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Abstract

Proteins are the building block of life. Therefore the understanding of protein
interactions is of great interest. Because experimental methods to examine protein
complexes are often quiet time-consuming there is a desire for computer-aided
methods for complex prediction. Calculating the complex that is formed by two
structures is called protein-protein docking. Input data are the experimentally

determined atom coordinates of the single structures.

There are several docking methods that can predict acceptable complexes for
some cases. But the problem is not finally solved. That is the reason for developing
a new approach to protein-docking in this thesis. Contrary to most common
methods no grid-based representation of the proteins is used. Grids provide easy
mathematics, but also tie the problem to a rigid structure. That makes handling

of protein flexibility, which occur upon complex formation, more difficult.

The new method uses alpha shapes to represent the protein structures. They
extend the concept of the convex hull and define a surface which resolution can be
adjusted by a scale parameter («). By incrementally increasing the level-of-detail
pockets on the protein surface can be detected. This is used in the algorithm to
generate geometrically fitting complexes. How many are produced can be varied
by choosing («). Furthermore it was shown that a scoring-function can be realized
within the alpha shape, which allows a fast check of the geometric correlation of
generated complexes. The extensibility of the approach was demonstrated by

implementing an amino acid specific score.

The quality of the generated complexes was tested by running the algorithm
against a dataset of test cases. The results lie in the range of other methods.

They can be improved by further optimizing the parameters of the algorithm.



ii ABSTRACT

The runtime for generating and scoring a few hundred thousand complexes is less

than five minutes.



Kurzzusammenfassung

Proteine sind die Bausteine des Lebens. Das Verstdndnis von Interaktionen zwi-
schen Proteinen ist daher von groflem Interesse. Da die experimentelle Untersu-
chung von Proteinkomplexen duferst zeitintensiv ist, besteht der Wunsch nach
rechnergestiitzten Verfahren zur Vorhersage solcher Anordnungen. Die Berech-
nung des Komplexes aus zwei Proteinen wird in der Bioinformatik als Protein-
Protein-Docking bezeichnet. Eingabedaten sind die experimentell bestimmten

Atomkoordinaten der Einzelstrukturen.

Es existieren mehrere Docking-Verfahren, die bereits passable Vorhersagen fiir
eine Reihe von Komplexen erzielen kénnen. Abschliefend gelost ist die Aufga-
benstellung aber noch nicht. Aus diesem Grund ist im Rahmen dieser Arbeit ein
neuer Ansatz zur Losung des Docking-Problems entwickelt worden. Im Gegensatz
zu den meisten géngigen Verfahren wird dabei nicht auf eine Gitterdarstellung der
Proteine zuriickgegriffen. Diese erlaubt zwar eine mathematisch einfache Hand-
habung des Problems, fasst dieses aber gleichzeitig in ein starres Raster. Die
Behandlung von Protein-Verformungen, die bei der Komplex-Bildung auftreten,

wird dadurch erschwert.

Die in dem neuen Verfahren verwendete Représentation der Protein-Strukturen
basiert auf Alpha-Shapes. Diese erweitern den Begriff der konvexen Hiille und
definieren eine Oberfliche, deren Auflosung mittels eines Skalenparameters (o)
eingestellt werden kann. Durch eine schrittweise Erhéhung des Detaillierungsgra-
des lassen sich Taschen auf der Proteinoberfliche detektieren. Dies wird in dem
hier entwickelten Algorithmus dazu verwendet, um gezielt Proteinkomplexe zu
generieren, die lokal geometrisch zueinander passen. Die Zahl der erzeugten Kom-
plexe ldsst sich dabei durch a steuern. Des Weiteren wurde gezeigt, dass sich mit

Hilfe der Alpha-Shape eine Bewertungsfunktion realisieren lisst, die eine ziigige
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iv ZUSAMMENFASSUNG

Beurteilung von kiinstlich erzeugten Komplexen beziiglich ihrer geometrischen
Korrelation erlaubt. Die Flexibilitdt des Ansatzes wurde beispielhaft durch die
Erweiterung der Bewertung um Aminoséduren-spezifische Gewichte unter Beweis

gestellt.

Zur Beurteilung der Qualitédt der produzierten Losungen wurde der Algorithmus
mit einem Testdatensatz iiberpriift. Die Ergebnisse liegen in der Gréfenordnung
anderer Verfahren, lassen sich aber noch deutlich steigern, da die verwendeten
Parameter noch nicht vollstdndig optimiert sind. Die Laufzeiten zur Generierung
und Beurteilung von einigen hunderttausend Komplexen liegt im Bereich weniger

Minuten.
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Kapitel 1

Einleitung

LJeder dumme Junge kann einen Kdfer zertreten. Aber alle
Professoren der Welt konnen keinen herstellen.

ARTHUR SCHOPENHAUER

Biologisches Leben auf unserem Planeten basiert auf dem Zusammenspiel von
Proteinen. Diese bilden nicht nur die Struktur der Zellen, aus denen sich die Le-
bewesen zusammensetzen. Sie sind auch fiir deren Funktion verantwortlich, in
dem sie z.B. Stoffe transportieren, chemische Reaktionen katalysieren oder Si-
gnalstoffe verarbeiten. Das Verstédndnis des Zusammenspiels verschiedener Pro-
teine untereinander tragt somit unmittelbar zum Versténdnis der Funktionsweise

lebender Organismen bei.

Die Wichtigkeit von Proteinen fiir das Leben spiegelt sich auch in der Namesge-
bung selbst wieder. Der Begriff Protein wurde 1838 von Jons Jakob Berzelius von

dem griechischen Wort proteuo (,,ich nehme den ersten Platz ein®) abgeleitet.

Durch die Verbesserung der experimentellen Methoden zur Bestimmung von Pro-
teinstrukturen existiert inzwischen eine breite Datenbasis, die es erlaubt com-
putergestiitzte Analysen dieser Strukturen durchzufiihren. Interessanter als die
Untersuchung einzelner Strukturen ist aber die Berechnung von méglichen Kom-
plexen aus mehreren Proteinen. Das ist insbesondere bei der Entwicklung von
Medikamenten relevant. Das Vorhersagen von Proteinkomplexen kann aufwen-
dige Experimente iiberfliissig machen, bzw. Hinweise darauf liefern, bei welchen

Substanzen es sich eventuell lohnt, in einem Experiment genauer hinzuschauen.
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Krankheiten werden in den meisten Féllen durch korperfremde Erregern oder dem
falschen Zusammenspiel korpereigener Molekiile ausgelost. Dabei kann man im
Wesentlichen zwei Félle unterscheiden. Entweder spielt ein korpereigenes Molekiil
im Krankheitsprozess eine negative Rolle, und sollte daher von einem Medikament
in seiner Funktion gehemmt werden, oder das Gegenteil ist der Fall, d.h. eine
Erhohung der Aktivitdt eines Molekiils kann eine Krankheit lindern. In jedem
Fall ist man daran interessiert, herauszufinden an welcher Stelle eines Proteins

ein Wirkstoff ansetzen konnte und wie er dafiir beschaffen sein miisste.

Die Angriffspunkte der meisten Arzneimittel sind Enzyme oder Rezeptoren. En-
zyme fiithren praktisch alle chemischen Reaktionen durch, die im Korper ablaufen.
Ohne sie konnte unser Koérper nichts verdauen, keine neuen Substanzen aufbauen,
umformen oder wieder abbauen. Jedes Enzym ist dabei auf eine ganz bestimm-
te Reaktionen spezialisiert. Das Leberenzym CSE wirkt beispielsweise mit einer
Umwandlungsreaktion an der Bildung von Cholesterin mit. Es ist das Ziel fiir be-
stimmte Medikamente, die den Cholesterinspiegel im Blut senken kénnen, wenn
er zu hoch ist [97].

Rezeptoren sind die Empfangsantennen der Zellen fiir Hormone und &hnliche Bo-
tenstoffe, die von anderen Zellen zu ihnen gelangen. Die Beta-Rezeptoren sind
beispielsweise Empfangsantennen fiir Adrenalinmolekiile, die den Herzschlag be-
schleunigen. Sie sind zugleich das Ziel fiir Betablocker, die dafiir sorgen kénnen,
dass sich ein schwaches Herz nicht iiberanstrengt, indem sie es vor den Adrena-

linmolekiilen abschirmen [39].

1.1 Protein-Docking

Die Komplexbildung von einem Protein mit einem anderen Molekiil wird als
Docking bezeichnet. Sind beide Bindungspartner Proteine einer gewissen Kom-
plexitat, spricht man vom Protein-Protein-Docking. Handelt es sich bei einem der
beteiligten Molekiile um ein kleines, das auch nicht zwangsléufig ein Protein sein

muss, so bezeichnet man den Vorgang auch als Protein-Ligand-Docking.

In dieser Arbeit geht es um die Entwicklung eines neuen Protein-Protein Docking-

Algorithmus, d.h. die Entwicklung einer Software, die anhand von gegebenen
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dreidimensionalen Strukturdaten mogliche Proteinkomplexe berechnet. Zur Ver-

anschaulichung der Problemstellung kann folgendes Bild herangezogen werden.

Protein-Docking ist ein dreidimensionales Puzzle, welches durch zwei Dinge er-
schwert wird. Zum einen herrschen Kréfte zwischen den Puzzleteilen, d.h. sie
konnen sich gegenseitig anziehen oder abstoflen. Zum anderen miissen die Puz-
zelteile noch mehr oder weniger verformt werden, damit sie ineinander passen.
Die Teile weisen also eine gewisse Flexibilitdt auf, die dafiir sorgt, dass es keine
eindeutige Losung des Puzzles gibt. Stattdessen gibt es viele mogliche Struktu-
ren, die aus den Teilen gebildet werden kénnen, und es muss entschieden werden,
welche davon der tatséchlich in der Natur vorkommenden, welche als nativ be-
zeichnet wird, am néchsten kommt. Das Kernstiick eines Docking-Algorithmus
bildet daher eine Bewertungsfunktion, die den verschiedenen Lésungsvorschlagen
einen Wert zuordnet und so eine Rangfolge der Losungen bestimmt. Ziel dabei

ist es, dass nahe native Strukturen eine hohe Bewertung erhalten.

Aus dem bisher Gesagten ergibt sich die Notwendigkeit fiir eine weitere wichti-
ge Komponente einer Docking-Software: es braucht einen Generator moglicher
Proteinkomplexe, die dann bewertet werden konnen. Der Generator kann prinzi-
piell auf zwei Arten realisiert werden. Entweder man erzeugt weitestgehend alle
moglichen Losungen, d.h. alle Translationen und Rotationen des einen Proteins in
Bezug zu dem anderen. Oder man beschriankt sich auf die Erzeugung von Struk-
turen, die gewissen Randbedingungen geniigen, um so die Zahl der Losungen,
die mittels der Bewertungsfunktion beurteilt werden miissen, zu verringern. Die
geringere Anzahl zu bewertender Losungen wird durch einen erhohten Rechen-
aufwand bei der Uberpriifung der Randbedingungen erkauft. Zudem besteht die
Gefahr, dass manche nahe nativen Strukturen gar nicht erzeugt werden, weil
sie nicht in das Raster des Generators passen. Diese Strukturen konnen somit
auch nicht vom Docking-Algorithmus als Losungen gefunden werden, weil sie
im Bewertungsschritt nicht beriicksichtigt werden. Die Kunst besteht also darin,

moglichst wenige Strukturen zu erzeugen, aber gleichzeitig viele, die der nativen

ahnlich sind.

Eine weitere Unterteilung computergestiitzter Docking-Verfahren erfolgt beziiglich
des Grades der Automation. Man unterscheidet dabei vollstéindig automatische

Ansétze von denen, die in einem oder mehreren Schritten eine manuelle Einga-
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be erfordern. Es gibt beispielsweise Programme, die eine Vorgabe benétigen, in
welcher Region auf der Proteinoberfliche das Interface zu suchen ist, oder wel-
che Bereiche gegeneinander beweglich sind [83, 84]. Im weiteren Verlauf werden

ausschlieflich vollautomatische Algorithmen behandelt.

Existierende Algorithmen

Im Jahr 2004 betitelten Vajda und Camacho einen Artikel zum Stand des Protein-
Protein-Dockings mit der Frage ,Ist das Glas halbvoll oder halbleer?“ [94] und
fassten ihre Analyse wie folgt zusammen. Enzyme-Inhibitor Komplexe kénnen
mit annehmbarer Genauigkeit bestimmt werden, Antibody-Antigen Paare sind
schon weniger zuverldssig zu ermitteln und kleine Signal-Kompleze im Allgemei-
nen schwer vorherzusagen. Komplexe mit grofien Interface-Regionen und signifi-
kanten Konformationséinderungen beim Docking gingen zu dieser Zeit iiber die
Moglichkeiten der verfiigharen Algorithmenen hinaus. Auch fiinf Jahre spéter
schlieen Vajda und Kozakov einen Artikel mit der Feststellung, dass die Be-
handlung gréferer Verformungen des Backbones bei der Komplexbildung ein un-

gelostes Problem des Protein-Dockings darstellt [95].

Nichtsdestoweniger kann eine stetige Verbesserung der Docking-Verfahren festge-
stellt werden, wie David W. Ritchie in [82] betont. Einen wesentlich Anteil daran
hat die Kombination verschiedener Ansétze innerhalb eines Docking-Prozesses.
Beispielsweise werden neben geometrischen Merkmalen auch physiko-chemische
Faktoren in die Berechnung einbezogen und dariiber hinaus statistische Infor-
mationen verwendet, die anhand von Komplex-Datenbanken ermittelt wurden.
Neben einer Verbesserung der benutzten Algorithmen erméglicht die gesteigerte
vorhandene Rechenleistung auch eine Verfeinerung der darin verwendeten Mo-
delle. So wird es zum Beispiel moglich, das Losungsmittel in dem sich die Pro-
teine befinden und das den Docking-Prozess beeinflusst, explizit zu modellieren.
Aktuelle Entwicklungen im Hardware-Bereich, wie Many-Core CPUs und pro-
grammierbare Grafikprozessoren, in Kombination mit verbesserten Techniken zur
Programmierung paralleler Berechnungen werden in naher Zukunft noch weitere
Moéglichkeiten bieten.

Eine Aufstellung aktuell im Einsatz befindlicher Programme findet sich in [95]

und [101]. Gemeinsam haben alle Verfahren, dass sie in mehreren Stufen ablau-
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fen. Dabei wird zunéchst eine grofle Anzahl von Komplexen erzeugt und bewertet.
Anschlieflend erfolgt eine genauere Untersuchung der Strukturen, die geméaf§ der
ersten Bewertungsfunktion am besten abgeschnitten haben. Die Verfahren unter-
scheiden sich vor allem in den Faktoren, die bei der weiteren Bewertung benutzt
werden. Auffillig ist, dass ein {iberwiegender Teil der Programme die anfiangliche
geometrische Bewertung mit Hilfe einer Fast Fourier Transformation (FFT) der
Gitterdarstellung der Proteine bewerkstelligen. Dieses Vorgehen wird im zwei-
ten Kapitel etwas genauer vorgestellt, bildet aber nicht die Grundlage des hier

entwickelten Verfahrens.

1.2 Ansatz dieser Arbeit

Zu Beginn der Arbeit stand die Uberlegung, welche Voraussetzungen von einer
Protein-Docking-Software erfiillt werden miissen, damit darin leicht die wéhrend
der Komplexbildung auftretenden Verformungen modelliert werden kénnen. Dar-
aus folgte die Entscheidung fiir die Verwendung einer auf der Triangulation
der Proteine basierenden Reprisentation und gegen die Benutzung einer Git-
terdarstellung bei den Berechnungen. Die Suche nach einer Moglichkeit zur Be-
stimmung der Proteinoberfldchen fiihrte zu den von Edelsbrunner eingefiihrten
Alpha-Shapes [30]. Diese erwiesen sich als besonders vielseitig und es zeigte sich,
dass man darauf aufsetzend ein komplettes Protein-Docking-Verfahren entwickeln

kann.

Eine weitere Grundsatzentscheidung betraf die Vorgehensweise bei der Erzeugung
potentieller Proteinanordnungen. Damit die Anzahl der zu bewertenden Komple-
xe in einem beherrschbaren Rahmen bleibt, werden diese gezielt nach bestimmten
Kriterien erzeugt und nicht, wie es z.B. bei den gitterbasierten Ansétzen iiblich
ist, einfach moglichst viele Anordnungen produziert. Die Idee dabei ist, dass auf
diese Weise mehr Rechenzeit in die Bewertung der einzelnen Komplexe investiert

werden kann und damit bessere Losungen gefunden werden koénnen.

Ziel der Arbeit war es, die generelle Nutzbarkeit von Alpha-Shapes innerhalb
eines Protein-Protein-Docking-Verfahrens zu untersuchen. Dazu wurde eine Viel-
zahl der dabei vorhandenen Moglichkeiten in einem Programm namens Alpha-

Dock realisiert und anhand eines Testdatensatzes [69] die grundsétzliche Eignung
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des Ansatzes iiberpriift. In der bisherigen Version des Programms werden die
Proteine als starre Korper behandelt (rigid body docking). Der verwendete An-
satz erlaubt es aber, in der weiteren Entwicklung die explizite Berechnung von

Proteinverformungen zu berticksichtigen.

Die Implementierung erfolgte ohne existierende Codebasis. Da ein besonderer
Wert auf die Erweiterbarkeit und die Anpassungsfahigkeit der entstandenen Soft-
ware gelegt wurde, sind nur frei zugéngliche und lizenzfrei zu verwendende Bi-
bliotheken bei der Programmierung zum Einsatz gekommen. Auch der fertige
Quelltext von AlphaDock wird zukiinftig unter der Open Source Lizenz GPL [4]

zur Verfiigung gestellt werden.

1.3 Gliederung der Ausarbeitung

Im néchsten Kapitel werden zunéchst die biologischen Grundlagen der Protein-
synthese und -klassifikation zusammengefasst und, ebenfalls in aller Kiirze, die
Verfahren zur Bestimmung von Proteinstrukturdaten erldutert. Die bereits an-
gesprochenen Schritte eines Docking-Verfahrens werden etwas ausfiihrlicher be-
leuchtet und die Hintergriinde der in dieser Arbeit verwendeten Alpha-Shapes

vorgestellt.

Das dritte Kapitel behandelt das entwickelte Verfahren im Detail. Die einzel-
nen Schritte, angefangen von der internen Représentation der Proteine mittels
Alpha-Shapes, iiber die Extraktion charakteristischer Merkmale auf deren Ober-
flichen, bis hin zur Erzeugung und Bewertung von Komplexen, werden eingehend

untersucht.

Im vierten Kapitel werden die mit AlphaDock berechneten Ergebnisse aufgefiihrt.
Begonnen wird mit den im Vorfeld getdtigten Analysen der korrekt gedockten
Komplexe des Testdatensatzes. Daraus werden die zu verwendenden Parameter
abgeleitet und erste Schétzungen fiir deren Wertebereiche bestimmt. Die weiteren

Resultate sind unter Verwendung dieser von Hand optimierten Werte entstanden.

Kapitel fiinf fasst die Arbeit zusammen und gibt einen Ausblick auf zukiinftige

Entwicklungsmoglichkeiten des Alpha-Shape-basierten Protein-Dockings. Im An-
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hang finden sich noch einige Details zum Programmaufbau und den darin vorkom-

menden Parametern. Auch die Bedienung der Software wird dort kurz erklért.






Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Biologie der Proteine

2.1.1 Proteinsynthese

Die Herstellung von Proteinen in Lebewesen, welche auch als Proteinbiosynthese
bezeichnet wird, geschieht in folgenden Schritten. Zunéchst wird der das entspre-
chende Protein codierende Abschnitt der Desoxyribonukleinsdure (DNA) gelesen
und in ein mRNA-Molekiil transkribiert. Dabei werden die Nukleinbasen der DNA
(A, G, C, T) in die Nukleinbasen der RNA (A, G, C, U) umgeschrieben. Die Ab-
folge der Basen der mRNA wird anschlieend in eine Sequenz von Aminosduren
iibersetzt. Dieser Schritt wird Translation genannt und passiert in der Zelle an
den Ribosomen. Jeweils drei aufeinander folgende Basen bilden dabei ein Codon,
das fiir eine bestimmte Aminoséure steht [50, 89]. Die Zuordnung erfolgt nach
einem bei allen Lebewesen nahezu gleichen Schema, welches in Abbildung 2.1 ver-
anschaulicht wird. Die so erzeugte Aminosdurenkette faltet sich schliefilich zum
fertigen Protein, welches seine Funktion erst durch diese rdumliche Anordnung
erhalt.

Durch den genetischen Code werden 20 Aminoséduren codiert. Deren Strukturfor-
meln zeigt Abbildung 2.2. Grundsétzlich besteht eine Aminosédure aus mindestens
einer Carboxylgruppe (-COOH) und mindestens einer Aminogruppe (-NHy). Die

verschiedenen Aminosauren unterscheiden sich durch ihre jeweiligen Seitenketten.

9
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Start

Abbildung 2.1: Veranschaulichung des genetischen Codes. Die zu einem Codon
gehorende Aminoséure wird gefunden, indem man die entsprechenden Kreissegmen-
te von innen (5’) nach auflen (3’) durchlduft. Das Codon CGA steht z.B. fiir Arginin
(Arg) [103].
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Abbildung 2.2: Strukturformeln der 20 kanonischen Aminoséuren [102].
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Tabelle 2.1: Chemische Eigenschaften der 20 kanonischen Aminoséuren [55, 91].

Aminosiure | Abkiirzung | Polaritit | Aciditit/ | Hydrophobizitit
Basizitit
Alanine Ala A unpolar neutral 1.8
Arginine Arg R polar basisch -4.5
Asparagine Asn N polar neutral -3.5
Aspartic acid | Asp D polar sauer -3.5
Cysteine Cys C polar neutral 2.5
Glutamic acid | Glu E polar sauer -3.5
Glutamine Gln Q polar neutral -3.5
Glycine Gly G unpolar neutral -0.4
Histidine His H polar basisch -3.2
Isoleucine Ile I unpolar neutral 4.5
Leucine Leu L unpolar neutral 3.8
Lysine Lys K polar basisch -3.9
Methionine Met M unpolar neutral 1.9
Phenylalanine | Phe F unpolar neutral 2.8
Proline Pro P unpolar neutral -1.6
Serine Ser S polar neutral -0.8
Threonine Thr T polar neutral -0.7
Tryptophan Trp W unpolar neutral -0.9
Tyrosine Tyr Y polar neutral -1.3
Valine Val \Y unpolar neutral 4.2

Diese bezeichnet man auch als Rest, sie sind verantwortlich fiir die unterschied-
lichen chemischen Eigenschaften der Aminosiuren, welche bei der Bildung von
Proteinen und Proteinkomplexen eine entscheidende Rolle spielen. Tabelle 2.1

fasst einige davon fiir die 20 Standardaminosiuren zusammen [55, 91].

2.1.2 Proteinkomplexe
Klassifikation

Protein-Protein-Komplexe kénnen mittels einer Vielzahl von Kriterien unter-
schieden werden. Dazu zéhlen unter anderem die Funktion, die Lebensdauer oder

die Art der Bindung. Bei der Entwicklung von Docking-Verfahren ist eine Ein-
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teilung von Proteinkomplexen in Klassen hilfreich, da sie es ermoglicht spezielle
Parametersitze fiir die verschiedenen Typen zu verwenden, wodurch die Qualitéit

der berechneten Komplexe gesteigert werden kann [41].

Eine héufig verwendete Einteilung der Komplexe beziiglich ihrer Funktion unter-
scheidet die Gruppen Enzym/Inhibitor oder Enzym/Substrat (E), Antibody/An-
tigen (A), Antigen/Bound Antibody (AB) und Sonstige (O) [69]. Unterteilt man
die Komplexe nach der Bindungsart, so differenziert man zwischen solchen, die
aus identischen Proteinen gebildet werden (Homooligomeren), und solchen, die
aus verschiedenen Untereinheiten zusammengesetzt sind (Heterooligomere). Des
Weiteren unterscheidet man obligate Komplexe, deren Bestandteile ohne den je-
weiligen Bindungspartner nicht stabil sind, und nicht obligate Komplexe, deren
Bestandteile auch unabhéngig voneinander existieren konnen. Bezogen auf die
Lebensdauer von Komplexen bezeichnet man diese entweder als permanent oder

transient. Wobei letzteres bedeutet, dass ein Komplex nur fiir kurze Zeit existiert
[73].

Komplexbildung

An der Bildung von Proteinkomplexen sind eine Reihe unterschiedlicher Wechsel-
wirkungen beteiligt. Allen voran sind hier Elektrostatik, van-der-Waals-Krifte,
die Bildung von Wasserstoftbriickenbindungen und der hydrophobe Effekt zu nen-
nen. Letzterer bezeichnet die entropiegetriebene Energieabsenkung, welche durch
die Zusammenlagerung von unpolaren Molekiilen im polaren Medium zustande
kommt [80, 17]. Dieser Effekt wird von einigen Autoren als energetischer Haupt-
beitrag der Protein-Interaktion gesehen [47]. Es zeigt sich, dass bei obligaten
Komplexen die Hydrophobizitéit im Interface starker ausgeprégt ist als bei nicht
obligaten [48].

Van-der-Waals-Krifte habe eine sehr geringe Reichweite, sie wirken zwischen allen
benachbarten Atomen, also auch zwischen Protein und Lésungsmittel. Da aber
das Interface gedockter Proteine hiufig eng gepackt ist, treten dort zwischen
Protein und Protein mehr van-der-Waals-Kontakte auf als zwischen Protein und
Losungsmittel im ungedockten Fall. Dadurch kénnen van-der-Waals-Kréfte einen

Beitrag zur Bindungsenergie von Proteinkomplexen liefern [47].
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Atome mit unterschiedlicher Elektronegativitéit konnen kovalente oder ionische
Bindungen miteinander eingehen. Ionenbindungen werden auch Salzbriicken ge-
nannt. Diese sind fiir Proteininteraktionen nicht zwingend erforderlich, kénnen
sie aber deutlich stabilisieren [47]. Eine Wasserstoftbriicke liefern einen wesentlich
geringeren Beitrag zur Bindungsenergie als eine Salzbriicke oder kovalente Bin-
dung, dafiir finden sich zum Teil deutlich mehr davon im Interface. Pro 170 A2
Bindungsflache existiert im Mittel eine Wasserstoftbriicke, was eine Gesamtzahl
von 10 =+ 5 fiir eine durchschnittliche Gesamtkontaktflache ergibt [93].

Komplementaritit

Die Grundannahme aller geometriebasierten Docking-Methoden besteht darin,
dass an der Bindungsstelle der beiden Proteine eine mehr oder weniger stark
ausgepragte Komplementaritit vorhanden ist. Diese Passgenauigkeit der Kon-
taktflachen ist bei Homodimeren, Enzym-Inhibitor-Komplexen, und stabilen He-
terokomplexen stérker ausgeprégt, als es bei Antigen-Antikorper-Komplexe und
instabile Heterokomplexe der Fall ist [93].

Abbildung 2.3 zeigt die Oberflichen des Rezeptors und des Liganden von zwei ge-
bundenen Komplexe (1BVN, 1IEAW) in unterschiedlichen Farben. Man erkennt
so leicht, dass die Suche nach komplementéren Regionen der Bindungspartner
plausibel ist. Praktisch alle zur Zeit im Einsatz befindlichen Docking-Programme
verwenden daher die geometrische Korrelation als ein Bewertungskriterium, wor-
auf im Abschnitt 2.2.4 noch néher eingegangen wird. Die Suche nach geome-
trisch zueinander passenden Stellen auf der Oberfliche von Proteinen ist auch

die Grundlage fiir den in dieser Arbeit entwickelten Ansatz.

2.2 Aufbau eines Protein-Docking-Algorithmus

Dieser Abschnitt erldutert die einzelnen Bestandteile, die im Allgemeinen in ei-
nem Docking-Algorithmus implementiert werden. Zunéchst wird dabei auf das
Format der Eingabedaten eingegangen und schrittweise deren Verarbeitung be-

schrieben. Zur Veranschaulichung méglicher Realisationen der einzelnen Schritte
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(a) 1IBVN (b) IEAW

Abbildung 2.3: Verdeutlichung der geometrischen Komplementaritit zweier gebun-
dener Proteinkomplexe.

werden zwei etablierte Verfahren herangezogen. Zum einen der mittels Fourier-
Transformation arbeitende Algorithmus, der urspriinglich von Katchalski-Katzir
vorgeschlagen wurde [49]. Und zum anderen der von Wolfson und Nussinov ent-
wickelte Geometric-Hashing Ansatz [23]. Der in dieser Arbeit entwickelte Algo-
rithmus wird im Kapitel 3 vorgestellt und dort in Bezug zu den hier angefiihrten

Verfahren gesetzt.

2.2.1 Proteinstrukturdaten

Zur Entwicklung einer Protein-Docking-Software werden Proteinstrukturdaten in
maschinenlesbarer Form benotigt. Diese finden sich als Textdateien in der Protein
Data Bank (PDB) [11], einer Datenbank mit 3D-Strukturdaten von zur Zeit rund
56000 Proteinen und 2400 Nukleinséduren (Oktober 2009). Die Strukturen wurden
hauptséichlich mittels Rontgenstrukturanalyse (X-Ray) oder Kernresonanzspek-
troskopie (NMR) bestimmt. Der Anteil der mit Réntgenbeugung bestimmten
Strukturen iiberwiegt deutlich und betréigt z.B. bei den Proteinen iiber 87%.

Rontgenstrukturanalyse (X-Ray)

Die Bestimmung von Proteinstrukturen mittels Rontgenstrahlen [65] macht sich

zu Nutze, dass deren Wellenléinge im Bereich von einigen Angstrom liegt und
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damit in der Gréfenordnung der Atomabsténde in einem Kristall. Dadurch sind
die Atome fiir das Rontgenlicht ein dreidimensionales Beugungsgitter. Aus dem
auftretenden Beugungsmuster kann die Kristallstruktur berechnet werden. Dabei
kann die Geometrie der Elementarzelle des Kristallgitters vollstdndig anhand der
Winkel abgeleitet werden, unter denen die Beugungsmaxima auftreten. Da aber
nur die Intensitdt der gebeugten Strahlung gemessen werden kann und die In-
formation iiber die Phase verloren geht, kann die genaue Position der Atome im
Kristall nicht direkt bestimmt werden. Dieser Umstand wird als Phasenproblem

bezeichnete, welches zunéchst gelost werden muss.

Bei kleineren Molekiilen lésst sich die Phasen iterativ ab initio, d.h. ohne Zusatz-
information, berechnen. Bei Proteinen verwendet man zumeist andere Verfahren,
zum Beispiel Multiple Isomorphous Replacement (MIR) oder Multiwavelength
Anomalous Diffraction (MAD). Einen Uberblick iiber die verschiedenen Metho-

den und weitere Referenzen finden sich in [90].

Hat man das Phasenproblem geltst, kann mittels Fourier-Transformation aus
dem Beugungsbild eine Karte der Elektronendichte des Proteins berechnen wer-
den. In diese Karte wird iterativ die Aminoséaurekette eingepasst, was sich mit
abnehmender Auflésung der Elektronendichte schwieriger gestaltet. Man beginnt
mit den C,-Atomen des Peptidriickgrats und passt anschlieend die Positionen

der Seitenketten an.

Die grofite Schwierigkeit bei der Strukturbestimmung mittels Rontgenbeugung
besteht, neben dem Losen des Phasenproblems, in der Ziichtung der bendétigten
Kristalle [19]. Die Bestimmung der Struktur innerhalb eines Kristalls bringt zu-
dem folgende Probleme mit sich. Es ist praktisch unmoéglich, zeitaufgeloste Auf-
nahmen zu erstellen und so die Funktionsweise eines Proteins zu beobachten.
Zudem ist nicht ohne Weiteres klar, ob die Struktur des Proteins in einem Kris-
tall auch der Struktur in der natiirlichen Umgebung, z.B. innerhalb einer Zelle,

entspricht.

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Atomkerne bestehen aus Protonen und Neutronen, welche die quantenmecha-

nische Eigenschaft Spin besitzen. Der Gesamtspin eines Kerns kann ganz- oder
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halbzahlige Werte annehmen oder Null sein. Letzteres ist der Fall, wenn sich der
Atomkern aus der gleichen Anzahl Protonen und Neutronen zusammensetzt. Hat
der Kern einen nicht verschwindenden Spin, so besitzt er ein magnetisches Dipol-
moment. Dieses besitzt, geméafl der Quantenmechanik, fiir einen Kern mit dem
Spin I genau 27 +1 mdogliche Orientierungen. Ein Kern mit Spin 1/2 besitzt daher
genau zwei, die ohne dufleres Magnetfeld energetisch zusammenfallen. Legt man
ein Magnetfeld an, so spalten die Energieniveaus auf. Aus der Thermodynamik
ergibt sich, dass das niedrigere Niveau eine geringfiigig hohere Besetztungswahr-
scheinlichkeit besitzt.

Ein Ubergang zwischen den beiden Niveaus entspricht anschaulich einer Anderung
der Orientierung des magnetischen Dipolmoments. Erreicht wird ein Ubergang
durch die Zufuhr eines passenden Energiequants in Form von elektromagneti-
scher Strahlung. Diese Resonanzfrequenz des Ubergangs, auch Larmorfrequenz
genannt, ist abhéngig von der Stirke des duleren Magnetfeldes und der Art des
Atomkerns. Sie wird bei der Kernspinresonanzspektroskopie gemessen. Die ge-
nannten Abhéngigkeiten erlauben jedoch keine Riickschliisse iiber die Struktur
eines spektroskopierten Molekiils. Die NMR-Spektroskopie wire so nur eine auf-

wendige Moglichkeit, die enthaltenen Elemente zu bestimmen.

Die gemessene Frequenz hingt jedoch davon ab, welche Atome sich in der Um-
gebung des jeweiligen Kerns befinden, da die Elektronenwolke der umliegenden
Kerne zu einer mehr oder weniger grofien Abschirmung des &ufleren Magnetfel-
des fithrt. D.h. es existiert ein lokales Magnetfeld, das eine andere Aufspaltung
der Energieniveaus ergibt als es das duflere Magnetfeld tun wiirde. Dieser Ef-
fekt wird chemische Verschiebung genannt und fiithrt zu einer fiir die Umgebung
des Kerns charakteristischen Larmorfrequenz, die daher Informationen {iber die
Molekiilstruktur enthélt.

Zur konkreten Strukturaufkldrung haben sich einige (mehrdimensionale) Verfah-
ren etabliert, auf die aber nicht ndher eingegangen wird. Es gibt z.B. die Corre-
lation Spectroscopy (COSY), die Diffusion Ordered Spectroscopy (DOSY) oder
die Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy (NOESY). Details entnimmt
man der jeweiligen Literatur [37, 46, 81].

Der Vorteil der NMR-Spektroskopie besteht darin, dass Proteinstrukturen in

Losung bestimmt werden konnen und es nicht notig ist, einen Proteinkristall zu
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ziichten. Zum anderen ist es mit ihr moglich, zeitaufgeloste Aufnahmen zu erstel-
len und so Proteinbewegungen zu untersuchen. Ein Nachteil besteht in der maxi-
malen Grofle der zu bestimmenden Strukturen. Mit aktuellen Verfahren sind aber

inzwischen Proteine bis zu einer Gréfle von gut 400 Aminoséduren zu bewéltigen
[14].

PDB-Dateien

Proteinstrukturdaten werden in den oben erwdhnten PDB-Dateien gespeichert.
Das sind einfache Textdateien, die im Wesentlichen die Koordinaten der Atome
eines Proteins enthalten. Jeweils eine Zeile beinhaltet die Informationen {iber ein
Atom. Die ersten 10 Atome des Serin Protease/Inhibitor Komplexes beschreiben
zum Beispiel folgende Zeilen aus der Datei 1CGI.PDB:

ATOM 1 N CYSE 1 11.377 21.513 11.770 1.00 7.18 N
ATOM 2 CACYSE 1 12.025 21.956 13.016 1.00 5.40 C
ATOM 3 C CYSE 1 11.406 21.350 14.300 1.00 6.41 C
ATOM 4 O CYSE 1 10.216 21.020 14.517 1.00 5.73 O
ATOM 5 CBCYSE 1 12.168 23.454 12.852 1.00 3.26 C
ATOM 6 SG CYS E 1 10.913 24.625 13.296 1.00 2.00 S
ATOM 7 N GLY E 2 12.379 21.161 15.213 1.00 6.48 N
ATOM 8 CAGLY E 2 12.408 20.728 16.555 1.00 5.36 C
ATOM 9 C GLY E 2 11.698 19.535 17.075 1.00 5.75 C
ATOM 10 O GLY E 2 10.898 19.506 18.027 1.00 4.47 O

Neben den drei Raumkoordinaten enthilt jeder Eintrag auch die Kennzeichnung
des Elementes (3. Spalte) und der Aminosaure (4. Spalte) des betreffenden Atoms.
Der Wert in der vorletzten Spalte ist der sogenannten Temperaturfaktor, er ist
ein Maf fiir die Genauigkeit der Bestimmbarkeit der Atomkoordinaten. Beweg-
lichere Teile eines Proteins erscheinen bei einer Messung unschérfer, sie erhalten
daher einen hoheren Faktor als fest in die Struktur eingebundene Atome. Der
Temperaturfaktor kann in Docking-Verfahren als Hinweis auf flexible Regionen

innerhalb eines Proteins verwendet werden [107].

Zur Erprobung von unbound Protein-Protein-Docking-Algorithmen werden Test-

daten bendtigt, die neben der gedockten Komplexstruktur auch die ungedockten
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Einzelstrukturen der Bindungspartner enthalten. Die Anzahl der Strukturen, fiir
die diese Daten vorliegen, ist im Vergleich zu der Gesamtzahl der Proteine in der
PDB-Datenbank sehr gering. Ein Zusammenstellung von 84 Komplexen findet
man im Protein-Protein Docking Benchmark 2.4 [69]. Die Strukturen sind nach
Komplexart, d.h. Antikérper-Antigen, Enzym-Inhibitor/Substrat und Sonstige
Komplexe, sowie in drei Schwierigkeitsklassen unterteilt. Weitere Testdaten fin-
den sich in dem von Heuser und Martin zusammengestellten Unbound Unbound
Protein Protein Docking Dataset (UUPPDD) [40].

2.2.2 Parser und interne Darstellung

Die in den PDB-Dateien gespeicherten Proteine werden zunéchst, in Abhéngigkeit
von der Form der weiteren Verarbeitung, in eine interne Darstellung der Docking-
Software iiberfiihrt. Generell wird meistens eine vereinfachte Repréasentation der
Proteinoberfliche gewéhlt. Dies erméglicht einerseits eine effiziente algorithmi-
sche Verarbeitung. Andererseits konnen durch die verringerte Auflésung der Dar-
stellung bereits gewisse Konformationsdnderungen wiahrend der Komplexbildung
beriicksichtigt werden. Es ist ein weit verbreiteter - in vielen Féllen der einzige
- Ansatz in geometriebasierten Verfahren, die Flexibilitdt der Proteine dadurch
zu modellieren, dass ein gewisser Uberlapp der simplifizierten Proteinoberflichen

erlaubt wird.

Einen Uberblick verwendeter Darstellungen entnimmt man [96]. Viele Verfah-
ren setzen auf eine Diskretisierung der Proteinstrukturen in Form eines Gitters.
Die Gitterzellengréfie wird abhéngig von der gewiinschten Genauigkeit und der
vorhandenen Rechenleistung gewéhlt. Neben der schnellen Berechnung der Ober-
fldche besitzt die Methode den Vorteil, dass ein Gitter mathematisch gut zu hand-
haben ist. Dies machten sich zunichst Katchalski-Katzir et.al. in Form der Fast
Fourier Transformation (FFT) zunutze [49]. Heute existieren zahlreiche weitere
FFT-basierte Docking-Verfahren [18, 34, 53, 71, 106].

Andere Ansitze gehen von einer Représentation der Solvent Accessible Surface
(SAS) aus, welche 1971 von Lee und Richards definiert wurde [58]. Ein Algorith-
mus zur Berechnung und Visualisierung der SAS wurde von Connolly entworfen
und implementiert [20], man spricht daher auch von der Connolly-Oberfliche. An-

schaulich entsteht diese Oberfliche, wenn eine Kugel mit dem Durchmesser eines
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Abbildung 2.4: Vereinfachte Reprisentation der Proteinoberfliche. Ausgehend von
der Solvent Accessible Surface (a) iiber ein Netzwerk kritischer Punkte (b) zu wenigen
Surfaces Patches. Quelle: [38]

Wassermolekiils iiber ein Protein gerollt und deren Spur aufzeichnet wird. Aus-
gehend von der Connolly-Oberfliche wurden weitere Vereinfachungen entwickelt
8, 63, 64]. Abbildung 2.4 verdeutlicht das Vorgehen von Wolfson und Nussinov,

von der SAS zu einer geringen Anzahl von Surface-Patches zu gelangen [38].

2.2.3 Komplex-Bildung

Der néchste Schritt eines Docking-Verfahrens besteht in der Generierung von Pro-
teinkomplexen. Dabei unterscheidet man im Allgemeinen zwei grundsétzlich ver-
schiedene Herangehensweisen. Entweder wird probiert, den Suchraum vollstindig
zu erfassen, d.h. alle méglichen Translationen und Rotationen eines Proteins in
Bezug auf das andere zu berechnen. Oder man beschréankt sich auf die Erzeugung
von Strukturen, die gewissen Randbedingungen geniigen, um so die Zahl der an-
schliefend zu beurteilenden Komplexe zu verringern. Die geringere Anzahl wird
durch einen erhéhten Rechenaufwand bei der Uberpriifung der Randbedingungen
erkauft. Die gesparte Rechenzeit bei der Bewertung der Komplexe gleicht diesen
Nachteil aber meistens aus. Beiden Ansétzen ist gemein, dass sie keine Vorkennt-
nis iiber die Region des Interfaces benotigen. Viele Verfahren setzen hingegen
voraus, dass die Region des Interfaces bereits bekannt ist, was die Suche stark

vereinfacht, hier aber nicht als Voraussetzung angenommen wird.
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Gitterbasierte Anséitze behandeln den gesamten Suchraum. Sie machen sich dabei
zunutze, dass mittels einer Fourier Transformation alle Translationen zu einer
gegebenen Orientierung des Proteins implizit in einem Rechenschritt behandelt
werden konnen [49]. Die Generierung von Komplexen reduziert sich dadurch auf
die Berechnung verschiedener Rotationen eines Proteins, fiir die dann jeweils die
geometrische Korrelation aller Translationen gleichzeitig bestimmt werden, was
im n#chsten Abschnitt genauer erklart wird. Das Rotationssampling erfolgt in
einer Schrittweite zwischen 10° und 20° [67, 106]. Wie man eine gleichméBige

nicht redundante Abdeckung des Suchraumes erhélt, beschreibt Lattman in [57].

Verfahren, welche die Proteinoberfliche nicht in Form eines Gitters diskretisie-
ren, konzentrieren sich bei der Erzeugung von Proteinkomplexen auf die Suche
lokal zusammenpassender Gegensitze [8, 43]. Dazu werden charakteristische Stel-
len auf den Proteinen bestimmt, beispielsweise Berge und Téler, und komple-
mentire Paare zur Deckung gebracht. Wolfson und Nussinov berechnen die be-
reits erwdhnten und in Abbildung 2.4 (c) gezeigten Surface-Patches und erzeugen
Komplexe, indem sie bis zu zwei Patches eines Proteins mit der gleichen Anzahl
kompatibler Patches des anderen iiberlagern [23]. Die Suche nach zueinander
passenden Patches erfolgt mittels Geometric Hashing, einer von Lamdan und
Wolfson zur Bilderkennung entwickelten Technik [56], die 1991 erstmals auch fiir

das Protein-Docking verwendet wurde [75].

2.2.4 Komplex-Bewertung

Der zentrale Teil eines Docking-Algorithmus besteht in der Beurteilung der ge-
nerierten Proteinkomplexe. Die dafiir benutzten Bewertungsfunktionen beriick-
sichtigen verschiedene Faktoren, angefangen bei der geometrischen Komplemen-
taritdt bis hin zu physiko-chemischen Wechselwirkungen (vgl. Abschnitt 2.1.2),
und gewichten diese unterschiedlich. Eine Ubersicht verwendeter Ansétze enthélt
[38]. Die Bewertung erfolgt zumeist in mehreren Schritten, wobei von Schritt zu
Schritt weniger Komplexe mit immer genaueren und somit rechenintensiveren
Funktionen behandelt werden. Die einzelnen Schritte behandeln zum Teil meh-

rere Parameter gleichzeitig.
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Geometrische Korrelation

In einer frithen Phase des Dockings wird die geometrische Korrelation bestimmt,
die allgemein mit der Fldche wéchst, an der die beiden Proteine einen geringen
Abstand voneinander haben, sich aber nicht durchdringen. Wie die Korrelation

konkret berechnet wird, hingt von der verwendeten Oberflichendarstellung ab.

Gitterbasierte Verfahren errechnen die Korrelation fiir einen Komplex, indem die
beiden Gitter, auf welche die Proteine diskretisiert wurden, {iberlagert werden
und die Summe {iber die Produkte der iibereinander liegenden Gitterzellen be-
stimmt wird. Der Wert einer Zelle ist dabei abhéngig davon, ob sich die Zelle
im Inneren, am Rand oder aulerhalb des dazugehorigen Proteins befindet. Bei
fester Orientierung der Proteine beziiglich der beiden (N x N x N) Gitter wird

die Summe

N N N
Ca,ﬁ,'y — Z Z Z Al,m,n : Bl+a,m+ﬂ,n+’y (21)
I=1 m=1 n=1
fir alle Translationen «, § und v € {0... N} bestimmt. Dabei gilt
1 :am Rand 1:am Rand
Apmn = { p:innerhalb  Bimn = { § : innerhalb  des Proteins (2.2)
0 : auBlerhalb 0 : auBerhalb

mit p < 0 und § > 0 . Diese Rechnung wird fiir die verschiedenen Rotationen
des kleineren Proteins wiederholt. Durch das negative p wird ein Uberlapp der
Proteine bestraft. Wie der Betrag von p und 0 und die Gréfle des Randes gewéhlt
werden konnen, entnimmt man z.B. [106]. Dort wird auch erklért, wie es mit Hilfe

der Fouriertransformation moglich ist, die Berechnung von 2.1 zu beschleunigen.

Andere Ansitze, die kein Gitter zur Représentation der Proteinoberflache ver-
wendet, berechnen den geometrischen Score nach einem &hnlichen Muster. Es
werden die Abstdnde zwischen den Atomen der Bindungspartner bestimmt. Fiir
jeden Abstand innerhalb eines gewissen Intervalls wird ein positiver Beitrag zum
Score hinzugeziahlt, zu kleine Absténde entsprechen einer Kollision und werden
negativ bewertet. Abstédnde ab einer gewissen Groflie haben keinen Einfluss auf

die Bewertung. Beispiele fiir derartige Bewertungsfunktionen gibt es in [8, 23, 59].
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Weitere Faktoren und lokale Optimierung

Neben der bloflen Geometrie flieBen weitere physikalische und biologische Krite-
rien in die Beurteilung von Proteinkomplexen ein. Dazu zdhlen z.B. Hydrophobi-
zitdt, Wasserstoftbriickenbindungen, Elektrostatik, Desolvationsenergie oder die

Konserviertheit von Residuen im Interface.

Fiir eine gewisse Anzahl von Komplexen mit einem hohen Score fithren man-
che Docking-Algorithmen eine lokale Optimierung durch. Dabei wird versucht,
die Position eines Proteins, oder von einzelnen Seitenketten bzw. Atomen im
Interface, so um die im vorangegangenen Schritt vorhergesagte Position zu va-
riieren, dass eine energetisch giinstigere Anordnung entsteht. Die Energie wird
mit heuristischen Kraftfeldern berechnet, die eine Mittelung der physikalischen
Kréfte enthalten. Die Variation der Atompositionen erfolgt entweder in Form von
zufélligen Auslenkungen um die Ausgangsposition (Monte Carlo Simulation) oder

iiber eine Energieminimierung mittels Molekulardynamik (MD) Simulation.

Flexibilitét

Die bisher beschriebenen Verfahren behandeln die Proteine vor der lokalen Op-
timierung als starre Korper (Rigid Body) und modulieren die Flexibilitat der
Bindungspartner durch das Zulassen eines gewissen Uberlapps der Proteinober-
flichen. Dieser wird von der Bewertungsfunktion zwar bestraft, aber fiihrt nicht
zu einem Verwerfen des Komplexes. Die Beweglichkeit der Proteine wird somit
implizit von der Bewertungsfunktion beriicksichtigt. Das funktioniert fiir relativ

kleine Abweichungen der gebundenen von der nativen Struktur.

Die Flexibilitdt der Proteine kann auch explizit beriicksichtigt werden. Dies ge-
schieht zum einen unter Verwendung von Rotamer-Bibliotheken [16, 44|, welche
Statistiken iiber Anordnungen von Seitenketten in Proteinen enthalten. Oder es
wird versucht, die beweglichen Teile zu berechnen. Beispielsweise in dem soge-
nannte Scharniere (Hinges) gesucht werden, um die sich ganze Teile eines Prote-
ins bewegen konnen [84]. Weitere Details zu aktuellen Ansétzen im Bereich der

Behandlung von Flexibilitdt findet man im Review Artikel von Bonvin [13].
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Welche Bewertungsansitze in aktuellen Docking-Verfahren eingesetzt werden,

fasst Tabelle 2.2 zusammen. Die Angaben stammen aus einem Artikel von Vajda
und Kozakov, der im Jahr 2009 erschienen ist [95].

Tabelle 2.2: Ansitze aktueller Protein-Docking-Verfahren gemés [95].

Arbeitsgruppe Ansatz Programm
Weng FFT Suche mit detailierter Bewertungsfunktion mit ZDOCK
[18, 68, 79] Paarpotentialen (ZDOCK), Nachjustierung mit loka- RDOCK
ler Minimierung (RDOCK) und Neubewertung mit ZRANK
globalem Potential (ZRANK)
Vajda, FFT Suche mit detailierter Bewertungsfunktion PIPER
Camacho mit Paarpotentialen (PIPER), Clustering (ClusPro), SDU
[15, 53, 54] Nachjustierung mit stochastischer globaler Minimie- ClusPro
rung (SDU) und Stabilitétstests des Minimums
Abagyan [32] Starre Korper Pseudo-Braunsche Monte Carlo Mini- ICM-DISCO
mierung mit gitterbasierter Energiefunktion, Monte
Carlo Nachjustierung ausgesuchter Konformationen
mit flexiblen Interface-Seitenketten
Baker [36, 100]  Starre Korper Monte Carlo Minimierung mit ver- RosettaDock
einfachter Proteingeometrie und Bewertungsfunkti-
on, Nachjustierung aller Atome von Niedrig-Energie
Clustern mit iterativer Neuordnung der Seitenketten
und moglicher Einstellung von Backbone-Segmenten
Wolfson, Geometrisches Docking durch den Abgleich lokaler PatchDock
Nussinov Oberflichen-Merkmale und geometrisches Hashing. FlexDock
[31, 84, 85] FlexDock behandelt Scharnierbewegungen eines Mo-  FireDock
lekiils. FireDock vollzieht eine schnelle Nachjustie-
rung mit Seitenketten-Anpassung
Eisenstein [52] FFT mit einer gewichteten Oberflichen-Komple- MolFit

mentaritétszielfunktion, Clustern guter Losungen,
Filterung mit a priori Informationen, kleine lokale Ro-
tationen um ausgewihlte Konformationen

2.2.5 Auswertung

Bei der Entwicklung von Docking-Algorithmen wird die Qualitdt der berechneten

Proteinkomplexe beurteilt, indem die Abweichung der berechneten Struktur von

der tatsichlich gemessenen Struktur bestimmt wird, die im Testdatensatz ent-

halten ist. Als MaB fiir die Ubereinstimmung der Komplexe wird iiblicherweise
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der mittlere Abstand der C,-Atome im Interface zwischen berechneter und richti-
ger bzw. bestmoglicher Losung verwendet. Dieser RMSDC,I wird im Folgenden
verkiirzt als RMSD (Root Mean Square Deviation) bezeichnet. Als Interface-
Atome werden gewohnlich all diejenigen gezéhlt, deren Abstand zu einem Atom

im Bindungspartner kleiner als sechs Angstrom ist.

Bei Verfahren, die Proteine als starre Korper behandeln, entspricht die beste
Losung einer optimalen Uberlagerung der ungebundenen (unbound) und der ge-
bundenen (bound) Strukturen. Ein solches Alignment kann mit Hilfe des Pro-
gramms CFE [88] bestimmt werden. Die nativen Strukturen des Benchmark 2.4
Datensatzes [69] sind bereits entsprechend ausgerichtet und kénnen unmittelbar

als Referenz fiir die Berechnung des RMSD benutzt werden.

Komplexe mit einem RMSD kleiner als fiinf Angstrom gelten als nahe native
Losungen. Es existieren Alternativen und Erweiterungen zur Beurteilung berech-
neter Konformationen. Beispielhaft sollen hier die Kriterien aufgefiihrt werden,
die im Rahmen des CAPRI Experiments [45] verwendet werden. CAPRI steht fiir
Critical Assessment of PRedicted Interactions und bezeichnet einen Wettbewerb,
bei dem Docking-Verfahren verschiedener Arbeitsgruppen gegeneinander antre-
ten konnen. Die Aufgabe dabei ist es, bisher nicht verdffentliche Komplexe aus

den bekannt gegebenen Strukturen der Bindungspartner vorherzusagen.

Die Bewertung der eingereichten Losungen umfasst folgende Punkte: die Anzahl
der nativen bzw. nicht nativen Residuum-Residuum Kontakte im Verhéltnis zu
der Gesamtzahl der Kontakte. Den Anteil an nativen Kontakten im vorhergesag-
ten Interface. Neben dem RMSD des Interfaces auch der RMSD des gesamten
Liganden. Sowie die Rotation und Translation, die den vorhergesagten Liganden
auf den nativen Liganden platzieren, wenn der vorhergesagte Rezeptor optimal

auf den nativen Rezeptor gelegt wurde.
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2.3 Alpha-Shapes

2.3.1 Hintergrund

Die Grundlage fiir den in dieser Arbeit entwickelten Docking-Algorithmus bil-
den die sogenannten Alpha-Shapes, die sowohl zur Reprisentation der Protein-
oberflachen als auch zur Erzeugung und Bewertung von Proteinkomplexen ver-
wendet werden. Der folgende Abschnitt erklart allgemein die Grundlagen von
Alpha-Shapes indem diese sowohl anschaulich als auch mathematisch beschrie-

ben werden.

Alpha-Shapes wurden 1983 von Edelsbrunner et al. in zwei Dimensionen ein-
gefiihrt [29], bereits mit dem Hinweis auf die Erweiterbarkeit des Konzeptes auf
drei und mehr Dimensionen. Der dreidimensionale Fall wird von Edelsbrunner
und Miicke ausfiihrlich in [30] behandelt. Alpha-Shapes sind eine Verallgemei-
nerung der konvexen Hiille und erlauben eine mathematische Beschreibung der
Form einer Punktmenge. Der Detailierungsgrad, Level of Detail (LOD), wird iiber
einen Parameter « festgelegt, der eine feine bis grobe Anndherung an die Form er-
laubt. Die beiden Extreme der Auflosung sind die Punktmenge selbst, fiir a = 0,

und die konvexe Hiille der Menge, fiir @ = oo.

Eine anschauliche Vorstellung von der Entstehung und der Form von Alpha-
Shapes ermoglicht folgendes Bild, das von Fischer in [33] verwendet wird. Man
stelle sich einen Block aus Speiseeis vor, in dem kleine harte Stiicke, z.B. aus
Schokolade, enthalten sind. Aus dem Block entfernt man mit einen runden Loffel
alles Eis, das man erreichen kann ohne ein Schokoladenstiick zu beriihren. Das
konnen auch Teile im Inneren des Blocks sein, die man von der Oberfliche aus
nicht erreichen kann. Reduziert man die festen Bestandteile des Blocks auf Punk-
te, entsteht das Bild eines Vorldufers der Alpha-Shape. Man erhélt daraus eine
Alpha-Shape, indem man alle Rundungen zwischen den Punkten durch Geraden
ersetzt. Der Radius des Loffels entspricht in dieser Anschauung dem Parameter
Alpha der Alpha-Shape: mit einem sehr kleinen Loffel kann alles Eis entfernt
werden, es bleiben nur die festen Stiicke iibrig, die der Punktmenge fiir a« — 0
entsprechen. Ebenso gilt die Analogie zwischen einem sehr grofien Loffel und
a — 00. Die beschriebene Veranschaulichung der Alpha-Shape erleichtert das

Verstéandnis der folgenden formalen Definition.
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Abbildung 2.5: Alpha-offen (links) und nicht alpha-offen (rechts) [33]

Betrachtet wird eine Punktmenge S C R?. Eine a-Kugel bezeichnet eine offene
Kugel mit Radius a;, wobei 0 < a < 00. Eine 0-Kugel ist ein Punkt, eine co-Kugel
ein offener Halbraum. Eine a-Kugel b ist leer, falls bN S = (). Jede Teilmenge
T C S der GroBe |T| = k4 1 mit 0 < k < 3 definiert einen k-Simplex or, der
die konvexe Hiille von T ist, bezeichnet als conv(T"). Ein k-Simplex wird a-offen
genannt, falls eine a-Kugel b existiert, fiir die 7' = 0bN .S, wobei 0b der Rand von
b ist (siehe Abbildung 2.5).

Zu einem festen o existiert ein Satz Fj , von a-offenen k-Simplizes. Die Alpha-
Shape von S'ist das Polytop, dessen Rand 05, sich aus allen a-offenen k-Simplizes

zusammensetzt:
0Sy ={or | TNS, |T| <3und o7 a-offen} (2.3)

Der Rand der Alpha-Shape besteht somit aus den Dreiecken aus F ,, den Kanten
aus F , und den Knoten aus Fj, [30]. Abbilung 2.6 verdeutlicht die beschriebene
Bestimmung der Alpha-Shape anhand einer zweidimensionalen Punktmenge. In

diesem Fall werden anstatt von Kugeln Kreise mit dem Radius a verwendet.

Fiir die Berechnung der Alpha-Shape ist folgender Zusammenhang von entschei-
dender Bedeutung: fiir jeden Wert von 0 < o < oo wird die Alpha-Shape S,, durch
einen Subkomplex der Delaunay- Triangulation von S bestimmt. Die Delaunay-
Triangulation ist eine spezielle Triangulation, die im Allgemeinen, nicht degene-
rierten Fall, die konvexe Hiille einer Punktmenge S C R? eindeutig in Tetraeder
zerlegt [25]. Diese Triangulation wurde 1934 von Boris Delaunay vorgeschlagen
[22]. Sie ist dual zu einem anderen Komplex, dem nach Georgy Voronoi benannten

Voronoi Diagramm [98, 99].
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Abbildung 2.6: Beispiel fiir die Bestimmung der Alpha-Shape eine zweidimensionalen
Punkmenge gemaf [33].

Anschaulich ldsst sich mit Hilfe der Delaunay-Triangulation die Alpha-Shape auf
folgende Weise bestimmen: Die Knoten des Komplexes werden als Mittelpunkte
von Kugeln mit wachsendem Radius gewéhlt. Der Radius der Kugeln entspricht
dem Parameter . Bestandteil der Alpha-Shape fiir ein festes « sind alle Sim-
plizes, d.h. alle Knoten, Kanten, Dreiecke und Tetraeder der Triangulation, die
vollstéandig von Kugeln iiberdeckt sind. Zu beachten ist dabei, dass sich die Ku-
geln nur innerhalb der zugehorigen Voronoi-Region ausdehnen kénnen. Die Ana-
logie dieses Vorgehens zur oben eingefiihrten Definition der Alpha-Shape wird
von Edelsbrunner et al. in [27] und [30] gezeigt.

Abbildung 2.7 verdeutlicht die Beziehung zwischen der Delaunay-Triangulation,
dem entsprechenden Voronoi Diagramm und der resultierenden Alpha-Shape.
Ausgangspunkt ist die im Abschnitt 2.2.2 beschriebene SAS. In diesem Fall wurde
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eine gewichtete Triangulation benutzt, die auch zu einer gewichteten Alpha-Shape
fiithrt, welche im néchsten Abschnitt behandelt wird.

Gewichtete Alpha-Shapes

Die bisherigen Ausfithrungen betrachten Alpha-Shapes als eine Moglichkeit, Aus-
sagen iiber die Form eine Punktmenge S C R? zu treffen. Um Alpha-Shapes zur
Beschreibung und Behandlung von Proteinen verwenden zu kénnen, die in erster
Niherung als eine Uberlagerung von unterschiedlich grofien Kugeln verstanden
werden konnen, muss das Konzept der Alpha-Shape von Punkten auf Kugeln
mit unterschiedlichen Radien erweitert werden. Die so entstehenden gewichteten

Alpha-Shapes werden von Herbert Edelsbrunner in [26] beschrieben.

Eine Uberleitung zum gewichteten Fall gelingt am leichtesten unter Ausnut-
zung des oben erwidhnten Zusammenhangs zwischen dem Voronoi-Diagramm,
der Delaunay-Triangulation und der Alpha-Shape. Wir betrachten zunéchst noch
einmal die Konstruktion des Voronoi-Diagramms einer Punktmenge. Dabei wird
der Raum in Voronoi- Regionen unterteilt, die jeweils einen Punkt der Menge ent-
halten und den Teil des Raumes, zu dem der Punkt den geringen euklidischen
Abstand besitzt. Die Grenzen der Regionen stehen senkrecht auf den Verbindun-
gen benachbarter Punkte und teilen diese genau in der Mitte. Verwendet man
anstelle von Punkten Kugeln mit einheitlichem Radius, erfolgt die Konstrukti-
on des Diagramms analog. Um den Fall unterschiedlicher Radien zu behandeln,

benutzt man einen gewichteten Abstand anstatt des euklidischen.

Betrachtet man eine Kugel mit Radius p um den Mittelpunkt p als einen gewich-

teten Punkt p mit dem Gewicht w, = p?, so lisst sich mittels
() = [Ip — [* = w, (2.4)

ein gewichteter Abstand definieren, wobei ||p — z|| den euklidischen Abstand zwi-
schen p und z bezeichnet. Eine geometrische Interpretation erkennt man anhand
von Abbildung 2.8 fiir den Fall, dass p eine Kugel mit Radius ,/w, darstellt. In
diesem Fall ist m,(z) die Wurzel der Lange eines Tangentensegmentes von z zur

Kugel.
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Abbildung 2.7: Zweidimensionale Veranschaulichung des Weges von der Solvent Ac-
cessible Surface (a) tiber das Voronoi Diagramm (b) und die Delaunay-Triangulation
(c, d) zur gewichteten Alpha-Shape (e, f). Erlauterung im Text.
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Abbildung 2.8: Geometrische Interpretation des gewichteten Abstands. Erkldrung im
Text.

d1 de

Abbildung 2.9: Bestimmung der Grenzlinie zwischen zwei Voronoi Regionen im Fall
eines gewichteten Abstands. Die Linie wird so gewéhlt, dass die beiden Tangenten d1
und d2 den selben Abstand besitzen.

Bei der Konstruktion eines gewichteten Voronoi Diagramms bestimmt man die
Grenzen der Voronoi Regionen mit Hilfe des gewichteten Abstands. Abbildung
2.9 zeigt die Entstehung der Grenzlinie im zweidimensionalen Fall. Aus dem ge-
wichteten Voronoi Diagramm ergibt sich, analog zum ungewichteten Fall, eine
Delaunay-Triangulation indem man die Mittelpunkte der Kugeln verbindet, die
in aneinander angrenzenden Regionen liegen. Dieser Zusammenhang wird in der

bereits angesprochenen Abbildung 2.7 deutlich.

Analog wie oben beschrieben, erhilt man aus der Delaunay-Triangulation fiir den
gewichteten Fall die zugehérige Alpha-Shape, indem man die Uberdeckung der
Simplizes durch Kugeln betrachtet, deren Radius iiber den Parameter « variiert

wird. In diesem Fall konnen die Kugeln jedoch unterschiedliche Radien haben.
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Man erkennt leicht den Zusammenhang zur Konstruktion des gewichteten Voronoi

Diagramms.

Das bisher gesagte ldasst sich auf die Bestimmung der Alpha-Shape eines Mo-
lekiils iibertragen. Hierbei verwendet man als Anfangsradius ry den van-der-

Waals-Radius der jeweiligen Atome und ldsst diese geméf

Ta = \/’]"8 —+ 052 (25>

wachsen. Auf diese Weise bleibt das gewichtete Voronoi Diagramm, und damit
der Delaunay Komplex, unverdndert wihrend o wachst. Damit r,, kleiner werden
kann als 7y muss o negativ werden kénnen. Dies ist nur moglich, wenn wir fiir o
neben positiven reellen Zahlen auch Vielfache der imaginiren Einheit i = /—1

zulassen.

2.3.2 Anwendungen

Bevor im néchsten Kapitel die in dieser Arbeit entwickelte Realisation eines
Protein-Docking-Algorithmus auf der Basis von Alpha-Shapes vorgestellt wird,

folgen zunéchst einige Beispiele fiir andere Anwendungen.

Edelsbrunner et al. haben sich 1998 in zwei Artikeln ausfiihrlich mit der Berech-
nung und Analyse von Molekiiloberflichen mittels Alpha-Shapes befasst [61, 62].
Dabei haben sie einen Algorithmus entwickelt, der die exakte Berechnung von
Flachen und Volumen von Makromolekiilen erlaubt, die z.B. zur Bestimmung
der Solvent Accessible Surface verwendet werden kénnen. Das zweite wichtige
Ergebnis ist eine Definition von Taschen und Hohlen in Proteinen und ein Ver-
fahren zur Ermittelung dieser Merkmale. Letzteres wird ebenfalls in [28] und [60]
behandelt. Dabei wird zudem versucht, aus den gefundenen Strukturen auf den

Oberfliachen der Proteine Vorhersagen iiber deren Funktionsweisen zu machen.

Liang et al. haben diese Algorithmen zur Behandlung der geometrischen Prote-
ineigenschaften mit Alpha-Shapes in einer Software namens CASTp (Computed
Atlas of Surface Topography of proteins) implementiert. Es existiert eine Web-
seite [24] iiber die von jedermann mit CASTp Berechnung durchgefiihrt werden

konnen.
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Eine weitere Arbeit von Ban et al. befasst sich mit der Méglichkeit mit Hilfe von
Alpha-Shapes eine Beschreibung des Interfaces von Protein-Protein-Komplexen
zu formulieren [9]. Abbildung 2.10 zeigt drei Visualisierung des so definierten

Interaces fiir Komplexe aus Barnase und Barstar.

Abbildung 2.10: Drei Darstellungen des Interface zwischen Barnase und Barnstar
mit der Hilfe von Alpha-Shapes. Quelle: [9].

Neben den Anwendungen von Alpha-Shapes in bioinformatischen Fragestellungen
existieren zahlreiche Beispiele in anderen Gebieten [10, 51, 76, 77, 86, 92, 105].
Dabei geht es zum einen darum, die Oberfliche von einem dreidimensionalen
Koérper anhand von Messpunkten zu rekonstruieren, die z.B. mittels eines 3D-
Scanners bestimmt worden sind [10, 77, 92, 105]. Oder es wird zum anderen ver-
sucht, die Ahnlichkeit von Formen zu bestimmen, bzw. verformte und verdrehte
Abbildungen den entsprechenden Kérpern zuzuordnen [51, 76, 86]. Eine aktuelle
Anwendung aus dem Bereich der medizinischen Bildverarbeitung, in diesem Fall

die Berechnung von Hiillen in einem bildgebenden Verfahren, findet sich in [66].

2.3.3 Grenzen und Erweiterungen

Mit klassischen Alpha-Shapes léasst sich die Oberfliche einer Punktmenge in
verschiedenen Auflosungen definieren. Die genaue Form der Darstellung héngt
dabei stark von der Wahl von Alpha ab. Es stellt sich daher die Aufgabe, fiir
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Abbildung 2.11: Alpha-Shape einer Punktmenge fiir fiinf verschiedene Werte von Al-
pha. Man erkennt die Schwierigkeit der Wahl von Alpha, um die Oberfliche bestmdoglich
anzunéhern. Quelle: [92].

die jeweilige Anwendung den besten Wert von Alpha zu bestimmen. Abbildung
2.11 verdeutlicht die Problematik anhand von fiinf verschiedenen Alpha-Werten
fiir eine Punktmenge. Die mittlere Darstellung liefert augenscheinlich die beste
Annéherung an die zugrundeliegende Form. Gesucht wird eine mathematische
Formulierung, die diesen Alpha-Wert von den anderen unterscheidet. In diesem
Beispiel ist es prinzipiell moglich einen Wert von Alpha zu finden, der die Aufgabe
16st, da die Punkte relativ gleichméfig auf der Oberfliche verteilt sind.

Abbildung 2.12: Beispiel fiir die Grenzen von klassischen Alpha-Shapes. Fiir die
Figur 148t sich kein eindeutiges Alpha finden (links). Die von Teichmann beschriebenen
Erweiterungen lésen das Problem (mittig und rechts). Quelle: [92].

In anderen Fillen, insbesondere bei der Rekonstruktion von Oberflachen aus un-
regelméflig verteilten Messpunkten, ergibt sich jedoch das Problem, dass kein
einzelner Wert fiir Alpha gefunden werden kann, der die gesuchte Form zufrie-
denstellend wiedergibt. Abbildung 2.12 zeigt einen solchen Fall. Eine méogliche
Losung ist die Verwendung von anisotropic density-scaled Alpha-Shapes, wie sie

in [92] eingefiihrt werden. Ein weiteres Beispiel einer dichtebasierten Erweiterung



34 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

von Alpha-Shapes findet sich in [105, 35|, die zudem vollstindig automatisch

funktioniert.



Kapitel 3

Alpha-Shape Docking

In diesem Kapitel wird gezeigt, wie es mittels der im letzten Abschnitt vorgestell-
ten Alpha-Shapes moglich ist, die einzelnen Schritte eines Docking-Algorithmus
zu realisieren. Alle Bestandteile, die in 2.2 allgemein eingefiihrt wurden, sind
in dieser Arbeit auf Alpha-Shapes basierend implementiert worden. Die dabei
entstandene Software heiflit AlphaDock. An dieser Stelle werden die einzelnen
Entscheidungen bei der Realisierung des Algorithmus begriindet und notwendige

Zwischenschritte bei der Entwicklung erldutert.

Der gesamte Ablauf des Docking-Prozesses ist schematisch in Abbildung 3.1 dar-
gestellt. Zunichst werden die Alpha-Shapes der beiden Bindungspartner aus de-
ren Proteinstrukturdaten berechnet. Mittels dieser Darstellung werden markante
Stellen auf den Oberflichen der Proteine bestimmt. Im néchsten Schritt werden
jeweils komplementéire Paare der gefundenen Stellen iiberlagert und die dadurch
entstandenen Proteinkomplexe mit einer schnellen Bewertungsfunktion beurteilt.
Alle Komplexe, die ein gewisses Qualtitdtsmafl erfiillen, werden lokal optimiert
und mit einer weiteren Bewertungsfunktion iiberpriift. Die folgenden Abschnitte
beleuchten die Details des Verfahrens.

3.1 Interne Reprisentation

Die Basis jedes Docking-Verfahrens ist die interne Darstellung der Proteinstruk-

turen. Im Gegensatz zu den in 2.2.2 beschriebenen Ansétzen, die entweder mit

35
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PDB-Datei Rezeptor PDB-Datei Ligand

Interne Reprasentation
(Alpha-Shapes)

iy

Bestimmung kritischer Punkte

L

Generierung mdglicher Proteinkomplexe

L

Bewertung der Komplexe

AlphaDock

TOP-X Komplexe

R L

Weiterverarbeitung (Visualisierung, MD, ...)

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des in AlphaDock implementierten Docking-
Verfahrens.
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Tabelle 3.1: Van-der-Waals-Radien der in Proteinen vorkommenden Elemente.

Element Van-der-Waals-Radius (A)
Kohlenstoft (C) 1.7
Wasserstoff (H) 1.20
Sauerstoff (O) 1.52
Stickstoff (N) 1.55
Schwefel (S) 1.85
Phosphor (P) 1.9

einer Diskretisierung der Proteine auf ein Gitter arbeiten, oder von der SAS
ausgehen und diese auf wenige kritische Punkte reduzieren, verwendet der hier

beschriebene Ansatz gewichtete Alpha-Shapes.

Fiir jedes Atom eines Proteins wird geméfl der Angaben in der entsprechenden
PDB-Datei ein gewichteter Punkt erzeugt, entsprechend der Definition im vorhe-
rigen Kapitel. Die Koordinate ergibt sich in diesem Fall aus der Position im Mo-
lekiil, wie sie experimentell bestimmt wurde. Das Gewicht errechnet sich aus den
jeweiligen van-der-Waals-Radien der Atome. Die Groflen fiir die verschiedenen
Elemente sind nach [12] gewéhlt und in Tabelle 3.1 aufgefiihrt. Bei der Berech-
nung der Alpha-Shape wird fiir alle Simplizes der zugrunde liegenden gewichteten
Delaunay-Triangulation, d.h. fiir alle Knoten, Kanten, Dreiecke und Tetraeder,
jeweils das Intervall von Alpha bestimmt, in dem sie Teile der Alpha-Shape sind.
Damit liegt die Alpha-Shape fiir alle Werte von Alpha vor.

Der van-der-Waals-Radius wird als Gewicht fiir & = 0 verwendet. Entsprechend
sind die Alpha-Werte fiir kleinere Radien negativ. Der kleinste Wert gehort zur
Alpha-Shape, die nur noch aus den Punkten besteht, an denen sich die Zentren der
Atome befinden. Der Maximalwert fiir Alpha wird bei Uberdeckung der Kanten

der konvexen Hiille erreicht.

Die Programmierung der Docking-Software erfolgte unter Verwendung der robus-
ten Implementierung gewichteter Alpha-Shapes aus der Computational Geometry
Algorithms Library (CGAL) [2, 21]. Diese orientiert sich an der mathematischen
Formulierung von Miicke in [72]. Wie dort beschrieben, lésst sich das Problem
der Notwendigkeit der General Position Assumption durch infinitesimale Pertur-

bationen der Koordinaten losen.
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(g) a =400 (h) a =00

Abbildung 3.2: Alpha-Shape von 1KXQ fiir verschiedene Werte von Alpha. Fiir o =
oo entspricht die Alpha-Shape der konvexen Hiille.
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(c) (d)

Abbildung 3.3: Vergleich der Alpha-Shape von 1KXQ fiir & = 2 (a) und dem Komplex
in Stab- (b), Kugel- (c¢) und Oberflichendarstellung (d).

Abbildung 3.2 zeigt die Alpha-Shape von 1KXQ fiir verschiedene Alpha. Es ist
gut zu erkennen, wie die Alpha-Shape die Form des Proteins annéhert und de-
ren charakteristischen Merkmale wiedergibt. Ein Vergleich der Alpha-Shape des
selben Komplexes mit dessen Stab-, Kugel- bzw. Oberflichendarstellung in Ab-
bildung 3.3 verdeutlicht dies.

Abbildung 3.4 zeigt die Alpha-Shape vom Komplex 1EER, wobei die Dreiecke
der Alpha-Shape geméfl der Temperaturfaktoren in der PDB-Datei eingeféirbt
worden sind. Alpha wurde fiir die Bindungspartner so gewahlt, dass die entspre-
chende Alpha-Shape aus genau einer zusammenhéngenden Komponente besteht.
Im Bild sind zudem einige besonders lange Kanten der Delaunay-Triangulationen
der Proteine zu sehen, die nicht Teil der Alpha-Shape sind. Thre Bedeutung fiir
die Entwicklung des Docking-Algorithmus wird an spétere Stelle ersichtlich.

Entscheidend fiir die Wahl von Alpha-Shapes zur Reprisentation von Proteinen

in dieser Arbeit sind mehrere Faktoren. Zum einen die Mo6glichkeit, mit einem



40 KAPITEL 3. ALPHA-SHAPE DOCKING

Abbildung 3.4: Alpha-Shapes und ausgewihlte Kanten der Delaunay-Triangulation
des Komplexes 1EER. Farbgebung der Dreiecke gem#fl der Temperaturfaktoren.

Parameter verschiedene Detailstufen der Geometrie auswéhlen zu konnen, was
eine flexible Verarbeitung in einer Docking-Software erlaubt. Zum anderen wéhlt
man eine grobe Auflosung in der nur wenige Dreiecke behandelt werden miissen,
um eine schnelle Berechnung zu erreichen. Wird eine héhere Prézision verlangt,
kann die Auflésung entsprechend erhoht werden. Die Zahl der zu verarbeitenden
Objekte kann so im Laufe des Algorithmus den Anforderungen an die Genauigkeit

und die vorhandene Rechenleistung angepasst werden.

Ein weiterer Faktor ist, dass die internen Darstellung der Proteine mittels Alpha-
Shapes sdmtliche Informationen iiber die Geometrie der Molekiile beinhaltet. Es
handelt sich nicht um eine verlustbehaftete Vereinfachung, wie beispielsweise die
Gitterdarstellung. Diese Tatsache wird unter anderem auch in [61] bei der exakten
Berechnung von Oberflichen und Volumina von Proteinen ausgenutzt. Die ma-

thematischen Zusammenhénge finden sich in [27]. Das Vorliegen der vollsténdigen
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geometrischen Information erméglicht die analytische Behandlung entsprechen-

der Protein-Eigenschaften wiahrend des Dockings.

Die Berechnung der Alpha-Shape und die Abfrage der Zugehorigkeit zur Alpha-
Shape erfolgen im direkten Raum. Das bedeutet, dass im Gegensatz zu den
FFT-Verfahren keine Transformation in den Frequenzraum erfolgt und auch kei-
ne Riicktransformation notig ist. Der Docking-Algorithmus lduft vollstéandig im
direkten Raum, so dass alle Protein-Konformationen, die erzeugt und bewertet

werden, unmittelbar visualisiert werden konnen.

3.2 Komplex-Bildung

Der grundlegende Ansatz bei der Erzeugung von Proteinkomplexen in dem hier
beschriebenen Algorithmus besteht darin, basierend auf einer groben Klassifizie-
rung der Oberflichengeometrie plausible Konformationen zu bestimmen. Es wird
also nicht versucht, moglichst den gesamten Konformationsraum abzusuchen, wie
es beispielsweise bei den FFT-Verfahren der Fall ist. Vielmehr wird durch eine
entsprechende Vorverarbeitung eine deutlich kleinere Untermenge ausgewéahlt,
die eine noch zu beschreibende lokale Komplementaritéit besitzt. Durch die ge-
ringere Anzahl an Komplexen beschleunigt sich die weitere Verarbeitung. Es es
jedoch darauf zu achten, dass die Auswahl nicht zu strikt ausfillt und dadurch
keine oder sehr wenige nahe native Komplexe enthilt. Des Weiteren sollte die
Auswahlprozedur nicht zu rechenintensiv sein, damit der Vorteil der schnellen

Weiterverarbeitung nicht aufgewogen wird.

Motiviert wird diese Herangehensweise zum einen durch die Reduktion der Pro-
teinoberfliche auf wenige mafigebliche Punkte, sogenannte sparse critical points,
wie sie von Li et al. in [64] beschrieben und von Wolfson und Nussinov in ih-
rem auf Geometric Hashing basierenden Protein-Docking-Verfahren verwendet
werden [104, 74, 23]. Zum anderen begriindet eine Arbeit von Edelsbrunner den
Ansatz, in der gezeigt wird, wie mittels Alpha-Shapes Taschen und Héhlen in
Proteinen definiert werden kénnen [28]. Die Idee besteht nun darin, diese beiden
Konzepte zu kombinieren, d.h. Alpha-Shapes zu verwenden, um entscheidende
geometrische Merkmale zu detektieren und diese in einem Docking-Algorithmus

7zu benutzt.
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3.2.1 Analyse des Interfaces

Um den im letzten Abschnitt vorgestellten Ansatz verfolgen zu kénnen, mussten
zunédchst bekannte Protein-Interfaces analysiert werden. Dabei galt es zu ver-
stehen, wie charakteristische Eigenschaften der Bindungspartner in der Alpha-
Shape-Darstellung wiedergespiegelt werden. Besonderes Augenmerk wurde da-
bei auf geometrische Merkmale gelegt, im Speziellen die Komplementaritéit der
Bindungspartner im Interface. Es wurden aber auch andere physiko-chemische
Parameter betrachtet. Zu diesem Zweck wurden die Proteinkomplexe aus dem
Benchmark 2.4 Datensatz [69] bei verschiedenen Alphas untersucht. Im folgen-

den werden die dazu verwendeten Analyseprozeduren beschrieben.

Zuerst wurde bestimmt, wie Alpha im Allgemeinen zu wéhlen ist, um die Form
von Proteinen entweder ausreichend grob oder eher detailliert anzundhern. Hier-
zu wurden die Alpha-Shapes der beiden Bindungsparter fiir alle Komplexe im
Datensatz bestimmt und Alpha ausgehend von der konvexen Hiille schrittweise
verkleinert. Dabei wurden jeweils die Anteile von Atomen des einen Proteins in-
nerhalb bzw. aulerhalb der Alpha-Shape des anderen Proteins berechnet, wobei
sich beide in korrekt gedockter Anordnung befanden. Enthélt die Alpha-Shape
des einen Proteins Atome des anderen Proteins bedeutet dies, dass noch nicht

alle Details der Geometrie durch die Alpha-Shape wiedergegeben werden.

Gesucht wurden zwei Schwellen fiir Alpha: ein méglichst grofies Alpha mit einem
nicht zu grofien Anteil von Atomen innerhalb der Alpha-Shape des Bindungs-
partners fiir eine grobe Beschreibung der Proteine, im Folgenden bezeichnet als
Qgrop, Und ein ausreichend kleines Alpha mit moglichst keinen Atomen in der
anderen Alpha-Shape fiir eine detailliertere Auflésung, genannt « fe;p,. Zu ermit-
teln war zudem, ob sich verallgemeinerbare Werte fiir diese Alphas finden lassen,
d.h. Werte die unabhéngig von der Grofle und der Klasse der Proteine sind,
oder abhéngig von diesen Faktoren verschiedene Alphas herangezogen werden
miissen. Der Grund fiir die Bestimmung von oy, und a e, besteht darin, dass
aus der Differenz der dazugehorigen Alpha-Shapes fiir ein Protein Vertiefungen
und Erhebungen auf dessen Oberfliche berechnet werden kénnen, wie weiter un-

ten erlautert wird.



3.2. KOMPLEX-BILDUNG 43

Klassifikation von Tetraedern

Die CGAL-Implementierung von Alpha-Shapes ermdoglicht es, die Klassifikation
in Bezug zur Alpha-Shape fiir ein gegebenes Alpha fiir alle Simplizes der zugrunde
liegenden Delaunay-Triangulation abzufragen. Dabei werden die folgenden drei
Moglichkeiten unterschieden, die fiir alle Tetraeder, Dreiecke, Kanten und Kno-
ten jeweils abhingig von Alpha vorliegen kénnen: Als reguldr werden Simplizes
bezeichnet, die sich auf dem Rand des Alpha-Komplexes befinden und damit Teil
der Alpha-Shape sind. Interne Simplizes sind Bestandteil des entsprechenden
Alpha-Komplexes, liegen aber nicht auf dessen Rand. Fxterne Simplizes liegen

fiir das gegebene Alpha auflerhalb des Alpha-Komplexes.

Ausgehend von den drei Klassen wurde fiir die Analyse der Protein-Interfaces die
Unterteilung der Tetraeder weiter verfeinert. Fiir jedes Tetraeder wird dabei die
Klassifikation der vier Dreiecke betrachtet aus denen dieser besteht. Abhéngig von
deren Zugehorigkeit zum Alpha-Komplex werden folgende Tetraederklassen defi-
niert: liegen alle vier Seiten auflerhalb des Alpha-Komplexes wird das Tetraeder
wie gehabt als extern bezeichnet. Analoges gilt fiir Tetraeder, deren Dreiecke alle
innerhalb des Komplexes liegen, auch diese werden als intern klassifiziert. Liegt
jedoch mindestens eine der vier Seiten auf dem Rand des Komplexes und ist da-
mit requldr, so wird abhéngig von den restlichen Dreiecken zwischen intern-requldr
und extern-requldr unterschieden. Ersteres ist der Fall, wenn sich ein Tetraeder
aus internen und reguldren Dreiecken zusammensetzt. Zweiteres analog, wenn es
sich um externe und regulére Seiten handelt. Tetraeder aus den beiden letztge-
nannten Klassen werden auch als interne bzw. externe Randtetraeder bezeichnet.

Sie sind bei der Erzeugung und Bewertung von Komplexen besonders relevant.

Klassifikation von Kanten

Ahnlich wie bei den Tetraedern lisst sich fiir die Kanten der Triangulation eine
erweiterte Klassifikation einfithren. Betrachtet werden nur die regulidren Kanten,
d.h. alle die bei einem gegebenen Alpha auf dem Rand des Alpha-Komplexes
liegen. Ermittelt werden jeweils die beiden reguldren Dreiecke, die eine Kante
bilden. Abhéngig vom Winkel zwischen deren Fléchen erfolgt die Einteilung der

dazugehorigen Kante. Ist der Winkel kleiner als 180° handelt es sich um eine
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konkave Kante. Ein Winkel grofler 180° charakterisiert eine konvexe Kante. Der
Winkel wird jeweils in Bezug auf die sichtbar Seite der Dreiecke berechnet, die

iiber den entsprechenden Normalenvektor bestimmt werden kann.

Klassifikation von Knoten

Den Knoten der Triangulation, die jeweils fiir ein Atom im Protein stehen, lésst
sich mittels obiger Klassifikation der einfallenden Kanten ebenfalls eine Klasse
zuordnen. Da eine Einteilung ausschlieSlich fiir reguléare Kanten existiert, werden
nur diese beriicksichtigt. D.h. es werden die Atome an der durch die Alpha-Shape
definierten Oberfliche des Proteins betrachtet. Ebenso wie die Einteilung der
Kanten ist die Klassifikation dadurch abhéngig von Alpha. Enden in einem Kno-
ten nur Kanten einer Klasse, wird dieser analog als konkav oder konvex bezeichnet.
Treffen in einem Knoten sowohl konkave als auch konvexe Kanten aufeinander,
entscheidet die hohere Anzahl iiber die Zuordnung. Fallen gleich viele Kanten
aus beiden Klassen ein, liegt eine Art Sattelpunkt vor und der Knoten wird flach

genannt.

Weitere Eigenschaften innerhalb der Triangulation

Um noch mehr iiber Protein-Interfaces in der Alpha-Shape-Darstellung zu er-
fahren, wurden neben der oben beschriebenen Klassifikation der verschiedenen
Simplizes noch folgende Parameter bestimmt: Das Volumen der Tetraeder, die
Lange der Kanten, der Abstand zum néchsten Tetraeder und der Abstand zum
néchsten Atom des Bindungspartners. Die Werte wurden jeweils innerhalb des
tatsachlichen Interfaces ermittelt, d.h. fiir alle Atome mit einem Abstand unter
sechs Angstrém zu einem Atom des Bindungspartners in korrekt gedockter An-
ordnung. Zum Vergleich wurden die Faktoren fiir einige Atome auflerhalb des

Interfaces berechnet.

Weiterhin wurden die physiko-chemischen Eigenschaften der vier zu einem Tetra-
eder gehdrenden Atome gemittelt und der Wert dem entsprechenden Tetraeder
zugeordnet. So kann jedes Tetraeder z.B. eine Polaritdt und eine Hydrophobizitit

erhalten. Analog ergibt sich ein mittlerer Temperaturfaktor pro Tetraeder und es
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lassen sich Meta-FElemente und Meta-Aminosduren definieren, die sich jeweils aus

den vier Elementen bzw. Aminosduren eines Tetraeders ableiten.

3.2.2 Geometrische Vorverarbeitung

Aus den Erkenntnissen der oben vorgestellten Analyse bekannter Interfaces wurde
ein Ablauf fiir eine geometrische Vorverarbeitung entwickelt. Die Ausgabe dieser
Prozedur dient als Eingabe fiir die im néchsten Paragraph erlauterten Komplex-

Generatoren.

Als erstes werden fiir die zu dockenden Proteine jeweils die Simplizes bestimmt,
die zur Alpha-Shape fiir oy,op und @ se;, gehoren, d.h. auf dem Rand des entspre-
chenden Alpha-Komplexes liegen. Die Dreiecke der beiden Alpha-Shapes bilden
jeweils eine Oberfldche, die geméfl der oben beschriebenen Anforderung die Form
des Proteins im Gesamten (G) oder im Detail (D) wiedergibt. Die Fldchen werden
im Folgenden entsprechend GF und DF genannt. Aus der Differenz der beiden
Oberflachen lassen sich Einbuchtungen auf der tatséchlichen Proteinoberfliche
bestimmen, die als potentielle Bindungsstellen gewertet werden kénnen. Konkret
wird fiir jedes Atom 7 in DF der Abstand d; zu GF berechnet. Die Absténde d;
sind ein Maf fiir die Tiefe der Atome innerhalb des Proteins in Bezug auf GF.
Mogliche Bindungstaschen zeichnen sich dadurch aus, dass hinreichend viele be-
nachbarte Atome in &hnlicher Tiefe liegen, d.h. die Tasche ausreichend grof§ ist.
Um diese Anforderung besser iiberpriifen zu kénnen, wird fiir jedes Atom jeweils
der Mittelwert der Absténde {iber alle Nachbaratome berechnet, wobei die Nach-
barschaftsbeziehung durch die Triangulation bestimmt wird. Man erhélt dadurch

einen geglitteten Abstand ciz-, der folgendermaflen definiert ist:

. _dﬁzjdj

; = ———=—=, mit 7 Nachbar von . 3.1
1+, J v (3.1)

Hierbei bezeichnet ) ; die Anzahl der Nachbarknoten von ¢, deren Absténde zu
GF entsprechend d; heiflen. Mégliche Bindungsstelle erhélt man durch das Clus-
tern der d;. Dabei fasst man alle Atome in einem gewissen Radius Ry zusammen,
deren Differenz A;; = d; — ch kleiner als eine Schwelle 0, ist. Eine vergleich-
bare Herangehensweise verwenden Peters et al. [78], um Bindungsstellen beim

Protein-Ligand-Docking zu detektieren.
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Atom 1 Atom 5

Atom 3

Abbildung 3.5: Berechnung der Atomtiefen mit Hilfe der groben (- - -) und der
detailierten Oberfliche (—).

Die Bestimmung der potentiellen Gegenstiicke zu den moglichen Bindungstaschen
geschieht auf folgende Weise. Gesucht werden Atome, die moglichst exponiert auf
der Proteinoberfliche liegen. Man findet sie, indem man erneut die Flichen GF
und DF vergleicht: alle Knoten, die auf beiden Flachen zur Alpha-Shape gehoren
werden ausgewahlt. Dass sie die gestellte Anforderung an die Position im Protein
erfiillen, erkennt man gut im zweidimensionalen Beispiel auf Abbildungg 3.5.
Eine weitere Unterteilung der so gefundenen Atome erfolgt anhand der Winkel
zwischen den Dreiecken der DF, die diese Atome jeweils als Eckpunkt besitzen.
Je nachdem wie grofl die Winkel zwischen diesen Flédchen sind, unterscheidet man

zwischen spitzen und stumpfen moglichen Bindungsstellen.

3.2.3 Komplex-Generatoren

Der néchste Schritt im Docking-Algorithmus besteht darin, mit Hilfe der zuvor
auf der Proteinoberfliche bestimmten Stellen Proteinkomplexe zu erzeugen. Im
Folgenden werden zwei der unterschiedlichen Verfahren vorgestellt, die bei der
Entwicklung der Docking-Software implementiert worden sind. Grundsétzlich ist
dabei zu unterscheiden, wie viele Gegensatzpaar zur Erzeugung eines Komplexe
herangezogen werden. Hier wurden Generatoren verwendet, die ein oder zwei

Paare benutzen. Die besten jeder Klasse werden im Detail vorgestellt.

Wird nur eine potentielle Bindungsstelle zur Komplexbildung verwendet, d.h.
genau eine Erhebung des einen Proteins in eine Tasche des anderen platziert,
so stellt sich die Frage, wie die Position der Proteine zueinander genau gewéhlt

werden soll. Nimmt man jeweils einen Punkt zur Charakterisierung einer Erhe-
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bung bzw. einer Tasche, so erhélt man nur zwei Punkte. Das reicht jedoch nicht
aus, um die Position der Proteine im Raum eindeutig festzulegen. Dafiir wiirden
pro Protein drei nicht kolineare Punkte benétigt. Um die iibrigen Freiheitsgrade
zu beriicksichtigen, miissen weitere Merkmale der moglichen Bindungsstellen ex-
trahiert und zur Festlegung der Anordnung der Proteine verwendet werden. Zu
diesem Zweck wird fiir jedes Atom eine sogenannte Pseudonormale n berechnet.
Diese stellt eine Ndherung an die Normale auf der Proteinoberfldche an der Stelle
des Atoms dar und wird bestimmt, indem iiber die Normalen der einfallenden
Dreiecke der detaillierten Alpha-Shape gemittelt wird, wobei diese jeweils mit
dem Flacheninhalt des Dreiecks gewichtet werden. Fiir ein Atom p mit den ein-
fallenden Dreiecken ¢ und den zugehorigen Normaleneinheitsvektoren n; ergibt

sich somit fiir ein festes Alpha:

n,(a) = Z A;n;(p, ), wobei A; der Flacheninhalt von i ist. (3.2)

Die Anordnung der Bindungspartner erfolgt nun so, dass zusétzlich zu den zwei
Punkten die entsprechenden Pseudonormalen von zwei gegensétzlichen Stellen
zur Deckung gebracht werden. Dies geschieht, nachdem das Vorzeichen der zum
Ligand gehorenden Normalen umgekehrt wird, um der Komplementaritit der
Stellen Rechnung zu tragen. Damit bleibt aber immer noch ein Freiheitsgrad.
Dieser wird durch eine schrittweise Drehung eines der Proteine um die durch
die Normale bestimmte Achse beriicksichtigt, d.h. es wird pro Punktepaar nicht
nur eine Anordnung erzeugt, sondern mehrere. Die genaue Anzahl héngt von der

Schrittweite der beschriebenen Drehung ab.

Die Erzeugung von Proteinkomplexen mit jeweils zwei kritischen Punkten pro
Protein erweist sich im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen Ansatz als er-
folgreicher, d.h. es werden damit mehr nahe native Komplexe produziert. Dieses
Vorgehen wird deshalb im folgenden detaillierter beschrieben. Grundsétzlich sind
zunéchst drei Félle zu unterscheiden: 1. es werden zwei Erhebungen des Liganden
und zwei Vertiefungen des Rezeptors behandelt, 2. der umgekehrte Fall von zwei
Vertiefungen des Liganden und zwei Erhebungen des Rezeptors und 3. sowohl ei-
ne Vertiefung und eine Erhebung des Liganden als auch des Rezeptors. Diese drei
Fille werden in der Docking-Software unterschieden und kénnen dadurch in der

Berechnung mit angepassten Parametern behandelt werden. Die Fallunterschei-



48 KAPITEL 3. ALPHA-SHAPE DOCKING

dung kann auch in der Auswertung verwendet werden. Die weiteren Ausfiihrungen

gelten aber gleichermaflen fiir alle drei Konstellationen.

Werden zwei Punkte pro Bindungspartner verwendet, stellt sich zunéchst die
Frage, wie die Auswahl pro Protein im Vorfeld eingeschrankt werden kann, da
die Kombination von jedem kritischen Punkt mit jeweils allen anderen dieses
Proteins einen zu groflen Suchraum ergeben wiirde. Die Beschrinkung der Wahl
ist leicht dadurch zu begriinden, dass die Ausdehnung des Interfaces sich nicht
iiber das ganze Protein erstreckt und dadurch eine Nachbarschaft der gemeinsam
auszuwahlenden Punkte anzunehmen ist. Im konkreten Fall bedeutet dies, dass
pro kritischem Punkt des Liganden nur die anderen der gesuchten Klasse gewéhlt
werden, die einen Maximalabstand nicht iiberschreiten. Zusétzlich wird auch eine
untere Schranke fiir den Abstand angegeben, um direkte Nachbarn auszuschlie-
Ben. Fiir die daraus gebildeten Paare werden jeweils komplementédre Paare des
Rezeptors gesucht, die den gleichen Abstand wie das betrachtete Ligand-Paar

besitzen, wobei jeweils noch eine Toleranz von +£A Angstrom zugelassen wird.

Bei der Erzeugung von Komplexen in der Software wird der Rezeptor, welcher
meistens das groflere Protein ist, festgehalten und der Ligand wie oben beschrie-
ben darum herum platziert. Fiir jede Position des Liganden wird die dazu notige
affine Transformation in Bezug auf eine Grundstellung berechnet und die zu-
gehorige Transformationsmatrix gespeichert. Als Ausgangsposition wird die Posi-
tion des Liganden in der PDB-Datei verwendet. Die gesamte Transformation wird
schrittweise berechnet. Die einzelnen Schritte sind jeweils affine Transformatio-
nen, die noch im einzelnen beschrieben werden. Die Matrix der Gesamttransfor-
mation erhélt man durch Multiplikation der einzelnen Transformationsmatrizen

in der richtige Reihenfolge.

Bei den affinen Transformationen handelt es sich entweder um Translationen
(7,,) oder Rotationen (R,,), die jeweils in Form einer 4 x 4 Matrix (mj;); j—o. 3
beschrieben werden kénnen. Dabei sind mgg, ms3; und mgs immer Null und mss
gleich Eins. Bezeichnen 1, und 1, die Ortsvektoren der zwei gewéhlten Punkte
L, und L; des Liganden und sind r, und ry, die entsprechenden Ortsvektoren des
Rezeptors, so ergeben sich die beiden Vektoren 1 =1, — 1, und r = r, — r,, die
jeweils die beiden gewéhlten Punkte des Liganden und des Rezeptors verbinden.

Zur Positionierung des Liganden werden nun zunéchst 1 und r zur Deckung ge-
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bracht. Dies geschieht in drei Schritten. Als erstes wird L, in den Ursprung des
Koordinatensystems gelegt, was mittels einer Translation um —l1, erreicht wird,
womit 77 bestimmt ist. Die Verschiebung ist notig, damit die Rotation R, die
1 auf r dreht, um die Achse d = 1 x r erfolgen kann. Der Drehwinkel dabei ist

durch folgendes Skalarprodukt festgelegt:

( l-r ) (3.3)
¢ = arccos | —— | . :
1]

Mit v = d/|d| und C = (1 — cosyp) lasst sich die Drehmatrix schreiben:

cos p + viC v109C — vgsinp  vv3C + vosin
vu1C +uzsing  cosp +v5C wu3C —vysing | . (3.4)

v301C — Vg sin  v3v,C' + vy sin @ cos ¢ + v3C

Bevor nun eine Verschiebung des Liganden um r, erfolgt, die L, auf R, positio-
niert (73), wird eine weitere Rotation (R2) vorgenommen. Als Drehachse wird r
benutzt, was nach der ersten Drehung auch die Richtung von 1 ist. Durch die zwei-
te Drehung wird der noch verbleibende Freiheitsgrad des Liganden festgesetzt.
Der Drehwinkel wird in diesem Fall mit Hilfe der oben beschriebenen Pseudo-
normalen berechnet. Bei der Wahl von zwei Punkten pro Protein ergeben sich
insgesamt vier dieser Vektoren und damit auch mehrere Moglichkeiten, durch

eine Uberlagerung einen Winkel der dazu nétigen Drehung zu ermitteln.

Im vorliegenden Programm werden drei Varianten beriicksichtigt: Zum einen wer-
den die beiden Normalen eines Proteins gemittelt und die beiden resultierenden
Vektoren zur Deckung gebracht. Die beiden anderen Félle drehen jeweils die
Pseudonormalen von R, und L,, respektive die von R, und L, aufeinander. Es
werden somit jeweils zwei Pseudonormalen behandelt, die im Folgenden mit n,
und n; bezeichnet werden. Da die Drehachse, wie oben beschrieben, bereits durch
r vorgegeben ist, konnen nicht die Pseudonormalen selbst iibereinander gedreht
werden, sondern nur die beiden Ebenen, die durch r und n, bzw. durch 1 und n;
aufgespannt werden. Der gesuchte Drehwinkel kann dabei mittels der Normalen-
vektoren dieser Ebenen berechnet werden, die sich jeweils aus dem Kreuzprodukt

der entsprechenden Pseudonormalen mit der Drehachse ergeben.
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Bezeichnen n, = n, X r und n; = n; X r die Normalenvektoren auf den Ebenen,

so ergibt sich analog zu 3.3 der Drehwinkel

0 = arccos ( 2 M ) (3.5)

und mit v = r/|r| und C' = (1 — cosp) lasst sich erneut die Drehmatrix mit
Gleichung 3.4 schreiben (Rs).

Nach der Positonierung von L, auf R, erfolgen noch zwei weitere Translationen
(73, 73) . Die erste verschiebt den Liganden so in Richtung von r, dass der Abstand
zwischen L, und R, genau dem zwischen L, und R} entspricht. Das ist sinnvoll,
da die Abstidnde der kritischen Punkte der beiden Proteine, wie beschrieben,
um bis zu A Angstréom abweichen kénnen. Die letzte Bewegung vergroBert den
Abstand des Liganden zum Rezeptor in Richtung der bei der Berechnung von
R, verwendeten Pseudonormalen des Rezeptors. Das ist notwendig, da bisher
nur Punkte ohne Ausdehnung in der Berechnung angenommen wurden, aber in

Wirklichkeit Atome mit einer Ausdehnung behandelt werden.

Die Gesamtbewegung, die den Liganden in eine zu bewertende Position bringt,
148t sich somit durch die folgende affine Transformation beschreiben, die sich aus

der Multiplikation der eben erldauterten Matrizen ergibt:

Wie in den letzten Abschnitten zu erkennen ist, gibt es eine Vielzahl von Para-
metern, die bei der Berechnung der Matrizen variiert werden kénnen. Im vierten
Kapitel werden die Ergebnisse fiir verschiedene Werte dieser Einflussfaktoren vor-

gestellt und die Wahl gewisser Gréfien motiviert.

3.3 Komplex-Bewertung

Der néchste Schritt im Ablauf des Docking-Algorithmus besteht darin, die im
letzten Abschnitt berechneten affinen Transformationen auf den Liganden anzu-
wenden und die daraus entstehenden Komplexe zu bewerten. Da die grundlegende

Idee des hier vorgestellten Ansatzes darin besteht, moglichst alle Berechnungen
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anhand der Alpha-Shape der Proteine durchzufiihren, gilt dies wie zuvor bei der
Ermittlung der Ligand-Transformationen, auch fiir die Beurteilung der erzeugten

Protein-Anordnungen.

3.3.1 Geometrische Korrelation

Abbildung 3.6: Veranschaulichung der prinzipiellen Idee der Bewertung der geome-
trischen Korrelation mit Hilfe von Alpha-Shapes. Nihere Erlauterung im Text.

Grundsétzlich kann die Bewertung in mehreren Stufen erfolgen. Wie bereits in
2.2.4 erwahnt, ist die geometrische Korrelation eine gute erste Annaherung an die
Beurteilung der Qualitéit eines betrachteten Komplexes. Verwendet man Alpha-
Shapes zur Beschreibung der Proteine, so lédsst sich die geometrische Passgenauig-
keit eines Komplexes auf folgende Weise bewerten: fiir jedes Atom des Liganden
wird dessen Position innerhalb der Alpha-Shape des Rezeptors bestimmt und
abhéngig davon ein Score berechnet. Die gesamte Bewertung ergibt sich dann

aus der Summe der einzelnen Scores.
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Zu klaren bleib noch, welche Positionen mit welchen Werten belegt werden. Dabei
erfolgt zunédchst die Unterscheidung, ob der betrachtete Punkt, d.h. der Mittel-
punkt des Atoms, innerhalb oder auflerhalb der konvexen Hiille des Rezeptors
liegt. Im ersten Fall wird das Tetraeder der der Alpha-Shape zugrunde liegen-
den Triangulation bestimmt, das den Punkt enthélt. Im zweiten Fall wird das
Atom des Rezeptors ermittelt, dass den geringsten Abstand zum betrachteten
Atom besitzt. Liefert die Positionsabfrage ein Tetraeder, ergibt sich der Score
aus dessen Position innerhalb der zugehorigen Alpha-Shape, wobei analog zu Ab-
schnitt 3.2.1 zwischen internen, externen, intern-requliren und extern-requldren
Tetraedern unterschieden wird. Die im einzelnen benutzten Werte fiir die ver-
schiedenen Tetraeder und eine noch feinere Klasseneinteilung werden in Kapitel
4 im Zusammenhang mit den erzielten Ergebnissen vorgestellt. Grundsétzlich gilt
es noch einmal hervorzuheben, dass die Klassenzugehorigkeit jeweils von Alpha
abhéngt und damit auch der Gesamtscore dieser Abhéngigkeit unterliegt. Bei ge-
gebenem Alpha kann aber jedem Tetraeder ein fester Score zugewiesen werden
und die Scoring-Funktion sehr effizient mit einer Hashtabelle realisiert werden.
D.h. zu Beginn des Algorithmus wird fiir jedes Tetraeder der Score berechnet und
in einer Hashtabelle notiert. Anschliefend kann die Tabelle fiir alle Bewertungen
von Komplexen verwendet werden. Abbildung 3.6 veranschaulicht die Idee die-
ser geometrischen Bewertungsfunktion anhand eines zweidimensionalen Beispiels.
Das Prinzip ist dasselbe wie in drei Dimensionen, nur dass die Gewichte in diesem

Fall in Dreiecken und nicht in Tetraedern stehen.

Liegt das betreffende Atom des Liganden auflerhalb der konvexen Hiille des Re-
zeptors, kann der Score iiber eine Funktion bestimmt werden, die von der Entfer-
nung zum néchstgelegenen Atom des Rezeptors abhéngt. Der qualitative Verlauf
der hier verwendeten Gewichtungsfunktion ist wie folgt. Bei einem bestimmten
Abstand d,,; existiert ein absolutes Maximum g4, von dem aus die Funktion in
beide Richtungen linear abféllt. Rechts vom Maximum endet der Verlauf auf der
X-Achse, d.h. es gibt einen Abstand d,,,, ab dem Atome keinen Beitrag mehr
zum Gesamtscore liefern, da die Gewichtungsfunktion Null ist. Links vom Maxi-
mum fillt die Funktion etwas schneller ab und endet fiir einen verschwindenden
Abstand auf der Y-Achse bei —g,,,;,. Da sich zwei Atome nicht beliebig nah kom-
men konnen, wird ein zu geringer Abstand mit einem negativen Score bestraft

und so ein abstoflender Effekt zwischen den Atomen simuliert.
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Verwendet man die gerade eingefiihrten Bezeichnungen, so ist die Funktion g(d)

wie folgt abschnittsweise definiert:

(gmax + gmin)/dopt : d — Gmin O S d < dopt
g(d) = —Gmaz/(dmaz — dopt) - d + % fiir dopt < d < dpae (3.7)
0 d Z dma:c

Bezeichnet s(7') die Funktion, die einem Tetraeder einen Score zuordnet, ldsst
sich zusammen mit Gleichung 3.7 die Bewertungsfunktion fiir alle Atome des

Liganden schreiben:

Su(a) = s(T)+ Y g(dy) (3-8)

iint lext

Hier bezeichnen i,,; die Atome des Liganden innerhalb und i.,; die aulerhalb der

konvexen Hiille des Rezepors.

Erweiterung der Alpha-Shape

Das Problem der Bewertung von Atomen auflerhalb der konvexen Hiille des Bin-
dungspartners 1488t sich alternativ zu der oben beschriebenen Vorgehensweise mit
einer abstandsabhéngigen Bewertungsfunktion auch durch eine Erweiterung der
Alpha-Shape erreichen. Zur Verdeutlichung der Problematik und der weiteren
Losungsmoglichkeit, dienen die Abbildungen 3.7 und 3.8. Es ist gut zu erken-
nen, dass mit der bisher benutzten Bewertung kein zdhlbares Resultat erreicht
wiirde, da alle Atome des Liganden auflerhalb der konvexen Hiille des Rezeptors
liegen. Um dennoch eine positive Bewertung mit dem beschriebenen Verfahren
zu erhalten, wird die Alpha-Shape des Rezeptors um sogenannten virtuelle Ato-
men erweitert. Diese werden wie folgt platziert. Fiir jedes Atom, das Teil der
konvexen Hiille ist, wird ein zusétzliches Atom mit gleichem Radius in Richtung
der entsprechenden Pseudonormalen positioniert. Abbildung 3.8 zeigt das in zwei
Dimensionen. Anschliefend wird die Alpha-Shape neu berechnet. Sie enthélt nun
eine Randschicht aus Tetraedern, die virtuelle und regulére Atome als Eckpunkte
besitzen. Diesen Tetraedern wird ein positiver Wert zugewiesen, wodurch auch

Komplexe favorisiert werden konnen, die zuvor nicht gefunden werden konnten.
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Randtetraeder erhalten im Allgemeinen einen geringeren Score als Tetraeder im
inneren der konvexen Hiille. Der Grund dafiir ist, dass Komplexe, bei denen Ato-
me innerhalb einer Tasche des Bindungspartner liegen, von der Bewertungsfunk-
tion gegeniiber Komplexen bevorzugt werden sollen, bei denen sich Flachstellen
gegeniiber stehen. In der konkreten Implementierung des Docking-Programms
erfolgt die Bewertung mit zwei Alpha-Shapes. Zunéchst wird der Score fiir die
Atome des Liganden beziiglich der randlosen Alpha-Shape ermittelt. Liegen zu-
viel Atome im Inneren der Alpha-Shape, und erhalten damit einen negativen
Wert, wird der Komplex verworfen. Anderenfalls werden alle Atome des Ligan-
den, die auflerhalb der konvexen Hiille des Rezeptors liegen, in der Alpha-Shape

mit Rand verortet und damit die Bewertung verfeinert.

Abbildung 3.7: Problemfall fiir die Bewertung mittels Scores nur innerhalb der kon-
vexen Hiille der Proteine.

Gesamtscore

Analog wie fiir den Liganden, 148t sich fiir den Rezeptor ein Score Si berechnen.
Dabei werden die Atome des Rezeptors in der Alpha-Shape des Liganden verortet

und bewertet. Die Parameter konnen wie zuvor gewéhlt oder speziell angepasst
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Abbildung 3.8: Losung der Bewertungsproblematik durch Einfiihrung von wvirtuellen
Atomen auflerhalb der konvexen Hiille.

werden, insbesondere kann Alpha fiir die beiden Proteine unterschiedlich sein.

Der Gesamtscore fiir einen Komplex ergibt sich damit zu:

Stotat(a, o) = Sp(ay) + Sgr(). (3.9)

3.3.2 Erweiterte Bewertungskriterien

Die erste Erweiterung der geometrische Bewertung besteht in einer Einteilung
der Atome in solche auf der Oberfliche und solche im Inneren des Proteins. Diese
wird fiir zweierlei benutzt. Zum einen ermdoglicht es die schnelle Berechnung eines
ersten Scores, indem nur die Oberflichenatome in der Alpha-Shape des Bindungs-
partners bewertet werden. Zum anderen konnen so unterschiedliche Gewichte fiir
die beiden Atomklassen vergeben werden, um die Bedeutung von Kontakte von
Oberflichenatome zu erhchen. Die Bestimmung der Oberfliche der Proteine er-

folgt iiber deren Alpha-Shapes, d.h. alle reguldren Atome bei einem gegebenen
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Alpha werden als Teil der Oberfliche angesehen. Wie Alpha dabei zu wéhlen ist,

wird im néchsten Kapitel anhand von Beispielen gezeigt.

Die folgenden Erweiterungen machen sich zu Nutze, dass die Tetraeder der Alpha-
Shape neben dem geometrischen Score noch weitere Bewertungen aufnehmen
konnen. Anschaulich heifit das, dass in jedem Tetraeder fiir jedes Bewertungskri-
terium ein Wert steht und der entsprechende Score als Summe iiber die Tetraeder
gebildet wird, in denen Atome des Bindungspartners enthalten sind. Genau so,
wie es bei der geometrischen Korrelation erfolgt. Praktisch erfordert das eine
zusétzliche Hashtabelle fiir jedes Kriterium, die die Zuordnung der Tetraeder zu

den jeweiligen Scores vornimmt.

In Anlehnung an die in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Kriterien werden im vorlie-
genden Algorithmus noch folgende Eigenschaften zur Bewertung herangezogen:
die Tiefe eines Tetraeders wird als Mittelwert der Tiefen der vier Eck-Atome
berechnet, die geméafl Gleichung 3.1 bestimmt werden. Ebenfalls als Mittelwert
aus vier Werten wird ein Temperaturfaktor pro Tetraeder bestimmt. Die einzel-
nen Faktoren entsprechen dabei denen in der PDB-Datei des Proteins. Qualitativ
kann die Bewertung eines Komplexes dann angepasst werden, indem Atome, die
tief in der Alpha-Shape des Bindungspartners liegen, einen héheren Score erhal-
ten. Ebenso wie solche, die in Regionen mit einem niedrigen Temperaturfaktor
liegen. Der Temperaturfaktor spiegelt die Ungenauigkeit der Bestimmung der
Atomposition im Experiment wieder, d.h. je hoher der Faktor ist, desto grofer
kann die Schwankung um die ermittelte Position sein. Da nicht anzunehmen ist,
dass sehr bewegliche Atome eine Bindungstasche bilden, wird ihr Vorkommen im

Interface eines erzeugten Komplexes durch die Bewertungsfunktion bestraft.

Physiko-chemische Bewertung

Neben den rein geometrischen Kriterien kénnen auch physiko-chemische Eigen-
schaften in den Tetraedern gespeichert und mittels einer Hashfunktion zur Be-
wertung verwendet werden. In dieser Arbeit wurden zwei Ansétze in dieser Rich-
tung untersucht. Einerseits die Verwendung einer Funktion zur Behandlung der
elektrostatischen Wechselwirkungen, wobei auf eine dhnliche Ndherung wie in

[34] zurtickgegriffen wird. Und andererseits eine aminoséurenspezifische Gewich-
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tungsfunktion, wie sie bei FFT-basierten Ansétzen z.B. in [70] und [41] zu finden

ist.
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Abbildung 3.9: Visualisierung der aminosdurenspezifischen Gewichtungsfaktoren
nach Moont et al. [70]. Zeilen und Spalten sind mit den einbuchstabigen Aminoséuren-
Codes beschriftet. In der symetrischen Matrix entsprechen die Radien der Kreise den
Gewichten. Weifle Kreise stehen fiir negative Werte, schwarze fiir positive. Der grofite
negative Wert ist -0.78 (K,K), der grofite positive Wert ist 0.58 (W,Y).

Im Detail erfolgt die Berechnung der elektrostatischen Gewichtung dadurch, dass

fiir alle Tetraeder des Rezeptors ein elektrisches Feld bestimmt wird, das durch

$i=> EL (3.10)

— €(rij)ry;

beschrieben wird. Dabei ist ¢; das Feld im Schwerpunkt des Tetraeders i, g; die

Ladung des Atoms j und r;; die Entfernung zwischen i und j. €(r;;) ist eine von
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der Entfernung abhéngige dielektrische Funktion, die gem#f Hingerty et al. [42]
durch

4 . Tz‘j S 6A
€(rij) = § 38r;; — 224 : 6A < ry; < 8A (3.11)
80 : Tij Z 8A

gegeben ist. Die Ladungen werden wie in [34] beschrieben gewéahlt. Die elektro-
statische Gewichtung berechnet sich damit als Summe aus den Produkten der
Ladungen der Atome des Liganden und den entsprechenden Feldern der Tetra-

eder, in denen diese Atome in einem Komplex zu finden sind:
Ep = Z OT6) * G (3.12)

T'(i) in Gleichung 3.12 bezeichnet die Funktion, die den Schwerpunkt des Tetra-
eders des Rezeptors liefert, in dem sich das Ligand-Atom ¢ befindet. Energetisch
glinstige Konformationen zeichnen sich durch benachbarte Ladungen mit unter-
schiedlichem Vorzeichen aus. In diesen Féllen liefert Gleichung 3.12 einen groflen
negativen Wert, und entsprechen bei einer groffen Anzahl nahe beieinander lie-
gender gleichnamiger Ladungen einen grofien positiven Wert. Das bedeutet, wenn
man die Funktion als Score verwenden will, muss man noch das Vorzeichen des
Gesamtergebnisses umdrehen. Alternativ verwendet man 3.12 als Filterkriterium

und schliefft Losungen mit einem Wert oberhalb einer gewissen Schranke aus.

Wie zuvor bei der geometrischen Korrelation kann neben dem Score fiir den
Liganden auch ein Score fiir den Rezeptor berechnet werden. Es miissen dazu
analog die Rollen der beiden Proteine vertauscht werden. Auch die Unterschei-
dung zwischen Rand und Innerem der Proteine kann in die Bewertung eingebaut
werden. Zudem kann man iiberlegen, ob die elektrostatische Bewertung parallel
zur geometrischen erfolgen soll, und somit ein Gesamtscore berechnet wird, oder
ob sie als Postfilter verwendet werden soll, d.h. im Anschluss an die geometrische

Beurteilung auf die besten x Komplexe angewendet wird.

Die aminosiurenspezifische Gewichtung basiert auf der Uberlegung, dass im In-
terface eines Proteinkomplexes manche Aminoséuren statistisch relevant haufiger

in der Néhe von gewissen Aminosiuren vorkommen als andere. Daher sollte es
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moglich sein, anhand der Auswertung existierender Komplexe eine Verteilung
zu bestimmen, die in Form einer Gewichtungsfunktion fiir die Bewertung von
kiinstlich erzeugten Anordnungen verwendet werden kann. Moont et al. [70] haben
eine solche Statistik ermittelt und verwenden die daraus resultierenden Gewich-
tungsfaktoren in ihrer Software RPScore (Residue Level Pair Potential Scoring).
Abbildung 3.9 veranschaulicht die von Moont et al. benutzten Gewichtungsfak-
toren in Form einer Matrix. Die dahinter stehenden Zahlenwerte werden in der
aminosaurenspezifischen Gewichtung von AlphaDock verwendet. Dabei wird, wie
bei den anderen Bewertungen, einem Tetraeder ein Mittelwert der Faktoren der
vier Eck-Atome zugewiesen und eine Summe {iber die Tetraeder gebildet, in denen

sich bei einem Komplex Atome des Bindungpartners befinden:

Ap = a(i,T(i)) (3.13)
a(i, T(7)) ist hier die Funktion, die einem Atom ¢ und dem ¢ beinhaltenden Tetra-
eder T'(i) geméf der entsprechend gewichteten aminosidurespezifischen Faktoren

einen Score zuordnet.

3.3.3 Komplex-Weiterverarbeitung

Das Resultat des Algorithmus ist eine Liste von Transformationen des Liganden
fiir die jeweils ein oder mehrere Scores nach den oben beschriebenen Verfahren
berechnet wurden. Eine Weiterverarbeitung kann dann mit den ebenfalls in dieser
Arbeit entwickelten Auswertungsroutinen erfolgen, oder die besten x Losungen
werden an ein anderes Programm iibergeben, dass z.B. eine genauere Berech-
nung der physiko-chemischen Korrelation vornimmt und damit die Bewertung
der Komplexe verfeinern kann. Ebenso wére es moglich, die Ergebnisse als Start-
punkt fiir eine molekulardynamische Simulationsrechnung zu verwenden. Wie
grof} x dabei zu wihlen ist, hdngt von der jeweils zu erzielenden Genauigkeit und

der vorhandenen Rechenleistung ab.

Wie mit der Représentation der Proteine durch Alpha-Shapes weitergerechnet
werden konnte, ist im Ausblick in Kapitel 5 dargestellt. Hier soll kurz erlautert
werden, welche Auswertungsmoglichkeiten in dieser Darstellung bereits entwickelt

wurden. Besonders hilfreich bei der Entwicklung von AlphaDock war die direk-
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te Anbindung an den 3D-Viewer geomuview [3]. Dieser erlaubt die unmittelbare
Kontrolle der erzeugten Komplexe und macht Fehler in der Transformation des
Liganden sofort sichtbar. Neben der automatisch ablaufenden und iiber Steuerda-
teien zu bedienenden Version von AlphaDock gibt es daher auch eine interaktive
Variante, die mit einem grafischen Benutzerinterface zu bedienen ist und Alpha-
DockGUI genannt wird. Die Ergebnisse werden darin in einer Tabelle prasentiert,
wobei jede Zeile zu einer Ligand-Transformation gehort und die Spalten die je-
weils berechneten Scores enthalten. Zudem existiert eine Spalte mit dem RMSD,
der die Qualitat der Losung widerspiegelt, wie es in Abschnitt 2.2.5 erldutert
ist. Ein Doppelklick auf eine Zeile startet geomwview und stellt darin den zu-
gehorigen Komplex dar. Es existieren verschiedene Schalter in AlphaDockGUI, die
das Hervorheben verschiedener Regionen und Merkmale des betrachteten Kom-
plexes ermoglichen. So kann z.B. das Interface markiert werden oder die Tetraeder
entsprechend der Groe der verschiedenen Gewichtungsfaktoren (Temperaturfak-
tor, aminosaurenspezifisches Gewicht, elektrisches Feld, usw.) eingefiarbt werden.

Weitere Einzelheiten zur Bedienung des Programms finden sich im Anhang.



Kapitel 4
Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die mit dem Programm AlphaDock erzielten Ergebnis-
se vorgestellt. Dabei wird in der Reihenfolge des Entwicklungsprozesses und des
Ablaufs des Programms vorgegangen. Das heifit zunéchst werden die Ergebnis-
se der Analysen der Proteinstrukturen in Alpha-Shape-Darstellung vorgestellt.
Anschlieend wird der verwendete Komplex-Generator untersucht und die Re-
sultate der Bewertungsfunktionen présentiert. Darauf folgt eine Untersuchung
des gesamten Docking-Prozesses unter Verwendung der besten Parameter, soweit
sie im Rahmen dieser Arbeit optimiert werden konnten. Abschlieend werden
die Resultate diskutiert und die Vor- und Nachteile des verwendeten Ansatzes

besprochen.

4.1 Testdatensatz

Nachfolgend sind die Testfille des Benchmark 2.4 Datensatzes aufgefiithrt. Die
Einteilung erfolgt, wie in [69] beschrieben, in drei Schwierigkeitsgrade. Die leich-
testen Félle werden als Starre Kdrper bezeichnet. Diese stellen mit 63 Komplexen
auch den grofiten Teil des Datensatzes. Dazu kommen noch 13 Félle mittlerer
und 8 Félle hoher Schwierigkeit. Je nach Art der Interaktion der Proteine, wer-
den diese zudem noch in folgende Kategorien unterteilt, die in der Tabelle in
der zweiten Spalte angegeben sind: Enzym /Inhibitor oder Enzym/Substrat (E),
Antibody/Antigen (A), Antigen/Bound Antibody (AB) und Sonstige (O).

61
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Tabelle 4.1: Protein-Protein Docking Benchmark 2.4 [69].
Komplex Kat. PDB Proteinl PDB Protein2
Starre Korper (63)
1AVX E 1QQU  Porcine Trypsin 1BA7 Soybean Trypsin Inhibi-
tor
1AY7 E 1RGH Barnase 1A19 Barstar
1BVN E 1PIG Alpha-Amylase 1HOE  Tendamistat
1CGI E 2CGA Bovine Chymotrypsino- 1HPT  PSTI
gen
1D6R E 2TGT Bovine Trypsin 1K9B Bowman-Birk Inhibitor
1DFJ E 9RSA  Ribonuclease A 2BNH  Rnase Inhibitor
1E6E E 1EIN  Adrenoxin Reductase 1CJE Adrenoxin
1EAW E 1EAX  Matriptase 9PTI BPTI
1IEWY E 1GJR  Ferredoxin Rreductase 1CZP Ferredoxin
1EZU E 1TRM D102N Trypsin 1ECZ Ecotin
1F34 E 4PEP  Porcine Pepsin 1F32 Ascaris Inhibitor 3
1HIA E 2PKA  Kallikrein 1BX8 Hirustatin
1MAH E 1J06 Acetylcholinesterase 1FSC Fasciculin
1PPE E 1BTP  Bovine Trypsin 1LU0 CMTI-1 Squash Inhibi-
tor
1TMQ E 1JAE  Alpha-Amylase 1B1U RAGI Inhibitor
1UDI E 1UDH  Uracyl-DNA Glycosyla- 2UGI Glycosylase Inhibitor
se
2MTA E 2BBK  Methylamine Dehydro- 2RAC  Amicyanin
genase
2PCC E 1CCP  Cyt C Peroxidase 1YCC  Cytochrome C
2S1C E 1SUP  Subtilisin 3SSI Streptomyces Ssubtilisin
Inhibitor
2SNI E 1UBN  Subtilisin 2CI2 Chymotrypsin inhibitor
2
7CEI E 1UNK  Colicin E7 Nuclease 1MO08 Im7 Immunity Protein
1A2K (0] 1QG4  Ran GTPase 10UN  Nuclear Transport Fac-
tor 2
1AK4 (6] 2CPL  Cyclophilin 1E6J HIV Capsid
1AKJ O 2CLR  MHC Class 1 HLA-A2 1CD8 T-cell CD8 Coreceptor
1B6C (@) 1D60  FKBP binding Protein 1IAS TGFbeta receptor
1BUH (@) 1HCL  CDK2 Kinase 1DKS Ckshs1
1E96 (0] 1IMH1 Rac GTPase 1HHS p67 Phox
1F51 O 1IXM  Sporulation Response 1SRR Sporulation  Response
Factor B Factor F
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Komplex Kat. PDB Proteinl PDB Protein2
1FC2 (0] 1BDD  Staphylococcus Protein 1FC1 Human Fc Fragment
A
1FQJ (6] 1TND  Gt-Alpha 1FQI RGS9
1GCQ (6] 1GRI GRB2 C-ter SH3 Do- 1GCP  GRB2 N-ter SH3 Do-
main main
1GHQ (0] 1C3D  Complement C3 1LY2 Epstein-Barr virus re-
ceptor CR2
1HE1 O 1MH1 Rac GTPase 1HE9 Pseudomonas toxin
GAP dom.
114D (0] 1IMH1 Rac GTPase 1149 Arfaptin
1KAC (0] INOB  Adenovirus Fiber Knob 1F5W  Adenovirus Receptor
Protein
1KLU (@) 1H15 MHC Class 2 HLA-DR1 1STE Staphylococcus Entero-
toxin C3
1KTZ O 1TGK TGF-Beta 1M9Z TGF-Beta Rreceptor
1KXP (@) 11JJ Actin 1IKW2  Vitamin D Binding Pro-
tein
1MLO O IMKF  Viral Chemokine Bin- 1DOL Chemokine Mcpl
ding P. M3
1QA9 (0] 1HNF  CD2 1CCZ CD58
1RLB (@) 2PAB  Transthyretin 1HBP  Retinol binding protein
1SBB (0] 1BEC  T-Cell Receptor Beta 1SE4 Staphylococcus Entero-
toxin B
2BTF (6] 11JJ Actin 1PNE  Profilin
1AHW A 1FGN  Fab 5g9 1TFH  Tissue Factor
1BVK A 1BVL  Fv Hulysl1 3LZT HEW Lysozyme
1DQJ A 1DQQ  Fab Hyhel63 3LZT HEW Lysozyme
1E6J A 1E60  Fab 1A43 HIV-1 Capsid Protein
P24
1JPS A 1JPT  Fab D3H44 1TFH  Tissue Factor
1IMLC A IMLB Fab44.1 3LZT HEW Lysozyme
1VFB A 1VFA  Fv D13 8LYZ HEW Lysozyme
1WEJ A 1QBL  Fab ES8 1HRC  Cytochrome C
2VIS A 1GIG  Fab 2VIU Flu Virus Hemaggluti-
nin
1BJ1 AB 1BJ1 Fab 2VPF  vEGF
1FSK AB 1FSK  Fab 1BV1 Birch Pollen Antigen
Bet V1
1I9R AB  1I9R Fab 1ALY Cd40 Ligand
11QD AB 1IQD Fab 1D7P Factor VIII Domain C2
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Komplex Kat. PDB Proteinl PDB Protein2
1K4C AB 1K4C  Fab 1JVM  Potassium Channel Kcsa
INCA AB INCA Fab TNN9 Flu Virus Neuraminida-
se N9
1INSN AB  INSN  Fab N10 1KDC  Staphylococcal Nuclease
1QFW AB 1QFW Fv 1HRP  Human Chorionic Gona-
dotropin
1QFW AB 1QFW Fv 1HRP  Human Chorionic Gona-
dotropin
2JEL AB  2JEL Fab Jeld2 1POH  HPr
Mittlere Schwierigkeit (13)
1ACB E 2CGA  Chymotrypsin 1EGL Eglin C
1IJK E 1AUQ Von Willebrand Factor 1FVU  Botrocetin
Dom. Al
1KKL E 1JB1 HPr Kinase C-ter Do- 2HPR HPr
main
1M10 E 1AUQ Von Willebrand Factor 1MO0Z Glycoprotein IB-alpha
Dom. Al
1GP2 (@) 1GIA Gi-Alpha 1TBG  Gi-Beta,Gamma
1GRN O 1A4R  CDC42 GTPase 1RGP  CDC42
1HES (0] 821P Ras GTPase 1E8%Z PIP3 Kinase
112M (6] 1QG4  Ran GTPase 1A12 RCC1
1IB1 (@) 1QJB 14-3-3 Protein 1KUY  Serotonin N-Acteylase
1K5D (@) 1RRP  Ran GTPase 1YRG  Ran GAP
1N2C (@) 3MIN  Nitrogenase Mo-Fe Pro- 2NIP Nitrogenase Fe Protein
tein
1WQ1 (@) 6Q21 Ras GTPase 1WER  Ras GAP
1BGX A 1AY1 Fab 1CMW  Taq Polymerase
Hohe Schwierigkeit (8)
1FQ1 E 1B39 CDK2 Kinase 1FPZ CDK inhibitor 3
1ATN (0] 11JJ Actin 3DNI Dnase I
1DE4 (0] 1A6Z Beta2-Microglobulin 1CX8 Transferrin Receptor Ec-
todom.
1EER O 1BUY  Erythropoietin 1ERN  EPO receptor
1FAK (@) 1QFK  Coagulation Factor VIIa 1TFH  Soluble Tissue Factor
1H1V (0] 11JJ Actin 1DON Gelsolin
1IBR (@) 1QG4  Ran GTPase 1F59 Importin Beta
2HMI AB 2HMI  Fab 28 1S6P HIV1 Reverse Transcrip-

tase
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4.2 Grofle der Triangulationen

Um einen Eindruck von der Groéfle der zu verarbeitenden Datenmengen in der
verwendeten Darstellung zu bekommen, sind in Tabelle 4.2 die Zahl der Tetra-
eder und Dreiecke der zugrunde liegenden Triangulationen der Alpha-Shapes der
betrachteten Proteine zu finden. Zudem ist angefiihrt, aus wie vielen Atomen
der Rezeptor und der Ligand bestehen, was der Zahl der Knoten der Triangu-
lation entspricht. Im Hinblick auf die Idee der Bewertungsfunktion, die Atome
innerhalb der konvexen Hiille des Bindungspartners bevorzugt, ist neben der Zahl
der Interface-Atome in Klammern deren Anteil genannt, der sich innerhalb der
konvexen Hiille des anderen Proteins befinden. Zum Interface werden alle Atome
gezihlt, die einen Abstand von weniger als sechs Angstrém zu einem Atom des

Bindungspartners besitzen.

Tabelle 4.2: Eigenschaften der den Alpha-Shapes zugrunde liegenden Triangulationen.

Die Zahlen in Klammern geben den jeweiligen Anteil der Interface-Atome an, die sich

in der konvexen Hiille des Bindungspartners befinden.

Rezeptor Ligand

PDB Atome Tetraeder Dreiecke Interface Atome Tetraeder Dreiecke Interface

1A2K 1979 12910 25877 127 (18) 1613 10649 21364 105 (45)
1ACB 1799 11809 23691 194 (35) 575 3575 7205 134 (72)
1AHW 3304 21741 43561 177 (45) 1622 10442 20933 196 (51)
1AK4 1258 8214 16491 161 (7) 1062 6862 13769 68 (49)
1AKJ 3082 20350 40771 121 (25) 1812 11937 23934 117 (77)
1ATN 2782 18358 36788 115 (19) 2034 13390 26854 138 (32)
1AVX 1642 10717 21514 166 (9) 1258 8083 16219 117 (56)
1AY7 746 4730 9514 114 (8) 719 4546 9147 119 (45)
1B6C 832 5274 10603 155  (56) 2629 17315 34692 160 (36)
1BJ1 3307 21703 43487 184  (18) 1527 9924 19918 151 (65)
1BUH 2366 15586 31251 123 (22) 650 4114 8268 118  (21)
1BVK 1744 11432 22946 92 (3) 1000 6466 12994 105 (12)
1BVN 3896 25752 51607 231 (14) 558 3458 6971 168  (145)
1CGI 1799 11804 23681 207 (15) 440 2737 5516 151 (85)
1D6R 1629 10626 21323 175 (9) 420 2614 5267 78 (53)
1DFJ 3411 22401 44896 256 (79) 951 6126 12310 232 (182)
1DQJ 3244 21173 42430 172 (12) 1000 6467 12996 176 (47)
1E6E 3505 23273 46619 143 (6) 819 5186 10419 149  (124)
1E6J 3277 21359 42803 124 (1) 573 3602 7250 79 (20)
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Rezeptor Ligand

PDB Atome Tetraeder Dreiecke Interface Atome Tetraeder Dreiecke Interface

1E96 1378 8963 17986 110 (40) 1566 10232 20531 110 (1)

1EAW 1864 12147 24361 243 (19) 454 2831 5699 152 (116)
1EER 3228 21098 42258 294  (62) 1297 8411 16884 250 (228)
1IEWY 2338 15488 31042 110 (0) 750 4752 9555 104 (98)
1EZU 2260 14765 29593 203 (109) 1662 10926 21937 316 (152)
1F34 2429 15888 31857 213 (111) 995 6399 12844 216  (62)
1F51 2489 16413 32897 147 (9) 933 5927 11910 143 (116)
1FAK 2658 17487 35039 212 (104) 1467 9490 19034 212 (192)
1FC2 3312 21899 43871 95  (13) 478 2962 5965 112 (26)
1FQ1 1399 9091 18246 90  (30) 2335 15438 30954 92 (9)

1FQJ 2540 16808 33687 173 (30) 1111 7209 14468 137 (91)
1FSK 3347 22094 44276 197 (11) 1230 7952 15966 123 (66)
1GCQ 1734 11348 22769 87  (12) 549 3388 6826 98  (24)
1GHQ 2317 15238 30553 67 (2) 996 6357 12771 65 (2)

1GP2 2491 16459 32977 108  (36) 3128 20603 41284 114 (13)
1GRN 1488 9666 19391 145  (36) 1501 9832 19733 151 (57)
1H1V 2782 18360 36792 460 (277) 5691 37766 75626 412 (217)
1HE1 976 6260 12580 161 (45) 1378 8967 17994 142 (51)
1HE8 6802 45651 91385 96 (0) 1326 8597 17264 102 (34)
1HIA 1799 11859 23787 246 (25) 352 2125 4287 105  (84)
112M 3000 19862 39799 260 (34) 1613 10651 21368 235 (128)
114D 3217 21217 42502 135 (16) 1378 8961 17982 142 (122)
1IB1 3673 24555 49187 298 (108) 1312 8469 17003 322 (273)
1IBR 1478 9750 19559 401 (374) 3440 22721 45518 425 (116)
1IJK 2079 13584 27233 124 (6) 1667 10883 21832 96  (57)
11QD 3089 20134 40349 213 (42) 1268 8131 16313 133 (52)
1JPS 3241 21182 42448 174 (42) 1467 9489 19032 160 (54)
1K4C 3252 21211 42498 181  (11) 2822 18673 37401 114 (51)
1K5D 2741 18066 36208 188 (127) 2689 17682 35438 253 (39)
1KAC 1401 9008 18086 138 (18) 943 6019 12087 139 (4)

1KKL 3447 22826 45710 116 (1) 625 3923 7899 105  (54)
1KLU 3044 20107 40292 119  (9) 1903 12480 25024 113 (25)
1KTZ 890 5693 11437 67  (12) 827 5272 10598 81 (16)
1KXQ 3908 26213 52524 223 (20) 916 5813 11672 223 (135)
1M10 2080 13477 27031 193 (71) 1667 10880 21826 272 (102)
IMAH 4159 27641 55367 214  (35) 464 2897 5834 146 (76)
1IMLO 5706 37747 75583 179 (29) 568 3574 7194 156  (108)
1IMLC 3290 21765 43623 124 (6) 1000 6465 12992 99  (22)
INCA 3329 22173 44426 181 (39) 3067 20225 40534 169  (36)
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Rezeptor Ligand

PDB Atome Tetraeder Dreiecke Interface Atome Tetraeder Dreiecke Interface

1INSN 3282 21829 43733 151 (25) 1091 7046 14139 154 (48)
1PPE 1629 10702 21482 215 (19) 222 1284 2595 110 (63)
1QA9 1447 9317 18702 87 (0) 1398 8954 17972 82 (3)

1QFW 1762 11587 23239 149  (40) 1468 9518 19101 127 (36)
1RLB 3488 23143 46346 150 (19) 1411 9164 18383 123 (55)
1SBB 1826 11935 23927 109 (44) 1975 13005 26069 114 (14)
1TMQ 3598 23780 47645 199  (10) 880 5679 11415 175 (90)
1UDI 1826 11958 23987 182 (38) 654 4115 8275 195 (77)
1VFB 1741 11343 22759 121 (7) 1000 6481 13020 106 (18)
1WEJ 3318 21859 43794 119  (3) 823 5252 10558 105 (11)
1WQ1 2590 17148 34364 226 (36) 1368 8912 17891 207 (159)
2BTF 2782 18361 36794 149  (21) 1044 6730 13511 186  (63)
2JEL 3297 21620 43316 155 (3) 640 4014 8076 118  (62)
2MTA 3737 24838 49743 152 (0) 807 5153 10354 105  (57)
2PCC 2339 15524 31118 92 (0) 847 5446 10934 85 (7)

2QFW 1672 11006 22065 142 (25) 1468 9518 19101 102 (33)
25IC 1938 12805 25681 191 (12) 772 4832 9720 105 (63)
2SNI 1932 12710 25495 185  (10) 521 3247 6534 87  (53)
2VIS 7416 49236 98557 94 (2) 3261 21473 43041 89 (5)

7CEI 1058 6819 13690 114 (30) 698 4454 8948 121 (20)

Bis auf wenige Ausnahmen befindet sich jeweils ein betrachtlicher Anteil der
Interface-Atome des Liganden in der konvexen Hiille des Rezeptors. Im Durch-
schnitt sind es 43%. Der entsprechende Anteil der Rezeptoratome ist hingegen
deutlich geringer, hier sind es im Mittel nur 17%, die in der konvexen Hiille des

Liganden liegen.

4.3 Wahl der Parameter

Ziel der hier angefithrten Analysen ist es, Abschitzungen fiir die im Algorith-
mus benutzen Parameter zu erhalten. Insbesondere geht es dabei um die Grofie
von Alpha zur Berechnung der detaillierten und der groben Oberfliche der Pro-
teine, die zur Bestimmung der charakteristischen Erhebungen und Vertiefungen

benutzt werden. Die Anzahl der ermittelten Stellen héngt von Alpha ab und be-



68 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

einflusst direkt die Zahl der durch den Generator erzeugten Komplexe. Es gilt
einen guten Mittelweg aus Genauigkeit und Rechenaufwand zu finden. Dabei hilft
auch die Untersuchung der Eigenschaften der detektierten kritischen Punkte im
Interface und ihrer Abstandsbeziehungen. Zudem soll die Untersuchung der kor-
rekt gedockten Komplexe, die im Datensatz [69] sowohl fiir den bound als auch
den unbound Fall vorliegen, Aufschluss iiber die zu verwendenden Gewichte der

geometrischen Bewertungsfunktion geben.

4.3.1 Alpha,, und Alphay.,

Abbildung 3.2 im letzten Kapitel hat bereits den Zusammenhang zwischen der
Auflésung der Protein-Oberfliche und der Wahl von Alpha veranschaulicht. Um
zu entscheiden, wie die beiden Werte fiir Alpha genau zu wéhlen sind, mit de-
nen die grobe und die detaillierte Alpha-Shape festgelegt werden, ist eine néhere
Untersuchung der dadurch jeweils generierten kritischen Punkte notig. Es wur-
de dazu ermittelt, wie viele Paare von Erhebungen und Vertiefungen jeweils fiir
unterschiedliche Werte von o, und a; im Interface der korrekt gedockten Kom-
plexe gefunden werden, die den Bedingungen bei der Berechnung der Ligand-
Transformationen entsprechen. D.h. es wurden jeweils zwei kritische Punkte im
Interface des Rezeptors gewiihlt, die einen Abstand zwischen 4 und 12A besitzen,
und iiberpriift, ob im Interface des Liganden ein passendes Gegenstiick-Paar zu
finden ist, so dass die gegeniiberliegenden Atome jeweils einen Abstand von weni-
ger als 6A Dbesitzen. Liegt ein solches Gegensatz-Paar vor, bedeutet dies, dass der
Komplex-Generator eine Transformation finden kann, die den Liganden im Inter-
face positioniert. In Tabelle 4.3 sind die Ergebnisse zusammengestellt. Abbildung

4.1 zeigt den Komplex 1PPE fiir einen Teil der benutzten Parameter.

Tabelle 4.3: Anzahl der Gegensatz-Paare, die im Interface des korrekt gedockten
Komplexes gefunden werden, die den Bedingungen des Generators entsprechen. Uber

den Spalten steht jeweils der Wert fiir oy und ay.

PDB  400/15 200/15 100/15 80/15 200/12 200/10 200/8

1A2K 35 84 81 67 236 116 12
1ACB 0 8 4 4 ) 34 )
1AHW 192 170 31 18 273 138 285

1AK4 8 8 0 8 0 9 11
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PDB  400/15 200/15 100/15 80/15 200/12 200/10 200/8

1AKJ 0 0 22 22 0 11 3
1ATN 80 107 60 74 137 167 63
1AVX 104 96 33 16 7 211 100
1AY7 33 63 37 21 148 421 143
1B6C 36 8 10 16 5 0 21
1BGX 43 56 95 89 69 49 29
1BJ1 12 11 3 3 30 65 66
1BUH 0 0 0 0 5 4 0
1BVK 95 48 24 21 24 73 38
1BVN 16 18 0 21 62 11 83
1CGI 5 2 0 0 0 2 0
1D6R 195 0 90 174 91 6 0
1DE4 36 21 24 17 155 138 145
1DFJ 93 121 184 202 72 121 93
1DQJ 22 87 57 14 45 61 30
1E6J ) 0 0 0 0 13 4
1E96 51 31 5 11 8 19 35
1EAW 2 0 0 0 116 93 17
1EER 194 186 141 56 270 317 154
1IEWY 4 2 8 3 52 24 22
1EZU 133 66 47 101 163 96 155
1F34 21 72 46 7 135 66 22
1F51 60 46 61 103 80 68 22
1FAK 43 59 31 4 86 136 145
1FC2 118 113 84 26 342 111 154
1FQ1 11 13 3 0 11 14 2
1FQJ 0 17 S 0 27 70 4
1FSK 71 32 38 33 39 135 95
1GCQ 0 0 0 0 46 3 90
1GHQ ) 7 4 3 2 0 31
1GP2 40 17 9 2 24 107 108
1GRN 113 134 136 87 173 224 275
1H1V 59 34 17 16 43 19 30
1HE1 54 61 78 54 71 91 202
1HES 4 0 0 0 4 28 22
1HIA 18 35 38 42 73 43 2
1I12M 103 66 58 65 36 ol 157
114D 42 45 15 32 31 30 114
1I9R 47 31 4 0 32 83 104

1IB1 4 12 0 0 11 12 5
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PDB  400/15 200/15 100/15 80/15 200/12 200/10 200/8

1IBR 3 3 6 3 37 40 29
1IJK 12 8 15 20 33 14 95
11QD 116 124 126 183 24 33 7
1JPS 279 83 83 23 78 42 48
1K4C 36 33 4 2 47 79 14
1K5D 61 87 20 6 12 457 100
1KAC 3 2 0 0 8 7 13
1KKL 87 38 116 136 96 49 o7
1KLU 19 6 6 16 43 13 19
1KTZ 71 93 0 0 106 107 437
1KXP 34 64 28 20 87 74 61
1KXQ 53 33 48 16 67 61 63
1M10 32 25 14 7 130 123 69
1IMAH 0 0 0 0 6 2 2
1MLO 0 0 0 0 0 6 12
1IMLC 14 17 7 7 22 163 284
1N2C 11 9 7 4 11 3 82
INCA 82 64 58 54 41 60 (0]
1INSN 59 67 47 39 114 67 84
1PPE 0 10 0 54 333 0 4
1QA9 15 23 0 4 76 36 73
1QFW 20 27 38 28 28 5 4
1RLB 32 35 104 92 62 31 10
1SBB 21 19 22 12 79 115 26
1TMQ (6] 98 68 38 352 373 198
1UDI 21 28 7 6 43 15 29
1VFB 2 2 2 2 15 71 61
1WEJ 20 5 2 2 31 96 289
1WQ1 9 22 36 23 53 36 3
2BTF 0 6 2 2 81 74 114
2HMI 0 3 0 2 0 0 0
2JEL 30 31 38 0 0 14 0
2MTA 7 41 13 13 25 30 15
2PCC 0 0 0 0 4 0 6
2QFW 139 106 102 91 618 379 145
2SIC 121 114 42 o1 70 246 519
2SNI 4 4 19 19 2 0 15
2VIS 30 13 13 26 39 139 44
7CEI 192 184 149 148 179 113 101

Summe 3889 3485 2843 2668 6369 6630 6191
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(c) ag =100 ay=15 (d) g =200 ay=38

Abbildung 4.1: Darstellung der groben und detailierten Alpha-Shapes von 1PPE fiir
unterschieliche Werte von a .o und afeip-

Die meisten passenden Paare werden bei einer Kombination aus a, = 200 und
ay = 10 gefunden. Eine weitere Verfeinerung der detaillierten Alpha-Shape ay =
8 bringt keine Vorteile. Grundsétzlich ist noch zu bemerken, dass auch wenn auf
die oben beschriebene Weise kein Paar gefunden wird, nicht zwangslaufig keine
gute Losung durch den Generator erzeugt werden kann. Es kann auch Fille geben,
in denen auflerhalb des Interfaces liegende kritische Punkte eine ausreichende

Bedingung liefern.
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Abbildung 4.2: Histogramm der Abstinde in A zweier kritischer Punkte, die ein
passendes Gegenstiick im Interface des Bindungspartners besitzen.

4.3.2 Abstand kritischer Punkte

Bei der Berechnung von Ligand-Transformationen mit Hilfe von zwei kritischen
Punkten pro Bindungspartner ist der Wertebereich, in dem die Abstdnde der
Punkte liegen diirfen ein wichtiger Parameter, der die Anzahl und die Qualitét
der generierten Komplexe beeinflusst. Wie dieser Bereich zu wéhlen ist, wur-
de anhand einer Auswertung der Interfaces gedockter Proteine bestimmt. Dabei
wurden, wie zuvor bei der Untersuchung der Oberflichen fiir verschiedene Alpha
im letzten Abschnitt, nur die Abstdnde zweier kritischer Punkte beriicksichtigt,
die auch ein entsprechendes Gegeniiber im Interfaces des anderen Proteins haben,
d.h. zwei komplementéare kritische Punkte, die einen vergleichbaren Abstand von-
einander besitzen. Abbildung 4.3 zeigt das daraus erzeugte Histogramm, welches
die relativen Haufigkeiten der Abstéinde in Angstrom enthélt. Man sieht, dass bei
einer Wahl des Abstandes zwischen 7 und 12A der grofite Teil der interessanten
Paare gefunden werden kann. Weiterhin wurde untersucht, welche Differenz die
Absténde der gemafl der Generatorvorgabe zueinander passenden Punktepaare
im Interface besitzen. Das entsprechende Histogramm ist in Abbildung 4.3 ge-
zeigt. Die Verteilung erlaubt keine Eingrenzung des Wertebereichs. Sowohl sehr
geringe Abweichungen als auch grofere Differenzen bis zu 1,5A tauchen hiufig
auf. Es existiert kein eindeutiges Maximum, um das man den Wert herum wahlen

konnte. Es wird daher eine Abweichung von bis zu 1,5A zugelassen.
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Abbildung 4.3: Histogramm der Abstandsdiffernz in A zweier kritischer Punktepaare
im Interface.

4.3.3 Minimale Tiefe

Bei der Bestimmung eines Schwellwerts fiir die Mindesttiefe einer Vertiefung, die
als kritischer Punkt ausgewéhlt wird, hilft das Histogramm der Verteilung der
mittleren Tiefen der Atome der Proteine im gedockten Zustand. Auch hierbei wird
wie zuvor als Nebenbedingung fiir die betrachteten Atome verlangt, dass ein Atom
des Bindungspartners in einem Abstand von weniger als sechs Angstrom existiert.
Da die Tiefe von der Wahl von Alpha fiir die grobe und die detaillierte Oberfliche
abhéngen, wurde die Verteilung der mittleren Tiefen fiir unterschiedliche Werte
betrachtet. Die resultierenden Verteilungen haben qualitativ den gleichen Verlauf.
In Abbildung 4.4 und 4.5 sind die Histogramme der mittleren Tiefen in A im
Interface fiir alle Fille des Testdatensatzes gezeigt. Gezdhlt wurden nur Tiefen
groBer Null. Die erste Abbildung gibt einen Uberblick iiber alle vorhandenen
Tiefen. In der zweiten Abbildung wird der Bereich bis 4A detaillierter aufgelost.
Es zeigt sich, dass der groite Teil der Atome nur eine mittlere Tiefe von knapp
unter einem Angstrom besitzt. Um nicht zu viele kritische Punkte zu erhalten
und damit sehr viele Komplexe zu generieren, sollte eine Mindesttiefe von deutlich
iiber einem Angstrom gewihlt werden. Es zeigt sich, dass bei einem Wert von
1,5A noch mehrere Millionen Transformationen generiert werden und deshalb ein
Wert ab 2A verwendet werden sollte. Wie man in Abbildung 4.5 erkennt, wird

damit noch ein ausreichend grofle Anzahl von Vertiefungen im Interface gefunden.
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Abbildung 4.4: Histogramm der mittleren Tiefen von Atomen im Interface in A,
Wertebereich zwischen 0,1 und 10A.

In Abschnitt 4.4 werden die tatséichlich produzierten Komplexe weiter untersucht

und die Gesamtzahlen der erhaltenen Losungen angegeben.

4.3.4 Geometrische Gewichtungsfaktoren

Nachdem der Wertebereich von Alpha abgesteckt wurde, gilt es noch, die Gewich-
te der geometrischen Bewertungsfunktion zu ermitteln. Dazu wurde die Beset-
zung der in Abschnitt 3.2.1 definierten Tetraeder-Klassen (intern, extern, interner
Rand, externer Rand) bei korrekt angeordneten Proteinen untersucht und mit der
verglichen, die bei kiinstlich erzeugten, nicht korrekt ausgerichteten Komplexen
vorliegt. Eine noch genauere Einteilung der Tetraeder kann dadurch erfolgen, dass
man die Position der vier Seiten des Tetraeders innerhalb der Alpha-Shape be-
trachtet. D.h. es wird gepriift, ob die Seite innerhalb (I), aufierhalb (E) oder auf
dem Rand (R) der Alpha-Shape liegt. Mit den genannten Abkiirzungen ergeben
sich die in Tabelle 4.4 aufgefiihrten Klassen. Es sind die im Algorithmus ver-
wendeten Gewichte angegeben. Die Werte werden bisher fiir alle Protein-Klassen

gleich gesetzt und sind noch nicht optimiert.

Hervorzuheben ist, dass auch ein Tetraeder, das keine Seite auf dem Rand der
Alpha-Shape besitzt, einen kleinen positiven Wert erhélt. Der Grund dafiir ist,

dass auch diese Tetraeder innerhalb der konvexen Hiille des betrachteten Pro-
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Abbildung 4.5: Histogramm der mittleren Tiefen von Atomen im Interface in A,
Wertebereich zwischen 0,1 und 4A.

Tabelle 4.4: Tetraeder-Klassen und deren Gewichte bei der geometrische Bewertung.
Die Erlduterung zu den benutzen Klasseneinteilungen findet sich im Text.

Tetraeder Gewicht || Tetraeder Gewicht || Tetraeder Gewicht
ITI1 -4 RRRE 3 AAAV 1
ITIR -3 RREE 2 AAVV 0.5
IIRR -3 REEE 2 AVVV 0.5
IRRR -2 EEEE 0.5 VVVV 0

teins liegen und somit Atome des Bindungspartners darin zu begiinstigen sind.
Liegt ein Atom auflerhalb der konvexen Hiille, wird gepriift, ob es im Rand der
erweiterten Alpha-Shape (vgl. Abschnitt 3.3.1) liegt. Ist das der Fall, wird der
Score abhéngig davon vergeben, wie viele virtuelle (V) und wie viele reale Atome
(A) die Ecken des betreffenden Tetraeders bilden. Je mehre reale Atome beteiligt
sind, desto hoher ist der Wert. Die zur Zeit verwendeten Gewichte finden sich in
der dritten Spalte der Tabelle 4.4. Atome, die weder in der Alpha-Shape noch in

der erweiterten Alpha-Shape liegen, bekommen keinen Score.
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4.4 Erzeugte Komplexe

Im vorhergehenden Abschnitt wurde anhand der vorliegenden korrekt gedock-
ten Komplexen gezeigt, dass die Voraussetzungen erfiillt sind, um mit dem im
letzten Kapitel vorgeschlagenen Ansatz nahe native Komplexe zu erzeugen. In
Tabelle 4.5 und 4.6 finden sich die Ergebnisse fiir den kompletten Datensatz der
gebundenen und der ungebundenen Strukturen unter der Wahl von Parametern
bei der Erzeugung, die einen Mittelweg aus Verallgemeinerbarkeit, Qualitdt und

Geschwindigkeit darstellen.

In diesem Fall wurde Alphag,,, = 80 und Alphay.;, = 15 verwendet. Zur Kom-
plexbildung wurden kritische Punkte mit einem Abstand zwischen 6 und 9A be-
nutzt und eine Abweichung von bis zu einem Angstrém beim den komplementéren
Punkten des Bindungspartners erlaubt. Vertiefungen wurden ab einer mittleren
Tiefe von 2A als kritischer Punkt gewertet. In den Tabellen ist jeweils die Anzahl
der insgesamt erzeugten Komplexe angegeben und wie viele davon einen RMSD
von weniger als 2,5, 5 und 10A besitzen. Zusitzlich ist jeweils der kleinste RMSD
aufgefiihrt, der fiir jeden Datensatz erreicht wird. Die zugehorige Transformation
charakterisiert jeweils die bestmdogliche Losung, die mit diesem Generator unter

den gegebenen Parametern erzielt werden kann.

Hervorgehoben sind jeweils die Datensétze, fiir die keine Losung mit einem RMSD
unter 5A erzeugt wurde. Bis auf 1GCQ fiir beide Datensitze, 1B6C fiir den ge-
bundenen und TAHW fiir den ungebundenen Fall hat die bestmogliche Struktur,
aber auch in diesen Féllen einen RMSD unterhalb von 6A. Das schlechteste Er-
gebnis ist mit einem minimalen RMSD von 7,69A nicht sehr weit von einem

akzeptablen Wert entfernt.

Tabelle 4.5: Untersuchung der Qualitdt der erzeugten Strukturen unter Verwendung
der gebundenen Strukturen des Rezeptors und des Liganden als Eingabe. Betrachtet
werden jeweils die besten 2500 Komplexe. Grau unterlegt sind die Fille, in denen keine
Losung mit einem RMSD < 5A gefunden werden. Die verwendeten Parameter sind im

Text erldutert.

PDB  Anzahl RMSD (A) Min. RMSD (A) Komplexe
<25 <5 <10

1A2K 6 99 2229 2,06 1.379.644

1ACB 0 127 2500 3,05 403.777
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PDB  Anzahl RMSD (A) Min. RMSD (A) Komplexe
<25 <5 <10
1AHW 0 10 486 3,25 1.679.872
1AK4 0 17 2386 3,17 637.537
1AKJ 0 9 728 3,86 1.816.690
1ATN 1 50 892 2,34 1.371.502
1AVX 2 45 1651 1,90 603.793
1AY7 9 151 2500 1,45 172.573
1B6C 0 0 221 6,49 500.854
1BJ1 0 74 1511 2,54 1.587.451
1BUH 0 0 8 5,21 257.323
1IBVK 0 6 762 3,61 282.223
1BVN 0 8 712 2,67 388.963
1CGI 2 41 1449 2,12 374.716
1D6R 119 1310 2,40 178.729
1DFJ 0 25 1097 2,97 1.474.756
1DQJ 0 9 158 2,54 574.105
1EGE 0 3 387 4,02 1.100.950
1E6J 0 50 2500 2,86 1.683.673
1E96 0 6 675 3,03 1.026.985
1EAW 2 142 2500 2,43 315.871
1EER 1 24 1168 2,35 1.957.846
IEWY 0 4 572 4,11 305.296
1EZU 0 1 287 4,91 877.243
1F34 0 14 310 3,20 997.639
1F51 0 21 614 2,61 582.247
1FAK 0 9 182 3,92 925.819
1FC2 0 43 1965 3,25 402.052
1FQ1 0 2 238 4,66 989.203
1FQJ 0 1 643 4,88 1.171.120
1FSK 5 33 1663 2,16 1.423.816
1GCQ 0 0 11 7,69 20.212
1GHQ 0 15 1930 3,76 729.964
1GP2 0 0 69 5,18 2.524.819
1GRN 0 33 898 2,62 1.662.715
1H1V 0 2 192 4,38 2.332.957
1HE1 2 35 1703 2,14 702.616
1HES 0 16 1237 2,82 2.565.100
1HIA 2 79 2500 1,86 258.667
112M 0 19 791 3,68 1.359.226
114D 0 9 643 3,64 2.654.890
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PDB  Anzahl RMSD (A) Min. RMSD (A) Komplexe

<25 <5 <10

1IB1 0 25 607 2,85 1.538.461
1IBR 0 1 643 4,99 1.877.290
1IJK 0 19 2134 3,19 934.651
11QD 1 305 2,45 747.823
1JPS 0 5 434 2,77 1.652.122
1K4C 0 14 1378 2,88 675.940
1K5D 0 404 2,76 2.607.805
1KAC 0 2 160 3,35 203.437
1KKL 1 98 1519 1,76 1.137.121
1KLU 0 8 891 2,70 1.466.356
1KTZ 0 17 724 2,52 145.870
1KXQ 0 18 393 3,50 421.741
1M10 0 7 342 4,29 826.756
1IMAH 0 0 91 9,82 233.890
1IMLO 1 41 1204 2,13 1.741.933
1IMLC 8 82 546 1,82 752.062
INCA 3 7 254 1,93 2.423.689
INSN 0 29 1046 2,86 1.933.222
1PPE 5 272 2500 1,88 178.642
1QA9 1 7 435 2,21 270.940
1QFW 0 1 315 4,99 860.701
1RLB 0 11 1300 3,71 1.814.272
1SBB 3 80 1297 2,06 1.184.182
1TMQ 0 24 1197 2,57 883.135
1UDI 0 0 277 9,16 316.345
1VFB 2 20 958 2,281 478.993
1WEJ 0 1 110 4,44 853.813
1WQ1 0 41 1468 3,20 1.379.587
2BTF 0 8 655 4,03 955.840
2JEL 3 35 500 2,41 662.566
2MTA 2 17 631 2,33 534.268
2PCC 0 0 405 5,26 840.490
2QFW 0 135 1963 2,61 1.012.561
25IC 5 182 2500 1,81 255.592
2SNI 6 94 2179 2,22 189.043
2VIS 2 27 1620 2,16 1.453.960
7CEI 1 72 1926 2,41 442.495
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Tabelle 4.6: Untersuchung der Qualitéit der erzeugten Strukturen unter Verwendung
der ungebundenen Strukturen des Rezeptors und des Liganden als Eingabe. Betrachtet
werden jeweils die besten 2500 Komplexe. Grau unterlegt sind die Fille, in denen keine

Losung mit einem RMSD < 5A gefunden werden. Die verwendeten Parameter sind im

Text erldutert.

PDB Anzahl RMSD (A)  Min. RMSD (A) Komplexe
<25 <5 <10
1A2K 0 10 1246 3,17 1.129.773
1ACB 0 0 202 5,40 231.857
1AHW 0 0 74 7,65 1.095.249
1AK4 0 35 1681 2,97 305.325
1AKJ 0 25 1679 3,70 1.591.121
1ATN 332 1112 1,68 1.029.097
1AVX 3 14 654 1,77 280.633
1AY7 0 26 550 3,57 78.109
1B6C 2 16 382 1,66 460.481
1BJ1 1 173 2500 2,26 867.025
1BUH 0 2 315 3,90 385.841
IBVK 0 1 309 4,55 184.461
IBVN 0 8 288 2,88 233.441
1CGI 0 7 611 4,23 298.673
1D6R 0 3 583 3,93 215.109
1IDFJ 0 17 483 4,00 669.797
1DQJ 0 4 241 4,26 613.273
1E6E 0 4 326 4,17 638.633
1E6J 0 19 1297 3,52 425.749
1E96 0 11 1178 3,88 554.537
1IEAW 0 99 2192 2,85 224.437
1EER 0 3 282 3,30 2.690.853
IEWY 0 6 782 4,15 230.321
1EZU 1 39 863 2,37 812.385
1F34 0 2 147 4,28 691.481
1F51 0 1 907 4,45 743.909
1FAK 0 15 1481 3,12 1.127.453
1FC2 0 3 1575 4,43 612.233
1FQ1 0 16 957 2,86 595.529
1FQJ 0 8 682 2,89 1.106.505
1FSK 0 17 1206 3,70 1.012.053
1GCQ 0 0 46 6,06 175.601
1GHQ 0 1 859 4,52 356.245
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PDB  Anzahl RMSD (A) Min. RMSD (A) Komplexe

<25 <5 <10

1GP2 0 1 611 4,94 1.298.697
1GRN 0 1 728 4,92 943.681
1H1V 0 0 297 9,01 3.167.753
1HE1 0 8 656 3,69 353.645
1HES 0 10 920 2,71 1.857.733
1HIA 1 9 775 2,32 164.969
112M 1 18 606 1,98 1.585.605
114D 0 2 175 3,94 1.715.013
1IB1 1 21 398 2,40 1.065.557
1IBR 0 0 90 5,08 2.040.057
1IJK 0 4 886 4,55 868.713
11QD 0 2 357 3,94 624.289
1JPS 0 1 318 4,94 1.000.057
1K4C 0 5 331 3,44 1.893.185
1K5D 0 17 1120 3,95 2.018.001
1KAC 0 0 193 5,67 158.369
1KKL 0 7T 496 3,99 478.557
1KLU 0 698 4,56 1.640.393
1KTZ 0 254 5,72 162.981
1KXQ 0 45 928 2,85 433.269
1M10 0 303 5,32 643.737
1MAH 0 61 5,87 265.133
1MLO 0 19 1187 3,38 1.922.669
1IMLC 0 29 838 2,71 667.909
INCA 0 1 179 4,52 1.852.401
INSN 0 11 475 3,14 1.093.529
1PPE 0 7 1321 3,84 122.837
1QA9 0 230 5,77 486.449
1QFW 0 2 265 4,79 742.329
1RLB 0 30 1178 3,28 761.013
1SBB 0 194 3,47 1.025.045
1TMQ 0 2 300 4,27 381.985
1UDI 0 295 4,14 331.561
1VFB 1 12 898 2,00 303.805
1WEJ 0 0 1084 95,46 743.185
1WQ1 0 95 1189 2,58 1.303.081
2BTF 0 9 421 3,61 572.109
2JEL 0 11 426 3,28 404.133
2MTA 8 86 1054 1,91 564.117
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PDB  Anzahl RMSD (A) Min. RMSD (A) Komplexe
<25 <5 <10

2PCC 0 1 383 4,75 364.029
2QFW 1 49 1696 2,28 1.031.593
2SIC 3 34 1050 1,57 83.677
2SNI 0 45 931 3,46 99.425
2VIS 1 8 958 2,3 4.104.941
7CEI 0 20 1294 3,25 514.689

Wahlt man die Parameter bei der Erzeugung so, dass mehr Komplexe gebil-
det werden, kann man fiir alle Datensdtze mindestens einen Komplex im nahen
nativen Bereich produzieren. Dies wurde speziell fiir die zuvor erfolglosen Félle
mit folgenden Werten unternommen: der Abstand zweier kritischer Punkte wur-
de zwischen 4 und 12A gewihlt, bei einer zulissigen Abweichung von 1,5A fiir
das Komplementér. Vertiefungen wurden schon ab 1,5A gezihlt. Die Ergebnis-
se finden sich in Tabelle 4.7. Man sieht, dass die Zahl der erzeugten Komplexe
unter diesen Bedingungen stark ansteigt. Es werden zum Teil mehrere Millionen
Transformationen berechnet, die alle im Bewertungsschritt untersucht werden
miissten. Die Berechnung der Transformationen an sich dauert hingegen selbst in

dieser Groflenordnung keine Minute.

Tabelle 4.7: Erzeugung von Komplexen fiir die zuvor erfolglosen Fille mit angepassten

Parametern. Die genauen Werte finden sich im Text.

PDB Anzahl RMSD (A)  Min. RMSD (A) Komplexe
<25 <5 <10

1ACB 0 19 1294 3,27 775.981
1AHW 1 30 920 1,81 4.440.250
1B6C 1 41 1610 2,22 1.393.801
1BUH 0 27 1868 2,51 1.530.946
1GCQ 0 62 1070 2,79 748.660
1GP2 0 7 2200 3,28 6.383.908
1H1V 0 7 769 3,70 7.288.783
1IBR 0 3 298 4,20 5.676.943
1KTZ 0 30 1813 2,59 1.723.486
1M10 0 11 1046 3,89 2.515.924
1MAH 1 139 2500 2,28 1.668.175
1QA9 0 2 1129 4,96 3.535.732
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PDB  Anzahl RMSD (A) Min. RMSD (A) Komplexe
<25 <5 <10

1UDI 0 42 1095 2,59 1.294.210
1WEJ 1 50 1932 2,36 1.283.425
2PCC 0 32 1917 2,97 1.745.146

4.5 Bewertung der Komplexe

Nachdem die Wertebereiche fiir die Parameter in den vorangegangenen Schrit-
ten abgesteckt wurden, kann jetzt der komplette Algorithmus auf den Datensatz
angewendet und die Platzierung der nahen nativen bzw. besten Losungen ermit-
telt werden. Eine genaue Auflistung, welche Parameter bei der Erzeugung und
Beurteilung von Proteinkomplexen im Programm AlphaDock eingestellt werden
konnen, findet sich im Anhang im Abschnitt A.3.

Die Bewertung erfolgt schrittweise und wird abgebrochen, sobald ein Teilwert
den entsprechenden Schwellenwert {iber- bzw. unterschreitet. Zunéchst werden
die mittels der Hashfunktion schnell zu bestimmenden geometrischen Scores be-
rechnet und nur wenn diese oberhalb eines geforderten Wertes liegen, die weite-
ren Funktionen bemiiht. Als weiteres Abbruchkriterium bei der ersten Bewertung
wird ein Zéhler eingefiihrt, der die Atome im Inneren der Alpha-Shape des Bin-
dungspartners ziahlt. Sobald dieser das eingestellte Limit iiberschreitet, wird die

Berechnung beendet und die Losung verworfen.

4.5.1 Gebundene Komplexe

Fiir alle Testfdlle mit den gebundenen Strukturen sind in der kommenden Tabel-
le folgende Ergebnisse aufgefiihrt: Die beste Platzierung einer Losung mit einem
RMSD unter fiinf Angstrom und der zugehérige RMSD. Weiterhin ist die Posi-
tion und der RMSD des gefundenen Komplexes mit der geringsten Abweichung
von der korrekten Anordnung angegeben. Unterschieden werden die Ergebnisse,
die bei Anwendung der geometrischen Bewertung alleine (GeoScore) und zusam-
men mit der Aminoséuren-spezifischen Gewichtung erzielt werden (GeoScore +

AminoScore). Die Losung mit dem besseren Rang ist jeweils grau unterlegt.
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Tabelle 4.8: Ergebnis des Docking-Prozesse mit den gebundenen Strukturen als
Testfalle. Hervorgehoben sind die jeweils besten Losungen im Vergleich der Bewertung

mit Aminosduren-spezifischen Gewichten und ohne. Die benutzten Parameter und wei-

tere Erklarung finden sich im Text.

GeoScore + AminoScore

Erste n.n. Struktur

beste Struktur

GeoScore

Erste n.n. Struktur

PDB Rang RMSD Rang RMSD Rang RMSD
1A2K 804 3,01 5022 1,51 673 3,86
1ACB 8 3,46 65 2,49 101 3,14
1AHW 1951 2,87 1951 2,87 36921 4,45
1AK4 3166 4,59 7490 3,11 101605 4,67
1AKJ 71 3,32 71 3,32 248 4,99
1ATN 734 2,49 734 249 4175 4,41
1AVX 10 3,74 181 3,70 81 3,81
1AY7 18 2,78 46 2,17 334 3,89
1B6C 605 3,79 605 3,79 1107 3,79
1BJ1 1096 2,21 1096 2,21 10974 2,21
1BGX 109 4.32 109 4.32 3736 4.32
1BVK 22266 3,67 22266 3,67 94929 3,67
1BVN 1 2,68 1 2,68 1 2,68
1CGI 4 2,12 4 2,12 44 2,29
1D6R 543 4,01 3950 2,89 69 4,35
1DE4 5607 4.74 29567  3.06 48567 4.74
1DFJ 564 2,98 564 2,98 1851 3,53
1DQJ 4136 4,83 4136 4,83 14598 4,51
1EGE 60 3,33 60 3,33 305 3,63
1E6J 9046 3,61 9046 3,61 30769 3,6
1E96 7028 3,21 7028 3,21 35255 3,21
1EAW 37 3,20 901 1,41 5 2,66
1EER 81 3,84 109 2,15 150 3,84
1EWY 18 3,93 211 2,51 36 4,73
1EZU 29 2,02 29 2,02 993 3.03
1F34 10 3,19 10 3,19 495 4,83
1F51 53 4,80 341 2,23 47 4,94
1FAK 1253 4,03 1253 4,03 27571 4.80
1FC2 6925 3,59 8705 2,53 19385 4,46
1FQ1 65 4,94 656 4,94 1900 4,94
1FSK 1454 4,38 2847 4,32 4681 4.48
1GHQ 11290 4,43 11290 4,43 9769 4,43
1GRN 1148 2,72 1148 2,72 2964 3,82
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GeoScore + AminoScore GeoScore
Erste n.n. Struktur  beste Struktur  Erste n.n. Struktur

PDB Rang RMSD Rang RMSD Rang RMSD

1H1V 1060 4,42 32525 4,42 2116 4,42
1HE1 1 3,53 16 1,96 6546 4,87
1HES 33994 3,05 81417 3,05 32991 3,05
1HIA 9 3,37 85 2,91 3 3,62
112M 57 4,60 485 2,22 24 4,33
114D 667 4,05 667 4,05 7407 4,90
1I9R 291 3,73 291 3,73 857 3,97
1IB1 280 3,41 459 2,95 2056 4.58
1IBR 5989 4,51 5989 4,51 5238 4,67
11IJK 131 4,67 6304 4,67 19043 4,96
1IQD 14964 4,75 14964 4,75 22793 4,86
1JPS 2327 2,72 2444 1,74 21132 4,28
1K4C 4578 3,99 4578 3,99 6220 4,07
1K5D 1389 4,07 40158 4,07 8446 3,35
1KAC 6475 3,35 6475 3,35 59 4,63
1KKL 2 3,11 84 2,05 3485 4,83
IKLU 12096 3,02 16102 2,7 3642 3,52
IKTZ 924 3,52 6059 3,52 29 4,72
IKXP 7 4.88 776 3.09 332 4.88
1KXQ 5 4,63 5 4,63 257 4,72
1M10 71 4,62 71 4,62 2825 3,96
IMAH 1895 3,96 55947 3,96 12175 4,44
IMLO 2385 2,14 4025 2,14 23527 2,87
IMLC 12596 2,87 45104 2,87 23564 2,29
INCA 12075 2,29 12075 2,29 7047 3.01
INSN 480 3.00 480 3.00 18 3,48
1PPE 8 2,95 81 1,51 966 4,67
1QA9 16 2,79 16 2,79 449 5.00
IQFW 2654 4,87 2654 4,87 20786 4,36
IRLB 7295 4,61 10796 2,63 42841 3,58
1SBB 159 3,42 9650 2,12 12 2,60
1TMQ 13 2,17 53 1,63 13 3.70
1UDI 326 5.08 451 1716 1704 5.08
IVFB 7901 3,28 7901 3,28 16860 3,28
IWEJ 3677 3,96 3677 3,96 118 3,08
1WQ1 150 3,9 1274 3,05 15404 4,25
9BTF 2710 4,25 2710 4,24 32888 4,78

2JEL 3345 4,78 7238 3,49 29826 4,29
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GeoScore + AminoScore GeoScore
Erste n.n. Struktur  beste Struktur  Erste n.n. Struktur
PDB Rang RMSD Rang RMSD Rang RMSD

OMTA 6211 3.49 22973 3,72 3605  3.49
2QFW 1185 3,35 9342 240 18865 4,14
2SIC 4 2,28 17 2,17 61 2,28
9SNI 1 3,57 28 1,62 31 4,12
2VIS 2477 3,93 2600 3,25 13479 4,62
7CEI 279 3,71 1877 3,56 290 4,51

Der Datensatz wurde mit unterschiedlichen Parametersétzen gedockt. In der Ta-
belle 4.8 finden sich die Daten fiir einen festen Parametersatz, der einen guten
Kompromiss aus Verallgemeinerbarkeit und Qualitédt darstellt. Konkret wurden
folgende Werte benutzt: oy = 200, ay = 15, kritische Punkte zur Komplexbildung
im Abstand zwischen 7 und 11A, bei einer Abweichung bis zu 1,5A, Mindesttiefe
fiir Vertiefungen 1,5A.

Es zeigt sich, dass die Ergebnisse mit eingeschalteter Aminosduren-Gewichtung
in den meisten Féllen besser sind, als die der reinen geometrischen Bewertung.
Bis auf die beiden Ausnahmen 1KAC und 1WEJ, liegen bei den iibrigen Kom-
plexen die Platzierungen in der Region der geometrischen Bewertung. Im Folgen-
den wird deshalb bei den ungebundenen Komplexen stets mit der Aminoséauren-
Gewichtung gerechnet. Die Berechnung der Elektrostatik mit der im Abschnitt
3.3.2 beschriebenen Methode brachte hingegen nur in sehr wenigen Féllen eine
leichte Verbesserung und in vielen Féllen eine Verschlechterung der Position guter

Komplexe. Sie wird im weiteren Verlauf daher nicht eingesetzt.

4.5.2 Ungebundene Komplexe

Tabelle 4.10 enthélt die Ergebnisse des Dockings der ungebundenen Testfille. Es
wurden die gleichen Parameter wie im letzten Absatz bei den gebundenen Fillen
verwendet. Gezeigt werden wieder die Position der ersten nahen nativen Losung
und die Position der besten erzeugten Struktur. Es sind auch einige Datensétze
aufgefiihrt, bei denen keine Losungen mit einem RMSD unter 5A gefunden werden
konnte. Dies dient der Veranschaulichung, in welcher Region die Positionen von

gescheiterten Testfallen liegen kénnen.
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Tabelle 4.9: Anzahl der Treffer im Datensatz bei unterschiedlichen RMSD Schwel-
len. Ergebnisse fiir die bound (b) und unbound (u) Fille erzielt mit AlhpaDock. Zum
Vergleich die Werte fiir den unbound Datensatz gemé&s [87].

RMSD Schwelle | AlphaDock (b) | AlhpaDock (u) | ContexShape (u)
5A 43 37 41
10A 65 58 65
15A 73 68 78
20A 76 73 84

Die Ergebnisse der ungebundenen Komplexe sind wie zu erwarten war in vie-
len Féllen schlechter, als die der gebundenen Testfélle. Es finden sich aber auch
hier eine Reihe guter Losungen, bei 6 Komplexen sogar eine Struktur auf den
ersten 9 Plitzen mit einem RMSD unter 5A. Um die Qualitét der Gesamtheit
der Vorhersagen zu iiberpriifen, eignet sich folgendes Maf. Es wird geschaut, wie
viele Treffer im gesamten Datensatz erzielt werden, wobei die Schwelle, welcher
Komplex als solcher gezahlt wird, variiert wird. Zudem betrachtet man nur ei-
ne gewisse Anzahl der produzierten Losungen. In [87] wird die Grenze bei den
ersten 3600 Strukturen gewéhlt und die Schwelle des RMSD fiir einen Treffer in
Schritten zwischen 5A und 20A gesetzt. Wendet man dieses Vorgehen auf die
Ergebnisse des Dockings mit AlphaDock an, so ergeben sich die in Tabelle 4.9
gezeigten Werte. Zum Vergleich ist die Zahl der Treffer angegeben, die mit dem

Programm ContextShape aus [87] erzielt werden.

Tabelle 4.10: Ergebnis des Docking-Prozesse mit den ungebundenen Strukturen als

Testfille. Die benutzten Parameter finden sich im Text.

Erste n.n. Struktur beste Struktur Erste n.n. Struktur  beste Struktur
PDB Rang RMSD Rang RMSD || PDB Rang RMSD Rang RMSD
1A2K 995 3,03 3774 1,25 114D 316 3,28 316 3,28
1ACB 48 4,66 48 4,66 1IB1 53 4,58 88 3,54
1AHW 15303 4,94 15303 4,94 1IBR 415 4,21 415 4,21
1AK4 788 4,27 10942 3,32 11JK 1695 4,71 4233 2,64
1AKJ 68 4,55 90452 5,69 11QD 1971 1,95 3531 1,43
1ATN 9818 4,50 20237 3,97 1JPS 181596 5,91 181596 5,91
1AVX 6 2,41 309 1,70 1K4C 3517 5,89 11024 5,14
1AY7 5 3,69 55 2,32 1K5D 2270 2,61 2270 2,61
1B6C 88 4,73 199 3,32 1KKL 26 3,82 1256 2,57
1BJ1 1977 1,66 2856 1,66 1KLU 6255 4,73 17628 3,27
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Erste n.n. Struktur

beste Struktur

Erste n.n. Struktur

beste Struktur

PDB Rang RMSD Rang RMSD || PDB Rang RMSD Rang RMSD
1BUH 2774 4,87 5697 4,61 || 1KXQ 13 4,91 13 4,91
1BVK 6295 5,30 13158 5,57 || 1M10 1164 4,76 4354 3,90
IBVN 4 2,92 4 292 || IMAH 5845 4,11 8791 3,45
1CGI 24 4,63 24 4,63 || 1IMLO 1708 2,63 1708 2,63
1D6R, 415 4,39 5624 2,63 || IMLC 20293 4,39 20293 4,39
1DFJ 10 2,50 10 250 | INCA 17167 4,20 20122 3,61
1E6E 45 4,45 126 3,81 || INSN 14727 4,45 14727 445
1E96 1642 5,99 9972 542 || 1PPE 16 4,87 661 2,45
1EAW 54 3,82 374 227 || 1QFW 5328 4,71 7768 3,75
1EER 80 3,77 337 2,72 || IRLB 1174 4,66 3780 2,63
1IEWY 386 4,85 1418 448 || 1SBB 80705 4,16 137117 3,61
1EZU 21 3,03 21 3,03 || 1TMQ 15 3,70 131 2,94
1F34 882 3,71 882 3,71 || 1UDI 160 4,67 3696 5,04
1F51 85 4,52 153 2,63 || IVFB 13310 4,85 13310 4,85
1FAK 1142 4,80 1216 4,20 || IWEJ 10139 5,45 10139 5,45
1FC2 8558 4,43 9974 341 | 1WQ1 1126 4,57 9904 1,99
1FQ1 1318 3,92 2491 3,66 || 2BTF 4316 4,85 4316 4,85
1FQJ 7621 4,11 7621 4,11 || 2JEL 1814 4,01 1814 4,01
1FSK 2650 4,53 10263 3,66 || 2MTA 6211 3,50 6211 3,50
1GHQ 3155 5,60 53069 5,04 || 2PCC 10729 4,95 10729 4,95
1GP2 332527 5,95 332528 5,53 || 2QFW 2500 4,54 9974 2,62
1GRN 900 3,90 1732 3,60 || 2SIC 13 4,07 310 2,50
1H1V 6976 4,57 6976 4,57 || 2SNI 5 4,78 11 1,23
1HE1 152 2,27 152 2,27 || 2VIS 800 4,43 1400 1,78
1HIA 72 3,83 72 3,83 | 7CEI 751 3,33 751 3,33
112M 9 3,96 14 294

4.6 Diskussion

Die Ergebnisse im letzten Abschnitt zeigen, dass durch die Bewertungsfunktion

fiir viele Falle nahe native Losungen in den ersten Prozent der produzierten Kom-

plexe gefunden werden kénnen. Die Resultate sind jedoch stark unterschiedlich,

so dass man zum besseren Versténdnis des Prozesses gezielt einige Testfélle unter-

suchen muss. Zu diesem Zweck werden im Folgenden verschiedene Darstellungen

der berechneten Komplexe gezeigt, die verdeutlichen, bei welchen Konstellatio-

nen gute Ergebnisse erzielt werden kénnen und unter welchen Bedingungen der
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Algorithmus Strukturen bevorzugt, die nicht den in der Natur vorkommenden

entsprechen.

4.6.1 Erfolgreiche Testfille

Abbildung 4.6 zeigt die Alpha-Shape und die Oberflichendarstellung von drei
erfolgreichen Struktur-Vorhersagen. Es ist zu erkennen, dass sich der Ligand je-
weils tief im inneren einer Tasche des Rezeptors befindet. Solche Anordnungen
werden von der Bewertungsfunktion besonders hervorgehoben. Es ist aber auch
zu sehen, dass die berechnete Position des Liganden jeweils etwas zu dicht an den
Rezeptor herangeriickt liegt. Der durch die Bewertung zugelassene Uberlapp der

Bindungspartner ist also etwas zu grofiziigig gewéhlt.

4.6.2 Gescheiterte Testfille

Die Abbildungen 4.7 und 4.8 zeigen prototypische Félle, in denen der Algorithmus
die korrekte Position des Liganden nicht bestimmen kann. Bild (a) zeigt jeweils
die Alpha-Shape des richtig gedockten Komplexes. Darin ist bereits deutlich zu
erkennen, dass auf der Oberflidche eine grofiere Vertiefung existiert, in die der Li-
gand platziert werden kann. Genau diese Stelle wird von der Suche auch gefunden
und von der Bewertungsfunktion entsprechend belohnt. Bild (b) zeigt die Alpha-
Shape des als beste Losung berechneten Komplexes. Die Oberflichendarstellung
der Bindungspartner in den Bildern (c¢) und (d) verdeutlicht die Problematik.
Die berechnete Losung zeigt einen Ligaden, der sich in die grofStmogliche Ver-
tiefung einpasst. Der zu sehende Uberlapp der Oberflichen wird zur impliziten
Behandlung der Flexibilitat bei der Komplex-Bildung zugelassen. Er ist jedoch
wie bei den gegliickten Féllen etwas zu grof§ gewahlt. Eine genauere Anpassung
der Parameter des Docking-Prozesses kann hier Abhilfe schaffen, wird aber das

grundsétzliche Problem der geometrischen Bewertung nicht 16sen.
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(a) 1IBVN (b) 1BVN

(c) 1AY7 (d) 1AY7

(e) 1KXQ (f) 1KXQ

Abbildung 4.6: Beispiele fiir erfolgreiche Vorhersagen. Neben der Alpha-Shape des
gedockten Proteins ist jeweils der Rezeptor in Oberflichendarstellung zu sehen und
reduzierte Ansichten des Liganden. In griin ist die beste berechnete Position zu sehen,
in gelb die richtige Losung.
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(a) (b)

(c) (d)

Abbildung 4.7: Beispiel einer fehlgeschlagenen Vorhersage fiir den Komplex 1NSN.
Gezeigt wird die Alpha-Shape der korrekten Anordnung (a) und die der von der
Bewertungsfunktion als beste Losung vorgeschlagene Struktur (b). In der Ober-
flichendarstellung (c) und (d) ist die richtige Position des Liganden in gelb und die
berechnete in griin gezeichnet.
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(c) (d)

Abbildung 4.8: Beispiel einer fehlgeschlagenen Vorhersage fiir den Komplex 1MLC.
Gezeigt wird die Alpha-Shape der korrekten Anordnung (a) und die der von der
Bewertungsfunktion als beste Losung vorgeschlagene Struktur (b). In der Ober-
flachendarstellung (c¢) und (d) ist die richtige Position des Liganden in gelb und die
berechnete in griin gezeichnet.
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4.7 Fazit

Die bisher mit dem Programm Alpha-Dock erzielten Ergebnisse zeigen, dass es
mit Hilfe der Alpha-Shape-Darstellung von Proteinen moglich ist, ein Docking-
Verfahren zu realisieren. In erster Linie eignet sich die Herangehensweise zur
schnellen Beurteilung der geometrischen Passgenauigkeit eines Komplexes. Im
Durchschnitt benétigt die Erzeugung und Bewertung von einigen Hunderttau-
send Anordnungen weniger als fiinf Minuten. Die Grenzen der reinen Geometrie-
Beurteilung wurden genau wie in anderen Verfahren deutlich. Neben der Pass-
genauigkeit der Komplexe werden daher weitere Kriterien benotigt. Beispielhaft
wurde hier eine Aminoséuren-spezifische Gewichtung in das Alpha-Shape-basierte
Docking eingebaut. Erste Versuche, eine Bewertung der Elektrostatik aufzuneh-
men, sind gescheitert. Die verwendete Abschitzung der Energien erwies sich als
nicht auf die Alpha-Shape iibertragbar. Die Entwicklung einer angepassten Ener-
giefunktion muss noch erfolgen, ist aber grundsétzlich denkbar. Weitere Ansétze

fiir einen weiteren Ausbau der Software finden sich im Ausblick.



Kapitel 5

Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuer Ansatz zur Losung des Protein-Protein-
Docking-Problems verfolgt und dessen Merkmale und Moglichkeiten untersucht.
Dazu wurde eine vollstandig neue Software, genannt AlphaDock, entwickelt, die
vom Einlesen der Proteindaten iiber das Erzeugen und Bewerten von Protein-
komplexen bis hin zur Auswertung der Ergebnisse, alle Schritte eines Docking-

Verfahrens realisiert.

Hauptmerkmal der Vorgehensweise ist die durchgingige Verwendung der Alpha-
Shape [30] der Proteine. Diese Teilmenge der Delaunay-Triangulation bietet die
Moglichkeit einer verlustfreien komprimierten Reprisentation, deren Auflésung
mittels eines Parameters eingestellt werden kann. Sie wird hier zum einen dazu
benutzt, um charakteristische Erhebungen und Vertiefungen auf den iiber sie dar-
gestellten Proteinoberflichen zu ermitteln. Uber diese werden wiederum méogliche
Proteinkomplexe erzeugt, indem die zur Uberlagerung von gegensétzlichen Merk-
malen benotigten Transformationen beziiglich der Alpha-Shapes berechnet wer-
den. Auch die Beurteilung der so generierten Positionierungen der Bindungs-
partner wird mit Hilfe der Alpha-Shape der Proteine durchgefiihrt. Dazu werden
sowohl geometrische als auch physiko-chemische Eigenschaften der Proteine auf

die Tetraeder der zugehorigen Triangulationen abgebildet und die Kompatibilitat
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mit den bei einer Anordnung darin enthaltenen Atomen des anderen Proteins

iiberpriift.

Zusétzlich kann auch eine Visualisierung iiber die Alpha-Shapes erfolgen. Durch
die Anbindung des 3D-Viewers geomview [3] kénnen sowohl die von AlphaDock
erzeugten Losungen aus allen Richtungen betrachtet werden, als auch Analysen

der korrekt gedockten Proteine erfolgen.

Ein Vorteil des beschriebenen Ansatzes ist es, dass die Genauigkeit der Ergebnisse
von der Auflésung der verwendeten Alpha-Shapes abhéngt und die benétigte
Rechenzeit entsprechend skaliert. D.h. es kann mit wenig Aufwand eine erste
Néherung einer méglichen Struktur bestimmt werden, und je nach vorhandener
Rechenleistung das Gesamtergebnis verbessert werden. Die bisher berechneten
Resultate zeigen, dass es fiir zahlreiche Félle moglich ist, mit dem vorgestellten
Algorithmus innerhalb von wenigen Minuten mindestens eine nahe native Losung

unter den ersten Prozent der erzeugten Komplexe zu finden.

Das noch nicht bei allen Testfdllen zufriedenstellende Ergebnisse erzielt werden
konnten, verwundert nicht, bedenkt man die Kiirze der Existens des Algorithmus
und die deshalb fehlende vollstdndige Optimierung der zahlreichen Parameter.
Ein Pluspunkt des Verfahrens besteht aber in seiner guten Erweiter- und Anpass-
barkeit. Damit sollte es in Zukunft gelingen, die Leistung der Software weiter zu
steigern und die Anwendungsmoglichkeiten auszubauen. Der néchste Abschnitt

enthélt dazu einige Vorschlage, wie die Entwicklung fortgefithrt werden kann.

5.2 Ausblick

Nachdem bisher gezeigt wurde, dass der entwickelte Algorithmus prinzipiell in
der Lage ist, nahe native Losungen zu generieren und die Bewertungsroutinen
diese auch deutlich iiber dem Durchschnitt einstufen, gilt es in der weiteren Ent-
wicklung vor allem, die Positionierung guter Losungen weiter zu verbessern. Da-
neben sollte es ein Ziel sein, die Anzahl der erzeugten Komplexe zu erhohen,
die der korrekten Losung nahe kommen. Nicht zuletzt gibt es auch noch einige

Moéglichkeiten, die Geschwindigkeit der Berechnungen zu erhéhen.
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Obwohl wiahrend der Ausarbeitung der Ergebnisse schon zahlreiche Werte fiir
die einzustellenden Parameter von AlphaDock getestet wurden, besteht noch die
Moglichkeit, weitaus bessere Einstellungen zu finden. Eine systematische Opti-
mierung der Einflussgroflen war nicht Ziel der Arbeit, sondern muss im néchsten
Schritt erfolgen. Dazu gehort auch eine weitere Verfeinerung der Einstellungen in
Abhéngigkeit von der behandelten Problemklasse (Antikorper-Antigen, Enzym-
Inhibitor /Substrat und sonstige Komplexe).

Um die Chance zu erhohen, im Bewertungsschritt eine gute Losung zu finden, ist
es hilfreich, wenn der Generator zuvor moglichst viele zu favorisierende Komple-
xe erzeugt hat, von denen dann einige einen hohen Score erhalten konnen. Die
Berechnung von potentiellen Anordnungen der Proteine kann im Algorithmus ein-
fach durch ein anderes Verfahren ersetzt werden. Denkbar ist es, dass eine weitere
Analyse von existierenden Interfaces in Alpha-Shape-Darstellung andere Kriteri-
en als die hier verwendeten hervorbringt, die dann zur Berechnung der Transfor-
mationen herangezogen werden konnen. Alternativ konnen diese Merkmale als
Verfeinerung des vorhandenen Ansatzes dienen. Eine verbesserte Taschensuche
kénne mit den in [24] und [7] beschriebenen Verfahren erfolgen, die ebenfalls auf

Alpha-Shapes basieren.

Auch die Bewertungsfunktionen in AlphaDock lassen sich problemlos erweitern
oder durch andere ersetzen. Denkbar ist z.B. ein Score, der auf einer Beurtei-
lung des Interfaces des erzeugten Komplexes beruht. Dabei konnte die in [9]
vorgestellte Interfacedefinition benutzt werden, welche ebenfalls auf einer Alpha-
Shape-Darstellung aufbaut. Zudem konnen jederzeit weitere physiko-chemische
Faktoren in die Bewertung aufgenommen werden, indem die Gewichte der Hash-

funktion entsprechend angepasst werden.

Im Gegensatz zu den FFT-basierten Verfahren, finden hier alle Berechnungen im
direkten Raum statt. Dadurch hat man jederzeit den Zugriff auf einzelne erzeugte
Strukturen, ohne das erste eine Riicktransformation aus dem Fourierraum erfol-
gen muss. Dies vereinfacht die Analyse und verspricht auch eine Erleichterung
bei der Erweiterung des Verfahrens in Richtung einer expliziten Einbeziehung
der Verformungen der Proteine beim Docking. D.h. die Flexiblitét bei der Anord-
nung der Bindungspartner wiirde nicht mehr durch das Zulassen eines gewissen

Uberlapps der starren Strukturen behandelt, sondern durch die Berechnung der
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Bewegungen einzelner Teile der Proteine. Hinweise darauf, wie das zu geschehen
hat, kann eine Untersuchung der Veréinderung der Alpha-Shape vom ungebunde-

nen zum gebunden Zustand liefern.

Die Bewertung der generierten Komplexe kann unabhéngig voneinander erfolgen
und damit parallel durchgefiihrt werden. Dies wird in AlphaDock bereits ausge-
nutzt, indem die Berechnungen auf mehrere Threads aufgeteilt werden, je nach-
dem wie viele Kerne auf der Maschine vorhanden sind. Eine Parallelisierung liefle
sich auch fiir einen Cluster realisieren. In diesem Fall wiirde jeder Knoten einen
Teil der Transformationen zugewiesen bekommen und die Scores dazu berechnen.
Somit lieen sich in der gleichen Zeit noch mehr Komplexe beurteilen oder die

gleiche Anzahl Komplexe noch genauer untersuchen.

Abschliefend kann man feststellen, dass mit dem vorliegenden Programm eine
Grundlage geschaffen wurde, die eine neue Herangehensweise an die Losung des
Protein-Docking-Problems erlaubt und noch das Potential fiir zahlreiche Verbes-

serungen und Erweiterungen bietet.



Anhang A

Die Software AlphaDock

A.1 Aufbau

AlphaDock

ProteinDocking

DockingParameter

ProteinComplex

ProteinStructure ProteinStructure

AlphaShape AlphaShape

ALPHA COARSE RECEPTOR 80
ALPHA DETAILED RECEPTOR 15
ALPHA COARSE LIGAND 80
ALPHA DETAILED LIGAND 15
MIN DIST CRITICAL POINTS 5
MAX DIST CRITICAL POINTS 12
DELTA DIST CRITICAL POINTS 1.25
MOVE AWAY 2.5

MIN VALLEY DEPTH 1.5

MAX DEPTH DIFF AT VALLEY 1.5
MIN CONVEX EDGES AT HILL 3
MIN LIGAND SCORE 0

MAX BAD VERTICES 25

CALC AMINOACID SCORE 1
CALC ELECTROSTATIC SCORE 1
CALC LIGAND SCORE 1

CALC RECEPTOR SCORE 1
NUMBER OF THREADS 4

SAVE PATH /tmp/

Abbildung A.1: Prizipieller Aufbau der Software AlphaDock

Abbildung A.1 zeigt grob die Struktur des Programms. Die wichtigsten Objek-
te sind als Rechtecke dargestellt und ihre Verschachtelung ist zu erkennen. Das
Objekt ProteinDocking steuert den Ablauf des Algorithmus, es 14d die Proteine-
Daten und erzeugt damit eine Instanz des Objektes ProteinComplex. Dieses bein-

haltet wiederum zwei Objekte des Typs ProteinStructure, innerhalb derer die

AlphaShapes verwaltet werden.
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A.2 Implementierung

Es existieren zwei Versionen des Programms, eine kommandozeilenbasierte Versi-
on (CLI) und eine mit grafischem Benutzerinterface (GUI). Beide Varianten sind
in C4++ unter Linux entwickelt worden. In der folgenden Tabelle werden kurz
die Bibliotheken erwéahnt, die fiir wesentliche Berechnungen benutzt wurden. Es
wird jeweils angegeben, welche Teile des Algorithmus damit realisiert wurden und

welche Version verwendet wurde.

Tabelle A.1: Wesentliche Bibliotheken bei der Implementierung von AlphaDock.

Bibliothek Version Verwendung

CGAL [2] 3.4 Alpha-Shapes, Hashing, Geomview Anbindung, ...
Wild Magic [6] 4.9 Abstandsberechnung Punkt zu Dreieck

Boost [1] 1.39 Threads

Qt [5] 4.5 GUI

Alle Bibliotheken sind fiir die nicht kommerzielle Nutzung frei verfiighar. Sie
werden fiir aktuelle Linux-Distributionen als Bindrpakete oder im Quelltext an-
geboten. Fiir die Verwendung von AlphaDock ist zu beachten, dass die Boost
Bibliothek in einer Version ab 1.36 verwendet wird, da erst darin die im Pro-

gramm benutzte Parameteriibergabe an Threads funktioniert.

Genannt werden soll an dieser Stelle auch noch einmal das Programm Geomuview
3], welches fiir die direkte Visualisierung der Alpha-Shapes in der GUI-Version
von AlphaDock benutzt wird. Die aktuelle Version 1.9.4 ist ebenfalls Teil géngiger
Distributionen oder kann ggf. aus den Quellen gebaut werden. Der Vorteil dieses
Viewers liegt in der vorhandenen Integration in CGAL, wodurch eine einfache

Steuerung aus dem eigenen Programm heraus moglich ist.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse sind auf einem PC mit 2.8 GHz Intel
Quad-Core-CPU und 8GB Hauptspeicher berechnet worden, der unter Fedora
Linux 10 (64-Bit) lief. AlphaDock wurde mit GCC in der Version 4.3.2 erstellt.
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A.3 Benutzung und Parameter

CLI

Der Aufruf der Kommandozeilen Version geschieht wie folgt:

$ ./ AlphaDockCLI <Rezeptor.pdb> <Ligand.pdb> [<Parameter.param >]

D.h. die ersten beiden Parameter sind die Dateinamen der PDB-Dateien des
Rezeptors und des Liganden, die zwingend angegeben werden miissen. Als dritter
Parameter kann optional der Dateiname eine Parameterdatei iibergeben werden.
Das Format dieser Datei und die Auswirkung der darin enthaltenen Werte zeigt
Tabelle A.2. Wird keine Parameterdatei iibergeben, werden die im Programm

enthaltenen Standardwerte verwendet, die unten aufgefiihrt sind.

GUI

Die Bedienung der GUI-Version ist weitgehend selbsterkldrend. Rezeptor und
Liganden konnen iiber Auswéahlknopfe geladen werden. Die Parameter fiir den
Viewer und fiir die Berechnung werden jeweils in Reitern eingestellt. Die Be-
rechnung der Transformationen und der Scores erfolgt iiber den Knopf ,Start
Docking“. Die Ergebnisse erscheinen in Tabellenform in einem weitern Reiter.
Alternativ kénnen zuvor berechnete Losungen geladen werden. Ist der Viewer ge-
startet, kann die zu einer Losung gehorende Transformation durch Doppelklicken
der Ergebniszeile auf den Liganden angewendet werden. Die aktuelle Losung kann
iiber den Mentiipunkt ,,Save PDB* im File-Menii als PDB-Datei gespeichert wer-

den. Der Screenshot zeigt das GUI mit den Einstellmoglichkeiten fiir den Viewer.
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File Help

ViewerOptions| Parameter = Scores | Transformations | Critical Points | Output

Receptor

Alpha detailed:‘ Alpha coarse:|

[ Detailed surface ["| Coarse Surface

Ligand

Alphadetailed:mg Alpha coarse:| 400,00 f|

¥l Detailed Surface | Coarse Surface

¥l Draw Facets || Draw Edges | Draw Border s/l Draw Facets ] Draw Edges |_| Draw Border
] Emersed Atoms ] Immersed Atoms [ | Interface ] Emersed Atoms [ | Immersed Atoms [ Interface
[J Temp. Factor [ Aminoacid ] Electrostatic [C] Temp. Factor [ Aminoacid ] Electrostatic
Files Control
Receptor: 1HEL r b.pdb | select... | | Initialize ‘ | Start Docking
Ligand: 1HE1_|_b.pdb | select... | | Stop Viewer ‘ | Refresh View

Ligand Trans.: <no file selected> | select... |

Solutions: <no file selected> | select... |
Critical Points: <no file selected= | select... |

Abbildung A.2: Screenshot von AlphaDockGUI
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Tabelle A.2: In AlphaDock verwendete Parameter und ihre Standardwerte.

Parameter Standard Bedeutung

ALPHA_COARSE_RECEPTOR 80 Alphag,q des Rezeptors

ALPHA_DETAILED_RECEPTOR 15 Alphaye;, des Rezeptors

ALPHA_COARSE_LIGAND 80 Alphag,., des Liganden

ALPHA DETAILED_LIGAND 15 Alphaye;, des Liganden

MIN_DIST_CRITICAL_POINTS 5 Mindestabstand zweier kritischer Punk-
te bei der Berechnung der Ligand-
Transformation

MAX_DIST_CRITICAL_POINTS 12 Maximaler Abstand zweier kritischer
Punkte bei der Berechnung der Ligand-
Transformation

DELTA _DIST_CRITICAL_POINTS 1.25 Erlaubte Abweichung der beiden Absténde
der bei der Transformationsberchnung be-
nutzten Punktepaare

MOVE_AWAY 2.5 GroBe der Verschiebung des Liganden in
Richtung der gewahlten Normalen im let-
zen Schritt der affinen Transformation

MIN_VALLEY_DEPTH 1.5 Minimale mittlere Tiefe eines kritischen
Punktes

MAX _DEPTH_DIFF_AT_VALLEY 1.5 Maximale Abweichung von der mittleren
Tiefe nach unten, die ein Nachbar eines
tiefliegenden kritischen Punktes besitzen
darf

MIN_CONVEX_EDGES_AT_HILL 3 Mindestanzahl konvexer Kanten, die in ein
hervorstehenden kritischen Punkt enden
miissen

MIN_LIGAND_SCORE 0 Minimaler Score des Liganden bei dem der
Score des Rezeptors berechnet wird

MAX_BAD_VERTICES 25 Maximal erlaubte Zahl von Atomen im in-
neren der Alpha-Shape des Bindungspart-
ners bevor die Bewertung abbricht

CALC_AMINOACID_SCORE 1 Schaltet die Berechnung des Aminoséuren
Scores ein (1) oder aus (0)

CALC_ELECTROSTATIC_SCORE 1 Schaltet die Berechnung der Elektrostatik
ein (1) oder aus (0)

CALC_LIGAND_SCORE 1 Schaltet die Berechnung des Ligand Scores
ein (1) oder aus (0)

CALC_RECEPTOR_SCORE 1 Schaltet die Berechnung des Rezeptor Sco-
res ein (1) oder aus (0)

NUMBER_OF _THREADS 4 Anzahl der fiir die Bewertung zu verwen-
denden Threads

SAVE_PATH /tmp/  absoluter Pfad unter dem die Ergebnisse

gespeichert werden
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