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| Abstract

Protein-protein docking is an in silico method to predict the three-dimensional
structure of protein complexes. The complex structure is predicted from the known
subunits structures. The detailed structural knowledge about the structure is of great
scientific interest, because it is often the only way to discover the function of a
complex. The existing experimental methods to determine protein structures are
usually complicated and time consuming, thus a strong need for in silico docking-
methods exists.

Present protein-protein docking methods are able to predict a near native structure
for most complexes. Unfortunately this correct prediction is one among thousands.
Therefore it was the aim of this work to develop a method to identify the near native
structures. The commonly used representation of proteins for docking as a 3-D grid is
extended by weighting factors being specific for residues and atoms represented by
each cell of the grid. The values for these weighting factors are mathematically
optimised for three different classes of complexes (enzyme-inhibitor, antibody-

antigen and others).

The obtained optimised parameters comply with previously described properties of
protein-protein interfaces. High weighting factors are optimised for aromatic,
hydrophobic and rigid residues, whilst amino acids with long flexible side-chains
obtain low factors. Since the number of freely rotatable bonds is correlated with the
obtained weighting factors for enzyme-inhibitor complexes, the method is a
computational rather cheap way to take the flexibility of amino acid side-chains on the
surface of proteins at least partially into account, which is one of the major problems
of unbound protein docking methods.

Sorting all proposed structures by the score obtained from the optimised weighting
factors and by the comprehensive scoring function from Martin increases the portion
of complexes for which a near native structure can be found among the top 10
structures by a factor of 10.



For more than 80% of all enzyme-inhibitor and antibody-antigen complexes a near-
native structure can be found within the first percent of the prediction output. The top
8% of the prediction for ‘other’ complexes have to be searched until a near native

solution for 80% of the evaluated complexes is found



Il Kurzzusammenfassung

Protein-Protein Docking ist eine bioinformatische Methode, bei der aus zwei Protein
Strukturen, von denen bekannt ist, dass sie in vivo aneinander binden, die
dreidimensional Struktur des Komplexes mit atomarer Auflésung vorhergesagt wird.
Die Kenntnis der Struktur ist von groBem wissenschaftlichem Interesse, da oft nur so
die genaue Funktion der jeweiligen Interaktion studiert werden kann.
Komplexstrukturen kdnnen zwar meistens auch experimentell ermittelt werden,
allerdings sind die bekannten Methoden oftmals extrem zeitaufwandig, so dass es
einen betrachtlichen Bedarf an in silico Methoden =zur Vorhersage von

Proteinkomplexstrukturen gibt.

Aktuelle Docking Methoden kdnnen zwar fur die meisten Komplexe eine der nativen
Struktur ahnliche Struktur berechnen, allerdings ist diese richtige Vorhersage in der
Regel eine von mehreren tausend als mdglich vorhergesagten Strukturen. Das Ziel
dieser Arbeit war daher die Entwicklung einer Methode zur Identifikation der
richtigen, nahe nativen Struktur aus allen als mdglich vorhergesagten Strukturen. Um
dieses Ziel zu erreichen, wurde die - in den meisten Docking Programmen benutzte -
Darstellung der Proteine als 3D-Gitter um Gewichtungsfaktoren erweitert, welche
spezifisch fir die jeweils reprasentierten Atome und Aminosauren durch
mathematische Methoden optimiert wurden. Die Optimierungen wurden fir drei
Komplexklassen (Enzym-Inhibitor, Antikbrper-Antigen und ,Andere’) durchgeflhrt.

Die erhaltenen optimierten atom- und aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren
stehen z.T. in Einklang mit zuvor beobachteten Eigenschaften von Protein-Protein
Bindungsstellen. So wurden z.B. hohe Gewichtungsfaktoren fiir aromatische,
hydrophobe und rigide Residuen optimiert, wahrend die Optimierung fir
Aminosauren mit langen flexiblen Seitenketten eher niedrige Faktoren ergeben hat.
Da die erhaltenen Gewichtungsfaktoren fir Enzym-Inhibitor Komplexe in Relation zu
der Anzahl frei drehbarer Seitenketten stehen, ist die in dieser Arbeit vorgestellte
Methode eine auBerst effiziente Moglichkeit Flexibilitat beim Docking zu

bertcksichtigen.



Durch eine Sortierung der potentiellen Komplexstrukturen nach der mit den
Gewichtungsfaktoren berechneten geometrischen Korrelation in Kombination mit
Martins umfassender Scoringfunktion kann der Anteil an Komplexen, fir die eine
nahe native Struktur unter den ersten 10 vorhergesagten Strukturen liegt,

verzehnfacht werden.

Fir 80% der Enzym-Inhibitor und der Antikérper-Antigen Komplexe wird nach
Anwendung der Gewichtungsfaktoren mindestens eine nahe native Struktur im
ersten Prozent der sortierten Vorhersage gefunden. Um fir 80% der ,Anderen’
Komplexe mindestens eine nahe native Struktur zu finden, missen die ersten 8% der

Vorhersage durchsucht werden.
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Einleitung

1 Einleitung

Proteine sind einer der essentiellen Bausteine des Lebens. Nahezu jeder biologische
Prozess ist von diesen abhangig. Die Funktionen von Proteinen sind vielfaltig, so
werden z.B. die meisten Reaktionen des Metabolismus durch Enzyme katalysiert,
das Immunsystem basiert auf Proteinen, die Weiterleitung von biochemischen
Signalen erfolgt oft durch Protein-Rezeptoren und komplexe Mechanismen werden
durch Proteine reguliert, wie z.B. Transkription und Translation. Die Erflllung dieser
diversen Aufgaben ist haufig nur méglich, wenn verschiedene Proteine miteinander

interagieren.

Fir den Menschen sind z.B. 70.000 Proteininteraktionen von 6.200 Proteinen
vorhergesagt worden®. Fiir einen groBen Teil der vorhergesagten Interaktionen ist
bis jetzt keine Funktion bekannt. Oftmals kann sich die Funktion eines Proteins bzw.
eines Proteinkomplexes nur durch genaue Kenntnis der Struktur des Proteins
vollstandig aufklaren lassen. Allerdings ist die experimentelle Strukturaufklarung von
Proteinen ein komplizierter und zeitaufwandiger Prozess, so dass den 2.965.756
bekannten Proteinsequenzen (in UniProtKB/TrEMBL®, Juni 2006) nur 37.269
bekannte Strukturen (PDB®, Juni 2006) gegeniberstehen. Um trotz der
Komplikationen bei der experimentellen Strukturaufklarung die dreidimensionalen
Strukturen von Proteinen zu erhalten, wurden in den letzten Jahren verschiedene
Methoden zur computergestitzten Vorhersage von Proteinstrukturen entwickelt, mit
welchen inzwischen erfolgreich Modelle mit nahezu atomarer Auflésung erstellt

werden kénnen.

Mit zunehmendem Erfolg der Strukturvorhersagemethoden nimmt auch das
Bedurfnis zu, die Interaktionen der vorhergesagten Proteinstrukturen mit anderen
Proteinen auf struktureller Ebene studieren zu kénnen. Die Vorhersage von
Komplexstrukturen, also wie zwei oder mehr Proteine miteinander interagieren, wird
als Protein-Protein Docking bezeichnet. Die Entwicklung von Dockingmethoden ist
natdrlich nicht nur flr Strukturmodelle von Bedeutung, sondern auch fir Interaktionen
von experimentell gelésten Strukturen. Diese sind z.T. als Monomere aber auch in

anderen Komplexen geldst worden. Da geschatzt wird, dass jedes Protein mit
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durchschnittlich drei anderen Proteinen interagiert, kbnnen die im Komplex geldsten

Strukturen auch in anderen vorherzusagenden Komplexen vorkommen.

Die Entwicklung von Dockingmethoden ist bislang primar von wissenschaftlichem
Interesse, aber auch die pharmazeutischen Industrie entdeckt mehr und mehr das
Potential dieser Methoden. Fir das medizinische Interesse an Proteininteraktionen
gibt es mindestens zwei verschiedene Griinde. Einerseits stehen viele Krankheiten in
Verbindung mit Proteininteraktionen, so dass eine genaue Kenntnis der jeweiligen
Interaktionen hilfreich sein kann, um die Ursachen fir Krankheiten zu finden.
Andererseits spielen Proteininteraktionen auch fur den Einsatz und die Entwicklung
von Medikamenten eine herausragende Rolle. Zum einen kénnen Proteine selbst
Medikamente sein und z.B. bestimmte Enzyme inhibieren und zum anderen kann es
das Ziel einer medikamentésen Behandlung sein, spezifische Proteininteraktionen zu
verhindern. Mit therapeutischen Proteinen und Antikdrpern konnten bereits klinische
Erfolge erzielt werden, allerdings primar bei extrazellularen Proteinen. Da Proteine in
der Regel relativ groB3 sind, kénnen sie nicht ohne weiteres in Zellen eindringen und
sind ferner auch nicht oral als Medikament verabreichbar, da sie verdaut wirden. Um
intrazellulare Proteinkomplexe inhibieren zu kénnen, bieten sich kleine organische
Moleklle an. Allerdings ist es schwierig, geeignete Bindungsstellen fur kleine
Molekile zu identifizieren, da die zur Protein-Protein Interaktion genutzten Interface
Regionen selten tiefe Spalten (cavities) anbieten, wie sie von kleinen Molekdlen zur
Bindung bevorzugt werden. Um dennoch erfolgreiche Angriffspunkte flr
Medikamente zu identifizieren, ist es zwingend erforderlich, die Interaktion zweier

Proteine auf atomarem Level studieren zu kénnen.*®2

Seit Beginn der 1990er Jahre wird weltweit intensiv an der Entwicklung von
computergestitzten Dockingmethoden gearbeitet, wobei insbesondere zu Beginn der
Entwicklung nur wenige Datensatze zur Entwicklung und Evaluation der Methoden
zur Verfugung standen. Selbst heute gibt es lediglich 83 nicht redundante
Komplexe®, fir die sowohl die Strukturen der Untereinheiten im ungebundenen

Zustand als auch im gebundenen Zustand bekannt sind.

Fiar die Entwicklung der ersten Dockingmethoden wurden bekannte

Komplexstrukturen in ihre Untereinheiten getrennt und anschlieBend wurde versucht,
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die Struktur des Komplexes aus diesen Untereinheiten wieder vorherzusagen.
Diesen Vorgang bezeichnet man als Bound Docking. Das Problem des Bound
Docking lies sich relativ einfach 16sen, indem man nach der Orientierung der beiden
Untereinheiten zueinander gesucht hat, die am besten aneinander passen. Die
Orientierung mit der gréBten geometrischen Passgenauigkeit entspricht in der Regel
der nativen Struktur. Bezieht man allerdings die zu dockenden Untereinheiten nicht
aus der Komplexstruktur, sondern I6st die Strukturen unabhangig voneinander oder
benutzt Modelle von Proteinstrukturen (Unbound Docking), dann reicht die
geometrische Passgenauigkeit als alleiniges Kriterium nicht aus, um die
Komplexstruktur vorherzusagen. Die Schwierigkeiten des Unbound Dockings sind in
erster Linie durch die Flexibilitat von Proteinen zu begriinden. Proteine sind keine
starren Koérper, sondern ihre Oberflachenstruktur passt sich in vielen Fallen der
Struktur des Bindungspartners an. Hierfir kommen einerseits sehr kleine
Bewegungen der Seitenketten der verschiedenen Aminosduren aber auch

Bewegungen kleinerer (Loops) oder gréBerer Proteinbereiche (Doméanen) in Frage.

Da die Simulation und Vorhersage der Flexibilitdt von Proteinstrukturen auBerst
komplex und im Hinblick auf die bendtigte Rechenzeit sehr aufwandig ist, werden die
Proteine bei den meisten Dockingmethoden nach wie vor als starre Kérper behandelt
(rigid-body Docking) und es wird versucht, die Komplexstrukturen, die der nativen

Struktur &hnlich sind, an Hand physikochemischer Eigenschaften zu identifizieren.

In der hier vorliegenden Arbeit wird durch die Einfihrung von optimierten
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren, die unterschiedliche Bedeutung der
20 verschiedenen Aminosauren bei der Proteininteraktion berlcksichtigt. Durch die
Optimierung dieser Faktoren kénnen verschiedene physikochemische Eigenschaften
sowie die Flexibilitat der Aminosauren in je einem Parameter zusammengefasst
werden. Des Weiteren werden auch atomtypspezifische Gewichtungsfaktoren
optimiert und deren Effektivitat evaluiert.

In den folgenden Kapiteln werden zunachst die physikochemischen Eigenschaften
von  Proteinkomplexen und deren Bindungsstellen, die verschiedenen
Dockingmethoden und die Schritte zur Entwicklung der Gewichtungsfaktoren
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beschrieben. Daran anschlieBend werden die durch die Gewichtungsfaktoren

erzielten Ergebnisse vorgestellt.



Ziel der Arbeit

2 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, durch Einflhrung und Optimierung von atom- und
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren eine schnelle und effiziente Methode
zu entwickeln, mit der sich die Vorhersagequalitat von Dockingstudien erheblich
steigern lasst. Mit diesen Gewichtungsfaktoren wird eine gewichtete geometrische
Korrelation berechnet. Durch eine Optimierung der Gewichtungsfaktoren sollen alle
fir Proteininteraktionen relevanten Eigenschaften der Aminosauren bzw. der Atome
in jeweils einem Parameter zusammengefasst werden. Die Optimierung der
Parameter wird mit unbound Docking Beispielen durchgefiihrt, so dass durch die
Gewichtungsfaktoren auch die Flexibilitdt der Aminosauren indirekt berlcksichtigt
werden kann. Fir die Entwicklung und Validierung dieser Gewichtungsfaktoren wird
das gitterbasierte FFT-Docking Programm ckordo benutzt, welches in der

Arbeitsgruppe entwickelt wurde.

Die Verbesserung der Vorhersagequalitat soll sowohl in der Anzahl an Strukturen,
die der nativen Struktur ahnlich sind, auf den vorderen Rangen einer Vorhersage als
auch in Form des Ranges, auf dem die erste nahe native Struktur fiir jeden Komplex
gefunden wird, sichtbar werden.
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3 Biochemischer und bioinformatischer Hintergrund

3.1 Proteinkomplexe

3.1.1 Klassifizierungen von Proteinkomplexen

Protein-Protein Komplexe unterscheiden sich zum Teil erheblich in Bezug auf ihre
Zusammensetzung, Funktion, Stabilitat, Lebensdauer, evolutiondre Geschichte und
ihren Bindungsmodus. Um Protein-Protein Interaktionen zu studieren bzw.
vorherzusagen, ist eine Unterteilung in Komplexklassen hilfreich. Hierfliir wurden
diverse sich z.T. Uberlappende Klassifizierungsschemata entwickelt. Nooren und
Thornton”' haben verschiedene Klassifizierungseigenschaften in Bezug auf den
Bindungsmodus beschrieben:

3.1.1.1 Klassifizierung nach Bindungsmodus
3.1.1.1.1 Homo- und Heterooligomere

Proteinkomplexe kénnen sowohl aus identischen oder homologen Proteinen als auch
aus verschiedenen Untereinheiten gebildet werden. Komplexe aus gleichen
Untereinheiten werden als Homooligomere bezeichnet, wahrend man bei
verschiedenen Untereinheiten von Heterokomplexen spricht. Die Interaktion gleicher
Proteine kann entweder isolog oder heterolog sein, wobei ersteres die Interaktion mit
identischen Interfaces und letzteres die Interaktion mit verschiedenen Interfaces

beschreibt’".

3.1.1.1.2 Obligate und nicht obligate Komplexe

Ferner kdnnen Proteinkomplexe in obligate und nicht obligate Komplexe unterteilt
werden, abhangig davon, ob die jeweiligen Interaktionspartner auch ohne den
Bindungspartner stabil sind. Die meisten Heterokomplexe sind nicht obligate
Komplexe, das heiBt sie sind meistens auch unabhangig voneinander stabil, da sie
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z.T. an verschiedenen Orten des Organismus synthetisiert werden. Beispiele flr nicht
obligate Heterokomplexe sind die Antikérper-Antigen, Enzym-Inhibitor oder die
Rezeptor-Ligand Wechselwirkungen’'.

3.1.1.1.3 Transiente und permanente Komplexe

Die Unterteilung in transiente und permanente Komplexe beschreibt die
Lebensdauer der jeweiligen Komplexe. Die Bindungen der transienten Komplexe
sind in vivo haufig nur von kurzer Dauer und kénnen mehrmals getrennt und neu
gebildet werden. In der Regel sind obligate Komplexe auch permanent, da die
Untereinheiten alleine nicht stabil sind und daher permanent aneinander gebunden
sein mussen. Die nicht obligaten Komplexe hingegen kdnnen sowohl transient als

auch permanent sein”'.

Die Interfaces der obligaten, permanenten Komplexe sind tendenziell gréBer,
weniger planar und dichter gepackt als die der transienten Komplexe. Die transienten
Komplexe zeichnen sich durch eine eher hydrophile Oberflache aus, da diese auch

alleine im wéssrigen Medium existieren miissen®’.

3.1.1.2 Funktionelle Klassifizierung

Eine andere Art der Klassifizierung, die insbesondere fir die Entwicklung von
Dockingmethoden genutzt wird, bezieht sich auf die Funktion der Komplexe und
basiert auf den evolutiondren Unterschieden der Interaktionen. Die Komplexe werden
hierbei in die Gruppen Enzym-Inhibitor/Substrat (El), Antikdrper-Antigen (AA) und
Andere’ Komplexe (OTH)'®® eingeordnet. Die meisten der fiir Unbound Docking
Studien genutzten Beispiele sind transiente, nicht obligate Komplexe. Diese
Klassifizierung kann historisch begriindet werden, da es lange Zeit nur einige Enzym-
Inhibitor Komplexe, wenige Antikdrper-Antigen und wenige andere Komplexe gab, flr
die sowohl die Komplexstruktur als auch die Strukturen der Untereinheiten im
ungebundenen Zustand bekannt waren (vgl. Kapitel 4.5).

Allerdings ist diese Klassifizierung auch weiterhin sinnvoll, da diese verschiedenen
Klassen sich im Hinblick auf ihre Bindung und evolutiondre Geschichte



Biochemischer und bioinformatischer Hintergrund

unterscheiden. Wahrend die Interaktionen von Enzymen mit ihrem Substrat bzw.
Inhibitor oft hoch spezifisch sind, sich im Laufe der Evolution gemeinsam entwickelt
und ihre Bindung dabei optimiert haben, missen Antikérper die entsprechenden
Antigene spontan erkennen. Antikérper missen auch unbekannte Antigene binden
kénnen, um eine erfolgreiche Immunabwehr zu gewéhren. Dies fihrt dazu, dass die
Interfaces von Antikérper-Antigen Komplexen zu den am wenigsten dicht gepackten
gehdren*” und sich auBerdem von den Enzym-Inhibitor Komplexen darin
unterscheiden, dass die Konserviertheit der Interfaceresiduen weitaus geringer ist®.

Die ,Anderen’ Komplexe sind eine relativ heterogene Gruppe, bestehend aus den
restlichen bekannten Komplexstrukturen, zu denen auch die Strukturen der
ungebundenen Untereinheiten bekannt sind. Eine weitere Unterteilung der ,Anderen’
Komplexe kann sinnvoll sein, allerdings ist die Anzahl an Beispielen nach wie vor zu
gering, um diese weitere Einteilung vorzunehmen, was aber in Zukunft méglich sein

konnte.

3.1.2 Bindungsstellen (Interfaces)

Die Bindungsstellen, mit denen Proteine an andere Proteine binden, unterscheiden
sich in ihren physikochemischen Eigenschaften von der restlichen Proteinoberflache.
Insbesondere die Haufigkeit, mit der manche Aminosauren im Interface vorkommen,

ist unterschiedlich.

Chakrabarti und Janin'® haben die Bindungsstellen von Protein-Protein Komplexen
durch geometrisches Clustering in verschiedene so genannte Patches unterteilt,
wobei die Interfaces solcher Komplexe, bei denen das Interface eine Flache von
weniger als 2.000 A2 einnimmt, in der Regel aus nur einem Patch bestehen, wihrend
bei Proteinkomplexen mit gréBeren Bindungsstellen diese haufig aus mehreren
Patches zusammengesetzt sind. Bei Multi-Patch Interfaces hat mindestens eines der
Patches jedoch die GroBe eines Single-Patch Interfaces. Bei jedem Interface Paich
kann zwischen ,Core” und ,Rim"“, also Zentrum und Rand, unterschieden werden. Als
Core wird der Teil der Bindungsstelle bezeichnet, der nach der Komplexbildung véllig

verdeckt ist, wahrend die Residuen, die auch nach der Komplexbildung noch
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teilweise dem umgebenden Ldsungsmittel zuganglich sind, als Rim beschrieben

werden.

Im Schnitt verdeckt ein Patch 1.320 + 520 A2 der Proteinoberflache beider Proteine
zusammen. Die Patches in Single-Patch Interfaces sind mit 1.560 + 340 A2
durchschnittlich etwas gréBer als in Multi-Patch Interfaces. Insgesamt sind 170 + 39
Atome an einem Single-Patch Interface beteiligt, bzw. 85 Atome je Patch. Ein
Protein-Protein Interface setzt sich aus 57 £ 22 Residuen zusammen. Dem Core
werden 53% und dem Rim 47% der Interface Residuen zugeordnet, wéahrend
allerdings 72% der Interface Flache von Core Residuen eingenommen werden und
nur 28% von Rim Residuen’®.

Ferner wurde in den Kristallstrukturen der ungebundenen Proteine in den Interface
Regionen im Schnitt ein niedrigerer B-Faktor (experimentelles MaB fir die Flexibilitat)

699 als auf dem Rest der Oberfliche und auBerdem waren mehr

gemessen
Wassermoleklle an die Interface Residuen gebunden. Allerdings kann dieses

Phanomen auch auf Kristallkontakte zurlickzufiihren sein®®,

3.1.2.1 Sekundarstruktur

Im Hinblick auf strukturelle Eigenschaften der Interface Regionen haben Neuvirth et
al®® bei einer Analyse von ftransienten Komplexen festgestellt, dass in
Interfaceregionen B-Faltblatter und lange Loops bevorzugt werden, wahrend
a-Helices eher auf der restlichen Oberflache zu finden sind. Das erhdhte Auffinden

von B-Faltblattern wird bei Neuvirth et al.®®

damit erklart, dass B-Faltblatter eher eng
gepackte Strukturen bilden kénnen, wenn zwei Faltblatter direkt aneinander gelegt
werden. In einer weiteren Studie mit 28 Homodimeren waren allerdings 53% der
Kontaktflachen a-helical, 22% B-Faltblatter, 12% ap, und der Rest Windungen

(“coils”)®.

3.1.2.2 Komplementaritat

Die Komplementaritat zwischen zwei interagierenden Proteinen ist insbesondere flr

Computermethoden zur Vorhersage von Proteinkomplexstrukturen eine der
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wichtigsten und wirksamsten Eigenschaften von Interaktionsflachen. Die
Komplementaritat zwischen den Bindungspartnern ist sowohl geometrischer als auch
chemischer Natur. Insbesondere bei Enzym-Inhibitor Komplexen und stabilen
Heterokomplexen findet sich eine hohe geometrische Oberflachenpassform (fitting
surface shape), so dass im gebundenen Zustand das Volumen zwischen den beiden
Bindungspartnern sehr gering ist, diese also sehr eng gepackt sind (packing density).
Die Antikdrper-Antigen Komplexe sind etwas weniger dicht gepackt, als die oben
genannten Komplexe, so dass die geometrische Komplementaritat etwas geringer
ist™®. Der geringere Grad an Komplementaritat bei Antikérper-Antigen Komplexen
kann dadurch erklart werden, dass diese Bindungsstellen nicht tber lange Zeitrdume
hinweg auf die jeweiligen Bindungspartner optimiert wurden, sondern auch auf neue

unbekannte Antigene reagieren miissen*’°,

Zwischen den Bindungspartnern besteht ferner auch eine chemische
Komplementaritat, im Hinblick auf geladene und ungeladene, auf polare und apolare

Gruppen.

In einigen Féllen wird die Komplementaritat zwischen Rezeptor und Ligand allerdings
erst durch den Bindungsprozess hergestellt. Da insbesondere die chemische
Komplementaritat haufig von den geladenen Atomen in den langen Seitenketten von
Arg, Lys oder Glu abhangig ist, kbnnen diese Atome im ungebundenen Zustand bis
zu 10A von der Position entfernt sein, die sie im gebundenen Zustand

einnehmen***’.

3.1.2.3 Aminosaurezusammensetzung

In der Literatur finden sich mehrere Studien, die die Aminosaurenzusammensetzung
von Protein-Protein Bindungsstellen analysieren und mit der
Aminosaurenzusammensetzung der restlichen Oberflache vergleichen'®3746%¢  Die
verschiedenen Untersuchungen unterscheiden sich z.T. bezuglich der angewandten
Methodik und des untersuchten Datensatzes. Einer der Hauptunterschiede liegt
darin, dass z.B. Huang und Schroeder® nur die Anzahl der Aminosauren im Interface

ausgewertet haben, wahrend Jones*®, Chakrabarti’® und Lo Conte>® jeweils die
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Flachen, die von der jeweiligen Aminosaure eingenommen werden, analysiert haben.

Chakrabarti et al. haben zudem die Interface Regionen in Core und Rim unterteilt.

Jones &
Huang, Schroder 20057 Chakrabarti 2002'° L$9%%gge Thornton.
1997
2 2 ?
e 8, S = 8 g2
3% 5| 3% T & 58 53
8% o § & S 3 =5 g g L
§&ts | 8% g g % S%
QL oo o< N oc Qc Q c
ALA 0,53 1,16 -0,40 -0,26 -0,43 -0,17
ARG 0,72 0,92 0,13 0,11 0,13 0,27
ASN 0,51 0,51 -0,14 0,03 -0,12 0,12
ASP 0,95 1,13 -0,46 -0,07 -0,31 -0,38
CYS 8,99 0,00 1,00 0,62 0,76 0,43
GLN 0,64 0,84 -0,34 -0,36 -0,36 -0,11
GLU 0,55 0,84 -0,80 0,02 -0,47 -0,13
GLY 0,97 0,69 -0,08 0,35 0,02 -0,07
HIS 2,07 1,01 0,84 0,23 0,64 0,41
ILE 0,88 0,86 0,71 0,38 0,56 0,44
LEU 1,05 0,77 0,34 0,25 0,29 0,40
LYS 0,52 0,75 -0,82 -0,20 -0,57 -0,36
MET 0,92 1,27 1,13 0,51 0,98 0,66
PHE 1,94 2,73 1,01 -0,60 0,79 0,82
PRO 0,69 1,32 -0,38 -0,22 -0,25 -0,25
SER 1,25 0,75 -0,56 -0,14 -0,42 -0,33
THR 0,94 0,61 -0,44 -0,21 -0,35 -0,18
TRP 418 1,98 1,41 0,21 1,25 0,83
TYR 1,50 3,55 1,22 0,50 1,04 0,66
VAL 1,07 0,91 0,08 0,11 0,09 0,27

Tabelle 3.1: Interface Propensities berechnet durch Huang, Chakrabarti, Lo Conte und Jones

Aus den ermittelten Haufigkeiten bzw. aus der jeweils eingenommenen Flache
wurden Interface-Propensities berechnet. Die Interface-Propensity beschreibt die
Neigung einer bestimmten Aminosaure im Interface zu liegen, also wie hoch die
Wahrscheinlichkeit ist, dass eine bestimmte Aminosdure im Interface ist, unter
Berlcksichtigung der generellen Haufigkeit dieser Aminosadure auf der
Proteinoberflache. Allen Propensity Skalen (s. Tabelle 3.1) ist gemeinsam, dass hohe
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Werte fir die aromatischen Residuen PHE, TYR und TRP sowie fir MET berechnet

wurden.

Im Hinblick auf die Haufigkeit hydrophober Aminosauren im Interface finden sich in
der Literatur unterschiedliche Angaben in Abhé&ngigkeit davon, welche Art von
Komplexen untersucht wurde. Wahrend von Neuvirth et al. bei transienten
Heterokomplexen keine erhdéhte Haufigkeit flir hydrophobe Residuen festgestellt
wurde, so bilden die hydrophoben Residuen aber dennoch Patches®®. Bordner et al.
beschreiben hingegen eine Anreicherung groBer, hydrophober und ungeladener,
polarer Residuen im Interface, wahrend geladene Aminosauren eher selten zu finden
sind'? ohne hierbei Unterschiede zwischen Hetero- und Homodimeren festzustellen
(abgesehen von Asparaginsaure und Glycin).

Die Aminosauren Zusammensetzung der Rim Region ist der Zusammensetzung der
restlichen Oberflache des Proteins ahnlich, wahrend bei der Zusammensetzung des
Interface-Cores erhebliche Unterschiede zum Rest der Oberflache festgestellt
werden konnten. Der Core des Interfaces entspricht eher dem Inneren eines Proteins
und zeichnet sich durch relativ viele aromatische und wenige geladene Residuen

aus'®.

Neuvirth et al.®® haben zusétzlich zur Analyse der Praferenz ganzer Residuen Teil
des Interfaces zu sein auch die Praferenz einzelner Atome untersucht. Dabei haben
nur die Atome der aromatischen Ringe von TRP, PHE und TYR eine deutlich héhere
Neigung im Interface zu liegen gezeigt. Hingegen haben die Ca Atome von ALA,
LYS, ASN, und SER eine héhere Propensity sich auf der restlichen Oberflache zu
befinden als im Interface. Dieses Ergebnis unterstreicht die Bedeutung der

aromatischen Residuen fir die Bindung zweier Proteine.

3.1.2.4 Bindungskrafte

Bereits 1940 haben Pauling und Delbriick postuliert, dass intermolekulare
Interaktionen durch die Krafte von van-der-Waals Anziehung und AbstoBung, durch
Elektrostatik und durch die Bildung von Wasserstofforiicken zu Stande kommen,

sowie dass flr stabile Interaktionen die Komplementaritat der Oberflachen und der

-12-



Biochemischer und bioinformatischer Hintergrund

aktiven Gruppen nétig ist’*. Diese mehr als 65 Jahre zuriick liegende Aufzéhlung der
Krafte ist nach wie vor giltig und wurde nur um den Hydrophoben Effekt erganzt.
Letzterer beschreibt den Energiegewinn, der durch das Zusammenbringen von nicht
polaren Residuen in bzw. aus wassriger Umgebung erreicht wird. Dies wird als eine
der treibenden Kréfte fir die Stabilisierung von Proteinkomplexen beschrieben. In der
Literatur finden sich unterschiedliche Angaben bezlglich der Quantifizierung dieser

Kraft. So werden Werte von 25 (iber 47 bis zu 72 Kalorien je A2 beschrieben®47:88,

Elektrostatische Wechselwirkungen beschreiben die Interaktionen geladener Atome,
wie sie in den Seitenketten einiger Aminosauren vorkommen. Wenn sich in einem
Proteinkomplex gegensatzlich geladenen Atome gegenlber stehen, kbénnen
Salzbriicken (auch lonenbindung genannt) ausgebildet werden. Salzbriicken sind
generell nicht zwingend notwendig fir die Interaktion zweier Proteine, kénnen aber
die Stabilitat von Interaktionen erheblich vergrossern®’. So kommen manche
Komplexe ohne Salzbriicken aus, wahrend in anderen Komplexen bis zu 5

intermolekulare Salzbriicken gefunden werden®.

Wenn zwei Molekile tber ein H-Atom miteinander interagieren, so spricht man von
Wasserstoffbriicken. Die Bindungsenergie von Wasserstoffbriicken liegt deutlich
unter der von kovalenten Bindungen und von ionischen Wechselwirkungen. In
Protein-Protein  Interfaces  findet sich je 170 A2 durchschnittlich  eine
Wasserstoffbriicke, also ca. 10 +5 H-Briicken je Interface®. Allerdings variiert die
Anzahl von 0 - z.B. in Uteroglobin - bis zu 46 im Variant Surface Glycoprotein®’.

Ein weiterer Beitrag zur Interaktion zwischen zwei Proteinen wird durch die van-der-
Waals Krafte geleistet. Van-der-Waals Krafte tauchen zwar auch zwischen Proteinen
und umgebendem Medium auf, da allerdings aufgrund der gréBeren Packungsdichte
in Protein-Protein Interfaces, zwischen zwei Proteinen mehr van-der-Waals
Interaktionen stattfinden als zwischen Protein und Wasser, tragen diese auch zur

Bindungsenergie bei*’*,

Sehr selten kommt es auch zu Disulfidbriicken zwischen interagierenden Proteinen.
Wenn sich allerdings eine solche kovalente Bindung ausbilden kann, dann spielt
diese meistens auch eine wichtige Rolle bei der Interaktion*’.
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Die Gesamtenergie einer Protein-Protein Bindung setzt sich aus den oben
beschriebenen Kraften zusammen, wobei sich allerdings keine verallgemeinernde
Regel bezlglich der Zusammensetzung der verschiedenen Krafte ableiten lasst. Die
Stabilitdt einer Interaktion wird durch die individuelle Kombination der
unterschiedlichen Krafte bestimmt.

3.1.3 Strukturaufklarung und —vorhersage von Proteinkomplexen

FiUr ein genaues Verstandnis der Proteine und insbesondere der Interaktionen von
Proteinen mit Proteinen und anderen Molekillen ist die Kenntnis der Struktur

derselben in atomarer Auflésung von erheblichem Nutzen.

Zur Ermittlung der Strukturen gibt es mehrere experimentelle Methoden, die
verschiedene Genauigkeiten erreichen, sich aber auch im Hinblick auf Komplexitat,
Zeitaufwand und Schwierigkeit unterscheiden. Einerseits gibt es die
hochauflésenden Methoden, wie die unten beschriebene Rdntgenstrahlen-
kristallographie und die kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR) und
andererseits Methoden wie Elekironenmikroskopie und -tomographie, die die
Strukturen nur in niedriger Auflésung abbilden kénnen.

Da es insbesondere mit den hochauflésenden Methoden meistens extrem
zeitaufwandig und z.T. sogar unmdglich ist, die Struktur eines Proteins bzw. eines
Proteinkomplexes zu l6sen, wird zur Zeit intensiv an bioinformatischen Methoden
gearbeitet, die die Struktur eines Komplexes an Hand der Strukturen der

Untereinheiten oder an Hand von Modellen der Untereinheiten vorhersagen kénnen.

Ferner gibt es Anséatze experimentelle Methoden und in silico Methoden miteinander
zu kombinieren, um so die Strukturen der Komplexe zu ermitteln. Einen detaillierten
Uberblick (ber die Methoden zur Strukturaufklarung gibt ein Review Artikel von
Russell et al®' und eine Einflihrung in data-driven Docking, also Docking Methoden,
welche auch experimentelle Ergebnisse bertcksichtigen, ein Artikel von van Dijk et

al®®.
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Im Folgenden werden die oben genannten experimentellen Methoden Kkurz
vorgestellt und ein Uberblick iiber die unterschiedlichen Dockingmethoden gegeben.
Zu Beginn des Methoden Teils (Kapitel 4.1) werden die Fast Fourier Transformations
(FFT) Methoden detalillierter betrachtet, da das fir diese Arbeit verwendetet Docking-
Programm ckordo auf dieser Methode basiert.

3.1.3.1 Experimentelle Methoden
3.1.3.1.1 Rdntgenstrahlkristallographie (X-ray)

Die am haufigsten benutzte Methode zur experimentellen Bestimmung von
Proteinstrukturen ist die Rdntgenstrahlkristallographie. 85% der Strukturen in der
PDB® wurden mit dieser Methode ermittelt. Die Réntgenstrahlkristallographie
ermoglicht es, an Hand von Rdéntgenstrahlenbeugungsmustern Proteinstrukturen mit

nahezu atomarer Auflésung zu messen.

Fir die Réntgenstrahlkristallographie muss in einem ersten Schritt von dem zu
untersuchenden Protein ein Kristall geziichtet werden. Der Kristall wird dann mit
Roéntgenstrahlen beschossen, welche von den Elektronen des Proteins in einem
spezifischen Muster abgelenkt werden. Anhand des Ablenkungsmusters kann in
einem nachgeschalteten Schritt die genaue Position der Atome berechnet werden.

Mit dieser Methode kdénnen zwar die am hdchsten aufgelésten Strukturen von
Proteinen ermittelt werden, allerdings ist insbesondere der Kristallisationsschritt
oftmals sehr zeitaufwandig und manchmal sogar unmdglich (z.B. bei sehr groBen
und bei hydrophoben Proteinen wie Membranproteinen). Ein weiterer Nachteil von
Roéntgenstrukturen ist, dass die Struktur nur eine Momentaufnahme darstellt, so dass
die Flexibilitat der Proteine nicht bertcksichtigt werden kann.

3.1.3.1.2 NMR - kernmagnetische Resonanzspektroskopie

Die NMR-Spektroskopie beruht auf dem Prinzip, dass alle Atome einen Kernspin
besitzen, welcher abhangig von dem umgebenden Magnetfeld ist. Der Kernspin der
Atome kann durch einen Radiofrequenzimpuls beeinflusst werden. Die Anderung der
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Kernspins kann gemessen werden und erlaubt es, die Struktur der Proteine zu

berechnen.

Der groBe Vorteil der NMR-Spektroskopie liegt darin, dass Proteinstrukturen in
Lésung ermittelt werden kénnen und keine Kristalle geziichtet werden missen. Dies
erlaubt ferner auch die Strukturen von schwachen (transienten) Komplexen zu
messen und durch eine Abfolge von ,Aufnahmen’ ist es mdglich, die Bewegungen
der Proteine zu untersuchen. Lange Zeit konnten allerdings mittels NMR-
Spektroskopie nur die Strukturen kleiner Proteine mit einer Ladnge bis zu 300

Aminosauren ermittelt werden.

Mit neueren Varianten der NMR-Spektroskopie, wie Transverse Relaxation
Optimised Spectroscopy (TROSY) oder Chemical Shift Perturbations (CSP), kénnen
inzwischen Strukturen von Proteine mit einem Gewicht von bis zu 50 kDa (ca. 420

Aminosauren) ermittelt werden'°.

3.1.3.1.3 Elektronenmikroskopie und —tomographie

Fir Moleklle mit einem Gewicht von mehr als 200-500 kDa kann mit single-particle
cryo-Elektronenmikroskopie eine zweidimensionale Aufnahme mit einer Auflésung
von bis zu 5 A gemacht werden. Die dreidimensionale Struktur lasst sich dann aus
mehreren 2D Aufnahmen rekonstruieren. Aktuelle Entwicklungen im Bereich der
Elektronentomographie erlauben inzwischen Aufnahmen mit einer Auflésung von bis

zu 2-5 nm®'.

Bilder in dieser Auflésung kénnen bereits Aufschllisse Uber die grobe Form von
Proteinkomplexen geben und somit eindeutige Hinweise auf die relative Orientierung
der bindenden Proteine zueinander geben und so die ldentifikation der richtigen
Struktur mit Docking-Programmen vereinfachen.

3.1.3.2 Protein-Protein Docking

Unter Protein-Protein Docking versteht man die Vorhersage der Interaktion zweier
Proteine. In der hier vorgestellten Arbeit wird das so genannte 1:1 Docking
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behandelt, bei welchem vorhergesagt wird, wie zwei Proteine miteinander
interagieren, also wie sich beide Proteine im dreidimensionalen Raum (3D)
zueinander ausrichten und aneinander binden. Im Gegensatz dazu gibt es noch das

1:n Docking, welches versucht, fir ein Protein mégliche Bindungspartner zu finden.

Alle Docking-Ansatze basieren auf einer probaten Oberflachenreprasentation, einer

Suchstrategie und einer effizienten Bewertungsfunktion.

Zwei Verfahren beim Docking sind besonders zeitkritisch. Erstens die globalen
Suchmethoden, da sechs Freiheitsgrade (drei der Rotation und drei der Translation)
berlicksichtigt werden missen und zweitens die GréBe der Reaktanden, da die
Anzahl an mdglichen Komplex-Konformationen mit der GroBe steigt. Eine
Beschleunigung kann an Hand vorheriger Kenntnis der Bindungsstelle erfolgen, da
dann der Suchraum erheblich eingeschrankt wird. Fir unbekannte Proteine ist die

Bindungsstelle jedoch nicht verflgbar.

Einen allgemeinen Uberblick Giber den aktuellen Stand der Forschung im Bereich
Docking ist einem der Review-Artikel zu entnehmen, die in letzter Zeit erschienen

d?332438390 |nshesondere sind hierbei die Artikel von Halperin® und von

sin
Eisenstein® hervorzuheben. Der Artikel von Halperin ist der wohl umfassendste
Bericht Uber Docking, und Eisensteins Artikel ist auf das FFT-Docking im

Besonderen fokussiert und somit flr diese Arbeit von groBem Interesse.

3.1.3.2.1 Allgemeiner Ablauf

Die meisten Dockingmethoden lassen sich in die im Folgenden beschriebenen und in
Abbildung 3.1 dargestellten Schritte unterteilen. Zu Beginn muss eine
Darstellungsform der Proteine gewahlt werden, die eine effiziente Berechnung der
Komplementaritdt der beiden Bindungspartner erlaubt. Die Berechnung der
Komplementaritat ist im Bezug auf die Rechenzeit oftmals der aufwandigste Schritt
der Docking Prozedur, bei dem mehrere tausend bis mehrere zehntausend mdgliche

Strukturen generiert werden.
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Da insbesondere beim unbound Docking die geometrische Passgenauigkeit als
alleiniges Kriterium fir die Detektion der nativen Struktur nicht ausreicht, wird in
einem  nachgeschalteten  Schritt mit so genannten  Postfiltern  und
Rerankingfunktionen versucht, diese an Hand von physikochemischen und

biochemischen Eigenschaften zu identifizieren.

Da die Flexibilitat der Proteine gar nicht oder nur geringfligig in die oben genannten
Schritte einflieBt, muss der Dockingprozedur ein Refinement-Schritt folgen, bei dem
mit einem Energieminimierungsprogramm oder mit den Methoden der molekularen
Dynamik mdogliche Kollisionen entfernt werden und die Seitenkettenatome in die

gunstigste Konformation gebracht werden.

Repréasentation der Proteine

A 4

Sampling

Suche von méglichen Komplexstrukturen mit hoher
geometrischer Passgenauigkeit

A 4
Scoring/Reranking

Identifikation von ,richtigen’ Komplexstrukturen an Hand
von bio- und physikochemischen Kriterien

\ 4
Refinement

Energieminimierungen und molekulare Dynamik

Abbildung 2.1: Allgemeiner Ablauf von Docking Prozeduren

3.1.3.2.1.1 Reprasentation der Proteinstrukturen

Die Wahl der Reprasentationsform der Proteinstrukturen stellt immer einen
Kompromiss dar zwischen Auflésung und einer méglichst einfachen - fir Computer
effizient zu behandelnden - Darstellung. Der Rechenaufwand fir das Absuchen des

kompletten dreidimensionalen Raumes nach den Orientierungen der beiden
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Strukturen zueinander, die die héchste geometrische Komplementaritat zeigen, steigt
in der Regel mit der Anzahl an Punkten, die fir die Beschreibung der Geometrie der

Proteinoberflache genutzt werden.

Die detaillierteste Darstellungsform ist die atomare Darstellung, wie sie in den PDB-
Dateien benutzt wird. Diese Darstellungsform wird ob der groBen Anzahl an
Datenpunkten allerdings nur vereinzelt?®®? genutzt. In der Regel wird versucht, die
Geometrie durch andere geometrische Deskriptoren zu abstrahieren.

Die fur Docking am weitesten verbreitete Abstraktion der Strukturen ist die Abbildung
auf 3D-Gitter’"1>17:20.38454885 Hiarhei kdnnen durch verschiedene GitterzellengréBen
unterschiedliche Abstraktionslevel erreicht werden. Die Gitterdarstellung ist in Kapitel

4 1 .1. detailliert beschrieben.

Die Grundlage fur weitere alternative Proteinoberflachendarstellungen wurde durch
Connolly?" gelegt, welcher die Oberfliche mit einem Netzwerk von konvexen,
konkaven und sattelférmigen Oberflachenfragmenten beschreibt und somit fir die
Repréasentation der Struktur die kleinen Licken und Lécher zwischen den Atomen
vernachlassigt. Basierend auf dieser Connolly-Surface wurden verschiedene fir das

Docking genutzte Oberfachenrepréasentationen entwickelt®**>°.

3.1.3.2.1.2 Berechnung der geometrischen Korrelation

Im so genannten Sampling Schritt, mit welchem die meisten Docking Protokolle
beginnen, wird der gesamte Konformationsraum nach madglichen relativen
Orientierungen von Rezeptor und Ligand zueinander durchsucht. Hierbei muss
moglichst effizient eine sehr groBe Anzahl denkbarer Konformationen erstellt und
zuverlassig bewertet werden, so dass samtliche Konformationen ausgeschlossen
werden, die unmdglich sind, z.B. solche mit groBflachigen Uberlappungen oder ohne
jeglichen Kontakt. Das Bewertungskriterium fir den Sampling Schritt ist in der Regel
die geometrische Passgenauigkeit, also wie gut die Oberflachen von Rezeptor und

Ligand miteinander korrelieren.
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Um das Absuchen des gesamten Raums so effizient wie méglich zu gestalten, wird
hierfir meistens eine vereinfachte Reprasentation der Proteine gewahlt und
madglichst einfache Bewertungsfunktionen flr die zu evaluierenden Strukturen.

Fir die Evaluierung aller mdglichen Konformationen werden verschiedene
Algorithmen eingesetzt. Nach wie vor ist die Benutzung der Fast Fourier

Transformation'”:23:25:48.65,101

die am haufigsten angewandte Methode fir den
Sampling Schritt. Zusammen mit der Geometric Hashing’>*® Methode und der
Polaren Fourier Transformation gehéren die FFT-basierten Algorithmen mit zur
Gruppe der schnellsten und somit effizientesten Methoden relative Rezeptor-Ligand
Konformationen zu evaluieren. Alternative Methoden, wie z.B. das Monte Carlo
28,29

Sampling (Bonvin, Gray und Bates), oder die systematische Suche mit Polar
Koordinaten (Bates, Zacharias, Poupon), konnten bei CAPRI 5 (vgl. Kapitel 4.9) nicht
liberzeugen®. Neuere Methoden, die in CAPRI 5 eingefiihrt wurden, umfassen unter

«51

anderem ,Conformational Space Annealing®’ und ,Molecular Interaction Fields®

(Fano).®*

Um die Auswahl an weiter zu evaluierenden Konformationen so gering wie mdglich
zu halten, schlieBt der Sampling Schritt bei den meisten Gruppen einen
abschlieBenden Clustering Schritt mit ein, bei dem &hnliche Konformationen im

weiteren Docking Prozess durch einen Reprasentanten vertreten sind.®*

3.1.3.2.1.3 Scoringfunktionen

Die meisten Dockingmethoden sind in der Lage, allein durch Berechnung der
geometrischen Passgenauigkeit mindestens eine nahe native Struktur zu finden,
allerdings ist diese beim wunbound Docking meistens nicht die Struktur, die die
hdchste geometrische Korrelation aufweist. Da es nicht mdglich ist, mehrere tausend
Strukturen per Hand auszuwerten, um die nahe native Struktur zu finden, sind in den
letzten Jahren zahlreiche Bewertungsfunktionen flr potentielle Proteinkomplexe
entwickelt worden. Diese Bewertungsfunktionen versuchen, an Hand von
biochemischen und physikochemischen Eigenschaften die nahe nativen Strukturen
zu identifizieren und im Ranking der potentiellen Strukturen nach oben zu bringen, so

dass nur wenige Strukturen per Hand ausgewertet werden missen.
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Die unterschiedlichen Bewertungskonzepte umfassen Elektrostatik's:17:2°:33:40.51.60.73

Hydrophobizit&t’26:30:40.60.94 Wasserstoffbriicken?®235°, Desolvatations-

energie'>17°1:73190 " pagrpotentiale®®®”’®,  geometrische  Packungsdichte  der

Interfaces®®’, aber auch biologische Kriterien, wie die Konserviertheit der
53,58

Residuen®**® oder Analysen der Interaktionen verwandter Proteine®.

3.1.3.2.1.4 Refinement

Insbesondere bei den rigid-body Dockingprogrammen kann die nahe native Lésung
Kollisionen zwischen beiden Bindungspartnern aufweisen. Diese Kollisionen kénnen
in einem nachgeschalteten Verfeinerungsschritt zum Teil entfernt werden. Hierfir
kommen Methoden zur Energieminimierung und molekularen Dynamik zum Einsatz.
Um Kollisionen zu entfernen, die durch die flexiblen Seitenketten entstehen, werden

auch Rotamer Libraries genutzt (vgl.: 3.1.4.2.2).

3.1.4 Flexibilitat im Interface

Die Strukturen der Proteinuntereinheiten eines Proteinkomplexes kdnnen sich
zwischen gebundenem und ungebundenem Zustand z.T. erheblich voneinander
unterscheiden. Die Ursache flir diesen Unterschied liegt in der flexiblen Natur der

Proteinstrukturen.

Wahrend des Bindungsprozesses tauchen verschiedene Arten von Flexibilitat auf,

die unterschiedliche Behandlungen erfordern:

- Seitenkettenflexibilitat
- Backbonebewegungen®®
o Bewegungen flexibler Loops
o Bewegungen ganzer Domanen oder Bereiche durch hinge oder
shear Bewegungen (dt.: Gelenk- oder Scherbewegungen)
o Disorder-to-order Bewegungen (dt.: Ungeordnet-zu-Geordnet)
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Die Seitenketten der Aminosdure haben bis zu vier frei drehbare Bindungen und
kénnen daher unterschiedliche Konformationen einnehmen, sofern sie eine hohe
Solventzuganglichkeit haben und nicht z.B. Uber Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisiert sind. Die Réntgenstrukturen sind nur eine Momentaufnahme der Proteine,
so dass die Seitenketten haufig in einer von mehreren mdéglichen Konformationen
abgebildet sind. Zum Teil kénnen sich aber auch ganze Loops (also Regionen der
Proteine ohne regulare Sekundarstruktur) oder ganze Proteindomanen bewegen, um
einen Interaktionspartner zu binden. Wahrend bei Proteinkomplexen mit einem
Interface in StandardgréBe (entspricht einem Single-Patch Interface (vgl. 3.1.2) in der
Regel nur geringfligige Bewegungen bei der Bindung stattfinden, sind fir die
Assoziation groBer Proteinkomplexe (Interface > 2.000 A?) auch haufig groBe
strukturelle Anderungen nétig®®.

Abbildung 3.2-A zeigt am Beispiel von 1ACB (Komplex aus Chymotrypsin und Eglin
C) exemplarisch einen durch Seitenkettenflexibilitat verursachten ,Clash’, welcher
durch gitterbasierte Dockingprogrammen wie ckordo bei der Berechnung der
geometrischen Korrelation zu einer 'Bestrafung’ fUhren wirde, also zu einem

negativen Beitrag zum Gesamtscore (s. Kapitel 4.1). In Abbildung 3.2-B wird an

Abbildung 3.2: Auswirkungen von Flexibilitdt auf geometrische Komplementaritdt von Komplexen:
(A) Durch Seitenkettenflexibilitdt verursachte Kollisionen bei 1ACB. In rot ist die Struktur des
Liganden im ungebundenen Zustand gezeigt, wahrend die Struktur im Komplex in griin dargestellt ist.
(B) Kollisionen zwischen Ligand im ungebundenen Zustand (rot) mit Rezeptor durch Bewegungen
eines Loops bei 112M. Die Struktur des Liganden im gebundenen Zustand ist in griin gezeigt.
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Hand von 1I12M (Komplex aus Ran GTPase mit RCC1) gezeigt, welche
Auswirkungen ein flexibler Loop auf die geometrische Komplementaritdt des
Interfaces haben kann. Der in rot gezeigte Loop des Liganden im ungebundenen
Zustand kollidiert iber mehrere Residuen hinweg mit dem Rezeptor, wahrend sich im
gebundenen Zustand der in griin gezeigte Loop an den Rezeptor anlegt.

Alleine die Seitenkettenbewegungen kdnnen allerdings ausreichen, um die
Oberflachenstruktur  eines Proteins so zu veradndern, dass rigid-body
Dockingprogramme nicht mehr in der Lage sind, alleine an Hand der geometrischen
Korrelation die nahe native Struktur zu finden. Daher spielt die Behandlung von
Seitenkettenflexibilitdt eine entscheidende Rolle bei in silico Methoden zur

Vorhersage von Proteinkomplexstrukturen.

Najmanovich et al®® haben 1333 Protein-Bindungsstellen im Bezug auf die
Flexibilitdt der beteiligten  Aminosauren untersucht und daraus eine
Wabhrscheinlichkeitsskala entwickelt, die angibt, wie wahrscheinlich eine
Konformationsédnderung bei der Bindung ist. Nach dieser Skala ergibt sich die
folgende Flexibilitatsreihenfolge: LYS > ARG, GLN, MET > GLU, ILE, LEU > ASN,
THR, VAL, TYR, SER, HIS, ASP > CYS, TRP, PHE. Ferner haben Najmanovich et
al. festgestellt, dass nur bei einem geringen Anteil der Interface-Residuen Gberhaupt
Konformationsénderungen bei Bindung stattfinden. Bei 85% der Interfaces haben nur
drei oder weniger Residuen im gebundenen und ungebundenen Zustand
verschiedene Konformationen. Zusatzlich andert sich chi-1 in 94,4% und chi-2 in
95,7% der Interfaceresiduen gar nicht (chi-1/chi-2: Torsionswinkel der Seitenketten).
Dennoch sind die Strukturanderungen am haufigsten, die durch flexible Seitenketten
entstehen. Bei den von Najmanovich et al. untersuchten Beispielen fand nur in 12%
der Falle eine Backbonebewegung von mehr als 2 A statt und 75% aller Strukturen
zeigten keine Backbonebewegung von mehr als 1 A. Insgesamt sind die Interface
Regionen dennoch flexibler als die restliche Proteinoberflache®. Der gréBte Anteil an
der erhdhten Flexibilitat von Bindungsstellen liegt bei den Residuen, die am Rand
des Interfaces liegen, wahrend das Zentrum der Interfaces als eher rigide bezeichnet

werden kann®'.
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3.1.4.1 Bioinformatische Methoden zur Simulation von Flexibilitéit

Prinzipiell stehen Methoden zur Verflgung, die versuchen die Flexibilitdt von
Proteinstrukturen in silico zu simulieren, zum Beispiel gibt es Programme zur
Berechnung der molekularen Dynamik wie Amber’® oder Gromacs®. Allerdings sind

diese Methoden sehr rechenintensiv.

Insbesondere beim Docken von Proteinstrukturen steigt diese Komplexitat erheblich
an, da der ,richtige’ Zustand eines jeden Proteins auch von der Struktur des anderen
Proteins abhangt. Die Simulation der Flexibilitdt misste fir jede Struktur durchgefihrt
werden, die im Laufe des Dockingprozesses evaluiert wird. Alleine die
Flexibilitdtssimulation aller potentiellen Komplexstrukturen, die eine gewisse
geometrische Komplementaritat zeigen, wirde Simulationen fir mehrere 10.000
Proteinstrukturen gleichkommen, da bei jeder Struktur der Bindungspartner in einer
anderen Orientierung angelagert ist, so dass das Umfeld verschieden ist. Zudem
muss fUr eine zuverlassige Flexibilitdtssimulation von Proteinstrukturen auch das
umgebende Wasser berlcksichtigt werden, was die Komplexitdt des
Flexibilitatsproblems erheblich steigert.

Um Flexibilitat beim Protein-Protein Docking zu berlcksichtigen, missen also andere
Methoden entwickelt werden als die direkte Simulation der Bewegungen.

3.1.4.2 Flexibilitat und Docking

Viele Dockingmethoden basieren auf der Suche nach der besten geometrischen
Passform zwischen den beiden Bindungspartnern. Insbesondere in den frihen
Versionen der Dockingprogramme wurden die Proteine als rigid-bodies, also rigide,
nicht flexible Kbérper, behandelt. Aufgrund der oben beschriebenen
Konformationsanderungen, die im Laufe des Bindungsprozesses auftauchen kdnnen,
kann allerdings so die richtige gebundene Struktur oftmals nicht gefunden werden.
Daher wird in den meisten Dockingprogrammen inzwischen versucht, die Flexibilitat
mit einzubeziehen. Bonvin gibt in einem kirzlich erschienen Review Artikel einen
guten Uberblick (iber aktuelle Entwicklungen aus dem Bereich Flexibilitat und
Docking'".
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Im Folgenden werden verschiedene Ansatze, Flexibilitdt von Proteinstrukturen beim
Docking einzubeziehen, kurz beschrieben. Die Flexibilitat kann zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten in den Docking Prozess einflieBen, einerseits vor bzw.
wahrend der Suche nach der Komplexstruktur mit der hdéchsten geometrischen
Komplementaritat oder in einem nachgeschalteten Refinement Schritt:

3.1.4.2.1 Flexibilitat vor oder wahrend des Dockings

,Soft Penetration’

Durch asymmetrische Behandlung beider Proteine bei Programmen, die mit
Gitterreprasentationen arbeiten, werden leichte Kollisionen zwischen beiden
Proteinen zugelassen, bzw. nicht 'bestraft’, so dass z.B. kollidierende Seitenketten

keinen negativen Beitrag zum Gesamtscore leisten®"3.

Multi Copy Ansétze/Ensemble Docking

Ein anderer Ansatz um den verschiedenen mdglichen Konformationen der Proteine
Rechnung zu tragen, ist der ,multi-copy’ Ansatz bei dem der Dockingprozess mit
mehreren mdoglichen Konformationen durchgefihrt wird. Die unterschiedlichen
Konformationen werden vor der eigentlichen Dockingprozedur durch kurze
molekulare Dynamiksimulationen (MD) generiert oder aus NMR Strukturen

31,59,97

entnommen. Dieser Ansatz wurde sowohl flr ganze Proteine als auch fur

einzelne Bereiche der Proteine, wie z.B. bestimmte Loops®, entwickelt.

Ein groBer Nachteil dieses Ansatzes ist, dass logischerweise die Rechenzeit mit
jeder zusétzlichen gedockten Konformation erheblich zunimmt. Allerdings ist dies die
bislang einzige Mdglichkeit, auch Backbone Bewegungen beim Docking mit den weit

verbreiteten FFT-Dockingmethoden (vgl.: Kapitel 4.1) zu bertcksichtigen.

Gelenkbewegungen

Um die Bewegungen ganzer Domanen zueinander in den Dockingprozess
einzubinden, wird das Protein oft in rigide Untereinheiten geteilt, die unabhangig
voneinander gedockt und anschlieBend wieder aneinandergesetzt werden. Hierflr

missen allerdings die Gelenkregionen vorher bekannt sein®.
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Abgeschnittene Seitenketten

Da insbesondere die langen und sehr flexiblen Seitenketten von Lysin, Arginin und
Gluatmin haufig Clashes verursachen, haben Heifetz und Eisenstein®** versucht,
durch ,Abschneiden’ dieser Seitenketten mehr native Konformationen zu finden.
Palma et al.”® erlauben fiir Arginin, Lysin, Asparaginsdure, Glutaminsiure und
Methionin eine Penetration des gebundenen Proteins, was einem Abschneiden der
Seitenketten gleich kommt.

3.1.4.2.2 Flexibilitat im Refinement Schritt

Rotamerbibliotheken

Da die Berechnung der korrekten Konformation der Seitenketten wahrend bzw. vor
der Dockingprozedur zu rechenintensiv ist, erfolgt die Suche nach der richtigen
Seitenkettenkonformation in der Regel in einem dem eigentlichen Docking
nachgeschalteten Schritt, dem so genannten ,Refinement Schritt’. Da es flr
verschiedene Konformationen der Aminosauren unterschiedliche Praferenzen gibt,
bestimmte Winkelkombinationen in vivo einzunehmen, diese also deutlich haufiger
auftauchen als andere, wurden Bibliotheken von maoglichen
Seitenkettenkonformationen  (,Rotamerlibraries’) erstellt, welche in die zu
untersuchenden Strukturen eingesetzt werden. Die wahrscheinlichste und
energetisch gunstigste Seitenkettenkonformation ersetzt dann die mdéglicherweise

falsche Konformation der ungebundenen Struktur'>*'.

Nachgeschaltete MDs und Energieminimierung

Den meisten Dockingprogrammen wird eine kurze Simulation molekularer Dynamik
mit anschlieBender Energieminimierung nachgeschaltet. Hierdurch werden in erster
Linie Kollisionen der beiden Proteine miteinander entfernt. Es gibt verschiedene
Ansatze, die Atome zu definieren, welche sich wahrend der MD frei bewegen dirfen.
Einige Dockingprotokolle erlauben hier nur Bewegungen der Seitenkettenatome,

andere erlauben auch Bewegungen des Backbones*"*’.
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4 Methoden

4.1 Dockingprogramm ckordo

65101 y;,arwendet. Ckordo ist ein

FUr diese Arbeit wurde das Dockingprogramm ckordo
rigid-body (d.h. beide Proteine werden als starre nicht flexible Kérper behandelt)
Dockingprogramm, basierend auf der FFT-Methode (Fast Fourier Transformation),
welche 1992 von Katchalski-Katzir*® zuerst auf das Docking Problem angewandt

wurde.

Durch den Einsatz der FFT wird der Raum fir die Suche nach der optimalen
geometrischen Korrelation von sechs auf vier Dimensionen reduziert, was zu einer
deutlichen Verringerung der benétigten Rechenzeit fir diesen aufwandigen Schritt
fahrt.

4.1.1 Reprasentation der Proteinstrukturen als Gitterzellen

Fir das FFT-Docking werden die Proteinstrukturen als Gitter reprasentiert (Abbildung
4.1).

—

Abbildung 4.1: Projektion des Proteins auf ein Gitter. Das gréBere der
beiden Proteine wird komplett als Proteininneres dargestellt (rot) und mit einer
Randschicht (gelb) umgeben.
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Es gibt zwei Arten von Gitterzellen, die das Protein reprasentieren. Zum einen gibt es
Zellen, die das Innere darstellen, und zum anderen solche, die die Oberflache des
Proteins markieren. Die verschiedenen Gitterzellen unterscheiden sich in den ihnen
zugewiesenen Zahlenwerten. Fir das gréBere der beiden Proteine, den Rezeptor,
wird das komplette Protein durch Zellen, die den Zahlenwert fir ,Innen’ tragen,
dargestellt und eine Schicht definierbarer Breite von Oberflachenzellen auBen herum
gelegt. Bei dem kleineren Protein, dem Liganden, werden die Oberflachenzellen

abgezogen.

Zur Berechnung der geometrischen Passgenauigkeit beider Proteine wird der
komplette Raum nach einer optimalen Kombination von Translationen und
Rotationen flr das kleinere Protein abgesucht, so dass eine maximale Anzahl von
Oberflachenzellen beider Gitter (berlappt, ohne dass es zu Uberlappungen
(Clashes) von Zellen des Inneren kommt. Durch den unterschiedlichen Charakter der
Oberflachenzellen beider Proteine schmiegen sich beide Proteine bei einer
maximalen Anzahl an Oberflachenzelleniiberlappungen aneinander an, wie an Hand

der gepunkteten Linie in Abbildung 4.2 deutlich wird.

Protein 1 B
Rezeptor

M Protein 2
B Ligand

Abbildung 4.2: Bei maximaler Anzahl von sich (Uberschneidenden
Oberflachenzellen (Protein 1: gelb, Protein 2: hellblau, Uberschneidend: griin)
zeigen beide Proteine eine optimale geometrische Passgenauigkeit. Durch die
gepunktete dicke Linie werden die Grenzen der beiden Proteine angezeigt
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4.1.2 Berechnung der geometrischen Korrelation im Fourier-Raum

Zur Berechnung der geometrischen Korrelation werden beide Gitter gegeneinander
verschoben und die Zahlenwerte miteinander multipliziert, die in den jeweils
Uberlappenden Gitterzellen stehen. Da eine maximale Anzahl von Uberlappenden
Oberflachenzellen zu einem hohen Wert fihren soll, missen die den
Oberflachenzellen zugewiesenen Werte so gewahlt sein, dass Oberflache mal
Oberflache einen hohen Wert ergibt, wahrend Inneres mal Inneres einen niedrigen
Wert ergibt, da dies in vivo nicht auftauchenden Uberlappungen beider Proteine
entspréche. Die Schwierigkeit der Auswahl der Zahlenwerte liegt darin, dass
Uberlappungen zwischen der Oberfliche des einen Proteins mit dem Inneren des
anderen Proteins zwar nicht gewinscht sind, also 'bestraft’ werden missen, aber
dennoch auch bei der nativen Konformation auftauchen kénnen. Der Grund hierfir
liegt in der Flexibilitat der Proteine. Leichte Uberlappungen zwischen Oberflache und
Innerem kénnen beim rigid-body Docking z.B. durch lange flexible Seitenketten der
Aminosauren entstehen, welche sich in vivo wahrend des Bindungsprozesses
umlagern. Ein solcher Clash misste zur Berechnung der geometrischen Korrelation
akzeptiert werden und zu einem spateren Zeitpunkt des Dockingprozesses durch

Energieminimierung oder Molekulare Dynamik Programme korrigiert werden.

Bei den meisten bisher veréffentlichten Dockingprogrammen, die auf dieser
Gitterreprasentation beruhen, werden die Zahlenwerte so verteilt, dass dem Inneren
des Rezeptors ein niedriger negativer Wert zugewiesen wird und alle anderen Zellen
mit dem Wert 1 versehen werden. Alle Zellen, die nicht das Protein darstellen, tragen
den Wert 0.

Protein 2 | Oberflache Inneres Leer
Protein 1 (1) (1) (0)
Oberflache (1) 1 1 0
Inneres (-6) -6 -6 0
Leer (0) 0 0 0

Tabelle 4.1: Verteilung der Zahlenwerte fir verschiedene Zellen bei ckordo und
die daraus resultierenden Ergebnisse bei Uberlappungen;
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Durch diese Auswahl der Zahlenwerte — in Tabelle 4.1 am Beispiel der in ckordo
benutzten Zahlenwerte gezeigt — kommt es dazu, dass Oberflache/Inneres Kontakte
je nach Richtung unterschiedlich gewertet werden. Diese Zahlenwerte sind bislang
willktrlich gewahlt, bzw. durch ,Ausprobieren’ gesetzt worden. Verschiedene
Dockingprogramme benutzen unterschiedliche Werte flr das Innere von Protein 1, so
benutzt MolFit von Katchalski-Katzir*® z.B. -12, wiahrend diesen Zellen bei ckordo -6

zugewiesen wird.

Fir die Suche nach der Orientierung der beiden Proteine zueinander, die die hdchste
geometrische Komplementaritdt aufweist, muss das gesamte Spekirum an
potentiellen Orientierungen mdglichst umfassend abgesucht werden. Hierflir werden
zunachst mit definierbarem Winkelinkrement verschiedene Rotationen des kleineren
Proteins durchgefiihrt. Ubliche Werte fiir das Winkelinkrement sind 12° oder 15°.
AnschlieBend werden die Gitter mit der Fast Fourier Transformation in den Fourier
Raum UberfGhrt und dort fur alle Translationen die geometrische Korrelation
berechnet. Eine detaillierte Beschreibung des ckordo-Algorithmus ist in der Original

Arbeit von Zimmermann'®' gegeben.

Wenn die Suche nach den Komplexstrukturen mit der gréBten geometrischen
Korrelation im direkten Raum durchgefihrt wird, sind N® Multiplikationen und
Additionen nétig, fir jede der N® mdglichen Kombinationen der Rotationswinkel. Dies
fihrt zu N® ndtigen Rechenschritten (GittergréBe: N x N x N). Bei einer Berechung
der geometrischen Korrelation mit Hilfe der Fast Fourier Transformation reduziert
sich der Rechenbedarf auf N3:In(N8) Schritte, da die Berechnung der geometrische
Korrelation fir alle Translationen je Rotation in einem Rechenschritt durchgefihrt

werden kann?3,

4.1.3 SVM optimierte Bewertungsfunktionen

Die bislang erfolgreichste Bewertungsfunktion wurde von Oliver Martin®' entwickelt.
Martin hat mehrere unterschiedliche Bewertungsfunktionen zusammengefasst und

eine Support Vector Machine (SVM) dahingehend trainiert, die verschiedenen
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Kriterien im richtigen Verhéltnis zueinander anzuwenden, so dass nahe native

Strukturen erkannt und falsche Lésungen ausgeschlossen werden®'.

Diese von Martin verwendeten Bewertungsschemata beinhalten spezialisierte
Energiefunktionen  molekularer =~ Fragmente,  evolutiondre = Verwandtschaft,
komplexklassen-spezifische =~ Wahrscheinlichkeitsverteilungen ~ von  Residuen,
Lickenvolumen, die GréBe der verborgenen Oberflache, empirische Paarpotentiale
auf atomarer und Aminosaureebene sowie ein MaB flr die Festigkeit der Bindung.
Die entwickelten Bewertungsfunktionen sind hochspezifisch fir die einzelnen
Kategorien von Proteinkomplexen und in der Lage, nahe native L6sungen mit hoher
Sensitivitat aus einer groBen Anzahl potentieller Komplexanordnungen heraus zu
filtern. Eine Sortierung der Ldsungsvorschlage durch Anwendung der
Bewertungsfunktionen fihrt zu einer signifikanten Anreicherung von nahe nativen

Komplexen in den oberen Rangen.

4.2 Methode zur Optimierung von Gewichtungsfaktoren

4.2.1 Aligemeiner Uberblick

In Kapitel 2 wurde gezeigt, dass es eine groBe Anzahl verschiedener Eigenschaften
gibt, mit denen die Interaktionsflachen von Proteinen charakterisiert werden kénnen.
Viele dieser Eigenschaften sind aminosaure- oder atomspezifisch. Die zentrale Idee
dieser Arbeit besteht darin, dass diese Eigenschaften direkt in die Gitterdarstellung
der Proteine einflieBen und somit entweder bei der Berechnung der geometrischen
Korrelation oder als Postfilter angewandt werden kénnen. Bei der herkbmmlichen
Gitterdarstellung (vgl. Abbildung 4.3 A-C) gibt es nur drei verschiedenen Zelltypen

(leer/Oberflache/Inneres).

Durch diese Darstellung werden Informationen Uber die zu dockenden Proteine
vernachlassigt, die zum einen vorhanden sind und zum anderen hilfreiche Hinweise
fir die ldentifikation der nativen Bindung geben kdnnen. Jede Zelle kann nicht nur
das Innere oder die Oberflache der Proteine reprasentieren, sondern auch die
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dahinter stehenden Aminosauren (Abb. 4.3 D) und Atome. Jeder Zelle wird daher
zusatzlich zu der Eigenschaft das Innere oder die Oberflache des Proteins zu
reprasentieren, in Abhangigkeit von der jeweilige Aminosaure bzw. dem jeweiligen

Atomtyp ein Gewichtungsfaktor zugewiesen (Abb. 4.3 E).

Abbildung 4.3: Erweiterung der Gitterdarstellung um aminosaurespezifische Gewichtungsfaktoren

Die Gewichtungsfaktoren kénnen unterschiedliche Gegebenheiten des Docking
Prozesses abbilden: Zum einen spielen bestimmte Aminosauren bei der Interaktion
von Proteinen eine grdBere Rolle als andere. So sind z.B. die aromatischen
Residuen deutlich haufiger im Interface anzutreffen als auf dem Rest der Oberflache.
Wenn diesen Aminosauren ein héherer Wert zugeordnet wirde als den anderen
Aminosauren, so wirden mdgliche Komplexstrukturen, bei denen aromatische
Residuen in die Berechnung der geometrischen Korrelation einflieBen, einen
héheren Score erhalten als andere. Zum anderen kénnen Aminosauren, die lange
und flexible Seitenketten haben, auch bei nahe nativen Strukturen Kollisionen
zwischen den beiden Proteinen hervorrufen, da sich diese in vivo umlagern wirden.

Diesen Aminoséauren kénnten niedrigere Gewichtungsfaktoren zugewiesen werden,
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so dass Kollisionen, die durch sehr flexible Seitenkettenatome entstehen, nur zu

einer geringen 'Bestrafung' fuhren.

Far einzelne Aminosduren und Atome ist an Hand der bekannten Eigenschaften
nicht klar ersichtlich, ob diese eher hbhere oder eher niedrigere
Gewichtungsfaktoren erhalten sollten. So ist z.B. fiir Methionin in der Literatur'® eine
hohe Interface-Propensity beschrieben, wahrend Methionin gleichzeitig eine relativ
lange und flexible Seitenkette hat. Daher werden die Gewichtungsfaktoren in dieser
Arbeit durch mathematische Methoden so optimiert, dass durch den Einsatz
derselben nahe native Strukturen héhere Scores erhalten als falsche.

Flr den Optimierungsprozess werden zunachst flir alle von ckordo vorgeschlagenen
Strukturen Kontaktmatrizen erstellt. Diesen Kontakitmatrizen ist zu entnehmen,
welche Aminosaure, welches Atom wie haufig mit welcher Aminosaure bzw. mit
welchem Atom interagiert. Flr jede Struktur ist die Qualitat in Form des RMSiCa (s.
Kapitel 4.8) bekannt, welcher die jeweilige Ahnlichkeit zum nativen Komplex darstellt.
Mit Hilfe der Kontaktmatrizen konnte die Berechnung der jeweiligen
Komplementaritdt im direkten Raum (also nicht im Fourier Raum) und ohne die
Gitterdarstellung durchgefiihrt werden (vgl. Formel 1) und die Formel zu Berechnung
der Komplementaritdt um die jeweiligen Gewichtungsfaktoren erweitert werden
(Formel 2).

F1
geoscore = Z (P1xP2)

Formel 1: Formel fir die Berechnung der geometrischen Korrelation im direkten Raum. Die
Werte der jeweils liberlappenden Zellen des gréBeren Proteins (P1) werden mit denen des
kleineren (P2) multipliziert und aufsummiert.

F2

weighted _ geo _score = Z((WAAxPl)x(WAAxPZ))
Formel 2: Formel fir die Berechnung des geometrischen Scores mit Gewichtungsfaktoren.

Jeder Zelle wird jetzt ein atom- oder aminosdurespezifischer Gewichtungsfaktor (Waa)
zugewiesen und mit den jeweiligen Werten far P1 bzw. P2 multipliziert.
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Als Datengrundlage fiir die Optimierungen wird der komplette Benchmark 2.0 (vgl.
Kapitel 4.5) mit einem Winkelinkrement von 15° gedockt und fur jede Rotation die 5
Strukturen (Translationen) mit der héchsten geometrischen Korrelation weiter
verwendet. Dies filhrt zu 22.000 potentiellen Strukturen je Komplex'®'. Das Docking
wird mit einer Randschichtdicke (Oberflachenschicht) von 2 A und mit einer

GitterzellengréBe von 1 A durchgefiihrt.

Fir einige Komplexe findet ckordo nur sehr wenige nahe native Strukturen, daher
werden fir alle Komplexe kunstlich weitere Strukturen mit niedrigem RMS-Wert
generiert. HierfUr wird ein ckordo Lauf vorgenommen, bei dem 1.000 zuféllig
gewahlte Rotationen aus dem Bereich zwischen plus 10° und minus 10° um die
native Struktur untersucht werden. Hieraus werden jeweils alle Strukturen mit einem
RMSiCa < 5 A (bis zu 4700) den Datensatzen zugefigt. Stichprobenartige Vortests
haben ergeben, dass die Gewichtungsfaktoren weitaus besser funktionieren, die mit

den kunstlich generierten nahe nativen Lésungen optimiert werden.

Fir die jeweiligen Optimierungen werden 5 zufallige Untergruppen der Komplexe
gebildet und die Optimierungen 5 mal durchgeflihrt, wobei jedes Mal eine der 5
Untergruppen nicht mit optimiert wird (5-fold-cross-validation), so dass gezeigt
werden kann, dass die errechneten Gewichtungsfaktoren mit einem beliebigen
Datensatz berechnet werden kénnten.

Da die Optimierungen selbst, abhédngig von der Anzahl der zu optimierenden
Parameter und von der Anzahl der Strukturen, sehr viel Arbeitsspeicher
beanspruchen, kénnen nicht alle 22.000 Strukturen je Komplex genutzt werden.
Daher wird fur jeden Komplex eine bestimmte Anzahl an Strukturen ausgewahlt, die
fir die Optimierung genutzt wird. Dieses Subset besteht fiir die Optimierung der
aminosaurespezifischen Faktoren aus 10.000 Strukturen je Komplex und fiir die
atomspezifischen Faktoren aus 4.000 Strukturen. Die Anzahl fir die atomspezifische
Optimierung ist ob der gréBeren Anzahl an Gewichtungsfaktoren (40 Atomtypen + |1
= 41) niedriger. Die genutzten Strukturen missen alle Strukturen mit einem
RMSiCa < 5 A beinhalten, jedoch muss mindestens die Hélfte der Strukturen einen
schlechteren RMSD aufweisen. In den Féllen, in denen es mehr nahe native
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Strukturen gibt, werden so viele Strukturen zufallig ausgewahlt, bis maximal 50% des
Subsets einen RMSiCa < 5 A haben.

Die jeweiligen Gewichtungsfaktoren werden unabhangig voneinander flr die drei
Komplexklassen  Enzym-Inhibitor/Substrat,  Antikbrper-Antigen und  ,Andere’
Komplexe optimiert.

Mit Hilfe der nicht linearen Minimierung (nlm()-Funktion) des R-Paketes’” werden die
jeweiligen Gewichtugsfaktoren so optimiert, dass die Komplementaritatsscores flr
jede Struktur méglichst nah an die in Abb. 4.4 gezeigte Funktion herankommen oder
anders formuliert, dass der Fehler zwischen tatsachlichem Score und gewlinschtem

Score mdglichst minimal ist.

Als Zielfunktion wurden in diversen Vortests verschiedene Funktionen getestet, wie
z.B. durchgangig lineare oder logarithmische Funktionen. Die besten Ergebnisse
wurden fir die in Abbildung 4.4 gezeigte Zielfunktion erreicht. Nahe nativen
Strukturen (bis RMSiCa 5 A) soll ein Wert von 10.000 und falschen (RMSiCa > 10 A)

Score
4000 [sululn] gooo 10000
| |

Z0oa
1

1]
|
]

I I I I I I
1} 10 Z0 30 40 50

RMSiCa

Abbildung 4.4: Zielfunktion fir die Optimierung. Nahe nativen
Strukturen (bis RMSiCa 5A) soll ein Wert von 10.000 und falschen
(RMSiCa > 10A) ein Wert von 100 zugewiesen werden. Die
Zielwerte fir Strukturen mit einem RMSiCa zwischen 5 A und 10 A
werden durch eine lineare Funktion, die die beiden Levels
miteinander verbindet, ermittelt.
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ein Wert von 100 zugewiesen werden (s. auch Abbildung 4.7). Die Zielwerte fir
Strukturen mit einem RMSiCa zwischen 5 A und 10 A werden durch eine lineare

Funktion ermittelt, die die beiden Stufen miteinander verbindet.

Der Wert fiir die nahe nativen Strukturen wird so gewéhlt, dass er 100-mal gréBer ist
als der Wert fir L6sungen mit hohem RMS-Wert, welcher die gleiche GréBenordnung
wie die bisherigen Werte fir die geometrische Korrelation haben sollte. Da es nicht
maglich ist, eine klare Grenze zwischen richtigen und falschen Lésungen zu ziehen,
wird der flieBende Ubergang in Form einer linearen Funktion zwischen den beiden
Stufen gewahlt.

4.2.1.1 Optimierung von aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren

Der eleganteste Einsatz der optimierten Gewichtungsfaktoren ist es, diese direkt bei
der ersten Berechnung der geometrischen Komplementaritat einzusetzen. Dadurch

kénnte ohne zusatzliche Rechenzeit ein besseres Ergebnis erzielt werden.

Bei stichprobenartigen Vortests wurde auch der generelle Wert fir das Innere des
gréBeren Proteins (11) optimiert. Diese Optimierungen haben gezeigt, dass z.T. fur 1
auch positive Werte optimiert werden. Wirde man allerdings positive Werte far 11 in

ckordo einsetzen und zur Berechnung der geometrischen Korrelation nutzen, so

mit negativen |1

5 _
T

=+ e

mit positiven |1 X

Abbildung 4.5: Wirde man positive Werte fir 11 bei der Berechnung der geometrischen
Korrelation verwenden, so wiirden Strukturen, bei denen sich beide Proteine Uberlappen, die
héchsten Scores erhalten
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wirden die héchsten Scores flr Strukturen errechnet, die sich weitgehend
Uberlappen (vgl. Abb. 4.5).

Da aber die Anwendung der positiven 11 Werte als Reranking Kriterium mdglich ist,
werden Optimierungen vorgenommen, bei denen einerseits |11 ein optimierbarer

Parameter ist und andererseits mit einem fixen Wert von |1 = -6.

Die Gewichtungsfaktoren, die gleichzeitig mit dem Wert fir |1 optimiert werden,
werden als Rerankingfunktion evaluiert, also im Hinblick darauf, wie gut diese aus
einem mit ckordo generierten Set von mdglichen Komplexstrukturen die nahe nativen
herausfiltern kdbnnen. Hierbei ist es nicht notwendig, dass |11 negativ ist, da die Sets
mit den urspringlichen Werten (also |11 = -6) erstellt werden, so dass die zu
bewertenden Strukturen nicht Uberlappend sind, sondern héchstens geringfligige

Kollisionen einzelner Aminosauren bzw. Atome enthalten.

4.2.1.2 Optimierung von atomspezifischen Gewichtungsfaktoren

Da die meisten Kollisionen beider Proteine durch besonders flexible Bereiche der
Aminosauren zustande kommen und z.B. der Backbone eher selten beteiligt ist,
kénnten atomspezifische Gewichtungsfaktoren eher in der Lage sein, nahe native
Strukturen zu identifizieren als aminosaurespezifische. Ferner wurden von Neuvirth
et al. ®°® Atome identifiziert, die haufiger im Interface von Proteinen vorkommen als

auf der restlichen Oberflache.

Um mdglichst spezifische Gewichtungsfaktoren fiir die verschiedenen Atomtypen zu

erhalten, wird die Atomtypenklassifizierung nach Melo et al.??

gewahlt, so dass 40
verschiedene Gewichtungsfaktoren flr 40 verschiedene Atomtypen optimiert werden.

Abbildung 4.6 zeigt welche Atome welchem Atomtyp zugeordnet sind.
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Abbildung 4.6: Atomtypen nach Melo et al.%

4.3 Postfilter

Fir die Optimierung und Evaluation der Gewichtungsfakioren wird ein
eigenstandiges Programm entwickelt, welches fir die von ckordo generierten
Strukturen die geometrische Korrelation und die gewichtete Passgenauigkeit neu

berechnet.

Dieses Programm projiziert genauso wie ckordo die rotierten und translatierten
Strukturen auf ein Gitter. Die Korrelationsberechnungen finden im direkten Raum

statt. Da die zu evaluierenden Strukturen nur eine relativ kleine Untergruppe der
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Strukturen sind, die beim Absuchen des kompletten Raumes bertcksichtigt werden,
ist die Anwendung der Gewichtungsfaktoren hier etwa dreimal schneller als bei
einem ckordo Lauf.

Far die finale Anwendung ist die Einbindung des gewichteten Rerankings in ckordo
allerdings deutlich schneller, da dann die Proteine nicht erneut auf ein Gitter projiziert
werden mussen, sondern die fir die Berechnung der geometrischen Korrelation
erstellten Gitter genutzt werden kénnen. Die von ckordo unabhangige Version der
Rerankingfunktion mit Gewichtungsfaktoren kann aber auch fir die Bewertung von
potentiellen Strukturen genutzt werden, die mit anderen Dockingprogrammen erstellt

werden.

4.4 Kombination der Filter

Es wird ferner untersucht, ob eine Kombination der beiden Scoringfunktionen eine
weitere Verbesserung der Vorhersagequalitat erbringt. Hierflir werden die mit den
aminosaurespezifischen und den  atomspezifischen  Gewichtungsfaktoren
berechneten Scores einerseits miteinander addiert und andererseits multipliziert.

Fir die in ckordo genutzten aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren wird die
Kombination zusatzlich zwischen dem von ckordo berechneten gewichteten Score

und der Rerankingfunktion berechnet.

Die oben beschriebenen (Kapitel 4.1.3) Scoringfunktion von Martin®' beriicksichtigt
die geometrische Passgenauigkeit der beiden interagierenden Proteine nur in der
Form, dass die Ergebnisse zuerst nach dem SVM-optimierten umfassenden
Scoringschema und anschlieBend nach der von ckordo berechneten geometrischen
Korrelation sortiert werden. Daher wird auch die Kombination zwischen Martins
Scoringfunktion und den hier vorgestellten Gewichtungsfaktoren evaluiert. Hierfir
werden die Strukturen zuerst nach Martins Werten und anschlieBend nach den
Werten sortiert, die die Multiplikation aus atom- und aminosaurespezifischen Scores
ergeben. Des Weiteren wird eine Multiplikation aus Martins Scores und den mit den

Gewichtungsfaktoren berechneten Scores evaluiert.
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Martins Scoringfunktion selbst ist leider zurzeit nicht verfligbar, sondern nur die
vorberechneten Ergebnisse fur den mit 12° Winkelinkrement gedockten UUPPDD
Datensatz (vgl.: Kapitel 4.5.1) und den mit 12° Winkelinkrement gedockten
Benchmark 2.0 (vgl.: Kapitel 4.5.2). Die Kombination der hier vorgestellten
Gewichtungsfaktoren mit Martins Filtern kann daher auch nur mit diesen Daten
durchgefihrt werden und nicht mit den fir die Optimierung genutzten mit 15°
gedockten Benchmark 2.0 Strukturen.

4.5 Datensatze

Fir die Optimierung und Evaluation der Gewichtungsfaktoren werden zwei
verschiedene Datensatze verwendet. Zum einen eine 34 Komplexe umfassende
Sammlung zuvor in der Literatur'*'718:2326.3233.57.80.73 han tzter Beispiele, die 2003
von Martin und mir unter dem Titel Unbound-Unbound Protein-Protein Docking
Dataset (UUPPDD) gesammelt und im Internet verfiigbar gemacht wurden®. Der
andere Datensatz wurde 2005 von Mintseris et al. verdffentlicht® und besteht aus 83

Beispielen.

Insgesamt gibt es relativ wenige nicht redundante Testfalle flr die Entwicklung von
unbound Docking Methoden, da fiir ein adaquates Testset sowohl die Strukturen des
jeweiligen Komplexes als auch die unabhangig voneinander gemessenen Strukturen
der Untereinheiten verfligbar sein muissen. Dies ist ndtig, um eine realistische

Vorhersage simulieren und evaluieren zu kénnen.

4.5.1 UUPPDD

Der UUPPDD-Literaturdatensatz setzt sich aus 21 Enzym-Inhibitor, 4 Antikdrper-
Antigen und 4 ,Anderen’ Komplexen zusammen. Zusétzlich gibt es 4 als schwierig
klassifizierte Komplexe, bei denen es im Laufe der Bindung zu gréBeren
konformationellen Anderungen kommt, und die daher schwierig vorherzusagen sind
(s. Tabelle 4.2).
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Die Komplexe weisen untereinander hdchstens eine Sequenzahnlichkeit von 75%
(positive hits in BLAST") auf, und die ungebundenen Proteine haben mindestens

eine Sequenzahnlichkeit von 75% zu den jeweiligen gebundenen Untereinheiten.

Art der Interaktion® Komplex unF;Zzbel?rt\ZLn unglj-tlesl’)i:(:ien
g c c
g £ E| g . e
o S X o @© :© o © :©
S g 2| g s EE S s E&
g & & & 2§ 22| ©§ 2§ EE
Enzym-Inhibitor/Substrat Komplexe
HYDROLASE(SERINE PROTEASE) 1ACB E | 5CHA A 237 1CSE | 63
PROTEINASE/INHIBITOR 1AVW A B 2PTN - 223 1BA7 A 165
PROTEINASE/INHIBITOR 1BRC E | 1BRA - 223 1AAP A 56
ENDONUCLEASE 1BRS A D 1A2P B 108 1A19 A 89
HYDROLASE/HYDROLASE INHIBITOR 1BVN P T 1PIF - 495 2AIT - 74
SERINE PROTEASE/INHIBITOR 1CGl E | 1CHG - 230 1HPT - 56
SERINE PROTEINASE 1CHO E | 5CHA A 237 20V0 - 56
SERINE PROTEASE/INHIBITOR 1CSE E | 1SCD - 274 1ACB | 63
ENDONUCLEASE/INHIBITOR 1DFJ | E 2BNH - 456 7RSA - 124
SERINE ESTERASE/TOXIN 1FSS A B 2ACE - 527 1FSC - 61
PHOSPHOTRANSFERASE 1GLA G F 1BU6 Y 499 1F3G - 150
HYDROLASE/TOXIN 1MAH A F 1MAA B 536 1FSC - 61
SERINE PROTEINASE 1PPF E | 1PPG E 218 20V0 - 56
PROTEINASE/INHIBITOR 1TGS 4 | 2PTN - 223 1HPT - 56
GLYCOSYLASE 1UGH E | 1AKZ - 223 1UGI A 83
PROTEINASE/INHIBITOR 2KAI AB | 2PKA XY 232 6PTI - 57
ELECTRON TRANSPORT 2MTA LH A 2BBK LH 480 1AAN - 105
OXIDOREDUCTASE/ELECTRON TRANSPORT 2PCB A B 1CCP - 293 1HRC - 105
OXIDOREDUCTASE/ELECTRON TRANSPORT 2PCC A B 1CCA - 291 1YCC - 107
PROTEINASE/INHIBITOR 2PTC E | 2PTN - 223 6PTI - 57
PROTEINASE/INHIBITOR 2SNI E | 1SUP - 275 2CI2 | 65
Antikoérper-Antigen Komplexe
IMMUNOGLOBULIN/TISSUE FACTOR 1AHW DE F 1FGN LH 428 1BOY - 211
IMMUNE SYSTEM/HYDROLASE 1DQJ AB C 1DQQ AB 424 3LZT - 129
IMMUNOGLOBULIN/HYDROLASE(O-GLYCOSYL) 1VFB AB C 1VFA AB 224 1LZA - 129
ANTIKORPER/ELECTRON TRANSPORT 1WEJ LH F 1QBL LH 433 1HRC - 105
,Andere' Komplexe
MYRISTYLATION/TRANSFERASE 1AVZ B C 1AVV - 99 1SHF A 59
CHEMOTAXIS/TRANSFERASE 1BDJ A B 3CHY - 128 2A0B - 118
IMMUNE SYSTEM 1LoOY A B 1BEC - 238 1B1Z A 218
GTP-BINDING/GTPASE ACTIVATION 1wa1l G R 1WER - 324 5P21 - 166
Schwierige Testfalle
SERINE PROTEASE/INHIBITOR 1BTH LH P 2HNT LCEF 292 6PTI - 57
TRANSFERASE/CYCLIN 1FIN A B 1HCL - 294 1VIN - 252
HYDROLASE/TRANSFERASE 1FQ1 B A 1B39 A 290 1FPZ F 178
GTP-BINDING/TRANSDUCER 1GOT BG A 1TBG AE 408 1TAG - 314

2 Art der Interaktion, wie im Header der jeweiligen PDB Datei angegeben

Tabelle 4.2: Unbound-Unbound Protein-Protein Docking Dataset™
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4.5.2 Benchmark 2.0

Mintseris et al.?® haben 2005 einen neuen Testdatensatz verdffentlicht, fiir den die
PDB nach geeigneten Testfallen durchsucht wurde. Alle potentiellen transienten
Komplexe der PDB wurden unter anderem so gefiltert, dass sie strukturell nicht
redundant sind. Als redundant wurden die Strukturen angesehen, die zur gleichen
SCOP-Familie? (Structural Classification of Proteins) gehéren. Allen Komplexen
wurden die ungebundenen Untereinheiten zugeordnet mit der hdchsten
Sequenzidentitat, der niedrigsten Auflésung und den wenigsten fehlenden Residuen.
Alle Komplexe wurden nach der biochemischen Funktionen und der
Vorhersageschwierigkeit klassifiziert. Die Vorhersageschwierigkeit wurde durch ein
FFT Docking ermittelt, bei dem die jeweilige Anzahl an gefundenen nahe nativen
Strukturen als SchwierigkeitsmalB3 herangezogen wurde. Fir 11 Antikérper-Antigen
Komplexe konnten keine ungebundenen Strukturen fur die jeweiligen Antikdrper
gefunden werden, so dass die Strukturen aus dem jeweiligen Komplex genutzt

werden (crossbound).

Der Datensatz setzt sich aus 23 Enzym-Inhibitor/Substrat (rigid-body: 21, mittlere
Schwierigkeit: 2), 22 Antikdrper-Antigen (rigid-body: 9, crossbound: 11, crossbound
mit mittlerer Schwierigkeit: 1, schwierig: 1) und 38 ,Anderen’ Komplexen (rigid-

body:22, mittlere Schwierigkeit: 9, schwer: 7) zusammen (Tabelle 4.3).

Art der Interaktion® Komplex unF;Zz:l?:lz;n o é‘ ;%i?% o
-g c c
3 < 5| g <2 3 <2
o o X o @ :© o @ :@©
S g 2| g s EE S s EE
8 8§ S| B ¥ BNE 2 ¥ ©BE
o o 3 [ ~ << [ ~ < <
Enzym-Inhibitor/Substrat Komplexe
PROTEINASE/INHIBITOR 1AVX A B 1QQU A 223 1BA7 B 169
ENZYME/INHIBITOR 1AY7 A B 1RGH B 96 1A19 B 89
HYDROLASE/HYDROLASE INHIBITOR 1BVN P T 1PIG - 495 1HOE 74
SERINE PROTEASE/INHIBITOR COMPLEX 1CGl E | 2CGA B 245 1HPT - 56
HYDROLASE 1D6R A | 2TGT - 223 1K9B A 58
ENDONUCLEASE/INHIBITOR 1DFJ | E 2BNH - 456 9RSA B 124
OXIDOREDUCTASE 1E6E A B 1E1N A 455 1CJE D 107
SERINE PROTEASE/INHIBITOR 1EAW A B 1EAX A 241 9PTI - 58
OXIDOREDUCTASE 1EWY A C 1GJR A 295 1CZP A 98
HYDROLASE/INHIBITOR 1EZU AB C 1ECZ AB 284 1TRM A 223
HYDROLASE/HYDROLASE INHIBITOR 1F34 A B 4PEP - 326 1F32 A 127
PROTEASE/INHIBITOR 1HIA AB | 2PKA XY 232 1BX8 - 49
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HYDROLASE/TOXIN

HYDROLASE(SERINE PROTEINASE)
HYDROLASE/HYDROLASE INHIBITOR
HYDROLASE/INHIBITOR

ELECTRON TRANSPORT
OXIDOREDUCTASE/ELECTRON TRANSPORT
PROTEINASE/INHIBITOR
PROTEINASE/INHIBITOR

IMMUNE SYSTEM

Antikoérper-Antigen Komplexe
IMMUNOGLOBULIN/TISSUE FACTOR
HUMANIZED ANTIKORPER/HYDROLASE
IMMUNE SYSTEM/HYDROLASE

HIV CAPSID PROTEIN (P24)

IMMUNE SYSTEM

ANTIKORPER/ANTIGEN
IMMUNOGLOBULIN/HYDROLASE(O-GLYCOSYL)
ANTIKORPER/ELECTRON TRANSPORT
HEMAGGLUTININ/IMMMUNOGLOBULIN

Antikoérper-Antigen Crossbund Komplexe
ANTIKORPER/ANTIGEN

IMMUNE SYSTEM

CYTOKINE/IMMUNE SYSTEM

IMMUNE SYSTEM/BLOOD CLOTTING

MEMBRANE PROTEIN
HYDROLASE, IMMUNE SYSTEM
HYDROLASE(O-GLYCOSYL)
IMMUNOGLOBULIN/HYDROLASE
IMMUNE SYSTEM

IMMUNE SYSTEM
ANTIKORPER/ANTIGEN

,Andere' Komplexe
TRANSPORT/NUCLEAR PROTEIN
CAPSID PROTEIN/CYCLOSPORIN
MHC I/PEPTIDE/CDS8
ISOMERASE/PROTEIN KINASE
TRANSFERASE

SIGNALLING COMPLEX
TRANSFERASE

IMMUNOGLOBULIN

SIGNALING PROTEIN

SIGNALING PROTEIN/SIGNALING PROTEIN
IMMUNE SYSTEM/VIRUS RECEPTOR
SIGNALLING COMPLEX

SIGNALING PROTEIN

VIRUS/VIRAL PROTEIN/RECEPTOR
IMMUNE SYSTEM/TOXIN
CYTOKINE/CYTOKINE RECEPTOR
CONTRACTILE PROTEIN/PROTEIN BINDING
IMMUNE SYSTEM

IMMUNE SYSTEM

PROTEIN/PROTEIN

IMMUNE SYSTEM

ACETYLATION AND ACTIN-BINDING

Enzym-Inhibitor (mittlere Schwierigkeit)
HYDROLASE(SERINE PROTEASE)
TRANSFERASE,HYDROLASE/TRANSPORT PROTEIN

1MAH
1PPE
1TMQ
1UDI
2MTA
2PCC
2siC
2SNI
7CEIl

1AHW
1BVK
1DQJ
1E6J
1JPS
1MLC
1VFB
1WEJ
2VIS

1BJ1
1FSK
119R
1lQD

1K4C
1KXQ
1NCA
1NSN
1QFW
1QFW
2JEL

1A2K
1AK4
1AKJ
1B6C
1BUH
1E96
1F51
1FC2
1FQJ
1GCQ
1GHQ
1HE1
114D
1KAC
1KLU
1KTZ
1KXP
1MLO
1QA9
1RLB
1SBB
2BTF

1ACB
1KKL

ITm>m>»

omm >

DE
AB
HL
HL
AB
AB
HL
AB

HL
BC
HL
AB

AB
HL
HL
HL

HL

AB

AB

pd > >
OWg>»gd>»0>» 0go>»w

AB

ABCD

E
ABC

Antikoérper-Antigen Crossbund Komplexe (mittlere Schwierigkeit)

POLYMERASE/INHIBITOR

,Andere’ Komplexe (mittlere Schwierigkeit)
COMPLEX (GTP-BINDING/TRANSDUCER)
GENE REGULATION

COMPLEX (PHOSPHOINOSITIDE KINASE/RAS)
CELL CYCLE

1BGX

1GP2

1GRN
1HES8
112M

T

o > W
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1J06
1BTP
1JAE
1UDH
2BBK
1CCP
1SUP
1UBN
1M08

1FGN
1BVL
1DQQ
1E60
1JPT

1MLB
1VFA
1QBL
1GIG

1BJ1
1FSK
119R
1lQD

1K4C
1PPI
1NCA
1NSN
1QFW
1QFW
2JEL

10UN
2CPL
2CLR
11AS
1HCL
1HH8
1IXM
1FC1
1TND
1GCP
1C3D
1MH1
1149
1NOB
1H15
1M9Z
1KW2
1MKF
1HNF
2PAB
1SE4
11JJ

2CGA
1JB1

1CMW

1TBG
1RGP
1E8Z
1A12

LH
BA
CD
HL
HL
AB
AB
HL
LH

HL
BC
HL
AB

AB
HL
HL
HL

HL

ABCD

ABC

533
223
470
228
480
293
275
274
131

428
224
424
429
425
432
224
433
431

431
434
434
408

431
496
435
427
224
229
435

246
164
375
330
294
192
343
414
316
67
294
183
402
185
369
105
453
742
179
456
239
371

245
471

817

405
189
839
401

1FSC
1LUO
1B1U
2UGI
2RAC
1YCC
3Ssl
2CI2
1UNK

1TFH
3LZT
3LZT
1A43
1TFH
3LZT
8LYZ
1HRC
2VIU

2VPF
1BV1
1ALY
1D7P

1JVM
1KXQ
7NN9
1KDC
1HRP
1HRP
1POH

1QG4
1E6J

1CD8
1D60
1DKS
1MH1
1SRR
1BDD
1FQl

1GRI

1LY2
1HE9
1MH1
1F5W
1STE
1TGK

11JJ

1DOL
1CCZ
1HBP
1BEC
1PNE

1EGL
2HPR

1AY1

1GIA
1A4R
821P
1QG4

> W > >

T >

> >

o

>>wW >

HL

>

61
29
117
83
105
107
108
65
87

202
129
129
72
182
129
129
105
960

189
159
438
159

394
120
388
137
196
196
85

202
210
228
107
76
183
121
60
133
211
130
131
183
121
238
112
371
70
171
175
238
140

70
86

423

309
190
166
202
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SIGNALING PROTEIN/TRANSFERASE 1IB1 AB E 1QJB AB 460 1KUY A 166
BLOOD CLOTTING/TOXIN 1K BC A 1FVU AB 254 1AUQ - 208
SIGNALING PROTEIN/SIGNALING ACTIVATOR 1K5D AB C 1RRP AB 338 1YRG B 343
BLOOD CLOTTING 1M10 B A 1M0Z B 266 1AUQ - 208
COMPLEX (GTP-BINDING/GTPASE ACTIVATION) 1wa1l G R 1WER - 324 6Q21 D 171
,Andere’ Komplexe (schwierig)

ENDODEOXYRIBONUCLEASE 1ATN A D 1144 B 371 3DNI - 258
METAL TRANSPORT INHIBITOR/RECEPTOR 1DE4 CF AB 1CX8 AB 1278 1A6Z AB 371
CYTOKINE/RECEPTOR 1EER BC A 1ERN AB 414 1BUY A 166
BLOOD CLOTTING 1FAK HL T 1QFK HL 348 1TFH B 182
HYDROLASE/TRANSFERASE 1FQ1 B A 1B39 A 290 1FPZ F 178
SMALL GTPASE 1IBR B A 1F59 A 440 1QG4 A 184
RT/DNA/FAB 2HMI AB CD 1S6P AB 979 2HMI CD 434
Antikorper-Antigen (schwierig)

ACTIN-BINDING 1H1V A G 1144 B 371 1DON B 729

2 Art der Interaktion, wie im Header der jeweiligen PDB Datei angegeben

Tabelle 4.3: Benchmark 2.0%

4.6 Minimierung des quadratischen Fehlers mit dem R-Paket

Zur Optimierung der Gewichtungsfaktoren wird das R-Paket”’

, ein open-source
Statistik Paket, verwendet. Das Programm wird genutzt, da es die Bedingungen freier
Verflgbarkeit, ausfihrlicher Dokumentation und Anpassungsfahigkeit an neue
Fragestellungen erflllt. Die Fahigkeit, groBe Datenmengen fir die Optimierung von
bis zu 41 Parametern zu verarbeiten, hat bei der Suche nach einem geeigneten,
bereits implementierten Optimierungsverfahren die groBte Schwierigkeit dargestellt,

welche aber von der nim()-Funktion des R-Paketes erfillt wird.

4.6.1 nim() Funktion

Die Optimierung entspricht einer Minimierung des quadratischen Fehlers zwischen
tatsédchlichem Score und gewilnschtem Score (vgl. Kapitel 4.2.1). Fir diese
Fehlerminimierung wird die nichtlineare Minimierungsfunktion (nIm())?*®® des R-

Paketes genutzt, welcher eine Newton-Raphsonsche Methode’®"®

zu Grunde liegt.
Die nlm()-Funktion versucht durch numerische Berechnungen der Ableitung das

Minimum einer Funktion zu finden.
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Die nim()-Funktion kann mit verschiedenen Startparametern gestartet werden.
Unterschiedliche Sets an Startparametern sind in Vortests ausprobiert worden,
fOhrten allerdings immer zu gleichen Ergebnissen. Die finalen Optimierungen werden
daher mit 1 als Startwert fir alle Gewichtungsfaktoren und - soweit mitoptimiert - mit
-6 fir 11 durchgeflhrt.

Die Optimierungen werden mit einer Genauigkeit von 2 Nachkommastellen
(ndigits=2) durchgefihrt. Die maximale Anzahl an lterationen wird auf 1.000 gesetzt,

welche aber bei keiner Optimierung erreicht wurden.

Als Stoppkriterien flr die Optimierung werden die Standardparameter gewahlt, so
dass die Optimierung abbricht, wenn das Verhaltnis der Anderung des Scores zu der
Anderung der Parameter 1x10° unterschreitet.

4.7 Evaluation und Validierung

Die im UUPPDD gesammelten Komplexe werden zur Validierung der optimierten
Parameter genutzt. Diese Beispiele werden nicht flr die Optimierung genutzt, so
dass diese flr Dockingvorhersagen mit den optimierten Parametern unbekannten
Komplexen entsprechen. Einige Komplexe kommen zwar in beiden Datenséatzen
(Benchmark 2.0 und UUPPDD) vor, allerdings jeweils mit verschiedenen Strukturen
der ungebundenen Proteine. Daher spiegeln die Ergebnisse, die flr diesen
Datensatz erreicht werden, ein realistisches MaB fur die erwartete Vorhersagequalitat

neuer Komplexe wieder.

Far die Validierung der Parameter als Postfilter werden mit ckordo fir jeden Komplex
43.080 mdgliche Strukturen generiert. Dies wird durch einen Dockinglauf mit einem
Winkelinkrement von 12° und einem Behalten der 5 Translationen mit der héchsten
geometrischen Komplementaritat erreicht. Die Vorhersagequalitat wird im Hinblick
auf die Anreicherung der Anzahl nahe nativer Strukturen in den oberen Rangen und
im Hinblick auf die Anzahl an Komplexen, die mindestens eine nahe native Struktur
auf den oberen Rangen haben, durchgefihrt. Ferner wird untersucht, ob sich durch
den Einsatz der optimierten Gewichtungsfaktoren der Rang und der RMS-Wert der
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ersten nahe nativen Struktur verandert hat. Die Evaluation der Vorhersagequalitat mit
optimierten Parametern in ckordo selbst umfasst ferner den RMS-Wert der besten

Struktur und die Anzahl an nahe nativen Strukturen, die gefunden werden.

Der Nachweis, dass die jeweiligen optimierten Parameter allgemeine Gultigkeit
haben - unabhéngig von dem fir die Optimierung benutzten Datensatz - wird durch

eine bereits oben beschriebene 5-fache Crossvalidierung (Kapitel 4.2.1) erbracht.

Far die Evaluierung des Effektes der Faktoren auf die Vorhersagequalitat wird der
Durchschnittswert der jeweils 5 Optimierungen benutzt.

Die Verbesserung der Vorhersagequalitdt wird zum Abschluss mit der
Vorhersagequalitdt von 6 anderen Scoringfunktionen verglichen. Fir diesen
Vergleich wird die Anreicherung nahe nativer Strukturen auf den niedrigen Réngen
durch Atomic Contact Energies (ACE)'®, durch ein Residuen-Residuen Potential®’,
durch ein Atom-Atom Potential®®, durch die komplexklassen-spezifische Residuen
Interface-Propensity basierte Scoringfunktion von Huang et al®’, durch die

27,37

Berechnung der Packungsdichte sowie durch die umfassende Scoringfunktion

von Martin®' fiir den UUPPDD Datensatz berechnet.

4.8 Das Qualitatskriterium — der RMSD-Wert

Als Qualitatskriterium fir die verschiedenen Konformationen dient der RMSD-Wert
(root mean square deviation) der Interface Cq-Atome zwischen der jeweils
vorhergesagten Orientierung der ungebundenen Proteine im Raum und den auf den
Komplex gelegten (gefitteten) ungebundenen Strukturen.

Als Interfaceatome werden die Atome definiert, die mindestens ein Atom des
Bindungspartners in einem Abstand von 6 A haben. Fir die qualitative Bewertung
der vorhergesagten Komplexe werden nur die Interface Atome herangezogen, da die
korrekte Vorhersage der relativen Position dieser Atome wesentlich interessanter ist
als die Position von Atomen, die weit entfernt vom Interface liegen. AuBerdem

kdnnen z.B. kleinere Rotationen um das Interface zu enormen Distanzen bei
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Residuen flhren, die weit vom Interface entfernt sind, obwohl das Interface selbst

richtig vorhergesagt wurde.

Auf Grund der bereits beschriebenen relativ haufigen Konformationséanderung der
Seitenketten wird der RMS-Wert nur fir die C,-Atome berechnet.

Als Referenz fiir die RMS-Berechnung dienen die auf den nativen Komplex gelegten
ungebundenen Proteine. Das strukturelle Alignement zwischen Komplex und
ungebundenen Proteinen wurde mit dem Programm CE® durchgefiihrt. Da in ckordo
keinerlei Flexibilitat explizit behandelt wird, ist die strukturelle Ahnlichkeit zum auf den
Komplex gelegten ungebundenen Protein die maximal erreichbare Qualitat, so dass
eine RMS-Berechnung relativ zum gebundenen Komplex nicht sinnvoll ist.

4,020A 10,380A 31,563A

Abbildung 4.7: Strukturen von 1CGI mit unterschiedlichem RMSiCa. Die Struktur ganz links zeigt
die ungebundenen Proteine (griin/rot) auf den nativen Komplex (grau) gelegt. In den folgenden
Strukturen sind die jeweiligen Orientierungen des Liganden in blau gezeigt. Unter den Strukturen ist
der jeweilige RMSiCa angegeben.

Als nahezu native Komplexe werden solche Konformationen behandelt, die einen
Interface Cq RMS-Wert von bis zu 5 A aufweisen. Abbildung 4.7 zeigt verschiedene

von ckordo vorgeschlagene Komplexstrukturen fiir 1CGI mit unterschiedlichen RMS-
Werten und dient der Visualisierung der RMSD-Werte.

4.9 CAPRI

CAPRI steht far “Critical Assessment of PRedicted Interactions”. CAPRI ist ein
Experiment, welches es allen Arbeitsgruppen, die an der Entwicklung von Protein-
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Protein Dockingmethoden arbeiten, ermdéglicht, ihre Methoden mit denen der
anderen  Arbeitsgruppen zu  vergleichen.  Dafir  werden  unbekannte
Komplexstrukturen, deren Untereinheiten bereits bekannt sind oder modelliert
werden miassen, von experimentell arbeitenden Wissenschaftlern vor der
Veroéffentlichung zur Verfigung gestellt. Die Teilnehmer haben 2-3 Wochen Zeit, ihre
Strukturvorschlage zur Auswertung an das European Bioinformatics Institute (EBI) in

Cambridge zu Gbermitteln. Alle vorgeschlagenen Strukturen werden zentral evaluiert.

Es qibt 4 verschiedene Qualitatskategorien, in welche die Strukturvorschlage
eingeteilt werden: High-Quality, Medium, Akzeptabel und Falsch. Fir die Evaluation
werden folgende Kriterien genutzt: Anzahl der nativen und der nicht nativen
Residuum-Residuum Kontakte geteilt durch die gesamte Anzahl an Kontakten (fqa,
fron-nat), der Anteil an nativen Kontakten im vorhergesagten Interface (fig), RMSD des
Liganden (L_rms), Interface RMSD (I_rms) und die Rotation und Translation, die
ndtig sind, um den vorhergesagten Liganden auf den nativen Liganden zu platzieren,
wenn der vorhergesagte Rezeptor perfekt auf den nativen Rezeptor gelegt wurde
(©, di). Die Einteilung in die 4 Klassen erfolgt nach den in Tabelle 4.4 gezeigten

Grenzwerten.®

Um die hier vorgestellte Methode und die SVM-basierte umfassende Scoringfunktion

von Martin®" auszuwerten, wurden Vorhersagen fiir die Targets 24-26 durchgefiihrt.

Kategorie Kriterien

High-Quality frar20,5 UND (L_rms < 1,0 ODER I_rms < 1,0)

(frat2 0,3 UND f= 0,5) UND (L_rms < 5,0 ODER I_rms < 2,0) ODER

Medium f12:20,5 UND L_rms > 1,0 UND |_rms > 1,0

(fra 2 0,1 UND frgi< 0,3) UND (L_rms < 10,0 ODER |_rms < 4,0) ODER
Akzeptabel frar20,3 UND L_rms > 5,0 UND |_rms > 2,0
Falsch frat<0,1 ODER (L_rms > 10,0 ODER |_rms > 4,0)

Tabelle 4.4: Evaluationskriterien fir CAPRI-Experiment o4
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4.9.1 Targets 24, 25 und 26

Der Proteinkomplex, der in Runde 9 von CAPRI vorhergesagt werden sollte, war fir
die beiden Targets 24 und 25 identisch. Beide Male sollte der Komplex aus ADP-
Ribosilierungs Faktor 1 (Arf1-GTP) und der Arf Bindungs Doméane (ArfBD) von
ArhGAP10 (Rho GTPase aktivierendes Protein 10) vorhergesagt werden.

Fir Target 24 sollte 103Y Kette A (Arf1-GTP) gegen ein selbst zu erstellendes
Strukturmodell von ArfBD gedockt werden. Fir die Erstellung des Modells war als
Information gegeben, dass ArfBD homolog ist zu der PH-Domane von Beta-Spektrin
(1BTN). Die Erstellung des Modells wurde mit dem vollautomatischen
Strukturvorhersageserver SWISS-MODEL®®® durchgefiihrt.

Fir Target 25 wurde die zu modellierende Struktur von ArfBD durch die
entsprechende Kristallstruktur aus dem vorherzusagenden Komplex ersetzt, die von

Menetrey (Institut Curie, Paris) gelést und zur Verfigung gestellt wurde.

Target 26 ist ein Komplex zwischen den E. coli Proteinen TolB (1C5K) und Pal
(10AP). Die vorherzusagende Komplexstruktur wurde von Kleanthous (University of
York, UK) gelést und zur Verfligung gestellt. In der Literatur finden sich Hinweise aus
Experimenten auf die Bindungsstellen beider Proteine. So sollen die Residuen 89-
104 und 126-130 von PAL'®"® und der C-Terminale Teil von TolB’® an der Interaktion

beteiligt sein.

Das Docking wurde mit einem Winkelinkrement von 12° mit ckordo durchgefiihrt und
die dadurch von ckordo vorgeschlagenen Strukturen anschlieBend mit der
umfassenden Scoringfunktion von Martin®" und den in dieser Arbeit beschriebenen
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren bewertet. Da beide Methoden zum
Zeitpunkt der Teilnahme am CAPRI-Wettbewerb noch nicht vollstdndig fertig
entwickelt und evaluiert waren, erfolgte die Auswertung per Hand. Dabei wurden die
10 Strukturen, die zur Auswertung geschickt werden dirfen, so ausgewahlt, dass
diese von beiden Filtern eine hohe Bewertung erhalten und zudem mdéglichst divers

sind. Die vorgeschlagenen Strukturen flr Target 26 wurden des Weiteren so
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ausgewahlt, dass die Residuen Teil des Interfaces sind, deren Beteiligung an der

Interaktion vorher experimentell nachgewiesen wurde.
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5 Ergebnisse

5.1 Ckordo Ergebnisse / Datengrundlage

Bei einem Winkelinkrement von 15° findet ckordo nur anhand der geometrischen
Korrelation im Schnitt 33 nahe native Strukturen fiir Enzym-Inhibitor Komplexe, 10 fir
Antikérper-Antigen Komplexe und 10 fur die ,Anderen’. Bei den Enzym-Inhibitor
Komplexen wird im Schnitt die erste nahe native Struktur mit einem RMSiCa <5 A
auf Rang 1.222 von 22.000 gefunden. Bei den Antikérper-Antigen Komplexen ist der
durchschnittliche Rang der ersten nahe nativen Lésung Rang 3.119 und bei den
,Anderen’ Komplexen Rang 3.088. Der Mittelwert des jeweils niedrigsten RMS-
Wertes ist bei den El-Komplexen 2,34 A, bei den Antikorper-Antigen 2,98 A und bei
den ,Anderen’ 3,28 A.

Fir einige Komplexe kann ckordo keine nahe native Ldsung finden. Die beste
Struktur, die fur 1EZU (ein El Komplex) gefunden wird, hat einen RMSiCa von
6.57 A. Fir die drei Antikdrper-Antigen Komplexe 1BGX, 1H1V und 1K4C liegt der
niedrigste RMS-Wert jeweils bei 9,66 A, 13,33 A bzw. 5,57 A. Auch fiir 7 der
,Anderen’ Komplexe kann ckordo bei einem Winkelinkrement von 15° keine Lésung
mit einem RMSiCa <5 A finden (1ATN (6,493 A), 1H1V (13,33 A), 1FAK (6,91 A),
114D (5,88 A), 11B1 (6,04 A), 11BR (6,85 A), 1M10 (5,38 A)).

Tabelle 5.1 gibt einen Uberblick, fiir welchen Komplex wie viele gute L&sungen

gefunden werden, auf welchem Rang die Struktur mit dem niedrigsten RMS-Wert
gefunden wird und auf welchen Rang die bestplatzierte Struktur liegt.
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Erste nahe native Struktur Beste Struktur Anzal:_l nahe
nativer
Rang RMS Rang RMS Strukturen
Enzym-Inhibitor
1ACB 653 4,87 15781 2,62 15
1AVX 203 4,8 19748 1,52 41
1AY7 7 2,59 177 1,73 20
1BVN 100 2,31 1894 2,18 23
1CGlI 107 4,53 12142 2,6 58
1D6R 621 3,69 16882 2,71 38
1DFJ 3815 4,9 8633 2,37 3
1E6E 1074 4,89 2086 3,24 10
1EAW 101 3,24 13305 2,38 44
1EWY 479 4,92 1912 2,56 34
1EZU - - 14300 6,57 0
1F34 7448 3,85 8233 2,63 5
1HIA 75 4,81 2629 3,25 43
1KKL 2027 3,52 5898 0,46 14
1MAH 864 1,6 8450 1,45 12
1PPE 6 4,4 13238 1,12 214
1TMQ 28 1,05 28 1,05 15
1UDI 249 4,25 15189 1,86 16
2MTA 838 3,53 18881 1,36 18
2PCC 7589 4,66 7856 3,86 5
2SIC 15 4,82 7288 1,84 40
2SNI 419 2,53 10529 2,12 44
7CEIl 167 417 6653 2,34 14
Antikérper-Antigen
1AHW 487 2,34 1890 0,91 10
1BGX - - 1616 9,67 0
1BJ1 18489 3,96 18489 3,96 1
1BVK 2140 4,57 12258 1,49 16
1DQJ 5318 3,61 5318 3,61 8
1E6J 146 4,05 19139 1,51 23
1FSK 1206 1,78 3213 1,75 16
1H1V - - 4999 13,33 0
119R 81 3,84 891 1,44 11
11QD 1765 3,41 21710 1,38 4
1JPS 613 1,7 8021 1,46 14
1K4C - - 8782 5,57 0
1KXQ 6 2,34 862 1,42 17
1MLC 6322 1,19 6322 1,19 3
1NCA 718 3,08 3134 1,15 7
1NSN 1655 2,89 8606 1,21 7
1QFW a 2575 1,96 20349 1,01 9
1QFW b 3228 4,32 4072 0,74 14
1VFB 2430 4,65 11259 1,59 15
1WEJ 6348 4,69 12087 3,69 8
2JEL 2610 4,42 2610 4,42 2
2VIS - - 4643 6,99 0
Andere
1A2K 338 4,77 14123 4,08 13
1AK4 3589 4,75 10904 3,61 24
1AKJ 76 3,5 632 2,61 16
1ATN - - 20146 6,49 0
1B6C 467 2,42 467 2,42 9
1BUH 1425 4,71 20926 2,56 4
1DE4 17410 2,31 17410 2,31 1
1E96 787 4,03 14339 2,88 11
1EER 3261 4 3261 4 3
1FAK - - 10111 6,91 0
1F51 819 1,92 5299 0,43 26
1FC2 1122 4,75 3627 2,72 15
1FQ1 3747 3,65 15922 2,84 5
1FQJ 231 3,98 19952 2,62 9
1GCQ 1653 2,11 12014 1,92 14
1GHQ 3547 417 11109 1,36 14
1GP2 3917 1,71 10924 1,53 10
1GRN 250 4,5 2210 1,42 15
1H1V - - 4999 13,33 0
1HE1 5691 3,16 8685 1,39 7
1HES 106 2,08 7352 0,99 10
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114D - - 167 5,88 0
112M 131 3,14 131 3,14 7
1IJK 597 4,99 15441 2,09 10
1K5D 9264 4,94 15180 4,12 2
1KAC 345 2,85 2585 2,35 15
1KLU 14603 3,94 14739 2,91 4
1KTZ 9816 3,37 13686 1,1 6
1KXP 37 1,29 37 1,29 7
1M10 - - 2277 5,38 0
1MLO 1109 4,62 1449 2,15 6
1QA9 6120 3,45 9438 1,74 7
1RLB 205 4,81 5120 3,5 8
1SBB 1804 4,24 9182 2,19 12
iwaQi 165 3,23 5396 2,36 10

Tabelle 5.1: ckordo Ergebnisse fir Docking Benchmark 2.0

5.2 Gewichtungsfaktoren

5.2.1 Aminosaurespezifische Gewichtungsfaktoren (Reranking)

Tabelle 5.2 zeigt fir die drei Komplexklassen die optimierten Gewichtungsfaktoren
und die Werte, die dem Inneren des gréBeren Proteins (1) zugewiesen werden. Die
Werte, die als 0,00 dargestellt sind, sind nicht exakt Null, sondern liegen im Bereich
zwischen 1-10* und 8-10™.

Es gibt zwei Gruppen von Aminoséuren, bei denen die optimierten Werte far alle drei
Gruppen vergleichbar sind. Zum einen werden fir die aromatischen und
hydrophoben Aminosauren (TRP, TYR, PHE, ILE, VAL) fir alle Komplexe hohe
Werte berechnet. Zum anderen hat die Optimierung fir die Aminoséauren, mit langen
flexiblen Seitenketten (ARG, GLN, GLU, LYS) und fir die Aminosduren mit einer
geringen Neigung (Propensity) im Interface zu liegen (ASP, SER, PRO), sehr
niedrige Werte ergeben.

Die optimierten Werte fir die anderen Aminosauren unterscheiden sich bei den drei
Komplexklassen. Wahrend ALA, ASN und HIS bei der Identifikation nahe nativer
Antikérper-Antigen Strukturen eine wichtige Rolle spielen, hat die Optimierung fir
MET einen extrem hohen Wert bei den Enzym-Inhibitor Komplexen ergeben. Fir
LEU und THR wurden flur die El und die ,Anderen’ Komplexe Werte im mittleren
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Bereich errechnet, wéhrend diese Werte fur Antikérper-Antigen Komplexe bei Null

liegen.
Aminoséaure AT::%?:H Enzym/Inhibitor ,Andere’

ALA 2,32 0,68 0,74
ARG 0,00* 1,70 1,09
ASN 5,23 0,49 0,92
ASP 0,00* 0,00* 0,00*
CYS 0,14 1,11 0,18
GLN 0,00* 0,00* 1,06
GLU 0,15 0,00* 0,00*
GLY 2,49 1,47 7,24
HIS 8,74 3,17 0,00*
ILE 6,83 2,30 4,34
LEU 0,02 3,24 4,83
LYS 0,67 0,59 1,29
MET 1,46 9,63 3,90
PHE 4,46 3,14 7,89
PRO 1,98 0,00* 1,13
SER 0,00* 0,00* 0,00*
THR 0,25 2,67 3,08
TRP 4,99 5,19 2,56
TYR 11,64 4,94 8,83
VAL 3,10 2,78 3,02

1 -3,45 8,34 0,15

Tabelle 5.2: Atomspezifische Gewichtungsfaktoren fiir Scoring-Funktion.
*Werte sind nicht exakt Null; zwischen 1-10“ und 8-10

Insbesondere die Werte flr das Innere des Rezeptors (I1) unterscheiden sich
massiv. Dieser Wert ist bei den Enzym-Inhibitor Komplexen 8,34, fur die Antikdrper-
Antigen Komplexe -3,45 und flr die ,Anderen’ Komplexe 0,15.

5.2.2 Aminosaurespezifische Gewichtungsfaktoren (ckordo)

Um die Gewichtungsfaktoren nicht nur als Rerankingfunktion zu nutzen, sondern
diese auch direkt bei der Berechnung der geometrischen Korrelation anwenden zu
kénnen, wurde die Optimierung der Gewichtungsfaktoren wiederholt, ohne dabei den
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Wert fir das Innere des Rezeptors (1) mitzuoptimieren. Die daraus erhaltenen

Gewichtungsfaktoren sind in Tabelle 5.3 gezeigt.

Die aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren korrelieren stark mit den
Gewichtungsfaktoren fir die Rerankingfunktion (Korrelationskoeffizienten Antikdrper-
Antigen: 0,97, Enzym-Inhibitor: 0,71, ,Andere’: 0,79), so dass die oben gegebene

Beschreibung der Parameter auch hier zutrifft.

Aminoséaure AT::%E:H Enzym/Inhibitor Andere
ALA 2,69 0,72 1,64
ARG 0,01 0,77 1,55
ASN 5,27 1,35 2,69
ASP 0,01 0,98 1,09
CYS 0,14 4,77 0,02
GLN 0,00* 0,45 1,29
GLU 1,09 0,28 0,75
GLY 3,06 1,15 4,53

HIS 8,82 7,34 0,00*
ILE 7,96 3,58 0,97
LEU 0,09 2,82 7,13
LYS 1,01 0,00* 1,51
MET 3,73 6,17 3,51
PHE 2,92 0,88 5,25
PRO 0,74 2,53 0,66
SER 0,00* 0,84 0,29
THR 0,60 5,50 2,64
TRP 4,88 7,97 3,04
TYR 12,06 6,67 11,23
VAL 4,44 5,88 7,85

Tabelle 5.3: Aminoséaurespezifische Gewichtungsfaktoren fiir ckordo.
*Werte sind nicht exakt Null; zwischen 1-10° und 1-10*

5.2.3 Atomspezifische Gewichtungsfaktoren (Reranking)

Die optimierten Parameter fiir die 40 verschiedenen Atomtypen nach Melo et al.??

sind in Tabelle 5.4 fur die drei verschiedenen Komplexklassen gezeigt. Zu
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Visualisierungszwecken sind die erhaltenen Werte fur die Abbildung 4.1 - 4.3 in 4
Klassen eingeteilt worden (Niedrige Werte: 0 - 1, Mittlere Werte: 1 - 5, Hohe Werte:
5-10 und sehr hohe Werte: > 10) und in verschiedenen Farben auf die
Strukturformeln der Aminosauren gelegt worden (Abbildungen 5.1-5.3).

Auffallig ist zunéchst, dass die Atome des Backbones fur alle drei Komplexklassen
einen sehr niedrigen gegen Null gehenden Wert zugewiesen bekommen
(Atomklassen: 1, 3, 4). Das Sauerstoffatom des Backbones (Klasse 5) spielt bei der
Berechnung der gewichteten geometrischen Korrelation nur bei den Antikérper-
Antigen Komplexen eine Rolle. Das Ca-Atom von Glycin bildet eine eigene
Atomklasse (2) und hat fur alle drei Komplexklassen einen mittleren bis sehr hohen
Wert erhalten.

Ubereinstimmend bei allen drei Komplexklassen ist auBerdem, dass fiir die
Kohlenstoffatome der aromatischen Ringe von TRP, TYR, HIS und PHE hohe bis
sehr hohe Werte optimiert werden.

Die Atome der eher kurzen hydrophoben Seitenketten von ALA, ILE, LEU und VAL

(Atomtypen 6 und 7) erhalten bei allen drei Klassen mittlere bis hohe Werte (6-9).

Die Methylengruppen in den Seitenketten (Atomtyp 8) erhalten nach der Optimierung
nur bei den Enzym-Inhibitor Komplexen einen mittelhohen Wert von 2,6, wahrend die

Werte bei AA- und OTH-Komplexen gegen Null gehen.

Bei den Enzym-Inhibitor Komplexen erhalten die endstandigen Atome von Methionin
sehr hohe Werte, wahrend bei den Antikérper-Antigen Komplexen nur das Schwefel

Atom und bei den ,Anderen’ Komplexen nur das Ce einen sehr hohen Wert erhalt.
Die Seitenkettenatome der langen und flexiblen Seitenketten von ARG, LYS, ASP,

und GLU erhalten bis auf wenige Ausnahmen eher niedrige Werte. Aufféllig ist, dass

bei Enzym-Inhibitor Komplexen fir ARG C¢ und fir Ne hohe Werte optimiert wurden.
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Atomtyp | A weichung | Inmibiter abwaianing | Andere o eneor
1 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00
2 8,62 3,45 3,30 1,78 14,88 2,65
3 0,00 0,00 0,04 0,04 0,00 0,00
4 0,01 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00
5 1,28 0,85 0,07 0,09 0,00 0,00
6 7,50 0,39 6,18 0,95 3,75 0,83
7 6,52 1,37 6,20 2,96 9,52 4,01
8 0,18 0,28 2,61 0,32 0,00 0,00
9 10,08 8,49 25,77 8,78 5,59 6,05
10 4,78 2,12 0,07 0,03 11,03 9,92
11 9,21 9,07 19,61 7,27 17,64 12,79
12 10,00 1,48 8,81 1,12 8,76 2,20
13 3,51 4,17 2,08 3,28 0,02 0,03
14 1,93 2,96 6,81 7,19 11,03 11,03
15 0,00 0,00 0,00 0,01 3,14 2,71
16 0,00 0,00 1,83 1,64 6,88 1,77
17 0,00 0,00 6,29 1,18 2,90 2,81
18 5,31 3,16 2,28 1,19 0,00 0,00
19 0,34 0,33 5,28 5,37 5,72 7,51
20 0,24 0,38 0,67 0,75 0,00 0,00
21 0,01 0,00 11,61 5,29 0,01 0,02
22 1,18 1,86 0,01 0,00 6,29 2,45
23 11,29 5,60 25,18 13,60 1,68 2,57
24 19,60 5,97 14,26 5,46 0,00 0,00
25 0,73 0,93 1,56 2,19 2,90 3,88
26 0,03 0,03 2,79 1,98 0,01 0,01
27 0,26 0,40 0,01 0,01 0,00 0,00
28 3,31 1,37 0,02 0,01 0,00 0,00
29 0,05 0,05 5,18 4,22 0,00 0,00
30 1,84 2,00 16,88 4,50 11,23 5,73
31 0,18 0,24 30,84 5,48 8,21 6,79
32 4,91 2,02 0,05 0,03 0,11 0,22
33 5,66 0,99 1,32 1,51 6,80 2,73
34 0,95 1,49 0,01 0,01 9,00 5,60
35 1,22 1,33 0,01 0,00 9,92 2,99
36 0,04 0,05 10,91 4,36 1,56 1,53
37 0,03 0,04 0,30 0,33 0,00 0,00
38 20,75 7,43 1,61 2,39 3,15 4,17
39 8,46 5,35 0,03 0,03 0,00 0,00
40 23,18 1,49 5,46 1,39 18,08 7,25
11 -0,87 0,29 0,67 0,57 0,70 0,28

Tabelle 5.4: Durchschnittliche optimierte Gewichtungsfaktoren nach Atomtypen und deren
Standardabweichungen (aus 5-facher Crossvalidierung) flr die drei Komplexklassen
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Abbildung 5.1: Visualisierung der atomtypenspezifischen Gewichtungsfaktoren fiir Enzym-Inhibitor
Komplexe. Die verschiedenen Farben zeigen verschiedene Gewichtungsfaktoren an.
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Abbildung 5.2: Visualisierung der atomtypenspezifischen Gewichtungsfaktoren fir Andere Komplexe.
Die verschiedenen Farben zeigen verschiedene Gewichtungsfaktoren an.
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Abbildung 5.3: Visualisierung der atomtypenspezifischen Gewichtungsfaktoren fiir Antikérper-
Antigen Komplexe. Die verschiedenen Farben zeigen verschiedene Gewichtungsfaktoren an.
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5.3 Reranking mit Gewichtungsfaktoren

5.3.1 Enzym-Inhibitor/Substrat Komplexe

Wie in Abbildung 5.4 zu sehen ist, sind sowohl die fir Atomtypen als auch die fir
Aminosauren spezifischen Gewichtungsfaktoren in der Lage, die Anzahl der
Strukturen, die auf den vorderen Rangen gefunden werden, erheblich zu steigern. In

der Abbildung ist gezeigt, wieviel Prozent aller von ckordo vorgeschlagenen
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Abbildung 5.4: Verbesserung der Vorhersagequalitdt von Enzym-Inhibitor Komplexen durch
Anwendung der Gewichtungsfaktoren. Es ist gezeigt, wieviel Prozent aller von ckordo
vorgeschlagenen Strukturen sortiert nach der geometrischen Korrelation bzw. nach den gewichteten
Scores durchsucht werden missen, bis wieviel Prozent aller nahe nativer Strukturen gefunden werden
(links) bzw. bis wieviel Prozent aller Komplexe mindestens eine nahe native Struktur haben. Anzahl
aller nahe nativer Strukturen: 726; Anzahl aller Komplexe: 22)
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Strukturen sortiert nach der geometrischen Korrelation bzw. sortiert nach dem
gewichteten Score, zu durchsuchen sind (X-Achse), bis wieviel Prozent aller nahe
nativer Strukturen gefunden werden (Y-Achse Abbildung 5.4 linke Seite). Die Y-
Achse der beiden rechten Diagramme in Abbildung 5.4 zeigt an, fir wieviel Prozent

aller Komplexe mindestens eine nahe native Struktur gefunden wird.

Innerhalb des ersten Prozent der vorgeschlagenen Strukturen kann nur mit dem Wert
der geometrischen Korrelation fir 45% der Komplexe eine nahe native Struktur
gefunden werden, was 3% aller nahe nativen Enzym-Inhibitor Strukturen entspricht.
Durch die Anwendung der optimierten Gewichtungsfaktoren fir Aminosauren erhéht
sich der Anteil an Komplexen mit einer nahe nativen Struktur im ersten Prozent der
Vorhersage auf 77% und durch Anwendung der atomspezifischen Faktoren auf 82%.
Der Anteil nahe nativer Strukturen im ersten Prozent steigt durch Anwendung der
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren auf 21% und auf 23% durch die

atomspezifischen Faktoren.

Wahrend ohne die Gewichtungsfaktoren mindestens 40% aller potentiellen
Strukturen durchsucht werden missen, bis fir alle Komplexe mindestens eine nahe
native Struktur gefunden wird, halbiert sich dieser Anteil durch Anwendung der
Gewichtungsfaktoren auf 20%.

Durch die Kombination der atom- und der aminosaurespezifischen
Gewichtungsfaktoren durch Addition bzw. Multiplikation kann der Anteil an nahe
nativen Strukturen sowie der Anteil an Komplexen mit mindesten einer nahe nativen
Struktur im ersten Prozent der Vorhersage weiter gesteigert werden. Durch
Multiplikation kbnnen 26% aller nahe nativen Strukturen im ersten Prozent gefunden
werden, so dass 86% aller Komplexe mindestens eine nahe native Struktur im ersten

Prozent aufweisen.

Wenn eine nahe native Struktur als eine solche mit einem RMSiCa < 2,5 A definiert
wird, dann werden zwar nur flr 14 El-Komplexe lberhaupt nahe native Strukturen
berechnet, und im Schnitt auch nur 2,6 je Komplex, aber das Produkt aus
aminosaure- und atomspezifischen Scores kann diese sehr guten Strukturen

besonders gut erkennen und auf den niedrigen Rangen platzieren. Dies fuhrt dazu,
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dass bereits im ersten Prozent der Ausgabe 62% aller Strukturen mit einem
RMSiCa < 2,5 A platziert werden.

Tabelle 5.5 zeigt, auf welchem Rang die erste nahe native Struktur je nach

angewandtem Filter zu finden ist und welchen RMS-Wert diese Struktur hat. FUr zwei

Komplexe (1D6R und 7CEI) kann keiner der Filter eine Verbesserung erreichen.

Insgesamt wird das beste Ergebnis durch eine Multiplikation der Werte erzielt, die mit

aminosaurespezifischen und atomspezifischen Gewichtungsfaktoren berechnet

werden. Fur 14 der 22 Enzym-Inhibitor Komplexe kann mit dieser Kombination der

vergleichsweise niedrigste Rang erzeugt werden, so dass 3 Komplexe auf dem

Unoptimiert | Aminosaure- | Atom. | (BFECRE | RS
Al SR Atomspezifisch | Atomspezifisch

Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS
1ACB 653 4,87 63 413 72 4,13 37 4,13 43 4,13
1AVX 203 4,8 76 3,39 14 3,39 26 3,39 27 3,39
1AY7 7 2,59 23 2,37 15 2,37 5 2,37 7 2,37
1BVN 100 2,31 2 2,92 1 2,92 1 2,92 1 2,92
1CGl 107 4,53 1 3,85 1 3,85 1 3,85 1 3,85
1D6R 621 3,69 | 3330 2,71 | 1449 3,88 | 2304 3,88 1963 3,88
1DFJ 3815 4,9 79 2,75 79 2,75 36 2,75 41 2,75
1E6E 1074 4,89 5 3,9 4 3,9 3 3,9 3 3,9
1EAW 101 3,24 | 203 4,7 64 4,93 95 4,93 77 4,93
1EWY 479 492 | 269 3,96 | 269 3,07 192 3,07 217 3,07
1F34 7448 3,85 16 3,72 4 3,85 3 3,72 3 3,72
1HIA 75 4,81 31 4,22 29 4,76 51 4,22 41 4,76
1KKL 2027 3,52 | 310 0,46 135 4,79 155 4,79 147 4,79
1MAH 864 1,6 15 1,45 24 3,96 13 1,45 14 1,45
1PPE 6 4,4 13 4,99 16 3,6 6 3,6 7 3,6
1TMQ 28 1,05 2 3,49 1 2,78 4 3,49 4 2,78
1UDI 249 425 3 1,86 2 1,86 1 1,86 1 1,86
2MTA 838 3,53 195 4,31 194 1,36 161 4,31 194 4,31
2PCC 7589 4,66 | 1886 3,86 | 2325 442 | 2170 4,42 2255 4,42
2SIC 15 4,82 26 1,88 12 1,84 14 1,84 17 1,84
2SNI 419 2,53 12 2,53 14 2,53 9 2,53 11 2,53
7CEl 167 4,17 | 1572 2,74 | 599 2,74 934 2,74 827 2,74
Mittelwert 1222 3,8 [ 3696 3,2 |242,0 3,3 282,8 3,4 268,2 3,4
Median 334,0 4.2 28,5 34 20,0 3,5 20,0 3,5 22,0 3,5
Anzahl =1 0 1 3 3 3
Anzahl <10 2 5 6 9 8
Anzahl < 100 6 15 16 16 16
Anzahl Beste 3 2 7 14 5

Tabelle 5.5: Platzierung der ersten nahe nativen Struktur je nach angewandtem Filter

In Fett sind fir jede Zeile die jeweils besten Werte hervorgehoben. Die statistische Auswertung
umfasst den Mittelwert, den Median, die Anzahl an Komplexen mit einer nahe nativen Lésung unter
den ersten 1, 10, 100 Rangen und fiir wie viele Komplexe der jeweilige Filter das beste Ergebnis

erzielen konnte.
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ersten Platz, 9 Komplexe unter den ersten 10 Platzen und 16 Komplexe unter den
ersten 100 Platzen der sortierten Ausgabe eine nahe native Losung haben. Bis auf
die beiden oben genannten Komplexe kann diese Rerankingfunktion den Rang der
ersten nahe nativen Struktur flr alle Komplexe erheblich verbessern.

5.3.2 Antikorper-Antigen Komplexe

Die Vorhersagequalitdtsverbesserung fir die Antikérper-Antigen Komplexe ist in
Abbildung 5.5 gezeigt. Auch bei den Antikdrper-Antigen Komplexen sind sowohl die
atom- als auch die aminoséurespezifischen Gewichtungsfaktoren in der Lage, den
Anteil an nahe nativen Strukturen auf den vorderen Rangen und den Anteil der
Komplexe, die eine solche auf den vorderen R&ngen haben, auBerordentlich zu

steigern.

Durch den Einsatz der atomspezifischen Gewichtungsfaktoren findet sich fir mehr
als 90% der Antikérper-Antigen Komplexe eine nahe native Struktur unter den ersten
2% der vorgeschlagenen Strukturen. Der Anteil an nahe nativen Strukturen, die im
ersten Prozent liegen, verflinfzehntfacht sich durch Neusortierung der Strukturen mit
den aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren von 1,4% auf 21%.

Im Allgemeinen schneidet der mit den atomspezifischen Gewichtungsfaktoren

berechnete Score leicht besser ab als der aminosaurespezifische.

Die Kombination aus mit atomspezifischen und mit aminosdurespezifischen
Gewichtungsfaktoren berechneten Scores durch Addition bzw. Multiplikation kann
den Anteil an gut vorhersagbaren Komplexen weiter steigern. Der Anteil an
Komplexen mit mindestens einer nahe nativen Struktur im ersten Prozent der Range
erreicht 89%, und es finden sich bis zu 31% der nativen Strukturen im ersten

Prozent.
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Abbildung 5.5: Verbesserung der Vorhersagequalitédt von Antikérper-Antigen Komplexen durch
Anwendung der Gewichtungsfaktoren. Es ist gezeigt, wieviel Prozent aller von ckordo
vorgeschlagenen Strukturen sortiert nach der geometrischen Korrelation bzw. nach den
gewichteten Scores durchsucht werden missen, bis wieviel Prozent aller nahe nativer Strukturen
gefunden werden (links) bzw. bis wieviel Prozent aller Komplexe mindestens eine nahe native
Struktur haben. (Anzahl aller nahe nativer Strukturen: 185; Anzahl aller Komplexe: 18)

Auch bei den Antikdrper-Antigen Komplexen kann das Produkt aus aminos&ure- und
atomspezifischen Scores besonders gut solche Strukturen mit einem
RMSiCa < 2,5 A erkennen. Auch hier werden nur fiir 14 Komplexe (iberhaupt solche
Strukturen vorhergesagt, aber nach dem Reranking finden sich 43% aller sehr nahe
nativen Strukturen im ersten Prozent der Ausgabe und mehr als 90% in den ersten
8%.

Tabelle 5.6 zeigt, dass sowohl beide Scoringfunktionen als auch deren

Kombinationen den Rang der ersten richtig vorhergesagten Struktur fir alle
Antikdrper-Antigen Komplexe verbessern.

- 65 -



Ergebnisse

Die verschiedenen Filter haben bei der Neusortierung der vorgeschlagenen
Strukturen fir Antikdrper-Antigen Komplexe unterschiedliche Starken, so dass der
niedrigste Rang fir verschiedene Komplexe durch jeweils andere Filter erreicht wird.
Der atomtypspezifische Filter kann flir 8 Komplexe einer nahe nativen Struktur den
niedrigsten Rang zuweisen. Dieser Filter, wie auch das Produkt mit dem
aminosaurespezifischen Filter kbnnen jeweils fir 8 Komplexe eine richtige Lésungen
unter die ersten 100, 3 unter die ersten 10 und flr einen auf den ersten Rang

bringen. Nur mit dem aminoséaurespezifischen Filter wird fir 9 Komplexe eine nahe

Unoptimiert | Aminosaure- | Atom. | (RS | (RS
S S Atomspezifisch | Atomspezifisch

Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS Rang RMS
1AHW 487 2,34 380 2,34 260 2,34 255 2,34 260 2,34
1BJ1 18489 3,96 126 3,96 338 3,96 163 3,96 184 3,96
1BVK 2140 4,57 80 4,38 244 4,57 127 4,57 151 4,57
1DQJ 5318 3,61 62 4,97 155 3,78 136 4,97 153 4,97
1E6J 146 4,05 1 2,96 2 2,96 1 2,96 1 2,96
1FSK 1206 1,78 278 1,78 183 1,78 192 1,78 197 1,78
119R 81 3,84 80 2,1 38 3,62 42 3,62 46 3,62
11QD 1765 3,41 18 3,41 1 3,41 3 3,41 1 3,41
1JPS 613 1,7 77 1,46 54 1,46 48 1,46 49 1,46
1KXQ 6 2,34 49 2,34 2 2,34 4 2,34 4 2,34
1MLC 6322 1,19 | 4929 1,19 | 2319 1,19 | 3049 1,19 2800 1,19
1NCA 718 3,08 78 1,15 196 1,15 85 1,15 96 1,15
1NSN 1655 2,89 182 2,52 47 2,89 119 2,52 112 4,96
1QFW, 2575 1,96 | 1164 1,96 413 4,34 663 1,96 643 1,96
1QFW, 3228 4,32 143 2,02 263 2,02 126 2,02 150 2,02
1VFB 2430 4,65 212 4,65 157 4,51 154 4,51 155 4,51
1WEJ 6348 4,69 43 3,69 97 3,69 53 3,69 60 3,69
2JEL 2610 4,42 413 4,42 31 4,42 89 4,42 50 4,42
Mittelwert 3118,7 3,3 | 4619 2,9 | 266,7 3,0 2949 2,9 284,0 3,1
Median 19525 3,5 | 103,0 24 156,0 3,2 122,5 2,7 131,0 3,2
Anzahl =1 0 1 1 1 2
Anzahl 10 1 1 3 3 3
Anzahl <100 2 9 8 8 8
Anzahl Beste 0 6 8 4 2

Tabelle 5.6: Platzierung der ersten nahe nativen Struktur je nach angewandtem Filter

In Fett sind fir jede Zeile die jeweils besten Werte hervorgehoben. Die statistische Auswertung
umfasst den Mittelwert, den Median, die Anzahl an Komplexen mit einer nahe nativen Lésung unter
den ersten 1, 10, 100 Rangen und fur wie viele Komplexe der jeweilige Filter das beste Ergebnis
erzielen konnte.
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native Struktur unter den ersten 100 gefunden.

Vergleicht man die verschiedenen Filter direkt miteinander, ist das Produkt der
beiden Gewichtungsfaktoren jeweils bei mehr Komplexen besser als die anderen
Scoringfunktionen.

5.3.3 ,Andere’ Komplexe

Bei den ,Anderen’ Komplexen kdnnen beide Rerankingfunktionen sowohl den Anteil
an nahe nativen Strukturen als auch den Anteil an Komplexen mit mindestens einer

nahe nativen Struktur auf den vorderen Rangen steigern (vgl. Abbildung 5.6).

Durch eine Neusortierung der vorgeschlagenen Strukturen nach dem mit den
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren berechneten Scores kann der Anteil
nahe nativer Strukturen in den ersten 10% der Vorhersage von 14% auf 39% und
durch Anwendung der atomspezifischen Gewichtungsfaktoren sogar auf 41%
gesteigert werden, so dass der Anteil an Komplexen mit einer nahe nativen Struktur
in den Top 10% von 63% auf 83% steigt.

Die Kombination beider Filter fihrt bei den ,Anderen’ Komplexen zu keiner weiteren
Verbesserung der Ergebnisse. Je nachdem welchen prozentualen Abschnitt man
betrachtet, sind die Ergebnisse minimal besser oder sogar etwas schlechter als nur
mit den atom- oder aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren.

Fir 17 der ,Anderen’ Komplexe konnten im Schnitt 1,8 Strukturen mit einem
RMSiCa <2,5A gefunden werden. Durch das Reranking mit dem Produkt aus
aminosaure- und atomspezifischen Scores werden mehr als 30% dieser sehr nahe
nativen Strukturen in den Top 2% der Vorhersage gefunden.
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Abbildung 5.6: Verbesserung der Vorhersagequalitit von ,Anderen’ Komplexen durch
Anwendung der Gewichtungsfaktoren. Es ist gezeigt, wieviel Prozent aller von ckordo
vorgeschlagenen Strukturen sortiert nach der geometrischen Korrelation bzw. nach den
gewichteten Scores durchsucht werden miissen, bis wieviel Prozent aller nahe nativer Strukturen
gefunden werden (links) bzw. bis wieviel Prozent aller Komplexe mindestens eine nahe native
Struktur haben. (Anzahl aller nahe nativer Strukturen: 300; Anzahl aller Komplexe: 30)
Betrachtet man den Mittelwert der Réange, auf denen die erste nahe native Lésung zu
finden ist (Tabelle 5.7), so wird das beste Ergebnis durch eine Reranking mit den
atomspezifischen Scores erreicht. Fir 12 der 30 Komplexe kann mit dieser
Rerankingfunktion der jeweils niedrigste Rang flr eine nahe native Struktur
berechnet werden, so dass fiir 8 der Komplexe eine nahe native Struktur innerhalb

der ersten 100 Range zu finden ist.
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L Aminoséure- Aminoséaure-
Unoptimiert Amlno_s_aure- Atomspezifisch | spezifisch x spezifisch +
spezifisch Atomspezifisch | Atomspezifisch
pezifisc omspezifisc
Rang RMS | Rang RMS Rang RMS Rang RMS | Rang RMS
1A2K 338 4,77 66 4,34 198 4,84 106 4,34 116 4,34
1AK4 3589 4,75 136 4,99 363 4,99 124 499 | 150 4,99
1AKJ 76 3,5 623 3,49 33 3,65 271 3,65 | 104 3,65
1B6C 467 2,42 9 2,87 42 3,65 14 3,65 19 3,65
1BUH 1425 4,71 1057 2,56 507 4,71 607 2,56 | 633 2,56
1DE4 17410 2,31 | 15458 2,31 10376 2,31 13244 2,31 | 12392 2,31
1E96 787 4,03 21 3,05 334 3,05 55 3,05 71 3,05
1EER 3261 4 5843 4,88 4588 4,88 4761 4,88 | 4879 4,88
1F51 819 1,92 146 0,43 38 0,43 40 0,43 39 0,43
1FC2 1122 4,75 83 3,6 74 4,31 74 3,6 77 3,6
1FQ1 3747 3,65 1229 3,65 233 3,65 498 3,65 | 392 3,65
1FQJ 231 3,98 450 3,78 233 3,78 224 3,78 | 227 3,78
1GCQ 1653 2,11 2487 1,92 877 1,92 1318 1,92 | 1238 1,92
1GHQ 3547 417 2038 4,63 4391 4,92 3571 4,92 | 3883 4,92
1GP2 3917 1,71 291 3,67 64 1,53 134 3,58 | 118 3,58
1GRN 250 4,5 1662 2,78 363 2,27 731 2,27 | 633 2,27
1HE1 5691 3,16 1391 4,91 1145 5 1619 5 1549 5
1HES8 106 2,08 598 0,99 222 0,99 286 0,99 | 269 0,99
112M 131 3,14 1045 3,14 168 4,21 325 3,14 258 3,14
1lJK 597 4,99 448 4,99 115 4.8 397 4.8 297 4.8
1K5D 9264 4,94 3007 4,94 6947 4,94 4157 4,94 | 4981 4,94
1KAC 345 2,85 1890 4,78 1495 4,54 1721 4,78 | 1920 4,78
1KLU 14603 3,94 3640 3,65 2450 2,91 2636 2,91 | 2673 2,91
1KTZ 9816 3,37 401 3,06 1525 3,37 785 3,06 | 861 3,06
1KXP 37 1,29 8 3,49 8 3,49 5 3,49 5 3,49
1MLO 1109 4,62 329 2,15 361 3,94 265 2,15 | 300 2,15
1QA9 6120 3,45 1397 1,74 1041 1,74 982 1,74 | 1011 1,74
1RLB 205 4,81 45 4,85 81 3,5 28 3,5 40 3,5
1SBB 1804 4,24 896 3,95 787 3,95 672 3,95 | 715 3,95
1waQ1 165 3,23 120 4,37 31 2,36 46 4,37 53 4,37
Mittelwert 3087,73 3,58 |1560,47 3,47 1303 3,49 | 1323,2 3,41 | 1330,1 3,41
Median 11155 3,795 | 610,5 3,625 | 3475 3,65 361 3,59 | 298,5 3,59
Anzahl < 100 2 6 8 7 7
Anzahl £10 0 2 1 1 1

Tabelle 5.7: Platzierung der ersten nahe nativen Struktur je nach angewandtem Filter
In Fett sind fUr jede Zeile die jeweils besten Werte hervorgehoben. Die statistische Auswertung
umfasst den Mittelwert, den Median und die Anzahl an Komplexen mit einer nahe nativen Lésung
unter den ersten 10 bzw. 100 Rangen.
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5.3.4 Spezifitat

Abbildung 5.7 zeigt, dass die fur die jeweilige Komplexklasse optimierten
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren auch fir die jeweils selbe
Komplexklasse die meisten nahe nativen Strukturen auf den niedrigen Rangen
anreichern, also spezifisch fur die jeweilige Klasse sind.
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Abbildung 5.7: Spezifitit der aminoséurespezifischen Gewichtungsfaktoren; (A) bei Enzym-
Inhibitor Komplexen, (B) Antikérper-Antigen Komplexen und (C) den anderen Komplexen

Insbesondere die Faktoren fir die Antikbrper-Antigen Komplexe sind hochspezifisch.
Mit den fur die AA-Komplexe optimierten Gewichtungsfaktoren kénnen mehr als 50%
aller nahe nativen Strukturen unter die ersten 3% der jeweiligen Vorhersage gebracht
werden, wahrend die far ElI bzw. ,Andere’ Komplexe optimierten
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Gewichtungsfaktoren nur etwas mehr als 20% aller nahe nativen AA-Strukturen unter

die ersten 3% bringen (Abbildung 5.7 B).

Die fir die ,Anderen’ Komplexe optimierten Faktoren sind nicht so spezifisch, wie die

AA-Faktoren, da diese nur 18% aller nahe nativen OTH-Strukturen unter die Top 3%

bringen, wahrend sich nach einem Reranking mit den fir El- und AA-Komplexe

optimierten Faktoren 11% bzw. 13% der nahe nativen Strukturen in den ersten 3%

finden. Betrachtet man flir die ,Anderen’ Komplexe allerdings den Anteil an

Komplexen, die eine nahe native Struktur unter den ersten 3% der Ausgabe haben,
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Abbildung 5.8: Spezifitdt der atomspezifischen Gewichtungsfaktoren; (A) bei Enzym-Inhibitor
Komplexen, (B) Antikérper-Antigen Komplexen und (C) den anderen Komplexen
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wird deutlich, dass auch die fur die OTH-Komplexe optimierten Faktoren fir diese
hochspezifisch sind (Abbildung 5.7 C).

Die Spezifitdt fir die atomspezifischen Gewichtungsfaktoren ist in Abbildung 5.8

gezeigt.

Die flr Enzym-Inhibitor Komplexe optimierten atomspezifischen Gewichtungsfaktoren
kébnnen 16% mehr nahe native Strukturen unter den Top 3% der Vorhersage
platzieren als die anderen Faktoren (Abbildung 5.8 B). Bei den Antikdrper-Antigen
Komplexen betragt die Verbesserung fir den Anteil der nahe nativen Strukturen
unter den Top 3% mit den spezifisch fir dieselben optimierten Faktoren sogar bis zu
28% (Abbildung 5.8 A).

Bei den ,Anderen’ Komplexen ist der Anteil nahe nativer Strukturen unter den Top
3% zwar nur 8% hdher durch Verwendung der fir OTH-Komplexe optimierten
atomspezifischen Faktoren, allerdings liegt der Anteil an Komplexen mit mindestens
einer nahe nativen Struktur unter den ersten 3% bei 63%, was 27% mehr sind als mit
den anderen Gewichtungsfaktoren erreicht werden kdnnte (Abbildung 5.8 C).

Es lasst sich zusammenfassen, dass sowohl die atom- als auch die
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren jeweils fir die Komplexklasse, fir die

sie optimiert wurden, spezifisch sind.

5.3.5 Validierung (UUPPDD)

5.3.5.1 Enzym-Inhibitor/Substrat Komplexe

Auch bei den Komplexen, die nicht Teil des Optimierungsprozesses sind, sind die
Gewichtungsfaktoren in der Lage, nahe native Strukturen auf den vorderen Rangen
anzureichern (vgl. Abbildung 5.9 links) und somit die Vorhersagequalitat zu

verbessern.
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Unoptimiert Ammqs_aure- Atomspezifisch ﬁﬁégic;issacl:\ri ':Eérziic;issil;\ri
spezifisch . -
Atomspezifisch | Atomspezifisch

Rang RMS| Rang RMS | Rang RMS Rang RMS | Rang RMS
1ACB 48 0,93 3 2,64 1 2,64 1 2,64 1 2,64
1AVW 1434 3,32 | 200 4,86 8 1,64 55 1,64 33 1,64
1BRC 3 4,44 15 4,56 14 5 34 4,56 33 5
1BRS 483 4,21 5 1,97 2 1,97 1 1,97 1 1,97
1BVN 33 3,98 | 2332 4,42 29 3,28 211 3,91 437 3,91
1CGl 21 455 | 31 4,29 25 3,5 35 4,29 51 3,5
1CHO 33 1,03 1 2,78 2 3,15 1 4,64 1 4,64
1CSE 427 2,27 | 4334 4,79 | 1947 4,89 2924 489 | 2717 4,89
1DFJ 3598 4,14 | 532 4,14 | 1M 4,14 241 4,14 226 4,14
1FSS 2713 1,62 | 149 4,1 165 1,09 170 4,76 191 4,76
1GLA 4475 4,57 | 3508 4,63 | 6294 4,79 5169 4,05 | 6032 4,05
1MAH 471 4,51 94 2,44 44 3,25 54 3,25 48 3,25
1PPF 162 4,59 9 4,35 3 4,35 1 4,35 1 4,35
1TGS 55 4,22 2 1,97 3 1,97 2 1,97 2 1,97
1UGH 129 2,72 13 2,67 42 2,8 14 2,02 21 2,02
2KAI 1 4,74 18 3,96 21 4,9 15 3,96 18 3,96
2MTA 466 4,74 | 374 464 | 351 4,78 581 4,64 633 4,78
2PCB 1357 4,48 | 881 4,42 | 1671 4,42 825 4,42 1037 4,42
2PCC 1843 4,91 | 2548 4,12 | 3212 412 2341 412 | 2717 412
2PTC 174 3,76 | 20 4,57 5 4,57 4 4,57 4 4,57
2SNI 1361 4,57 | 59 3,73 32 4,98 38 4,66 43 4,66
Mittelwert 918,43 3,73 |720,38 3,81 | 668,67 3,63 | 605,57 3,78 | 678,43 3,77
Median 427 422 | 59 4,14 29 412 38 4,14 43 412
Anzahl =1 1 1 1 4 4
Anzahl £ 10 2 5 7 6 6
Anzahl < 100 7 12 14 13 13

Tabelle 5.8: Range der ersten nahe nativen Strukturen und deren RMSD je nach angewandten
Gewichtungsfaktoren

Der Anteil der nahe nativen Strukturen, die im ersten Prozent der Vorhersage liegen,
kann mit den atomspezifischen Gewichtungsfaktoren von 2% auf 16% gesteigert
werden und der Anteil der Komplexe mit nahe nativer Struktur im ersten Prozent
erhoht sich von 55% auf 82%.

Die Kombination der beiden Gewichtungsfaktoren bringt prozentual gesehen keine

weitere Steigerung der Vorhersagequalitat, allerdings wird sowohl mit der
Multiplikation als auch mit der Addition fir 4 Komplexe eine nahe native Lésung auf
dem ersten Platz der Vorhersage gefunden und flr 13 Komplexe unter den ersten
100. Durchschnittlich wird der niedrigste Rang durch die Multiplikation der Scores

von aminosaure- und atomspezifischen Gewichtungsfaktoren erreicht (Tabelle 5.8).
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Abbildung 5.9: Anreicherung nahe nativer Strukturen auf den niedrigen Rangen fur die Enzym-
Inhibitor Komplexe des UUPPDD.

5.3.5.2 Antikorper-Antigen Komplexe

Fur alle vier Antikérper-Antigen Komplexe lasst sich durch die Anwendung der
atomspezifischen Gewichtungsfaktoren mindestens eine nahe native Struktur unter
die Top 2 Prozent der Vorhersage bringen. Die mit den aminosaurespezifischen
Gewichtungsfaktoren berechneten Scores kdénnen nur far 3 der 4 Komplexe eine
nahe native Struktur unter die vorderen 2% bringen, jedoch auch fiir alle vier unter

die ersten 3%.

In Abbildung 5.10 wird deutlich, dass sich der Anteil an nahe nativen Strukturen, die
auf den vorderen Rangen liegen, durch Anwendung beider Gewichtungsfaktoren und
deren Kombination massiv steigern lasst. Der Anteil an nahe nativen Strukturen unter
den Top 2% der Vorhersage verzehnfacht sich, wenn alle potentiellen Strukturen

nach den gewichteten Scores sortiert werden.
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Abbildung 5.10: Anreicherung nahe nativer Strukturen fir die Antikérper-Antigen Komplexe des
UUPPDD.
S Aminoséure- Aminoséaure-
Unoptimiert A?'::izzlé:‘e' Atomspezifisch | spezifisch x spezifisch +
P Atomspezifisch | Atomspezifisch
Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS Rang RMS | Rang RMS
1AHW_1 20 1,62 580 4,77 508 1,07 469 1,07 498 1,07
1DQJ_1 34411 4,45 | 1066 3,97 657 3,97 723 3,97 717 3,97
1VFB_1 855 4,89 323 4,89 400 4,46 316 4,89 368 4,89
1WEJ_1 4263 4,03 304 4,03 430 4,03 260 4,03 293 4,03
Mittelwert |9887,25 3,7475|568,25 4,415| 498,75 3,3825| 442 3,49 469 3,49

Tabelle 5.9: Rang und RMS der ersten nahe nativen Struktur fir die Antikdrper-Antigen Komplexe

des UUPPDD

Im Schnitt kann der jeweils niedrigste Rang einer nahe nativen Struktur fir die

Antikérper-Antigen Komplexe durch die Multiplikation der aminoséurespezifischen mit

den atomspezifischen Scores erreicht werden. Fiur 1AHW allerdings wird der

niedrigste Rang einer nahe nativen Struktur durch Sortierung nur nach der

geometrischen Korrelation erzielt (Tabelle 5.9).
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5.3.5.3 ‘Andere’ Komplexe

Die Anreicherung nahe nativer Strukturen auf den vorderen Rangen funktioniert fir

die vier untersuchten ,Anderen’ Komplexe des UUPPDD nur eingeschrankt. Zwar ist

der Anteil an nahe nativen Strukturen nach Anwendung der aminosaurespezifischen

Gewichtungsfaktoren unter den ersten 10% etwa 3% hoher als nur nach der

geometrischen Korrelation, und nach Anwendung der atomspezifischen Faktoren

unter den ersten 30% um 15% héher (Abbildung 5.11), allerdings kénnen unter den
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Abbildung 5.11: Anreicherung nahe nativer Strukturen fiir die ,Anderen’ Komplexe des
UUPPDD.
s Aminoséure- Aminoséure-
Unoptimiert A;m::i?i:t;:‘e- Atomspezifisch | spezifisch x spezifisch +
P Atomspezifisch | Atomspezifisch
Rang RBRMS| Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS Rang RMS
1AVZ 13281 4,5 | 19685 3,96 | 8999 3,89 | 13117 3,89 12855 3,89
1BDJ 184 2,8 2216 4,55 | 2561 493 | 2156 4,55 2500 4,55
1LOY 507 2,64 839 2,27 | 2265 4,83 | 1123 2,27 1444 2,27
1wai 1 3,4 305 2,76 225 4,75 356 2,76 404 4,75
Mittelwert 3493,25 3,335|5761,25 3,385| 35125 4,6 4188 3,3675 | 4300,75 3,865
Median 345,5 3,1 | 15275 3,36 | 2413 4,79 | 1639,5 3,325 1972 4,22
Anzahl =1 1 0 0 0 0
Anzahl £ 10 1 0 0 0 0
Anzahl < 100 1 0 0 0 0

Tabelle 5.10: Rang und RMS der ersten nahe nativen Struktur fir die ,Anderen’ Komplexe des UUPPDD
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ersten 1-5% der Vorhersage alleine durch die geometrische Korrelation die meisten

nahe nativen Strukturen auf die vorderen Range gebracht werden.

Der Rang der ersten nahe nativen Struktur kann nur fir 1AVZ von 13281 auf 8999
gesteigert werden, bei den anderen 3 Komplexen verschlechtert sich der Rang der
ersten nahe nativen Struktur deutlich (Tabelle 5.10).

5.4 ckordo mit Gewichtungsfaktoren

5.4.1 Enzym-Inhibitor/Substrat Komplexe

Tabelle 5.11 vergleicht die Vorhersagequalitdt von ckordo fir Enzym-Inhibitor
Komplexe basierend auf der geometrischen Korrelation mit der Vorhersagequalitat

mit aminosdurespezifisch gewichteten geometrischen Scores.

Sowohl der niedrigste Rang, auf dem eine nahe native Struktur gefunden wird, als
auch der Rang der besten Struktur ist flir 67% der Komplexe durch den Einsatz der

Gewichtungsfaktoren niedriger als ohne die Gewichtungsfaktoren.

Flr 83% der Komplexe konnten durch den Einsatz der Gewichtungsfaktoren deutlich
mehr nahe native Strukturen gefunden werden und fir 67% der Komplexe ist der
niedrigste RMS kleiner.

Insgesamt lasst sich die Vorhersagequalitdt durch die Benutzung der
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren also leicht steigern.

Eine leichte zusatzliche Steigerung der Anzahl nahe nativer Strukturen auf den
niedrigen Rangen wird durch die Anwendung der atomspezifischen
Gewichtungsfaktoren als Rerankingfunktion erreicht (Abbildung 5.12). Die
Neusortierung der Strukturen durch Anwendung der aminosdurespezifischen

Gewichtungsfaktoren fihrt zu einem schlechteren Ergebnis, wie auch die

-77 -



Ergebnisse

Kombination aus aminosaure- und atomspezifischem Reranking keine Verbesserung

gegentber dem ausschlieBlich atomspezifischen Reranking darstellt.

Ckordo Ckordo mit Gewichtungsfaktoren
Bostor Rdang Anzr?hl Bostor Rang der Anzr?hl
Rang ™S pesien AMS niive | Rang RMS | besten  RMS - ZLl
Struktur Lésungen Struktur Lésungen

1ACB 653 4,87 15781 2,52 15 61 3,84 293 1,89 64
1AVX 203 48 19748 1,52 41 141 4,39 11865 0,75 73
1AY7 7 259 177 1,73 20 85 4,35 10717 0,56 40
1BVN 100 2,31 1894 2,18 23 5 3,35 161 1,53 58
1CGl 107 4,53 12142 2,6 58 129 4,38 7214 2,43 144
1D6R 621 3,69 16882 2,71 38 5645 3,22 13910 1,98 11
1DFJ 3815 4,9 8633 2,37 3 32 4,16 289 2,44 30
1E6E 1074 4,89 2086 3,24 10 58 414 4212 2,85 21
1EAW 101 3,24 | 13305 2,38 44 2 1,74 3 1,18 154
1EWY 479 492 1912 256 34 13929 4,49 15592 3,51 5
1HIA 75 4,81 2629 3,25 43 3 3,85 1378 1,71 265
1KKL 2027 3,52 5898 0,46 14 11196 4,91 20991 3,14 2
1MAH 864 1,6 8450 1,45 12 5 1,48 105 0,39 35
1PPE 6 44 13238 1,12 214 51 2,65 140 0,94 411
1TMQ 28 1,05 28 1,05 15 2 2,34 29 1,88 49
1UDI 249 425 15189 1,86 16 2 4,71 1453 2,19 31
2MTA 838 3,53 18881 1,36 18 1318 4,58 6089 2,51 15
2PCC 7589 4,66 7856 3,86 5 14931 4,98 19484 4,93 3
2siIC 15 4,82 7288 1,84 40 1371 4.6 8630 1,86 75
2SNI 419 2,53 10529 2,12 44 240 4,42 11474 1,69 36
7CEl 167 4,17 6653 2,34 14 163 4,76 9927 2,58 24
Mittelwert | 925,57 3,81 9009,48 2,12 34,33 |2350,90 3,87 6855,05 2,04 73,62
Median |249,00 4,25 8450,00 2,18 ; 20,00 85,00 435 6089,00 1,89 36,00
ﬁ:sz::: 9 9 9 9 6 12 12 12 12 15

Tabelle 5.11: Vergleich der Vorhersagequalitdt von ckordo ohne und mit optimierten
aminosdurespezifischen Gewichtungsfaktoren. Die jeweils besten Werte sind fett
hervorgehoben.

Das beste Ergebnis wird durch eine Multiplikation der Scores der atomspezifischen
Rerankingfunktion mit den aminoséurespezifischen ckordo Scores erreicht.
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% Komplexe mit min. einer nahe

% nahe native Strukturen gefunden

nativen Struktur
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Abbildung 5.12: Verbesserung der Vorhersagequalitdt bei Enzym-Inhibitor Komplexen
mit aminosdurespezifischen Gewichtungsfaktoren in ckordo und anschlieBendem
Reranking in verschiedenen Kombinationen. (CK: ckordo mit aminosaurespezifischen
Faktoren; AS/ATM: Reranking Funktionen mit Gewichtungsfaktoren)

werden,

Ein Vergleich des Anteils nahe nativer Strukturen, die durch einen gewichteten
ckordo Lauf und anschlieBendes Reranking auf den vorderen Ra&ngen gefunden

mit dem Anteil, der durch einen ungewichteten ckordo Lauf mit

anschlieBendem atom- und aminosaurespezifischen Reranking erreicht wird, ist in
Abbildung 5.13 gezeigt.

Nur durch den gewichteten ckordo Lauf kébnnen zwar mehr nahe native Strukturen

auf den vorderen Rangen vorhergesagt werden als mit einem normalen ckordo Lauf,
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allerdings ist der Anteil nahe nativer Strukturen, welche durch einen normalen ckordo
Lauf mit anschlieBendem Reranking in den Top 10% der Vorhersage gefunden
werden, etwa anderthalb mal so grof3.

100 - m

80 +

60 -

40 -

20 ~

% nahe native Strukturen gefunden

0 - Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% zu durchsuchen

CKOPT [JATMIOBTE [ASx ATM| [CK +ATM] AS OPT

Abbildung 5.13: Vergleich Anteil nahe native Lédsungen auf niederen Réngen zwischen
ckordo-Lauf mit optimierten aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren und
anschlieBendem Reranking und normalem ckordo Lauf und anschlieBendem Reranking

5.4.2 Antikorper-Antigen Komplexe

Durch einen Dockinglauf mit ckordo, bei dem die geometrische Korrelation mit den
aminosaurespezifisch optimierten Gewichtungsfaktoren berechnet wird, kénnen fur
zwei Komplexe (1K4C und 2VIS), fir die ein normaler ckordo Lauf keine nahe native
Losung findet, 4 bzw. 12 Strukturen mit einem RMSiCa <5 A vorhergesagt werden.
Allerdings kann auch mit den optimierten Gewichtungsfaktoren flr die beiden
anderen Kandidaten, fUr die ein normaler ckordo Lauf keine nahe native Lésungen
findet, keine solche berechnet werden.

Insgesamt werden jedoch durch Benutzung der Gewichtungsfaktoren etwa 2,9 mal

so viele nahe native Strukturen gefunden. Im Durchschnitt ist mit den
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Gewichtungsfaktoren der niedrigste RMS-Wert etwas niedriger, allerdings ist der

Median der RMS-Werte ohne die Gewichtungsfaktoren etwas niedriger.

Ckordo Ckordo mit Gewichtungsfaktoren
Bost Rdang Anz;hl Bost Rang der Anzr?hl
Rang TS | begen AMS e | Rang TMS | besten RMS Rl
Struktur Lésungen Struktur Lésungen

1AHW 487 2,34 1890 0,91 10 4272 4,56 4580 2,36 8
1BJ1 18489 3,96 18489 3,96 1 371 4,84 21471 2,15 47
1BVK 2140 4,57 12258 1,49 16 512 4,8 9928 2,29 40
1DQJ 5318 3,61 5318 3,61 8 87 4,72 999 0,5 36
1E6J 146 4,05 19139 1,51 23 1967 2,96 5822 2,35 38
1FSK 1206 1,78 3213 1,75 16 1990 2,81 10898 1,78 21
119R 81 3,84 891 1,44 11 1661 3,4 10001 1,82 21
11QD 1765 3,41 21710 1,38 4 1642 3,94 5751 2,42 25
1JPS 613 1,7 8021 1,46 14 1689 0,65 1689 0,65 12
1K4C - - 8782 5,57 0 2802 4,43 6178 2,4 4
1KXQ 6 2,34 862 1,42 17 98 0,27 98 0,27 19
1MLC 6322 1,19 | 6322 1,19 3 13738 4,9 15446 3,64 3
1NCA 718 3,08 3134 1,15 7 1768 4,6 4126 0,73 15
1NSN 1655 2,89 8606 1,21 7 2112 3,53 7253 2,35 26
1QFW, | 3228 4,32 4072 0,74 14 3656 4,75 9661 0,74 16
1VFB 2430 4,65 11259 1,59 15 1829 449 12477 2,68 40
1WEJ 6348 4,69 i 12087 3,69 8 2726 4,21 19918 2,14 37
2JEL 2610 442 2610 4,42 2 20 3,15 5524 0,5 84
2VIS - - 4643 6,99 0 9107 4,92 15451 1,04 12
Mittelw. | 3150,71 3,34 | 8068,74 2,39 9,26 2739,32 3,79 | 8803,74 1,73 26,53
Median | 1765,00 3,61 6322,00 1,49 8,00 1829,00 4,43 | 7253,00 2,14 21,00
Anzahl
besser 10 11 11 9 1 9 8 9 9 17
Tabelle 5.12: Vergleich der Vorhersagequalitit von ckordo ohne und mit optimierten

aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren fiir Antikérper-Antigen Komplexe. Die jeweils
besten Werte sind fett hervorgehoben.

Ferner ist die Anzahl an Komplexen héher, fir die ohne die Gewichtungsfaktoren

eine nahe native Struktur auf einem niedrigeren Rang gefunden wird (vgl. Tabelle

5.12).

Die weitere Anwendung spezifischer Gewichtungsfaktoren als Rerankingfunktion

kann den Anteil nahe nativer Strukturen auf den vorderen Réangen der Vorhersage

leicht steigern. Das beste Ergebnis wird hierbei durch die atomspezifischen

Gewichtungsfaktoren erzielt (s. Abbildung 5.14).
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Abbildung 5.14: Verbesserung der Vorhersagequalitdt bei Antikoérper-Antigen
Komplexen mit aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren in ckordo und
anschlieBendem Reranking in verschiedenen Kombinationen (CK: ckordo mit
aminoséaurespezifischen Faktoren; AS/ATM: Reranking Funktionen mit
Gewichtungsfaktoren)
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Abbildung 5.15: Vergleich Anteil nahe native Lédsungen auf niederen Réngen zwischen
ckordo-Lauf mit optimierten aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren und
anschlieBendem Reranking und normalem ckordo Lauf und anschlieBendem Reranking

% nahe native Strukturen gefunden

In Abbildung 5.15 wird indes deutlich, dass verglichen mit einem normalen ckordo
Lauf mit anschlieBendem Reranking, die Berechnung der geometrischen Korrelation
mit Gewichtungsfaktoren in ckordo nicht erfolgreich ist.
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Waéhrend durch einen gewichteten ckordo Lauf mit anschlieBendem Reranking mit
atomspezifischen Gewichtungsfaktoren nur 5,9% aller nahe nativen Strukturen im
ersten Prozent der Vorhersage gefunden werden, so werden durch einen normalen
ckordo Lauf mit anschlieBendem Ranking mehr als 30% aller nahe nativen

Strukturen im ersten Prozent der Vorhersage gefunden (vgl. Abbildung 5.15).

5.4.3 ,Andere’ Komplexe

Benutzt man die aminosaurespezifischen optimierten Gewichtungsfaktoren (ohne 11
optimiert) far die Vorhersage mit ckordo, so kann flr 17 der ,Anderen’ Komplexe
keine Struktur mit einem RMSiCa <5 A gefunden werden. Fiir nur einen Komplex
(114D) der sieben, flr die ckordo ohne Gewichtungsfaktoren keine nahe native
Lésung findet, kénnen mit den Faktoren vier nahe native Strukturen gefunden
werden. Auch im Hinblick auf den Rang der ersten nahe nativen Struktur sind die
Gewichtungsfaktoren in ckordo nicht erfolgreich. In nur sechs Fallen ist der Rang der
ersten nahe nativen Struktur mit Gewichtungsfaktoren niedriger als ohne. Die Anzahl
an nahe nativen Strukturen, die gefunden werden - wenn U(berhaupt welche
gefunden werden - ist fir 11 der 20 Komplexe mit Gewichtungsfaktoren héher.
Tabelle 5.13 zeigt den jeweils besten Rang einer nahe nativen Struktur, ihr RMS-
Wert und die Anzahl an nahe nativen Strukturen (fir die Komplexe, fir welche keine
Struktur mit einem RMSiCa < 5 A gefunden wird, ist jeweils der RMS-Wert und Rang

der besten Struktur angegeben).

Ckordo Ckordo mit Gewichtungsfaktoren
Anzahl Anzahl
Bester nahe Bester nahe
Rang RMS native Rang RMS native
Lésungen Lésungen
1A2K 338 4,77 13 12 4,76 128
1AK4 3589 4,75 24 9431 5,78 0
1AKJ 76 3,5 16 5962 4,54 3
1B6C 467 2,42 9 1 3,14 a1
1BUH 1425 4,71 4 18367 5,56 0
1DE4 17410 2,31 1 11441 14,15 0
1E96 787 4,03 11 732 4,79 12
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1EER 3261 4 3 8150 7,31 0
1F51 819 1,92 26 2412 3,79 19
1FC2 1122 475 15 9843 5,41 0
1FQ1 3747 3,65 5 16111 7,05 0
1FQJ 231 3,98 9 12054 8,03 0
1GCQ 1653 2,11 14 3249 4,24 19
1GHQ 3547 417 14 16038 413 3
1GP2 3917 1,71 10 4269 4,55 6
1GRN 250 45 15 11944 5 3
1HE1 5691 3,16 7 2487 4,81 6
1HES8 106 2,08 10 18106 10,87 0
112M 131 3,14 7 514 4,46 10
114D 167 5,88 0 8909 4,65 4
1JK 597 4,99 10 9201 4,73 14
1K5D 9264 4,94 2 19684 5,24 0
1KAC 345 2,85 15 7097 3,6 4
1KLU 14603 3,94 4 7573 3,74 2
1KTZ 9816 3,37 6 16540 7,35 0
1KXP 37 1,29 7 113 3 22
1MLO 1109 4,62 6 2148 3,07 16
1QA9 6120 3,45 7 3788 8,86 0
1RLB 205 4,81 8 255 4,62 52
1SBB 1804 4,24 12 118 4,8 29
1WQ1 165 3,23 10 18587 3,54 1
Mittelwert | 3087,73 3,58 10,00 7907,61 5,47 12,71
Median 1115,50 3,80 9,50 7573,00 4,76 3,00
Anzahl

besser 22 23 19 7 6 11

Tabelle 5.13: Bester Rang einer nahe nativen Struktur, ihr RMS und die Anzahl an nahe
nativen Strukturen nach Anwendung der optimierten Gewichtungsfaktoren in ckordo fir
,Andere’ Komplexe
RMSiCa <5 A gefunden wird, ist jeweils der RMS und Rang der besten Struktur

angegeben).

5.5 Kombination aus Gewichtungsfaktoren und SVM-

Scoringfunktion

(far die Komplexe,

5.5.1 Enzym-Inhibitor/Substrat Komplexe

fur welche keine Struktur

mit einem

Die von Martin entwickelte umfassende Scoringfunktion®' liefert im Hinblick auf den

Anteil nahe nativer Strukturen auf den niederen Rangen ein deutlich besseres

Ergebnis als die hier vorgestellten optimierten Gewichtungsfaktoren (s. Abbildung

5.16). Betrachtet man allerdings die Anzahl an Komplexen, fir die eine nahe native
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Struktur auf dem ersten Platz der sortierten Vorhersage flur die El-Komplexe des
UUPPDD gefunden wird, dann ist das Ergebnis nach den multiplizierten atom- und
aminosaurespezifischen Scores besser. Wahrend die SVM Scoringfunktion nur fir
einen Komplex eine richtige Lésung auf den ersten Platz bringt, gelingt das mit den
Gewichtungsfaktoren fiir 4 Komplexe (Tabelle 5.14).

Aminosaure- SVM Scoring & | SVM Scoring &
Unoptimiert spezifisch x Geo Score AS x ATM
Atomspezifisch Sortierung Sortierung
Rang RMS Rang RMS Rang RMS Rang RMS
1ACB 48 0,93 1 2,64 5 0,93 1 2,64
1AVW 1434 3,32 55 1,64 16 3,32 5 1,64
1BRC 3 4,44 34 4,56 10 2,59 7 4,35
1BRS 483 4,21 1 1,97 77 2,24 122 2,24
1BVN 33 3,98 211 3,91 14 4,62 17 4,62
1CGl 21 4,55 35 4,29 11 4,81 9 4,66
1CHO 33 1,03 1 4,64 2 1,03 1 4,64
1CSE 427 2,27 2924 4,89 19 3,53 38 3,53
1DFJ 3598 4,14 241 4,14 192 4,14 53 4,14
1FSS 2713 1,62 170 4,76 386 4,41 345 4,41
1MAH 471 4,51 54 3,25 42 2,44 5 3,25
1PPF 162 4,59 1 4,35 5 3,47 1 2,46
1TGS 55 4,22 2 1,97 24 4,53 1 1,97
1UGH 129 2,72 14 2,02 3 2,72 1 2,02
2KAI 1 4,74 15 3,96 1 4,74 3 3,96
2MTA 466 4,74 581 4,64 33 4,26 65 4,64
2PCB 1357 4,48 825 4,42 266 4,42 324 4,89
2PCC 1843 4,91 2341 4,12 68 4,91 156 4,12
2PTC 174 3,76 4 4,57 27 4,21 2 4,57
2siIC 18 2,97 8 4,11 2 3,82 2 4,11
2SNI 1361 4,57 38 4,66 13 4,83 7 4,83
Mittelwert 706 3,65 360 3,79 58 3,62 55 3,70
Median 174 4,21 35 4,14 16 4,14 7 4,12
Anzahl 1 1 4 1 5
Anzahl <10 2 7 7 13
Anzahl <100 8 14 18 17

Tabelle 5.14: Range und RMS-Werte der ersten nahe nativen Struktur bei Sortierung nach
verschiedenen Scoring Schemata (vgl. Text)

Die SVM Scoringfunktion berechnet fir relativ viele Strukturen den héchsten
maoglichen Wert von 1, so dass alle Strukturen, die somit als nahe nativ klassifiziert
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werden, nach einem weiteren Kriterium sortiert werden kdnnen. Bei Martin®' erfolgt

diese Sortierung nach der von ckordo berechneten geometrischen Korrelation.

Wenn dieser Sortierungsschritt fir alle als nahe nativ klassifizierten Strukturen mit
dem durch die Multiplikation von aminosaure- und atomspezifischen Scores
berechneten Wert durchgefihrt wird, kann die Vorhersagequalitat weiter gesteigert
werden. Die Anzahl an Komplexen, fir die eine nahe native Struktur auf dem ersten
Platz der Vorhersage zu finden ist, erh6ht sich auf 5 und fir 13 Komplexe findet sich

eine nahe native Struktur unter den ersten 10 Lésungen (vgl. Tabelle 5.14).

Betrachtet man die Ergebnisse, die fir den mit 12° gedockten Benchmark 2.0 durch
diese Kombination von Martins Scoringfunktion und den Gewichtungsfaktoren
erreicht werden, so kann der Anteil an Komplexen mit mindestens einer nahe nativen
Struktur unter den ersten 50 Strukturen von 82% (nur SVM-Scoring) auf 86%
gesteigert werden. Eine Multiplikation der beiden Scoring Schemata flihrt zu keiner
Verbesserung der Endergebnisse.

5.5.2 Antikorper-Antigen Komplexe

Fir das Reranking der potentiellen Antikérper-Antigen Strukturen liefert die
Kombination aus der umfassenden SVM basierten Scoringfunktion und der

Aminoséaure- | SVM Scoring | SVM Scoring
Unoptimiert spezifisch x & Geo Score | & AS x ATM
Atomspezifisch | Sortierung Sortierung

Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS | Rang RMS
1AHW 20 1,62 469 1,07 1 1,62 39 1,07
1DQJ 34411 4,45 723 3,97 937 3,97 225 3,97
1VFB 855 4,89 316 4,89 46 4,76 21 4,76
1WEJ 4263 4,03 260 4,03 213 1,66 176 1,66

Mittelwert | 9887,25 3,7475| 442 3,49 |299,25 3,0025|115,25 2,865
Median 2559 4,24 | 3925 4 129,5 2,815 | 107,5 2,815

Tabelle 5.15: Range und RMS-Werte der ersten nahe nativen Struktur der
UUPPDD Antikérper-Antigen Komplexe bei Sortierung nach verschiedenen
Scoring Schemata (vgl. Text)
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Multiplikation aus aminosdure- und atomspezifischen Scores im Hinblick auf den
Anteil nahe nativer Strukturen im ersten Prozent der Vorhersage das beste Ergebnis
(Abbildung 5.17). Fir 1AHW kann mit einem Reranking mit Martins Funktion eine
nahe native Struktur auf den ersten Platz gebracht werden, was mit den anderen in
Tabelle 5.15 aufgeflihrten Scoringschemata nicht méglich ist. Bei den drei anderen
AA-Komplexen allerdings wird der niedrigste Rang durch ein Reranking mit der

Kombination aus der SVM-basierten und dem Produkt aus aminosaure- und
atomspezifischen Scores erreicht.
2o el Aminoséure- Sortierung
I Ckordo SVM- Gl spezifisch x | nach SVM und
Losung unter L - spezifisch x -
unoptimiert| Scoring e Atomspezifisch | anschl. nach
den ersten x Atomspezifisch
- x SVM AS X ATM
Platzen
1 0 0 1 1 1
10 1 3 2 3 4
25 1 6 3 3 6
50 1 7 3 4 10
100 1 9 7 8 12

Tabelle 5.16: Anzahl Komplexe mit einer nahe nativen Lésung unter den ersten Platzen fir die 19
Antikérper-Antigen Komplexe des Benchmark 2.0 (12°). Kombination aus gewichteten Scores
und SVM-Scoring

Um einen besseren Eindruck von der Leistungsfahigkeit der kombinierten
Scoringfunktionen zu erhalten, missen hier die Ergebnisse fur den mit 12°
Winkelinkrement gedockten Benchmark 2.0 Datensatz betrachtet werden (Tabelle
5.16). Das beste Ergebnis wird fir die Antikdrper-Antigen Komplexe dadurch erreicht,
dass die vorgeschlagenen Strukturen erst nach den SVM-Scores und anschlieBend
nach dem Produkt aus aminosdure- und atomspezifischen Gewichtungsfaktoren
sortiert werden. Somit kann fir 12 der 19 evaluierten AA-Strukturen eine nahe native

Lésung unter den ersten 100 Platzen gefunden werden.

5.5.3 ,Andere’ Komplexe

Keine der untersuchten Rerankingfunktionen oder deren Kombinationen ist in der
Lage, den Anteil der nahe nativen Strukturen auf den niedrigen Rangen im Vergleich
zur geometrischen Korrelation fir die 4 ,Anderen’ Komplexe des UUPPDD
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anzureichern oder den besten Rang einer nahe nativen Struktur zu verbessern. Nur
die Scoringfunktion von Martin kann den besten nahe nativen Rang fir 1AVZ von
13.281 auf 5.699 anheben.

Da die Anzahl der ,Anderen’ Komplexe im UUPPDD so gering ist, ist fir diese
Komplexe eine zuverlassige Evaluation der Kombination aus SVM- und gewichtetem

Scoring nur mit dem mit 12° gedockten Benchmark 2.0 méglich.

Tabelle 5.17 zeigt die Anzahl Komplexe mit einer nahe nativen Lésung unter den
ersten Platzen flr verschiedene Kombinationen. Multipliziert man SVM-Scores und
gewichtete Scores, so wird flir 6 von 29 Komplexen eine nahe native Lésung unter
den ersten 10 und flr 12 Komplexe unter den ersten 100 Platzen gefunden.

2o el Aminoséure- Sortierung
P Ckordo SVM- Gl spezifisch x  nach SVM und
Losung unter L - spezifisch x .
unoptimiert  Scoring e Atomspezifisch anschl. nach
den ersten x Atomspezifisch
- x SVM AS X ATM
Platzen
1 0 0 0 1 0
10 1 0 4 6 0
25 2 2 5 7 2
50 3 5 7 7 5
100 3 7 9 12 7

Tabelle 5.17: Anzahl Komplexe (von 29) mit einer nahe nativen Ldsung unter den ersten Platzen
fur die 29 ,Anderen’ Komplexe des Benchmark 2.0 (12°). Kombination aus gewichteten Scores und
SVM-Scoring

Das Produkt der aminosaure- und atomspezifischen Scores alleine erbringt ein
besseres Ergebnis als das unoptimierte und als das nur mit den SVM-Scores
erstellte Ranking (vgl. Tabelle 5.17). Das Ergebnis, welches durch Sortierung nach
SVM-Scores und anschlieBendem Sortieren nach gewichteten Scores erreicht wird,
ist dem nur mit den SVM-Scores erzielten Ergebnis gleich.
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5.6 Vergleich mit anderen Scoringfunktionen

Im Vergleich mit einigen vorher veréffentlichten Scoringfunktionen ist die hier
vorgestellte Methode, bei der die durch aminosaure- und atomspezifischen
Gewichtungsfaktoren berechneten Werte multipliziert werden und alle potentiellen
Komplexstrukturen danach bewertet und neu sortiert werden relativ erfolgreich. Die
einzige Scoringfunktion, die fir Enzym-Inhibitor Komplexe ein besseres Ergebnis
erbringt, ist die umfassende Scoringfunktion von Martin. Der Anteil an nahe nativen
Strukturen im ersten Prozent der Vorhersage kann allerdings durch die Kombination
der hier vorgestellten Methode mit Martins Scoringfunktion noch minimal gesteigert

werden.

Abbildung 5.16 zeigt fir ElI-Komplexe den Anteil nahe nativer Strukturen in dem

100

ersten Prozent der Vorhersage fir Atomic Contact Energies (ACE)™, ein Residuen-

Residuen Potential®”’, ein Atom-Atom Potential®®, die auf komplexklassen-
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Abbildung 5.16: Vergleich von Vorhersagequalitédt mit Gewichtungsfaktoren fir Enzym-Inhibitor
Komplexe mit 6 anderen Scoringfunktionen.
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spezifischen Residuen Interface-Propensity basierte Scoringfunktion von Huang et
al®, die Berechnung der Packungsdichte?’®” sowie fiir die umfassende
Scoringfunktion von Martin®® im Vergleich mit den hier vorgestellten

Scoringfunktionen.

Fir die Antikérper-Antigen Komplexe kann ein Reranking nach der Packungsdichte,
nach dem Residuen-Residuen Potential oder mit Martins Scoringfunktion deutlich
mehr nahe native Strukturen in das erste Prozent der Vorhersage bringen als dies
nur durch Anwendung des Produktes aus aminosaure- und atomspezifischen
Faktoren mdglich ist. Die Kombination dieses Produktes mit Martins Scoringfunktion
kann hingegen flr alle 4 Antikérper-Antigen Komplexe eine nahe native Struktur
unter das erste Prozent der Vorhersage bringen und flhrt dazu, dass 50% aller nahe
nativen AA-Strukturen im ersten Prozent der Vorhersage liegen (vgl. Abbildung 5.17).

100

80 -

60 - n

40

20

Y%nahe native Strukturen gefunden

IR S | O L | R L H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
% zu durchsuchen

[Geometrische Korrelation (ckordo) | [Residuen Interface Propensity Score \_

[Atom-Atom Potential | Packungsdichte |[SVM Scoring
[Atomic Contact Energies | Residuuum-Residuum Potential ISVM Scoring & AS x ATM opt.

Abbildung 5.17: Vergleich der Vorhersagequalitat durch gewichtete geometrische Korrelation fir
Antikérper-Antigen Komplexe mit 6 anderen Scoringfunktionen.

Far die ,Anderen’ Komplexe kann nur die SVM-basierte Scoringfunktion eine leichte
Anreicherung nahe nativer Strukturen im ersten Prozent der Vorhersage bewirken.

Der Anteil nahe nativer Strukturen steigt von 7,6% auf 11,3%. Alle anderen
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Funktionen sind schlechter als das Ranking, welches von ckordo nur mit der

geometrischen Korrelation erzeugt wird.

5.7 CAPRI

Insgesamt kann die Teilnahme an den CAPRI Runden 9 und 10 als erfolgreich
bewertet werden. Da die Kristallstrukturen flr alle Targets bislang (August 2006)
noch nicht veréffentlicht sind, kénnen hier nur die Ergebnisse relativ zu den
Ergebnissen der anderen teilnehmenden Gruppen gezeigt werden, jedoch keine
Abbildungen der Strukturen oder andere detaillierte Strukturinformationen.

5.7.1 Target 24

Insgesamt wurden fur Target 24 von 36 teilnehmenden Gruppen 321 Strukturen
erstellt. Darunter befanden sich keine High Quality und keine Medium Strukturen.
Lediglich vier Strukturen, die von den Arbeitsgruppen um Camacho, Weng und um
Totrov vorhergesagt wurden, konnten als Acceptable klassifiziert werden.?*

Die von uns (Heuser, Martin, Schomburg) erzeugten Strukturen sind leider falsch, da
dem mit SWISS-Modell erstellten Strukturmodell eine komplette Helix fehlt, die an

der Interaktion beteiligt ist.

5.7.2 Target 25

Fir Target 25 haben 36 Gruppen insgesamt 336 Strukturen vorhergesagt. Die
Arbeitsgruppe von Eisenstein konnte fir dieses Target als einzige eine High Quality
Struktur mit einem Interface RMS von 0,904 A vorhersagen. Dreizehn
Arbeitsgruppen haben eine Struktur der Kategorie Medium Quality erstellt
(Schomburg, PatchDock, Gramm-X-Server, Vajda, Fernandez-Recio, Totrov,
Facemeyer, SKE-DOCK, Takeda-Shitaka, Weng, Smith, Smoothdock, Negi). Ferner
gab es 20 Strukturen der Kategorie Acceptable.?*
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Die von uns erstellte Medium Quality Struktur, ist im Hinblick auf den Backbone
Interface RMS mit 1,06 A die zweitbeste nach der Eisenstein Struktur. Von den 109
Interface Residuen des nativen Komplexes konnten wir 105 richtig vorhersagen.

5.7.3 Target 26

Fir Target 26 wurden von 39 Arbeitsgruppen 351 Strukturen vorhergesagt.
Allerdings konnte keine Arbeitsgruppe eine High Quality Struktur berechnen, aber
acht Arbeitsgruppen mindestens eine Medium Quality Struktur und weitere 8

Arbeitsgruppen eine Acceptable Struktur vorhersagen.?*

Mit ckordo, der umfassenden Scoringfunktion von Martin und den
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren wurde eine Acceptable Struktur mit
einem Backbone Interface RMS von 2,32 A erstellt. Die vorhergesagte Struktur

enthélt 63% der nativen Interface Residuen.
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Einflhrung und Optimierung von atom- und
aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren in Dockingprogramme wie ckordo, um

damit die Vorhersagequalitat von Proteinkomplexstrukturen zu steigern.

Dieses Ziel wurde mit den hier vorgestellten aminosaure- und atomspezifischen
Gewichtungsfaktoren erfolgreich erreicht. Nach der Anwendung der komplexklassen-
spezifischen Gewichtungsfaktoren ist der Anteil nahe nativer Strukturen im ersten
Prozent der Vorhersagen 5-15 mal gréBer. Fir bis zu 72% der Komplexe findet sich
eine nahe native Struktur auf den ersten 100 Platzen der Vorhersage.

Insbesondere die Multiplikation der aminosaure- und atomspezifischen Scores kann
nahe native Strukturen auf den vorderen Rangen anreichern. In Kombination mit der
von Martin entwickelten SVM-basierten, umfassenden Scoringfunktion kann fir 62%
der Enzym-Inhibitor Komplexe eine nahe native Struktur unter die ersten 10 Platze

der Vorhersage gebracht werden.

Im Folgenden werden zunachst grundlegende Probleme von Protein-Protein Docking
diskutiert und im Anschluss daran die hier vorgestellten Rerankingfunktionen
analysiert. Die Diskussion der Filter umfasst die Interpretation der optimierten
Gewichtungsfaktoren und deren Einordnung in den biochemischen Kontext.
AbschlieBend erfolgt ein Ausblick auf die weiteren Schritte in der Entwicklung von

ckordo.

6.2 Protein-Protein Docking

Programme zur Strukturvorhersage von Komplexen nahern sich immer mehr der

Anwendungsreife. In den letzten CAPRI-Runden konnten flir jeden Komplex von
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mehreren Gruppen mindestens eine ,Medium’ Struktur vorhergesagt werden (mit
Ausnahme von Target 24), allerdings jeweils von verschiedenen Gruppen, so dass
die Entwicklung von Dockingmethoden noch nicht als erfolgreich abgeschlossen
gelten kann.

Bei der Entwicklung von Methoden im Bereich des Protein-Protein Dockings ist die
Datengrundlage nach wie vor eines der Hauptprobleme. Selbst der gréBte nicht
redundante Datensatz fir Docking umfasst lediglich 83 Komplexe. In Relation zu den
eingangs erwahnten geschatzten 70.000 Protein-Protein Interaktionen ist dies ein
verschwindend geringer Anteil (0,1%). Die hohe Spezifitat der hier vorgestellten Filter
zeigt, dass es sinnvoll ist, die Gesamtheit der Proteinkomplexe flr die Vorhersage in
funktionelle Gruppen einzuteilen. Ob der geringen Anzahl an bekannten
Komplexstrukturen ist es allerdings nicht mdglich die verschiedenen Komplexe
sinnvoll in feinere als die hier benutzten Gruppen einzuteilen. Insbesondere flir die
Gruppe der ,Anderen’ Komplexe ware eine weitere Unterteilung mdglicherweise

sinnvoll.

Allerdings erschwert nicht nur die pure Anzahl an bekannten Strukturen, sondern
auch deren Qualitat die Entwicklung neuer unbound Docking Methoden. Zum Teil
stammen z.B. ungebundene und gebundene Strukturen aus verschiedenen
Organismen, so dass diese zwar oft sehr &hnlich sind, aber z.T. auch strukturelle und
sequentielle Unterschiede aufweisen, und es auch unbekannt ist, ob diese in vivo

Uberhaupt aneinander binden.

Erhebliche Schwierigkeiten flir das Docking werden auch durch fehlende Residuen in
den ungebundenen Proteinen verursacht. In der ungebundenen Struktur des
Rezeptors von 1GP2 fehlt z.B. eine komplette Helix, die Teil des Interfaces sein
musste. Aber auch bei 1IB1 fehlen in der ungebundenen Struktur offensichtlich
einige im Interface liegende Residuen des N-Terminus.

Ein weiteres Problem stellen solche Testfélle dar, bei denen eine der beiden
Untereinheiten ein Homomultimer ist. Diese Multimere missen erst per Hand erstellt
werden, da ckordo nicht in der Lage ist, solche Homomere mit C,-Symetrie
vorherzusagen. Es gibt allerdings Programme, die sich auf die Vorhersage von
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solchen Homomultimeren spezialisiert haben (z.B. M-ZDOCK’®, SYMMDOCK®).
Dockt man solche Multimere gegen ein anderes ungebundenes Protein, so gibt es
theoretisch mehr als eine richtige Lésung, welche aber mit den in ckordo integrierten
Methoden zur RMS-Berechnung nicht beriicksichtigt werden, so dass nur der 1/n-te
Teil der richtigen Strukturen auch als solche erkannt wird. Im benutzten Datensatz
wurden flr 8 Komplexe kinstlich Multimere erstellt (2VIS, 1AKJ, 1MLO, 1RLB, 119R,
1K4C, 1KKL, 1EER).

FOr das hier benutzte geometriebasierte rigid-body Dockingprogramm stellen noch
zwei weitere Aspekte ein erhebliches Problem dar: Einerseits kann die Identifikation
nahe nativer Strukturen durch die Flexibilitdt der Proteine erschwert bzw. verhindert
werden und andererseits sinkt die Wahrscheinlichkeit basierend auf der
geometrischen Korrelation nahe native Lésungen zu finden, wenn das Interface im

Verhéaltnis zur Gesamtoberflache des Proteins relativ klein ist.

Das Auftreten gréBerer konformationeller Anderungen zwischen gebundenem und
ungebundenem Zustand stellt flr ckordo das gr6Bte Problem dar. Bei fast allen
Lésungen, bei denen ckordo keine nahe native Losung gefunden hat, treten wahrend
der Bindung mindestens Bewegungen eines Interface Loops auf. Bei einzelnen
Komplexen, wie z.B. bei 1H1V, gibt es bei den auf den Komplex gelegten
ungebundenen Strukturen sogar massive Clashes von Sekundarstrukturelementen.

6.3 Gewichtete geometrische Korrelation

Die mit optimierten aminosaurespezifischen und atomspezifischen Faktoren
gewichtete geometrische Korrelation kann als Rerankingfunktion flr von einem rigia-
body Dockingprogramm vorgeschlagene mégliche Komplexstrukturen tberzeugen.
Durch eine Neusortierung der Komplexstrukturen nach den mit den
Gewichtungsfaktoren berechneten Scores kdénnen nahe native Strukturen und
insbesondere solche mit einem sehr niedrigen RMS auf den vorderen Rangen fir alle
drei Komplexklassen angereichert werden. Allerdings ist es nicht mdglich, die
Gewichtungsfaktoren so zu optimieren, dass ein Einsatz direkt bei der Berechnung
der geometrischen Korrelation in ckordo als erfolgreich zu bewerten ware.
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Es werden durch den direkten Einsatz in ckordo fir viele Komplexe mehr nahe native
Strukturen mit niedrigerem RMS-Wert und auf einem niedrigeren Rang gefunden, so
dass die optimierten Gewichtungsfaktoren prinzipiell auch in diesem Fall
funktionieren. Die Tatsache, dass sich der Anteil an nicht vorhersagbaren
Komplexen, also solche fir die keine nahe native Struktur gefunden wird, mehr als
verdoppelt hat, ist allerdings inakzeptabel. Das insgesamt unbefriedigende
Abschneiden der Gewichtungsfaktoren fir die Anwendung in ckordo lasst sich
dadurch erklaren, dass die Variabilitdt der zu bewertenden Strukturen im Sampling
Schritt weitaus gréBer ist als wahrend des Reranking Schrittes, wéhrend die
Gewichtungsfaktoren nur mit den Daten optimiert wurden, die beim Reranking
vorliegen. Die Nutzung aller potentiellen Strukturen fir die Optimierung hatte die

vorhandenen Rechenressourcen Uberschritten.

Ferner ist bei den Komplexen, bei denen die aminosaurespezifischen
Gewichtungsfaktoren bereits in ckordo genutzt wurden, ein weiteres Reranking mit
den hier vorgestellten Gewichtungsfaktoren nicht erfolgreich. Da alle so berechneten
Strukturen bereits einer optimalen Zusammensetzung der Aminosauren im Interface
entsprechen, kénnen die Rerankingfunktionen ihr Wirkungsspekirum nicht mehr
entfalten. Daher liefert ein Reranking nach einem klassischen ckordo Lauf auch in
den Féllen bessere Ergebnisse, wo durch den Einsatz der Gewichtungsfaktoren in
ckordo mehr nahe native Strukturen auf niedrigeren Réangen gefunden wurden. Als
weiteres Argument kann auch hier angefihrt werden, dass die Filter die
Unterscheidung zwischen richtigen und falschen Strukturen an Hand eines anderen
Spektrums an diversen Strukturen gelernt haben als nach einem gewichteten ckordo
Lauf vorhanden ist. Eine erneute spezifische Optimierung an Hand dieser Strukturen
ist allerdings nicht sinnvoll, da der Einsatz der Gewichtungsfaktoren angesichts der
groBen Anzahl an nicht vorhersagbaren Komplexen ohnehin nicht in Frage kommit.

Insgesamt Iasst sich feststellen, dass die Rerankingfunktion umso erfolgreicher ist, je
homogener die Gruppe der Komplexe ist, flir die sie optimiert wurden. Im Hinblick auf
den Anteil nahe nativer Strukturen auf den vorderen Rangen wird das beste Ergebnis
fir die Antikdrper-Antigen Komplexe erreicht, gefolgt von den Enzym-Inhibitor
Komplexen, wahrend die Ergebnisse fiir die sehr heterogene Gruppe der ,Anderen’
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Komplexe nicht ganz so gut sind. Das etwas schlechtere Abschneiden der
Ergebnisse fur die ,Anderen’ Komplexe in Kombination mit der Tatsache, dass die
optimierten Faktoren jeweils spezifisch fir die Gruppe an Komplexen ist, fir die sie
optimiert wurden, spricht fir eine weitere funktionelle Unterteilung der ,Anderen’
Komplexe, so dass auch flir diese Komplexe spezifischere Faktoren optimiert werden

kdnnen.

In einigen Fallen war es nicht mdglich - trotz Einsatzes der Gewichtungsfaktoren -
eine nahe native Struktur unter die ersten 1.000 R&nge zu bringen. Diese Komplexe
durchlaufen entweder groBere konformationelle Anderungen und sind daher auch als
schwierig oder mittel schwierig klassifiziert (z.B. 1DE4, 1EER), oder diese Komplexe
haben ein sehr kleines Interface (z.B. 1GHQ: 800 A? AASA) oder ein sehr locker
gepacktes Interface (z.B. 2PCC) und sind daher mit geometriebasiertem Docking
schwierig vorherzusagen. Allerdings ist kein klarer Zusammenhang zwischen der
Wirksamkeit der Rerankingfunktion und der jeweiligen Schwierigkeit erkennbar.
Sofern von ckordo selbst Uberhaupt nahe native Strukturen gefunden werden,
kénnen diese auch bei den meisten Komplexen von den Scoringfunktionen erkannt

werden.

Durch die Validierung der optimierten Gewichtungsfaktoren konnte gezeigt werden,
dass diese in der Lage sind, auch die Vorhersage von unbekannten Komplexen zu
verbessern. Allerdings war es nicht mdglich, an den vier ,Anderen’ Komplexen des
UUPPDD das Funktionieren fir ,Andere’ Komplexe nachzuweisen. Da aber die
Ergebnisse far den mit 12° Winkelinkrement berechneten Benchmark 2.0
Uberzeugen, ist es wahrscheinlich, dass auch die fir ,Andere’ Komplexe optimierten
Gewichtungsfaktoren die Vorhersage neuer bislang unbekannter Komplexe deutlich

verbessern.
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6.3.1 Aminosaurespezifische Gewichtungsfaktoren

Die optimierten aminosaurespezifischen Gewichtungsfaktoren stehen zum Teil in
Einklang mit den bekannten Eigenschaften von Protein-Protein Bindungsstellen und

lassen sich somit in den biochemischen Kontext einordnen.

Fir solche Aminosauren, die wegen ihrer langen und flexiblen Seitenketten
wahrscheinlich Kollisionen mit dem Bindungspartner auslésen, und somit rigid-body
unbound Dockingmethoden in die Irre flihren kénnen, wurden sehr niedrige
Gewichtungsfaktoren optimiert. Fir ARG, ASP, GLN, GLU und LYS, also fir die
flexiblen und polaren Aminosduren, die zudem eine sehr niedrige Interface-

Propensity aufweisen, wurden die niedrigsten Werte errechnet.

Dem gegeniber stehen sehr hohe Werte flr die aromatischen Residuen, die eine
sehr hohe Interface-Propensity aufweisen und mit ihren Ringsystemen so genannte
aromatische m-stacks (m-mr-Stapel-Wechselwirkungen) ausbilden kénnen. Des
Weiteren lassen sich die hohen Faktoren fir die Aromaten durch die Rigiditat der
Ringsysteme erklaren.

Gerade fur die Enzym-Inhibitor Komplexe korrespondieren die Gewichtungsfaktoren
mit den Interface Propensities'®®®, der Anzahl frei drehbarer Bindungen in den

t*° der Aminosauren.

Seitenketten und der Hydrophobizita
Der sehr hohe Faktor fir Methionin steht in Einklang mit der hohen
Wabhrscheinlichkeit MET im Interface zu finden und der sehr geringen
Wahrscheinlichkeit Methionin Uberhaupt auf der Proteinoberfliche anzutreffen'®®,
so dass ein auf der Oberflache befindliches MET ein deutlicher Hinweis auf die

Interface-Region sein kann.

Auch die fir die Antikdrper-Antigen Komplexe optimierten Parameter lassen sich mit
den oben genannten Argumenten erklaren, allerdings korrelieren die Faktoren nicht
so stark mit diesen Eigenschaften, wie die Faktoren fiir die EI-Komplexe. Die relativ

hohen Werte fir ASN und TYR entsprechen der gréBeren Bedeutung von
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Wasserstoffbriickenbindungen, bzw. der gréBeren Bedeutung der elektrostatischen
Wechselwirkungen bei Antikdrper-Antigen Bindungen™.

Die Gruppe der ,Anderen’ Komplexe ist so heterogen, dass eine eindeutige
Interpretation der Parameter schwierig ist. Dennoch wurden auch hier die héchsten
Gewichtungsfaktoren fur die apolaren, hydrophoben und rigiden Residuen optimiert,
wahrend die Werte fir die Aminosduren mit langen flexiblen Seitenketten eher gering
ausfallen.

Da insbesondere bei den Enzym-Inhibitor Komplexen, aber auch bei den ,Anderen’
Komplexen die optimierten Werte mit der Anzahl an frei drehbaren Bindungen in der
Seitenkette zusammenhangen, kénnen die Gewichtungsfaktoren als eine nicht
besonders rechenintensive Methode angesehen werden, um implizit Flexibilitdt von
Seitenketten beim Docking zu beriicksichtigen. Die Methode kann nicht zur richtigen
Orientierung der Seitenketten flihren, aber dennoch helfen den Fehler zu relativieren,
der durch falsch’ liegende Seitenketten hervorgerufen wird, die auch bei nahe
nativen Strukturen Kollisionen verursachen. Die richtige Konformation der

Seitenketten muss mit den Methoden des Refinements berechnet werden.

Auch die Werte, die die Optimierung fir das Innere des Rezeptors (1) ergeben hat,
machen im Hinblick auf die unterschiedliche Art der Interaktion Sinn. Der positive
Wert, der fir das Innere der Enzyme optimiert wurde, irritiert auf den ersten Blick, da
in einer Standard Fourier Docking Prozedur dieser Wert immer negativ ist. Da
allerdings in der Optimierung und auch wahrend des Rerankings lediglich solche
Komplexe vorkommen, die primar Oberflachen-Oberflachen Kontakte aufweisen und
somit keine gréBeren Kollisionen zwischen den Bindungspartnern aussortiert werden
missen, kénnen in diesem Schritt durchaus positive Werte fir |1 herauskommen.
Gerade bei EI-Komplexen, die ein sehr eng gepacktes Interface aufweisen, kénnen
auch die nahe nativen Strukturen auf Grund der Flexibilitat der Proteine kleinere
Kollisionen aufweisen. Der erhaltene hohe positive Wert deutet darauf hin, dass
gerade bei den nahe nativen Strukturen Kollisionen vorkommen. Die Strukturen, die
im Reranking Schritt noch Kollisionen aufweisen, trotz der 'Bestrafung’ von
Kollisionen wéahrend der Berechnung der geometrischen Korrelation in ckordo,
missen eine so hohe geometrische Passgenauigkeit aufweisen, dass sie nicht
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aussortiert werden. Diese Komplexstrukturen haben also eine exzellente
Passgenauigkeit, abgesehen von einigen kleineren vermutlich durch flexible
Seitenketten ausgeldsten Kollisionen und erhalten durch eine Neusortierung mit
einem positiven 11 Wert einen niedrigeren Rang.

Die Antikérper-Antigen Komplexe hingegen haben eine weitaus geringere
Packungsdichte, so dass hier auftretende Kollisionen keinen Hinweis auf das native
Interface geben kdénnen und daher auch wahrend des Rerankings durch einen
negativen |1 Wert 'bestraft' werden.

Fir die sehr heterogene Gruppe der ,Anderen’ Komplexe wurde ein Wert nahe Null
optimiert. Dies deutet darauf hin, dass Kollisionen hier weder durchgangig negativ

noch positiv zu bewerten sind.

6.3.2 Atomspezifische Gewichtungsfaktoren

Die sehr niedrigen Werte fir die Backbone Atome, die bei der Optimierung der
atomspezifischen Gewichtungsfaktoren berechnet wurden, liegen wahrscheinlich
darin begrindet, dass sich die Art und Anzahl der Kontakte des Backbones bei nahe
nativen und falschen Strukturen nicht wesentlich unterscheiden und die
Gewichtungsfaktoren fir diese Atome somit keine Rolle spielen bei der
Differenzierung zwischen nahe nativen und falschen Strukturen. Ferner decken sich
die niedrigen Backbone Werte auch mit der bei Neuvirth et al®® beschriebenen

niedrigen Interface-Propensity fir einige Ca-Atome.

Wie aus der Interpretation der aminoséurespezifischen Faktoren zu erwarten, wurden
fir die Atome, die in den Ringen der aromatischen Residuen liegen, hohe bis sehr
hohe Werte errechnet, so dass auch bei den atomspezifischen Parametern den
hohen Interface Propensities und der Fahigkeit, aromatische m-stacks auszubilden,

Rechnung getragen wird.

Insbesondere bei den Antikérper-Antigen und bei den ,Anderen’ Komplexen wurden
hohe und mittlere Werte fir die Seitenkettenatome optimiert, die haufig fir die
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Bildung von Wasserstoffbriicken benétigt werden. Die Seitenkettenatome, die nur bei
den hydrophoben Residuen mit kurzer und wenig flexibler Seitenkette, wie z.B. SER
oder LEU vorkommen, erhielten bei allen drei Komplexgruppen mittlere Werte durch
die Optimierung.

Die Methylengruppen, die bei mehreren - auch langen - Seitenketten vorkommen,
haben bei den AA- und bei den OTH-Komplexen gegen Null gehende Werte
erhalten, spielen aber bei den EI-Komplexen eine gréBere Rolle.

Wéhrend sich also abgesehen von den Kohlenstoffatomen der kurzen hydrophoben
Seitenketten die hdéheren Werte bei den Antikérper-Antigen und den ,Anderen’
Komplexen nur auf die funktionellen Gruppen, welche an Wasserstoffbriicken und
polaren Wechselwirkungen beteiligt sind, und die Atome der aromatischen Ringe
konzentrieren, haben bei den El-Komplexen die Seitenkettenatome der Residuen mit
einer hohen Interface-Propensity (ILE, TRP, TYR, MET, PHE, CYS, HIS)
durchgangig hdhere Gewichtungsfaktoren erhalten. Zusammenfassend kann also
gesagt werden, dass auch die atomspezifischen Gewichtungsfaktoren der jeweiligen
biochemischen Rolle der Atome und deren Bedeutung fir die Interaktion zweier

Proteine entsprechen.

Far die Atome, die in mehreren unterschiedlichen Residuen vorkommen (wie z.B. die
Backboneatome und die Kohlenstoffatome der Gruppe 8), wére eine weitere
Unterteilung in Untergruppen moéglicherweise sinnvoll, abh&ngig von den Residuen,
in denen sie vorkommen, oder abhangig von der Distanz zum Backbone. Allerdings
wirde eine weitere Unterteilung zu einem héheren Anspruch an Speicherbedarf und
Rechenzeit flhren, der die zur Verfligung stehenden Ressourcen Uberstiegen hatte.

Die fir das Innere des Rezeptors (1) optimierten Werte verhalten sich bei der
atomspezifischen Optimierung ahnlich wie bei der aminosaurespezifischen, so dass
auch hier die oben gegebenen Erklarungen zutreffen. Die jeweiligen Werte sind zwar
niedriger (zwischen 1 und -1), was aber eher an der Abhangigkeit von den anderen
optimierten Faktoren liegt, als eine biochemische Ursache hat.

-101 -



Diskussion

6.3.3 Kombination mit SVM-Scoring

Die Kombination aus der mit den spezifischen Gewichtungsfaktoren berechneten
geometrischen Korrelation und der umfassenden SVM-Scoringfunktion von Martin
kann die Vorhersagequalitat weiter steigern.

Im direkten Vergleich von SVM-basiertem Scoring und der gewichteten
geometrischen Korrelation ist die Anreicherung nahe nativer Strukturen auf den
vorderen Rangen durch die SVM-Scoringfunktion erfolgreicher. Allerdings ist der
niedrigste Rang auf dem eine nahe native Struktur gefunden wird nach dem
Reranking mit der gewichteten geometrischen Korrelation oftmals niedriger.

Da bislang die geometrische Korrelation in Martins Scoringschema nur in Form der
von ckordo berechneten Passgenauigkeit einflieBt, ist eine weitere Steigerung durch

die optimierte gewichtete Korrelation zu erwarten gewesen.

Die erfolgreichste Art der Kombination unterscheidet sich jedoch nach den
verschiedenen Komplexklassen. Wahrend far die Enzym-Inhibitor und fir die
Antikdrper-Antigen Komplexe das beste Ergebnis dadurch erreicht wird, die
potentiellen Komplexstrukturen zuerst nach Martins Scoringfunktion zu sortieren, und
anschlieBend alle Strukturen, die identische SVM-Scores erhalten haben, nach der
gewichteten Korrelation zu sortieren, wird fir die meisten ,Anderen’ Komplexe eine
nahe native Struktur auf den vorderen Rangen durch das Produkt aus
aminosaurespezifischen, atomspezifischen und SVM-Scores gefunden.

Dies kann darin begriindet liegen, dass die Spezifitdt von Martins Scoringfunktion flir
die ,Anderen’ Komplexe deutlich schlechter ist als fir AA- und El-Komplexe, so dass
es relativ viele ,Falsch Negative’ und ,Falsch Positive’ gibt®'. Ferner ist die Anzahl der
Strukturen, die durch die SVM-Scoringfunktion den Wert 1 zugewiesen bekommen,
relativ. gering, so dass eine sekundare Sortierung nach der gewichteten
geometrischen Korrelation keine weitere Steigerung des Endergebnisses bringt.
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7 Ausblick

Mit dem erfolgreichen Abschluss der Entwicklung der Rerankingfunktionen mit
aminosaure- und atomspezifischen Gewichtungsfaktoren und der umfassenden
Scoringfunktion von Martin ist der Rahmen flir Fortschritte im Scoring Schritt der

Dockingprozedur weitgehend erschopft.

Damit ckordo allerdings auch in Zukunft ein konkurrenzfahiges Dockingprogramm ist,
sollte insbesondere an drei Stellen der Dockingprozedur weiterhin Arbeit investiert
werden. Der wohl wichtigste Schritt ist die Geschwindigkeitsoptimierung des
Samplingschrittes, die unter Berlcksichtigung der neuesten Methoden zur
Parallelisierung von Rechenaufgaben erfolgen sollte, so dass es gegebenenfalls
maoglich ist, die Flexibilitat der Proteine durch Ensemble Docking in realistischer Zeit

zu bericksichtigen.

Die Entwicklung neuer Algorithmen zur Verbesserung der Vorhersagequalitat kénnte
sich auf zwei Stellen konzentrieren, namlich zum einen auf die Analyse der Proteine

vor dem eigentlichen Docking und auf das Refinement der nahe nativen Strukturen.

Fortschritte im Bereich des Refinements kénnen durch Energieminimierungen und
durch gezielte Behandlungen der flexiblen Bereiche der Proteine zu niedrigeren
RMSD-Werten fihren und somit die Qualitat der vorhergesagten Strukturen erheblich

steigern.

Die Analyse der Proteine vor dem eigentlichen Docking sollte zwei Ziele verfolgen.
Zum einen kann versucht werden, die Interface Regionen vorherzusagen, um somit
das Absuchen des geometrischen Raumes effizienter gestalten zu kdnnen. Der
andere, moglicherweise wichtigere Teil der Voranalyse kann sich auf die
Identifikation flexibler Bereiche der Proteine beziehen, um die Komplexitat der
expliziten Behandlung flexibler Bereiche einzuschranken.

Insgesamt bietet der aktuelle Entwicklungsstand von ckordo allerdings eine gute

Grundlage fir ein erfolgreiches Dockingprogramm.
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