van-der-Waals-Oberfliche des Molekiils und den
sattelformigen Flédchen, die durch den gleichzeitigen Kontakt der Abroll-Kugel mit zwei
oder drei Atomen entstehen (vgl. Abbildung[5.1] orange Linie) [207, 218-220]. Die Grofe
dieser Oberfliche entspricht der Grofe der Kavitét, die das geldste Molekiil im Losungs-

mittel erzeugt.

5.1.2 logP - Logarithmus des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten

Der Oktanol-Wasser-Verteilungskoeflizient ist der Quotient aus der Konzentration eines
ungeladenen Molekiils in dem Zweiphasensystem, das aus einer Oktanol- und einer
Wasser-Phase gebildet wird. Gewohnlich wird nicht der Verteilungskoeffizient selbst

angeben, sondern der dekadische Logarithmus des Verteilungskoeffizienten logP.

(5.1)

log P = log <[ge1('jste SubstanZ]Oktanol)

[geloste Substanz]y gsser

Der logP-Wert ist eine stoffspezifische Konstante und dient als Mafs fiir die Hydrophobi-
zitdt eines Molekiils. Das bedeutet, Molekiile, die sich vorwiegend in der Oktanol-Phase
aufhalten, werden als hydrophob bezeichnet und besitzen einen positiven logP-Wert. Im
Gegensatz dazu werden Molekiile mit einem negativen logP-Wert als hydrophil bezeich-
net, da diese vermehrt in der Wasser-Phase zu finden sind. Daher wird der logP-Wert
auch haufig herangezogen, um zu entscheiden, ob ein Molekiil theoretisch durch ei-
ne biologische Membran diffundieren kann und spielt somit in der Pharmakologie eine
wichtige Rolle, z. B. als Parameter in der Rule of Five [173].

Experimentell kann der logP-Wert eines Molekiils durch die aufwendige Schiittelme-
thode sehr genau ermittelt werden [2221224]. Eine schnellere, jedoch weniger genaue,
Bestimmung des logP-Wertes einer Substanz bietet die Hochdruck-Fliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) [225]. Weitere experimentelle Methoden sind in [226] zu finden. Neben
den experimentellen Methoden wurden einige computerbasierte Methoden zur Vorher-
sage des logP-Wertes von Molekiilen entwickelt [227]. Dazu wird von einer Additivitét
des logP-Wertes ausgegangen und anhand experimentell gemessener logP-Werte vieler
verschiedener Molekiile werden atombasierte [228], 229] oder fragmentbasierte [230, 231]
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5. Parametrisierung des logP-Modells

logP-Inkremente abgeleitet. Die verschiedenen Methoden unterscheiden sich in der De-
finition und Anzahl der Atom- bzw. Fragmenttypen als auch in der, bei der Parametri-
sierung eingesetzten, Regressionsmethode [227].

Bei der experimentellen Ermittlung des logP-Wertes stellen geladene Molekiile eine
Schwierigkeit dar, da sie in verschiedenen protomeren Formen vorliegen. In diesen Fil-
len werden fiir die unterschiedlichen Spezies logD-Werte bestimmt. Diese werden bei
einem pH-Wert gemessen, in dem das jeweilige Molekiil in neutralem Zustand vorliegt.
In den computerbasierten Methoden kann zwischen verschiedenen Atomtypen eine li-
neare Abhéngigkeit auftreten, wodurch eine genaue Zuordnung der Einzelbeitrage dieser
Atomtypen durch die Regression nicht méglich ist. Dieses Problem wurde bereits bei der
Entwicklung der ersten Methoden festgestellt [228]. Weiterhin ist die Additivitét nicht
immer gegeben, da sich rdumlich benachbarte funktionelle Gruppen gegenseitig durch
intramolekulare Wechselwirkungen beeinflussen kénnen [230]. In einer Vergleichsstudie
zu verschiedenen logP-Vorhersagemethoden wurde gezeigt, dass die Vorhersage-Qualitat
dieser Methoden mit der Komplexitét der Molekiile abnimmt [227].

5.1.3 Analyse der Beziehung von logP-Wert und Molekiil-Oberfliche

Die logP-Parameter der HYDE-Bewertungsfunktion wurden im HYDE-Prototyp un-
ter Beriicksichtigung der l6sungsmittelzugénglichen Oberfliche von Atomen kalibriert.
Im Zuge der Re-Parametrisierung der logP-Parameter der HYDE-Bewertungsfunktion,
wurde die Beziehung zwischen dem logP-Wert eines Molekiils und seiner Oberflache
ndher untersucht [232]. Diese Beziehung als auch vergleichbare Zusammenhénge, wie
z. B. zwischen der Wasserloslichkeit eines Molekiils und seiner 16sungsmittelzuging-
lichen Oberflache, wurden bereits in verschiedenen Studien behandelt [52), 233-240)].
Neben der Oberfliche des Molekiils wurden auch schon andere Molekiileigenschaften,
wie z. B. Molekulargewicht [241] oder Volumen [238-240] 242, 243], in Beziehung zu
dem logP-Wert bzw. der Wasserloslichkeit eines Molekiils gesetzt. Durch die Analyse
der Beziehung von logP-Wert und Oberflache eines Molekiils sollen weitere Erkenntnis-
se liber die Wechselwirkungen von polaren und apolaren Molekiilen mit der wassrigen
Phase gewonnen werden. Diese konnen zur Verbesserung des Wasserstoftbriicken- sowie

des Dehydratations-Terms der HY DE-Bewertungsfunktion herangezogen werden.
LogP-Datensatz

Fiir diese Analyse wurde ein Datensatz aus 454 kleinen Molekiilen mit experimen-

tell gemessenen logP-Werten zusammengestellt, der auch zur Re-Parametrisierung der
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logP-Parameter von HYDE eingesetzt wurde. Die Molekiile wurden der PHYSPROP-
Datenbank [204] entnommen und stammen aus der Sammlung von Hansch und Leo
[203, 244] 245]. Es wurden nur Molekiile ausgewéhlt, die maximal ein Heteroatom -
Sauerstoff, Stickstoff, Schwefel oder Halogen - enthalten. Dadurch sollen Nachbarschafts-
effekte, wie intramolekulare Wechselwirkungen, vermieden werden, da diese Einfluss auf
den logP-Wert haben [230]. Zur Analyse der Wechselwirkungen von polaren Gruppen
mit der wissrigen Phase wurden zwei weitere Datensétze zusammengestellt: einer beste-
hend aus 49 Molekiilen mit einer Amid-Gruppe und ein weiterer aus 91 Molekiilen mit
zwel identischen funktionellen Gruppen. Mithilfe von CORINA (Version 3.48) [246), 247]
wurden 3D-Koordinaten der Molekiile, die im SMILES-Format vorlagen, generiert. Feh-
lende Wasserstoffatome wurden von CORINA hinzugefiigt, so dass die Molekiile in neu-

traler Form vorlagen.
Korrelation von logP-Wert und Molekiil-Oberfliche

In der Analyse wurden zwei verschiedene Molekiil-Oberflichen getestet: die SAS und
die molekulare Oberfléche (vgl. Abschnitt [5.1.1]). Wasserstoffatome wurden bei beiden

Oberflachen implizit beriicksichtigt, indem die Van-der-Waals-Radien der Schweratome
um 0,1 A fiir jedes gebundene Wasserstoffatom erhéht wurden. Die genaue Berechnungs-
weise der Oberfléche findet sich in Kapitel In Abbildung [5.2] ist die Korrelation
des logP-Wert mit der molekularen Oberflaiche von 170 hydrophoben Molekiilen des
Datensatzes dargestellt. Unabhéngig vom Oberflichen-Modell - SAS oder molekulare
Oberflache - wird eine sehr hohe Korrelation zwischen dem experimentellen logP-Wert
der Molekiile und ihrer Oberflache erreicht ( SAS: R = 0,96, molekulare Oberfliche: R
= 0,97). Wird im Vergleich dazu anstatt der Molekiil-Oberfliche das Molekulargewicht
mit dem logP-Wert korreliert, sinkt der Korrelationskoeffizient auf R = 0,8.

In den 170 hydrophoben Molekiilen sind aliphatische und aromatische Kohlenwasser-
stoffe enthalten, sowie Molekiile, die ein Schwefelatom oder ein Halogen enthalten. In
Abbildung wird deutlich, dass sowohl die schwefelhaltigen als auch die halogenhal-
tigen Molekiile sich gut in die Regression einfiigen und keine signifikante Abweichung
von der Regressionsgeraden aufweisen. Werden diese Molekiile von der Korrelations-
analyse ausgeschlossen, so dndert sich der Korrelationskoeffizient nicht (R = 0,97). Von
diesem Resultat kann abgeleitet werden, dass sich Schwefel und Halogene in organi-
schen Verbindungen dhnlich zu Kohlenstoff verhalten und keine oder nur sehr schwache
Wasserstoffbriicken mit den umgebenden Wassermolekiilen eingehen. Innerhalb der Ge-

nauigkeit, die in einem logP-Modell erreicht werden kann, kénnen diese Molekiile alle
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gleich beschrieben werden, auch unabhéngig vom Hybridisierungszustand (vgl. Abbil-
dung Beispiel Kohlenstoffe).

Einfluss von polaren Atomen auf den logP-Wert

Um den Einfluss von polaren Atomen auf den logP-Wert zu bestimmen, wurde die
Korrelation des experimentellen logP-Wertes mit der molekularen Oberflache von hy-
drophilen und hydrophoben Molekiilen verglichen. Betrachtet man hydrophile Molekiile
mit nur einer funktionellen Gruppe, so zeigt sich wiederum eine hohe Korrelation zwi-
schen der molekularen Oberfliche und dem experimentellen logP-Wert dieser Molekiile
(R = 0,95 - 0,96). Unabhéngig von der funktionellen Gruppe ergibt sich eine parallele
Verschiebung der Korrelationsgeraden der hydrophilen Molekiile im Vergleich zu den hy-
drophoben Molekiilen in Richtung eines niedrigeren logP-Wertes (vgl. Abbildung .
Das bedeutet, dass polare Atome zu einer besseren Loslichkeit in der wéssrigen Phase
flihren, die durch einen konstanten negativen Beitrag zum logP-Wert wiedergespiegelt
wird. Abhéngig von der funktionellen Gruppe variiert diese parallele Verschiebung (vgl.
Abbildung . Polare Atome, die an einen aromatischen Rest gebunden sind, weisen
einen niedrigeren Beitrag zum logP-Wert auf, was durch die Elektronegativitat der aro-
matischen Gruppe ausgelost werden kann.

Dieser additive Beitrag von polaren Atomen zum logP-Wert zeigt sich auch, wenn Mo-
lekiile mit zwei gleichen funktionellen Gruppen in den Vergleich einbezogen werden.

Sind die funktionellen Gruppen raumlich voneinander getrennt, ergibt sich eine zweite
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parallel-verschobene Regressionsgerade. Diese befindet sich, verglichen mit der Regres-
sionsgeraden der Molekiile mit nur einer funktionellen Gruppe, in fast doppelter Distanz
zu der Regressionsgeraden der hydrophoben Molekiile. In Abbildung ist dieses Re-
sultat exemplarisch fiir Molekiile mit einer und zwei Hydroxyl-Gruppen dargestellt. Wie
bereits oben erwéhnt, konnen Nachbarschaftseffekte auftreten, sobald die funktionellen
Gruppen raumlich-benachbart sind. Abbildung zeigt die Auswirkungen eines sol-
chen Nachbarschaftseffekts auf den logP-Wert anhand von zwei Molekiilen mit jeweils

zwei Carbonyl-Gruppen (Acetylaceton und Diaacetyl). In beiden Féllen sind die zwei
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Carbonyl-Gruppen eng benachbart, jedoch kann sich bei Acetylaceton (Abbildung
A) eine intramolekulare Wasserstoffbriicke ausbilden, da Keto- und Enolform in Losung
koexistieren. Vergleicht man die logP-Werte mit denen der entsprechenden Molekiile
mit nur einer Carbonyl-Gruppe, so wird deutlich, dass im Fall von Acetylaceton keine
additive Beziehung der zwei Carbonyl-Gruppe im Hinblick auf den logP-Wert gegeben
ist. Bei Diaacetyl hingegen liegt diese Additivitdt anndhernd vor (vgl. Abbildung .

A

B
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Viele der funktionellen Gruppen im Datensatz konnen theoretisch multiple Wasserstofi-
briicken mit der wéssrigen Phase ausbilden. Es stellt sich die Frage, wie sich die Anzahl
der Wasserstoffbriicken, die ein polares Atom eingehen kann, auf seinen logP-Wert aus-
wirkt. Normalerweise wird angenommen, dass jede zusétzliche Wasserstoffbriicke einen
gleichen zusétzlichen Energiebeitrag liefert. Diese Annahme wird auch in den meisten
Bewertungsfunktionen dementsprechend realisiert, wodurch es im Fall von multifurka-
ten Wasserstoffbriicken auch zu einer Uberbewertung dieser Molekiile kommen kann
(vgl. Kapitel . Um dies ndher zu analysieren, wurde die molekulare Oberflache
von Aminen, Amiden, Hydroxyl-Gruppen und Ethern mit ihren experimentellen logP-
Werten korreliert. Diese funktionellen Gruppen wurden ausgesucht, da sie sich jeweils
nur in der Anzahl ihrer Wasserstoffbriicken-Funktionen unterscheiden. Der Stickstoff
eines primaren Amines hat drei Wasserstoffbriicken-Funktionen: zwei Donor- und eine
Akzeptorfunktion oder, im protonierten Zustand, drei Donorfunktionen. Dementspre-
chend haben sekundére Amine eine Donor- und eine Akzeptorfunktion oder zwei Do-
norfunktionen (im protonierten Zustand). Tertidre Amine besitzen nur eine Donor- oder
eine Akzeptorfunktion. Durch die Planaritit von Amid-Gruppen (sp?-Hybridisierung)
stehen dem priméren Amid-Stickstoff nur zwei Donorfunktionen und keine Akzeptor-
funktion zur Verfiigung. Der sekundéire Amid-Stickstoff hat eine Donorfunktion und der
tertidre Amid-Stickstoff kann keine Wasserstoffbriicke ausbilden. Im dritten Fall wird
die Hydroxyl-Gruppe mit der Ether-Gruppe verglichen. Wahrend die Hydroxyl-Gruppe
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eine Donor- und zwei Akzeptorfunktionen besitzt, hat der Ether-Sauerstoff nur zwei Ak-
zeptorfunktionen. Abbildung|5.6)zeigt das Resultat dieses Experiments exemplarisch fiir
Amine, Hydroxyl-Gruppe und Ether (Amid Resultat s. [232]). In allen drei Féllen hat
die Anzahl der Wasserstoffbriicken, die ein polares Atom theoretisch ausbilden kann,
keinen Einfluss auf seinen Beitrag zum logP-Wert. Dieses Resultat steht im Wider-
spruch zu dem Konzept von Wasserstoffbriicken oder Wasserstoffbriicken-Energie, wie
es normalerweise in der molekularen Modellierung angewendet wird. In den meisten An-
wendungen wird der Beitrag von Wasserstoffbriicken aufsummiert, auch wenn zwei oder
mehr Wasserstoffbriicken vom gleichen Atom ausgebildet werden. Eine Ausnahme dazu
bildet die AIScore Protein-Ligand-Bewertungsfunktion, die eine auf quanten-chemischen

Berechnungen basierende Skalierung von bifurkaten Wasserstoffbriicken berticksichtigt

[148] (vgl. Kapitel 2.5.2)).
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Abbildung 5.6: Einfluss von multiplen Wasserstoffbriicken-Donoren/Akzeptoren auf den
experimentellen logP-Wert. Gezeigt ist die Korrelation von hydrophoben Molekiilen und
deren Oberfléche im Vergleich zu Molekiilen mit einer Amid-Gruppe (links) und Molekiilen
mit einer Hydroxyl- oder Ether-Gruppe (rechts). Bild in Anlehnung an [232]

5.2 Atombasierte logP-Parametrisierung in HYDE

Zur Verbesserung der HYDE-Bewertungsfunktion und durch die Verdnderung der Zu-
ganglichkeitsberechnung in der neuen HYDE-Version (vgl. Kapitel wurden die
atombasierten logP-Inkremente des HYDE-Prototyps [201] vollstandig tiberarbeitet.
Dabei verfolgte die erste Strategie eine weitere Verfeinerung der plogP-Typen, z. B.

eine zuséatzliche Unterscheidung zwischen Sulfonamid-Stickstoff und Amid-Stickstoff
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5. Parametrisierung des logP-Modells

oder auch die Trennung von Carbonyl-Sauerstoff und Sulfonamid/Sulfato/Phosphato-
Sauerstoff. Dies fiihrte zu zehn zusétzlichen plogP-Typen, die auf einem groferen und
weitaus diverseren Parametrisierungsdatensatz als dem urspriinglichen kalibriert wur-
den. Die resultierenden logP-Inkremente lagen deutlich unter den Beitrdgen der ur-
springlichen logP-Inkremente. Da die plogP-Werte in HYDE auch zur Berechnung der
Wasserstoffbriicken-Energie verwendet werden, reduzierte sich der energetische Beitrag
von Wasserstoftbriicken stark unterhalb dem Wert, der fiir Wasserstoffbriicken in wass-
riger Phase angenommen wird (—2 bis — 6 kJ/mol [46]). Aufserdem wurde fiir einige
der plogP-Typen eine lineare Abhéngigkeit festgestellt, wodurch die in der Parametri-
sierung verwendete multiple lineare Regression diesen Typen keine vertrauenswiirdigen
Inkremente zuweisen konnte. Die Vergroferung des Parametrisierungsdatensatzes fiihr-
te zudem zu mehr statistischem Rauschen in den resultierenden Inkrementen, da die
enthaltenen Molekiile eine hohere Diversitdt und Komplexitéit aufwiesen. Aufgrund der
Schwichen dieser Strategie wurde als néchstes eher eine Reduzierung der bestehenden
plogP-Typen angestrebt. Ziel dabei war es, plogP-Inkremente abzuleiten, die nicht durch
Rauschen, wie z. B. Nachbarschaftseffekte von polaren Atomen, beeinflusst werden, um
damit Basis-Beitrdge von Atomen zu Wasserstoffbriicken als auch zum hydrophoben
Effekt in HYDE abschétzen zu kénnen. Daher wurde ein neuer Parametrisierungsdaten-
satz, wie bereits im vorherigen Abschnitt vorgestellt, aus 454 kleinen, einfachen Molekii-
len mit maximal einem Hetero-Atom zusammengestellt, so dass Nachbarschaftseffekte
nicht auftreten kénnen. Mit diesem Datensatz wurde die oben beschriebene Studie (Ab-
schnitt zur Beziehung von logP-Wert und Molekiil-Oberflache durchgefiihrt. In
Bezug auf die HYDE Bewertungsfunktion konnten dabei fiir die Re-Parametrisierung
wichtige Vorbedingungen, wie die Einteilung der plogP-Typen, abgeleitet werden als
auch ein neues Konzept fiir die Bewertung von multifurkaten Wasserstoffbriicken er-

stellt werden.

5.2.1 Einteilung der neuen plogP-Atomtypen und Parametrisierung

Durch die Korrelation von logP-Wert mit molekularer Oberfliche wurde festgestellt,
dass sich schwefel- und halogenhaltige Molekiile dabei sehr &hnlich den Kohlenwasser-
stoffen verhalten (Abschnitt[5.1.3)). Daher wurden Schwefel, Halogene und Kohlenstoff in
der Re-Parametrisierung der logP-Parameter der HYDE-Bewertungsfunktion in einem
plogP-Atomtyp der hydrophoben Oberfiiche zusammengefasst. Phosphor, der nicht im
Parametrisierungsdatensatz enthalten war, da Phosphor nicht als einzelnes Hetero-Atom
in organischen Verbindungen auftaucht, wurde ebenfalls diesem plogP-Typ zugeteilt. Im

Vergleich zum HYDE-Prototypen konnten die plogP-Parameter dadurch um 22 Typen
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reduziert werden. Damit geniigt ein plogP-Typ, der nur von der zuganglichen moleku-
laren Oberfliche des Atoms abhéngt, zur Beschreibung von hydrophoben Atomen.

Bei polaren Atomen wurde festgestellt, dass sie einen konstanten additiven Beitrag zum
logP-Wert eines Molekiils liefern, sofern sie sich nicht gegenseitig durch Nachbarschafts-
effekte beeinflussen. Um dies zu verhindern, wurden im Parametrisierungsdatensatz
nur Molekiile aufgenommen, die maximal ein Hetero-Atom besitzen. Auferdem zeigte
die Untersuchung, dass die Anzahl der Wasserstoffbriicken-Donoren /Akzeptoren keinen
Einfluss auf den logP-Wert hat, daher wird bei Sauerstoff- und Stickstoffatomen nur
noch nach Hybridisierungszustand und Delokalisierung der Elektronen unterschieden.
Fiir Stickstoff ergeben sich folglich drei plogP-Typen: sp3-hybridisierter, sp®-hybridisier-
ter und sp-hybridisierter Stickstoff. Sauerstoffatome werden in vier plogP-Typen einge-
teilt: sp>-hybridisierter und sp®-hybridisierter delokalisierter Sauerstoff, sowie sp?-hy-
bridisierter und sp?-hybridisierter delokalisierter Sauerstoff. Im Vergleich zum HYDE-
Prototyp konnten die plogP-Typen fiir polare Atome damit von 31 auf 7 Typen reduziert
werden.

Mittels dieser 8 Typen wurde auf dem Parametrisierungsdatensatz eine multiple lineare

Regression mit folgender Inkrementformel durch gefiihrt:

n m
log P = Z plog Py (Z) + Z acc(j) -plog Phydrophobic_surface(j) (52)
polar atoms ¢ apolar atoms j

Dabei wird bei polaren Atomen i das logP-Inkrement plogP abhéngig vom plogP-Typ &
nach der Anzahl kalibriert, wiahrend bei apolaren Atomen j, die nur durch den plogP-Typ
hydrophobic_ surface beschrieben werden, das logP-Inkrement plogPhydrophobic  surface ab-
héngig von der zugdnglichen molekularen Oberfliche acc des Atoms j bestimmt wird.
Zur Durchfiihrung der multiplen linearen Regression wurde das plogP-Parametrisie-
rungs-Modul der Flex*-Bibliothek genutzt, das bereits fiir den HYDE-Prototyp imple-

mentiert wurde [202].

5.2.2 Resultierende plogP-Inkremente

Bei der Regression konnte eine gute Korrelation zwischen den experimentellen und den
berechneten logP-Werten (R = 0,93) innerhalb des Parametrisierungsdatensatzes erzielt
werden (vgl. Abbildung . Dies bestétigt die Anwendbarkeit der gewahlten plogP-
Typen und der Inkrementformel zur Bestimmung des logP-Wertes. Die plogP-Typen
und die resultierenden plogP-Inkremente sind in Tabelle zusammengefasst. Polare

Atome erhalten hierbei einen konstanten negativen Beitrag zum logP-Wert, wahrend
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5. Parametrisierung des logP-Modells

apolaren Atomen ein postives plogP-Inkrement zugeweisen wird. Damit werden polare
Atome korrekt als hydrophil und apolare Atome korrekt als hydrophob Kklassifizert.
Weiterhin liegt die Grofenordnung der plogP-Inkremente in einem realistischen Bereich,
so dass fiir eine geometrisch ideale Wasserstoftbriicke, z. B. zwischen einem Carbonyl-
Sauerstoff und einem Amid-Stickstoff, mittels der HYDE-Funktion ein energetischer
Beitrag von —3,1 kJ/mol berechnet werden kann. Der hydrophobe Effekt, der aus dem
plogP-Inkrement apolarer Atome mit HYDE abgeschétzt wird, liegt mit einem Wert
von 143 J/ A% mol etwas iiber dem Wert, den Eisenberg und McLachlan dafiir ermittelt
hatten (110 J/A% mol ) [53).
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Besondere Gruppen bei der Parametrisierung

Geladenen Gruppen, wie z. B. Carboxylaten, wird der plogP-Wert ihrer ungeladen Form
zugewiesen, da es fiir diese Gruppen keine experimentellen logP-Werte gibt, sondern nur
die pH-abhéngigen logD-Werte. Der pH-Wert in der Bindetasche von Proteinen unter-
scheidet sich jedoch von Bindetasche zu Bindetasche und wahrscheinlich auch von dem
des umgebenden wissrigen Mediums, daher ist die Beriicksichtigung des pH-Wertes bei
der Bewertung von Protein-Ligand-Komplexen nur schwer realisierbar. Polare Atome,
die keine Wasserstoffbriicken ausbilden konnen, wie sp?-hybridisierte Stickstoffe, die
keine Bindung zu einem Wasserstoffatom haben, wurden von der Parametrisierung aus-
geschlossen, ihnen wird ein plogP-Wert von Null zugewiesen. Dies gilt auch fiir Gruppen,

von denen angenommen wird, dass sie durch Delokalisierung der Elektronen nicht an
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Wasserstoffbriicken beteiligt sein konnen, z. B. Ether-Gruppen, die zwei aromatische

Systeme iiberbriicken.

plogP-Typ plogP-Wert
hydrophobe Oberfliche 0,025 [1/A]
(C, S, P, F, CL, Br, I)

Stickstoff

sp3-hybridisiert -1,77
sp2-hybridisiert -1,24
sp-hybridisiert -1,44
Sauerstoff

sp3-hybridisiert -1,41
sp3-hybridisiert -0,73
(delokalisiert)

sp2-hybridisiert -1,51
sp2-hybridisiert -0,58
(delokalisiert)

Tabelle 5.1: plogP-Parameter
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Berechnung der HYDE-Funktion

In Kapitel wurde bereits der HYDE-Prototyp vorgestellt. Dieser wurde in der hier
zugrunde liegenden Arbeit vollsténdig {iberarbeitet, um bestehende Méangel zu verbes-
sern (vgl. Kapitel und neue Funktionalitét zu integrieren [208]. Dabei wurde das
Grundkonzept der HYDE-Bewertungsfunktion (Kapitel [3) beibehalten, jedoch wurde
die Berechnung der energetischen Beitrdge von polaren Atomen substantiell im Ver-
gleich zum Prototypen verdndert. Der Algorithmus zur Berechnung der Zugénglichkeit
von Atomen wurde durch eine effizientere Berechnungsmethode ersetzt. Die bestehen-
den logP-Parameter wurden insgesamt auf einem neuen Parametrisierungsdatensatz mit
einer stark reduzierten Anzahl von Atomtypen neu kalibriert (Kapitel. Weiterhin wur-
den neue Terme hinzugefiigt, die die Anordnung von Wassermolekiilen um beide Molekii-
le - Protein und Ligand - im ungebundenen Zustand beriicksichtigen. Aufierdem wurde
die HYDE-Funktion um die Bewertung von Metallionen im Protein-Ligand-Komplex
erweitert. Die iiberarbeitete HYDE-Funktion wurde in ein Optimierungsverfahren inte-
griert, so dass eine verbesserte Vorhersage von Protein-Ligand-Komplexen erméglicht
wird. In diesem Kapitel werden die iiberarbeiteten Terme und die neuen Methoden
im Detail beschrieben. Abschliefend wird anhand eines Beispiels die Bewertung eines
Protein-Ligand-Komplexes mit HYDE gezeigt und der Einfluss einzelner Atome auf die
HYDE-Energie diskutiert.
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6. Berechnung der HY DE-Funktion

6.1 HYDE - allgemeine Form

Die HYDE-Bewertungsfunktion unterliegt einem intuitiven Konzept: Beide Molekiile -
Protein und Ligand - sind im ungebundenen Zustand von Wassermolekiilen umgeben.
Wiéhrend des Bindungsprozesses werden die Wassermolekiile, die den Liganden um-
geben, abgestreift und die, die sich in der Bindetasche des Proteins befinden, werden
durch den Liganden verdréngt. Dabei werden die Wasserstoftbriicken zwischen den Was-
sermolekiilen und den polaren Atomen der beiden Molekiile aufgebrochen, was zu einem
ungiinstigen enthalpischen Energiebeitrag fiihrt, der nur durch neue, geometrisch gute
Wasserstoffbriicken im Protein-Ligand-Komplex ausgeglichen werden kann. Apolare Tei-
le des Liganden und des Proteins, die im ungebundenen Zustand in Kontakt mit Wasser
sind, verursachen dagegen eine Stérung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes von Wasser,
was eine ungiinstige Energie zur Folge hat. Werden die apolaren Teile beider Molekiile in
der Komplexbildung zusammen gelagert und somit die Stérung des Wasserstoftbriicken-
Netzwerkes von Wasser behoben, resultiert daraus ein erheblicher Energiegewinn zur
freien Bindungsenergie, der hydrophobe Effekt. In der HY DE-Bewertungsfunktion wird
angenommen, dass diese Prozesse, die bei der Bindung eines Liganden an ein Protein
stattfinden, den Hauptanteil zur freien Bindungsenergie liefern. Daher werden in der
HYDE-Bewertungsfunktion ausschlieflich Energiebeitriage von Wasserstoffbriicken und
dem hydrophoben Effekt sowie energetisch ungilinstige Beitrédge durch die polare De-
hydratation berticksichtigt.

Die allgemeine Form der HY DE-Funktion wurde bereits in Kapitel eingefiihrt (Glei-
chung , diese wurde in der Uberarbeitung der HYDE-Bewertungsfunktion nicht

verandert:

AGuypE = Z AGtziehydration + AG?I—bond

atoms t

In HYDE wird fiir alle Atome 7 des Liganden und der Bindetasche des Proteins die
Anderung der Dehydratations- und der Wasserstoffbriicken-Energie berechnet.

Im Folgenden werden die Einzelterme AGilehy dration und AGZH_b ond der HY DE-Funktion
und ihre Uberarbeitung vorgestellt.

6.1.1 Berechnung der Dehydratationsenergie

Wihrend die Dehydratation von hydrophoben Atomen stabilisierend zur freien Bin-
dungsenergie beitragt, ist die Dehydratation von hydrophilen Atomen energetisch un-

glinstig. In der iiberarbeiteten Fassung der HY DE-Funktion, wurden zwei separate Ter-
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me zur Abschétzung der Dehydratationsenergie von hydrophoben und hydrophilen Ato-

men entwickelt:

Hydrophobe/apolare Atome

AGEhvdrophobic _ _o 3p . plog P - (acd — acchyuna) (6.1)

dehydration unbound

Fiir alle hydrophoben Atome ¢ des Liganden und der Protein-Bindetasche wird die
Anderung der Zuginglichkeit acc® zwischen ungebundenem und gebundenem Zustand
berechnet und mit dem jeweiligen logP-Inkrement plog P* multipliziert, um die Dehydra-
tationsenergie des Atoms abzuschétzen. Die Berechnung der Dehydratationsenergie von
hydrophoben Atomen (Gleichung ist damit fast identisch zur Berechnungsweise im
HYDE-Prototyp (vgl. Gleichung . FEine Normierung der Zugénglichkeit durch die
mittlere Zugénglichkeit eines Atomtyps ist durch die Re-Parametrisierung der logP-
Inkremente nicht mehr erforderlich. In der tiberarbeiteten Fassung der HY DE-Funktion
wird zudem die Anderung der Zuginglichkeit nicht iiber die 16sungsmittelzugéingliche
Oberfliache, sondern iiber die molekulare Oberfliche mit einem neuen effizienteren Al-
gorithmus berechnet. Der genaue Algorithmus zur Berechnung der Oberfliche wird in
Abschnitt [6.2] beschrieben.

Hydrophile/polare Atome

i hydrophili S ) S
AGZlei?ygfgtiZ;Lc = —2.3RT -plog P* - fl;ur ’ ffuater ) Z w - pilehyd (62)

H-bond functions j
Bei hydrophilen Atomen wurde eine neue Berechnungsweise der Dehydratationsener-
gie eingefiihrt. Zuvor wurde die Dehydratationsenergie von hydrophilen Atomen ebenso
wie die von hydrophoben Atomen durch Gleichung [£.4] berechnet, indem eine gewichte-
te losungsmittelzugéngliche Oberflache fiir hydrophile Atome verwendet wurde. Dabei
wurden fiir hydrophile Atome nur die Teile der l6sungsmittelzugénglichen Oberflache
hinzugenommen, die in der bevorzugten Wasserstoffbriicken-Richtung, d. h. in Richtung
eines freien Elektronenpaares bzw. eines polaren Wasserstoffatoms, lagen (vgl. Kapitel
. In der iiberarbeiteten Fassung der HYDE-Funktion wird die Dehydratationsener-
gie eines hydrophilen Atoms anhand der einzelnen Wasserstoffbriicken-Funktionen des
Atoms abgeschatzt. Dazu wird fiir jede Wasserstoftbriicken-Funktion j eine Dehydra-
tationswahrscheinlichkeit pé ehya und eine Gewichtung w’ ermittelt. AuRerdem wird die
Vergrabenheit f;, . des hydrophilen Atoms ¢ und die Anordnung der Wassermolekiile

im ungebundenen Zustand fi um das Atom 4 zur Berechnung der Dehydratations-

ater

energie berticksichtigt.

91



6. Berechnung der HY DE-Funktion

Dehydratationswahrscheinlichkeit pflehyd

Die Zugénglichkeit von hydrophilen Atomen wird tiberpriift, indem abgeschétzt wird,
ob in der bevorzugten Wasserstoftbriicken-Richtung im Protein-Ligand-Komplex aus-
reichend Raum fiir ein potentielles Wassermolekiil vorhanden ist. Dazu wird die Dehy-
dratationswahrscheinlichkeit pé chyd jeder einzelnen Wasserstoffbriicken-Funktion j eines
hydrophilen Atoms berechnet. Wasserstoffbriicken-Funktionen, die durch die Komplex-
bildung vollstandig abgedeckt werden oder an Wasserstoffbriicken beteiligt sind, erhal-
ten eine Dehydratationswahrscheinlichkeit von pfl ehyd = 1- In den anderen Fallen, nimmt
die Dehydratationswahrscheinlichkeit linear ab, sobald in der bevorzugten Wasserstoft-
briicken-Richtung mindestens Raum fiir das halbe Volumen eines Wassermolekiils vorzu-

finden ist. Die Berechnung der Zugénglichkeit wird in Abschnitt [6.2] genauer vorgestellt.
Gewichtung w’

Zusétzlich wurde eine Gewichtung w’ jeder einzelnen Wasserstoffbriicken-Funktion j
eines hydrophilen Atoms eingefiihrt. Diese Gewichtung geht aus der LogP-Studie des
vorherigen Kapitels hervor. In dieser Analyse zeigte sich, dass die Anzahl der Was-
serstoffbriicken-Funktionen eines hydrophilen Atoms keinen Einfluss auf seinen logP-
Wert hat. Man kann annehmen, dass dies durch geometrische Restriktionen, bedingt
durch die tetraedrische Geometrie des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes von Wasser (vgl.
Kapitel hervorgerufen wird. Das bedeutet, polaren Atomen mit mehr als einer Wasser-
stoffbriicken-Funktion ist es nur eingeschrankt moglich, sich an das Wasserstoffbriicken-
Netzwerkes von Wasser anzupassen, um so geometrisch gute Wasserstoffbriicken mit den
Wassermolekiilen auszubilden. Da dies Einfluss auf die Dehydratations- und Wasser-
stoffbriicken-Energie eines hydrophilen Atoms hat, wurde folgendes Gewichtungssche-
ma eingefithrt: Bei multiplen Wasserstoffbriicken-Funktionen eines hydrophilen Atoms
bekommt die Wasserstoffbriicken-Funktion, die an der geometrisch besten Wasserstoft-
briicke beteiligt ist, eine Gewichtung von 100 %. Bei der zweitbesten ist die Gewich-
tung auf 20 % reduziert und die drittbeste tragt nur noch mit einem Gewicht von 10
% bei. Weitere Wasserstoffbriicken-Funktionen bekommen eine Gewichtung von 0 %
und liefern somit keinen Beitrag mehr zur freien Bindungsenergie. Wasserstoffbriicken-
Funktionen, die keine Wasserstoffbriicke ausbilden, werden entsprechend ihrer Dehydra-
tationswahrscheinlichkeit gewichtet, so dass die Wasserstoftbriicken-Funktion mit der

kleinsten Wahrscheinlichkeit die héchste Gewichtung bekommt.
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Vergrabenheit fi

Fiir jedes hydrophile Atom ¢ der Bindetasche des Proteins wird die Vergrabenheit fgur
im ungebundenen Zustand bestimmt. Dieser Faktor dient dazu, stark vergrabene Atome
der Bindetasche, die keine Wasserstoffbriicke zum Solvens ausbilden kénnen, héher zu
gewichten als die exponierten Atome der Bindetasche, die mit dem Solvens oder dem
Liganden Wasserstoffbriicken eingehen kénnen. Mit diesem Faktor wird auch die hohere
Flexibilitdt von exponierten Seitenketten beriicksichtigt, die die genaue Abschétzung
der Zuginglichkeit von diesen erschwert. Dieser Wert wird nach dem Strahlen-Ansatz
von Stahl berechnet [248]. Vergrabenen Proteinatomen wird ein Faktor von 1 zuge-
wiesen, exponierte Atome der Bindetasche erhalten je nach Zugénglichkeit einen Wert

zwischen 1 und 0. Im Fall von Ligandatomen wird dieser Faktor auf 1 gesetzt.

Anordnung der Wassermolekiile fi ..

In der HYDE-Bewertungsfunktion werden Wassermolekiile implizit behandelt. Daher
i
water

molekiile um ein hydrophiles Atom ¢ im ungebunden Zustand beriicksichtigt. Dieser
Korrekturfaktor f¢

wurde ein Korrekturfaktor eingefiihrt, der die lokale Anordnung der Wasser-

ater Wird folgendermafsen berechnet:

i _ } : J . J
fwater - wateroverlap waterinteruction (63)
H-bond functions j of atom i

und water?

.o . . ]
Uber die zwei Faktoren water nteraction

overlap

briicken-Funktion j eines hydrophilen Atoms eine Abschétzung iiber die Qualitdt der

wird fiir jede Wasserstoff-

Wechselwirkungen von dieser mit dem Solvens im ungebunden Zustand gemacht, da
dies einen direkten Einfluss auf die Dehydratationsenergie hat. Das Konzept auf dem
die HYDE-Funktion beruht (vgl. Kapitel [3) geht von einem idealen Zustand aus: Jede
Wasserstoffbriicken-Funktion wird dabei durch ein Wassermolekiil ideal im ungebunden
Zustand abgesattigt. Dies trifft bei isolierten Wasserstoffbriicken-Funktionen zu, jedoch
ist die lokale Anordnung der Wassermolekiile in der Bindetasche des Proteins und bei
Liganden mit vielen benachbarten polaren Gruppen geometrischen Restriktionen unter-
worfen. Dadurch kénnen die Dehydratationskosten von Wasserstoftbriicken-Funktionen,
die im solvatisierten Zustand nicht ideal abgeséttigt werden, sinken. Diese Annahme
wird durch die Beobachtung gestarkt, dass der logP-Wert von kleinen Molekiilen nicht

linear mit der Anzahl der gebundenen polaren Gruppen abféllt.
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J

overlap - Term liefert eine Abschétzung der Anzahl

Uberlappende Wasser Der water
der Wassermolekiile, die um ein hydrophiles Atom angeordnet werden kénnen, so dass
die Dehydratationskosten zwischen polaren Gruppen aufgeteilt werden kénnen (vgl. Ab-
bildung A und B). Dazu werden hypothetische Wassermolekiile (Radius = 1,4 A)
auf die ideale Position eines Wasserstoffbriicken-Partners vor jeder Wasserstoftbriicken-
Funktion der Protein-Bindetasche und des Liganden platziert (vgl. Abbildung B).
Fiir jedes dieser hypothetischen Wassermolekiile i wird die Uberlappung mit den ande-

ren, umgebenden, hypothetischen Wassermolekiilen j berechnet:

1 : .
Z 3 overlap volume(water®, water’)

surrounding waters j

water’, 1-— (6.4)

overlap volume(water)

Abbildung A zeigt schematisch eine kleine hydrophile Subtasche der Bindestelle des
Proteins. Drei polare Gruppen interagieren hier mit dem gleichen Wassermolekiil. Im
Gegensatz dazu stellt Abbildung B die Uberlappung von drei ideal platzierten Was-
sermolekiilen in dieser kleinen hydrophilen Tasche dar. Das Uberlappungsvolumen von
Wassermolekiil ¢ mit den beiden anderen Wassermolekiilen j und k wird jeweils berech-
net (vgl. Abbildung C und D). Die Summe der Uberlappungsvolumina wird mit dem
Volumen eines hypothetischen Wassermolekiils normalisiert. In diesem Fall wiirde der

water’ -Term von Wasser ¢ in einem Drittel resultieren, wodurch die Dehydratati-

overlap
onskosten der Wasserstoffbriicken-Funktion, von der Wassermolekiil ¢ abgeleitet wurde,

auf ein Drittel gesenkt werden.

. J
Konservierte Wasser Der water;, ;.. ..tion

-Term. Dieser Faktor liefert eine Abschétzung der Sittigung eines Was-

-Faktor ist komplementdr zu dem
water i,
sermolekiils, das mit einer bestimmten polaren Gruppe im ungebundenen Zustand
interagieren wiirde. Abhéngig von der Anzahl der Wasserstoffbriicken, an denen ein
Wassermolekiil beteiligt ist, konnen die Dehydratationskosten stark variieren. Was-
sermolekiile, die in der Bindetasche des Proteins mehrere Wasserstoffbriicken ausbil-
den konnen (Abbildung A), sind meist stark konserviert, wodurch ein Verdrén-
gen dieser durch den Liganden enthalpisch sehr ungiinstig ist. Im Gegensatz dazu
sind Wassermolekiile in kleinen hydrophoben Subtaschen des Proteins, die nur mit
einer polaren Gruppe interagieren konnen, entropisch und enthalpisch sehr ungiins-
tig und die Dehydratationskosten dieser konnten tiberschétzt werden. Zur Berechnung
des water e, qction

Position eines Wasserstoftbriicken-Partners, vor jeder Wasserstoffbriicken-Funktion der

-Faktor wird wieder ein hypothetisches Wassermolekiil auf die ideale
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6.1 HYDE - allgemeine Form

Abbildung 6.1: Lokale Anordnung von Wassermolekiilen und Uberlappung von ideal

platzierten Wassermolekiilen. A) Drei polare Gruppen interagieren mit dem gleichen Was-
sermolekiil. B) Uberlappung von drei ideal platzierten Wassermolekiilen. C) Uberlapp von
Wassermolekiil i mit den Wassermolekiilen j und k. D) Uberlappungsvolumen von Was-
sermolekiil ¢ mit den Wassermolekiilen j und k. Bild aus [208]

Protein-Bindetasche und des Liganden platziert. Dieses Wassermolekiil wird dann um 60
mogliche Richtungen rotiert, um das beste Wasserstoffbriicken-Netzwerk zu finden und
die Anzahl der unabgeséttigten Wasserstoffbriicken-Funktion des Wassermolekiils zu re-

J

duzieren. Der water;, . .ction

Faktor ergibt sich aus der Kombination der Anzahl der
gemachten Wasserstoffbriicken und der Anzahl der unabgeséttigten Wasserstoffbriicken-

Funktion (vgl. Tabelle [6.1]).

. unabgesattigte waterinteraction
H-Briicken .
H-Briicken-Funktionen Faktor

3 0:1 1,4
2 0 1,2
2 12 1

1 0;1 1

0 0:1 0,8
1 2 0,7
0 2 0,4
0 3 0

Tabelle 6.1: Kombinationen und resultierende Werte des water;nieraction-Faktors
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6. Berechnung der HY DE-Funktion

6.1.2 Berechnung der Wasserstoffbriicken-Energie

Um die Komplementaritdt der Wasserstoffbriicken- und der Dehydratationsenergie deut-
lich zu machen, wurde in der HYDE-Funktion ein &hnlicher Term zur Berechnung
entwickelt. Die Wasserstoftbriicken-Energie wird in der HYDE-Funktion atombasiert
ermittelt, d. h. die beiden beteiligten polaren Atome erhalten jeweils den, ihrem logP-
Inkrement plogP? entsprechenden, energetischen Beitrag. Daher kann fiir jedes polare
Atom i des Liganden und der Protein-Bindetasche der Betrag zu einer Wasserstoftf-

briicke folgendermafen abgeschétzt werden:

2.3RT

AG] ==
H-bond
Fsat

plog P'e fly, o > wl- i (6.5)
H-bond j

Basierend auf dem in Kapitel [3| beschriebenen Konzept, entsteht in HYDE ein stabilisie-
render Beitrag fiir eine intermolekulare Wasserstoffbriicke aus der Tatsache, dass nicht
alle Wasserstoffbriicken im Wasserstoffbriicken-Netzwerk des die Molekiile umgebenden
Wassers geometrisch ideal ausgebildet werden. Die Energie, die bendtigt wird, um die
Wasserstoffbriicken-Funktionen der Molekiile - Protein und Ligand - zu dehydratisieren
ist damit niedriger, als der Energiegewinn einer geometrisch idealen, intermolekularen
Wasserstoffbriicke. In Kapitel [3| wurde gezeigt, dass diese Dehydratationsenergie einer
polaren Funktion genau um den Sattigungsfaktor Fyq:(7) niedriger ist. Daher wurde der
reziproke Sattigungsfaktor 1/F4 in die Berechnung der Wasserstoffbriicken-Energie in-
tegriert, um so den energetischen Gewinn einer Wasserstoffbriicke gegeniiber den Dehy-
dratationskosten der Wasserstoffbriicken-Funktionen, zu bestimmen (vgl. Kapitel .
Als Temperatur wurde T = 298 K gewahlt, da die experimentellen Bindungsaffinitdten
von Protein-Ligand-Komplexen meist bei dieser Temperatur gemessen werden. Damit
ergibt sich ein Séttigungsfaktor Fs,(298K) = 0,85. Der Energiegewinn einer idealen
intermolekularen Wasserstoffbriicke ist somit um 17 % (= 1/F4(298K)) hoher als die
Dehydratationsenergie der Wasserstoffbriicken-Funktion.

Der energetische Beitrag einer Wasserstoffbriicke hingt stark von ihrer geometrischen
Qualitat ab, d. h. Distanz und Winkel sollten innerhalb eines idealen Bereichs liegen. Die
geometrische Qualitét einer Wasserstoffbriicke j wird tiber den Faktor fg ., 10 Gleichung
[6.5] berticksichtigt. Die idealen geometrischen Parameter der verschiedenen Atomtypen
werden in HYDE iiber spherische Wechselwirkungsflichen modelliert. Diese Wechsel-
wirkungsflachen représentieren die ideale Position eines Wechselwirkungspartners. Sie
basieren auf dem Wechselwirkungsmodell von FlexX [80], wurden fiir HYDE aber noch-
mal verfeinert (vgl. Kapitel[4.4). Geometrisch ideale Wasserstoffbriicken j erhalten einen
Faktor féev = 1. Bei einer Abweichung von der idealen Geometrie ( féev < 1) werden die

Wasserstoffbriicken linear gegen Null skaliert.
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6.2 Anderung der Zuginglichkeit von Atomen

Die anderen beiden Faktoren - die Gewichtung w’ einer Wasserstoffbriicken-Funktion
und die Vergrabenheit fgw eines polaren Atoms - wurden bereits zur Berechnung der
Dehydratationsenergie von polaren Atomen integriert und im vorherigen Abschnitt vor-
gestellt. Im Vergleich zum HYDE-Prototyp, indem die Uberbewertung von multiplen
Wasserstoffbriicken, die von einem Atom ausgebildet werden, mithilfe eines Wurzelterms
verhindert werden sollte, wurde in der iiberarbeiteten Fassung der HYDE-Funktion

stattdessen die Gewichtung w/ von Wasserstoffbriicken-Funktionen eingefiihrt.

6.2 Anderung der Zuginglichkeit von Atomen

Die Dehydratationsenergie wird in HYDE {iber die, durch die Komplexbildung induzier-
te, Anderung der Zugénglichkeit der Atome berechnet. Um diese Anderung zu bestim-
men, wird nicht wie in vielen anderen Methoden/Funktionen oder auch dem HYDE-
Prototyp dazu die Anderung der 16sungsmittelzugéinglichen Oberfliche (SAS) [205-207]
berechnet, sondern die molekulare Oberflache [207, 2I8-220)] eines Atoms im ungebun-
denen und im gebundenen Zustand abgeschétzt. Die verschiedenen Oberflachenmodelle,
die fiir Molekiile existieren, wurden in Kapitel behandelt. Im Folgenden wird der
Algorithmus zur Berechnung der molekularen Oberfliche in HYDE vorgestellt, bevor

auf die Berechnung der Zugénglichkeitséinderung eingegangen wird.

6.2.1 Berechnung der molekularen Oberflache

Zur atombasierten Berechnung der molekularen Oberfliche wird ein Oberflichennetz
um jedes Molekiil - Ligand und Bindetasche des Proteins - erzeugt. Jedem, der ent-
stehenden Netzknoten, wird ein entsprechender Oberflichenanteil zugeordnet, so dass
iiber die, dem Atom zugehdrigen, Netzknoten, die molekulare Oberfliache jedes einzelnen

Atoms bestimmt werden kann.
Generierung des Oberflichennetzes

Das Oberflichennetz wird auf der SAS des jeweiligen Molekiils generiert, wobei die
Losungsmittel-Abrollkugel einen Radius von Rgag = 1,4 A hat (vgl. Kapitel. Fir
die Schweratome wird der Standard-Van-der-Waals-Radius [221] genommen. Wasser-
stoffatome werden implizit behandelt, indem der Radius des zugehorigen Schweratoms
jeweils um 0,1 A pro Wasserstoffatom erweitert wird. Um eine gleichméRige Verteilung
der Netzknoten des Oberflachennetzes zu erhalten, wird fiir jedes Atom ein einbeschrie-

bener Tkosaeder generiert, d. h. der Mittelpunkt des Ikosaeders liegt im Zentrum des

97



6. Berechnung der HY DE-Funktion

Atoms und der Radius des Ikosaeders ergibt sich aus der Summe des Van-der-Waals-
Radius (Rypw) des Atoms und des Radius der Abrollkugel (Rgsas). Der Ikosaeder
wird in einer zweistufigen rekursiven Verfeinerung weiter unterteilt. Dabei werden die
Kanten des Ikosaeders in jeder Stufe halbiert. Dadurch entstehen pro Ikosaeder-Dreieck
drei neue Eckpunkte, aus denen vier neue Dreiecke generiert werden kénnen (Abbil-
dung A). Die neu generierten Punkte werden anschliefend noch auf den Tkosaeder-
Radius rausgeschoben (Abbildung|6.2| B). Nach der zweiten Verfeinerungsstufe sind 162
Ikosaeder-Eckpunkte entstanden, die eine sehr gleichméfige Verteilung der Netzknoten
garantieren und eine gute Beschreibung der Kugeloberfliche des zugrunde liegenden
Atoms liefern (Abbildung|6.2) C).

Abbildung 6.2: Rekursive Tkosaeder Verfeinerung. A) Ikosaeder mit 12 Eckpunkten, 20

Dreiecken und 30 Kanten. Die Verfeinerung eines Dreiecks ist in rot dargestellt. B) Erste

Verfeinerungsstufe des Tkosaeders (42 Eckpunkte). C) Zweite Verfeinerungsstufe des Tkosa-
eders (162 Eckpunkte).

Innenliegende, d. h. durch benachbarte Atome abgedeckte Ikosaeder-Punkte miissen
wahrend der Generierung des Oberflichennetzes erkannt und ausgeschlossen werden.
Dazu werden die Schnittebenen eines Atoms mit seinen Nachbaratomen gebildet. Alle
Ikosaeder-Punkte, die hinter einer Schnittebene liegen, sind durch Nachbaratome ver-
deckt und werden vom Oberflachennetz ausgeschlossen. Die Schnittebenen entsprechen
zugleich jeweils der Ebene eines Torus zwischen zwei Nachbaratomen. Ein Torus ent-
steht, wenn die Abrollkugel gleichzeitig zwei benachbarte Atome beriihrt. Die einzelnen
Torussegmente einer Torusbahn werden durch die stationéren Punkte bestimmt, die sich
bilden, sobald die Abrollkugel Kontakt zu einem weiteren, dritten Nachbaratom hat.
Torussegmente, die von anderen nahegelegenen Atomen abgedeckt werden sowie statio-

nédre Punkte, die mit Nachbaratomen kollidieren, werden nicht in das Oberflichennetz
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6.2 Anderung der Zuginglichkeit von Atomen

aufgenommen. Die verbleibenden Torussegmente werden entsprechend der euklidischen
Distanz von zwei Ikosaeder-Punkten diskretisiert und die entstehenden Punkte werden
als Netzknoten dem Oberflichennetz zugeordnet. Die zugénglichen stationdren Punkte
werden ebenfalls als Netzknoten in das Oberflichennetz integriert (vgl. Abbildung [6.3)).
Zur besseren Veranschaulichung des Algorithmus zur Generierung des Oberflachennet-

zes ist der Pseudocode dargestellt:

Algorithmus 6.1: Generierung des Oberflachennetzes
Data : Molekiil A

Result : OberflachenNetzVektor
foreach Atom a in Molekiil A do

generiere Py <— lkosaederPunkte(a, Verfeinerungsstufe n);

foreach Atom b in Nachbaratome(a) do

berechne Er <— SchnittEbenen(a, b);

if Index(b) > Indezx(a) then

foreach Atom c in (Nachbaratome(a) (| Nachbaratome(b)) do
berechne (P, St) < KonkavePunkteUndTorusSegmente(a, b, c);
OberflachenNetzVektor < Pk;

berechne Pr <— TorusSegmentDiskretisierung(a, b, St);

OberflachenNetzVektor < Pr;

berechne Prop < InnenliegendelkosaederPunkte(Pr, Er);

OberflichenNetzVektor < Pjp;

Berechnung der Oberflichen-Inkremente
Jedem der Netzknoten wird eine Oberflichen-Inkrement zugeordnet. Entsprechend ihres
Ursprungs - Ikosaeder-Punkt, Torus-Punkt oder stationdrer Punkt - entstehen unter-

schiedliche Oberflachen-Inkremente:

Ikosaeder-Punkt Das Oberflachen-Inkrement eines Ikosaeder-Punktes Ayosaeder Wird

als Anteil an der Kugeloberfliche des jeweiligen Atoms ermittelt. Dazu wird die
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i

_____

\
2.

Abbildung 6.3: Generierung des Oberflichennetzes auf der SAS eines Molekiils. Links:
Dargestellt ist das Oberflachennetz auf der SAS (graue Punkte), die Abrollkugel (orange
gestrichelter Kreis), die molekulare Oberfliche (orange Linie) und die VDW-Oberfliche
des Molekiils (schwarze Linie). Rechts: drei diskretisierte Torusbahnen und der stationérer
Punkt (konkave Fliache) zwischen den Torusbahnen. Bild in Anlehnung an [208]

Kugeloberfliche durch die Anzahl der Ikosaeder-Punkte, die von der Verfeine-

rungsstufe n des Tkosaeders abhéngen, dividiert:

Kugeloberfliche des Atom 47‘("/“‘2/ DWW
Anzahl der Tkosaeder-Punkte 24 10 - 47

Alkosaeder = (6.6)
Torus-Punkt Bei der Diskretisierung eines Torussegments entstehen rechteckige Sat-
telflaichen (vgl. Abbildung . Die Kantenldnge der Rechtecke kann jeweils als
Kreissegment iiber den Radius der Abrollkugel und den Winkel zwischen den
Beriihrpunkten bzw. iiber den Radius der Torusbahn und den Winkel zwischen
den Diskretisierungsschritten berechnet werden. Die Fléche eines Torus-Punktes

entspricht dann der Fliache des zugrunde liegenden rechteckigen Sattelflache.

stationirer Punkt Das Oberflachen-Inkrement eines stationdren Punktes wird als

Oberflache des unterliegenden sphérischen Dreiecks berechnet (vgl. Abbildung

53):
Akonkav = (a + B + Y — 7T) . R?S'AS (67)

«, 8 und 7 sind dabei die Innenwinkel des sphérischen Dreiecks in Radiant. Rgag
ist der Radius der Abrollkugel, die das sphérische Dreieck aufspannt.
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6.2 Anderung der Zuginglichkeit von Atomen

Die Oberflichen-Inkremente werden jeweils an den Netzknoten gespeichert, so dass
fiir jedes Atom mithilfe der zugehdrigen Netzknoten seine molekulare Oberflache ab-
geschétzt werden kann. Die Summe der Oberflachen-Inkremente aller Netzknoten ent-

spricht der molekularen Oberflache des jeweiligen Molekiils.

6.2.2 Abschitzung der Zugéinglichkeitsinderung

Im HYDE-Prototyp wurde die Abschétzung der Zugénglichkeitsdnderung {iber die
WSAS berechnet (vgl. Kapitel . In der ersten Uberarbeitung des Oberfléchen-
modells wurde daher eine gewichtete molekulare Oberfliche entsprechend der WSAS
berechnet. Dadurch wurden weiterhin tief vergrabene polare Atome unterschétzt, wo-
durch das Modell dahingehend variiert wurde, dass die polaren Netzknoten der Ober-
flache weiter rausgeschoben wurden. Dies fiihrte ebenfalls nicht zur optimalen Beschrei-
bung der polaren Dehydratation, da durch die Verwendung der Wechselwirkungsflichen
von polaren Atome (vgl. Kapitel nicht der Raum abgebildet wird, den ein Wasser-
molekiil bei einer Interaktion im solvatisierten Zustand einnehmen wiirde. Aus diesem
Grund wurde ein Oberflichenmodell entwickelt, in dem die polare Dehydratation durch
die Verdrangung von hypothetischen Wassermolekiilen modelliert wird.

Fiir beide Molekiile - Ligand und Bindetasche des Proteins - wird ein Oberflichen-
netz generiert (Abbildung . Dabei wird fiir den Liganden die gleiche Konformation
im ungebundenen und im gebundenen Zustand angenommen und das Protein wird als
starr betrachtet. Die Anderung der Zugénglichkeit von Atomen wird somit nur durch
die Komplexbildung verursacht.

Bei hydrophoben Atomen wird die Zugénglichkeitsdnderung ermittelt, indem die Ober-
flachen-Inkremente der durch die Schweratome des anderen Molekiils abgedeckten Netz-
knoten aufsummiert werden. Diese Anderung der Zugénglichkeit zwischen ungebunde-
nem und gebundenem Zustand wird in Gleichung [6.1] genutzt, um die Dehydratations-
energie eines hydrophoben Atoms abzuschétzen. In Abbildung B sind die durch die
Atome der Bindetasche des Proteins abgedeckten Netzknoten des Liganden dargestellt
und Abbildung C zeigt die durch den gebundenen Liganden, abgedeckten Netzkno-
ten der Bindetasche.

Fiir polare Atome wird die Zugénglichkeitsinderung nicht iiber die Abdeckung der
molekularen Oberflache, sondern iiber die Verdriangung von hypothetischen Wasser-
molekiilen bestimmt. Dazu wird vor jeder Wasserstoffbriicken-Funktion eines polaren
Atoms an der bevorzugten Position des Wasserstoffbriicken-Partners, ein hypotheti-
sches Wassermolekiil platziert (Abbildung A). Im Komplex wird die Uberlappung
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6. Berechnung der HY DE-Funktion

Abbildung 6.4: Bestimmung der Zugénglichkeit von Atomen. A) Generierung des Ober-
flichennetzes fiir den Liganden (blaue Punkte), fiir hydrophile Atome werden hypothetische
Wassermolekiile an der bevorzugten Position der Wasserstoffbriicken-Partners platziert. B)
Durch die Bindetasche induzierte Zugénglichkeitsinderung des Liganden. C) Durch den Li-
ganden induzierte Zugénglichkeitsinderung der Bindetasche. Bild in Anlehnung an [208]

dieses Wassermolekiils mit den umgebenden Schweratomen des anderen Molekiils be-
rechnet. Abbildung B stellt die Uberlappung von zwei hypothetischen Wassermole-
kiilen einer Carbonyl-Gruppe des Liganden mit der Bindetasche des Proteins dar. Be-
trigt die Summe der Uberlappungsvolumina mit den umgebenden Schweratomen mehr
als das halbe Volumen eines hypothetischen Wassermolekiils (Radius = 1,4 A), so wird
die Wasserstoffbriicken-Funktion j, von der das hypothetische Wassermolekiil abgeleitet
wurde, als dehydratisiert angesehen und fiir die Dehydratationswahrscheinlichkeit ergibt
sich ein Wert von p&ehy 4 = 1. Anderenfalls, wird die Dehydratationswahrscheinlichkeit

linear in Abhéingigkeit des Uberlappungsvolumens herrunterskaliert:

volume(water)

. 1 if - overlap > >
pZiehyd = 9 . (6.8)
-overlap
volume(water) else
overlap = Z overlap volume(water? | atom*)

surrounding atoms k
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6.3 Bewertung von Metallionen in HYDE

Fast die Hélfte aller Enzyme benétigen ein Metallion in ihrer Bindetasche, um ih-
re Funktion ausiiben zu koénnen [249]. Dabei tibernehmen diese Metalloenzyme auch
Schliisselfunktionen in den, z. B. fiir die Krebstherapie relevanten, Stoffwechselwegen
[250]. Die Bewertung von Protein-Ligand-Komplexen, die ein Metallion als Kofaktor in
der Bindetasche des Proteins beinhalten, fiihrte im HYDE-Prototyp zu einer ungenau-
en Vorhersage, da der Beitrag des Metallions zur freien Bindungsenergie ebenfalls iiber
den reguldren Wasserstoffbriicken- und Dehydratationsterm abgeschétzt wurde. In der
iiberarbeiteten Fassung der HY DE-Funktion wurde ein neues Modell fiir die Bewertung
von Metallionen, die in der Bindetasche des Proteins eingebettet sind, integriert.

Die Metallionen von Metalloenzymen sind in der Bindetasche des Proteins in einer
bestimmten Koordinierungsgeometrie gebunden, die auch von den jeweiligen Liganden
abhéangen kann. Das bedeutet, dass bei Metallionen, die an der katalytischen Reaktion
beteiligt sind, mindestens eine freie Koordinierungsstelle existiert, mit der der Ligand
interagiert. Bleibt eine Koordinierungsstelle unbesetzt, d. h. wird dehydratisiert oder
nicht von Gegenionen abgeséttigt, so ist dies energetisch sehr ungiinstig. Daher wur-
de in HYDE ein Modell integriert, dass vor der energetischen Bewertung die optimale
Koordinierungsgeometrie eines Metallions in der Bindetasche, anhand der umgebenden
Proteinatome, bestimmt [5I]. Dazu werden die Distanzen und Winkel vom Metallion
zu den umliegenden Proteinatomen berechnet, die das Metallion koordinativ binden
koénnen, d. h. Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel. Anhand dieser geometrischen Restrik-
tionen wird dem Metallion ein kompatibler Polyeder - Tetraeder, planares Rechteck,
trigonale Bipyramide oder Oktaeder - als Koordinierungsgeometrie zugeordnet.

Auf Basis dieser Koordinierungsgeometrie wird der energetische Beitrag eines Metallions

zur freien Bindungsenergie in der HYDE-Funktion durch folgende Terme abgeschétzt:

. . )
AGEL%%E = Z AGipteraction T AG?jehydration (6.9)

metal ions i

i __ _metal J
ACTYz'nteraction = €interact ’ Z fde'u (610)
interactions j
7 _ _metal ¥
AGdehydration = €dehyd Z Paenyd (611)

coordination sites j
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6. Berechnung der HY DE-Funktion

Die energetische Bewertung von Metallionen in HYDE setzt sich entsprechend der Be-
wertung von polaren Atomen auch wieder aus zwei Energiebeitragen zusammen, dem

. i
Interaktionsterm AG? .. .qction

und dem Dehydratationsterm AGilehydr ation- Diese Auf-
teilung der Energiebeitrage ist wichtig, um auch die energetisch ungiinstigen, unbesetz-
ten Koordinierungsstellen zu beriicksichtigen.

Aufgrund fehlender bzw. unzuverldssiger logP-Werte fiir Metallionen, wurden durch
Untersuchung von verschiedenen Metalloenzym-Komplexen empirisch Energie-Inkre-

mente fiir die Metallinteraktionen abgeleitet. Damit ergibt sich fiir, durch den Ligan-

metal

den besetzte, Koordinierungsstellen ein energetisch giinstiges Inkrement von €}.7.% ., =

—20kJ/mol und fiir unbesetzte Koordinierungsstellen ein ungiinstiges Energie-Inkre-
ment von egg}"f;é = 10kJ/mol.

Nur der energetische Beitrag von Interaktionen zwischen dem Liganden und dem Me-
tallion werden in HYDE zur Berechnung der freien Bindungsenergie beriicksichtigt, die
restlichen durch Proteinatome besetzten Koordinierungsstellen tragen nicht zur freien
Bindungsenergie bei. In HYDE dienen Stickstoff-, Sauerstoff- und Schwefelatome auf
Ligandseite als Akzeptoren fiir die Interaktion mit den Metallionen. Der energetische
Beitrag von diesen wird weiterhin durch den Wasserstoffbriicken- und den Dehydrata-
tionsterm von HYDE ermittelt.

Metallinteraktionen werden in HYDE, wie Wasserstoffbriicken auch, durch iiberlappen-
de Wechselwirkungsflichen des Metallions und des Ligand-Akzeptor-Atoms modelliert.
Ahnlich wie bei Wasserstoffbriicken, ist auch bei Metallinteraktionen die geometrische
Qualitét der Interaktion zwischen dem Ligandatom und dem Metallion wichtig, um den
energetischen Beitrag der Interaktion zu beurteilen. Daher wurde der Faktor fgev Zur
Abschétzung der geometrischen Qualitét einer Interaktion j in die Berechnung der Ener-

7
interaction

gie einer Metall-Interaktion AG integriert. Geometrisch ideale Interaktionen j

erhalten einen Faktor von fiev = 1, anderenfalls wird fé o linear gegen Null herrunters-
kaliert. Fiir alle nicht durch Proteinatome besetzten Koordinierungsstellen wird zudem
Zehydration
stelle j die Dehydratationswahrscheinlichkeit pfiehyd bestimmt, wie in Abschnitt

beschrieben.

die Dehydratationsenergie G berechnet. Dazu wird fiir jede Koordinierungs-

6.4 HYDE im Optimierungskontext

In der HYDE-Funktion sind keine Terme zur Beurteilung der Protein-Ligand-Komplex-
Geometrie oder zur Abschétzung der Konformationsenergie des Liganden enthalten. Da-

durch wird die Uberlappung von Protein- und Ligand-Atomen als auch eine energetisch
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ungiinstige Ligandkonformation, was in den durch Docking vorhergesagten Protein-
Ligand-Komplexen durchaus vorkommen kann, nicht erkannt. Weiterhin hat jede Bewer-
tungsfunktion ihr eigenes Optimum, so dass Protein-Ligand-Komplexe, die mit anderen
Programmen generiert oder auch durch ein Kristallographie-Verfeinerungsprogramm
bestimmt wurden, nicht zwingend mit dem Optimum der HYDE-Bewertungsfunktion
iibereinstimmen. Eine weitere wichtige Voraussetzung, um eine gute Vorhersage der
freien Bindungsenergie eines Protein-Ligand-Komplexes mit HYDE zu erlangen, ist das
Vorhandensein eines optimal abgeséattigten Wasserstoffbriicken-Netzwerks zwischen Li-
gand und Protein als auch innerhalb des Proteins.

Die iiberarbeitete Fassung der HY DE-Funktion wurde daher in einen zweistufigen Opti-
mierungsverfahren eingebettet, um so eine zuverlissige Bewertung eines Protein-Ligand-
Komplexes mit HYDE zu ermdglichen. In der ersten Optimierungsstufe wird ein optima-
les Wasserstoffbriicken-Netzwerk des Protein-Ligand-Komplexes mithilfe von ProToss
generiert (vgl. Kapitel. Im zweiten Optimierungsschritt wird die gegebene Protein-
Ligand-Komplex-Geometrie in Richtung des Optimums der HY DE-Funktion adaptiert.
Dabei wird der Ligand in der Bindetasche des starren Proteins translatiert und rotiert,
falls notig werden auch Torsionswinkel des Liganden veréndert. Zwei verschiedene Op-
timierungsverfahren stehen in diesem Optimierungsschritt zur Verfiigung, eine numeri-
sche Optimierung, um in das néchste lokale Optimum der HYDE-Funktion zu gelangen,
und eine stochastische Optimierung, um das globale Optimum der HYDE-Funktion zu
finden. Beide Strategien wurden bereits in Kapitel [£.2.2] genauer beschrieben. Als Ziel-
funktion beider Optimierungsverfahren dient eine Abwandlung der HYDE-Funktion,
die GeoHYDE-Funktion, so dass die aufwendige molekulare Oberflache nicht in jedem

Optimierungsschritt berechnet werden muss.

6.4.1 Die GeoHYDE-Funktion

Die Zielfunktion eines Optimierungsverfahren soll den Optimierungsprozess in die ge-
wiinschte Richtung lenken, damit das Optimum dieser Funktion gefunden werden kann.
Im Optimierungskontext von HYDE soll das Minimum der HYDE-Funktion gefunden
werden. Dazu miisste in jedem Optimierungsschritt die HY DE-Funktion fiir den Protein-
Ligand-Komplex neu berechnet werden, um zu entscheiden, ob die durch den Opti-
mierungsprozess durchgefithrte Anderung am Liganden eine Minimierung der HYDE-
Energie bewirkt. Wahrend die Wasserstoffbriicken- als auch die Dehydratationsenergie
fiir polare Atome schnell berechnet werden kénnen, ist die Abschétzung der Dehydra-
tationsenergie apolarer Atome durch die Generierung der molekularen Oberfliche bei-

der Molekiile ein aufwendiger Prozess. Obwohl durch den neuen Algorithmus zur Be-
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6. Berechnung der HY DE-Funktion

rechnung der Zugéinglichkeitsénderung von Atomen ein Oberflichennetz fiir die starre
Protein-Bindetasche vorberechnet werden kénnte, miisste fiir den Liganden, an dem
Konformationsdnderungen vorgenommen werden, in jedem Schritt ein neues Oberfla-
chennetz generiert werden. Daher wurde die GeoHYDE-Funktion entwickelt, in der der
Term fiir die apolare Dehydratationsenergie durch einen Lennard-Jones-Term ersetzt
wurde:

HYDEopt = WHRB - AGH—bond +wpp - AGhydrophilic +wrp - Einter (612)

dehydration Lennard-Jones

Die GeoHYDE-Funktion besteht somit aus drei Termen, dem Wasserstoffbriicken-Term
AG .pong und dem polaren Dehydratationsterm AGZgg;gﬁZﬁzo% der HYDE-Funktion, so-

wie einem Lennard-Jones Term Ejnter - Mit dem Lennard-Jones-(12,6)-Potential
ist es moglich, einerseits iiberlappende Atome zwischen Protein und Ligand durch den
repulsiven Term zu erkennen und zu bestrafen, und andererseits die Dehydratation
apolarer Atome durch den anziehenden Term zu belohnen. Um die Berechnung des
Lennard-Jones-Terms zu beschleunigen, wird das Potential nicht immer iiber alle Ato-
me gerechnet, sondern nur zwischen Atomen bestimmt, deren Abstand nicht grofler als

die Summe ihrer Van-der-Waals-Radien 1"%/ py und T{/ py und einer Konstanten von 2,8

A ist:

, . 12 . : 6
% J 1 J
ppinter -y 3 "'vow T"vpw | _ [ Tvow T "vpw
Lennard-Jones . , distance(i, j distance(i, j
»J ) J
atoms ¢ atoms j
distance(i,j)<
™Y pw TV pw 284

(6.13)

Jeder Term der GeoHYDE-Funktion ist zusétzlich gewichtet (wgp, wpp, und wrp). Da-
durch ist es moglich, den Optimierungsprozess besser zu steuern, z. B. die Optimierung
der Wasserstoffbriicken-Geometrie in Richtung des HYDE-Modells, durch eine héhere
Gewichtung wpp des Wasserstoffbriicken-Terms, zu lenken. Die unterschiedliche Ge-
wichtung der Terme fiihrt aber auch dazu, dass das Optimum der GeoHYDE-Funktion
und der HYDE-Bewertungsfunktion mdoglicherweise weiter auseinander liegen. Die Re-
sultate, die im néchsten Kapitel [7] vorgestellt werden, basieren auf folgender Gewichtung:
wgp = 2, wpp = 1, und wrp = 1. Somit ist die Optimierung hauptséchlich auf die
Verbesserung der Wasserstoffbriicken-Geometrie eines Protein-Ligand-Komplexes aus-

gerichtet.
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6.4.2 Kombinierte Zielfunktion des Optimierungsverfahrens

Neben der GeoHYDE-Funktion wurden noch weitere Terme in die Zielfunktion des
Optimierungsverfahrens integriert, die sich auf die Abschitzung der Ligand-Konforma-

tionsenergie beschrinken.

numerische Optimierung In der Zielfunktion der numerischen Optimierung wird
zuséatzlich ein Torsionswinkelpotential und ein intramolekularer Lennard-Jones-Term

fiir den Liganden berechnet:

Fnumopt = HYDEopt + wrp - ETorsion +wrpr - Ei%trfiard_Jones (614)

Dabei wird das Torsionswinkelpotential Ergsion und der intramolekulare Lennard-Jones-
Term Eﬂgiar doJones 111 der Zielfunktion folgendermafien gewichtet: wrp = 3 und wrpr, =
1. In einer numerischen Optimierung wurden maximal 1000 Optimierungsschritte durch-
gefiihrt, bzw. wurde der Prozess abgebrochen, sobald die Energieéinderung der Zielfunk-

tion zwischen zwei Optimierungsschritten unterhalb eines Schwellwertes sinkt.

stochastische Optimierung Die Zielfunktion der stochastischen Optimierung beriick-
sichtigt aufier der GeoHYDE-Funktion einen Bestrafungsterm fiir die Uberlappung von

Atomen innerhalb des Liganden:

Futochopt = HYDEgp + > > EntomOverlap(is §) (6.15)

atoms t atoms j

0 Jif - distance(i, j) > (r%/DW + T{}DW)
EAtomOverlap (7/7 .7) =

rt —H"j -10
vDwW "y pw
distance(i,j)>? else

Der Bestrafungsterm EatomOverlap (4, ) wird nur fiir Atome ¢ und j berechnet, die min-
destens drei Bindungen voneinander entfernt und nicht im gleichen Ringsystem sind. Um
eine bessere Konvergenz des stochastischen Verfahrens zu erlangen, wurden zehn Opti-
mierungsldufe mit jeweils 1000 Optimierungsschritten durchgefiihrt. Das beste Resultat

aus den zehn Laufen, entspricht dem Endresultat der stochastischen Optimierung.
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6. Berechnung der HY DE-Funktion

6.5 Bewertung eines Protein-Ligand-Komplexes mit HYDE

Um die Bewertung eines Protein-Ligand-Komplexes mit HYDE zu verdeutlichen, wird
im Folgenden die HYDE-Energie anhand eines Beispiels, dem Komplex der Chk1-Kinase
mit einem Inhibitor (PDB: 2BRB), genau in die Einzelbetriage aufgeschliisselt und er-
klart. Weiterhin wird an diesem Beispiel auch gezeigt, wie sich der Austausch eines

einzelnen Atoms auf die HYDE-Energie auswirkt.

Abbildung 6.5: Komplex der Chkl- GIy90A

Kinase mit einem Inhibitor (PDB: Val23A

2BRB). 2D-Darstellung der Wechselwir- Leu15A

kungen mit Poseview [25I]: Wasser-

stoffbriicke zwischen einem Pyrimidin-

Stickstoff des Inhibitors und einem Stick-

stoff des Proteinriickgrates (CYS 87

A) (gestrichelte Linie) und hydrophober D:O <
Cys87A

Kontakt zwischen den Phenyl-Ringen des

Inhibitors und drei Aminosiuren (LEU A-H
15 A, VAL 23 A, GLY 90 A) (griine Li- R/

nie).

Die Chkl-Kinase ist eine Serin/Threonin-Protein-Kinase, die eine wichtige Rolle im
Zellzyklus wihrend der Mitose tibernimmt. Damit ist sie ein potentielles Zielprotein in
der Krebstherapie. Abbildung [6.5] zeigt einen Komplex von Chkl mit dem Inhibitor
2-[(5,6-Diphenylfuro|2,3-D|pyrimidin-4-yl)amino|ethanol (PDB: 2BRB). Dieser Inhibi-
tor bindet kompetitiv mit einer mikromolaren Inhibitionskonstanten von K; = 13, 7uM
in die ATP-Bindetasche der Kinase [199]. Dabei bildet der Pyrimidin-Stickstoff des In-
hibitors eine Wasserstoffbriicke mit dem Amid-Stickstoff des Proteinriickgrates (CYS
87 A) in der Hinge-Region. Die beiden Phenyl-Ringe des Liganden werden durch hydro-
phobe Seitenketten des Proteins in der Bindetasche vergraben und tragen somit durch
den hydrophoben Effekt zur Bindungsaffinitiat bei (vgl. Abbildung . Der Carbonyl-
Sauerstoff von Cystein 87 A, der im Komplex mit ATP eine Wasserstoffbriicke ausbilden
kann, wird durch diesen Inhibitor nicht abgeséattigt.

Um diesen Komplex mit HYDE zu bewerten wurde die Proteinstruktur zuvor mit MOE
(v 2009.10) [252] minimiert, da das Proteinriickgrat leicht verdreht vorlag und eine Op-
timierung der Inhibitor-Position in der Bindetasche durch den HYDE-Optimierungs-

kontext nicht ausreichte, um die Wasserstoffbriicke zwischen dem Inhibitor und dem
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Abbildung 6.6: Optimierung des Chk1-
Kinase-Komplexes (2BRB). Grau: Origi-
nalstruktur, Tiirkis: Optimierte Struktur.
Oranger Kreis: CYS 87 A.

2BRB
2BRB opt

Proteinriickgrat in HYDE zu erkennen. Abbildung [6.6] zeigt den Komplex vor und nach
der Optimierung. Die Anderung der Koordinaten auf Proteinseite ist mit 0,4 - 0,6 A sehr
klein, jedoch &ndert sich dadurch der Bindungswinkel der Wasserstoftbriicke D-H- - - A
von 150° auf 165° deutlich. Im Idealfall sollte dieser einen Wert von 180° haben. Diese
voroptimierte Struktur wurde anschliefend mit HYDE bewertet.

Die Bewertung mit HYDE ergibt eine Bindungsenergie von AGyypg = —18,5 kJ/mol,
das entspricht einer mikromolaren Bindungsaffinitat (572 pM). Im Vergleich zu der
experimentell gemessenen Inhibitionskonstanten wird dieser Komplex von HYDE mit

einer schwécheren Bindungsaffinitét abgeschétzt.

6.5.1 Einzelbeitridge von Atomen

In Tabelle [6.2] sind die Einzelbeitriage der HYDE-Energie fiir jedes Atom des Inhibitors
zusammengefasst. Die Beitrdge der Proteinatome wurden auf das néchstgelegene Atom
des Inhibitors iibertragen. Abbildung zeigt den Komplex im HYDE-Farbschema
(vgl. Kapitel : Anhand der energetischen Beitrdge aus Tabelle werden die In-
hibitoratome von griin fiir einen energetisch giinstigen Beitrag (AG < 0), iiber weif
fiir keinen energetisch Beitrag, bis hin zu rot, wenn ein Kontakt destabilisierend zur
Gesamtenergie beitragt (AG > 0), eingefiarbt. Die Aufschliisselung der Benennung der
Inhibitoratome nach Tabelle [6.2]ist in Abbildung [6.7] rechts dargestellt.

Der Pyrimidin-Stickstoff N1 bildet eine ideale Wasserstoffbriicke zum Amid-Stickstoff
N CYS 87 A des Proteinriickgrates. Beide Wasserstoftbriicken-Partner werden durch die
Komplexbildung dehydratisiert, wodurch eine ungiinstige Dehydratationsenergie von
AG dehydration = 13,1 kJ/mol entsteht. Diese wird durch die Ausbildung einer idealen
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6. Berechnung der HY DE-Funktion

Abbildung 6.7: Bewertung eines Protein-Ligand-Komplexes (2BRB) mit HYDE. Links:
HYDE-Farbcodierung der Atombeitrage: Griin: stabilisierender Beitrag zur freien Bin-
dungsenergie (AG < 0); Rot: destabilisierender Beitrag zur freien Bindungsenergie (AG >
0); Weik: kein Beitrag zur freien Bindungsenergie. Der Beitrag von Proteinatomen wurde
auf das néchstgelegene Ligandatom iibertragen. Rechts: Aufschliisselung der Benennung
der Ligandatome nach Tabelle @

Wasserstoffbriicke mit einer Wasserstoffbriicken-Energie von AGy_pong = —15,8kJ/mol
kompensiert. Zusatzlich zu diesen Energiebeitrédgen wird dem Inhibitoratom N1 noch die
Dehydratationsenergie umliegender hydrophober Proteinatome (CB CYS 87 A,
SG CYS 87 A, CA TYR 86 A) zugeteilt, so dass sich ein Gesamtwert von AGyypg =
—3,4 kJ/mol fir dieses Atom in Tabelle ergibt.

Die Inhibitoratome C2, C19 und C20 hingegen leisten durch den hydrophoben Effekt
einen grofsen Beitrag zur HYDE-Energie. Besonders Atom C19, das tief in einer hy-
drophoben Tasche des Proteins vergraben wird, liefert zusammen mit den umgebenden
hydrophoben Resten des Protein, die ebenfalls durch die Bindung des Inhibitors dehy-
dratisiert werden, einen energetisch giinstigen Beitrag von AGgypr = —6,6 kJ/mol
(vgl. Tabelle 6.2]).

Im Gegensatz zu diesen stabilisierenden Beitrdgen wird in Abbildung deutlich, dass
das Sauerstoffatom des Inhibitors zu einer Destabilisierung des Chk1-Inhibitor-Komplex

flihrt. Dies wird ausgelost durch den Kontakt zweier Wasserstoffbriicken-Akzeptoren,
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Ligand Protein
Ligandatom i AC;}J—bond AGéehydration AG}{-bond AGzlehydration AG”i-IYDE
Cc2 0,00 -1,53 0,00 -2,80 -4,32
C10 0,00 -0,43 0,00 0,00 -0,43
Ci11 0,00 -0,38 0,00 0,00 -0,38
C12 0,00 -0,99 0,00 0,00 -0,99
C13 0,00 -0,59 0,00 -0,90 -1,49
C14 0,00 -0,20 0,00 0,00 -0,20
C15 0,00 -0,32 0,00 -0,06 -0,37
C16 0,00 -1,43 0,00 -0,63 -2,05
C19 0,00 -1,80 0,00 -4,75 -6,55
C20 0,00 -1,53 0,00 -2,82 -4,35
c21 0,00 -0,18 0,00 0,00 -0,18
C22 0,00 -0,21 0,00 0,00 -0,21
N1 -8,29 7,09 -7,49 5,31 -3,38
cé 0,00 -0,46 0,00 0,00 -0,46
0 0,00 3,18 0,00 6,75 9,93
C5 0,00 -0,48 0,00 0,00 -0,48
N9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
c4 0,00 -0,44 0,00 0,00 -0,44
N3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C17 0,00 -0,74 0,00 0,94 0,20
C1 0,00 -0,31 0,00 0,00 -0,31
C18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cc23 0,00 -0,86 0,00 -0,30 -1,17
Cc8 0,00 -1,33 0,00 -0,20 -1,53
024 0,00 2,40 0,00 -1,72 0,69
Gesamt -8,29 -1,52 -7,49 -1,17 -18,47

Tabelle 6.2: Bewertung eines Protein-Ligand-Komplexes (2BRB) mit HYDE: Einzelbei-
trage von Ligandatomen und zugeteilter Beitrag von umliegenden Proteinatomen, aufge-
schliisselt in Wasserstoffbriicken- und Dehydratationsenergie der HYDE-Energie.

der Furan-Sauerstoff 0 des Inhibitors und der Carbonyl-Sauerstoff 0 CYS 87 A des
Proteinriickgrates. Beide werden im Bindungsprozess dehydratisiert, jedoch kann keine
neue, ausgleichende Wasserstoffbriicke zwischen diesen polaren Atomen gebildet wer-
den. Dadurch entsteht ein ungiinstiger Beitrag von AGgyypp = 9,9 kJ/mol zur Ge-
samtenergie. Diese destabilisierende Konstellation wird in HYDE erkannt und fiihrt zu

einer Reduzierung der Bindungsaffinitdt um zwei Grofenordnungen.

6.5.2 Einfluss einzelner Atome auf die Bindungsaffinitat

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben fiihrt der Kontakt von zwei Wasserstoffbriicken-
Akzeptoren zu einer reduzierten Bindungsaffinitdt. Um den Einfluss einzelner Atome auf

die Bindungsaffinitdt zu testen, wurde dieser Wasserstoftbriicken-Akzeptor des Inhibi-
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tors ausgetauscht.

Im ersten Fall wurde der Furan-Ring durch einen Pyrrol-Ring ersetzt, so dass ein
Wasserstoffbriicken-Donor zur Verfiigung steht (Abbildung A und B). Dieser bildet
eine ideale Wasserstoftbriicke mit dem Carbonyl-Sauerstoff 0 CYS 87 A des Proteins.
Die beiden Wasserstoffbriicken-Partner werden zuvor durch die Bindung des Inhibitors
an das Protein dehydratisiert. Die dabei entstehende, ungiinstige Energie wird jedoch
durch die Ausbildung einer idealen Wasserstoftbriicke kompensiert und der Gesamtbei-
trag beider Atome zur freien Bindungsenergie belduft sich auf AGgyprg = —2,5kJ/mol.
Durch den Austausch des einen Atoms (Sauerstoff durch Stickstoff) verbessert sich
die HYDE-Energie um AAGgyypr = —12,5 kJ/mol im Vergleich zu dem vorherigen
Komplex (2BRB). Die Bindungsenergie dieses Inhibitors betrigt somit AGyypr =
—31 kJ/mol, was einer Bindungsaffinitiat von 3,7 uM entspricht. Dieser Wert stimmt
gut mit der experimentell gemessenen Inhibitionskonstanten K; = 1,3 pM [199] {iber-
ein.

Hypothetisch kénnte der Furan-Ring auch durch einen Cyclopentadien-Ring ersetzt wer-
den. Damit wiirde ein Kontakt zwischen einem polaren Atom, dem Wasserstoffbriicken-
Akzeptor 0 CYS 87 A des Proteins und einem apolaren Atom, der CHs-Gruppe des
Inhibitors entstehen (Abbildung A und C). Dadurch ergeben sich fiir das polare
Atom Dehydratationskosten von AGgenydration = 6,7 kJ/mol, wohingegen eine giinsti-
ge Dehydratationsenergie AGgehydration = —1,7 kJ/mol fiir das apolare Atom erzielt
wird. Die Dehydratationskosten des polaren Atoms werden durch den Dehydratations-
gewinn des apolaren Atoms nicht kompensiert, dennoch ist diese Konstellation nicht
so ungiinstig wie die urspriingliche, der Kontakt zweier polarer Atome, die keine neue,
ausgleichende Wasserstoffbriicke bilden kénnen. Die HYDE-Energie verbessert sich in
diesem Fall um AAGgypr = —5 kJ/mol, was einer Grofenordnung bei der Bindungs-
affinitét entspricht.

Dieses Beispiel zeigt, dass die HY DE-Bewertungsfunktion sehr sensitiv gegeniiber klei-
nen Verdanderungen im Protein-Ligand-Komplex ist und somit geeignet ist, giinstige von
ungiinstigen Konstellationen zu unterscheiden. In vielen anderen Bewertungsfunktionen
wird der Kontakt von apolaren und polaren Atomen als destabilisierend erkannt, jedoch
werden die Kontakte von nicht kompatiblen polaren Atomen oft nicht behandelt (vgl.
Kapitel , obwohl diese, wie gerade gezeigt, weitaus ungiinstiger sind.
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Gly90A
A Val23A
Leu15A
AGyyype = -19 kd/imol
o = -28 kJ/mol
D;O \
Cys87A Y- X
N-H--—"T Nz
/
R
Gly90A
B Val23A

Leu15A

AAGype =-12 kd/mol
AAG = -6 kd/mol

exp

Gly90A

C Val23A

Leu15A

AAG,yp = -5 kJ/imol

Abbildung 6.8: Einfluss einzelner Atome auf die Bindungsaffinitét. Links: Schematische
Darstellung von Wechselwirkungen von Protein-Ligand-Komplexen [251]. Mitte: HYDE-
Farbcodierung der Komplexe, Beitrag der Proteinatome wird auf das niachstgelegene Li-
gandatom {ibertragen. Rechts: HYDE-Farbcodierung der Komplexe jedes Atom wird nach
seinem eigenen Beitrag gefarbt. A) Protein-Ligand-Komplex 2BRB. HYDE-Energie und ex-
perimentell gemessene Bindungsenergie sind angegeben. B) Austausch des Sauerstoffatoms
durch ein Stickstoffatom. Anderung der HYDE-Energie und der experimentell gemessene
Bindungsenergie im Vergleich zu A) sind angegeben. C) Austausch des Sauerstoff-Atoms
durch ein Kohlenstoff-Atom. Anderung der HYDE-Energie im Vergleich zu A) ist angege-
ben.
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Resultate und Diskussion

Eine Protein-Ligand-Bewertungsfunktion wird im strukturbasierten Wirkstoffentwurf
fiir verschiedene Zwecke eingesetzt. Zum einen sollte sie die Bindungsaffinitdt von Li-
ganden an das Zielprotein vorhersagen kénnen. Des Weiteren wird sie im molekularen
Docking herangezogen, um aus der Menge der in der Protein-Bindetasche generierten
Konformationen des Liganden die bioaktive auszuwéahlen. Im virtuellen Screening hin-
gegen wird sie genutzt, um fiir Millionen von neuen Molekiilen in Sekundenschnelle
zu entscheiden, ob sie aktiv oder inaktiv gegeniiber einem Zielprotein sind. Dies sind
anspruchsvolle Aufgaben, wobei die richtige Vorhersage der Bindungsaffinitéit die kri-
tischste darstellt, da sie die Voraussetzung der erfolgreichen Durchfiihrung der beiden
anderen Aufgaben bildet.

In diesem Kapitel wird die iiberarbeitete Fassung der HYDE-Bewertungsfunktion um-
fassend in allen diesen drei Aufgaben beurteilt. Weiterhin wird die Entwicklung gegen-
iiber dem HYDE-Prototypen gepriift als auch Vergleiche zu anderen, in diesem Feld
etablierten Methoden durchgefiithrt. Abschliefend wird auf die mittlere Laufzeit der
Berechnung der HYDE-Energie und der HYDE-Optimierung eingegangen. Als Einstieg
werden zuerst die herangezogenen Qualitdtsmafte und Bewertungskriterien kurz disku-

tiert.
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7.1 Qualitatsmafie und Bewertungskriterien

Um eine Entscheidung iiber die Vorhersage-Qualitdt der Bewertungsfunktion treffen
zu konnen, werden je nach Anwendung verschiedene Qualitdtsmale herangezogen. Im
Folgenden werden die Bewertungskriterien fiir die drei, oben genannten Anwendungsbe-
reiche einer Bewertungsfunktion zusammengefasst, bevor im zweiten Teil des Kapitels

auf sie zuriickgegriffen wird.

7.1.1 Bindungsaffinitdtsvorhersage

Die Qualitat der Vorhersage von Bindungsaffinitdten durch eine Bewertungsfunktion
wird anhand verschiedener Protein-Ligand-Komplexe mit experimentell bestimmten
Werten ermittelt. Dabei wird ein Vergleich von vorhergesagten Werten mit den expe-
rimentell bestimmten Werten durchgefiihrt, indem diese Werte miteinander korreliert
werden. Dazu wird der Pearson-Korrelationskoeffizient R, iber alle Komplexe ¢ berech-

net:

> i1 (@i — 7)Y — 1) (7.1)

Rp = T = —
Vi (zi = 7)2(yi — )

Dabei sind x; die experimentell bestimmten Werten und y; die durch die Bewertungs-
funktion vorhergesagten Werte. Weiterhin ist T der Mittelwert der experimentell be-
stimmten Werte und 3y der Mittelwert der vorhergesagten Werte. Der Wertebereich des
Pearson-Korrelationskoeffizienten liegt zwischen —1 und 1, wobei man von einem linea-
ren Zusammenhang der Werte ausgehen kann, sobald |R,| > 0,5 ist.

Oftmals werden die experimentell bestimmten und die vorhergesagten Werte auch durch

eine einfache Regressionsanalyse in einen linearen Zusammenhang gesetzt:

yi =ax; +b (7.2)

Hierbei wird hiiufig auch das Bestimmtheitsmaf R? berechnet. Bei einer einfachen Re-
gression entspricht das Bestimmtheitsmaf dem Quadrat des Pearson-Korrelationskoef-
fizienten. Daher liegt hier ab einem Wert von R? > 0,25 ein linearer Zusammenhang
zwischen den Werten vor.

Zusatzlich wurde auch die Standardabweichung SD der linearen Korrelation berechnet:

n

SD = | [yi — azi + b2/ (n - 2) (7.3)
=1
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Als weiteres Mafs wurde in der Analyse der Ergebnisse der Affinitdtsvorhersage der

Spearman-Korrelationskoeffizient genutzt:

6200 (rg(w) — rg(vi))?
n-(n?—1)

Ry=1 (7.4)

Dabei ist rg(x;) der Rang von x; in einer nach experimenteller Bindungsaffinitét sor-
tierten Liste und entsprechend rg(y;) der Rang von y; in einer nach vorhergesagter
Bindungsaffinitdt sortieren Liste. Der Wertebereich des Spearman-Korrelationskoeffizi-
enten liegt ebenfalls zwischen —1 und 1. Dieser Korrelationskoeffizient ist jedoch im
Vergleich zum Pearson-Korrelationskoeffizient robuster gegeniiber Ausreiffern. Weiter-
hin steht nicht die Vorhersage des genauen Wertes, sondern die richtige Klassifikation
der Komplexe - in energetisch stabile und weniger stabile - im Vordergrund diese Qua-
litdtsmafses.

Diese Make zur Beurteilung der Affinitdtsvorhersage-Qualitét einer Bewertungsfunk-
tion ermoglichen vor allem den Vergleich verschiedener Methoden. Ein Problem bei
der Nutzung dieser Mafse stellt jedoch der nicht beriicksichtigte, experimentelle Fehler
der zugrunde liegende Daten dar. Die experimentelle Bestimmung von Affinitdtsdaten
héngt stark von den experimentellen Bedingungen ab, wie z. B. pH-Wert, Tempera-
tur oder Menge und Art des organischen Losungsmittel. Schon kleinere Verédnderungen
dieser Bedingungen sorgen fiir eine Abweichung der Bindungsaffinitit eines Liganden
an ein Protein. Beim strukturbasierten Wirkstoffentwurf ist die Kristallstruktur eines
Protein-Ligand-Komplexes die Grundlage der Bewertung. Diese wird allerdings meist
unter anderen Bedingungen erzeugt als die, die bei der Affinitdtsmessung vorlagen. Diese
kritischen Punkte erschweren somit die Beurteilung der Vorhersage-Qualitit einer Be-
wertungsfunktion. Daher sollte bei der Auswahl der experimentell bestimmten Daten,
die zur Beurteilung nétig sind, vor allem darauf geachtet werden, konsistente Daten,
wenn moglich aus einer Messreihe, zu verwenden. Die Klassifikation der Liganden in
schwache, mittlere und starke Binder wird dadurch zuverldssiger und der Einfluss des

experimentellen Fehlers wird verringert.

7.1.2 Vorhersage von Protein-Ligand-Komplexen

Im strukturbasierten Wirkstoffentwurf werden mithilfe von molekularem Docking Bin-
dungsmodi eines Liganden in der Bindetasche des Zielproteins generiert. In dieser An-
wendung dient die Bewertungsfunktion dazu, die Konformation des Liganden zu be-
stimmen, die unter allen durch das Docking generierten Konformationen der bioaktiven

am &dhnlichsten ist. Um beurteilen zu kénnen, wie gut die Bewertungsfunktion diese
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Aufgabe erfiillt, werden die Koordinaten der Ligandatome von Kristallstrukturen (bio-
aktive Konformation) mit den durch das Docking erzeugten Koordinaten verglichen.
Dazu wird die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung (RMSD) zwischen den
Kristall-Koordinaten cx und den, durch das Docking vorhergesagten, Koordinaten cp

iiber alle Schweratome ¢ des Liganden berechnet:

RMSD = \/ ZL(C@; —b)? (7.5)

Ublicherweise wird dabei eine Konformation mit einem RMSD < 2A noch als #hnlich
zur Kristall-Konformation angesehen [253]. Eine Bewertungsfunktion, die die Ligand-
konformation mit dem kleinsten RMSD zur Kristallstruktur auf den ersten Rang aller
durch das Docking erzeugten Konformationen einordnet, wiirde ein perfektes Resul-
tat liefern. Dieses Bewertungskriterium wird in den meisten Validierungsstudien abge-
schwécht, indem nicht nur die am besten bewertete Konformation des Liganden betrach-
tet wird, sondern die x besten Konformationen, wobei oftmals x = 20 gewéhlt wird.

Die Verwendung des RMSD als Qualitdtsmafs weist ebenfalls Schwéchen auf [254], wie
z. B. die Abhéngigkeit von der Molekiilgrofe. Eine weitere Schwierigkeit, die durch den
Vergleich von generierten Komplexen zu Kristall-Komplexen auftritt, ist der Einfluss
der Qualitdt der zugrunde liegenden Kristallstrukturen. Diese enthalten in der Regel
eine mittlere Unsicherheit von bis zu 0,5 A in den Atomkoordinaten. Damit ist eine Li-
gandkonformation, deren RMSD kleiner als 0,5 A ist, genauer als es der experimentelle
Fehler eigentlich zuldsst [255]. Im Extremfall existiert fiir manche Teile des Kristall-
Komplexes keine Elektronendichte, wodurch fiir diese Teilbereiche keine Aussage iiber
die Richtigkeit der Vorhersage getroffen werden kann, daher sollte bei der Auswahl der
Strukturen, die zur dieser Art der Validierung herangezogen werden, immer die experi-

mentelle Elektronendichte {iberpriift werden.

7.1.3 Virtuelles Screening

Im virtuellen Screening ist die Bewertungsfunktion fiir die Klassifizierung von aktiven
und inaktiven Molekiilen eines bestimmten Zielproteins zustdndig. Um die Fahigkeit
der Bewertungsfunktion zur Trennung von aktiven und inaktiven Molekiilen ermitteln
zu konnen, werden bekannte aktive Molekiile eines Zielproteins und bekannte inaktive
Molekiile oder, wenn diese Information nicht vorliegt, unwahrscheinliche Binder in das
Zielprotein gedockt. Diese Komplexe werden anschliefend mit der Bewertungsfunktion
klassifiziert. Dabei sollten die inaktiven Molekiile eine gewisse Ahnlichkeit zu den be-

kannten aktiven Molekiilen haben, um ein reales Szenario zu schaffen. Alle klassifizierten
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7.1 Qualitdtsmafie und Bewertungskriterien

Molekiile werden entsprechend ihrer Bewertung sortiert, so dass Molekiile, fiir die eine
hohe Bindungsaffinitdt abgeschétzt wurde, zuerst in die Liste eingeordnet werden. An-
hand dieses Resultats, kann die Sensitivitdt SE und die Spezifitdt SP der Vorhersage
berechnet werden [250]:

SE = Ngefundene Aktive _ TP (7 6)
NAktive gesamt TP+ FN
SP = N, verworfene Inaktive TN (77)

Nnaktive gesamt B TN+ FP

Dabei ist TP die Anzahl der richtig vorhergesagten aktiven Molekiile (true positives)
und F'N die Anzahl der falsch als inaktiv klassifizierten Molekiile (false negatives). Da-
gegen ist TN die Anzahl der korrekt bestimmten inaktiven Molekiile (true negatives)
und FP die Anzahl der als aktiv klassifizierten inaktiven Molekiile (false positives).
Die Sensitivitét beschreibt den Anteil von korrekt klassifizierten Aktiven zu den akti-
ven Molekiilen, die insgesamt im Datensatz vorhanden waren. Die Spezifitdt hingegen
reprasentiert den Anteil an korrekt klassifizierten inaktiven Molekiilen im Verhéltnis
zu allen betrachteten Inaktiven. Wird die Sensitivitdt gegen die inverse Spezifitat (1-
SP) fiir jedes klassifizierte Molekiil des Datensatzes aufgetragen, so erhélt man eine
ROC-Kurve (Receiver Operator Characteristic) [256]. Abbildung [7.1] stellt Beispiele fiir
verschiedene ROC-Kurven dar. Als Qualitdtsmaf wird fiir jede ROC-Kurve der Fl&-
cheninhalt der Flache unter Kurve AUC (Area Under the Curve) berechnet [257].

Abbildung 7.1: Verschiedene ROC-Kurven.
Griin: ideales Resultat. ROC-Kurve mit ei-
nem AUC von 1. Blau: Mittelméfiges Resul-
tat. ROC-Kurve mit einem AUC von 0,75.
Rot: schlechtes Resultat. ROC-Kurve mit ei-
nem AUC von 0,5. Diagonale: Entspricht einer
zufilligen Auswahl. Grau gestrichelte Linie:
Falsch-Positiv-Rate bei 2 %, 5 % und 10 % ge-
fundenen Falsch-Positiven, entspricht dem y-
Wert der ROC-Kurve bei diesem Schwellwert.
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Eine Bewertungsfunktion liefert eine ideale Trennung von aktiven und inaktiven Molekii-
len eines bestimmten Zielproteins, wenn die ROC-Kurve einen AUC-Wert von AUC =1
besitzt. Das bedeutet, alle aktiven werden besser gegeniiber den inaktiven Molekiilen
bewertet, werden also in einer sortierten Liste der klassifizierten Molekiile héher einge-
ordnet als die inaktiven Molekiile (vgl. Abbildung|7.1| griine Kurve). Erzielt die Klassifi-
zierung durch eine Bewertungsfunktion einen AUC-Wert von AUC' = 0,5 oder weniger,
ist das Resultat nicht besser als das, das durch eine zuféllige Klassifizierung der Mole-
kiile in aktiv und inaktiv erreicht werden konnte (vgl. Abbildung rote Kurve). Ein
gutes Resultat liegt daher deutlich {iber einem AUC-Wert von 0,5, eher in einem Bereich
zwischen 0,8 und 1.

Ein weiteres Qualitdtsmaf zur Einschétzung der friithen Anreicherung von aktiven Ver-
bindungen ist der ROCQ(x %)-Wert. Da in einem virtuellen Screening teilweise Mil-
lionen von Molekiilen bewertet werden, sind vor allem die Molekiile von Interesse, die
als starke Binder durch die Bewertungsfunktion eingestuft werden, d. h. am Anfang der
sortierten Liste stehen, da nur diese spéater experimentell validiert werden sollen. Daher
wird fiir bestimmte Schwellwerte z der Falsch-Positiv-Rate (1 - SP) die Trefferquote
(SE) ermittelt (vgl. Abbildung [7.1)). Das bedeutet, ein ROC@(1 %)-Wert gibt den An-
teil an korrekt klassifizierten Aktiven zu den tatséchlich aktiven Molekiilen an, wenn
bis dahin 1 % der inaktiven Molekiilen falsch als aktiv eingestuft wurde. Je hoher dieser
Anteil ist, desto besser ist die Fahigkeit der Bewertungsfunktion aktive von inaktiven
Molekiilen zu trennen. Interessante Schwellwerte, um die frithe Anreicherung von akti-
ven Molekiilen zu beurteilen, liegen bei einer Falsch-Positiv-Rate von 0,5 %, 1 %, 2%
und vielleicht noch 5 % (bei einer Million Molekiile wiren das die ersten 50 000 Mole-
kiile) [255].

Die Validierung einer Bewertungsfunktion im virtuellen Screening kann durch die Zu-
sammenstellung der eingesetzten Datensétze beeinflusst werden, d. h. werden die Inak-
tiven so ausgewéhlt, dass sie mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit nicht an ein bestimmtes
Zielprotein binden, so ist der molekulare Unterschied zu den Aktiven so grofs, dass die
Klassifizierung von aktiven und inaktiven Molekiilen keine Schwierigkeit darstellt. Im
anderen Fall sind sich aktive und inaktive Molekiile zu dhnlich und die Inaktiven wur-
den nicht experimentell validiert, so kann iiber die richtige Klassifizierung keine Aussage
getroffen werden. Ein weiteres Problem stellt die Flexibilitat der Protein-Struktur dar.
Die Bindetasche eines Proteins kann sich den verschiedenen Molekiilen, die mit dem
Protein wechselwirken, anpassen. Im virtuellen Screening, wird jedoch in den meisten
Féllen, je nach Docking Programm, von einer starren Bindetasche ausgegangen, so dass
bei der Validierung nur aktive Molekiile korrekt klassifiziert werden kénnen, die in diese

Konformation des Proteins binden.
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7.2 Vorhersage von Bindungsaffinitaten

Die Validierung der HY DE-Bewertungsfunktion beziiglich der Vorhersage von Bindungs-
affinitédten ist in zwei Teile unterteilt. Wie bereits im vorherigen Abschnitt ange-
merkt, ist die Auswahl valider und vor allem konsistenter experimenteller Daten als
Grundlage der Validierung von grofler Wichtigkeit. Daher wurden im ersten Teil zwei
kleinere Molekiilserien ausgesucht, die jeweils aus einer Messreihe und dem gleichen La-
bor stammen. Im zweiten Teil der Validierung hingegen wurde ein Benchmark-Datensatz
genutzt, um einerseits die iiberarbeitete Fassung der HYDE-Bewertungsfunktion mit
dem HYDE-Prototypen und anderen bereits etablierten Methoden zu vergleichen und
andererseits, um HYDE in der Affinitdtsvorhersage in einem gréfserem Mafistab zu tes-

ten.

7.2.1 Affinitatsvorhersage von Molekiilserien

Um eine optimale Beurteilung in Bezug auf die Qualitdt der Affinitdtsvorhersage der
HYDE-Bewertungsfunktion zu erlauben, wurden zwei Serien von Molekiilen, die aus
einer Messreihe stammen, ausgewahlt. Der Vorteil dabei ist, dass der Einfluss des ex-
perimentellen Fehlers minimiert wird. Weiterhin wurde auch die Qualitdt der Kristall-
strukturen mithilfe der gemessenen Elektronendichte iiberpriift, um weitere Fehlerquel-
len, die nicht auf HYDE zuriickzufiihren sind, auszuschliefen. Die Kristallisation der
Komplexe und die Affinitdtsmessungen wurden jeweils im gleichen Labor durchgefiihrt.
Im Folgenden wird zuerst eine Serien von Thrombin-Inhibitoren untersucht, wobei der
energetische Beitrag einzelner Atome diskutiert wird. Die zweite Serie beinhaltet ver-
schiedene p38-MAP-Kinase-Inhibitoren. Hierbei wird die Entwicklung, ausgehend von
einer Leitstruktur bis hin zu einem klinisch gepriiften Wirkstoff, mit HYDE bewertet.

Thrombin

Thrombin ist eine Serinprotease, d. h. ein Enzym das Proteine mithilfe von einem Serin-
Rest in seiner katalytischen Bindetasche an der Peptidbindung aufspaltet. Es befindet
sich im Blut als inaktive Vorstufe Prothrombin und spielt eine entscheidende Rolle bei
der Blutgerinnung. Nach seiner Aktivierung katalysiert es die Spaltung von Fibrinogen
zu Fibrin, das polymerisiert und so zur Blutgerinnung fiithrt. Damit ist Thrombin spezi-
fischer als andere Serinproteasen, die im Verdauungstrakt viele verschiedene Arten von
Polypeptiden aufspalten. Bei Thrombin wird in der Katalyse Serin 195 durch das be-
nachbarte Histidin 57 polarisiert, um eine nucleophilen Angriff auf die Carbonyl-Gruppe

der zu spaltenden Peptidbindung des Substrats zu ermdglichen. Dieser fiihrt schliefslich
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zur Aufspaltung dieser Bindung. Um die Blutgerinnung zu unterbinden, wird Thrombin
bevorzugt als Zielprotein gewéahlt. Abbildung zeigt die Bindetasche von Thrombin
mit einem Inhibitor (PDB: 2ZDA). Die katalytisch wichtigen Aminosduren sind markiert

und die verschiedenen Spezifitéitstaschen von Thrombin sind dargestellt.

Q
Abbildung 7.2: Bindetasche von W

Thrombin mit einem Inhibitor |
(PDB: 2ZDA). Wichtige Amino- |
sauren der Bindetasche sind be-
schriftet. Die S1-S4 Spezifititsta-

schen von Thrombin sind in orange

markiert.

/ HIS 57 \‘
X gh
4¢ A.//

Die Kristallstrukturen von fiinf Thrombin-Komplexen mit verschiedenen Inhibitoren
(PDB: 2ZFF, 2ZDV, 2ZC9, 2ZDA) [258] wurden mit HYDE bewertet. Diese Inhibito-
ren besitzen alle das gleiche Grundgeriist (vgl. Abbildung , nur der Teil, der die
S1-Tasche von Thrombin besetzt, unterscheidet sich. Vier der Inhibitoren binden mit
einem hydrophoben Phenylring, der mit Wasserstoff, Methyl, Fluor oder Chlor meta-
substituiert ist, in die S1-Tasche. Im Gegensatz dazu bildet der fiinfte Inhibitor tber
ein Benzamidin eine Salzbriicke zu Aspartat 189 in der S1-Tasche. Alle fiinf Inhibito-
ren sind in Abbildung im HYDE-Farbschema zusammen mit der berechneten Bin-
dungsenergie AGyypr, dargestellt. Die Bindungsenergie AGe,, dieser Komplexe wurde
durch Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) auch exprimentell bestimmt [258] und ist
ebenfalls in Abbildung zu finden. Die HYDE-Energie der Komplexe zeigt eine gute
Ubereinstimmung mit der experimentell gemessenen Bindungsaffinitit. Der Korrelati-
onskoeffizient zwischen den beiden Werten betragt R, = 0,97.

Betrachtet man die Komplexe im HYDE-Farbschema (Abbildung, so fallt auf, dass
zwei Atome, ein Kohlenstoff des Phenylrings, der in die S1-Tasche bindet, und ein
Amid-Stickstoff in den Komplexen der ersten vier Inhibitoren immer destabilisierend
zur Gesamtenergie beitragen. Anhand eines Komplexes (2ZC9) wird im Folgenden ge-
nauer untersucht, welche Ursache diese destabilisierenden Beitrage haben und wie genau
sich die HYDE-Energie bei diesen Atomen zusammensetzt. Auferdem wird der Einfluss

des Substituenten, in diesem Fall Chlor, auf die Gesamtenergie bestimmt.

122



7.2 Vorhersage von Bindungsaffinitéten
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Abbildung 7.3: Serien von Thrombin Inhibitoren. Oben links: Grundgeriist der Inhibi-
toren mit zwei Substitutionsstellen R1 und R2. Alle Molekiile sind im HDYE-Farbschema
dargestellt. Fiir jedes Molekiil sind die PDB ID (oben links) und die Substituenten der bei-
den Substitutionsstellen R1 und R2 (unter dem Molekiil), sowie die experimentell bestimm-
te (AGezp) und die von HYDE vorhergesagte (AGuypg) Bindungsenergie angegeben. Bild
in Anlehnung an [208]

In dem Thrombin-Komplex mit dem Inhibitor D-phenylalanyl-N-(3-chlorobenzyl)-L-
prolinamid (2ZC9) bindet der D-phenylalanyl-N-Rest, wie auch bei den anderen vier
Inhibitoren, in die S3/S4 Tasche von Thrombin, wéhrend sich der L-prolinamid-Rest in
der S2-Spezifititstasche befindet. In der S1-Tasche wird der 3-Chlorobenzyl-Ring {iber
den hydrophoben Effekt stabilisiert (vgl. Abbildung links).

Die Ursache des destabilisierenden Beitrags des Amid-Stickstoffs des Inhibitors ist in
Abbildung [7.4] A dargestellt. Dieser Stickstoff bildet eine Wasserstoffbriicke mit dem
Carbonyl-Sauerstoff von SER214 aus. Diese Wasserstoffbriicke weist eine grofere Ab-
weichung von der idealen Wasserstoftbriicken-Geometrie auf. Der Bindungswinkel be-
ziiglich der Ebene der freien Elektronenpaare des Carbonyls betrdgt 49°. In HYDE

wird fiir diesen Winkel eine Abweichung bis zu 20° toleriert, somit liegt die aktuelle
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Abweichung deutlich dariiber. Dadurch ergibt sich fiir den Faktor fg.,, der die Qualitit
der Wasserstoffbriicken-Geometrie in der Berechnung der HYDE-Wasserstoftbriicken-
Energie beriicksichtigt, ein Wert von 0,5. Die Energie dieser Wasserstoffbriicke wird
demzufolge auch um die Hélfte reduziert (AG g _pona = —8,2 kJ/mol). Dies hat jedoch
keinen Einfluss auf die Dehydratationskosten der beiden Wasserstoffbriicken-Partner
(AG gehydration = 14,6 kJ/mol), die durch diese geometrisch schlecht ausgebildete Was-
serstoffbriicke nicht kompensiert werden konnen. Diese Konstellation tragt somit mit

AGuypg = 6,4 kJ/mol ungiinstig zur Bindungsenergie bei.

ASP189

Abbildung 7.4: Thrombin-Komplex mit dem Inhibitor D-phenylalanyl-N-(3-
chlorobenzyl)-L-prolinamid (2ZC9). Links: Schematische Darstellung des Inhibitors
(HYDE-Farbschema) in der Bindetasche von Thrombin. Rechts: Drei Detailaufnahmen
von Wechselwirkungen des Inhibitors in der Bindetasche. In dieser Darstellung sind
die HYDE-Atombeitrdge der Proteinatome nicht auf die Inhibitoratome iibertragen.
Jedes Atom wurde entsprechend seines eigenen Beitrags eingefarbt. A) Wasserstoffbriicke
zwischen dem Amid-Stickstoff des Inhibitors und dem Carbonyl-Sauerstoff von SER214.
Die Abweichung von der idealen Geometrie ist dargestellt. B) Hydrophober Effekt
des Chloratoms in der kleinen hydrophoben Sub-Tasche der S1-Spezifitdtstasche. C)
Desolvatisierung von Carbonyl GLY219 durch den Phenyl-Ring. Bild aus [208]

Ein Kohlenstoffatom des 3-Chlorobenzyl-Rings liefert nach Abbildung|[7.4] (links), eben-
falls einen ungiinstigen Beitrag zur Gesamtenergie. In diesem Fall wird die destabili-
sierende Energie durch den Kontakt eines apolaren Atoms, dem Kohlenstoff, und ei-

nes polaren Atoms, dem Carbonyl-Sauerstoff von GLY219, ausgelost (vgl. Abbildung
C). Der 3-Chlorobenzyl-Ring in der S1-Tasche von Thrombin desolvatisiert den
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Carbonyl-Sauerstoff von GLY219. Dies fiihrt zu Dehydratationskosten in Héhe von
AGgehydration = 6,4 kJ/mol in HYDE. Diese konnen nicht durch die giinstige De-
hydratationsenergie AG gehydration = —1,7 kJ/mol des apolaren Kohlenstoff kompen-
siert werden.

Im Gegensatz zu diesen destabilisierenden Beitragen liefert das Chloratom des 3-Chloro-
benzyl-Rings durch den hydrophoben Effekt einen giinstigen Beitrag zur Bindungsener-
gie. Das Chloratom fiillt die hydrophobe Sub-Tasche der S1-Spezifititstasche perfekt
aus und verdréngt so ein ungiinstiges Wassermolekiil, das diese Tasche besetzt. Durch
diese Konstellation wird die Sub-Tasche als auch das Chloratom selbst vollstandig de-
solvatisiert, wodurch eine Dehydratationsenergie von AGgehydration = —3 kJ/mol fiir
das Chloratom und von AG genydration = —3,2 kJ/mol fiir die Atome der hydrophoben
Tasche entsteht (vgl Abbildung [7.4] B).

Dies zeigt, dass hydrophobe Reste in der S1-Spezifitdtstasche einen guten Beitrag zur
Bindungsenergie liefern kénnen und somit eine Alternative zu geladenen Benzamidin-
Resten darstellen, wobei diese durch die Wasserstoftbriicken-Bindungen zur Carboxylat-
Gruppe von ASP189 und zum Carbonyl von GLY219 nicht zu unabgeséttigten polaren
Atomen in der S1-Tasche von Thrombin fiihren und damit deutlich stérker zur Bin-

dungsenergie beitragen kénnen.
p38-MAP-Kinase

Die p38-mitogenaktivierte-Proteinkinase ist eine Serin/Threonin Kinase, d. h. sie phos-
phoryliert andere Proteine spezifisch an Serinen oder Threoninen. Diese Kinasen sind
ein wichtiger Bestandteil in Signaltransduktionswegen, die an der Regulation der Zell-
differenzierung, des Zellwachstums und der Apoptose beteiligt sind. Dadurch sind sie
ein potentielles Zielprotein bei der Behandlung von chronisch entziindlichen Erkrankun-
gen als auch in der Krebstherapie. Die p38-MAP-Kinase benotigt wie andere Kinasen
auch fiir die Phosphorylierung die Bindung zu einem Adenosintriphoshat (ATP). Die-
ses wird wahrend der Phosphorylierung durch die Kinase in ein Adenosindiphosphat
(ADP) umgesetzt und die abgespaltene Phosphat-Gruppe wird auf das zu phospho-
rylierende Protein iibertragen. Die Protein-Bindetasche fiir ATP, auch Hinge-Region
genannt, ist in allen Kinasen stark konserviert und eignet sich daher gut als Bindestelle
fiir Inhibitoren. Eine gute Selektivitit fiir eine bestimmte Kinase durch diese Inhibito-
ren (Typ-I-Kinase-Inhibitoren) zu erreichen, ist nur eingeschrénkt iiber die nahegelege-
nen hydrophoben Bereiche der Protein-Bindetasche moglich. Eine weitere Moglichkeit
Kinasen zu inhibieren bietet sich iiber eine andere, iiberwiegend hydrophobe Tasche,

die spezifischer fiir bestimmte Kinasen ist. Diese hydrophobe Tasche entsteht durch eine

125



7. Resultate und Diskussion

Konformationsénderung des DFG-Motifs (ASP-PHE-GLY), d. h. sie ist vor der Aktivie-
rung bestimmter Kinasen vorhanden (DFG-out-Konformation). Durch die Aktivierung
einer Kinase dndert sich die Konformation des DFG-Motifs in die DFG-in-Konformation
und diese hydrophobe Tasche wird verschlossen, jedoch wird die Bindetasche fiir ATP
geofinet. Typ-1I-Kinase-Inhibitoren binden spezifisch, vor der Aktivierung einer Kinase
in die hydrophobe Tasche und verhindern damit das Offnen der ATP-Tasche.

Im Folgenden wird der Entwicklungsprozess einer Leitstruktur von Typ-II-Kinase-Inhi-
bitoren zu einem klinisch getesteten Wirkstoff BIRB796 mit HYDE untersucht. Dazu
wurden die zwei in der PDB vorhandenen Kristallkomplexe, einer mit gebundener Leit-
struktur (PDB: 1KV1) und einer komplexiert mit dem Wirkstoff (PDB: 1KV2), genutzt.
Beide Komplexe sind in Abbildung dargestellt. Fiinf verschiedene Zwischenstufen
(Molekil 25, 46, 58, 65 und 75 aus [259]) in diesem Entwicklungsprozess, die grofere
Unterschiede in ihrer Bindungsaffinitdt aufwiesen, wurden ausgewéhlt und anhand der

Kristallstruktur des Wirkstoffs modelliert. Die experimentell bestimmten Dissoziations-

konstanten (/4-Werte) zu diesen Strukturen wurden ebenfalls aus [259] entnommen und
mithilfe von Gleichung in die freie Bindungsenergie (AG.z,-Werte) umgerechnet.

Abbildung 7.5: Kristallkomplexe der p38-MAP-Kinase mit zwei verschiedenen Inhibito-
ren. Links: Kristallstruktur von p38-MAP-Kinase mit der Leitstruktur in der hydrophoben
Bindetasche der DFG-out-Konformation (1IKV1). Die Carboxylat-Gruppe von GLU71 bil-
det eine bidentate Wasserstoffbriicke zur Harnstoff-Gruppe des Inhibitors. Rechts: Kristall-
struktur von p38-MAP-Kinase mit dem Wirkstoff BIRB796 in der hydrophoben Bindeta-
sche der DFG-out-Konformation (1KV2). Konformationsinderung der Carboxylat-Gruppe
von GLU71, sie bildet hier eine bidentate Wasserstoftbriicke zum Amin von LYS53.

Alle sieben Protein-Inhibitor-Komplexe wurden mit HYDE bewertet (vgl. Abbildung
7.6)). Die von HYDE berechneten Bindungsenergien zeigen eine gute Ubereinstimmung

mit den experimentell bestimmten Bindungsaffinitdten. Der Korrelationskoeffizient liegt
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7.2 Vorhersage von Bindungsaffinitéten

bei R, = 0,88. In Abbildung ist der Entwicklungsprozess ausgehend von der Leit-
struktur iiber die fiinf Zwischenstufen bis hin zu BIRB796 dargestellt. Die entspre-
chenden Modifikationen der Molekiile in der Leitstrukturoptimierung sind jeweils her-
vorgehoben und alle Molekiile sind zuséatzlich im HYDE-Farbschema abgebildet. Die
Anderung der experimentellen AAGezp und der von HYDE berechneten AAGHyDE
Bindungsenergie ist ebenfalls angegeben. Fiir alle Molekiile, aufer bei Verbindung 46,
stimmt die Anderung der HYDE-Energie, hervorgerufen durch die jeweilige strukturelle

Modifikation, gut mit der Anderung der experimentellen Bindungsaffinitéit {iberein.
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Abbildung 7.6: Leitstrukturoptimierung eines Typ-II-Kinase-Inhibitors der p38-MAP-
Kinase. Ausgangspunkt der Entwicklung ist die Leitstruktur 1KV1 (oben Mitte). Die fi-
nale Struktur BIRB796 (1KV2) ist unten links gezeigt. Strukturelle Verinderungen der
Zwischenstufen im Optimierungsprozess bzgl. der Leitstruktur sind orange markiert. Die
Anderung der experimentellen AAGzp und der von HYDE berechneten AAGuypg Bin-
dungsenergie ist jeweils unter den Molekiilen dargestellt. Bild aus [208]
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7. Resultate und Diskussion

Die Modifikationen, die an Molekiil 46 im Vergleich zur Leitstruktur durchgefiihrt
wurden, resultieren in einer Verbesserung der experimentellen Bindungsaffinitdt um
AAG ey, = —8 kJ/mol. Im Gegensatz dazu wird von HYDE eine Verschlechterung der
Bindungsenergie um AAGpypg = 3 kJ/mol zur Leitstruktur vorhergesagt. Einer der
Harnstoff-Stickstoffe wird in der HYDE-Farbung in rot dargestellt, tragt also ungiins-
tig zur Bindungsenergie bei (vgl. Abbildung [7.6)). Dieser Stickstoff wird im Komplex
dehydratisiert, kann aber keine ausgleichende Wasserstoffbriicke zum Protein ausbil-
den. In der Leitstruktur hingegen sind beide Harnstoff-Stickstoffe iiber eine bidentate
Wasserstoffbriicke mit der Carboxylat-Gruppe von GLU71 abgeséttigt (vgl. Abbildung
links). Die Einfiihrung des Phenyl-Rings an dem Pyrazol-Stickstoff N2 bewirkt eine
Konformationsdnderung der Seitenkette von GLU71, so dass der hydrophobe Phenyl-
Ring einen engen Kontakt zum apolaren Alkyl-Rest der GLU71 Seitenkette aufbauen
kann. Dies hat jedoch die Auflésung der bidentaten Wasserstoffbriicke zwischen den
Harnstoff-Stickstoffen des Inhibitors und der Carboxylat-Gruppe von GLU71 zur Folge.
Letztere bildet nur noch eine monodentate Wasserstoffbriicke zu einem der Harnstoff-
Stickstoffe, kann jedoch jetzt eine zusétzliche bidentate Wasserstoffbriicke zu einem
benachbarten Lysin (LYS53) bilden [259] (vgl. Abbildung rechts). Die Dehydra-
tation dieses Harnstoff-Stickstoffs wird in HYDE mit einem ungilinstigen Beitrag von
AG dehydration = 6, TkJ/mol zur Bindungsenergie bewertet. Im Fall von Molekiil 46 kann
der durch den hydrophoben Effekt hervorgerufene stabilisierende Beitrag des eingefiihr-
ten Phenyl-Rings diese Dehydratationskosten als auch den Verlust an Bindungsenergie
durch die Substitution des Chloratoms durch ein Wasserstoffatom am anderen Phenyl-
Ring nicht ausgleichen. Ein Grund dafiir konnte sein, dass die Dehydratationskosten ei-
ner Harnstoff-Gruppe zur Zeit in HYDE iiberbewertet werden, da die plogP-Inkremente

von HYDE nur auf sehr einfachen Molekiilen pararmetrisiert wurden.

7.2.2 Affinitdtsvorhersage von Benchmark-Daten

Um die HYDE-Bewertungsfunktion in groferem Mafsstab zu testen und mit anderen
bereits etablierten Bewertungsfunktionen zu vergleichen, wurde der PDBbind 2007 co-
reset Benchmark-Datensatz [210, 211] ausgewéhlt. Auf diesem Datensatz wurde die
Qualitdat der Vorhersage von Bindungsaffinitdten von 16 verschiedenen Bewertungs-
funktionen durch Cheng et al. [7] getestet. Der Datensatz besteht aus 195 Protein-
Ligand-Komplexen, fiir die experimentell bestimmte Inhibitionskonstanten (K;-Wert)
oder Dissoziationskonstanten (Kz-Wert) vorliegen. Weiterhin wurden nur Komplexe
in den Datensatz aufgenommen, deren Kristallstruktur eine Auflésung von wenigstens
2,5 A besitzt.
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7.2 Vorhersage von Bindungsaffinitdten

Vor der Bewertung der Komplexe mit HYDE wurden alle Komplexe mit der LeadIT-
Software (v2.1.1) |260] vorbereitet: Die Bindetasche wurde mithilfe des Liganden be-
stimmt, indem alle Aminosduren, Kofaktoren und Ionen ausgewéhlt wurden, die inner-
halb eines Radius von 6,5 A um die Schweratome des Liganden lagen. Kristallwasser
wurden in der Bewertung aus Griinden der Vergeichbarkeit nicht hinzugenommen. An-
schlieffend wurde das Wasserstoffbriicken-Netzwerk der Bindetasche und des Liganden
grob mit ProToss voroptimiert (vgl. Kapitel . Die Metallkoordinierung wurde au-
tomatisch zugewiesen, jedoch mussten manche Koordinationsgeometrien nach der vi-
suellen Untersuchung der Komplexe manuell korrigiert werden. Alle Liganden des Da-
tensatzes wurden zusétzlich mit NAOMI [I76] prozessiert, um fehlerhafte Molekiile zu
vermeiden. Alle 195 Protein-Ligand-Komplexe wurden mit der {iberarbeiteten Fassung
der HYDE-Funktion (HYDE2.0) und dem HYDE-Prototypen (HYDEL.0) bewertet. Zu-
sétzlich wurde der Ligand fiir alle Komplexe im HYDE-Optimierungsverfahren, einmal
durch die numerische Optimierung und einmal durch die stochastische Optimierung,
geometrisch in der Bindetasche optimiert (vgl. Kapitel und . Weiterhin wurden
noch einzelne Terme und Term-Kombinationen der HYDE-Bewertungsfunktion getes-
tet. Alle Ergebnisse sowie die Resultate anderer Bewertungsfunktionen sind in Tabelle
[71] aufgefiihrt.

Im Vergleich zum HYDE-Prototypen (Tabelle HYDEL.0) verbessert sich die Korrela-
tion der experimentell bestimmten Affinitdt zur vorhergesagten Bindungsenergie durch
die iiberarbeitete Fassung der HYDE-Funktion (Tabelle[7.]]HYDE2.0) und es ergibt sich
ein Korrelationskoeffizient von R, = 0, 323. Die numerische Optimierung der Komplexe
andert die Korrelation nicht, durch die stochastische Optimierung wird der Korrelations-
koeffizient leicht auf R, = 0,345 verbessert (Tabelle HYDE2.0, Spalte 7). Vergleicht
man HYDE jedoch zu den anderen Bewertungsfunktionen, so erzielt HYDE nur einen
Platz im unteren Drittel, in der nach dem Pearson-Korrelationskoeffizienten sortierten
Tabelle [7.1] Einige dieser Bewertungsfunktionen, wie PHOENIX oder X-Score, wur-
den auf, zum PDBbind 2007 coreset dhnlichen, Datensétzen kalibriert, was ihre bessere
Vorhersagequalitdt auf diesem Datensatz gegeniiber HYDE erklaren konnte. Anderer-
seits kann ein niedrigerer Korrelationskoeffizient als der, der durch die Korrelation der
Schweratome des Liganden mit der experimentell bestimmten Affinitét erzielt werden
kann (Tabelle by NHA), nicht allein durch die Kalibrierung auf &hnlichen Daten
verursacht werden.

Wie bereits erwihnt, ist HYDE sehr sensitiv beziiglich der Geometrie der Komplexe und
nimmt so schon kleine Ungenauigkeiten in den Kristallstrukturen deutlich wahr. Infol-

gedessen wurde der PDBbind 2007 coreset Datensatz genauer untersucht und mithilfe
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7. Resultate und Diskussion

Original-Komplexstruktur ~ optimierte Komplexstruktur

Bewertungsfunktion N R, SD R, N R, SD R
X-Score::HMScore 195 0,644 183 0,706 195 0,649 1,82 0,701
HYDE2.0::HbondsHydrophobic 195 0,620 1,89 0,669 - - - -
PHOENIX 194 0,616 2,16 0,644 - - - -
HYDE2.0::Hydrophobic 195 0,602 1,91 0,642 - - - -
DrugScoreCSD 195 0,569 1,96 0,627 195 0,589 1,93 0,649
SYBYL:ChemScore 195 0,555 1,98 0,585 194 0,622 1,87 0,668
DS::PLP1 195 0,545 2,00 0,588 194 0,529 2,03 0,569
GOLD::ASP 193 0,534 2,02 0,577 194 0,518 2,04 0,558
SYBYL::G-Score 195 0,492 2,08 0,536 195 0,522 2,03 0,579
DS::LUDI3 195 0,487 2,09 0478 194 0,477 2,10 0,478
DS::LigScore2 193 0,464 2,12 0,507 194 0,479 2,10 0,505
GlideScore-XP 178 0,457 2,14 0,435 187 0,555 2,01 0,556
DS::PMF 193 0,445 2,14 0,448 194 0,471 2,11 0,482
GOLD::ChemScore 178 0,441 2,15 0452 18 0,528 2,05 0,553
by NHA 195 0,431 2,15 0,517 195 0,431 2,15 0,517
SYBYL::D-Score 195 0,392 2,19 0447 195 0,388 2,20 0,443
HYDE2.0 161 0,323 2,26 0,34 189 0,345 2,24 0,378
DS::Jain 189 0,316 2,24 0,346 190 0,339 2,26 0,362
GOLD::GoldScore 169 0,295 2,29 0,322 18 0,329 2,26 0,386
HYDEL1L.0 150 0,271 2,30 0,321 - - - -
SYBYL::PMF-Score 190 0,268 2,29 0,273 180 0,235 2,31 0,235
SYBYL::F-Score 185 0,216 2,35 0,243 181 0,238 2,31 0,208

Tabelle 7.1: Korrelation zwischen experimentell bestimmten Bindungskonstanten und
vorhergesagter Affinitét fiir den PDBbind 2007 coreset Datensatz. Die Bewertungsfunk-
tionen sind entsprechend ihres Pearson-Korrelationskoeffizienten R, geordnet, der fiir die
Original-Komplexstruktur berechnet wurde. Zusétzlich sind die Resultate fiir die optimierte
Komplexstruktur angegeben (falls vorhanden). Die Resultate sind fiir alle Bewertungsfunk-
tionen, aufer HYDE und PHOENIX [128§], aus [7] entnommen. N = Anzahl der Komplexe,
denen durch die Bewertungsfunktion eine giinstige Bindungsenergie zugewiesen wurde. R,
= Pearson-Korrelationskoeffizient. SD = Standardabweichung der linearen Korrelation (in
log K4 Einheiten). Ry = Spearman-Korrelationskoeffizient. NHA = Anzahl der Schwera-
tome des Liganden. Tabelle aus [208)]

der verfiigbaren Elektronendichtekarten wurden die Protein-Ligand-Komplexe nach be-
stimmten Kriterien bewertet. Die Bewertungskriterien und die finale Klassifikation der
untersuchten Kristallstrukturen sind aus [208] entnommen und werden in Anhang |C.2
aufgefiihrt. Viele der untersuchten Komplexe weisen Méangel beziiglich der gemessenen

Elektronendichte und der dann zugewiesenen Temperaturfaktoren auf. Ebenfalls liegen
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7.2 Vorhersage von Bindungsaffinitaten

in einigen der Komplexe Kristallpackungseffekte vor. Abbildung[7.7] zeigt vier Komplexe
des PDBbind 2007 coresets und beispielhaft die strukturellen Méangel der Komplexe, die
in diesem Datensatz gefunden wurden. In allen vier Komplexen ist eine fehlende Elektro-
nendichte fiir grofere Teile des Liganden zu erkennen. Damit sind die fiir den Liganden
abgeleiteten Koordinaten hochst fragwiirdig und eigentlich nicht zur Validierung anderer
Methoden geeignet. Ebenso wie fehlende Elektronendichte sind auch Kristallstrukturen,
die alternative Konformationen der Bindetasche und des Liganden aufweisen, was auf
eine hohe Flexibilitdt dieser Regionen schlieffen lésst, eher ungeeignet, um sie als Be-
wertungsgrundlage von Methoden zu nehmen, die den Protein-Ligand-Komplex meist
als starre Momentaufnahme behandeln (vgl. Abbildung C und D).

Abbildung 7.7: Beispiele der Elektronendichte von Komplexen des PDBbind 2007 co-
reset. Liganden sind durch orange Kreise markiert. A) Fast keine Elektronendichte fiir
den Liganden ist vorhanden (1HK4). B) Keine Elektronendichte des Liganden (1GNI). C)
Fehlende Elektronendichte fiir den Liganden und die Bindetasche, alternative Konforma-
tionen von PHE146 und ARG145 sind vorhanden (1AJP). D) Fehlende Elektronendichte
fiir den Liganden und die Bindetasche, der Ligand liegt fragmentiert vor und hat eine al-
ternative Konformation fiir den Nitrobenzol-Ring, Wasser wurden innerhalb des Liganden
modelliert, eine alternative Konformation fiir LYS33 ist zu finden (1PXO). Bild aus [208]
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Ein dhnliches Resultat hatte eine Studie von Sondergaard et al. [261], die den PDBbind
2007 refined Datensatz (aus diesem wurde der PDBbind 2007 coreset abgeleitet) nach
Struktur-Artefakten untersuchten. Sie fanden, dass 36 % der Protein-Ligand-Komplexe
des Datensatzes durch Kristallpackungseffekte beeinflusst werden und diese wiederum
die Vorhersagequalitit einer Bewertungsfunktion senken. Eine Ursache fiir die nied-
rige Korrelation zwischen der von HYDE vorhergesagten und der experimentell be-
stimmten Affinitdt konnte daher die Bestrafung von Wasserstoftbriicken, die zu stark
von der idealen Wasserstoffbriicken-Geometrien abweichen, sein. Die sehr spezifischen
Wasserstoffbriicken-Geometrie Parameter in HYDE, die von Kristallstrukturen kleiner
Molekiile abgeleitet wurden (vgl. Kapitel , kénnen im Fall von sehr ungenauen Kris-
tallstrukturen eher ein Rauschen verursachen.

Um diese Annahme zu iiberpriifen und um besser zu verstehen, welche Terme der
HYDE-Bewertungsfunktion am meisten durch die strukturelle Qualitdt von Kristall-
komplexen beeinflusst werden, wurden verschiedenen Komponenten der HY DE-Funktion
separat getestet: der hydrophobe Effekt, die Wasserstoftbriicken-Energie und die pola-
re Dehydratation. Dazu wurde zuerst der Betrag des hydrophoben Effektes zur Bin-
dungsenergie in HYDE berechnet und mit der experimentell bestimmten Affinitat ver-
glichen. Dies fiihrte zu einer enormen Verbesserung des Korrelationskoeffizienten auf
R, = 0,602 (vgl. Tabelle HYDE::Hydrophobic). Wird die Wasserstoffbriicken-
Energie hinzugenommen, d. h. 17 % der Energie des HYDE-Wasserstoffbriicken-Terms,
da dies den Gewinn einer intermolekularen Wasserstoftbriicke im Vergleich zu den De-
hydratationskosten der polaren Wechselwirkungspartner darstellt (vgl. Kapitel ,
so erhoht sich der Korrelationskoeffizient wiederum auf R, = 0,620 (vgl. Tabelle
HYDE::HbondsHydrophobic). Dies bestétigt, dass die Bestrafung von geometrisch
schlechten Wasserstoffbriicken durch die polaren Dehydratationskosten die hochste Sen-
sitivitdt gegeniiber strukturellen Ungenauigkeiten in den Protein-Ligand-Komplexen
aufweist.

Im Vergleich zu den anderen Bewertungsfunktionen, die in Tabelle aufgefiihrt sind,
ist die Korrelation von HYDE verhéltnisméfig gut, wenn diese beiden, eher einfach zu
berechnenden Terme genutzt werden. Im Gegensatz zur PHOENIX-Bewertungsfunktion,
die eine gute Korrelation durch die Verwendung von 42 Deskriptoren erreichte, oder zur
GlideScore-XP-Funktion, die aus 10 Termen besteht und damit eine Korrelation von
R, = 0,457 lieferte, kann durch den hydrophoben Effekt und die Wasserstoffbriicken-
Energie von HYDE eine bessere Vorhersagequalitét erzielt werden. Zudem wurde HYDE
nicht mit experimentell gemessenen Affinitaten oder auf Kristallstrukturen von Protein-
Ligand-Komplexen kalibriert, wie fast alle der Bewertungsfunktionen in Tabelle
Trotz dieses Resultats auf dem PDBbind 2007 coreset Datensatzes, ist die Beachtung

132



7.3 Bestimmung der bioaktiven Ligandkonformation

der polaren Dehydratationsenergie grundlegend bei der Unterscheidung von aktiven und
inaktiven Molekiilen und fithrt zur Reduzierung der Falsch-Positiven, was in Abschnitt
[7.4] gezeigt wird.

7.3 Bestimmung der bioaktiven Ligandkonformation

Im Kontext von molekularem Docking wurde die HYDE-Bewertungsfunktion auf ih-
re Féahigkeit hin {iberpriift, die bioaktive Konformation unter allen durch das Docking
generierten Ligandkonformationen zu bestimmen, wobei davon ausgegangen wird, dass
diese in der Kristallstruktur eines Protein-Ligand-Komplexes vorliegt (= Redocking).
Zu dieser Validierung wurde der Astex Diverse Set Datensatz [262] ausgew&hlt, der aus
85 hochaufgelosten Kristallstrukturen medizinal-chemisch relevanter Protein-Ligand-
Komplexe besteht. Im ersten Teil der Validierung wurde der original Astex Diverse
Set verwendet, auf dem bereits zwei andere Docking-Methoden, GOLD [87, 88| [122]
und PLANTS [149, 263], 264], getestet wurden, um so das von HYDE erzielte Resul-
tat mit den Ergebnissen dieser beiden etablierten Methoden zu vergleichen. Im zweiten
Teil wurde eine iiberarbeitete Version des Astex Diverse Set genommen, die als Bench-
mark Datensatz fiir ein Docking und Scoring Symposium veréffentlicht wurde, das auf
dem 241. ACS Spring Meeting 2011 in Anaheim stattfand H Fiir diese Version, wurden
die Koordinaten aller Komplexe des Datensatzes anhand ihrer Elektronendichte neu
verfeinert. Mithilfe dieses Datensatzes wurde eine detaillierte Analyse der Redocking-

Ergebnisse hinsichtlich der zugrunde liegenden Strukturen durchgefiihrt.

7.3.1 Vergleich der Resultate von HYDE mit anderen Methoden

Fiir alle 85 Komplexe des original Astex Diverse Set wurden Bindungsmodi des Ligan-
den mithilfe der FlexX-Docking-Methode [80] erzeugt. Diese wurden im Anschluss mit
HYDE nachbewertet, um die bioaktive Konformation des Liganden zu identifizieren. Da-
zu wurden die PDB-Strukturen aller Komplexe mit der LeadIT-Software (v2.1.1) [260]
automatisch aufbereitet: Fiir die Bindetasche des Proteins wurden anhand des gegebe-
nen Referenzliganden (Kristallkoordinaten) alle Aminoséuren, Kofaktoren und Ionen in
einem Radius von 6,5 A um die Schweratome dieses Liganden ausgew#hlt. Die automa-
tisch zugewiesene Metallkoordination wurde durch eine visuelle Inspektion der Kom-

plexe auf Korrektheit iberpriift und gegebenenfalls angepasst. Das Wasserstoffbriicken-

"http://abstracts.acs.org/chem/241nm /program /divisionindex.php
Division: COMP, Session: Docking and Scoring: A Review of Docking Programs
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Netzwerk der Komplexe wurde mit ProToss (vgl. Kapitel voroptimiert. Die Re-
ferenzliganden wurden mit NAOMI [176] aus dem mol-Format in das mol2-Format
konvertiert. Konformationen der Referenzliganden wurden aus dem SMILES-Format
[265] mit CORINA (v3.48) |246), 247] generiert und als Startkonformation fiir das mo-
lekulare Docking genutzt. Fiir jeden der 85 Liganden wurden 200 verschiedene Konfor-
mation (= Docking-Posen) in der Bindetasche des dazugehorigen Proteins mithilfe der
neusten Version des FlexX-Docking-Algorithmus, der ebenfalls in der LeadlT-Software
(v2.1.1.) integriert ist, erzeugt. Alle diese Konformationen wurden anschliefend mit dem
HYDE-Optimierverfahren vorbereitet und danach durch HYDE bewertet. Tabelle [7.2]
zeigt die Resultate von HYDE im Vergleich zu FlexX (mit nativer Bewertungsfunktion
FlexScore), GOLD und PLANTS.

RMSD [A] <

1,0 1,5 2,0
HYDE Top 1 53 (2) 67(2) 76 (1)
Top 20 80 (1) 90 (1) 94 (1)

FlexX Top 1 35 56 69

Top 20 73 85 87
GOLD::GoldScore @ 25 beste - - 74 - 81
GOLD::ChemScore @ 25 beste - - 68 - 79
PLANTS::CHEMPLP © 25 beste - - 76 - 89
PLANTS::PLP @ 25 beste - - 75 - 86

Tabelle 7.2: Redocking Resultate auf dem original Astex Diverse Set. Die Resultate sind in
Prozent zur Anzahl der Komplexe angegeben. Die Ergebnisse von HYDE wurden aufgrund
der stochastischen Optimierung iiber drei Iterationen gemittelt, die Standardabweichung
ist in Klammern angegeben. Die Resultate von GOLD und PLANTS stammen aus Korb
et al. [I49]. Tabelle aus [208]

Im Redocking werden durch HYDE, mithilfe der stochastischen Optimierung, gute Er-
gebnisse erzielt, die vergleichbar mit den Ergebnissen der bereits etablierten Methoden
FlexX, GOLD und PLANTS sind (vgl. Tabelle . Hierbei sei jedoch angemerkt,
dass HYDE im Vergleich zu den Bewertungsfunktionen der anderen beiden Docking-
Methoden, GOLD und PLANTS, nicht auf diesem Datensatz kalibriert wurde. In 76 %
der Fille wird von HYDE eine Ligandkonformation, die einen RMSD von unter 2 A zu
den Kristallkoordinaten des Liganden aufweist, als beste ausgewéhlt (Tabelle Top
1). Diese Erfolgsrate erhoht sich auf 94 %, sobald die 20, von HYDE am besten bewer-
teten, Docking-Posen beriicksichtigt werden (Tabelle Top 20). Vergleicht man das
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mit dem Resultat, das mit der nativen Bewertungsfunktion von FlexX erreicht wird,
so liefert die Nachbewertung der Docking-Posen durch HYDE eine Steigerung der Er-
folgsrate um jeweils sieben Prozentpunkte, wenn nur die beste bzw. die besten 20 Posen
betrachtet werden. Noch deutlicher wird die Verbesserung der Ergebnisse durch HYDE,
wenn nur die Ligandkonformationen einbezogen werden, die einen RMSD von unter 1 A
zu den Kristallkoordinaten besitzen. Hier wird eine Steigerung der Erfolgsrate um 18

Prozentpunkte erreicht bei Betrachtung der am besten bewerteten Pose.

7.3.2 Detaillierte Analyse der HYDE-Redocking-Ergebnisse

Anhand einer iiberarbeiteten Version des Astex Diverse Set wurde ein weiteres Re-
docking und eine anschliefende Nachbewertung der Posen mit HYDE durchgefiihrt. In
Hinblick auf den Einfluss der zugrunde liegenden Strukturen auf den Erfolg eines Re-
dockings wurden die Ergebnisse im Detail untersucht. Diese Analyse wurde aufgrund
des Docking und Scoring Symposiums, das auf dem 241. ACS Spring Meeting 2011
in Anaheim stattfand, durchgefiihrt [266]. Im Unterschied zum vorherigen Experiment
wurde bei multimeren Proteinkomplexen nicht nur eine Bindetasche zum Redocking
definiert, sondern alle Taschen wurden ausgewéhlt, in denen der Referenzligand in der
Kristallstruktur gebunden vorlag. Dadurch ergaben sich 151 Bindetaschen fiir den Astex
Diverse Set. Vier dieser Bindetaschen (Komplex PDB: 1TZ8) wurden in der spiteren
Analyse ausgeschlossen, da die Bindetaschen nicht vollstdndig in der asymmetrischen
Einheit vorlagen. Mithilfe der LeadIT-Software (v2.0.2) wurde fiir alle gegebenen Refe-
renzliganden jeweils die Bindetasche (Aminosduren, Kofaktoren und Ionen) mit einem
Radius von 6,5 A um die Schweratome des Liganden bestimmt. Die Koordinationsgeo-
metrie von Metallionen wurde in manchen Féllen manuell angepasst (vgl. [260]). In
allen Protein-Ligand-Komplexen wurde das Wasserstoftbriicken-Netzwerk mit ProToss
optimiert. Fiir jede Proteinstruktur wurde eine vorgegebene Startkonformation des Li-
ganden mithilfe der in LeadIT integrierten Version von FlexX in alle vordefinierten
Bindetaschen der Proteinstruktur gedockt. Dabei wurden fiir jede Bindetasche bis zu
400 Posen des Liganden mit zwei verschiedenen Platzierungsalgorithmen von FlexX er-
zeugt. Anschliefend wurden alle Posen durch den HYDE-Optimierungskontext (numeri-
sche Optimierung, maximal 1000 Optimierungsschritte) vorbereitet, um danach mit der
HYDE-Bewertungsfunktion neu eingeordnet (= Reranking) zu werden. Fiir alle opti-
mierten Posen wurde der RMSD zu den Kristallkoordinaten des Liganden mit der MOE
Software (v2010.10) [252] berechnet, die Ergebnisse werden in Tabelle (optimierte
Strukturen) zusammengefasst. Tabelle zeigt auch die Resultate fiir die Original-

Strukturen, d. h. in diesen Komplexen wurde vorher nicht das Wasserstoftbriicken-
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Netzwerk mit ProToss optimiert, auch die Metallkoordinationsgeometrien wurden nicht

korrigiert.
RMSD [A] <

Original-Strukturen optimierte Strukturen

Rang 0,5 1 15 2 05 1 15 2
1 10 35 52 66 16 46 67 75
<2 13 42 62 72 21 56 74 80
<3 14 46 65 7 26 64 79 84
<4 15 48 66 78 27 65 80 85
<5 18 51 69 79 28 68 80 86
<20 33 64 81 87 42 76 86 91
<32 39 69 85 89 46 7 88 93

Tabelle 7.3: Redocking Ergebnisse auf allen Protein-Bindetaschen des Astex Diverse Set.
Alle Resultate sind in Prozent zur Anzahl der Bindetaschen angeben: Originale Strukturen
basierend auf 151 Bindetaschen, optimierte Strukturen basierend auf 147 Bindetaschen.
Tabelle in Anlehnung an [266]

Die Redocking-Resultate in Tabelle die auf der iiberarbeiteten Version des As-
tex Diverse Set basieren und alle Bindetaschen einer Proteinstruktur beriicksichtigen,
sind sehr dhnlich zu den in Tabelle gezeigten Resultaten, die auf dem original As-
tex Diverse Set erzeugt wurden. In 75 % der Bindetaschen hat die von HYDE am
besten bewertete Ligandkonformation einen RMSD von unter 2 A zu den Kristallko-
ordinaten des Liganden (Tabelle optimierte Strukturen). Betrachtet man dagegen
das Resultat basierend auf den Original-Strukturen in Tabelle so wird durch eine
fehlende Optimierung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes ein Verlust um neun Prozent-
Punkte hervorgerufen. Damit wird deutlich, wie wichtig ein vollstédndig ausgebildetes
Wasserstoffbriicken-Netzwerk in einem Protein-Ligand-Komplex fiir eine zuverlissige
Bewertung durch HYDE ist. Vor allem, das identifizieren von Posen, die nur wenig von
der bioaktiven Konformation abweichen (RMSD < 1 A), wird im Fall eines nicht opti-
malen Wasserstoffbriicken-Netzwerkes erschwert.

In Tabelle sind die Redocking-Resultate fiir die Original-Strukturen und die opti-
mierten Strukturen statistisch zusammengefasst. Unter Beriicksichtigung der jeweils am
besten bewerteten Pose ergibt sich fiir die optimierten Strukturen ein mittlerer RMSD
von 1,89 A und ein Median RMSD von 1,06 A iiber alle Bindetaschen des Astex Diverse
Set.
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7.3 Bestimmung der bioaktiven Ligandkonformation

Original-Strukturen optimierte Strukturen
Rang 1 < 32 1 < 32
Mittelwert 2,15 0,91 1,89 0,78
Std. Abw. 1,97 0,85 2,06 0,74
Median 1,45 0,59 1,06 0,53
Minimum 0,27 0,19 0,22 0,16
Maximum 9,57 6,49 9,65 5,80

Tabelle 7.4: RMSD Statistik fiir Original-Strukturen und optimierte Strukturen. Alle
Resultate sind in A angegeben. Tabelle aus [266]

Im Folgenden werden die Resultate, basierend auf den optimierten Strukturen, genauer
untersucht. In Abbildung A ist die Verteilung der RMSD Werte der jeweils am bes-
ten bewerteten Pose (Top 1) fiir alle Bindetaschen der 85 Strukturen des Astex Diverse
Set dargestellt. Zwischen den verschiedenen Taschen einer Proteinstruktur treten zum
Teil erhebliche Schwankungen des RMSD Wertes der am besten bewerteten Pose auf.
Diese werden z. B. durch leicht unterschiedliche Bindungsmodi in den verschiedenen
Taschen (18Q5, 1HVY), durch unterschiedliche Seitenkettenkonformationen (1IA1) oder
die Hinzunahme von nicht-biologisch relevanten Taschen (112S), verursacht. Weiterhin
haben nicht alle Taschen die gleiche Qualitdt in Bezug auf ihre gemessene Elektronen-
dichte, z. B. in 1J3J ist eine der Bindetaschen hochaufgelost (Proteinkette A), wéhrend
man in der zweiten fehlende Elektronendichte und erhéhte Temperaturfaktoren vorfin-
det (Proteinkette B). Wird nur die Tasche ausgewahlt, in der die am besten bewertete
Pose den kleinsten RMSD zur bioaktiven Konformation aufweist (vgl. Abbildung
B), so ist dieser in 82 % der Komplexe kleiner als 2 A. Dies zeigt, dass HYDE fiir fast al-
le Komplexe eine durch Docking generierte Ligandkonformation als beste auswéhlt, die
dhnlich der bioaktiven Konformation ist. In Abbildung[7.8 B sind die wenigen Ausreifer
dargestellt, zwei davon werden im néchsten Abschnitt genauer analysiert. Beriicksich-
tigt man bei der Analyse nicht nur die von HYDE als beste bewertete Docking-Pose,
sondern die besten 32, so vermindern sich die Schwankungen der RMSD Werte zwischen
den Taschen einer Proteinstruktur deutlich (vgl. Abbildung C). In 93 % der Kom-
plexe liegt der RMSD von mindestens einer Docking-Pose der besten 32 Posen unter
2 A. Wird wieder nur jeweils eine Tasche pro Proteinstruktur betrachtet, in der der
niedrigste RMSD der besten 32 Posen zu finden ist, ist dieser in 96 % der Falle unter 2
A und fiir 82 % der Bindetaschen ist er besser als 1 A, so dass mindestens eine gewéhlte

Pose sehr ahnlich zur bioaktiven Konformation ist.
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RMSD Verteilung der 85 Komplexe des Astex Diverse Set. A) Top 1 Pose

aller 147 Bindetaschen. B) Top 1 Pose der jeweils besten Bindetasche (auf den RMSD be-
zogen) einer Kristallstruktur. Dunkelblau: Ausreifser, die im Text diskutiert werden. Gelb:

Abbildung 7.8

Beispiele, auf die im Text eingegangen wird. C) Top 32 Pose aller 147 Bindetaschen. D)

Top 32 Pose der jeweils besten Bindetasche (auf den RMSD bezogen) einer Kristallstruk-

tur. Orange: Hier wurde keine bessere Pose durch das Docking-Programm geliefert. Bild in

Anlehnung an [266]

138



7.3 Bestimmung der bioaktiven Ligandkonformation

In Abbildung B sind in dunkelblau zwei Ausreifter beziiglich des RMSD markiert -
1MEH und 1U4D. Diese werden im Folgenden analysiert. Im Anschluss werden drei Bei-
spiele diskutiert (Abbildung [7.8| B gelb markiert) in denen HYDE eine Pose, die sehr

dhnlich der bioaktiven Konformation ist, als beste bewertet hat.

_Abbildung 7.9:

Redocking-Resultat fiir
| 77 den Komplex IMEH. A)
Drei gut aufgeloste Wasser

)
» v~ befinden sich in einer klei-
nen hydrophilen Subtasche

o der Protein-Bindetasche. B)
Kristallligand im HYDE-
Farbschema. C) Beste Pose
(im  HYDE-Farbschema)
bzgl. HYDE: RMSD = 5,3
A, AGHYDE = —35kJ/mol
D) Beste Pose bzgl. des
~ RMSD: RMSD = 12 A,
AGuype = —31kJ/mol.

Bild aus [260]

1MEH: Inosine Monophosphat Dehydrogenase mit Mycophenolsiure

In der Kristallstruktur von 1MEH werden nur zwei Wasserstoffbriicken zwischen der
Carboxylat-Gruppe der flexiblen Seitenkette des Liganden und der Protein-Bindetasche
ausgebildet (vgl. Abbildung|7.9|B). Durch zu grofe Abweichung von den idealen Wasser-
stoffbriicken-Parametern kann keine weitere Wasserstoftbriicke zwischen dem aromati-
schen Sauerstoff des Liganden (rotes Atom Abbildung[7.9B) und einem Amid-Stickstoff
des Proteins (N GLY 314 A) entstehen. Dies konnte ein Artefakt sein, das durch die
Soaking-Technik bei der Kristallisation entstanden ist. Beide polaren Atome werden da-
durch desolvatisiert und tragen damit ungiinstig zur HYDE-Energie bei. Damit ist die
HYDE-Energie von AGpypg = —14 kJ/mol der Kristallstruktur deutlich niedriger als
die experimentell bestimmte Affinitét von K; = 9 nM (AGezp = —46 kJ/mol) [267].
Die Docking-Pose, die von HYDE am besten bewertet wird, hat eine HYDE-Energie von
AGuypg = —35 kJ/mol und einen RMSD zur Kristallstruktur von 5,3 A (Abbildung
C). Diese Pose liegt genau umgedreht zur bioaktiven Konformation des Liganden
in der Bindetasche vor und die Carboxylat-Gruppe der flexiblen Seitenketten bindet
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7. Resultate und Diskussion

iiber zwei Wasserstoffbriicken in einer kleinen hydrophilen Subtasche. In dieser Tasche
befinden sich in der Kristallstruktur des Komplexes drei gut aufgeloste Wassermolekiile
(vgl. Abbildung [7.9[ A). Da alle Kristallwasser fiir das Redocking-Experiment aus der
Bindetasche entfernt wurden, bildet diese auch eine attraktive Bindestelle fiir die flexible
Seitenkette des Liganden. Die Pose mit dem niedrigsten RMSD unter den 32 am besten
bewerteten Docking-Posen hat eine mittlere Abweichung von 1,2 A zur bioaktiven Kon-
formation des Liganden. Die HYDE-Energie dieser Pose ist nur um 4 k.J/mol niedriger
(AGuypE = —31 kJ/mol) als die der am besten bewerteten Pose. In diesem Fall ist der
Ligand nur um etwa 1 A im Vergleich zur Kristallstruktur in der Bindetasche verscho-
ben, so dass sich die fehlende Wasserstoftbriicke zwischen dem aromatischen Sauerstoft
des Liganden und dem Amid-Stickstoff des Protein-Riickgrates ausbilden kann. Zusétz-
lich zu dieser entsteht eine weitere Wasserstoffbriicke zwischen der Hydroxyl-Gruppe

des Liganden und der Bindetasche.

Abbildung 7.10:
Redocking-Resultat fir g
den Komplex 1U4D. A) #
Fehlende Elektronendichte
der Bindetasche. B) Teilwei- >
se hohe Temperaturfaktoren pc:n 7 oD
der Bindetasche (rot/braun: § %

hoch, griin/blau:  nied- -
rig) C) Beste Pose (im
HYDE-Farbschema)  bzgl.
HYDE: RMSD = 59 A,
AGHYDE = —27kJ/mol
D) Beste Pose bzgl. des
RMSD: RMSD = 04 A,
AGHYDE = —21kJ/m0l \\
Bild in Anlehnung an [266]

Py L

1U4D: ACK1 Kinase mit Debromohymenialdisin

In der Kristallstruktur von 1U4D liegen fiir grofe Teile der Bindetasche keine Elek-
tronendichte und hohe Temperaturfaktoren vor (vgl. Abbildung m A und B). Die
Wasserstoffbriicken, die der Ligand mit den gut aufgelésten Teilen der Bindetasche in
der Kristallstruktur ausbildet, weisen eine deutlich bessere geometrische Qualitdt auf
und leisten damit einen stabilisierenden Beitrag zur HY DE-Energie, wahrend die pola-

ren Atome im iibrigen Teil der Tasche durch ihre Dehydratationskosten destabilisierend
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7.3 Bestimmung der bioaktiven Ligandkonformation

wirken. Daher ergibt sich fiir die Pose mit dem besten RMSD unter den besten 32 nur
eine geringe HYDE-Energie von AGyypg = —21 kJ/mol (Abbildungm D). Die Pose
hingegen, die von HYDE am besten bewertet wird, hat einen RMSD von 5,9 A und
liegt im Vergleich zur bioaktiven Konformation umgekehrt und verschoben in der Bin-
detasche (Abbildung C). Die HYDE-Energie ist in diesem Fall mit einem Wert von
AGuypg = —27 kJ/mol nicht viel hoher. Diese Pose wird von HDYE als besser ein-
gestuft, da die Dehydratationskosten der polaren Atome des schlecht aufgelosten Teils

der Bindetasche wegfallen.

A Ajj Abbildung 7.11:
R Oeo S ':A Redocking-Resultat fiir
GWMH o | ' . den Komplex 1N2V. Alle
R/N‘H\\ L Wt oo Atome sind mnach ihrer
H‘N—H"“"'"':O=§=2=O O;l HYDE-Energie eingefirbt.
N, HN AN - A) Bioaktiver Bindungsmo-
oo Moy dus. B) Beste Pose bzgl.
’ HYDE: RMSD — 02 A,
Bioaktiver Bindungsmodus AGuyps = —23kJ/mol
C e D Q) Artifizieller Bindungs-
R Oeo SW:A ' _{ modus. D) HYDE erkennt
o H o - \ artifiziellen Bindungs-

z-
'~

’ modus: RMSD = 2.3 A,
I AGHYDE = 712/4J/m0l.
Unglinstige Dehydratation

H /
=N,
KN — Nﬂ L H Gly104A
H. o= =0
W-H i _ ? o=
/J\\ HN( N, o
© ~, “ GIn107A
GIn203A Hey A~
)
H

Artifizieller Bindungsmodus

der Proteinatome. Bild in
Anlehnung an [266]

1N2V: tRNA-Guanin Transglycosylase mit Inhibitor

In der Bindetasche von 1N2V scheinen zwei verschiedene Bindungsmodi des Inhibitors
moglich zu sein. In beiden Féllen kann der Inhibitor vier gute Wasserstoftbriicken mit
dem Protein ausbilden (vgl. Abbildung A und C). In der Kristallstruktur liegt ein
konserviertes Wassermolekiil (HOH 1404 A) auf der rechten Seite der Bindetasche vor,
das mit drei Aminosduren interagiert (GLY 104 A, TYR 106 A, GLN 107 A). Obwohl
Kristallwasser nicht im Redocking vorhanden waren, konnte HYDE die bioaktive Kon-
formation des Liganden gegeniiber dem artifiziellen Bindungsmodus als beste Pose mit
einem RMSD von 0,5 A eindeutig identifizieren (Abbildung B). Die HYDE-Energie
dieser Pose von AGuypg = —23 kJ/mol entspricht der experimentell gemessenen Bin-
dungsenergie von K; = 83 pM (AGezp = —23 kJ/mol). Im Vergleich dazu liefert der
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artifizielle Bindungsmodus des Inhibitors (Abbildung C) mit einem RMSD von
1,2 A eine HYDE-Energie von nur AGpypg = —12 kJ/mol. Die Carbonyl-Gruppe des
Liganden, die mit GLN 104 A eine Wasserstoffbriicke eingeht, kann jedoch die anderen
beiden polaren Atome von TYR 106 A und GLN 107 A, die in der Kristallstruktur
mit dem konservierten Wassermolekiil wechselwirken, nicht abséttigen. Dies wird von
HYDE erkannt und mit den Dehydratationskosten dieser polaren Atome bestraft (vgl.
Abbildung [7.11| D).

1SQN Kette B -

Abbildung 7.12: Redocking-Resultat fiir einen hydrophoben (1SQN) und einen hydrophi-
len Komplex (1TT1). A) 1SQN: Beste Pose (HYDE-Farbschema) bzgl. HYDE in Protein-
kette A: RMSD = 1,1 A, AGuypr = —50kJ/mol. Beste Pose bzgl. HYDE in Proteinkette
B: RMSD = 0,6 A, AGuypg = —55kJ/mol. B) 1TT1: Beste Pose bzgl. HYDE in Protein-
kette A: RMSD = 0,2 A, AGuypr = —44kJ/mol. Beste Pose bzgl. HYDE in Proteinkette
B: RMSD = 0,4 A, AGuypg = —45k.J/mol. Bild in Anlehnung an [266)

1SQN: Progesteronrezeptor mit Norethisteron

In dieser sehr hydrophoben und starren Bindetasche, in der nur wenige gerichtete Wech-
selwirkungen vorgefunden werden, weist die durch HYDE jeweils am besten bewertete
Pose in beiden Bindetaschen der Proteinstruktur eine sehr hohe Ahnlichkeit zur bioakti-
ven Konformation des Liganden auf (Abbildung[7.12|A). In der Bindetasche von Prote-
inkette A ergibt sich fiir den RMSD der am besten bewerteten Pose ein Wert von 1,1 A
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und eine HYDE-Energie von AGrypg = —50 kJ/mol. Diese Pose ist im Vergleich zur
bioaktiven Konformation nur wenig verschoben, so dass die Hydroxyl-Gruppe des Ligan-
den eine zusatzliche Wasserstoftbriicke mit dem Protein ausbilden kann. Die am besten
bewertete Pose in der Bindetasche von Proteinkette B liefert einen RMSD von 0,6 A zur
Kristallstruktur des Liganden und eine HYDE-Energie von AGpypg = —55 kJ/mol.
In beiden Fillen liegt eine gute Ubereinstimmung der HYDE-Energie mit der experi-
mentell bestimmten Dissoziationskonstante Ky = 0,4 nM (AGeyp = —54 kJ/mol) vor.

1TT1: Glutamatrezeptor mit Kainsiure

Der Glutamatrezeptor besitzt eine sehr hydrophile Bindetasche und geht acht geo-
metrisch ideale Wasserstoftfbriicken mit Kainsdure ein, die ein Strukturanalogon der
Glutaminséure ist. In beiden Bindetaschen identifiziert HYDE eine Pose mit einem
RMSD von 0,2 A bzw. 0,4 A zur bioaktiven Konformation als beste (Abbildung [7.12
B). Die HYDE-Energie beider Posen von AGpypg = —44 kJ/mol bzw. AGuypg =
—45 kJ/mol stimmt gut mit der experimentell bestimmten Inhibitionskonstante K; =
64,4 nM (AGeyp = —43 kJ/mol) iiberein.

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass die HY DE-Bewertungsfunktion fiir die meis-
ten Protein-Ligand-Komplexe des Astex Diverse Set die bioaktive Konformation des
Liganden unter vielen Docking-Posen als beste erkennt. Dies ist vor allem im folgenden
Experiment, dem virtuellen Screening wichtig, da hierbei anhand des vorgeschlagenen
Bindungsmodus und der davon abhéngigen Bewertung eines Molekiils zwischen biolo-

gisch aktiven und inaktiven Molekiilen unterschieden werden soll.

7.4 Trennung von aktiven und inaktiven Molekiilen

Zur Validierung der Fahigkeit der HY DE-Bewertungsfunktion biologisch aktive (Binder)
von biologisch inaktiven Molekiilen (Nicht-Binder) zu trennen, wurde der DUD Daten-
satz [209] herangezogen. Fiir diesen Datensatz wurden 40 medizinal-chemisch relevante
Zielproteine zusammengestellt zu welchen bereits mehrere biologisch aktive Molekii-
le bekannt sind. Anhand dieser bekannten Binder wurden physikochemisch &hnliche,
jedoch topologisch unterschiedliche Molekiile aus der ZINC Datenbank [I71] gesucht.
Dabei wurden pro aktivem Molekiile 36 Molekiile aus der ZINC Datenbank entnommen,
von denen vermutet wird, dass sie fiir das jeweils betrachtete Zielprotein keine messba-
re Aktivitdt zeigen. Dies wurde jedoch nicht experimentell bestétigt. Damit wurde fiir
jedes Zielprotein jeweils ein Datensatz aus wenigen aktiven und sehr vielen inaktiven

Molekiilen zusammengestellt, um ein kiinstlich erschwertes Szenario fiir die Validierung
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von Docking-Programmen zu liefern.

Die Kristallstrukturen der Zielproteine wurden vor dem Experiment mithilfe der experi-
mentell bestimmten Elektronendichte durch eine visuelle Untersuchung auf ihre Qualitit
hin iiberpriift, da zum Teil auch dltere Strukturen im Datensatz enthalten waren. Dabei
wurden vier Qualitdtsstufen festgelegt: Q1 bedeutet keine oder nur kleinere Méangel; Q2
erhielten Strukturen, die nur Méngel am Kristallliganden aufwiesen oder die Hinzunah-
me von, fiir die Bindung wichtigen Wassern erfordern wiirden; Q3 und Q4 Strukturen
zeigten fehlende Elektronendichte, hohe Temperaturfaktoren oder Packungseffekte auf.
Eine genaue Charakterisierung der Strukturen findet sich in Tabelle[C.3]in Anhang[C.3]
In diesem Experiment wurden alle Bindetaschen, jeweils eine Bindetasche pro Zielpro-
tein, wiederum mit der LeadIT-Software (v2.0.2) vorbereitet: Anhand des Kristallli-
ganden des jeweiligen Zielproteins wurden die Aminoséduren, die Kofaktoren und die
Ionen der Bindetasche, die sich in einem Abstand von 6,5 A um die Schweratome des
Liganden befanden, bestimmt. Die automatisch bestimmte Koordinationsgeometrie des
Metallions wurde bei dem Zielprotein Adenosin Deaminase (ADA) manuell korrigiert.
Anschliefiend wurde mit ProToss das Wasserstoffbriicken-Netzwerk der Bindetasche op-
timiert. Alle aktiven und inaktiven Molekiile des Datensatzes wurden mit FlexX, wobei
zwei verschiedene Platzierungsmethoden verwendet wurden, in die Bindetasche des je-
weiligen Zielproteins gedockt. Pro Molekiil wurden bis zu 40 Posen erzeugt und durch
den HYDE-Optimierungskontext vorbereitet, bevor mit HYDE daraus die beste Po-
se bestimmt wurde. Diese wurde entsprechend ihrer HYDE-Energie in eine Liste aller
erfolgreich gedockten Molekiile eines Zielproteins eingeordnet, so dass die Molekiile,
die die beste HYDE-Energie aufweisen am Anfang der Liste auftauchen. Im optimalen
Fall werden die Binder vor den Nicht-Bindern in der Liste eingeordnet. Abbildung
stellt das Resultat dieses virtuellen Screening-Experiments fiir alle 40 Zielproteine des
DUD Datensatzes dar. Die AUC-Werte der ROC-Kurven sind fiir jedes der Zielproteine
angegeben, um ein Qualitdtsmals fiir den gesamten virtuellen Screening-Lauf bereitzu-
stellen. Dabei wiirde ein AUC-Wert von 0,5 bei einer zufilligen Auswahl der Molekiile
erreicht werden. Um die frithe Anreicherung von aktiven Molekiilen, d. h. eine Sortie-
rung vorne in der Liste, zu iiberpriifen, wurde die Trefferquote (Sensitivitét) bei einer
Falsch-Positiv-Rate von 0,1 %, 1 % und 2 % bestimmt. Hierbei entspricht eine Tref-
ferquote von 0,1 %, 1 % und 2 % einer zufalligen Auswahl von Molekiilen. Weiterhin
sind die Zielproteine in Abbildung entsprechend der Qualitédtseinstufung (Q1 - Q4)
ihrer Kristallstruktur farblich unterlegt.

In Abbildung ist zu erkennen, dass fiir die meisten der Zielproteine ein deutlich
besseres Resultat als durch eine zuféllige Auswahl der Molekiile erreicht wird (bei 82 %
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Abbildung 7.13: Resultat des virtuellen Screenings fiir alle Zielproteine des DUD Daten-
satzes. Die AUC-Werte (graue Balken) sowie die Trefferquote in Prozent bei einer Falsch-
Positiv-Rate von 0,1 % (blaue Balken), 1 % (rote Balken) und 2 % (griine Balken), sind
fiir alle Zielproteine dargestellt. Die vier Farbabstufungen, mit welchen das Diagramm un-
terlegt ist, représentieren die vier Qualitétsstufen Q1 (gute Qualitéit, griiner Bereich) bis
Q4 (schlechte Qualitéit, dunkel roter Bereich) der Strukturen der Zielproteine.

ist der AUC-Wert > 0,5). Im Mittel ergibt sich ein AUC-Wert von 0,72. Dieser verbes-
sert sich auf 0,77, wenn nur die Zielproteine mit einer Q1-Kristallstruktur berticksichtigt
werden. Die frithe Anreichung von aktiven Molekiilen ist im Vergleich zum AUC-Wert
eindeutiger durch die Qualitdt der Kristallstruktur des Zielproteins (vgl. Abbildung
beeintrachtigt. Der Median der Trefferquote bei einer Falsch-Positiv-Rate von
1 % liegt bei 10 %, wenn alle Strukturen betrachtet werden, und steigt um zwolf Pro-
zentpunkte, wenn die Statistik auf die Q1-Strukturen beschrinkt wird, d. h. 22 % der
aktiven Molekiile wurden schon identifiziert, wobei nur 1 % der inaktiven Molekiile als
bindend vorhergesagt wurde. Weitere Resultate sind in Tabelle flir alle Zielproteine
und fiir die Q1-Strukturen zusammengefasst.

Im DUD Datensatz sind fiinf verschiedene Proteinfamilien und eine Anzahl verschie-
dener anderer Proteine enthalten. Um einen besseren Eindruck iiber die Resultate zu
bekommen, wurden die Ergebnisse zusétzlich entsprechend der verschiedenen Proteinfa-
milien zusammengefasst (vgl. Tabelle . Damit soll iiberpriift werden, ob HYDE fiir
spezielle Proteinfamilien bessere bzw. schlechte Resultate liefert. Dabei wird insgesamt
deutlich, dass HYDE bei allen Proteinfamilien im Durchschnitt besser aktive Molekii-

le identifizieren kann, als mit einer zufélligen Auswahl der Molekiile erreicht wiirde.
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Trefferquote in %,

bei einer Falsch-Positiv-Rate von

AUC-Wert ROC@(0,1 %) ROCQ(1 %) ROCQ@(2 %)
Alle Strukturen
Mittelwert 0,72 4,82 15,72 20,6
Std. Abw. 0,17 8,84 15,99 19,07
Median 0,73 1,88 9,61 14,56
Minimum 0,26 0,00 0,00 0,00
Maximum 0,95 40,00 54,55 60,49
Nur Q1 Strukturen

Mittelwert 0,77 6,94 23,13 29,87
Std. Abw. 0,17 11,41 18,68 21,95
Median 0,78 3,08 22,46 30,11
Minimum 0,50 0,00 0,00 1,00
Maximum 0,95 40,00 54,55 60,49

Tabelle 7.5: Resultat virtuelles Screening auf dem DUD Datensatz. Tabelle in Anlehnung

an [266]
Trefferquote in %,
bei einer Falsch-Positiv-Rate von

AUC-Wert ROCQ@(0,1 %) ROCQ(1 %) ROCQ(2 %)
Proteinfamilie N MW ME MW ME MW  ME MW ME
Kernrezeptoren 8 0,77 0,84 6,75 1,50 27,00 23,48 34,67 39,92
Kinasen 9 0,62 0,67 2,00 0,64 5,00 4,05 7,54 781
Serin-Proteasen 3 0,79 0,81 0,94 0,00 9,33 6,15 15,61 10,77
Metalloenzyme 4 0,70 0,67 5,08 0,98 10,17 7,08 12,66 10,02
Folat-Enzyme 2 0,90 0,90 0,25 0,25 10,88 10,88 16,24 16,24
Andere 14 0,73 0,78 6,97 4,83 19,80 15,97 2492 19,03

Tabelle 7.6: Resultat virtuelles Screening auf dem DUD Datensatz zusammengefasst nach
Proteinfamilie. N = Anzahl. MW = Mittelwert. ME = Median.
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Beurteilt man nur den mittleren AUC-Wert, so liefert HYDE bei den Folat-Enzymen
und den Serin-Proteasen die besten Ergebnisse, wihrend die Kinasen den niedrigsten
mittleren AUC-Wert aufweisen. Bei Kinasen ist bekannt, dass Proteinflexibilitit eine
grofte Rolle zur Ausiibung ihrer Funktion spielt und damit auch zur richtigen Erkennung
der Liganden notwendig ist. Ein Beispiel dafiir ist die p38-MAP-Kinase, die im DUD
Datensatz in der DFG-out-Konformation vorliegt. Die enthaltenen aktiven Molekiile,
binden jedoch zu 83 % an die DFG-in-Konformation des Proteins und konnen daher
mit HYDE nicht richtig identifiziert werden, so dass sich bei der p38-MAP-Kinase ein
AUC-Wert von 0,51 ergibt. Werden hingegen nur die 17 % der aktiven Molekiile be-
riicksichtigt, die auch tatséchlich in die DFG-out-Konformation binden, so erzielt HYDE
einen AUC-Wert von 0,92 [201], 266]. Dies wiirde zu einer Verbesserung des mittleren
AUC-Wertes bei Kinasen auf 0,66 fiihren. Wichtiger jedoch als der mittlere AUC-Wert
ist wieder die frithe Anreicherung von aktiven Molekiilen. Tabelle zeigt eindeutig,
dass HYDE hier vor allem bei den Kernrezeptoren und Proteinen, die keiner Familie
zugeordnet wurden, gute Resultate im Bereich von 20 - 27 % identifizierte aktive Mo-
lekiile bei einer Falsch-Positiv-Rate von 1 % liefert. Fiir Kinasen, Serin-Proteasen und

Metalloenzyme werden hierbei deutlich niedrigere Trefferquoten erzielt.

7.4.1 Detaillierte Analyse der Resultate des virtuellen Screenings

Im Folgenden wird die Ursache dieser niedrigen Trefferquote anhand einer Kinase,
der Thymidin-Kinase TK, und einem Metalloenzym, der Catechol-O-Methyltransferase
COMT, genauer analysiert. Anschlieffend wird auf das Resultat von drei Zielprotei-
nen, einem Kernrezeptor (Estrogenrezeptor), der Neuraminidase und der HMG-CoA-
Reduktase, bei denen durch HYDE eine sehr gute Anreicherung von aktiven Molekiilen

erreicht wurde, eingegangen.

Thymidin-Kinase

Die Thymidin-Kinase katalysiert die Phosphorylierung von Desoxythymidin (vgl. Kris-
tallstruktur Abbildung|7.14)) zu Desoxythymidin-5-Phosphat. Sie spielt damit eine wich-
tige Rolle bei der DNA-Synthese und dient z. B. als Zielprotein fiir antivirale Wirk-
stoffe. Die meisten Inhibitoren der Thymidin Kinase sind Substratanaloga, d. h. sie
besitzen eine Thymin-dhnliche Gruppe und binden iiber diese spezifisch in die Desoxy-
thymidin Bindetasche der Thymidin Kinase. Es ist bekannt, dass die Thymidin-Kinase
durch Proteinflexibilitdt, wasseriiberbriickte Wechselwirkungen und die niedrige Affi-

nitédt vieler Inhibitoren eine Herausforderung im virtuellen Screening darstellt [268].
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Abbildung 7.14: Resultat des virtuellen Screenings fiir die Thymidin Kinase (TK) (PDB:
1KIM). Die Kristallstruktur mit Thymidin als Liganden ist im Element-Farbschema und
im HYDE-Farbschema ist dargestellt (AGeyp, = —30kJ/mol, AGuype = —31kJ/mol).
Die ROC-Kurve mit einem AUC-Wert von 0,71 ist abgebildet. Rechts sind zwei Binder
und zwei Nicht-Binder aus dem TK Datensatz gezeigt. Viele der Nicht-Binder besitzen
eine Thymin-ahnliche Gruppe, die wichtig fiir die Erkennung durch das Enzym ist. Der
Nicht-Binder rechts unten ist ein Agonist der Thymidin-Kinase-2. Bild in Anlehnung an

[266]

Die Anreicherung an aktiven Molekiilen, die sich fiir die Thymidin-Kinase im virtuel-
len Screening mit HYDE ergibt, ist mit einem AUC-Wert von 0,71 eher méfkig. Vor
allem eine frithe Anreicherung von aktiven Molekiilen ist nicht vorhanden (vgl. ROC-
Kurve Abbildung. Die Bewertung, der im DUD Datensatz vorhandenen Thymidin-
Kinase-Kristallstruktur (PDB: 1KIM) mit HYDE, liefert eine gute Ubereinstimmung
der HYDE-Energie (AGpypg = —31 kJ/mol) mit der experimentell bestimmten Bin-
dungsenergie (AGey, = —30 kJ/mol) [269] (vgl. Abbildung [7.14). Die Analyse des
Bindungsmodus, der am besten bewerteten Molekiile zeigte, dass dieser ebenfalls eine
hohe Ahnlichkeit zu dem Bindungsmodus der Kristallstruktur aufwies. Sowohl die gut
bewerteten aktiven Molekiile des Datensatzes als auch die inaktiven Molekiile die von
HYDE als aktiv eingestuft wurden, interagieren iiber die Thymin-&hnliche Gruppe mit
der Bindetasche des Proteins (vgl. Abbildung rechts). Bei der Untersuchung des

Thymidin-Kinase-Datensatzes enthielten 72 der inaktiven Molekiile, die fiir die Erken-
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7.4 Trennung von aktiven und inaktiven Molekiilen

nung durch das Enzym wichtige Thymin-&dhnliche Gruppe, das entspricht einem Anteil
von 18 %. Wohingegen 18 der aktiven Molekiile (81 %) ebenfalls eine solche Gruppe
enthalten. Eines der inaktiven Molekiile, das durch HYDE als Binder eingeordnet wur-
de, konnte als Agonist der Thymidin-Kinase-2 identifiziert werden [270] (vgl. Abbildung
7.14)) rechts unten). Da die iibrigen inaktiven Molekiile des Datensatzes nicht experi-
mentell als nicht bindend validiert wurden, kann iiber diese durch die hohe Ahnlichkeit
zu den aktiven Molekiilen eigentlich keine Aussage getroffen werden. Somit kann, bei
dieser Zusammensetzung des Datensatzes keine frithe Anreicherung der aktiven Mole-

kiile erwartet werden.

Catechol-O-Methyltransferase

Die Catechol-O-Methyltransferase gehort zur Familie der Metalloenzyme und ist fiir die
Inaktivierung verschiedener Botenstoffe im Korper zustédndig. Dies geschieht durch die
Methylierung einer phenolischen Hydroxyl-Gruppe der Catecholamine dieser Botenstof-
fe. Jedoch werden durch die Catechol-O-Methyltransferase auch Wirkstoffe, die gegen
neurodegenerative Krankheiten wie Morbus Parkinson eingesetzt werden, methyliert
und somit unwirksam. Daher wurden Catechol-O-Methyltransferase-Inhibitoren entwi-
ckelt, um so die Bioverfiigharkeit dieser Wirkstoffe zu erhéhen. Die Bindetasche der
Catechol-O-Methyltransferase ist eine sehr kleine, flache Tasche an der Oberfliche des
Proteins. Nur die Catechol-Gruppe des Liganden, die das Magnesiumion, das in einer
oktaedrischen Geometrie vorliegt, koordiniert, wird in der kleinen Tasche vergraben
(vgl. Kristallstruktur Abbildung . Im virtuellen Screening erreichte HYDE einen
guten AUC-Wert von 0,89 bei der Catechol-O-Methyltransferase, jedoch konnte keine
frithe Anreichung von aktiven Molekiilen gefunden werden (vgl. ROC-Kurve Abbil-
dung [7.15)). Die Analyse der Elektronendichtekarte der Kristallstruktur (PDB: 1H1D)
zeigt, dass der Bindungsmodus des Kristallliganden durch einen Kristallpackungsef-
fekt mit einem symmetrieverwandtem Molekiil beeinflusst wird. Betrachtet man die
HYDE-Energie des Komplexes (AGpypr = —54 kJ/mol), so wird fast die gesamte
Bindungsenergie durch die Interaktion der Catechol-Gruppe mit dem Magnesiumion
bewirkt (AGuypr = —42 kJ/mol) (vgl. Abbildung . Durch die exponierte Lage
des Liganden kann man davon ausgehen, dass dies bei der experimentell gemessenen In-
hibitionskonstante K; = 6 nM (AGeyp = —47 kJ/mol) auch der Fall ist. Im Datensatz
der inaktiven Molekiile sind ebenfalls 18 Molekiile (5 %) mit einer Catechol-Gruppe
enthalten, die auch sterisch in der Lage wéren an das Magnesiumion der Catechol-O-
Methyltransferase zu binden. Dies sind mehr Molekiile als die 11 aktiven, die im Daten-

satz enthalten sind und sich nur marginal von diesen inaktiven Molekiilen unterscheiden.
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Abbildung 7.15: Resultat des virtuellen Screenings fiir die Catechol-O-Methyltransferase
(COMT) (PDB: 1H1D). Die ROC-Kurve mit einem AUC-Wert von 0,89 ist dargestellt.
Die Kristallstruktur zeigt den Kontakt zu einem symmetrieverwandten Molekiil. Der
Bindungsmodus des Liganden wird dadurch beeinflusst. Die Kristallstruktur im HYDE-
Farbschema wird gezeigt (AGeyp = —47kJ/mol, AGuypr = —54kJ/mol), der Hauptan-
teil der Energie kommt von der Wechselwirkung der Catechol-Gruppe mit dem Magnesi-
umion (AGuyprg = —42kJ/mol). Die Docking-Pose eines Binders (zinc03814484) ist im
HYDE-Farbschema dargestellt (AGuype = —46kJ/mol) sowie die eines Nicht-Binders
(zinc00366295) (AGuype = —54kJ/mol). Bild in Anlehnung an [266]

Wie schon im Fall der Thymidin-Kinase sollten diese experimentell nicht als inaktiv va-
lidierten Molekiile nicht in einem solchen Datensatz enthalten sein. HYDE bewertet alle
inaktiven Molekiile, die eine Catechol-Gruppe enthalten und somit eine gute Bindungs-
energie erzielen konnen als aktiv, so dass keine frithe Anreicherung der als aktiv markier-
ten Molekiile erreicht werden kann. Zur Verdeutlichung ist in Abbildung ein durch
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HYDE gut bewertetes sehr kleines, aktives Molekiil (Binder) (AGuypr = —46 kJ/mol)
und ein Nicht-Binder mit einer Catechol-Gruppe (AGuypg = —54 kJ/mol) dargestellt
sowie die Strukturen weiterer Nicht-Binder mit Catechol-Gruppe, die im Datensatz ent-

halten sind.

Estrogenrezeptor

Der Estrogenrezeptor ist ein Kernrezeptor, der durch das Hormon Estrogen (Agonist)
aktiviert wird und anschlieffend als DNA-Transkriptionsfaktor agiert. Zur Bindung des
Steroidhormons wird auch die Bindetasche des Estrogenrezeptors hauptsichlich durch
hydrophobe Proteinreste gebildet. Um Einfluss auf die Funktion des Estrogenrezeptors
zu nehmen, wurden verschiedene Wirkstoffe entwickelt, die je nach Anwendungsgebiet,
eine agonistische oder eine antagonistische Wirkung auf den Estrogenrezeptor ausiiben.
Agonisten werden z. B. zur Empfingnisverhiitung oder zur Vorbeugung von Osteo-
porose eingesetzt, wihrend Antagonisten vor allem in der Krebstherapie Verwendung
finden. Die Struktur des Estrogenrezeptor verdndert sich, je nachdem, ob ein Agonist
oder Antagonist gebunden wird, dazu ist eine Konformationsinderung der Helix 12
notwendig. Diese bildet den Eingang zur Bindetasche und verschliefst diese, im Fall der
Bindung eines Agonisten wieder, nachdem sich der Agonist in der Bindetasche befindet.
Im DUD Datensatz ist sowohl eine Struktur der Estrogenrezeptors in der Agonisten-
Konformation als auch in der Antagonisten-Konformation vorhanden. Die aktiven Mo-
lekiile des Estrogenrezeptors sind dementsprechend auch nach Agonist und Antagonist
aufgeteilt. In beiden virtuellen Screening-Laufen werden mit HYDE sehr gute Resultate
erzielt. Auf dem Antagonisten Datensatz wird ein AUC-Wert von 0,94 erreicht, bei dem
Agonisten Datensatz liegt der AUC-Wert bei 0,91. Die frithe Anreichung von aktiven
Molekiilen ist ebenfalls in beiden Datensétzen mit Trefferquote von 23 % (Antagonist)
bzw. 24 % (Agonist), gemessen bei einer Falsch-Positiv-Rate von 1 %, sehr hoch. Abbil-
dung [7.16] A zeigt die ROC-Kurve und den Bindungsmodus des am besten bewerteten
Molekiils - Diethylstilbestrol ein bekannter Agonist - im HYDE-Farbschema fiir den
Agonisten Datensatz. Der Bindungsmodus von Diethylstilbestrol stimmt gut mit der
bioaktiven Konformation des Kristallliganden iiberein (PDB: 1L2I). Die HYDE-Energie
von AGyypg = —60 kJ/mol von Diethylstilbestrol ist etwas hoher als experimentell
bestimmte Inhibitionskonstanten K; = 0,13 — 0,5 nM (AGezp = —53 — —56 kJ/mol)
[271], 272].

HMG-CoA-Reduktase

Die HMG-CoA-Reduktase katalysiert eine Schliisselreaktion des Cholesterol-Synthese-
weges, die Reduzierung von S-Hydroxy-g8-Methylglutaryl-Coenzym-A zu Mevalonat.
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Abbildung 7.16: Resultate im virtuellen Screening fiir den Estrogenrezeptor (ER Ago-
nist) (PDB: 1L2I), die HMG-CoA-Reduktase (HMGA) (PDB: 1HWS) und die Neurami-
nidase (NA) (PDB: 1A4G). Links sind die ROC-Kurven der drei Zielproteine dargestellt.
Rechts ist jeweils die am besten bewertete Pose (im HYDE-Farbschema ) und der Kristall-
ligand (im Element-Farbschema) gezeigt. A) ROC-Kurve mit AUC-Wert = 0,91 von ER-
Agonist. Am besten bewertetes Molekiil im virtuellen Screening der ER-Agonisten Struk-
tur: zinc03861549 (AGuypr = —60kJ/mol). B) ROC-Kurve mit AUC-Wert = 0,88 von
HMGA. Am besten bewertetes Molekiil im virtuellen Screening von HMGA: zinc04134476
(AGuypg = —69kJ/mol). C) ROC-Kurve mit AUC-Wert = 0,95 von NA. Am besten be-
wertetes Molekiil im virtuellen Screening von NA: zinc04134491 (AGuypr = —51kJ/mol).
Bild in Anlehnung an [260]
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Damit ist die HMG-CoA-Reduktase ein Zielprotein, das zur Senkung des Choleste-
rinspiegels inhibiert wird. Die Bindetasche der HMG-CoA-Reduktase ist relativ grofs
und eher hydrophil, um die flexible S-Hydroxy-8-Methylglutaryl-Kette des Substrats
aufzunehmen. Das virtuelle Screening mithilfe von HYDE liefert fiir dieses Zielprotein
eine gutes Resultat mit einem AUC-Wert von 0,88. Besonders die frithe Anreicherung
von aktiven Molekiilen ist mit einer Trefferquote von 40 %, wihrend nur 1 % der in-
aktiven Molekiile von HYDE als aktiv klassifiziert wurden, sehr hoch. Die zwolf durch
HYDE am besten bewerteten Molekiile sind ausschlieflich bekannte aktive Verbindun-
gen, wie z. B. Fluvastatin oder Simvastatin, die nanomolare Inhibitionskonstanten fiir
die HMG-CoA-Reduktase aufweisen. Die HYDE-Energien von diesen liegen im Bereich
von —69 bis —49 kJ/mol, was einer nanomalen Affinitét entspricht. In Abbildung
B ist die ROC-Kurve und der Bindungsmodus des am besten bewerteten Molekiils im
HYDE-Farbschema dargestellt. Der Bindungsmodus dieses Molekiils entspricht sehr gut
der Konformation des Kristallliganden, vor allem der flexible HMG-Rest des Molekiil
liegt in einer identische Konformation vor. Die ROC-Kurve weist einen Einbruch auf,
nachdem ca. 60 % der aktiven Molekiile identifiziert wurden. Die Analyse der aktiven
Molekiile zeigt, dass 35 der Molekiile einen HMG-Rest besitzen, jedoch liegen 18 davon
in der inaktiven Lactonform vor. Diese inaktive Form kann nicht in die Bindetasche der
HMG-CoA-Reduktase binden, sondern wird in wvivo enzymatisch hydrolysiert und in
die aktive Hydroxycarbonséaure iiberfiithrt [273]. Die betroffenen Molekiile weisen somit
keine dhnliche Konformation zur bioaktiven Konformation auf und werden dadurch von
HYDE nicht als aktive Verbindung klassifiziert.

Neuraminidase

Die Neuraminidase ist eine Glycosidase, d. h. sie spaltet mithilfe von Wasser die gly-
cosidische Bindung der Sialinsdure. Am bekanntesten sind die viralen Neuraminidasen,
da sie ein Zielprotein fiir die Bekdmpfung von z. B. Influenza-Viren darstellen. Die
Bindetasche der Neuraminidase wird durch viele polare und auch geladene Aminoséu-
ren gebildet, so dass die Bindung des Substrats iiberwiegend durch Wasserstoff- oder
Salzbriicken erfolgt. Im virtuellen Screening der Neuraminidase wird mit HYDE ein
sehr hoher AUC-Wert von 0,95 erzielt als auch eine sehr gute Trefferquote von 40 %,
bei einer Falsch-Positiv-Rate von 1 % (vgl. ROC-Kurve Abbildung[7.16] C). Zusétzlich
wurde wieder der Bindungsmodus der gut bewerteten Molekiile tiberpriift, wobei dieser
auch eine gute Ubereinstimmung mit der bioaktiven Konformation des Kristallliganden
(Zanamivir) zeigte. Die HYDE-Energien, der am besten bewerteten Molekiile, liegen im
Bereich von AGpypg = —51 bis —44 k.J/mol und entsprechen somit gut den experi-

mentell bestimmten Werten bekannter Neuraminidase-Inhibitoren wie z. B. Zanamivir
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(K; = 0,1 nM, AGeyp = —55 kJ/mol) [274] oder Oseltamivir (IC50 = 1 - 7 nm,
AGezp = —49 kJ/mol) [275-278].

Die Analyse der Resultate des virtuellen Screening-Experiments zeigt, dass die HYDE-
Bewertungsfunktion bei vielen der Zielproteine des DUD Datensatzes eine gute Tren-
nung von aktiven und inaktiven Molekiilen erzielt. Die Vorhersagequalitidt von HYDE
wird durch die Qualitdt der zugrunde liegenden Kristallstrukturen beeinflusst. Dies zeig-
te sich auch schon in den beiden anderen Experimenten, die Vorhersage der Bindungsaf-
finitdt und das Auffinden der bioaktiven Konformation eines Liganden. Dabei wurde im
Zusammenhang der Vorhersage von Bindungsaffinitit gezeigt, dass die Abschitzung der
polaren Dehydratation am stirksten durch die Qualitdt von Strukturen beeintrachtigt
wird. Berlicksichtigt man nur die belohnenden Terme der HYDE-Funktion, so ergibt
sich fiir die Strukturen des PDBBind 2007 coreset eine gute Korrelation mit den ex-
perimentell gemessenen Affinitdten (vgl. Kapitel . Wird der Term der polaren
Dehydratation im Gegensatz dazu im virtuellen Screening-Experiment vernachléssigt,
so sinkt der Median AUC-Wert deutlich von 0,73 auf 0,65. Somit erhoht sich die Rate der
falsch-positiven Molekiile, wenn die vollstdndige Abséttigung des Wasserstoffbriicken-

Netzwerkes im Protein-Ligand-Komplex nicht beachtet wird.

7.4.2 Vergleich der Resultate mit anderen Methoden

Abschliefsend werden die Resultate von HYDE im virtuellen Screening mit dem HYDE-
Prototyp und anderen, bereits etablierten Methoden verglichen, die auch auf dem DUD
Datensatz evaluiert wurden (GlideSP [279], GOLD::ChemPLP [I15], ICM [280],
FRED::CG, Surflex::Ringflex [124] und DOCK 6 [281]). Dazu befindet sich im Anhang
ein detaillierter Vergleich der Screening-Resultate auf dem DUD zwischen der {iber-
arbeiteten HYDE-Version und dem HYDE-Prototypen [202]. Anhand von Enrichment-
Plots kann in vielen Féllen eine deutliche Verbesserung der Ergebnisse durch Verwen-
dung der iiberarbeiteten HYDE-Version gezeigt werden. Abbildung[7.17] zeigt einen Ver-
gleich mit anderen gut etablierten Methoden. Alle Resultate beruhen dabei auf einer
starren Proteinstruktur, da im HYDE-Optimierungskontext bisher keine Minimierung
der Proteinstruktur beinhaltet ist und so eine bessere Vergleichbarkeit der Methoden
vorliegt. Mit einem Median AUC-Wert von 0,73 gehort die Kombination von einem
FlexX-Docking in LeadIT und die Nachbewertung dieser Posen mit HYDE zu den bes-
ten der betrachteten Methoden. Die Resultate wurden zusétzlich nach den im DUD
enthaltenen Proteinfamilien aufgeschliisselt, um festzustellen, ob gerade bei Kinasen

oder Metalloenzymen, bei denen HYDE einen niedrigeren mittleren AUC-Wert erzielt
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Abbildung 7.17: Vergleich der Resultate verschiedener Methoden im virtuellen Screening
auf dem DUD Datensatz. Im Boxplot dargestellt ist der Median der AUC-Werte (graue
Linie in der Box) das untere und obere Quartil (Box) und der Minimum- und Maximum-
AUC-Wert (schwarze vertikale Linien). Bild in Anlehnung an [208]
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Abbildung 7.18: Vergleich der Resultate verschiedener Methoden im virtuellen Screening
auf dem DUD Datensatz zusammengefasst nach Proteinfamilie. Dargestellt ist der mittlere
AUC-Wert pro Proteinfamilie.
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hat, ein besseres Resultat fiir die iibrigen Methoden vorliegt. In Abbildung sind
die mittleren AUC-Werte pro Proteinfamilien der verschiedenen Methoden aufgetra-
gen. Es wird deutlich, dass im Fall von Kinasen und Metalloenzymen alle Methoden ein
dghnliches Resultat erzielen. Bei den Serinproteasen erreicht HYDE einen geringfiigig
niedrigeren mittleren AUC-Wert als andere Methoden, wiahrend es bei den Proteinen,
die keiner Familie zugeordnet wurden (Andere), zusammen mit ICM das beste Resultat
liefert. Die Folatenzyme fiihren bei fast allen Methoden, aufter GlideSP und DOCK 6,
zu einem sehr guten Ergebnis. In der letzte Gruppe, der Kernrezeptoren, kann GlideSP
das beste Resultat aufweisen, wobei HYDE und FRED::CG in dieser Proteinfamilie
ebenfalls gute Ergebnisse erzielen.

Im Kontext des virtuellen Screenings, liefert die HY DE-Bewertungsfunktion zusammen
mit einem FlexX-Docking dhnlich gute Resultate wie die besten, bereits etablierten
Methoden. Im Gegensatz zu diesen Methoden, ist die HYDE-Funktion zuvor nicht auf
Protein-Ligand-Komplexen und experimentellen Bindungsaffinitdten kalibriert worden,
sondern benoétigt lediglich die logP-Werte kleiner Molekiile als Parameter, um die Bin-

dungsenergie eines Protein-Ligand-Komplexes abzuschéitzen.

7.5 Mittlere Laufzeit der HY DE-Bewertungsfunktion

Durch die komplexe Berechnung der Oberfliche in der HYDE-Bewertungsfunktion ist
zur Abschétzung der Energie eines Protein-Ligand-Komplexes eine héhere mittlere Lauf-
zeit zu erwarten, als z. B. bei der FlexX-Bewertungsfunktion, die aus einfacheren Termen
besteht [80] und im Mittel eine Laufzeit von ca. 2 msec bendétigt. Ein Ziel der Weiter-
entwicklung der HYDE-Bewertungsfunktion war eine Beschleunigung der Oberflichen-
berechnung, um so eine schnellere, geometrische Optimierung eines Protein-Ligand-
Komplexes in Richtung der HY DE-Funktion zu ermdoglichen.

Im Gegensatz zum HYDE-Prototypen (Kapitel wird in der iiberarbeiteten Versi-
on der HYDE-Bewertungsfunktion die molekulare Oberfliche anstatt der gewichteten
SAS berechnet. Dies wurde eingefithrt, um besser enge Stellen im Protein zu représen-
tieren, was als Problem des HYDE-Prototypen diskutiert wurde und durch eine sehr
aufwendig zu berechnende Abwandlung der gewichteten Oberfliche (WRAY) in diesem
realisiert wurde [202]. Durch eine neue Datenstruktur, dem Oberflichennetz, ist die Be-
rechnung der Oberfliche auf Proteinseite, z. B. bei einem virtuellen Screening, sofern
das Protein als starr angesehen wird, nur einmal notwendig und daher effizienter. Die
mittlere Laufzeit der Generierung des Oberflichennetzes fiir den Liganden als auch fiir
die Bindetasche des Proteins wurde anhand der 85 Komplexe des Astex Diverse Set
Datensatzes [262] bestimmt (vgl. Tabelle [7.7). Die Generierung des Oberfléchennetzes
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fiir beide Molekiile ist mit einer mittleren Laufzeit von 956 msec um einen Faktor 478
langsamer als die Berechnung der gesamten FlexX-Bewertungsfunktion. Ein direkter
Vergleich zum HYDE-Prototypen war leider nicht mehr moglich.

Bei der Berechnung der gesamten HYDE-Funktion nimmt die Generierung des Oberflé-
chennetzes den Grofsteil der mittleren Laufzeit ein (89 %). Die Berechnung der Wasser-
stoffbriicken-Energie ist beziiglich der Laufzeit nicht relevant. Durch die Abschétzung
der Dehydratationsenergie, die die Berechnung der Oberflachendnderung bei der Kom-
plexbildung beinhaltet, entsteht hingegen eine mittlere Laufzeit von 2 msec. Die Zeit,
die bei Initialisierung der Datenstrukturen zusétzlich zur Generierung des Oberflichen-
netzes bendtigt wird, ist durch die Berechnung der internen Wasserstoffbriicken und der
Wasserparameter wateroyeriap Und waterinteraction (vgl. Kapitel auf Proteinseite
bedingt. Somit kann in einem virtuellen Screening durch Vorberechnung der Oberflache
und der Wasserparameter der Protein-Bindetasche die HYDE-Energie eines Protein-
Ligand-Komplexes im Mittel in 15 msec (Generierung des Oberflichennetzes fiir den
Liganden und Berechnung der Dehydratationsenergie) abgeschitzt werden und ist da-
mit nur noch um einen Faktor 7,5 langsamer als die FlexX-Bewertungsfunktion.

Zur geometrischen Optimierung eines Protein-Ligand-Komplexes in Richtung der HYDE-
Funktion, wird die GeoHYDE-Funktion berechnet (vgl. Kapitel, die keine erneute
Generierung des Oberflichennetzes des Liganden wahrend der Optimierung erfordert.
Daher kann eine lokales Minimum durch die numerische Optimierung (max. 50 Opti-
mierungsschritte) im Mittel in 920 msec, inklusive anschlieflender Neuberechnung der
HYDE-Energie, bestimmt werden. Die Suche nach dem globalen Minimum mithilfe der
stochastische Optimierung dauert, durch die erhéhte Anzahl der Optimierungsschritte

(10.000), ungefiahr sieben mal langer; die mittlere Laufzeit dabei betriagt 6,5 sec.
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Oberflachengenerierung

Bindetasche Generierung der Nachbarlisten 131
Generierung des Oberflichennetzes 813
Ligand Generierung der Nachbarlisten 0
Generierung des Oberflichennetzes 13
Gesamt 956

Hyde-Energie Berechnung

Initialisieren der Datenstrukturen 1069
Wasserstoftbriicken-Energie 0
Dehydratationsenergie 2
Gesamt 1071

Hyde-Optimierung
Numerisch max. 50 Schritte 920
Stochastisch 10 Laufe a 1000 Schritte 6507

Tabelle 7.7: Mittlere Laufzeit (in Millisekunden) der HYDE-Bewertungsfunktion. Gemit-
telt iiber alle 85 Komplexe des Astex Diverse Set. Die Analyse wurde auf einer Intel Core
2 Quad 2.66GHz Q9450 CPU unter einem Linux SUSE 11.3 Betriebssystem durchgefiihrt.
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Die HYDE-Bewertungsfunktion wurde urspriinglich zur Abschétzung der Energie von
Protein-Ligand-Komplexen im strukturbasierten Wirkstoffentwurf entwickelt. Im Ge-
gensatz zu vielen anderen Bewertungsfunktionen in diesem Feld wurde HYDE nicht auf
den Kristallstrukturen und experimentell bestimmten Affinitdten von Protein-Ligand-
Komplexen kalibriert. Die plogP-Parameter, die HYDE zur Abschitzung der Wasser-
stoffbriicken- und der Dehydratationsenergie benotigt, wurden anhand von experimen-
tellen logP-Werten kleiner Molekiile abgeleitet und sind atom-basiert, so dass HYDE
sehr generell zur Abschétzung der Energie zwischen Molekiilen angewendet werden kann.
Die einzige Einschrankung besteht darin, dass angenommen wird, die Wechselwirkun-
gen finden in einem wéssrigen Medium statt.

In diesem Kapitel werden weitere Anwendungsgebiete der HY DE-Bewertungsfunktion
aufgezeigt. Ahnlich zur Abschétzung der Bindungsenergie von potentiellen Inhibito-
ren im strukturbasierten Wirkstoffentwurf wurde HYDE in einem biotechnologischen
Kontext zur Bewertung von Molekiilen, die wiahrend einer enzymatischen Reaktion als
Puffer dienen, eingesetzt. Dazu wurde die Affinitét eines bestimmten Puffers zu einem
Enzym in Beziehung zu der Affinitdt des Substrats gesetzt, um eine Beeinflussung der
Aktivitdt des Enzyms durch den Puffer vorherzusagen. Des Weiteren wurde HYDE
zur Berechnung von Protein-Protein-Interaktionen genutzt. Dabei wurde die Stabilitat

von Protein-Protein-Kontaktflichen mit HYDE abgeschétzt, um z.B. eine Aussage iiber
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biologische oder nicht-biologische Kontakte in Kristallstrukturen treffen zu kénnen. Im

Folgenden werden diese Ansédtze zusammengefasst und exemplarisch wiedergegeben.

8.1 HYDE im biotechnologischen Kontext

In einer kiirzlich verdffentlichen Publikation von Schomburg et al. [282] wurde die
HYDE-Bewertungsfunktion zur Vorhersage von kompetitiver Substrat-Hemmung durch
Puffersubstanzen bei Enzymen eingesetzt. Dies ist eine wichtige biotechnologische Fra-
gestellung, da in der Entwicklung von synthetischen Multi-Enzym-Stoffwechselwegen,
in der die Aktivitdt jedes Enzyms maximiert werden soll, sich ein solcher Faktor als
Engpass in der biotechnologischen Produktion auswirken wiirde. Die Aktivitét eines En-
zyms ist durch viele verschiedene Faktoren, wie z.B. Druck, Temperatur oder pH-Wert,
bestimmt. Durch eine enzymatische Reaktion kann sich der pH-Wert des Mediums ver-
andern, so dass Puffersubstanzen zugegeben werden, um iiber den gesamten Zeitraum
des Prozesses einen optimalen pH-Wert fiir die Aktivitét eines Enzyms zu garantieren.
Bei der Auswahl des entsprechenden Puffers muss jedoch nicht nur darauf geachtet wer-
den, dass dieser den optimalen pH-Bereich fiir das Enzym bereitstellt, sondern auch,
dass die Puffersubstanz nicht mit dem Substrat um die Besetzung der Bindetasche des
Enzyms konkurriert.

In einem neuen Ansatz haben Schomburg et al. mittels molekularem Docking und an-
schliefsender Nachbewertung durch HYDE ein computergestiitztes Vorhersage-Protokoll
entwickelt, das verschiedene Puffer beziiglich ihrer Affinitdt zu einem bestimmten En-
zym testet. Dadurch kénnen bestimmte Puffersubstanzen fiir die Optimierung von Stoft-
wechselreaktionen ausgeschlossen werden, ohne eine zeit- und kostenintensive Untersu-
chung im Labor durchzufiihren. Das Verfahren wurde anhand verschiedener Fille, die
bereits in der Literatur beschrieben wurden, als auch mithilfe einer experimentellen Va-
lidierung, bestétigt [282]. Im Folgenden wird dieses Verfahren anhand eines Beispiels

aus der Publikation [282] als eine weitere Anwendung von HYDE beschrieben.
Phosphoglucose-Isomerase

Die Phosphoglucose-Isomerase katalysiert sowohl in der Glycolyse die Umwandlung
von Glucose-6-Phosphat in Fructose-6-Phosphat als auch in der Gluconeogenese die
umgekehrte Reaktion von Fructose-6-Phosphat in Glucose-6-Phosphat (Abbildung
A). Eine Kristallstruktur der Phosphoglucose-Isomerase kokristallisiert mit Fructose-6-
Phosphat (1HOX) wurde als Ausgangspunkt fiir das molekulare Docking verwendet.

In der Bindetasche dieser Proteinstruktur wurden mithilfe eines FlexX-Dockings in der
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LeadIT-Software jeweils bis zu 100 Konformationen von 14 verschiedenen Puffersubstan-
zen als auch des Substrats und des Produktes erzeugt. Anschliefsend wurden die Posen
durch den HYDE-Optimierungskontext vorbereitet, bevor die Bindungsenergie wie im
virtuellen Screening mit HYDE abgeschétzt wurde. Die HYDE-Energie, der jeweils am
besten bewerteten Pose der Puffer, wurde durch die des Substrates normalisiert, so dass
sich eine relative HYDE-Energie der Puffersubstanzen zum Substrat ergibt. Betréagt die
relative HYDE-Energie eines Puffers mindestens 90 %, so wird der Puffer als kritisch
angesehen und fiihrt mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer kompetitiven Hemmung des
Enzyms. Liegt die relative HYDE-Energie im Bereich von 75 - 90 %, so besteht immer
noch eine hohere Wahrscheinlichkeit, dass der Puffer mit dem Substrat um die Besetzung
der Bindetasche konkurriert. Bei einer relativen HYDE-Energie von weniger als 75 %
wird davon ausgegangen, dass der Puffer keinen Einfluss auf die Aktivitat eines Enzyms
hat. Fiir vier der Puffersubstanzen (PIPES, TRIS, Diglycin und Karbonat)(Abbildung
A) wurde die von HYDE vorhergesagte Hypothese im Labor getestet.

A Phosphoglucose-Isomerase (Gluconeogenese Reaktion): Puffersubstanzen:
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Abbildung 8.1: Kompetitive Hemmung der Phosphoglucose-Isomerase durch Puffersub-
stanzen. A) Links: Gluconeogense Reaktion katalysiert durch Phosphoglucose-Isomerase.
Rechts: Verschiedene Puffersubstanzen. B) Links: Korrelation der relativen Aktivitdt und
der relativen HYDE-Energie. Rechts: Relative Aktivitdt beeinflusst durch die vier Puffer.
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Abbildung B zeigt das Resultat fiir die verschiedenen Puffersubstanzen. Die relati-
ve Aktivitadt, d.h. die Aktivitdt des Enzyms in Anwesenheit eines bestimmten Puffers
normalisiert mit der hochsten Aktivitdt des Enzyms, korreliert sehr gut mit der relati-
ven HYDE-Energie. In HYDE wird fiir PIPES eine Bindungsenergie von AGuypg =
—36 kJ/mol abgeschétzt, wiahrend sich fiir das Substrat eine HYDE-Energie von
AGuypg = —37 kJ/mol ergibt. Somit kann PIPES als kritisch fiir die Aktivitét des
Enzyms eingeschéitzt werden. Wird PIPES im Medium als Puffer verwendet, so sinkt
die experimentell bestimmte Aktivitat des Enzyms auf 57 %. Die Puffersubstanz TRIS
wird ebenfalls mit einer relativen HYDE-Energie von 78 % als potentieller Inhibitor der
Phosphoglucose-Isomerase beurteilt. Dies kann mit einer Abnahme der gemessenen Ak-
tivitat um 37 % bestéatigt werden. Diglycin, das als Puffersubstanz fiir Phosphoglucose-
Isomerase-Assays empfohlen wird, liegt mit einer relativen HYDE-Energie von 70 % ge-
rade nicht mehr im kritischen Bereich. Im Vergleich zum Karbonat-Puffer wird die Akti-
vitat der Phosphoglucose-Isomerase jedoch um 28 % gesenkt. Der Karbonat-Puffer wur-
de auch von HYDE mit der niedrigsten Bindungsenergie von AGpypg = —21 kJ/mol
aller vier im Labor getesteten Puffer als beste Puffersubstanz fiir die Phosphoglucose-

Isomerase eingeordnet.

Diese Anwendung von HYDE zeigt, dass die Bewertungsfunktion auch zu anderen Fra-

gestellungen aufterhalb des strukturbasierten Wirkstoffentwurfs genutzt werden kann.

8.2 Bewertung von Protein-Protein-Interaktionen

Die Interaktion von Proteinen ist in biochemischen Stoffwechselwegen und Signaltrans-
duktionsprozessen essentiell. Anhand von Protein-Interaktionsdaten wurde abgeschétzt,
dass das Protein-Interaktions-Netzwerk (Interaktom) im menschlichen Organismus ei-
ner Grofe von etwa 650.000 verschiedenen Protein-Protein-Interaktionen entspricht
[283]. Dabei existieren verschiedene Klassifikationen der Protein-Protein-Interaktionen,
z. B. die Einteilung nach ihrer Lebensdauer in permanente und transiente Komple-
xe [284) 285]. Erstere entstehen meist gleich nach der Transkription der Proteine und
zeichnen sich neben ihrer hohen Lebensdauer auch durch ihre grofe Stabilitédt aus.
Transiente Protein-Protein-Interaktionen, z. B. die transienten Interaktionen von G-
Proteinen, spielen hingegen durch ihre reversible Bindung vor allem in Signaltransduk-
tionsprozessen eine wichtige Rolle. Daher sind die Proteine, die an diesen transienten
Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sind, auch interessante neue Ansatzpunkte in der
Wirkstoffentwicklung [286]. Experimentelle Methoden zur Bestimmung der verschiede-

nen Protein-Protein-Interaktionen sind meist sehr zeitintensiv und konnen deshalb nur
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in einem kleineren Mafsstab durchgefiihrt werden, aufferdem weisen sie teilweise ho-
he Falsch-Positiv-Raten auf [287, 288]. Aus diesem Grund wurden einige computerge-
stiitzte Methoden zur Unterscheidung der verschiedenen Protein-Protein-Interaktionen
entwickelt [289-297]. Diese benétigen zur Vorhersage des Typs der Interaktion meist
eine dreidimensionale Struktur des Komplexes. In Kristallkomplexen findet sich ein zu-
satzlicher Typ von Protein-Protein-Interaktionen: Kristallkontakte. Diese werden im
Kristallisationsprozess durch die Kristallpackung erzwungen und haben keine biologi-
sche Bedeutung [40), 298]. Zur Beurteilung von Kristallstrukturen ist daher auch eine
Trennung zwischen biologisch relevanten und artifiziellen Proteinkomplexen erforderlich
1299, 500,

In diesem Zusammenhang wurde ein Klassifizierungsverfahren fiir permanente und tran-
siente Protein-Protein-Interaktionen als auch zur Identifizierung von Kristallkontak-
ten mittels einer Support-Vector-Maschine (SVM) von Eva Vennmann in ihrer Bache-
lorarbeit entwickelt [301]. Dieses ist iiber einen Webserver frei verfiighar: ppi.zbh.
uni-hamburg.de. Dabei wurde die HYDE-Bewertungsfunktion als einer der Deskrip-
toren zur Abschétzung der Stabilitdt von Protein-Protein Kontakten eingesetzt. Im
Folgenden wird die Verwendung von HYDE im Kontext der Bewertung von Protein-

Interaktionen anhand dieses Klassifizierungsverfahrens aufgezeigt.
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Abbildung 8.2: Bewertung von Protein-Protein-Kontaktflichen des Trainingsdatensat-
zes durch die hydrophobe Dehydratationsenergie der HYDE-Bewertungsfunktion. Diese ist
fiir drei verschiedene Typen von Protein-Protein-Interaktionen aufgetragen: Permanente

Komplexe, transiente Komplexe und Kristallkontakte.
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8. Weitere Anwendungen von HYDE

Protein- und Ligand-Atome werden in HYDE gleich behandelt, daher kann die HYDE-
Bewertungsfunktion direkt auf Proteine angewendet werden. Zur Klassifizierung von
Protein-Protein-Interaktionen hat sich der hydrophobe Effekt der HYDE Funktion als
vielversprechender Deskriptor erwiesen. Dazu wird die hydrophobe Dehydratations-
energie der Protein-Protein-Kontaktfliche eines Proteinkomplexes berechnet. In Ab-
bildung [8.2] ist die Verteilung der hydrophoben Dehydratationsenergie der 254 Pro-
teinkomplexe, die im Trainingsdatensatz [294] der SVM zur Trennung der verschie-
denen Typen von Protein-Interaktionen enthalten waren, dargestellt. Daraus ist klar
ersichtlich, dass sich biologisch relevante Komplexe in ihrer hydrophoben Dehydrata-
tionsenergie von artifiziellen Kristallkontakten eindeutig unterscheiden. Abbildung [8.2

zeigt auch, dass permanente Komplexe im Durchschnitt einen stédrkeren hydrophoben

Effekt (@AGZ?,?;Z?Z;IZZ = —204 kJ/mol) als transiente Komplexe (@AGZgg;nggZ; =
—88 kJ/mol) aufweisen, jedoch ist hier die Trennung der beiden Typen nicht so deut-
lich.

Die hydrophobe Dehydratationsenergie von HYDE wird in einer zweistufigen SVM als
Deskriptor eingesetzt, wobei in der ersten Stufe biologisch relevante von artifiziellen
Komplexen getrennt werden und in der zweiten Stufe zwischen permanenten und tran-
sienten Protein-Interaktionen unterschieden wird. Abbildung [8:3] zeigt schematisch den
Aufbau der zweistufigen SVM, sowie die Resultate fiir die hydrophobe Dehydratations-

energie als einzigen Deskriptor in beiden Stufen.

Deskriptoren Biologisch rol t
Protein-Protein SVM Stufe 1 'g 0gisc Kl’e evfn e SVM Stufe 2
Interaktionen rotein-Kontakte

v y y
FK-rlstaIIkZ'mtakt-el ’ Permanent l Transient :
Trainingsdatensatz
Deskriptor . Stufe 1 Genauigkeit Stufe 2 Genauigkeit |
AGipenygration, Hydrophobic 95 % 72 %
Testdatensatz
Deskriptor . Stufe 1 Genauigkeit Stufe 2 Genauigkeit
AGipenygration, Hydrophobic 92 % 73 %

Abbildung 8.3: Schematische Darstellung der zweistufigen SVM und Resultate fiir die
hydrophobe Dehydratationsenergie von HYDE als einziger Deskriptor in beiden Stufen.
Die Resultate sind fiir den Trainings- und Testdatensatz angegeben.
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8.2 Bewertung von Protein-Protein-Interaktionen

In der ersten Stufe wurde mithilfe dieses einen Deskriptors innerhalb des Trainings-
datensatzes eine Genauigkeit von 95 % bei der Klassifizierung von biologisch relevan-
ten und artifiziellen Protein-Kontakten erreicht. Bei der Trennung von permanenten
und transienten Proteinkomplexen sinkt die Vorhersagegenauigkeit jedoch auf 72 %.
Das Verfahren wurde auf einem unabhéngigen Testdatensatz aus 152 Proteinkomple-
xen [292] [302H305] angewendet und erzielte auch hierbei in 92 % die richtige Einteilung
in biologisch relevant und artifiziell. Die Klassifizierung von permanenten und transien-
ten Protein-Interaktionen in der zweiten Stufe der SVM, ist auch bei diesem Datensatz
nur in 73 % der Félle richtig.

Durch die guten Ergebnisse in der Unterscheidung von biologisch relevanten und artifi-
ziellen Protein-Kontakten, wurde die hydrophobe Dehydratationsenergie von HYDE als
einziger Deskriptor in der ersten Stufe des Klassifizierungsverfahrens genutzt. Im Ge-
gensatz zur anderen Klassifizierungsverfahren [294, 297], die ebenfalls diese zweistufige
Form der Klassifizierung verwenden, benétigen diese jedoch deutlich mehr Deskripto-

ren, um eine dhnliche Vorhersagequalitiat zu erzielen.

Im Kontext der Bewertung von Protein-Protein-Interaktionen wurden mit HYDE be-
reits auch einzelne Aminosiduren innerhalb eines Proteins bewertet, um den Einfluss
einer Mutation bestimmter Aminosduren abzuschétzen oder um die Stabilitdt von Se-
kundérstrukturen in Proteinen zu beurteilen. Hierbei wurden ebenfalls vielversprechen-
de Ergebnisse erzielt, so dass HYDE zukiinftig auch in diesen Anwendungen eingesetzt

werden kann.
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Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Weiterentwicklung der HY DE-Bewertungs-
funktion, die zur Abschétzung der Bindungsenergie von Protein-Ligand-Komplexen ent-
wickelt wurde, beschrieben. Dazu wurden verschiedene Aspekte der HYDE-Funktion
iiberarbeitet und neue Terme, Parameter und Berechnungsverfahren integriert und im-
plementiert. Das theoretische Konzept von HYDE, demzufolge der Beitrag von inter-
molekularen Wechselwirkungen in wéssriger Losung direkt von den Eigenschaften des
Wasserstoffbriicken-Netzwerkes von Wasser selbst abgeleitet werden kann, wurde dabei
erhalten. Die HYDE-Funktion besteht nach wie vor aus zwei Termen zur Beschreibung
der Wasserstoftbriicken- und der Dehydratationsenergie. Die Modellierung und Berech-
nung dieser Terme wurde hingegen weiterentwickelt.

Zur Berechnung der Zugénglichkeitsdnderung wurde ein neuer effizienterer Algorith-
mus implementiert, der diese Anderung mithilfe eines zuvor generierten Oberflichen-
netzes ermittelt. Die Anderung der Oberfliche bei der Komplexbildung wird nicht mehr
wie zuvor iiber die 16sungsmittelzugéngliche Oberfliche abgeschétzt, sondern durch die
molekulare Oberflache. Durch die Verédnderung der Oberflichenberechnung wurde ei-
ne Re-Parametrisierung der atombasierten logP-Inkremente benétig, die in HYDE zur
Bestimmung der Beitrige von Wasserstoffbriicken-Interaktionen als auch zur Quantifi-
zierung der Dehydratationsenergien verwendet werden. Im Zuge dieser Re-Parametri-

sierung wurde eine Studie zur Untersuchung des Zusammenhangs von logP-Wert und
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9. Fazit und Ausblick

der Oberfliche eines Molekiils durchgefiihrt. Diese Studie resultierte nicht nur in ei-
ner deutlichen Reduzierung der verwendeten logP-Atomtypen und neuen Inkrementen,
sondern fithrte auch zu einer neuen Modellierung der Wasserstoftbriicken- und Dehy-
dratationsbeitrage von polaren Atomen mit multiplen Wasserstoffbriicken-Funktionen.
Weiterhin wurden neue Parameter zur Beschreibung von Wassern im ungebunden Zu-
stand in die HYDE-Funktion integriert. In HYDE werden Wasser, wenn sie nicht ex-
plizit im Protein-Ligand-Komplex vorhanden sind (Kristallwasser), zurzeit nur impli-
zit beriicksichtigt, daher liefern diese Parameter auch eine Korrektur dieser impliziten
Beschreibung, in die nicht alle Effekte miteinbezogen werden kénnen. Des Weiteren
wurde ein zusétzlicher Term zur Abschédtzung des Beitrags von Metallionen zur Bin-
dungsenergie entwickelt. Diese werden jetzt &hnlich zu Wasserstoftbriicken in HYDE
behandelt, wobei ihr Beitrag deutlich iiber dem einer Wasserstoftbriicke liegt. Zudem
wird die unterschiedliche Koordinierungsgeometrie von Metallionen in HYDE beriick-
sichtigt. Die HYDE-Bewertungsfunktion wurde in ein Optimierungsverfahren eingebet-
tet, so dass ein Protein-Ligand-Komplex, unabhingig davon wie er erzeugt wurde, op-
timal auf die Bewertung mit HYDE vorbereitet werden kann. Dabei wird sowohl das
Wasserstoffbriicken-Netzwerk des Komplexes optimiert als auch die Komplex-Geometrie
mithilfe der entwickelten GeoHYDE-Funktion in Richtung der HYDE-Funktion mini-

miert.

Die Verwendung von logP-Parametern zur Kalibrierung von HYDE ermdéglicht eine
Quantifizierung der ungilinstigen Beitrdge der polaren Desolvatisierung und fiihrt zu ei-
ner generelleren Anwendbarkeit von HYDE. Die Vorhersagequalitdt von HYDE ist da-
durch nicht wie bei vielen anderen Bewertungsfunktionen an bestimmte Protein-Ligand-
Komplexe gebunden, die auch in der Parametrisierung verwendet wurden. Daher kon-
nen neben der Abschétzung der Bindungsstéarke von Inhibitoren im strukturbasierten
Wirkstoffentwurf auch andere Fragestellung mit HYDE behandelt werden, z. B. die
in Kapitel [§| beschriebene Bewertung von Puffersubstanzen oder von Protein-Protein-
Interaktionen. Weiterhin wird durch die Verwendung von einfachen logP-Daten anstatt
von Protein-Ligand-Strukturen und Bindungsaffinitdten die Anzahl der Fehlerquellen,
die in die Kalibrierung eingehen, reduziert. Ein weiterer Vorteil der HY DE-Funktion sind
ihre atombasierten intuitiven Beitrdge, die zur Analyse von Protein-Ligand-Komplexen
hilfreich sind, was in zahlreichen Beispielen in dieser Arbeit demonstriert wurde. Die
Beriicksichtigung der ungiinstigen Beitrage der polaren Desolvatisierung fiihrt zu einer
deutlichen Reduzierung von falsch-positiven Molekiilen im virtuellen Screening. Dies
wurde bereits eindrucksvoll in einer prospektiven Studie des HY DE-Prototypen gezeigt.

Insgesamt ist HYDE sehr sensitiv bei der Bewertung eines Protein-Ligand-Komplexes.
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Leichte Verdnderungen in der Komplexstruktur werden durch eine genaue Modellierung
der Wasserstoffbriicken-Geometrien registriert. Dies ermoglicht z. B. das Erkennen von
Schwankungen in der Aktivitat durch kleinere Strukturverdnderungen (activity cliffs)

als auch das Auffinden von Fehlern und Ungenauigkeiten in Kristallstrukturen.

Diese Sensitivitdt fiithrt jedoch zu einer Problematik beim Umgang mit ungenaueren
oder fehlerhaften Strukturen. Gerade die Verwendung von offentlich verfiighbaren Da-
tensétzen, die zum Teil solche Strukturen enthalten, ist schwierig mit HYDE. Dies
wurde bereits in der Validierung angesprochen. Im Bezug auf diese Strukturen fiihrt
die Bestrafung von geometrisch schlechteren Wasserstoffbriicken in HYDE eher zu ei-
nem Rauschen als zu einer zuverldssigen Vorhersage. Andere Bewertungsfunktionen,
die besser mit diesen Strukturen umgehen kénnen, wurden meist auf Protein-Ligand-
Komplex-Daten trainiert und beriicksichtigen daher intrinsisch diese Ungenauigkeiten.
Um in HYDE auch solche Strukturen verwenden zu konnen, ist eine bessere Aufbe-
reitung und Optimierung der Strukturen vor der Bewertung nétig. Dazu miisste das
Optimierungsverfahren weiterentwickelt werden, wobei sich als erster Schritt die Uber-
arbeitung der Parametrisierung und Gewichtung der einzelnen Terme lohnen wiirde.
Die Integration von Proteinflexibilitdt wahrend dem Optimierungsverfahren wiirde mit
grofler Wahrscheinlichkeit zu einer weiteren Verbesserung der Handhabung von Unge-
nauigkeiten in Kristallstrukturen fithren. Die Energielandschaft der HY DE-Funktion ist
eher zerkliiftet und macht damit gerade eine numerische Optimierung schwierig, daher
kénnte eine Modellierung von weicheren Potentialen in der HYDE-Funktion, z. B. zur
Berechnung der Abweichung von der optimalen Wechselwirkungsgeometrie, das Auffin-
den eines globalen Minimums in der Optimierung erleichtern.

In HYDE wird die gleiche Konformation des Liganden im ungebunden und im gebunde-
nen Zustand verwendet. Dies kann einen Fehler bei der Berechnung der Dehydratations-
energie verursachen, da diese von der Oberfliche und damit auch von der Konformation
des Liganden abhéngt. Auferdem wird die Entropiednderung des Liganden, die durch
unterschiedliche Konformationen im ungebunden und im gebundenen Zustand hervorge-
rufen wird, nicht beachtet. Zurzeit wird davon ausgegangen, dass diese Konformationen
sich nicht so stark unterscheiden, da die Ligandkonformation auch im ungebunden Zu-
stand Restriktionen durch das Wassernetzwerk unterworfen ist. Jedoch sollte dies in
einer Studie validiert werden, indem die Konformation des Liganden in wassriger Lo-
sung erzeugt und mit der Konformation im Komplex verglichen wird. Nur so kann der
wirkliche Fehler, der durch die Verwendung der gleichen Konformation entsteht abge-

schétzt und gegebenenfalls korrigiert werden.
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9. Fazit und Ausblick

Weiterhin werden nicht alle Effekte und intermolekularen Wechselwirkungen in HYDE
modelliert, wie z. B. die Kation-m-Interaktionen oder Halogen-Briicken. Diese Inter-
aktionen treten jedoch nicht so héufig in Protein-Ligand-Komplexen auf, so dass eine
spezielle Modellierung erst sinnvoll ist, wenn diese Wechselwirkungen auch theoretisch
besser erforscht sind. Eine verbesserte Bewertung von Kristallwassern in HYDE ist
dringlicher, da diese momentan als Teil der Proteinstruktur aufgefasst werden und so
ungiinstige Konstellationen nicht geniigend berticksichtigt werden. Die explizite Platzie-
rung von nicht vorhandenen Wassern im Protein-Ligand-Komplex, z. B. im virtuellen
Screening, und ihre energetische Bewertung wiirde weiterhin zu einer genaueren Vor-

hersage der Bindungsenergie beitragen.

Die HYDE-Bewertungsfunktion zeigt sich als innovativer Ansatz zur Abschétzung der
Energie molekularer Interaktionen zwischen Biomolekiilen. Sie kann zur Trennung von
aktiven und inaktiven Molekiilen im virtuellen Screening eingesetzt werden als auch
zur detaillierten Analyse einzelner Komplexe. Trotz der Erweiterungsmoglichkeiten die
im vorherigen Abschnitt diskutiert wurden, zeigt HYDE auch jetzt schon sehr viel-
versprechende Resultate in den verschiedenen Anwendungsgebieten und ist dadurch

vergleichbar mit den bereits gut etablierten Protein-Ligand-Bewertungsfunktionen.
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Benutzung der Software

Die Bewertungsfunktion HYDE wurde durch die BioSolvelT als Modul in die Softwa-
re Plattform LeadIT integriert. Dort ist sie zur Analyse und Bewertung von einzelnen
Protein-Ligand-Komplexen direkt {iber die Benutzeroberfliche zugénglich. Zum Zweck
der Nutzung in einem virtuellen Screening wurde sie von der BioSolvel T zusétzlich als
Kommandozeilen-Tool zur Verfiigung gestellt. In beiden Versionen sind auch die Op-
timierungsroutinen enthalten, so dass die Komplexe optimal fiir die HYDE-Funktion
vorbereitet werden kénnen, unabhéngig mit welchen Programm die Docking-Posen er-

zeugt wurden.

A.1 HYDE in der LeadIT GUI

HYDE kann in der LeadlT-GUI iiber das grine Daumen Symbol in der Hauptleis-
te gestartet werden (Abbildung , um Kristallstrukturen, Docking-Losungen oder
Recore-Molekiile zu bewerten. Diese konnen direkt im HYDE-Menu geladen werden.
Ein Editor wurde integriert, so dass auch der Austausch einzelner Atome bewertet wer-
den kann (Stift Symbol) (Abbildung[A.1]). Der Komplex wird automatisch zuerst opti-
miert und dann bewertet, diese Einstellung kann in den Preferences gedndert werden:
HYDE_OPTIMIZER_METHOD und HYDE_USE_HBONDNETWORK. Die HYDE-Bewertung liefert
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A. Benutzung der Software
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Abbildung A.1: HYDE in der LeadIT-GUI
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A.2 HYDE als Screening-Tool

die HYDE-Energie AG, die Einordnung dieses Wertes in eine Bindungsaffinitétsskala
(von puM bis nM) und die Ligand Efficiency LE, die die HYDE-Energie normalisiert
iber die Schweratome des Liganden angibt (je hoher der Wert desto besser) (Abbil-
dung . Weiterhin werden die Atombeitridge des Liganden inklusive der zugeordne-
ten Atombeitridge der nahegelegenen Proteinatome angegeben. Diese sind in ihre Antei-
le nach Dehydratationsenergie (Desolv) und Wasserstoffbriicken-Energie (Interact.)
unterteilt. Durch Anklicken in der Tabelle oder auf Atome im Anzeigefenster wird das

entsprechende Atom und sein Beitrag hervorgehoben (Abbildung |A.1)).

A.2 HYDE als Screening-Tool

Der hydescorer ist das kommandozeilenbasierte HY DE-Screening-Tool, das als Einga-
be ein Protein im mol2 oder fxx (LeadIT Projektdatei) Format und einen Liganden
oder mehrere Docking-Posen im mol2 oder sdf Format fordert. Der Aufruf des Tools

sieht folgendermafien aus:

./hydescorer --target 2zda.fxx --input 2zda_crysth.mol2

Als Ausgabe erhilt man eine Tabelle mit HYDE-Energien in der Kommandozeile. In
diesem Fall wird der Protein-Ligand-Komplex auch automatisch optimiert und dann be-
wertet. Verschiedene Einstellungen sind iiber optionale Parameter moglich, diese werden
im Folgenden beschrieben.

Obligatorisch:

--target

Protein Eingabedatei in mol2 oder fxx Format

--input
Ligand oder Docking-Posen Eingabedatei in mol2 or sdf Format
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A. Benutzung der Software

Optionen:

--reference

Referenz-Ligand Eingabedatei

--Hnetwork
Angabe, ob eine Optimierung des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes in der Protein-Binde-
tasche durchgefiihrt werden soll. (1=eingeschaltet, 0=ausgeschaltet)

Voreinstellung: 1

--exposed

Schwellwert fiir den HYDE-exposed-Term. Hydrophobe Ligandatome, die aus der Bin-
detasche reichen werden bestraft. Atome, deren Oberflaichendnderung kleiner oder gleich
dieses Wertes sind, tragen ungiinstig zur Energie bei.

Voreinstellung: 0.0

--optimize
Optimierungs-Routine (1=stochastisch, 2=numerisch, 0=ausgeschaltet)

Voreinstellung: numerisch (2)

--optimize-steps
Maximale Anzahl der Optimierungsschritte fiir die numerische Optimierung

Voreinstellung: 100

--sto-opt-steps
Maximale Anzahl der Optimierungsschritte fiir die stochastische Optimierung
Voreinstellung: 1000

--sto-opt-runs
Anzahl der Léiufe der stochastischen Optimierung

Voreinstellung: 10
--output

Ausgabedatei-Format: all, csv, score, table

Voreinstellung: --output table --output all
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A.2 HYDE als Screening-Tool

--output-file
Name der Ausgabedatei der HYDE-Energiewerte. Argument: Dateiname

Voreinstellung: <Proteinname>.log

--output-target
Name der Ausgabedatei des optimierten Proteins (Wasserstoffbriicken-Netzwerk) als
mol2. Argument: Dateiname

Voreinstellung: <Proteinname> target.mol2

--output-ligand
Name der Ausgabedatei des optimierten Liganden. Argument: Dateiname und Datei-
format (ext=mol2 oder ext= sdf)

Voreinstellung: <Ligandname>.<ext>

--binding-site
Angabe, ob nur die Bindetasche des Proteins in die Ausgabedatei geschrieben werden
soll. (on oder off)

Voreinstellung: off

--version

Zeigt die Versions Nummer des Tools an

--license-info

Zeigt die Lizenz Information an und ob eine Lizenz vorliegt
--help

Zeigt die Hilfefunktion des Tools an

Benutzung: >--help long’ oder --help --<option name>
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B. Implementierung

B.1 Softwarestruktur

Die HYDE-Software wurde in ANSI C implementiert und als Modul in die Flex*-
Bibliothek [80] integriert. Abbildung zeigt die Struktur der Software.

Parameter
2 plogP-Inkremente
> . Wechselwirkungsgeometrien .
i Protein Gewichtung GeoHYDE Ligand
S > d

o~

/

Visualisierung

Ausgabe

Ausgabe

Zuordnung
Atombeitrage
(Protein = Ligand)

Atombeitrage
HYDE-Energie

Abbildung B.1: Softwarestruktur von HYDE
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Zusatzliche Resultate und Tabellen

C.1 DUD Enrichment: HYDE und HYDE-Prototyp

Zum Vergleich der iiberarbeiteten HYDE-Version und des HYDE-Prototyps sind die
Enrichment-Ergebnisse beider Versionen auf dem DUD Datensatz dargestellt. Die Er-
gebnisse des HYDE-Prototyps wurden aus [202] entnommen.

Zur Erstellung des Enrichment-Plots werden die bereits gefundenen aktiven Molekiile (y-
Achse) gegen die Anzahl der bereits durchsuchten Molekiile des Datensatzes (x-Achse)
logarithmisch aufgetragen. Der untere graue Bereich stellt eine zufillige Auswahl der
Molekiile dar, im optimalen Fall verlauft die Kurve entlang des oberen grauen Bereichs.

Enrichment-Plots bieten eine alternative Darstellung von Screening-Ergebnissen.
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C. Zusatzliche Resultate und Tabellen
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Abbildung C.1: Vergleich der Enrichment Ergebnisse DUD Datensatz
HYDE-Prototyp (griin) (aus [202])
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C.1 DUD Enrichment: HYDE und HYDE-Prototyp
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Abbildung C.2: Vergleich der Enrichment Ergebnisse DUD Datensatz (Fortsetzung).
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C. Zusatzliche Resultate und Tabellen

C.2 Strukturelle Klassifikation des PDBbind 2007 coreset

Klassifikations Kriterien

Die Klassifikation wurde aus [208] ibernommen. Die meisten Kriterien beruhen auf der

visuellen Untersuchung der Strukturen anhand der Elektronendichtekarten und sind da-

her subjektiv.

Tabelle C.1: Klassifikationskriterien

Elektronendichte Ligand
(visuell)
(Dichte Lig.)

1 = gute Dichte, keine Méangel

2 = kleinere Méngel, Dichte von einzelnen Atomen nicht vorhanden
3 = fehlenden Dichte an flexiblen Stellen des Liganden/ undefinierte
Dichte im Liganden

4 = nur etwa 50 % der Dichte vorhanden

5 = weniger als 50 % der Dichte vorhanden

Elektronendichte Protein

(visuell)

(Dichte Prot.)

1 = gute Dichte, keine Méangel

2 = kleinere Méngel, Dichte von einzelnen Atomen/Aminoséduren nicht
vorhanden

3 = fehlenden Dichte fiir grofere Stellen Bindetasche (mehr als 3 Ami-

noséuren)

Alternative Konformationen
Ligand /Bindetasche
(Alt. Konf. Lig., Alt. Konf. Prot.)

1 = vorhanden

nicht vorhanden

Temperaturfaktor
Ligand /Bindetasche
(Temp. Lig., Temp. Prot.)

gleichmafig
hoher fiir flexible/isolierte Teile

= hoher fiir grofere Teile (mehr als 3 Aminosduren)

Kristallpackungseffekte
(Kristallpackung)

vorhanden

nicht vorhanden

Viele Kristallwasser in der Tasche
(Multiple Wasser)

vorhanden

R O | R CR S )
|

nicht vorhanden
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C.2 Strukturelle Klassifikation des PDBbind 2007 coreset

Klassifikation anhand der Kriterien:

QW = (Dichte Lig. + Dichte Prot.
+ Alt. Konf. Lig. + Alt. Konf. Prot.
+ Temp. Lig. + Temp. Prot.

+ (Kristallpackung)? 4 Multiple Wasser)/Anzahl der Kriterien

Die Anzahl der Kriterien hingt von der Verfiigbarkeit der Eletronendichtekarten bzw.

der Temperaturfaktoren ab.
Klassifikation:

QW <125 QK =1
QW <15 QK =2
QW < 1,75 QK =3
QW < 2 QK =14
QW > 2 QK = 5

Tabelle C.2: Strukturelle Klassifikation des PDBbind 2007 coreset Datensatzes

Dichte Alt. Konf. Temp. Kristall =~ Multiple

PDB Rfree  Auflds. Lig. Prot. Lig. Prot. Lig. Prot. Packung Wasser QW QK
1tok 0,227 1,85 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2baj 0,303 2,25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2hdq 0,227 2,1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2h3e 0,25 2,3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1d09 0,234 2,1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2ctc N.A. 14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1fcz 0,174 1,38 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1hfs 0,217 1,7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2bz6 0,193 1,6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Incl 0,223 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1ly6q 0,246 2,2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1df8 0,225 1,51 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
lolu 0,2 1,9 1 1 1 2 1 1 1 1 1,13 1
laib 0,222 2,36 2 1 1 1 1 1 1 1 1,13 1
lajq 0,233 2,05 1 1 2 1 1 1 1 1 1,13 1
1e66 0,205 2,1 1 1 1 1 1 1 1 2 1,13 1

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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C. Zusatzliche Resultate und Tabellen

Tabelle C.2: (Fortsetzung der vorherigen Seite)

PDB RFree  Auflés. . Dichte élt. Konf. . Temp. Kristall ~ Multiple QW QK
Lig. Prot. Lig. Prot. Lig. Prot. Packung ‘Wasser
1b9j 0,219 1,8 1 1 1 1 1 1 1 2 1,13 1
2§77 0,258 2,1 1 1 1 1 1 1 1 2 1,13 1
2j78 0,201 1,65 1 1 1 1 1 1 1 2 1,13 1
2cet 0,244 1,97 2 1 1 1 1 1 1 1 1,13 1
1tmn  N.A. 1,9 2 1 1 1 1 1 1 1 1,13 1
1fh8 0,224 1,95 1 1 1 1 1 1 1 2 1,13 1
lvzq 0,209 1,54 1 2 1 1 1 1 1 1 1,13 1
lylm 0,224 1,8 1 1 1 1 1 1 1 2 1,13 1
1plq 0,27 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1,13 1
1syh 0,199 1,8 1 1 1 1 1 1 1 2 1,13 1
1fex 0,167 1,47 2 1 1 1 1 1 1 1 1,13 1
1j16 N.A. 1,6 1 2 1 1 1 1 1 1 1,13 1
1fh7 0,234 1,82 1 2 1 1 1 1 1 2 1,25 2
1fh9 0,219 1,72 1 2 1 1 1 1 1 2 1,25 2
lo3f 0,213 1,55 2 1 1 1 2 1 1 1 1,25 2
1gpk 0,2135 2,1 1 1 1 1 1 2 1 2 1,25 2
2ceq 0,215 2,14 1 2 1 1 1 1 1 2 1,25 2
1toi 0,197 1,9 1 2 1 1 1 2 1 1 1,25 2
112s 0,207 1,94 2 2 1 1 1 1 1 1 1,25 2
1£d0 0,158 1,38 2 1 2 1 1 1 1 1 1,25 2
2blv 0,238 1,8 2 1 1 1 2 1 1 1 1,25 2
2b7d 0,289 2,24 1 2 1 1 1 2 1 1 1,25 2
1lol 0,229 1,9 1 2 1 1 1 1 1 2 1,25 2
2f01 0,174 0,85 2 1 2 1 1 1 1 1 1,25 2
1d7j 0,254 1,85 2 1 2 1 1 1 1 1 1,25 2
2fdp 0,254 2,5 2 2 1 1 1 1 1 2 1,38 2
2flb 0,28 1,95 2 1 1 2 1 2 1 1 1,38 2
1zc9 0,237 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1,38 2
1lloq 0,198 1,5 1 1 1 1 1 1 2 1 1,38 2
lalb N.A. 2,2 1 1 1 1 1 1 2 1 1,38 2
lols 0,199 1,85 1 2 1 2 1 2 1 1 1,38 2
1n2v 0,233 2,1 2 2 1 1 1 2 1 1 1,38 2
2brb 0,272 2,1 1 1 1 1 2 3 1 1 1,38 2
1nvq 0,234 2 1 3 1 1 1 2 1 1 1,38 2
1kv5 0,175 1,65 3 1 1 1 1 1 1 2 1,38 2
2gss 0,229 1,9 3 1 1 1 1 1 1 2 1,38 2
2bzz N.A. 0,98 4 1 1 1 1 1 1 1 1,38 2
1bxo 0,125 0,95 1 1 1 1 1 1 2 2 1,5 3
2i0d 0,216 1,95 1 2 1 1 1 1 2 1 1,5 3
1u33 0,227 1,95 1 1 1 1 1 1 2 2 1,5 3
1fzj 0,222 1,6 2 1 1 1 1 1 2 1 1,5 3
1fzk 0,213 1,7 2 1 1 1 1 1 2 1 1,5 3
2dlo 0,206 2,02 2 1 1 1 1 1 2 1 1,5 3
1o0h 0,221 1,2 1 1 1 1 1 1 2 2 1,5 3
1isO 0,272 1,9 2 1 1 1 1 1 2 1 1,5 3
2d3z 0,232 1,8 2 2 1 1 2 2 1 1 1,5 3
2d3u 0,245 2 2 2 1 1 2 2 1 1 1,5 3

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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C.2 Strukturelle Klassifikation des PDBbind 2007 coreset

Tabelle C.2: (Fortsetzung der vorherigen Seite)

. Dichte Alt. Konf. Temp. Kristall Multiple
PDB Rfree  Auflds. Lig. Prot. Lig. Prot. Lig. Prot. Packung Wasser QW QK
1h23 0,2148 2,15 2 1 1 1 3 1 1 2 1,5 3
1s39 0,242 1,95 1 3 1 1 1 3 1 1 1,5 3
2azr 0,25 2,4 3 2 1 1 2 1 1 1 1,5 3
1g7f 0,249 2,35 3 1 1 1 2 1 1 2 1,5 3
2brm 0,281 2,2 1 3 1 1 1 3 1 1 1,5 3
2ayr 0,263 1,9 1 3 1 1 1 3 1 1 1,5 3
2d0k 0,284 1,9 3 1 1 1 2 2 1 1 1,5 3
2c02 0,228 2 4 1 1 1 2 1 1 1 1,5 3
1rnt N.A. 1,9 3 2 1 1 1 1 1 2 1,5 3
1zs0 0,235 1,56 2 2 1 1 1 1 2 1 1,63 3
1v48 0,242 2,2 1 2 1 1 1 2 2 1 1,63 3
lo3p 0,249 1,81 1 2 1 2 1 1 2 1 1,63 3
1a08 N.A. 2,2 1 2 1 1 1 2 2 1 1,63 3
1det N.A. 1,8 2 1 1 1 1 1 2 2 1,63 3
lha2 0,247 2,5 2 2 1 1 2 3 1 1 1,63 3
1toj 0,201 1,9 2 2 1 1 2 3 1 1 1,63 3
1xgj 0,215 1,97 3 1 1 1 3 1 1 2 1,63 3
198t 0,229 2 1 2 1 1 3 3 1 1 1,63 3
1bcu 0,212 2 2 2 1 1 3 2 1 1 1,63 3
2fai 0,24 2,1 2 1 1 1 3 3 1 1 1,63 3
1ttm 0,21 1,95 4 2 1 1 1 2 1 1 1,63 3
1a30 0,227 2 3 2 1 1 3 1 1 1 1,63 3
2{80 0,218 1,45 3 2 2 2 1 1 1 1 1,63 3
1prd 0,259 2,5 2 3 1 1 3 2 1 1 1,75 4
1g7q 0,221 2,5 3 2 1 1 1 1 2 1 1,75 4
lzvx 0,244 1,87 1 3 1 1 1 2 2 1 1,75 4
Inhu 0,256 2 4 2 1 1 2 2 1 1 1,75 4
4tmn  N.A. 1,7 3 1 1 1 3 2 1 2 1,75 4
1mg6 0,268 2,1 2 2 1 1 3 3 1 1 1,75 4
1v2o0 0,196 1,62 4 1 1 1 2 1 2 1 1,88 4
1hk4 0,267 2,4 5 2 1 1 2 2 1 1 1,88 4
1fkn 0,224 1,9 4 1 1 1 3 2 1 2 1,88 4
1k4g 0,241 1,7 4 3 1 1 2 2 1 1 1,88 4
1b39 0,27 2,1 3 3 1 1 2 3 1 1 1,88 4
1gni 0,242 2,4 5 2 1 1 3 2 1 1 2 5
2cer 0,246 2,29 3 2 2 1 2 3 1 2 2 5
2bak 0,25 2,2 3 3 1 1 3 3 1 1 2 5
lutp 0,183 1,3 5 1 1 2 3 1 1 2 2 5
lajp 0,225 2,31 5 3 1 2 2 2 1 1 2,13 5
lu2y 0,198 1,95 5 2 1 1 3 2 1 2 2,13 5
1xd1 0,203 2,2 4 3 1 1 3 3 1 1 2,13 5
2fzc 0,25 2,1 5 3 1 1 3 2 1 1 2,13 5
1pxo 0,235 1,96 5 3 2 2 1 2 1 2 2,25 5
117 N.A. 2 4 3 1 1 3 3 2 1 2,5 5
2qwb  N.A. 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
2qwd  N.A. 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
2qwe  N.A. 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
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Tabelle C.2: (Fortsetzung der vorherigen Seite)

PDB RFree  Auflés. . Dichte élt. Konf. . Temp. Kristall ~ Multiple QW QK
Lig. Prot. Lig. Prot. Lig. Prot. Packung ‘Wasser
1v16 0,17 1,9 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
1s13 0,24 1,81 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
1pb9 0,227 1,6 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
1pbq 0,27 1,9 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
1b8o 0,232 1,5 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
1ftm 0,247 1,7 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
4tim N.A. 2,4 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
1k9s 0,184 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
3pce N.A. 2,06 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
3pch N.A. 2,05 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
3pcj N.A. 2,13 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
1pz5 0,254 1,8 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
2cgr N.A. 2,2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
10gs 0,214 2,2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
3std 0,23 1,65 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 1 1 1
luwt 0,239 1,95 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
2g94 0,227 1,86 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
2rkm 0,219 1,8 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1b7h 0,26 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
ImOn 0,239 2,2 N.A. N.A. 1 1 2 1 1 1 1,17 1
1kvl 0,284 2,5 N.A. N.A. 1 1 1 2 1 1 1,17 1
Indw 0,218 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
Indy 0,21 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1ndz 0,225 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
lydt N.A. 2,3 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1re8 0,252 2,1 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1zoe 0,277 1,77 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
Inny 0,238 2,4 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1tsy N.A. 2,2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1nja N.A. 2,5 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
8cpa N.A. 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
Tcpa N.A. 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1jqd 0,257 2,28 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1f4f 0,251 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1£5k 0,257 1,8 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
2bok 0,237 1,64 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1nfy N.A. 2,1 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1bra N.A. 2,2 N.A. N.A. 1 1 2 1 1 1 1,17 1
6std 0,224 1,8 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
1hi4 0,27 1,8 N.A. N.A. 1 1 1 1 1 2 1,17 1
2gbu 0,22 1,8 N.A. N.A. 1 1 2 1 1 1 1,17 1
Serl N.A. 2 N.A. N.A. 1 1 N.A. N.A. 1 2 1,25 2
2er9 N.A. 2,2 N.A. N.A. 1 1 N.A. N.A. 1 2 1,25 2
4er2 N.A. 2 N.A. N.A. 1 1 N.A. N.A. 1 2 1,25 2
1x1z 0,18 1,45 N.A. N.A. 1 2 1 1 1 2 1,33 2
4tln N.A. 2,3 N.A. N.A. 1 1 2 2 1 1 1,33 2
2aov 0,254 1,91 N.A. N.A. 1 1 1 2 1 2 1,33 2
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Tabelle C.2: (Fortsetzung der vorherigen Seite)

PDB RFree  Aufls. . Dichte ‘Alt. Konf. . Temp. Kristall =~ Multiple QW QK
Lig. Prot. Lig. Prot. Lig. Prot. Packung Wasser
1vin N.A. 2,15 N.A. N.A. 1 1 1 3 1 1 1,33 2
1f4g 0,214 1,75 N.A. N.A. 2 1 1 1 1 2 1,33 2
1a69 N.A. 2,1 N.A. N.A. 1 1 2 2 1 1 1,33 2
3gss 0,233 1,9 N.A. N.A. 1 1 2 1 1 2 1,33 2
leba 0,262 1,8 N.A. N.A. 2 1 2 1 1 1 1,33 2
1j99 0,225 1,8 N.A. N.A. 1 1 2 2 1 1 1,33 2
ljaq N.A. 2,25 N.A. N.A. 1 1 1 1 2 1 1,5 3
1dhi N.A. 1,9 N.A. N.A. 1 1 2 2 1 2 1,5 3
1sqa 0,266 2 N.A. N.A. 1 1 1 1 2 1 1,5 3
1fki N.A. 2,2 N.A. N.A. 1 1 1 1 2 1 1,5 3
1fkb N.A. 1,7 N.A. N.A. 1 1 1 1 2 1 1,5 3
1m2q 0,232 1,79 N.A. N.A. 1 1 1 3 1 2 1,5 3
2std 0,259 2,1 N.A. N.A. 1 1 1 3 1 2 1,5 3
2drc N.A. 1,9 N.A. N.A. 1 1 2 1 2 1 1,67 3
lppm N.A. 1,7 N.A. N.A. 1 1 1 1 2 2 1,67 3
lapw  N.A. 1,8 N.A. N.A. 1 1 1 1 2 2 1,67 3
2usn N.A. 2,2 N.A. N.A. 1 1 2 1 2 1 1,67 3
lbma N.A. 1,8 N.A. N.A. 1 1 2 1 2 1 1,67 3
lelb N.A. 2,1 N.A. N.A. 1 1 2 1 2 1 1,67 3
1tyr N.A. 1,8 N.A. N.A. 2 1 1 1 2 1 1,67 3
6rnt N.A. 1,8 N.A. N.A. 1 1 1 1 2 2 1,67 3
2aou 0,258 2,3 N.A. N.A. 1 1 3 3 1 1 1,67 3
1f4e 0,238 1,9 N.A. N.A. 1 1 3 2 1 2 1,67 3
1trd N.A. 2,5 N.A. N.A. 1 1 3 3 1 1 1,67 3
1sv3 0,243 1,35 N.A. N.A. 1 1 3 2 1 2 1,67 3
1mOq 0,24 2 N.A. N.A. 1 1 2 1 2 1 1,67 3
1fir N.A. 1,85 N.A. N.A. 1 1 1 3 2 1 1,83 4
1if7 0,294 1,98 N.A. N.A. 1 1 3 1 2 1 1,83 4
lavn N.A. 2 N.A. N.A. 1 1 2 1 2 2 1,83 4
2g8r 0,23 1,7 N.A. N.A. 1 1 2 1 2 2 1,83 4
lulb 0,258 2 N.A. N.A. 1 1 3 1 2 1 1,83 4
loml 0,227 1,68 N.A. N.A. 2 1 3 3 1 1 1,83 4
ljys 0,239 1,9 N.A. N.A. 1 1 3 3 1 2 1,83 4
lelv 0,269 1,95 N.A. N.A. 1 1 1 3 2 2 2 5
lela N.A. 1,8 N.A. N.A. 1 1 3 1 2 2 2 5
1nje N.A. 2,3 N.A. N.A. 1 1 3 2 2 2 2,17 5
1slg 0,222 1,76 N.A. N.A. 2 1 3 2 2 1 2,17 5
1q7a 0,213 1,6 N.A. N.A. 1 1 3 3 2 1 2,17 5

N.A. = nicht verfiighar
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C.3 Strukturelle Klassifikation des DUD Datensatzes

Tabelle C.3: Strukturelle Klassifikation des DUD Datensatzes. Tabelle aus [266]

Zielprotein Kommentar Qualitat PDBID  Auflosung

ada Elektronendichtekarte nicht vorhanden, wich- Q1 Indw 2
tiges strukturelles Wasser (HOH 1149)

ar Q1 1xq2 1,9

cox1 ARG 120 sollte leicht rotiert werden um einen Q1 lgdg 2,1

Uberlapp von Liganden mit der Bindetasche
zu vermeiden

er-agonist Elektronendichtekarte nicht vorhanden Q1 112i 1,9
er-antagonist  Elektronendichtekarte nicht vorhanden Q1 3ert 1,9
fxa Q1 1f0r 2,7
gpb Q1 1a8i 1,8
gr Q1 1m2z 2,5
hivpr Elektronendichtekarte nicht vorhanden Q1 1hpx 2
hivrt Elektronendichtekarte nicht vorhanden, aus- Q1 Irtl 2,6
schlieflich hydrophobe Bindetasche
hmga wichtiges strukturelles Wasser (HOH 1003) Q1 1hw8 2,1
hsp90 wasseriiberbriickte ~Wechselwirkungen zwi- Q1 luy6 1,9
schen Protein und Ligand (HOH 2059, HOH
2137)
mr Q1 2aa2 1,9
na Elektronendichtekarte nicht vorhanden, wich- Q1 ladg 2,2
tiges strukturelles Wasser (HOH 713)
p38 Q1 1kv2 2,8
parp Q1 lefy 2,2
ppar Q1 1fm9 2,1
pr Q1 lsr7 1,9
rxr Elektronendichtekarte nicht vorhanden Q1 1mvce 1,9
sahh Q1 la7a 2,8
ace Elektronendichtekarte nicht vorhanden, viele Q2 1086 2

Wasser in der Bindetasche
ache symmetrieverwandtes Molekiil nahe der Bin- Q2 leve 2,5
detasche, nur wasseriiberbriickte Wechselwir-
kungen zwischen Protein und Ligand
alr2 fehlende Elektronendichte und hohe Tempera- Q2 lah3 2,3
turfaktoren fiir Teile der Bindetasche
ampc Hohe Temperaturfaktoren des Liganden Q2 1xgj 2
pdeb Hohe Temperaturfaktoren des Liganden, was- Q3 1xp0 1,8
seriiberbriickte Wechselwirkung zwischen Pro-
tein und Ligand (HOH 1007)
cdk2 Elektronendichtekarte nicht vorhanden, Kon- Q3 1ckp 2,1
formation von HIS 84 A in der Hinge-Region
ist durch einen Kristallpackungseffekt beein-
flusst

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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C.3 Strukturelle Klassifikation des DUD Datensatzes

Tabelle C.3: (Fortsetzung der vorherigen Seite)

Zielprotein Kommentar Qualitdt PDB ID  Auflésung

cox2 Ungeordnete Arginin-Reste in der Bindetasche Q3 lex2 3

dhfr sehr alte Struktur (1982), Elektronendichte- Q3 3dfr 1,7
karte nicht vorhanden

gart fehlende Elektronendichte Q3 1c2t 2,1

pnp Elektronendichtekarte nicht vorhanden, sym- Q3 1b&o 1,5

metrieverwandtes Molekiil nahe der Bindeta-
sche, Phosphat-Molekiil beeinflusst die Anord-

nung verschiedner Seitenketten

src Elektronendichtekarte nicht vorhanden, sehr Q3 2src 1,5
hohe Temperaturfaktoren der Bindetasche

tk Phosphat-Molekiil beeinflusst die Anordnung Q3 1kim 2,1
verschiedner Seitenketten unterhalb des Ligan-
den

trypsin Phosphat-Molekiil beeinflusst die Anordnung Q3 1bju 1,8

verschiedner Seitenketten

comt symmetrieverwandtes Molekiil nahe der Bin- Q4 1hld 2
detasche, Kristallpackungseffekt

egfr Kristallpackungseffekt, hohe Temperaturfak- Q4 1m17 2,1
toren und multiple Konformationen des Ligan-
den, Soaking

fgfrl Hohe Temperaturfaktoren des Liganden, Soa- Q4 lagw 24
king

inha fehlende Elektronendichte, Hohe Temperatur- Q4 1p44 2,7
faktoren des Liganden, Soaking

pdfgrb Homologie-Model Q4 - n.a

thrombin kovalent gebundener Inhibitor verursacht ver- Q4 1ba8 1,8

zerrte Struktur der Bindetasche
vegfr2 Apo-Struktur mit modelliertem Liganden Q4 1vr2 24
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